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A B S T R A C T 

P e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 a r e h o m o l o g o u s i n t e g r a l m e m b r a n e 

p r o t e i n s o f t h e t e t r a s p a n i n s u p e r f a m i l y t h a t f o r m m u l t i s u b u n i t c o m p l e x e s 

in t h e r i m s of p h o t o r e c e p t o r o u t e r s e g m e n t d i s c s . P e r i p h e r i n - 2 is c r i t i ca l 

f o r f o r m a t i o n a n d m a i n t e n a n c e of r od a n d c o n e d i s c s , w h i l e r o m - 1 is 

i n v o l v e d in r e g u l a t i o n o f t h i s p r o c e s s . M u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 c a u s e 

v a r i o u s f o r m s o f h u m a n re t i na l d e g e n e r a t i o n i n c l u d i n g re t in i t i s 

p i g m e n t o s a ( R P ) a n d m a c u l a r d e g e n e r a t i o n ( M D ) . P e r i p h e r i n - 2 a n d r o m -

1 c o n t a i n s e v e n h i g h l y c o n s e r v e d c y s t e i n e s in t h e i n t r a d i s c a l l oop r e g i o n , 

t w o o f w h i c h in p e r i p h e r i n - 2 a r e l i n k e d to R P . 

E a c h of t h e s e c y s t e i n e s in p e r i p h e r i n - 2 h a s b e e n i n d i v i d u a l l y 

r e p l a c e d by s e r i n e to d e t e r m i n e i ts ro le in f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y . 

S i x o f t h e s e v e n c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s in t h e i n t r a d i s c a l l oop of 

p e r i p h e r i n - 2 a r e e s s e n t i a l fo r p r o p e r c o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n w i t h r o m - 1 . 

T h e y l i ke l y c o n s t i t u t e t h r e e i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s c r u c i a l to t h e 

p r o p e r f o l d i n g of t h e s u b u n i t s . M u t a t i o n s a t C 1 6 5 a n d C 2 1 4 c a u s e R P . 

T h e r e m a i n i n g c y s t e i n e , C 1 5 0 , is no t i n v o l v e d in t e t r a m e r f o r m a t i o n , bu t 

is s o l e l y r e s p o n s i b l e f o r d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n o f t e t r a m e r s 

in to h i g h e r o r d e r c o m p l e x e s . C o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n is r e q u i r e d f o r 

d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n a n d fo r t a r g e t i n g to rod o u t e r 

s e g m e n t s . R P - c a u s i n g m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 p r e v e n t t e t r a m e r a n d 

h i g h e r - o r d e r o l i g o m e r f o r m a t i o n a n d c a u s e m i s t a r g e t i n g to rod i n n e r 



Ill 

s e g m e n t s . D i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n p l a y s a ro le in d i s c r i m a n d 

i n c i s u r e f o r m a t i o n a n d i n v o l v e s b o t h n o n c o v a l e n t a n d c o v a l e n t ( d i su l f i de 

b o n d s ) i n t e r a c t i o n s . R o m - 1 f u n c t i o n s in t h e r e g u l a t i o n o f d i s u l f i d e -

m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n by i nh i b i t i ng d i s u l f i d e - l i n k i n g of t e t r a m e r s . 

H u m a n R P c a u s e d by m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 r e s u l t s f r o m (1 ) h a v i n g 

d e c r e a s e d l e v e l s o f p r o t e i n in t h e o u t e r s e g m e n t s , a n d (2 ) b y i n t e r f e r e n c e 

w i t h t h e f u n c t i o n o f W T p r o t e i n in o u t e r s e g m e n t s in a d o m i n a n t - n e g a t i v e 

m a n n e r . 
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C H A P T E R 1 - I N T R O D U C T I O N 

1.1 T H E E Y E 

T h e v e r t e b r a t e e y e is a s o p h i s t i c a t e d o p t i c a l d e v i c e d e s i g n e d by 

e v o l u t i o n o v e r m i l l i o n s o f y e a r s . It f u n c t i o n s t o p r o j e c t a n d f o c u s t h e 

i m a g e s f r o m o u r u n i v e r s e o n t o a d e l i c a t e d i s c o f n e u r a l t i s s u e c a l l e d t h e 

r e t i n a (Fig 1). L i gh t f o c u s e d by t h e l e n s o n t o t h e r e t i n a a t t h e b a c k o f 

t h e e y e is c a p t u r e d c h e m i c a l l y by t h e rod a n d c o n e p h o t o r e c e p t o r s . T h e 

v e r t e b r a t e r e t i n a c o n s i s t s o f t h r e e l a y e r s o f c e l l s a n d t w o l a y e r s o f 

s y n a p s e s (Fig 1). T h e p h o t o r e c e p t o r s t r a n s m i t t h e i r i n f o r m a t i o n ( c o l o u r , 

i n t e n s i t y , c o n t r a s t ) to t h e b i p o l a r , a m a c r i n e , a n d h o r i z o n t a l ce l l s o f t h e 

i n n e r r e t i n a . T h e s e ce l l s i n t e g r a t e t h e s i g n a l s f r o m t h e e n t i r e r e t i n a a n d 

t r a n s m i t t h e m to t h e g a n g l i o n ce l l s w h i c h c o m p r i s e t h e o p t i c n e r v e . A s 

m a n y a s f i f ty p h o t o r e c e p t o r s c a n s y n a p s e w i t h a s i n g l e b i p o l a r ce l l in t h e 

c o m p l e x p r o c e s s o f i m a g e c o d i n g . A s i n g l e g a n g l i o n ce l l c a n r e c e i v e i n p u t 

f r o m u p to 7 5 , 0 0 0 rod p h o t o r e c e p t o r s . It is t h e n t h e r e s p o n s i b i l i t y o f t h e 

v i s u a l c o r t e x o f t h e b r a i n to d e c o d e t h e s e i n t e g r a t e d s i g n a l s a n d r e c r e a t e 

t h e i m a g e o r i g i n a l l y f o c u s e d o n t h e re t i na ( r e v i e w e d by K o l b , 1 9 9 4 ) . 

1.1.1 Rod and cone photoreceptors 

T h e t w o m a j o r c l a s s e s o f p h o t o r e c e p t o r s , r o d s a n d c o n e s , a r e 

r e s p o n s i b l e f o r v i s i o n in d i m l igh t a n d c o l o u r v i s i o n , r e s p e c t i v e l y . T h e r e 
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Fig 1. Structure of the vertebrate eye and retina. (A ) L i g h t e n t e r s t h e 
e y e b y p a s s i n g t h r o u g h t h e t r a n s p a r e n t t i s s u e c a l l e d t h e c o r n e a a n d is 
f o c u s e d by t h e l e n s o n t o t h e re t i na at t h e b a c k o f t h e e y e . T h e r e , t h e 
p h o t o r e c e p t o r c e l l s d e t e c t t h e l igh t a n d t r a n s m i t a s i g n a l v i a t h e o p t i c n e r v e 
to t h e b r a i n . T h e c h o r o i d , t h e v a s c u l a r l a y e r w h i c h p r o v i d e s n u t r i e n t s to t h e 
r e t i n a , l ies a d j a c e n t t o t h e s c l e r a , a h a r d p r o t e c t i v e o u t e r layer , a n d t h e 
re t i na l p i g m e n t e p i t h e l i u m ( R P E ) w h i c h is in i n t i m a t e c o n t a c t w i t h t h e 
p h o t o r e c e p t o r s . ( B ) T h e R P E is r e s p o n s i b l e f o r m a i n t e n a n c e o f t h e rod ( d a r k 
b l u e ) a n d c o n e ( r e d , g r e e n , a n d b lue ) p h o t o r e c e p t o r s w h i c h c o m p r i s e t h e 
o u t e r n u c l e a r layer . P h o t o r e c e p t o r s s y n a p s e w i t h t h e n e u r o n s o f t h e i n n e r 
n u c l e a r l a y e r ( h o r i z o n t a l , b ipo la r , a n d a m a c r i n e ce l l s ) w h i c h in t u r n s y n a p s e 
w i t h g a n g l i o n c e l l s w h o s e a x o n s c o m p r i s e t h e o p t i c n e r v e . M o d i f i e d f r o m 
W e b v i s i o n ( w w w . w e b v i s i o n . m e d . u t a h . e d u ) . 

http://www.webvision.med.utah.edu
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a r e t h r e e s u b - c l a s s e s o f c o n e s in h u m a n s t h a t r e s p o n d to r e d , g r e e n a n d 

b l u e w a v e l e n g t h s o f l igh t . R o d s d o m i n a t e t h e p e r i p h e r a l r e t i n a a n d a r e 

a b s e n t in t h e f o v e a , a s m a l l r e g i o n o f t h e c e n t r a l r e t i n a w h i c h is t h e foca l 

po i n t o f t h e l e n s . C o n e s a r e t h i n l y d i s p e r s e d t h r o u g h o u t t h e p e r i p h e r a l 

r e t i na a n d a r e c o n c e n t r a t e d in t h e f o v e a , w h i c h is r e s p o n s i b l e f o r h i g h 

v i s u a l a c u i t y . T h e ra t io o f r o d s to c o n e s in t h e h u m a n r e t i n a is 2 0 : 1 

( O s t e r b e r g , 1 9 3 5 ) . 

A l t h o u g h r o d s a n d c o n e s v a r y in s h a p e a n d s i z e ( a n d a r e h e n c e 

c a l l e d r o d s a n d c o n e s ) , t h e y h a v e a s i m i l a r c e l l u l a r o r g a n i z a t i o n . T h e y 

c o n t a i n a s y n a p t i c t e r m i n a l , ce l l b o d y , i n n e r s e g m e n t , a n d o u t e r s e g m e n t 

r e g i o n ( F i g 2). T h e o u t e r s e g m e n t c o n t a i n s 5 0 0 - 2 0 0 0 m e m b r a n e o u s 

d i s c s t h a t a r e s e p a r a t e f r o m t h e p l a s m a m e m b r a n e in r o d s bu t 

c o n t i n u o u s w i t h t h e p l a s m a m e m b r a n e in c o n e s . D i s c s a r e c o m p r i s e d o f 

r i m a n d l a m e l l a r r e g i o n s , e a c h o f w h i c h h a s i ts o w n c o m p l e m e n t o f 

p r o t e i n s . In r o d s , l a rge i n v a g i n a t i o n s o f t h e d i s c r i m p r o d u c e i n c i s u r e s 

w h i c h a l i g n w i t h t h e l ong a x i s o f t h e p h o t o r e c e p t o r . T h e n u m b e r o f 

i n c i s u r e s v a r i e s f r o m s p e c i e s to s p e c i e s . T h e o p s i n p h o t o p i g m e n t s a r e 

l o c a t e d in t h e l a m e l l a r r e g i o n s . T h e o u t e r s e g m e n t is s u p p o r t e d by t h e 

c o n n e c t i n g c i l i u m , w h i c h i s o l a t e s it f r o m t h e m i t o c h o n d r i a , G o l g i , a n d 

e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m of t h e i n n e r s e g m e n t . T h e ce l l b o d y c o n t a i n s t h e 

n u c l e u s , a n d t h e s y n a p t i c t e r m i n u s is t h e s i t e o f g l u t a m a t e r e l e a s e a n d 

n e r v e t r a n s m i s s i o n ( r e v i e w e d by M a s s e y & M a g u i r e , 1 9 9 5 ) . 
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Fig 2 . Vertebrate photoreceptor cells. (A ) R o d a n d c o n e n e u r o n s a r e 
c o m p r i s e d o f a n o u t e r s e g m e n t w h i c h c o n t a i n s a s t a c k o f m e m b r a n o u s d i s c s . 
T h e s e d i s c s a r e s e p a r a t e f r o m t h e p l a s m a m e m b r a n e in r o d s a n d c o n t i n u o u s 
w i t h it in c o n e s . T h e o u t e r s e g m e n t is s e p a r a t e d f r o m t h e i n n e r s e g m e n t by a 
n o n - m o t i l e c o n n e c t i n g c i l i u m . T h e i n n e r s e g m e n t c o n t a i n s t h e o r g a n e l l e s , 
t h e ce l l b o d y c o n t a i n s t h e n u c l e u s , a n d t h e s y n a p t i c t e r m i n u s is t h e s i t e o f 
n e u r o t r a n s m i t t e r r e l e a s e a n d s i g n a l l i n g . ( B ) D i a g r a m o f a f r o g rod o u t e r 
s e g m e n t i l l u s t r a t i ng t h e s h a p e a n d o r g a n i z a t i o n o f d i s c s a n d t h e p r e s e n c e o f 
i n c i s u r e s . ( C ) E l e c t r o n m i c r o g r a p h of a l o n g i t u d i n a l s e c t i o n o f a r h e s u s 
m o n k e y r o d o u t e r s e g m e n t ; X 7 5 , 6 0 0 . M o d i f i e d f r o m D o s e ( 1 9 9 6 ) ( A ) ; 
S t e i n b e r g ( 1 9 8 0 ) ( B & C ) . 
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1.1.2 Phototransduction 

P h o t o t r a n s d u c t i o n o c c u r s in t h e o u t e r s e g m e n t s o f rod a n d c o n e 

ce l l s ( F i g 3). In r o d s it b e g i n s w h e n a p h o t o n o f l i gh t i s o m e r i z e s t h e 1 1 -

c/ 's - re t ina l c h r o m o p h o r e o f r h o d o p s i n to i ts all-trans i s o m e r . T h i s l e a d s to 

a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e in r h o d o p s i n a n d t h e p r o d u c t i o n o f 

m e t a r h o d o p s i n II (M II) ( r e v i e w e d by K o c h , 1 9 9 5 ; P a l c z e w s k i , 1 9 9 4 ; 

P o l a n s , B a e h r & P a l c z e w s k i , 1 9 9 6 ; P u g h & L a m b , 1 9 9 3 ) . T h i s s i g n a l is 

a m p l i f i e d t h r o u g h t h e a c t i v a t i o n o f t h e G - p r o t e i n t r a n s d u c i n ( T a p y ) , w h i c h 

e x c h a n g e s b o u n d G D P fo r G T P a n d d i s s o c i a t e s in to T a a n d T P y s u b u n i t s . A 

s i n g l e m e t a r h o d o p s i n II m o l e c u l e c a n a c t i v a t e b e t w e e n 1 0 0 a n d 5 0 0 

m o l e c u l e s o f t r a n s d u c i n ( G r a y - K e l l e r , B i e r n b a u m & B o w n d s , 1 9 9 0 ) . T h e 

a c t i v a t e d T a s u b u n i t b i n d s p h o s p h o d i e s t e r a s e ( P D E ) s t o i c h i o m e t r i c a l l y a n d 

s t i m u l a t e s t h e c o n v e r s i o n o f c G M P to G M P . O n e a c t i v a t e d P D E - T a 

c o m p l e x c a n c a t a l y z e t h e h y d r o l y s i s o f u p to 1 0 0 0 c G M P m o l e c u l e s 

r e s u l t i n g in a n a m p l i f i c a t i o n o f 1 - 5 x 1 0 5 m o l e c u l e s o f c G M P p e r s e c o n d 

p e r r h o d o p s i n m o l e c u l e ( Y e e & L i e b m a n , 1 9 7 8 ) . D e c r e a s e d l e v e l s o f 

c G M P r e s u l t in c l o s i n g o f t h e c G M P - g a t e d c h a n n e l s a n d r e d u c e d 

c o n d u c t a n c e o f t h e p l a s m a m e m b r a n e to s o d i u m a n d c a l c i u m . T h e 

h y p e r p o l a r i z a t i o n o f t h e ce l l r e s u l t s in t h e i n h i b i t i o n o f n e u r o t r a n s m i t t e r 

( g l u t a m a t e ) r e l e a s e a t t h e s y n a p t i c t e r m i n a l . 

M e c h a n i s m s e x i s t t o r e s e t t h e p h o t o r e c e p t o r s t o a l l o w f o r a f as t 

p h y s i o l o g i c a l r e s p o n s e to l igh t . A c t i v e m e t a r h o d o p s i n II is i n a c t i v a t e d by 
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Fig 3 . Phototransduct ion. L i gh t i n i t i a tes t h e i s o m e r i z a t i o n o f 1 1 - c / s 
re t i na l t o a l l - t r a n s re t i na l w h i c h c o n v e r t s r h o d o p s i n i n to t h e a c t i v a t e d 
m e t a r h o d o p s i n II s t a t e (M I I) . T r a n s d u c i n e x c h a n g e s b o u n d G D P fo r G T P 
a n d T a a c t i v a t e s P D E w h i c h c o n v e r t s c G M P to G M P . D e c r e a s e d l e v e l s o f 
c G M P r e s u l t in c l o s i n g o f t h e c h a n n e l a n d h y p e r p o l a r i z a t i o n o f t h e rod c e l l . 
P h o t o r e c o v e r y is i n i t i a t ed by s h u t t i n g of f t h e v i s u a l c a s c a d e by (1) 
p h o s p h o r y l a t i o n o f r h o d o p s i n a n d b i n d i n g o f a r r e s t i n , ( 2 ) G A P a s s i s t e d 
h y d r o l y s i s o f G T P by T a a n d d i s s o c i a t i o n f r o m P D E , a n d (3 ) r e a s s o c i a t i o n o f 
T a w i t h T(3y to f o r m t h e i n a c t i v a t e d t r a n s d u c i n h e t e r o t r i m e r . L o w 
i n t r a c e l l u l a r c a l c i u m r e s u l t i n g f r o m c h a n n e l c l o s u r e l e a d s t o (1 ) G C A P 
a s s i s t e d a c t i v a t i o n o f g u a n y l a t e c y c l a s e a n d a n i n c r e a s e in c G M P 
c o n c e n t r a t i o n , (2 ) d i s s o c i a t i o n o f c a l m o d u l i n ( C a M ) f r o m t h e c h a n n e l a n d 
i n c r e a s e d c h a n n e l s e n s i t i v i t y t o c G M P . A s c G M P l e v e l s i n c r e a s e , t h e 
c h a n n e l s r e o p e n a n d t h e rod ce l l is r e t u r n e d to t h e d e p o l a r i z e d s t a t e . T h e 
i n c r e a s e in c a l c i u m r e s u l t s in i n a c t i v a t i o n o f g u a n y l a t e c y c l a s e a n d 
d e p h o s p h o r y l a t i o n o f r h o d o p s i n . Solid arrows s h o w t h e p h o t o e x c i t a t i o n 
p r o c e s s a n d dashed arrows s h o w t h e p h o t o r e c o v e r y p r o c e s s . M o d i f i e d f r o m 
M o l d a y ( 1 9 9 8 ) . 
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r h o d o p s i n k i n a s e ( R K ) c a t a l y z e d p h o s p h o r y l a t i o n a n d t h e s u b s e q u e n t 

b i n d i n g o f a r r e s t i n . T h i s r e a c t i o n in t u r n is r e g u l a t e d by c a l c i u m 

c o n c e n t r a t i o n s t h r o u g h t h e i n t e r a c t i o n o f R K w i t h t h e c a l c i u m - a c t i v a t e d 

p r o t e i n r e c o v e r i n . T h e a l l - t r a n s - r e t i n a l c h r o m o p h o r e is r e d u c e d to a l l -

t r a n s - r e t i n o l b y re t i na l d e h y d r o g e n a s e a n d is r e l e a s e d f r o m t h e i n a c t i v e 

p h o s p h o r y l a t e d r h o d o p s i n . T h i s p r e v e n t s t h e b i n d i n g o f t r a n s d u c i n , R K , 

o r a r r e s t i n tp o p s i n . R h o d o p s i n is r e g e n e r a t e d u p o n d e p h o s p h o r y l a t i o n 

by p r o t e i n p h o s p h a t a s e 2 A a n d r e b i n d i n g o f 1 1 - c / s - r e t i n a I. 

T h e s t i m u l a t i o n o f P D E b y T a is r e g u l a t e d b y t h e i n t r i n s i c G T P a s e 

a c t i v i t y o f T a a n d by G T P a s e - a c t i v a t i n g p r o t e i n s ( G A P s ) . B i n d i n g o f T a t o 

P D E o r G A P s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e s i ts i n t r i n s i c G T P a s e a c t i v i t y a n d 

r e s u l t s in t h e h y d r o l y s i s o f G T P , d i s s o c i a t i o n f r o m P D E , a n d r e b i n d i n g o f 

T P y . T r a n s d u c i n a n d P D E a r e r e t u r n e d t o t h e i r r e s t i n g s t a t e s a n d a r e 

r e a d y f o r s u b s e q u e n t a c t i v a t i o n . 

P h o t o a c t i v a t i o n r e s u l t s in a d e c r e a s e in i n t r a c e l l u l a r c a l c i u m . T h e 

c l o s i n g o f t h e c G M P c h a n n e l s d u e to l ow l e v e l s o f c G M P p r e v e n t s t h e 

in f l ux o f c a l c i u m in to t h e o u t e r s e g m e n t . A N a / C a - K e x c h a n g e r h o w e v e r , 

c o n t i n u e s to e x t r u d e c a l c i u m f r o m t h e ce l l r e s u l t i n g in a d e c r e a s e in 

c a l c i u m f r o m 5 0 0 to 5 0 n M . T h e e n z y m e g u a n y l a t e c y c l a s e ( G C ) , w h i c h is 

i n a c t i v e a t h i g h c a l c i u m c o n c e n t r a t i o n s ( d a r k s t a t e ) , is a c t i v a t e d by 

g u a n y l a t e c y c l a s e a c t i v a t i n g p r o t e i n s ( G C A P s ) in l ow c a l c i u m . G C A P s a r e 

c a l c i u m b i n d i n g p r o t e i n s t h a t a c t i v a t e G C in t h e i r u n l i g a n d e d s t a t e . 
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G u a n y l a t e c y c l a s e c o n v e r t s G T P in to c G M P t h e r e b y i n c r e a s i n g t h e l eve l o f 

c G M P in t h e c e l l . T h i s in t u r n r e o p e n s t h e c h a n n e l s a n d r e s t o r e s t h e 

r e s t i n g m e m b r a n e p o t e n t i a l . T h e c G M P - g a t e d c h a n n e l is a l s o r e g u l a t e d 

by t h e c a l c i u m - b i n d i n g p r o t e i n c a l m o d u l i n ( H s u & M o l d a y , 1 9 9 3 ) . In low 

c a l c i u m c o n c e n t r a t i o n s ( a n d l ow c G M P c o n c e n t r a t i o n s ) , c a l m o d u l i n 

d i s s o c i a t e s f r o m t h e c h a n n e l . T h i s i n c r e a s e s t h e a p p a r e n t a f f i n i t y o f t h e 

c h a n n e l f o r c G M P a n d a l l o w s it to o p e n a t l ow c G M P c o n c e n t r a t i o n s . 

T h e s e c o n c e r t e d e f f e c t s r esu l t in t h e f as t r e c o v e r y o f t h e ce l l to t h e d a r k 

s t a t e a n d c e s s a t i o n o f t h e n e u r a l s i g n a l . 

1.1.3 Disc morphogenesis and shedding 

R o d a n d c o n e p h o t o r e c e p t o r s c o n t i n u a l l y r e n e w t h e p h o t o s e n s i t i v e 

m e m b r a n e s o f t h e i r o u t e r s e g m e n t s ( Y o u n g , 1 9 7 6 ) . C o m p l e t e l y n e w 

o u t e r s e g m e n t s a r e g e n e r a t e d o n a v e r a g e e v e r y t e n d a y s a t a ra te o f o n e 

h u n d r e d d i s c s p e r d a y o r m a x i m a l l y o n e n e w d i s c e v e r y 9 m i n ( B e s h a r s e 

& D e f o e , 1 9 9 8 ; B e s h a r s e , Ho l l y f i e l d & R a y b o r n , 1 9 7 7 ) . D i s c 

m o r p h o g e n e s i s o c c u r s a t t h e b a s e o r p r o x i m a l e n d o f t h e o u t e r s e g m e n t 

a n d d i s c s m i g r a t e d i s t a l l y t o w a r d s t h e t ip w h e r e d i s c s h e d d i n g a n d 

p h a g o c y t o s i s by t h e re t i na l p i g m e n t e p i t h e l i u m ( R P E ) o c c u r s . A c l o s e 

r e l a t i o n s h i p e x i s t s b e t w e e n d i s c m o r p h o g e n e s i s a n d s h e d d i n g t h a t is 

d e p e n d e n t u p o n t h e i n t i m a t e i n t e r a c t i o n o f t h e R P E w i t h t h e 

p h o t o r e c e p t o r s ( K a p l a n , I w a t a & S t e r r e t t , 1 9 9 0 ) . A s i n g l e ra t R P E ce l l 
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c a n p h a g o c y t i z e a s m a n y a s 3 0 , 0 0 0 d i s c s p e r d a y , a p r o d i g i o u s e f for t . 

G e n e r a l l y , d i s c s h e d d i n g is a d i u r n a l p r o c e s s t h a t o c c u r s a t t h e o n s e t o f 

l igh t a f t e r a p e r i o d o f d a r k n e s s a n d i n v o l v e s t h e a c t i o n s o f m e l a t o n i n , 

d o p a m i n e , a n d a p h o t o r e c e p t o r c i r c a d i a n c l o c k ( B e s h a r s e & D e f o e , 1 9 9 8 ) . 

W h y t h e n d o p h o t o r e c e p t o r s a n d R P E c e l l s e x p e n d s o m u c h e n e r g y 

o n m e m b r a n e s y n t h e s i s a n d r e n e w a l ? It h a s b e e n k n o w n s i n c e a n t i q u i t y , 

in P l a t o ' s P h a e d o , t h a t S o c r a t e s a d v i s e d a g a i n s t s t a r i n g d i r e c t l y in to t h e 

s u n b e c a u s e o f a c u t e l igh t d a m a g e to t h e e y e ( D u k e - E l d e r , 1 9 5 4 ) . In 

f ac t , d a m a g e to t h e p h o t o r e c e p t o r s a n d R P E ce l l s o f t h e r e t i n a by a c u t e 

a n d c h r o n i c l igh t e x p o s u r e h a s b e e n s h o w n to o c c u r in a n i m a l m o d e l s a n d 

v a r i e s w i t h w a v e l e n g t h ( L a n u m , 1 9 7 8 ; O r a n i s c i a k & W i n k l e r , 1 9 9 4 ; R e m e 

et al., 1 9 9 8 ) . T h e r e is a l s o a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n l igh t e x p o s u r e 

a n d t h e o c c u r r e n c e o f a g e - r e l a t e d m a c u l a r d e g e n e r a t i o n in h u m a n s , t h e 

m o s t c o m m o n f o r m of b l i n d n e s s in t h e e l d e r l y ( C r u i c k s h a n k s , K l e i n & 

K l e i n , 1 9 9 3 ; T a y l o r et al., 1 9 9 0 ; T a y l o r e t al., 1 9 9 2 ) . V e r y r e c e n t l y , it 

h a s b e e n s h o w n f o r t h e f i rs t t i m e t h a t l igh t c a u s e s r e t i n a l - c a t a l y z e d 

p h o t o - o x i d a t i o n a n d a g g r e g a t i o n o f a n u m b e r o f p h o t o r e c e p t o r d i s c 

p r o t e i n s i n c l u d i n g A B C R , p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 ( S u n & N a t h a n s , 2 0 0 1 ) , 

t h u s p r o v i d i n g a m o l e c u l a r r a t i o n a l e f o r l i gh t d a m a g e . It t h e r e f o r e s e e m s 

q u i t e c l e a r t h a t o u t e r s e g m e n t m e m b r a n e s a n d t h e i r c o n s t i t u e n t p r o t e i n s 

a r e h i g h l y s u s c e p t i b l e to l i g h t - d a m a g e a n d m u s t be r a p i d l y r e g e n e r a t e d 

to m a i n t a i n p r o p e r v i s i o n . 
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A n e l e g a n t m o d e l f o r t h e m e c h a n i s m o f v e r t e b r a t e d i s c 

m o r p h o g e n e s i s h a s b e e n p r o p o s e d b a s e d o n e l e c t r o n m i c r o s c o p i c 

o b s e r v a t i o n s o f r o d s a n d c o n e s in t h e r h e s u s m o n k e y a n d s q u i r r e l 

( S t e i n b e r g , F i s h e r & A n d e r s o n , 1 9 8 0 ) . A t t h e b a s e o f t h e o u t e r s e g m e n t 

a d j a c e n t to t h e c o n n e c t i n g c i l i u m , m e m b r a n e o u s e v a g i n a t i o n s o c c u r in a 

s e q u e n t i a l m a n n e r g r o w i n g r ad i a l l y a s t h e y a r e d i s p l a c e d d i s t a l l y a l o n g 

t h e o u t e r s e g m e n t (Fig 4). A s e c o n d p r o c e s s , r i m f o r m a t i o n , is i n i t i a ted 

a t n o d e s b e t w e e n e v a g i n a t i o n s o n t h e c o n n e c t i n g c i l i u m a n d p r o c e e d s 

o u t w a r d a l o n g t h e p l a n e o f t h e d i s c c i r c u m s c r i b i n g it. A t t h e o p p o s i t e e n d 

o f t h e d i s c t o t h e c o n n e c t i n g c i l i u m , a m e m b r a n e f u s i o n e v e n t o c c u r s in 

r o d s t h a t s e a l s t h e d i s c a n d s e p a r a t e s it f r o m t h e p l a s m a m e m b r a n e . T h e 

p r e c i s e m o l e c u l a r m e c h a n i s m s o f d i s c m o r p h o g e n e s i s h a v e y e t to be 

d e t e r m i n e d , h o w e v e r . S t u d i e s e x a m i n i n g t h e e f f e c t s o f c y t o c h a l a s i n D o n 

d i s c m o r p h o g e n e s i s h a v e r e v e a l e d t h a t m e m b r a n e e v a g i n a t i o n a n d d i s c 

f o r m a t i o n a r e d e p e n d e n t o n t h e a c t i v i t y o f f i l a m e n t o u s a c t i n in t h e c i l i u m , 

bu t d i s c d i s p l a c e m e n t is no t ( H a l e , F i s h e r & M a t s u m o t o , 1 9 9 6 ; K a p l a n , 

1 9 9 8 ) . B r e a k i n g t h e p h o t o r e c e p t o r R P E ce l l c o n t a c t by re t i na l 

d e t a c h m e n t a l s o p r e v e n t s m e m b r a n e e v a g i n a t i o n a n d d i s c f o r m a t i o n , bu t 

no t d i s p l a c e m e n t ( H a l e , F i s h e r & M a t s u m o t o , 1 9 9 1 ; K a p l a n , I w a t a & 

S t e r r e t t , 1 9 9 0 ) . T h i s s u g g e s t s t h a t d i s p l a c e m e n t o f d i s c s t o w a r d s t h e 

R P E is a n a c t i v e p r o c e s s i n d e p e n d e n t o f d i s c f o r m a t i o n . A ro le fo r 

m i c r o t u b u l e s in d i s c d i s p l a c e m e n t h a s b e e n s u g g e s t e d . A l s o , m e m b r a n e -
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Fig 4 . Disc morphogenesis . (A ) T h e s e q u e n c e o f m e m b r a n e e v a g i n a t i o n 
a s o b s e r v e d b y e l e c t r o n m i c r o s c o p y a n d in d i a g r a m . T h e c o n t i n u o u s p r o c e s s 
of b u d d i n g a n d d i s p l a c e m e n t r e s u l t s in a s t e a d y s u p p l y o f n a s c e n t d i s c s to 
t h e r i m f o r m i n g r e g i o n . (B ) A d i a g r a m of r i m f o r m a t i o n i l l u s t r a t i n g d i s c s in 
b o t h l o n g i t u d i n a l a n d c r o s s s e c t i o n . T h e r i m f o r m i n g r e g i o n (1 ) b e t w e e n t h e 
v i t r e a l a n d s c l e r a l f a c e s of n a s c e n t d i s c s g r o w s o u t w a r d ( 2 - 3 ) a r o u n d t h e 
c i r c u m f e r e n c e o f t h e d i s c . M e e t i n g o f t h e t w o s i d e s o f t h e g r o w i n g r i m (4) 
r e s u l t s in m e m b r a n e f u s i o n a n d s e p a r a t i o n o f t h e d i s c f r o m t h e p l a s m a 
m e m b r a n e . M o d i f i e d f r o m S t e i n b e r g ( 1 9 8 0 ) . 
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i m p e r m e a b l e s u l f h y d r y l m o d i f y i n g r e a g e n t s i nh ib i t d i s c f o r m a t i o n a n d 

s u g g e s t a ro le f o r d i s u l f i d e b o n d i n g in d i s c m o r p h o g e n e s i s ( W e t z e l , 

P a r s o n s & B e s h a r s e , 1 9 9 4 ) . 

T h e c u r r e n t m o d e l fo r d i s c s h e d d i n g a n d p h a g o c y t o s i s i n v o l v e s t w o 

i n t e r - r e l a t e d p r o c e s s e s ( B e s h a r s e & D e f o e , 1 9 9 8 ) . D i s c s l o c a t e d n e a r t h e 

d i s ta l t i p o f t h e o u t e r s e g m e n t in c l o s e c o n t a c t w i t h t h e R P E u n d e r g o 

m e m b r a n e f u s i o n e v e n t s p r e s u m a b l y w i t h t h e p l a s m a m e m b r a n e . T h i s 

c u l m i n a t e s in t h e s h e d d i n g o f p a c k e t s o f d i s c s ( F i g 5). A t t h e s a m e t i m e , 

a c t i n - f i l l e d p r o c e s s e s f r o m R P E ce l l s c a l l e d p s e u d o p o d i a p e n e t r a t e in to t h e 

o u t e r s e g m e n t in r e g i o n s o f f u s i o n a n d e n g u l f t h e d i s c p a c k e t s . W h a t 

f o l l o w s is a s e q u e n c e o f i n g e s t i o n a n d d i g e s t i o n o f t h e R O S m e m b r a n e s 

w i t h i n t h e R P E ce l l a n d t h e r e c y c l i n g o f s o m e o f t h e m e m b r a n e 

c o m p o n e n t s , i n c l u d i n g re t i na l a n d d o c o s a h e x a n o i c a c i d , to t h e 

p h o t o r e c e p t o r . It is u n c l e a r a t t h e p r e s e n t t i m e w h i c h o f t h e s e ce l l s 

i n i t i a tes t h i s p r o c e s s s i n c e b o t h d i s c s h e d d i n g a n d p h a g o c y t o s i s s e e m to 

o c c u r c o n c o m i t a n t l y . B e c a u s e R P E ce l l s in c o n t a c t w i t h p h o t o r e c e p t o r s do 

no t c o n s t i t u t i v e l y p h a g o c y t i z e d i s c s , a n d p h o t o r e c e p t o r s in c o n t a c t w i t h 

R P E ce l l s d e f e c t i v e f o r p s e u d o p o d i a o u t g r o w t h d o n o t u n d e r g o s h e d d i n g , 

t h e r e m u s t be a d e l i c a t e i n t e r p l a y g o v e r n i n g i n i t i a t i on o f t h e s e p r o c e s s e s . 

D u r i n g d i s c s h e d d i n g , a d h e s i o n b e t w e e n R P E a n d p h o t o r e c e p t o r ce l l s is 

s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d . It is u n c l e a r w h a t r e c e p t o r s a r e r e s p o n s i b l e fo r 

t h i s , b u t t h e r e is e v i d e n c e f o r r o l es o f a n F c - i m m u n o g l o b u l i n r e c e p t o r 



13 

A 

1 2 3 4 5 

Fig 5 . Disc shedding and phagocytosis. (A ) E l e c t r o n m i c r o g r a p h s o f rod 
p h o t o r e c e p t o r s s h o w i n g (1) R P E p h a g o s o m e s ( p h a g ) c o n t a i n i n g d i s c s a n d 
(2 ) p e n e t r a t i o n o f t h e o u t e r s e g m e n t by p s e u d o p o d i a ( p p ) o f t h e R P E ( I S , 
i n n e r s e g m e n t ; O S , o u t e r s e g m e n t ) . (B ) D i a g r a m of t h e e v e n t s o c c u r i n g in 
p h a g o c y t o s i s o f d i s c s . I n i t i a t i on o f p s e u d o p o d i a g r o w t h o c c u r s 
c o n c o m i t a n t l y w i t h p h o t o r e c e p t o r d i s c - p l a s m a m e m b r a n e f u s i o n ( 1 - 2 ) . 
P e n e t r a t i o n o f t h e d i s c s t a c k ( 3 - 4 ) r e s u l t s in r e l e a s e a n d i n t e r n a l i z a t i o n o f a 
p a c k e t o f d i s c s (5 ) by t h e R P E . M o d i f i e d f r o m S t e i n b e r g ( 1 9 7 7 ) ( A ) ; 
M a t s u m o t o ( 1 9 8 7 ) ( B ) . 
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S y s t e m ( E l n e r et al., 1 9 8 1 ; La i rd & M o l d a y , 1 9 8 8 ) , a m a n n o s e r e c e p t o r 

s y s t e m ( B o y l e et al., 1 9 9 1 ) , a n d a C D 3 6 - i n t e g r i n r e c e p t o r s y s t e m 

( R y e o m , S p a r r o w & S i l v e r s t e i n , 1 9 9 6 ) . 

1.2 I D E N T I F I C A T I O N O F P E R I P H E R I N - 2 A N D R O M - 1 

P e r i p h e r i n - 2 ( f o r m e r l y k n o w n a s p e r i p h e r i n / r d s ) a n d r o m - 1 a r e 

h o m o l o g o u s t e t r a s p a n n i n g i n t e g r a l m e m b r a n e p r o t e i n s t h a t f o r m 

m u l t i s u b u n i t c o m p l e x e s a t t h e r i m s o f rod a n d c o n e o u t e r s e g m e n t s d i s c s 

( M o l d a y , 1 9 9 8 ) . R o l e s f o r t h e s e c o m p l e x e s in d i s c m o r p h o g e n e s i s a n d 

m e m b r a n e f u s i o n h a v e b e e n p r o p o s e d ( A r i k a w a et al., 1 9 9 2 ; B o e s z e -

B a t t a g l i a et al., 1 9 9 8 ; W r i g l e y e t al., 2 0 0 0 ) . M u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 

a r e r e s p o n s i b l e f o r a u t o s o m a l d o m i n a n t re t i na l d y s t r o p h i e s ( F a r r a r e t al., 

1 9 9 1 a ) . 

1.2.1 Initial characterization of peripherin-2 

P e r i p h e r i n - 2 w a s i den t i f i ed u s i n g b i o c h e m i c a l a n d i m m u n o c h e m i c a l 

a p p r o a c h e s ( C o n n e l l & M o l d a y , 1 9 9 0 ; M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ) . 

T h e p r o t e i n w a s f i r s t i den t i f i ed o n W e s t e r n b lo t s o f b o v i n e R O S u s i n g t w o 

m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s ( P e r 2 B 6 a n d P e r 3 B 6 ) p r o d u c e d in m i c e i m m u n i z e d 

w i t h t o ta l R O S m e m b r a n e s ( M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ) . S i n c e 

p e r i p h e r i n - 2 c o - m i g r a t e s w i t h r h o d o p s i n ( a p p r o x . 3 5 k D a ) o n S D S - P A G E , 

it w a s no t d e t e c t e d o n C o o m a s s i e o r s i l v e r s t a i n e d g e l s e v e n t h o u g h it 
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c o n s t i t u t e s a p p r o x i m a t e l y 3 % o f t o ta l R O S m e m b r a n e p r o t e i n ( G o l d b e r g 

& M o l d a y , 1 9 9 6 b ) . F u r t h e r b i o c h e m i c a l a n a l y s i s o f p e r i p h e r i n - 2 r e v e a l e d 

t h a t it f o r m s d i s u l f i d e l i n k e d d i m e r s a n d is g l y c o s y l a t e d ( C o n n e l l e t al., 

1 9 9 1 ; M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ) . C o o m a s s i e s t a i n e d S D S g e l s o f 

pu r i f i ed p e r i p h e r i n - 2 s h o w e d t h a t it a l s o m i g r a t e s a s a d o u b l e t , i n d i c a t i n g 

t h e p o s s i b i l i t y o f a n i n t e r a c t i o n w i t h a n o t h e r p r o t e i n . I m m u n o e l e c t r o n 

m i c r o s c o p y o f b o v i n e r e t i n a s u s i n g t h e s e m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s ( F i g 6) 

s h o w e d s p e c i f i c d i s c r i m a n d i n c i s u r e l a b e l i n g s i m i l a r t o w h a t h a d b e e n 

o b s e r v e d f o r a 2 9 0 k D a p r o t e i n f r o m f r og p h o t o r e c e p t o r s ( P a p e r m a s t e r e t 

al., 1 9 7 8 ) . P e r i p h e r i n w a s n a m e d f o r i ts u n i q u e l o c a t i o n a t t h e p e r i p h e r y 

o f d i s c s . T h i s l o c a l i z a t i o n is v e r y d i f f e ren t t h a n t h e l o c a l i z a t i o n o f 

r h o d o p s i n a l o n g t h e f l a t t e n e d l a m e l l a r r e g i o n o f t h e d i s c ( M o l d a y , H i c k s & 

M o l d a y , 1 9 8 7 ) . 

P e r i p h e r i n - 2 w a s c l o n e d by t w o d i f f e ren t l a b o r a t o r i e s u s i n g d i f f e ren t 

a p p r o a c h e s . In o u r l a b , a A , g t l l e x p r e s s i o n l i b r a r y w a s s c r e e n e d w i t h 

a n t i - p e r i p h e r i n m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s ( C o n n e l l & M o l d a y , 1 9 9 0 ) . T h e 

c D N A e n c o d e s a p r o t e i n o f 3 4 6 a m i n o a c i d s a n d h y d r o p a t h y p lo t s p r e d i c t 

f o u r t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t s . A l a rge 1 4 1 a m i n o a c i d i n t r a d i s c a l l oop 

c o n n e c t s t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t s t h r e e a n d f o u r a n d a 6 0 a m i n o ac i d 

C - t e r m i n a l ta i l e x t e n d s f r o m t h e f o u r t h t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t ( F i g 7 ) . 

T h e m e m b r a n e t o p o l o g y w a s c o n f i r m e d i n - p a r t u s i n g t h e p r e - e m b e d d i n g 

l a b e l i n g o f i s o l a t e d R O S fo r a n a l y s i s by e l e c t r o n m i c r o s c o p y . L a b e l i n g 
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Fig 6 . Immunolocal izat ion of peripherin-2 to the disc r im. ( A & B ) 
E l e c t r o n m i c r o g r a p h s o f i s o l a t e d R O S d i s c s s h o w i n g i m m u n o g o l d l a b e l i n g o f 
p e r i p h e r i n - 2 s p e c i f i c a l l y a t t h e d i s c r i m . ( C ) I m m u n o g o l d l a b e l i n g o f 
r h o d o p s i n s h o w s l a m e l l a r bu t no t r i m l o c a l i z a t i o n . B a r s : A & C = 0 .1 p.m, B = 
0 . 0 5 p m . M o d i f i e d f r o m M o l d a y ( 1 9 8 7 ) . 
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w i t h t h e P e r 2 B 6 m o n o c l o n a l a n t i b o d y s h o w e d t h a t t h e e p i t o p e c o n t a i n e d 

in t h e C - t e r m i n u s w a s l o c a t e d o n t h e c y t o p l a s m i c s i d e o f t h e m e m b r a n e 

( C o n n e l l & M o l d a y , 1 9 9 0 ) . P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n s 13 c y s t e i n e s , s i x w h i c h 

a r e no t c o n s e r v e d , a n d s e v e n w h i c h a r e h i g h l y c o n s e r v e d a m o n g s p e c i e s 

a n d w i t h r o m - 1 ( M o l d a y , 1 9 9 4 ) . A l l c o n s e r v e d c y s t e i n e s a r e l o c a t e d in 

t h e i n t r a d i s c a l ( e x t r a c e l l u l a r e q u i v a l e n t ) l o o p . A c o n s e n s u s s e q u e n c e fo r 

N - l i n k e d g l y c o s y l a t i o n is a l s o p r e s e n t w i t h i n t h e i n t r a d i s c a l l o o p a t N 2 2 9 . 

N o h o m o l o g y w i t h a n y e x i s t i n g s e q u e n c e s in t h e E M B L d a t a b a s e w a s 

f o u n d a t t h e t i m e , bu t p e r i p h e r i n - 2 h a s s i n c e b e e n i n c l u d e d in t h e 

tetraspanin f a m i l y o f p r o t e i n s to w h i c h it s h a r e s o n l y l i m i t e d h o m o l o g y . 

U s i n g a s u b t r a c t i v e g e n e t i c a p p r o a c h , T r a v i s e t a l . ( 1 9 8 9 ) i den t i f i ed 

t h e g e n e d e f e c t r e s p o n s i b l e f o r t h e p h e n o t y p e o f t h e re t i na l d e g e n e r a t i o n 

s l o w (rds) m o u s e a t a p p r o x i m a t e l y t h e s a m e t i m e . T h e h o m o z y g o u s rds 

m o u s e is c h a r a c t e r i z e d by t h e a b s e n c e o f rod a n d c o n e o u t e r s e g m e n t s 

a n d t h e h e t e r o z y g o u s rds m o u s e e x h i b i t s w h o r l s o f d i s o r g a n i z e d d i s c 

m e m b r a n e s ( S a n y a l & J a n s e n , 1 9 8 1 ) . A s l o w d e g e n e r a t i o n o f t h e re t i na 

o c c u r s s u c h t h a t a f t e r a y e a r o n l y a f e w p h o t o r e c e p t o r s r e m a i n . 

T h e RDS g e n e w a s f o u n d to be 9 2 . 5 % i d e n t i c a l t o b o v i n e p e r i p h e r i n 

a n d t h e r e f o r e r e p r e s e n t s t h e m o u s e o r t h o l o g ( C o n n e l l e t al., 1 9 9 1 ) . T h e 

s a m e g e n e a p p e a r s to e n c o d e f o r p e r i p h e r i n - 2 in r o d s a n d c o n e s s i n c e (1) 

in t h e rds m o u s e n e i t h e r rod n o r c o n e o u t e r s e g m e n t s d e v e l o p , (2 ) 

m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s to t h e C - t e r m i n u s o f b o v i n e p e r i p h e r i n l abe l b o t h 
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L3-4 

Fig 7. Topological model for peripherin-2 and r o m - 1 . B o t h p r o t e i n s 
c o n t a i n f o u r t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t s ( M 1 - M 4 ) , c y t o p l a s m i c N a n d C 
t e r m i n i , a n d a l a r g e i n t r a d i s c a l l oop ( L 3 - 4 ) o f a p p r o x . 1 4 0 a m i n o a c i d s . 
P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n s a n N - l i n k e d o l i g o s a c c h a r i d e c h a i n ( h e x a g o n s ) t h a t is 
n o t p r e s e n t in r o m - 1 . C o n s e r v e d c y s t e i n e s a n d s t r e t c h e s o f c o n s e r v e d 
a m i n o a c i d s b e t w e e n p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 a r e i n d i c a t e d . M o d i f i e d f r o m 
M o l d a y ( 1 9 9 4 ) . 
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r o d s a n d c o n e s ( A r i k a w a et al., 1 9 9 2 ) , a n d (3 ) t h e c D N A fo r rod 

p e r i p h e r i n l a b e l s c o n e s by in situ h y b r i d i z a t i o n ( U e h a r a e t al., 1 9 9 3 ) . 

S i n c e t h e s e e f f o r t s , p e r i p h e r i n - 2 o r t h o l o g s h a v e b e e n i d e n t i f i e d in h u m a n , 

ra t , c a t , d o g , c h i c k e n , a n d f r o g , bu t no t in t h e f ru i t f l y , t h e w o r m , o r 

y e a s t ( B L A S T s e a r c h ) . T h e h u m a n g e n e h a s b e e n l o c a l i z e d to 

c h r o m o s o m e 6 p l 2 by in s i tu h y b r i d i z a t i o n ( T r a v i s e t al., 1 9 9 1 ) a n d 

c o n t a i n s t h r e e e x o n s ( K a j i w a r a e t a / . , 1 9 9 1 ) . 

1.2.2 Initial characterization of rom-1 

T h e h u m a n r o m - 1 c D N A w a s in i t ia l l y c l o n e d by g e n e t i c m e t h o d s 

u s i n g a d i f f e ren t i a l s c r e e n i n g a p p r o a c h ( B a s c o m e t al., 1 9 9 2 b ) . It 

e n c o d e s a p r o t e i n o f 3 5 1 a m i n o a c i d s . T h e r o m - 1 s e q u e n c e w a s f o u n d to 

be 3 5 % i d e n t i c a l t o b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 a n d h y d r o p a t h y p lo t s p r e d i c t a 

t o p o l o g y s i m i l a r t o p e r i p h e r i n - 2 w i t h f o u r t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t s , a n 

i n t r a d i s c a l l o o p , a n d a l o n g C - t e r m i n a l ta i l (Fig 7). T h e i n t r a d i s c a l l oop 

r e g i o n s o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 a r e m o r e h i g h l y c o n s e r v e d e x h i b i t i n g 

4 7 % i d e n t i t y . T h e s e v e n c y s t e i n e s w i t h i n t h i s l o o p a r e a l s o c o n s e r v e d . 

S e v e r a l s e q u e n c e s a r e i d e n t i c a l in p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 i n c l u d i n g R Y L D 

a n d D G V P F S C C N P X S P R P C ( B a s c o m , S c h a p p e r t & M c l n n e s , 1 9 9 3 ) . R o m - 1 

d i f fe rs f r o m p e r i p h e r i n - 2 in t h a t it l a c k s a n N - l i n k e d g l y c o s y l a t i o n 

c o n s e n s u s s e q u e n c e a n d h a s m o r e a c i d i c r e s i d u e s ( p l 5 . 2 v s 8 . 2 f o r 

p e r i p h e r i n - 2 ) . 
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R o m - 1 w a s l o c a l i z e d to t h e r i m r e g i o n o f R O S d i s c s by 

i m m u n o e l e c t r o n m i c r o s c o p y w i t h p o l y c l o n a l a n t i b o d i e s , bu t no l a b e l i n g o f 

c o n e s w a s o b s e r v e d ( B a s c o m e t al., 1 9 9 2 b ) . R o m - 1 w a s f o u n d to 

c o p r e c i p i t a t e w i t h p e r i p h e r i n - 2 w h e n pu r i f i ed u s i n g t h e a n t i - p e r i p h e r i n - 2 

m o n o c o n a l a n t i b o d y P e r 2 B 6 . L i ke p e r i p h e r i n - 2 , it m i g r a t e d a s d i s u l f i d e -

l i n k e d h o m o d i m e r s w h e n a n a l y z e d by t w o - d i m e n s i o n a l S D S - P A G E 

( B a s c o m e t a / . , 1 9 9 2 b ) . D i s u l f i d e - l i n k e d h e t e r o d i m e r s o f p e r i p h e r i n - 2 

a n d r o m - 1 w e r e n o t o b s e r v e d a n d a s a resu l t it w a s c o n c l u d e d t h a t t h e 

t w o p r o t e i n s a s s o c i a t e d n o n c o v a l e n t l y t o f o r m a m u l t i s u b u n i t c o m p l e x . 

T h e h u m a n r o m - 1 g e n e l o c a l i z e s t o c h r o m o s o m e l l q l 3 ( B a s c o m e t al., 

1 9 9 2 a ) . 

T h e p r e s e n c e o f r o m - 1 in c o n e s a n d t h e p r e d i c t e d m e m b r a n e 

t o p o l o g y f o r r o m - 1 w e r e c o n f i r m e d in s t u d i e s u s i n g a n t i b o d i e s g e n e r a t e d 

to s p e c i f i c s e q u e n c e s o f b o v i n e r o m - 1 ( M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 6 ) . B o v i n e 

r o m - 1 w a s f o u n d to be 8 4 % i d e n t i c a l t o h u m a n r o m - 1 a n d w a s l o c a l i z e d 

to rod a n d c o n e o u t e r s e g m e n t d i s c r i m s by i m m u n o e l e c t r o n m i c r o s c o p y . 

P r e - e m b e d d i n g i m m u n o e l e c t r o n l a b e l i n g o f i s o l a t e d R O S d i s c s w i t h 

p o l y c l o n a l a n t i b o d i e s t o t h e C - t e r m i n a l ta i l o f r o m - 1 c o n f i r m e d t h a t t h i s 

r e g i o n is l o c a t e d o n t h e c y t o p l a s m i c s i d e o f t h e d i s c . P r o t e o l y t i c s t u d i e s 

in c o n j u n c t i o n w i t h a n t i b o d i e s g e n e r a t e d to t h e c y t o p l a s m i c C - t e r m i n u s 

a n d to t h e i n t r a d i s c a l l oop r e g i o n o f r o m - 1 v e r i f i e d t h e t o p o l o g i c a l 

o r g a n i z a t i o n o f r o m - 1 ( M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 6 ) . C o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n 
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e x p e r i m e n t s d e m o n s t r a t e d t h e p r e s e n c e o f a p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x 

in b o v i n e R O S . 

1.2.3 Tetraspanin superfamily 

P e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 a r e m e m b e r s o f a f a m i l y o f p r o t e i n s k n o w n 

a s t h e t e t r a s p a n i n o r t r a n s m e m b r a n e f o u r s u p e r f a m i l y ( T M 4 S F ) . T h e s e 

p r o t e i n s a r e c h a r a c t e r i z e d by t h e p r e s e n c e o f f o u r t r a n s m e m b r a n e 

d o m a i n s a n d a n e x t e n d e d e x t r a c e l l u l a r ( o r i n t r a d i s c a l in t h e c a s e o f 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 ) l oop c o n n e c t i n g t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t s t h r e e 

a n d f o u r ( r e v i e w e d by W r i g h t & T o m l i n s o n , 1 9 9 4 ) . T h e r e is l i t t le 

h o m o l o g y b e t w e e n p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 a n d t h e t e t r a s p a n i n g r o u p 

b e y o n d t h e o v e r a l l t o p o l o g y a n d t h e e x i s t e n c e o f t h r e e s h o r t m o t i f s in t h e 

l oop r e g i o n i n v o l v i n g c y s t e i n e s . In c o n t r a s t , p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 h a v e 

e x t e n d e d c y t o p l a s m i c C - t e r m i n a l r e g i o n s t h a t a r e a b s e n t in m o s t o t h e r 

t e t r a s p a n i n p r o t e i n s . N o s t r u c t u r a l i n f o r m a t i o n is a v a i l a b l e o n a n y of 

t h e s e p r o t e i n s a t t h i s t i m e ( B L A S T c o n s e r v e d - d o m a i n d a t a b a s e s e a r c h ) . 

H o w e v e r , it is k n o w n t h a t o t h e r m e m b e r s o f t h e t e t r a s p a n i n f a m i l y f o r m 

o l i g o m e r i c s t r u c t u r e s s i m i l a r l y to p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 . 

T h e t e t r a s p a n i n f a m i l y c o m p r i s e s a g r o u p o f a t l e a s t 19 c e l l - s u r f a c e 

p r o t e i n s . It i n c l u d e s t h e l e u k o c y t e ce l l s u r f a c e m a r k e r s C D 9 , C D 3 7 , C D 5 3 , 

C D 6 3 , C D 8 1 , C D 8 2 , a n d C D 1 5 1 w h i c h a r e t h o u g h t t o be i n v o l v e d in B -ce l l 

m a t u r a t i o n , s i g n a l t r a n s d u c t i o n , ce l l a d h e s i o n , f u s i o n , a n d ce l l mo t i l i t y . 
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C D 6 3 a n d C D 8 1 h a v e b e e n i den t i f i ed o n t h e s u r f a c e o f s o m e m e l a n o m a 

a n d l e u k e m i a c e l l s , r e s p e c t i v e l y , a n d m a y be i n v o l v e d in p ro l i f e ra t i on 

( A t k i n s o n et al., 1 9 8 4 ; O r e n e t al., 1 9 9 0 ) . S o m e o f t h e s e p r o t e i n s h a v e 

b e e n s h o w n to m o d u l a t e i n t e g r i n s i g n a l i n g . T h i s s u g g e s t s t h a t t h e y p lay 

a ro le in t h e r e g u l a t i o n o f ce l l mo t i l i t y ( B e r d i t c h e v s k i & O d i n t s o v a , 1 9 9 9 ; 

Y a u c h & H e m l e r , 2 0 0 0 ) . O t h e r t e t r a s p a n i n s h a v e b e e n s u g g e s t e d to 

i n t e r a c t w i t h Ig s u p e r f a m i l y p r o t e i n s , t h e n e u r a l p r o t e i n L I , a n d M H C I 

a n d M H C II m o l e c u l e s , a m o n g o t h e r s ( Y a u c h & H e m l e r , 2 0 0 0 ) . 

T h e f u n c t i o n o f o n e t e t r a s p a n i n p r o t e i n , l a t e b l o o m e r f r o m 

Drosophila, h a s b e e n d e f i n e d ( K o p c z y n s k i , D a v i s & G o o d m a n , 1 9 9 6 ) . 

L a t e b l o o m e r is e x p r e s s e d a t t h e g r o w t h c o n e o f d e v e l o p i n g m o t o r 

n e u r o n a l a x o n s a n d is i n v o l v e d in f o r m i n g c o n t a c t s b e t w e e n t h e a x o n s 

a n d t h e i r e f f e r e n t m u s c l e s . F ru i t f l i es t h a t l a c k t h i s p r o t e i n d i s p l a y s l o w e d 

n e r v o u s s y s t e m d e v e l o p m e n t , a l t h o u g h t h e s e c o n t a c t s d o e v e n t u a l l y 

f o r m . 

1.3 H U M A N D I S E A S E 

1.3.1 Retinal diseases and disease genes 

R e t i n a l d i s e a s e s e n c o m p a s s a h e t e r o g e n o u s g r o u p o f d y s t r o p h i e s 

a n d a r e d i a g n o s e d by c l i n i c i a n s a c c o r d i n g to t h e i r h e r e d i t a r y p a t t e r n a n d 

c l i n i ca l s y m p t o m s . A u t o s o m a l d o m i n a n t , a u t o s o m a l r e c e s s i v e , a n d X -

l i n k e d f o r m s h a v e b e e n i den t i f i ed a n d i n v o l v e a n u m b e r o f d i f f e r e n t g e n e s 
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(Table 1). C l i n i c a l s y m p t o m s a r e d e s c r i b e d by f u n d o s c o p i c e x a m i n a t i o n 

in w h i c h a n o p h t h a l m o s c o p e is u s e d to o b s e r v e a n a t o m i c a l a b n o r m a l i t i e s 

in t h e r e t i n a , t h e p i g m e n t e p i t h e l i u m a n d t h e re t i na l b l o o d v e s s e l s , a n d 

by e l e c t r o r e t i n o g r a p h y w h i c h u t i l i zes a c o n t a c t l e n s e l e c t r o d e to r e c o r d 

e l e c t r o r e t i n o g r a m s ( E R G s ) w h i c h m o n i t o r t h e r e s p o n s e s o f r o d s a n d 

c o n e s to f l a s h e s o f l igh t . B y c l i n i ca l d i a g n o s i s , t h e m o s t c o m m o n f o r m s o f 

re t i na l d e g e n e r a t i o n s a r e re t in i t i s p i g m e n t o s a ( R P ) a n d m a c u l a r 

d e g e n e r a t i o n ( M D ) . F e w t r e a t m e n t s a r e c u r r e n t l y a v a i l a b l e . 

R e t i n i t i s p i g m e n t o s a a f f ec t s a p p r o x i m a t e l y 1 in 3 7 0 0 p e o p l e 

( B o u g h m a n , C o n n e a l l y & N a n c e , 1 9 8 0 ) . It is c h a r a c t e r i z e d by o n s e t in t h e 

s e c o n d o r t h i r d d e c a d e o f l i fe , n i g h t b l i n d n e s s , a p r o g r e s s i v e l oss in t h e 

p e r i p h e r a l v i s u a l f i e l d , s u b s e q u e n t g r a d u a l l o s s in c e n t r a l v i s u a l f u n c t i o n , 

a b n o r m a l e l e c t r o r e t i n o g r a m s , a n d d e v e l o p m e n t o f r e t i na l p i g m e n t a r y 

p a t c h e s ( r e v i e w e d by ( H e n k e n l i v e l y , 1 9 8 8 ; K a j i w a r a et al., 1 9 9 3 ) ) . In 

t h e l a t e r s t a g e s o f t h e d i s e a s e ( p a t i e n t s in t h e i r f i f t ies a n d s i x t i e s ) E R G 

r e s p o n s e s a r e a b s e n t , s e v e r e a t t e n u a t i o n o f r e t i na l b l o o d v e s s e l s h a s 

o c c u r r e d , a n d p a t i e n t s a r e u s u a l l y c o m p l e t e l y b l i n d . R P is f u r t h e r 

c l a s s i f i e d g e n e t i c a l l y a s a u t o s o m a l d o m i n a n t , r e c e s s i v e , o r X - l i n k e d , a n d 

b a s e d o n t h e ra te o f o n s e t ( r ap i d o r s l o w ) . 

M a c u l a r d e g e n e r a t i o n is c h a r a c t e r i z e d by l o s s o f c e n t r a l v i s i o n 

r e s u l t i n g f r o m d e g e n e r a t i o n o f c o n e s in t h e m a c u l a r r e g i o n o f t h e re t i na 

( B r e s s l e r , B r e s s l e r & F i n e , 1 9 8 8 ) . A g e - r e l a t e d M D , w h i c h a f f e c t s u p to 
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Table 1 
P r o t e i n s I n v o l v e d in R e t i n a l D i s e a s e s 

Protein Cel lu lar local izat ion D i s e a s e 3 

cGMP-ga ted channe l ( a ) rods A R R P 
rhodopsin rods A D R P , A R R P , C S N B 
phosphod ies terase (a ,|3) rods A R R P , C S N B 
arrest in rods C S N B 
rhodopsin k inase rods C S N B 
t ransduc in ( a ) rods C S N B 
RPGR rods X- l i nked RP 
per ipher in-2 rods and cones A D R P , d igenic A D R P , MD, 

PD 
rom-1 rods and cones Digenic A D R P 
A B C R rods and cones Stargard t ' s MD, A M D , 

A R R P , C R D 
guany la te cyc lase rods and cones LCA , C R D 
G C A P 1 rods and cones Cone dys t rophy 
C R X rods and cones LCA , C R D 
X L R S 1 rods and cones , X - l i nked ret inoschis is 

ext racel lu lar 
myos in VI IA rods and cones , RPE Usher synd rome 
C R A L B P RPE and Mul ler A R R P 
bestrophin RPE Best 's MD 
RPE65 RPE LCA, A R R P 
TIMP3 Bruch 's m e m b r a n e So rby ' s MD 

a A R R P - a u t o s o m a l r e c e s s i v e re t in i t i s p i g m e n t o s a , A D R P - a u t o s o m a l 

d o m i n a n t re t i n i t i s p i g m e n t o s a , C S N B - c o n g e n i t a l s t a t i o n a r y n i gh t 

b l i n d n e s s , M D - m a c u l a r d y s t r o p h y , P D - p a t t e r n d y s t r o p h y , A M D - a g e -

r e l a t e d m a c u l a r d y s t r o p h y , C R D - c o n e - r o d d y s t r o p h y , L C A - L e b e r ' s 

c o n g e n i t a l a m a u r o s i s ; t a b l e m o d i f i e d f r o m M o l d a y ( 1 9 9 8 ) . 
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1 0 % o f p e o p l e o v e r f i f ty ( 11 m i l l i on N o r t h A m e r i c a n s ) is d i v i d e d in to t w o 

g r o u p s , a dry f o r m w i t h a d e f i n e d h e r e d i t a r y c o m p o n e n t , a n d a wet f o r m . 

T h e d r y f o r m a c c o u n t s f o r 8 0 % o f c a s e s a n d is c h a r a c t e r i z e d by t h e 

p r e s e n c e o f d r u s e n ( p r o t e o - l i p i d d e p o s i t s in B r u c h ' s m e m b r a n e ) , 

i r r e g u l a r i t i e s in t h e R P E , a n d g e o g r a p h i c a t r o p h y . T h e w e t f o r m is 

c h a r a c t e r i z e d by s e r i o u s d e t a c h m e n t o f t h e R P E r e s u l t i n g f r o m 

n e o v a s c u l a r i z a t i o n o f t h e u n d e r l y i n g c h o r o i d ( S p a l t o n , H i t c h i n g s & H u n t e r , 

1 9 9 4 ) . In c h i l d r e n , S t a r g a r d t ' s d i s e a s e a n d f u n d u s f l a v i m a c u l a t u s , w h i c h 

a r e r a re a u t o s o m a l r e c e s s i v e f o r m s o f m a c u l a r d e g e n e r a t i o n , a r e 

c h a r a c t e r i z e d by c e n t r a l v i s u a l d y s f u n c t i o n , t h e p r e s e n c e o f p e r i m a c u l a r 

y e l l o w d e p o s i t s , a n d a t r o p h y o f t h e R P E ( S p a l t o n , H i t c h i n g s & H u n t e r , 

1 9 9 4 ) . M u t a t i o n s in A B C R h a v e b e e n l i n k e d to b o t h o f t h e s e d i s e a s e s a s 

we l l a s t h e d r y f o r m of A M D ( A l l i k m e t s et al., 1 9 9 7 a ; A l l i k m e t s et al., 

1 9 9 7 b ) . 

1.3.2 Mutations in peripherin-2 that cause retinal disease 

A f t e r d e t e r m i n i n g t h a t a m u t a t i o n in t h e g e n e f o r p e r i p h e r i n - 2 

r e s u l t e d in re t i na l d e g e n e r a t i o n in t h e r ds m o u s e , m a n y r e s e a r c h e r s 

t u r n e d t h e i r e f fo r t s to i d e n t i f y i n g m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 r e s p o n s i b l e 

f o r h u m a n re t i na l d i s e a s e . T o d a t e o v e r t h i r t y m u t a t i o n s h a v e b e e n f o u n d 

a n d a r e s u m m a r i z e d in Table 2 . T h e s e m u t a t i o n s a r e r e s p o n s i b l e f o r a 

h e t e r o g e n e o u s g r o u p o f a u t o s o m a l d o m i n a n t d i s e a s e s w h i c h i n c l u d e R P , 
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Table 2 
Per ipher in -2 M u t a t i o n s A s s o c i a t e d w i t h H u m a n R e t i n o p a t h i e s 

Mutation 3 Location1 5 Disease 0 Reference 
Trp25rs M l RPA (Kajiwara etal., 1993) 
Ser27Phe M l CD (Fishman e r a / . , 1997) 
Arg46stop L l - 2 ADRP (Meins etal., 1993) 
AMet67 M2 PD (Jacobson e r a / . , 1994) 
A C y s l l 8 / 1 1 9 M3 ADRP (Farrar er al., 1991b; Wells e r a / . , 1993) 
Leul26Arg L3-4 ADRP (Kajiwara e t a / . , 1992) 
Tyr l40rs L3-4 MD (Keen e ra / . , 1994; Kim e r a / . , 1995) 
Tyr l41Cys L3-4 ADRP (Sohocki etal., 2001) 
Tyr l41His L3-4 MD (Trujillo e r a / . , 2001) 
Argl42Trp L3-4 MD (Hoyng etal., 1996) 
Lysl53Arg L3-4 ADRP, RCD, PD (Jacobson etal., 1994) 
ALys l53 /154 L3-4 ADRP, MD (Weleber e r a / . , 1993) 
Cys l65Tyr L3-4 ADRP (Souied etal., 1998) 
Gly l67Asp L3-4 BPD (Nichols e r a / . , 1993b) 
Arg l72Glu L3-4 MD (Wells etal., 1993) 
Argl72Trp L3-4 MD (Jacobson etal., 1994; Wells etal., 1993) 
Asp l73Val L3-4 ADRP (Gaining etal., 1994) 
Gln l78Arg L3-4 ADRP (Sohocki etal., 2001) 
Trp l79Arg L3-4 ADRP (Bareil etal., 2000) 
Tyr l84Ser L3-4 CRD (Wada etal., 1995) 
Leul85Pro L3-4 ADRP (Kajiwara, Berson & Dryja, 1994; Kajiwara et 

al., 1991) 
ALys l93 L3-4 RCD (Jacobson e t a / . , 1994) 
Val200Gly L3-4 CRD (Nakazawa etal., 1996) 
Gly208Asp L3-4 ADRP (Trujillo etal., 1998) 
Pro210Arg L3-4 ADRP (Gorin etal., 1995) 
Pro210Ser L3-4 ADRP (Kemp etal., 1994) 
Phe211Leu L3-4 ADRP (Ekstrom etal., 1998) 
Ser212Gly L3-4 ADRP (Farrar etal., 1992) 
Cys214Ser L3-4 ADRP (Saga etal., 1993) 
Cys214Tyr L3-4 MD (Trujillo etal., 2001) 
Pro216Leu L3-4 ADRP (Kajiwara etal., 1991) 
Pro216Ser L3-4 ADRP (Fishman etal., 1994) 
APro219 L3-4 ADRP (Kajiwara etal., 1991) 
Asn244Lys L3-4 ADRP, BEM (Kikawa etal., 1994) 
Asn244His L3-4 ADRP, BEM (Nakazawa etal., 1994) 
Tyr258stop L3-4 MD (Wells etal., 1993) 
Gly266Asp M4 ADRP (Kajiwara etal., 1992) 
Ser299r~s C-term BPD (Nichols etal., 1993a) 
Leu307rs C-term ADRP (Gruninq etal., 1994) 
a fs - f r a m e s h i f t , stop - s t o p c o d o n ; b s e e F ig 7; c R P A - R e t i n i t i s p u n c t a t a 
a l b e s c e n s , C D - c o n e d y s t r o p h y , A D R P - a u t o s o m a l d o m i n a n t re t in i t i s 
p i g m e n t o s a , P D - p a t t e r n d y s t r o p h y , M D - m a c u l a r d y s t r o p h y , R C D - r o d -
c o n e d y s t r o p h y , B P D - B u t t e r f l y - s h a p e d p i g m e n t d y s t r o p h y , C R D - c o n e -
rod d y s t r o p h y , B E M - B u l l ' s - e y e m a c u l o p a t h y 
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M D , a n d p a t t e r n d y s t r o p h i e s l i ke b u t t e r f l y - s h a p e d p i g m e n t d y s t r o p h y , 

f u n d u s f l a v i m a c u l a t u s , c o n e - r o d d y s t r o p h y , a n d B u l l ' s E y e m a c u l o p a t h y 

( r e v i e w e d by M o l d a y , 1 9 9 8 ) . M u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 a c c o u n t f o r 

a p p r o x i m a t e l y 5 % o f i n d i v i d u a l s w i t h a u t o s o m a l d o m i n a n t R P . 

T h e m a j o r i t y o f d i s e a s e - c a u s i n g m u t a t i o n s a r e l o c a t e d w i t h i n t h e 

l a rge h i g h l y c o n s e r v e d i n t r a d i s c a l l oop o f p e r i p h e r i n - 2 . M o s t o f t h e s e a r e 

of t h e m i s s e n s e t y p e a n d resu l t in p r o t e i n s c o n t a i n i n g a m i n o a c i d 

s u b s t i t u t i o n s . H o w e v e r , m u t a t i o n s h a v e a l s o b e e n f o u n d t h a t r esu l t in 

a m i n o a c i d d e l e t i o n s a n d p r o t e i n t r u n c a t i o n s . S i n c e d e c r e a s e d l e v e l s o f 

p e r i p h e r i n - 2 r esu l t in p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n in t h e rds m o u s e , it is 

l i ke l y t h a t s o m e o f t h e s e m u t a t i o n s , e s p e c i a l l y t h e t r u n c a t i o n s , a l s o resu l t 

in d e c r e a s e d l e v e l s o f f u n c t i o n a l p r o t e i n in t h e o u t e r s e g m e n t . A 

d o m i n a n t - n e g a t i v e e f fec t r e s u l t i n g f r o m t h e p r e s e n c e o f m u t a n t p r o t e i n in 

t h e o u t e r s e g m e n t s , h o w e v e r , m a y a l s o c o n t r i b u t e t o t h e h e t e r o g e n e i t y in 

d i s e a s e t y p e a n d a g e o f o n s e t . 

It is i n t e r e s t i n g t h a t s o m e p e r i p h e r i n - 2 m u t a t i o n s p r i m a r i l y a f fec t 

c o n e s , w h i l e o t h e r s a f fec t r o d s . A m u t a t i o n a t A r g 1 7 2 , f o r e x a m p l e , 

r e s u l t s in M D w h e r e c o n e s bu t no t r o d s a r e a f f e c t e d , bu t a m u t a t i o n a t 

A s p l 7 3 p r i m a r i l y a f f e c t s r o d s a n d r e s u l t s in R P . S i n c e t h e s a m e g e n e is 

l i ke l y p r e s e n t in b o t h r o d s a n d c o n e s , t h i s m e a n s t h a t r o d s c a n t o l e r a t e 

t h e 1 7 2 m u t a t i o n , bu t no t t h e 1 7 3 m u t a t i o n , a n d v i c e v e r s a f o r c o n e s . 

T h e s e m u t a t i o n s e i t h e r m u s t a f fec t t h e p r o t e i n ' s s t r u c t u r e d i f f e r e n t l y in 
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r o d s a n d c o n e s , o r d i s r u p t p r o t e i n i n t e r a c t i o n s s p e c i f i c f o r t h e s e ce l l 

t y p e s . 

T h e o n l y m u t a t i o n s f o u n d in r o m - 1 c o n c l u s i v e l y l i n k e d to re t ina l 

d i s e a s e h a v e b e e n i n v o l v e d in a n o v e l f o r m o f d i g e n i c R P t h a t r e q u i r e s a 

L 1 8 5 P m u t a t i o n in p e r i p h e r i n - 2 in a d d i t i o n t o a nu l l o r G 1 1 3 E m u t a t i o n in 

r o m - 1 ( B a s c o m e t al., 1 9 9 3 ; D r y j a et al., 1 9 9 7 ; K a j i w a r a , B e r s o n & 

D r y j a , 1 9 9 4 ) . I n d i v i d u a l s w h o i nhe r i t b o t h m u t a n t a l l e l e s ( d o u b l e 

h e t e r o z y g o t e s ) d i s p l a y t h e a u t o s o m a l d o m i n a n t R P p h e n o t y p e , w h i l e 

i n d i v i d u a l s w h o i nhe r i t o n l y t h e p e r i p h e r i n - 2 o r r o m - 1 m u t a n t a l l e le 

( s i n g l e h e t e r o z y g o t e s ) a r e e s s e n t i a l l y n o r m a l . E v e n t h o u g h r o m - 1 f o r m s 

a n o l i g o m e r i c c o m p l e x w i t h p e r i p h e r i n - 2 a n d is s i m i l a r in i ts s u b c e l l u l a r 

l o c a l i z a t i o n , t o p o l o g y , a n d s e q u e n c e c o n s e r v a t i o n , i ts l a c k o f i n v o l v e m e n t 

in re t i na l d i s e a s e i m p l i e s a d i f f e r e n t , p o s s i b l y n o n - d o m i n a n t ro le f o r t h i s 

s u b u n i t in o u t e r s e g m e n t m o r p h o g e n e s i s . 

1.4 MOLECULAR CHARACTERIZATION OF PERIPHERIN-2 

AND ROM-1 

1.4.1 Oligomeric structure and size 

T o f u r t h e r c h a r a c t e r i z e t h e m o l e c u l a r p r o p e r t i e s o f t h e p e r i p h e r i n 

2 : r o m - l c o m p l e x , G o l d b e r g e t a l . ( 1 9 9 6 ) e m p l o y e d t h e t e c h n i q u e o f 

v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n to d e f i n e t h e s i z e a n d s t o i c h i o m e t r y o f t h e s e 

c o m p l e x e s . E x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d u n d e r m i l d l y d i s u l f i d e - r e d u c i n g 
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c o n d i t i o n s (1 m M D T T ) to p r e v e n t s e c o n d a r y o x i d a t i o n o f t h e p r o t e i n . 

I m m u n o a f f i n i t y - p u r i f i e d , d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d p e r i p h e r i n - 2 : r o m - 1 

c o m p l e x f r o m b o v i n e R O S s e d i m e n t e d a s a s i n g l e p e a k i n d i c a t i n g t h a t 

t h e s e p r o t e i n s f o r m a c o m p l e x o f a d i s c r e t e s i z e ( G o l d b e r g , M o r i t z & 

M o l d a y , 1 9 9 5 ) . H y d r o d y n a m i c c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h i s c o m p l e x , w h i c h 

c o m b i n e s v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n m e a s u r e m e n t s in H2O a n d D2O a n d ge l 

e x c l u s i o n c h r o m a t o g r a p h y to d e t e r m i n e m o l e c u l a r m a s s , g a v e a n 

e s t i m a t e d m o l e c u l a r m a s s o f 1 3 5 , 0 0 0 k D a . T h i s v a l u e is in r e a s o n a b l e 

a g r e e m e n t w i t h a t e t r a m e r i c p r o t e i n ( 1 5 2 , 0 0 0 k D a c a l c u l a t e d f r o m t h e 

p r i m a r y s e q u e n c e s ) . 

A h e t e r o l o g o u s e x p r e s s i o n s y s t e m w a s d e v e l o p e d to e x a m i n e t h e 

a s s e m b l y o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 s u b u n i t s in to o l i g o m e r i c c o m p l e x e s . 

W h e n i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s , p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 

f o r m e d d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s , bu t d i d no t a s s o c i a t e w h e n s o l u b i l i z e d ce l l 

e x t r a c t s w e r e m i x e d p r i o r to i m m u n o p r e c i p i t a t i o n . In c o n t r a s t to 

r h o d o p s i n w h i c h t a r g e t s to t h e p l a s m a m e m b r a n e w h e n e x p r e s s e d in 

C O S - 1 c e l l s , p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 l o c a l i z e d to i n t e r n a l m e m b r a n e s a n d 

w e r e a b s e n t f r o m t h e p l a s m a m e m b r a n e o f t h e s e c e l l s . W h e n c o -

e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s , p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 d i d a s s o c i a t e 

s p e c i f i c a l l y t o f o r m a h e t e r o m e r i c c o m p l e x t h u s s h o w i n g t h a t t h e 

i n f o r m a t i o n r e q u i r e d f o r s u b u n i t a s s e m b l y is c o n t a i n e d in t h e a m i n o a c i d 
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s e q u e n c e o f t h e s e p r o t e i n s a n d t h a t c o - a s s e m b l y in t h e e n d o p l a s m i c 

r e t i c u l u m of ce l l s is r e q u i r e d fo r a s s o c i a t i o n . 

W h e n i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s , o r w h e n c o - e x p r e s s e d 

a n d p u r i f i e d , p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 s e d i m e n t e d s i m i l a r l y t o t h e 

t e t r a m e r i c p r o t e i n f r o m R O S u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s . T h e s e r e s u l t s 

i n d i c a t e t h a t p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 c a n f o r m h o m o t e t r a m e r i c c o m p l e x e s 

in t h e a b s e n c e o f t h e o t h e r s u b u n i t a n d t h a t o l i g o m e r i c a s s e m b l y o f t h e s e 

p r o t e i n s c a n o c c u r in C O S - 1 c e l l s . B a s e d o n t h e s e r e s u l t s a n d o n 

p r e v i o u s s t u d i e s by B a s c o m e t a l . ( 1 9 9 2 ) , a m o d e l w a s d e v e l o p e d f o r 

n a t i v e p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x in w h i c h a d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r 

o f p e r i p h e r i n - 2 a s s o c i a t e s n o n c o v a l e n t l y w i t h a d i s u l f i d e - l i n k e d 

h o m o d i m e r o f r o m - 1 to f o r m a h e t e r o t e t r a m e r i c p r o t e i n (Fig 8). In t h e 

a b s e n c e o f r o m - 1 , p e r i p h e r i n - 2 d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r s a s s o c i a t e to 

f o r m a h o m o t e t r a m e r i c p r o t e i n . 

1.4.2 Molecular basis for digenic RP 

U s i n g t h e h e t e r o l o g o u s e x p r e s s i o n s y s t e m d e s c r i b e d a b o v e , t h e 

e f f ec t s o f t h e L 1 8 5 P m u t a t i o n in p e r i p h e r i n - 2 o n i ts s t r u c t u r e , s u b u n i t 

a s s e m b l y a n d i n t e r a c t i o n w i t h r o m - 1 w e r e d e t e r m i n e d ( G o l d b e r g & 

M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . T h e a u t h o r s f o u n d t h a t t h e L 1 8 5 P m u t a t i o n p r e v e n t e d 

h o m o t e t r a m e r f o r m a t i o n a n d r e s u l t e d in a p r o t e i n t h a t s e d i m e n t e d a t a 

s l o w e r ra te t h a n W T . T h e p r o t e i n d i d f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s . W h e n 
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c o - e x p r e s s e d w i t h r o m - 1 , L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 c o - a s s e m b l e d a n d c o -

s e d i m e n t e d a s a t e t r a m e r i c p r o t e i n . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t in t h e 

p r e s e n c e o f r o m - 1 , L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 c a n a s s e m b l e in to a 

h e t e r o t e t r a m e r i c p r o t e i n s i m i l a r l y to W T . B a s e d o n t h e s e r e s u l t s a 

s u b u n i t a s s e m b l y m o d e l f o r d i g e n i c R P w a s d e v e l o p e d t o c o r r e l a t e 

m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n s w i t h g e n o t y p e a n d p h e n o t y p e (Fig 8). T h i s m o d e l 

s t r e s s e s t h e f u n c t i o n a l i m p o r t a n c e o f h a v i n g su f f i c i en t l e v e l s o f 

p e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g t e t r a m e r s in R O S a n d p r e d i c t s t h a t 

h o m o t e t r a m e r s o f p e r i p h e r i n - 2 f u n c t i o n n o r m a l l y . T h i s s t u d y 

d e m o n s t r a t e d f o r t h e f i rs t t i m e h o w d i s e a s e - c a u s i n g m u t a t i o n s in 

p e r i p h e r i n - 2 a f fec t i ts s t r u c t u r e . 

1.4.3 Role for peripherin-2 in membrane fusion 

A p o t e n t i a l ro le f o r p e r i p h e r i n - 2 in d i s c - p l a s m a m e m b r a n e f u s i o n 

h a s b e e n e x a m i n e d in vitro ( B o e s z e - B a t t a g l i a e t al., 1 9 9 7 ; B o e s z e -

B a t t a g l i a e t al., 1 9 9 8 2 0 0 0 ) . W h e n p e r i p h e r i n - 2 - e n r i c h e d l a rge 

u n i l a m e l l a r v e s i c l e s ( L U V s ) w e r e i n c u b a t e d w i t h R O S p l a s m a m e m b r a n e 

v e s i c l e s , f u s i o n o c c u r r e d in a c a l c i u m d e p e n d e n t m a n n e r , a n d w a s 

i n c r e a s e d w i t h p h o s p h o r y l a t e d p e r i p h e r i n - 2 . F u s i o n w a s d e c r e a s e d u p o n 

t r y p s i n i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 . A p e p t i d e ( P P - 5 ) c o r r e s p o n d i n g to a m i n o 

a c i d s 3 1 1 - 3 2 5 o f t h e c y t o p l a s m i c C - t e r m i n a l r e g i o n o f p e r i p h e r i n - 2 

i n h i b i t e d f u s i o n b e t w e e n d i s c a n d p l a s m a m e m b r a n e s a n d p r o m o t e d 
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WT Rom 
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Fig 8 . Subunit assembly model for digenic RP. N o r m a l i n d i v i d u a l s h a v e 
a fu l l c o m p l e m e n t o f W T p e r i p h e r i n - 2 ( d a r k f i l l ) - r o m - l ( l i gh t f i l l ) t e t r a m e r s . 
T h o s e w i t h o n l y a n L 1 8 5 P m u t a t i o n in p e r i p h e r i n - 2 a r e b o r d e r l i n e " n o r m a l " 
b e c a u s e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 ( s p o t t e d f i l l ) is p r e d i c t e d t o a s s e m b l e in to 
f u n c t i o n a l t e t r a m e r s w i t h r o m - 1 . T h o s e w i t h o n l y a nu l l m u t a t i o n in r o m - 1 
a r e " n o r m a l " b e c a u s e p e r i p h e r i n - 2 h o m o t e t r a m e r s a r e p r e d i c t e d to 
c o m p e n s a t e f o r r e d u c e d l e v e l s o f r o m - 1 . O n l y i n d i v i d u a l s w i t h a n L 1 8 5 P 
p e r i p h e r i n - 2 m u t a t i o n a n d a r o m - 1 nu l l e x h i b i t t h e d i s e a s e p h e n o t y p e 
b e c a u s e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 is i n c a p a b l e o f s u p p o r t i n g R O S m o r p h o g e n e s i s . 
T h e r e f o r e d e c r e a s e d l e v e l s o f t e t r a m e r s a r e p r e d i c t e d t o c o n t r i b u t e t o t h e R P 
d i s e a s e p h e n o t y p e . M o d i f i e d f r o m M o l d a y ( 1 9 9 8 ) . 
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v e s i c l e a g g r e g a t i o n a n d m e m b r a n e d e p o l a r i z a t i o n . O t h e r p e p t i d e s f r o m 

t h e N - a n d C - t e r m i n i h a d no e f fec t . T h i s p e p t i d e c a n be m o d e l e d a s a n 

a m p h i p a t h i c a l p h a he l i x a n d s h a r e s s i m i l a r i t i e s to o t h e r f u s o g e n i c 

p e p t i d e s . F T I R s t u d i e s c o n f i r m i ts a l p h a he l i ca l n a t u r e a n d ge l e x c l u s i o n 

c h r o m a t o g r a p h y e x p e r i m e n t s s u g g e s t t h a t it m a y e x i s t a s a t e t r a m e r . 

M u t a t i o n o f P P - 5 , w h i c h d i s r u p t s i ts a m p h i p a t h i c n a t u r e , i n h i b i t e d 

m e m b r a n e d e p o l a r i z a t i o n , bu t no t v e s i c l e a g g r e g a t i o n , a n d d i s r u p t i o n o f 

i ts a l p h a he l i ca l n a t u r e h a d no e f f ec t s . 

It is t h e r e f o r e p o s s i b l e t h a t in p h o t o r e c e p t o r s , a t e t r a m e r i c C -

t e r m i n a l r e g i o n o f p e r i p h e r i n - 2 p r o m o t e s f u s i o n b e t w e e n d i s c a n d p l a s m a 

m e m b r a n e s a t t h e d i s t a l t ip a n d is r e g u l a t e d t h r o u g h p h o s p h o r y l a t i o n . 

T h i s p r o c e s s m u s t be h i g h l y r e g u l a t e d s i n c e d i s c s h e d d i n g o c c u r s in 

s p e c i f i c c e l l s a t s p e c i f i c t i m e s a n d o n l y in t h e d i s t a l t ip r e g i o n of r o d s a n d 

c o n e s . P e r i p h e r i n - 2 m a y a l s o be i n v o l v e d in f u s i o n e v e n t s t h a t r esu l t in 

d i s c c l o s u r e d u r i n g d i s c m o r p h o g e n e s i s . T h e s e h y p o t h e s e s h a v e y e t to be 

t e s t e d in vivo. M u t a t i o n s t h a t a f fec t t h e C - t e r m i n u s o f p e r i p h e r i n - 2 a r e 

k n o w n to c a u s e R P . 

1.4.4 Role for peripherin-2 in flattening membrane vesicles 

In a r e c e n t s t u d y by W r i g l e y e t al. (2000), t h e e f f ec t o f p e r i p h e r i n - 2 

o n t h e s h a p e of p a n c r e a t i c m i c r o s o m a l v e s i c l e s w a s e x a m i n e d by e l e c t r o n 

m i c r o s c o p y . W h e n p e r i p h e r i n - 2 is e x p r e s s e d in vitro u n d e r d i s u l f i d e 
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r e d u c i n g c o n d i t i o n s in t h e p r e s e n c e o f m i c r o s o m a l v e s i c l e s , t y p i c a l r o u n d 

v e s i c l e s a r e o b s e r v e d . W h e n e x p r e s s e d u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s a 

s i g n i f i c a n t f r a c t i o n o f t h e v e s i c l e s e x h i b i t a f l a t t e n e d a p p e a r a n c e w i t h 

r e g i o n s o f h i g h c u r v a t u r e s i m i l a r t o d i s c r i m s o f R O S . R h o d o p s i n 

e x p r e s s e d u n d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s d i d no t r e s u l t in v e s i c l e f l a t t e n i n g . 

E x p r e s s i o n o f t h e R P - c a u s i n g C 1 6 5 Y a n d P 2 1 6 L m u t a n t s p r e v e n t e d 

f l a t t e n i n g o f v e s i c l e s a s d i d e x p r e s s i o n o f t h e C 1 5 0 S m u t a n t w h i c h 

p r e v e n t s d i s u l f i d e - d i m e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 ( G o l d b e r g , L o e w e n & 

M o l d a y , 1 9 9 8 ) . 

It a p p e a r s , t h e r e f o r e , t h a t a f u n c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 m a y a l s o be to 

b ind m e m b r a n e s in a d i s u l f i d e - d e p e n d e n t m a n n e r . T h i s f u n c t i o n m a y 

s e r v e t o b r i n g a d j a c e n t m e m b r a n e e v a g i n a t i o n s t o g e t h e r a t t h e b a s e o f 

t h e o u t e r s e g m e n t d u r i n g d i s c r i m f o r m a t i o n a n d m a y be r e s p o n s i b l e fo r 

t h e h i g h d e g r e e o f c u r v a t u r e a s s o c i a t e d w i t h t h e r i m r e g i o n o f d i s c s . T h e 

inab i l i t y o f t h e d i s e a s e - c a u s i n g m u t a t i o n s , w h i c h a r e l o c a t e d in t h e 

i n t r a d i s c a l r e g i o n , t o f l a t t en m e m b r a n e s s u p p o r t s a ro le f o r p e r i p h e r i n - 2 

in m e m b r a n e a d h e s i o n in p h o t o r e c e p t o r s . It is i m p o r t a n t t o no te 

h o w e v e r t h a t t h e s e e x p e r i m e n t s h a v e b e e n c o n d u c t e d in a c e l l - f r e e 

s y s t e m a n d t h a t t h e p r e s e n c e o f p e r i p h e r i n - 2 in t h e f l a t t e n e d v e s i c l e s w a s 

no t v e r i f i e d . 
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1.5 A N I M A L M O D E L S 

1.5.1 The rds mouse 

A ro le f o r p e r i p h e r i n - 2 in p h o t o r e c e p t o r d i s c m o r p h o g e n e s i s a n d 

h u m a n re t i na l d i s e a s e o r i g i n a t e d f r o m s t u d i e s in t h e rds m o u s e , a n a t u r a l 

p e r i p h e r i n - 2 g e n e k n o c k - o u t . M i c e h o m o z y g o u s f o r t h e rds m u t a t i o n fa i l 

to d e v e l o p p h o t o r e c e p t o r o u t e r s e g m e n t s a n d t h e p h o t o r e c e p t o r s u n d e r g o 

s l o w d e g e n e r a t i o n o v e r t h e p e r i o d o f a b o u t a y e a r ( J a n s e n & S a n y a l , 

1 9 8 4 ; S a n y a l & J a n s e n , 1 9 8 1 ) . H e t e r o z y g o u s rds m i c e e x h i b i t s h o r t e n e d , 

h i g h l y d i s o r g a n i z e d o u t e r s e g m e n t s c o n s i s t i n g o f w h o r l s o f m e m b r a n e s . 

T h e g e n e r e s p o n s i b l e f o r t h e rds p h e n o t y p e w a s i d e n t i f i e d in t h e rds 

m o u s e a n d it w a s f o u n d to c o n t a i n a l a r g e i n s e r t i o n o f f o r e i g n D N A t h a t 

r e s u l t s in a p r e m a t u r e s t o p c o d o n ( T r a v i s e t a / . , 1 9 8 9 ) . T h e n o r m a l g e n e 

w a s s h o w n to e n c o d e f o r t h e p e r i p h e r i n - 2 p r o t e i n ( C o n n e l l e t a / . , 1 9 9 1 ) . 

T h e r e f o r e , r e d u c e d l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 r e s u l t in p h o t o r e c e p t o r 

d e g e n e r a t i o n a n d d e a t h . A d d i n g b a c k a W T t r a n s g e n e r e s t o r e s n o r m a l 

p h o t o r e c e p t o r m o r p h o g e n e s i s a n d r e s c u e s t h e rds p h e n o t y p e ( T r a v i s et 

al., 1 9 9 2 ) . T h e s e r e s u l t s a n d t h e u n i q u e l o c a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 a t t h e 

d i s c r i m s i n d i c a t e t h a t p e r i p h e r i n - 2 p l a y s a n e s s e n t i a l ro le in d i s c 

m o r p h o g e n e s i s , a p r o c e s s t h a t is n e c e s s a r y f o r p h o t o r e c e p t o r v i ab i l i t y . 
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1.5.2 Rom-1 knockout mouse 

T o e x a m i n e t h e f u n c t i o n o f r o m - 1 in p h o t o r e c e p t o r s , C l a r k e e t al. 

( 2 0 0 0 ) i n a c t i v a t e d t h e g e n e by r e p l a c i n g t h e f i rs t e x o n w i t h a n e o m y c i n 

r e s i s t a n c e g e n e , a n d e x a m i n e d t h e e f f ec t s in b o t h h o m o z y g o u s a n d 

h e t e r o z y g o u s m i c e . A m a r k e d c o n t r a s t b e t w e e n t h e p h e n o t y p e o f r o m - 1 

nu l l m i c e a n d h o m o z y g o u s rds m i c e is o b s e r v e d . P h o t o r e c e p t o r o u t e r 

s e g m e n t s d e v e l o p in r o m - 1 nu l l m i c e a n d a p p e a r f a i r l y n o r m a l , e x c e p t fo r 

o c c a s i o n a l d i s c d i s o r g a n i z a t i o n a n d t h e p r e s e n c e o f l o n g e r d i s c s a t 18 

m o n t h s . T h e s e a b n o r m a l i t i e s d i s a p p e a r a t l a t e r a g e s . A l s o , t h e l e n g t h o f 

t h e o u t e r s e g m e n t is d e c r e a s e d a n d t h e t h i c k n e s s o f t h e p h o t o r e c e p t o r 

n u c l e a r l a y e r is r e d u c e d . H e t e r o z y g o u s m i c e a p p e a r n o r m a l . T h e r e f o r e , 

r o m - 1 a p p e a r s t o p l a y a m i n o r r e g u l a t o r y ro le in d i s c m o r p h o g e n e s i s , 

u n l i k e p e r i p h e r i n - 2 w h i c h is a b s o l u t e l y r e q u i r e d f o r o u t e r s e g m e n t 

f o r m a t i o n . T h i s r e s u l t is c o n s i s t e n t w i t h t h e l a c k o f i n v o l v e m e n t o f r o m - 1 

in h u m a n d i s e a s e . 

B i o c h e m i c a l a n a l y s i s o f r o m - 1 nu l l m i c e r e v e a l e d t h a t t h e a b s e n c e 

o f r o m - 1 h a d no e f fec t o n t h e e x p r e s s i o n l eve l o r s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n 

o f r h o d o p s i n , A B C R , o r p e r i p h e r i n - 2 . I n t e r e s t i n g l y , in t h e a b s e n c e o f 

r o m - 1 , p e r i p h e r i n - 2 f o r m e d h o m o t e t r a m e r s s i m i l a r l y t o w h a t is o b s e r v e d 

in t r a n s f e c t e d C O S - 1 c e l l s . T h i s s u p p o r t s t h e i m p o r t a n c e o f p e r i p h e r i n - 2 

h o m o t e t r a m e r f o r m a t i o n in d i s c m o r p h o g e n e s i s . T h e s e r e s u l t s w e r e 

p r e d i c t e d in t h e m o l e c u l a r m o d e l f o r d i g e n i c R P by G o l d b e r g e t al. ( 1 9 9 6 ) 
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w h e r e i n d i v i d u a l s w i t h a nu l l m u t a t i o n in r o m - 1 a r e n o r m a l b e c a u s e o f 

p e r i p h e r i n - 2 h o m o t e t r a m e r i z a t i o n (Fig 8). 

1.5.3 P216L peripherin-2 transgenic mouse 

T o d e v e l o p a m o u s e m o d e l f o r h u m a n R P , K e d z i e r s k i et al. ( 1 9 9 7 ) 

e x a m i n e d t h e e f fec t o f e x p r e s s i o n o f t h e P 2 1 6 L m u t a n t p r o t e i n o n W T , rds 

h e t e r o z y g o u s , a n d rds h o m o z y g o u s m o u s e b a c k g r o u n d s . P 2 1 6 L 

p e r i p h e r i n - 2 w a s u n a b l e to r e s c u e t h e rds p h e n o t y p e in t h e h o m o z y g o u s 

o r h e t e r o z y g o u s b a c k g r o u n d s . I n t e r e s t i n g l y , t h e p h e n o t y p e in t h e rds 

h e t e r o z y g o u s s t a t e is m o r e s e v e r e w i t h t h e P 2 1 6 L t r a n s g e n e t h a n 

w i t h o u t . T h i s i m p l i e s t h a t t h e P 2 1 6 L m u t a t i o n e x e r t s a d o m i n a n t 

n e g a t i v e e f fec t . T h e P 2 1 6 L t r a n s g e n e a l s o c a u s e d p h o t o r e c e p t o r 

d e g e n e r a t i o n o n a W T b a c k g r o u n d p r o v i d i n g f u r t h e r e v i d e n c e f o r t h e 

d o m i n a n t - n e g a t i v e e f fec t o f t h i s m u t a n t . T h e a u t h o r s d i d no t t a g t h e 

t r a n s g e n e a n d t h e r e f o r e c o u l d no t d i s t i n g u i s h it f r o m e n d o g e n o u s 

p e r i p h e r i n - 2 . T h u s t h e e f f ec t s o f t h i s m u t a t i o n o n i ts s u b c e l l u l a r 

l o c a l i z a t i o n a n d b i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s w e r e n o t e x a m i n e d . 

1.5.4 Peripherin-2:rom-l chimeric mouse 

T o i s o l a t e t h e f u n c t i o n s o f t h e C - t e r m i n a l a n d i n t r a d i s c a l l oop 

r e g i o n s o f p e r i p h e r i n - 2 , K e d z i e r s k i e t al. ( 1 9 9 9 ) c o n s t r u c t e d a c h i m e r i c 

r o m - 1 m o l e c u l e t h a t c o n t a i n e d t h e i n t r a d i s c a l l o o p r e g i o n o f p e r i p h e r i n - 2 . 
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T h e ab i l i t y o f t h i s m o l e c u l e t o r e s t o r e p h o t o r e c e p t o r f u n c t i o n w a s 

a d d r e s s e d in vivo by t r a n s g e n i c e x p r e s s i o n in t h e rds m o u s e b a c k g r o u n d . 

In t h e h e t e r o z y g o u s rds b a c k g r o u n d , t h e c h i m e r a r e s c u e d t h e 

p h o t o r e c e p t o r d e f e c t c o m p l e t e l y ; h o w e v e r , no d i f f e r e n c e w a s o b s e r v e d 

b e t w e e n h o m o z y g o u s rds m i c e e x p r e s s i n g t h e c h i m e r a a n d t h o s e no t 

e x p r e s s i n g it. B i o c h e m i c a l a n a l y s i s o f t r a n s g e n i c m i c e r e v e a l e d t h a t t h e 

ra t io o f p e r i p h e r i n - 2 t o r o m - 1 in R O S is a p p r o x i m a t e l y 2 . 5 , t h a t t h e 

t r a n s g e n e is g l y c o s y l a t e d a n d i n t e r a c t s w i t h b o t h p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 , 

bu t d o e s no t f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d h e t e r o d i m e r s . T h e a u t h o r s c l a i m t h a t 

p e r i p h e r i n - 2 h o m o - o l i g o m e r i z a t i o n is s t r o n g e r t h a n h e t e r o -

o l i g o m e r i z a t i o n w i t h r o m - 1 , a n d t h a t p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 a r e 

q u a n t i t a t i v e l y a s s o c i a t e d . 

T h i s s t u d y h i g h l i g h t s t h e f u n c t i o n a l i m p o r t a n c e a n d i n d e p e n d e n c e o f 

b o t h t h e i n t r a d i s c a l l oop r e g i o n a n d t h e C - t e r m i n a l r e g i o n to 

p h o t o r e c e p t o r d i s c m o r p h o g e n e s i s . T h e inab i l i t y o f t h e c h i m e r a to r e s c u e 

t h e h o m o z y g o u s rds p h e n o t y p e i den t i f i e s t h e i m p o r t a n c e o f t h e C -

t e r m i n a l r e g i o n a n d s u p p o r t s in vitro d a t a s u g g e s t i n g a ro le f o r t h i s r e g i o n 

in m e m b r a n e f u s i o n d u r i n g d i s c f o r m a t i o n ( B o e s z e - B a t t a g l i a et al., 1 9 9 8 ) . 

T h e a u t h o r s d i d no t e x t e n s i v e l y c h a r a c t e r i z e t h e m o r p h o l o g y o f t h e 

m e m b r a n e s in t h e s e a n i m a l s . It is p o s s i b l e t h a t t h e C - t e r m i n u s o f 

p e r i p h e r i n - 2 f u n c t i o n s in p r o t e i n t a r g e t i n g t o t h e o u t e r s e g m e n t , a 

f u n c t i o n t h a t m a y no t be no t p r e s e n t in r o m - 1 . R e s c u e o f t h e 
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h e t e r o z y g o u s rds m o u s e by t h e c h i m e r a h i g h l i g h t s t h e d o m i n a n t f u n c t i o n 

o f t h e i n t r a d i s c a l l oop o f p e r i p h e r i n - 2 a n d f u r t h e r i m p l i c a t e s t h e 

i m p o r t a n c e o f l o o p - m e d i a t e d p e r i p h e r i n - 2 s u b u n i t i n t e r a c t i o n s in d i s c 

m o r p h o g e n e s i s . 

1.5.5 Gene therapy on the rds mouse 

T o i n v e s t i g a t e t h e p o s s i b i l i t y o f t r e a t m e n t o f r e t i na l d i s e a s e s by 

g e n e t h e r a p y , AN et al. ( 2 0 0 0 ) e x a m i n e d t h e e f f e c t s o f i n t r a o c u l a r l y 

i n j e c t e d r e c o m b i n a n t a d e n o - a s s o c i a t e d v i r u s c a r r y i n g t h e g e n e e n c o d i n g 

p e r i p h e r i n - 2 in t h e nu l l b a c k g r o u n d o f t h e rds m o u s e . T h e a u t h o r s 

o b s e r v e d a 3 0 % rod t r a n s d u c t i o n e f f i c i e n c y . P h o t o r e c e p t o r s e x p r e s s i n g 

p e r i p h e r i n - 2 r e - e s t a b l i s h e d o u t e r s e g m e n t s t r u c t u r e s w h i c h c o n t a i n e d 

s t a c k s o f d i s c s s i m i l a r l y t o W T . E x p r e s s i o n o f r o m - 1 a n d r h o d o p s i n w a s 

a l s o r e s t o r e d a n d l o c a l i z a t i o n o f t h e s e p r o t e i n s t o o u t e r s e g m e n t s w a s 

e s t a b l i s h e d . T h e p r e s e n c e o f p h a g o s o m e s in R P E c e l l s a n d r e s t o r a t i o n o f 

E R G r e s p o n s e s in t r e a t e d a n i m a l s i n d i c a t e a r e c o n s t i t u t i o n o f 

p h o t o r e c e p t o r m e t a b o l i s m a n d p h o t o t r a n s d u c t i o n . T h i s s t u d y 

d e m o n s t r a t e s f o r t h e f i rs t t i m e t h a t f u n c t i o n c a n be r e s t o r e d in fu l l y 

d i f f e r e n t i a t e d m a t u r e p h o t o r e c e p t o r ce l l s by r e - i n t r o d u c t i o n o f a 

p h o t o r e c e p t o r s p e c i f i c g e n e . H e n c e , g e n e t h e r a p y to t r e a t p e r i p h e r i n - 2 -

l i n k e d re t i na l d i s e a s e m a y be p o s s i b l e , bu t o t h e r f a c t o r s n e e d to be 
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d e f i n e d i n c l u d i n g t h e s t ab i l i t y o f l o n g t e r m e x p r e s s i o n a n d t h e e f f ec t s o n 

c o n e p h o t o r e c e p t o r s . 

1.6 T H E S I S I N V E S T I G A T I O N S 

A t t h e b e g i n n i n g o f t h i s p r o j e c t , v e r y l i t t le w a s k n o w n a b o u t t h e 

ro le o f c y s t e i n e r e s i d u e s a n d d i s u l f i d e b o n d s in t h e s t r u c t u r e o f 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 c o m p l e x e s . It w a s k n o w n t h a t e a c h p r o t e i n 

f o r m e d d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r s a n d c o n t a i n e d s e v e n c o n s e r v e d 

c y s t e i n e r e s i d u e s in t h e i n t r a d i s c a l l oop r e g i o n . M u t a t i o n s in t w o o f t h e 

i n t r a d i s c a l c y s t e i n e s h a d b e e n l i n k e d to h u m a n R P . H e n c e , t h e in i t ia l g o a l 

o f t h i s t h e s i s w o r k w a s to d e t e r m i n e t h e i m p o r t a n c e o f t h e c y s t e i n e 

r e s i d u e s in p e r i p h e r i n - 2 o n i ts o l i g o m e r i c s t r u c t u r e . T h e r e s u l t s 

p r e s e n t e d in t h i s t h e s i s p r o v i d e c o m p e l l i n g e v i d e n c e f o r a c e n t r a l a n d 

u n i q u e ro le o f d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 c o r e 

c o m p l e x e s in p h o t o r e c e p t o r d i s c m o r p h o g e n e s i s , a n d i den t i f y a 

d i f f e ren t i a l r e g u l a t o r y ro le f o r r o m - 1 in t h i s p r o c e s s . T h e h y p o t h e s i s t h a t 

h u m a n d i s e a s e r e s u l t s f r o m d e c r e a s e d l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x e s in 

rod o u t e r s e g m e n t s h a s b e e n c o n f i r m e d in vivo. 

C h a p t e r 2 o f t h i s t h e s i s d e s c r i b e s a m u t a t i o n a l s t u d y in w h i c h e a c h 

of t h e t h i r t e e n c y s t e i n e r e s i d u e s of p e r i p h e r i n - 2 w a s r e p l a c e d by s e r i n e . 

T h e ab i l i t y o f t h e s e p r o t e i n s to f o r m d i s u l f i d e d i m e r s , a s s e m b l e in to c o r e 
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t e t r a m e r s , a n d i n t e r a c t w i t h r o m - 1 w a s e x a m i n e d . T h i s w o r k h a s b e e n 

p u b l i s h e d e l s e w h e r e ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ) . 

C h a p t e r 3 d e s c r i b e s t h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 

c o m p l e x e s u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s u s i n g a n o v e l t w o - d i m e n s i o n a l 

v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n t e c h n i q u e . T h e i m p o r t a n c e o f d i s u l f i d e d i m e r 

f o r m a t i o n is d e t e r m i n e d . T h i s w o r k h a s b e e n p u b l i s h e d e l s e w h e r e 

( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . 

C h a p t e r 4 e x a m i n e s t h e s t r u c t u r a l d e t e r m i n a n t s o f c o r e t e t r a m e r 

f o r m a t i o n a n d d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n b y a n a l y z i n g t h e L 1 8 5 P 

m u t a t i o n in p e r i p h e r i n - 2 r e s p o n s i b l e f o r d i g e n i c R P . A ro le f o r t h e s e 

o l i g o m e r s in p r e v e n t i n g d i s e a s e is p r o p o s e d . T h i s w o r k h a s b e e n 

p u b l i s h e d e l s e w h e r e ( L o e w e n , M o r i t z & M o l d a y , 2 0 0 1 ) . 

C h a p t e r 5 p r e s e n t s t h e r e s u l t s o f a c o l l a b o r a t i v e w o r k w i t h D a v i d 

P a p e r m a s t e r ' s g r o u p a t t h e U n i v e r s i t y o f C o n n e c t i c u t w h i c h e x a m i n e s t h e 

e f f ec t s o f e x p r e s s i o n o f R P - c a u s i n g m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 o n rod 

p h o t o r e c e p t o r s in t r a n s g e n i c Xenopus laevis. T h e s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n 

o f t h e t r a n s g e n e s a n d t h e e f f ec t s o n rod m o r p h o l o g y a r e d e t e r m i n e d . 

T h i s m a n u s c r i p t is in p r e p a r a t i o n . 
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C H A P T E R 2 - R O L E O F C Y S T E I N E S IN P E R I P H E R I N - 2 

S T R U C T U R E 

2.1 I N T R O D U C T I O N 

P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n s t h i r t e e n c y s t e i n e r e s i d u e s . S i x a r e no t 

c o n s e r v e d a m o n g s p e c i e s o r w i t h r o m - 1 a n d a r e l o c a t e d in t h e 

c y t o p l a s m i c a n d t r a n s m e m b r a n e r e g i o n s (Fig 9). S e v e n a r e c o m p l e t e l y 

c o n s e r v e d a m o n g s p e c i e s a n d w i t h r o m - 1 a n d a r e l o c a t e d in t h e 

i n t r a d i s c a l l oop r e g i o n o f t h e m o l e c u l e . M u t a t i o n s in t w o o f t h e c o n s e r v e d 

c y s t e i n e s ( C 1 6 5 Y a n d C 2 1 4 S ) a r e r e s p o n s i b l e f o r a u t o s o m a l d o m i n a n t R P 

( s e e T a b l e 2 in I n t r o d u c t i o n ) . 

In t h i s s t u d y , t h e i m p o r t a n c e o f t h e c y s t e i n e r e s i d u e s o n t h e 

s t r u c t u r e a n d s u b u n i t a s s e m b l y o f p e r i p h e r i n - 2 h a s b e e n e x a m i n e d . E a c h 

o f t h e 13 c y s t e i n e r e s i d u e s in b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 w a s i n d i v i d u a l l y 

r e p l a c e d w i t h a s e r i n e r e s i d u e by s i t e - d i r e c t e d m u t a g e n e s i s , a n d t h e 

r e s u l t i n g m u t a n t s w e r e e x p r e s s e d i n d i v i d u a l l y o r t o g e t h e r w i t h r o m - 1 in 

C O S - 1 c e l l s . S D S - p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s , 

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n , a n d v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n w e r e c a r r i e d o u t to 

e v a l u a t e t h e ab i l i t y o f t h e s e m u t a n t s to f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d 

h o m o d i m e r s , a s s o c i a t e w i t h r o m - 1 , a n d a s s e m b l e in to t e t r a m e r s . 

T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y s u g g e s t t h a t (1 ) t h e c o n s e r v e d C 1 5 0 

r e s i d u e is r e q u i r e d f o r i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d i n g b u t no t s u b u n i t 

a s s e m b l y ; (2 ) t h e s i x o t h e r c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s a r e c r u c i a l f o r 
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L3-4 

Fig 9 . Location of cysteines in bovine peripherin -2 . N o n c o n s e r v e d 
c y s t e i n e s ( o p e n c i r c l e s ) a r e a t a m i n o a c i d p o s i t i o n s 7 2 , 8 1 , 1 0 5 , 1 1 8 , 
1 1 9 , a n d 3 0 1 ; c o n s e r v e d c y s t e i n e s ( s h a d e d c i r c l e s ) a r e p r e s e n t w i t h i n 
t h e i n t r a d i s c a l L 3 - 4 l o o p a t p o s i t i o n s 1 5 0 , 1 6 5 , 1 6 6 , 2 1 3 , 2 1 4 , 2 2 2 , a n d 
2 5 0 . 
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p r o p e r f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y , p o s s i b l y t h r o u g h f o r m a t i o n o f 

i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s ; a n d (3 ) t h e m i s f o l d i n g a n d d e f e c t i v e 

s u b u n i t a s s e m b l y o f t h e C 1 6 5 S a n d C 2 1 4 S m u t a n t s is r e s p o n s i b l e f o r a 

f o r m o f m o n o g e n i c a u t o s o m a l d o m i n a n t re t i n i t i s p i g m e n t o s a . 

M o s t o f t h e s e r e s u l t s a r e p u b l i s h e d e l s e w h e r e ( G o l d b e r g , L o e w e n & 

M o l d a y , 1 9 9 8 ) . A l l e x p e r i m e n t s d e s c r i b e d in t h i s c h a p t e r w e r e p e r f o r m e d 

by t h e a u t h o r e x c e p t : (1 ) s i t e - d i r e c t e d m u t a g e n e s i s ; (2 ) a n a l y s i s o f 

c y s t e i n e m u t a n t s by r e d u c i n g a n d n o n r e d u c i n g S D S - P A G E (F ig 1 0 ) . 

2.2 M A T E R I A L S A N D M E T H O D S 

2.2.1 Site-directed mutagenesis 

P l a s m i d s c o m p o s e d o f t h e p c D N A I / A M P v e c t o r ( I n v i t r o g e n , S a n 

D i e g o , C A ) a n d t h e f u l l - l e n g t h c o d i n g r e g i o n s f o r b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 

( p c P E R ) o r r o m - 1 ( p c R O M ) w e r e u s e d f o r h e t e r o l o g o u s ( C O S - 1 ) ce l l 

e x p r e s s i o n a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ) . A 

P C R - b a s e d m e t h o d o f p r i m e r - d i r e c t e d m u t a g e n e s i s ( N e l s o n & L o n g , 

1 9 8 9 ) w a s u s e d to g e n e r a t e m i s s e n s e m u t a t i o n s in w h i c h i n d i v i d u a l 

c y s t e i n e r e s i d u e s w e r e r e p l a c e d w i t h s e r i n e r e s i d u e s ; s u b c l o n e d p o r t i o n s 

o f t h e W T p c P E R w e r e u s e d a s t e m p l a t e s . 

P l a s m i d p H i n d b g w a s c o n s t r u c t e d by l i g a t i n g a 2 6 0 b a s e - p a i r ( bp ) 

HindlU/Bglll f r a g m e n t o f t h e p e r i p h e r i n - 2 c o d i n g r e g i o n ( 5 ' r e g i o n ) in to a 

r V / n c f l l l / E c o R I - d i g e s t e d B l u e s c r i p t II K S + p l a s m i d ( S t r a t a g e n e , La J o l l a , 
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C A ) u s i n g a s y n t h e t i c BgM/EcoRI a d a p t e r ( 5 ' - G A T C T G G T C A C C G - 3 \ 5 ' -

A A T T C G G T G A C C A - 3 ' ) . P l a s m i d p B g S k s w a s c o n s t r u c t e d b y l i ga t i ng a 4 1 6 

b p Bglll/Sacll f r a g m e n t o f t h e p e r i p h e r i n - 2 c o d i n g r e g i o n ( c e n t r a l pa r t ) 

d i r e c t l y in to t h e B l u e s c r i p t II K S + p l a s m i d p o l y l i n k e r . P l a s m i d p S c X h o 

w a s c o n s t r u c t e d by l i ga t i ng a 5 2 1 bp Sacll/Xhol f r a g m e n t o f t h e 

p e r i p h e r i n - 2 c o d i n g r e g i o n ( 3 ' r e g i o n ) d i r e c t l y i n to t h e B l u e s c r i p t II S K + 

p l a s m i d p o l y l i n k e r . S e n s e - s t r a n d s y n t h e t i c o l i g o n u c l e o t i d e s ( N A P S , 

V a n c o u v e r , B C ) a n d t h e t e m p l a t e s u s e d f o r t h e c o r r e s p o n d i n g 

m u t a g e n e s i s r e a c t i o n s a r e s h o w n in Table 3. 

P C R p r o d u c t s o b t a i n e d e s s e n t i a l l y a s d e s c r i b e d ( N e l s o n & L o n g , 

1 9 8 9 ) w e r e d i g e s t e d w i t h t h e a p p r o p r i a t e r e s t r i c t i o n e n z y m e s , pu r i f i ed 

f r o m a g a r o s e g e l s , a n d c l o n e d in to t h e i r r e s p e c t i v e t e m p l a t e v e c t o r s ( s e e 

a b o v e a n d Table 3). T h e d e s i r e d m u t a t i o n s w e r e s e l e c t e d by c o m p l e t e 

( s i n g l e - s t r a n d ) d i d e o x y - s e q u e n c i n g w i t h a S e q u e n a s e T 7 k i t ( U S B ) . T h e 

m u t a g e n i z e d r e g i o n s w e r e s u b s e q u e n t l y s u b c l o n e d b a c k in to t h e W T 

p e r i p h e r i n - 2 g e n e a n d f ina l e x p r e s s i o n c o n s t r u c t s w e r e c o n f i r m e d by 

r e s t r i c t i o n m a p p i n g . 

2.2.2 Heterologous expression 

C O S - 1 c e l l s ( c a . 2 x 1 0 5 / 6 0 m m d i s h ) w e r e s i n g l y t r a n s f e c t e d w i t h 

e x p r e s s i o n p l a s m i d ( 1 2 u g ) o r c o t r a n s f e c t e d w i t h a m i x t u r e o f t w o 
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Table 3 
S y n t h e t i c O l i g o n u c l e o t i d e s U s e d f o r P C R M u t a g e n e s i s 

S u b c l o n e M u t a t i o n S y n t h e t i c o l i g o n u c l e o t i d e 
p H i n d B g C 7 2 S 5 ' - C T G T C C T C T G T C T T C A A T T C T C T G G - 3 ' 

p B g S k s C 8 1 S 5 ' - G G C A A G A T C T C T T A C G A C G C C C - 3 ' 
C 1 0 5 S 5 ' - G C C G T G T C T G T C C T C T T C A A C G - 3 ' 
C 1 1 8 S 5 ' - G G C C C T C A G C T G C T T C C T C C T G C - 3 ' 
C 1 1 9 S 5 ' - G C C C T C T G C A G C T T C C T C C T G C G - 3 ' 
C 1 5 0 S 5 ' - C C A G G C C G G T C T T T C A T G A A G - 3 ' 
C 1 6 5 S 5 ' - G A T C G A A T T C A A G A G C T G C G G - 3 ' 
C 1 6 6 S 5 ' - C G A A T T C A A G T G C A G C G G C A A C - 3 ' 
C 2 1 3 S 5 ' - C C C T T C A G C T C C T G C A A C C C - 3 ' 
C 2 1 4 S 5 ' - T T C A G C T G C A G C A A C C C C A A C - 3 ' 

p S c X h o C 2 2 2 S 5 ' - C C G C G G C C C T C G A T C C A G T A C C - 3 ' 
C 2 5 0 S 5 ' - C T G C G T G G C A G C A G G G C C - 3 ' 
C 3 0 1 S 5 ' - G A C C C T G A G T C C G A G A G T G A G G - 3 ' 
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e x p r e s s i o n p l a s m i d s (6 pg e a c h ) u s i n g t h e c a l c i u m p h o s p h a t e m e t h o d 

e s s e n t i a l l y a s d e s c r i b e d ( C h e n & O k a y a m a , 1 9 8 7 ; G o l d b e r g , M o r i t z & 

M o l d a y , 1 9 9 5 ) . A t 7 2 h p o s t - t r a n s f e c t i o n , o n e d i s h o f c e l l s w a s w a s h e d 

t w i c e w i t h P B S a n d s o l u b i l i z e d w i t h 3 0 0 - 5 0 0 pl o f 1 % T r i t o n X - 1 0 0 in 

P B S bu f f e r c o n t a i n i n g P M S F ( p H 7 . 4 ) . F o r v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n s t u d i e s , 

I m M D T T w a s i n c l u d e d in t h e s o l u b i l i z a t i o n bu f fe r . C e l l e x t r a c t s w e r e 

c e n t r i f u g e d a t 9 0 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n a t 4 ° C in a B e c k m a n T L A - 4 5 ro to r 

a n d t h e s u p e r n a t a n t s ( d e t e r g e n t s o l u b i l i z e d f r a c t i o n ) w e r e r e t a i n e d o n ice 

unt i l u s e d . T y p i c a l l y 15 - 3 0 pl o f e x t r a c t w a s s u b j e c t e d to S D S - P A G E 

u n d e r r e d u c i n g a n d n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s ( p r e s e n c e o r a b s e n c e o f 4 % 

2 - m e r c a p t o e t h a n o l ) , a n d p e r i p h e r i n - 2 e x p r e s s i o n w a s d e t e c t e d o n 

W e s t e r n b l o t s . 

2.2.3 Immunoprecipitation and velocity sedimentation 

H o m o m e r i c p e r i p h e r i n - 2 a n d h e t e r o m e r i c p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l 

c o m p l e x e s w e r e i s o l a t e d f r o m C O S - 1 ce l l e x t r a c t s by a n 

i m m u n o p r e c i p i t a t i o n p r o c e d u r e ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . T r i t o n X -

1 0 0 - s o l u b i l i z e d ce l l e x t r a c t s ( 1 0 0 pl ) w e r e i n c u b a t e d w i t h 2 5 - 5 0 pl o f 

a n t i - p e r i p h e r i n - 2 M A b P e r 2 B 6 c o u p l e d to S e p h a r o s e b e a d s . T h e m a t r i x 

w a s w a s h e d t h r e e t i m e s w i t h e x c e s s bu f f e r t o r e m o v e u n b o u n d p r o t e i n s , 

a n d t h e b o u n d p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x w a s e l u t e d w i t h a n e x c e s s o f 2 B 6 
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p e p t i d e c o r r e s p o n d i n g to t h e C - t e r m i n a l n i n e a m i n o a c i d s o f b o v i n e 

p e r i p h e r i n - 2 . 

F o r v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n s t u d i e s , t h e p u r i f i e d p e r i p h e r i n - 2 

c o m p l e x w a s a p p l i e d to 5 - 2 0 % ( w / w ) s u c r o s e g r a d i e n t s in P B S bu f fe r 

c o n t a i n i n g 0 . 1 % T r i t o n X - 1 0 0 , P M S F a n d 1 m M D T T a n d c e n t r i f u g e d in a 

B e c k m a n T L S - 5 5 r o t o r f o r 16 h a t 5 0 , 0 0 0 r p m a n d 4° C . F o u r - d r o p 

f r a c t i o n s w e r e c o l l e c t e d f r o m t h e t u b e b o t t o m a n d e q u i v a l e n t v o l u m e s 

w e r e s u b j e c t e d to S D S - P A G E u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s . S e d i m e n t a t i o n 

p ro f i l es o f f r a c t i o n a t e d s u c r o s e g r a d i e n t s w e r e d e t e r m i n e d by w e s t e r n 

b l o t t i ng w i t h P e r 2 B 6 M A b a n d l a s e r d e n s i t o m e t r y , a c c o r d i n g to G o l d b e r g 

etal. ( 1 9 9 5 ) . 

2.2.4 Calculation of sedimentation coefficients 

E s t i m a t e s o f S2o,w v a l u e s w e r e m a d e a s d e s c r i b e d o r i g i n a l l y 

( G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ) , bu t w i t h t h e f o l l o w i n g m o d i f i c a t i o n s : 

a l l pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e v a l u e s w e r e a s s u m e d to be 0 . 8 3 m l / g 

( d e t e r m i n e d f o r t h e b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 : r o m - 1 c o m p l e x ( G o l d b e r g & 

M o l d a y , 1 9 9 6 b ) ) , in i t ia l s a m p l e r a d i u s {rmm) w a s t a k e n a s 4 7 . 5 m m 

( B e c k m a n T L S - 5 5 r o t o r r m in c o r r e c t e d f o r s a m p l e a n d g r a d i e n t v o l u m e ) , 

a n d g r a d i e n t h e i g h t w a s m e a s u r e d a s 2 9 m m . F o r a r e v i e w of v e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n a n a l y s i s s e e C l a r k e & S m i g e l ( 1 9 8 9 ) . 
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2.2.5 SDS-PAGE and Western blotting 

2 5 pl s a m p l e s c o n t a i n i n g a p p r o x i m a t e l y 1.5 pg o f t o ta l p r o t e i n w e r e 

d e n a t u r e d w i t h a n e q u a l v o l u m e of S D S c o c k t a i l ( 4 % S D S , 0 . 0 2 M T r i s -

H C l , p H 6 . 8 , 4 0 % s u c r o s e , 0 . 0 1 % B r o m o p h e n o l b l u e in t h e a b s e n c e 

( n o n r e d u c i n g ) o r p r e s e n c e ( r e d u c i n g ) o f 5 % p - m e r c a p t o e t h a n o l , a n d 

w e r e a p p l i e d t o 8 % o r 1 0 % S D S p o l y a c r y l a m i d e g e l s . A f t e r 

e l e c t r o p h o r e s i s , t h e p r o t e i n s w e r e t r a n s f e r r e d to I m m o b i l o n - P u s i n g a 

B i o R a d s e m i d r y t r a n s f e r a p p a r a t u s a n d t h e b l o t s w e r e l a b e l e d w i t h t h e 

a n t i - p e r i p h e r i n - 2 M A b P e r 2 B 6 o r t h e a n t i - r o m - 1 M A b R o m l C 6 ( M o l d a y , 

H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ; M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 6 ) a n d s h e e p a n t i - m o u s e 

i m m u n o g l o b u l i n - p e r o x i d a s e f o r d e t e c t i o n by E C L . 

2.3 R E S U L T S 

2.3.1 Location of cysteine residues 

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h e u t i l i t y o f a h e t e r o l o g o u s 

e x p r e s s i o n s y s t e m fo r m u t a g e n e s i s - b a s e d s t r u c t u r a l s t u d i e s o f 

p e r i p h e r i n - 2 ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ; G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 

1 9 9 5 ) . T h i s s y s t e m h a s n o w b e e n u s e d to e x a m i n e t h e re l a t i ve 

i m p o r t a n c e o f t h e v a r i o u s c y s t e i n e r e s i d u e s f o u n d in b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 . 

Fig 9 d e p i c t s t h e c u r r e n t t o p o l o g i c a l m o d e l f o r p e r i p h e r i n - 2 

( C o n n e l l & M o l d a y , 1 9 9 0 ; M o l d a y , 1 9 9 4 ) in t h e o u t e r s e g m e n t d i s c 

m e m b r a n e a n d h i g h l i g h t s t h e p o s i t i o n a n d c o n s e r v a t i o n o f t h e 13 c y s t e i n e 
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r e s i d u e s p r e s e n t in t h e b o v i n e s e q u e n c e . R e s i d u e s s h a d e d in b l a c k a r e 

a b s o l u t e l y c o n s e r v e d in b o t h p e r i p h e r i n - 2 a n d i ts h o m o l o g o u s s u b u n i t , 

r o m - 1 , a c r o s s a l l s p e c i e s e x a m i n e d to d a t e ( B a s c o m et al., 1 9 9 2 b ; 

B a s c o m , S c h a p p e r t & M c l n n e s , 1 9 9 3 ; B e g y & B r i d g e s , 1 9 9 0 ; C o n n e l l & 

M o l d a y , 1 9 9 0 ; G o r i n et al., 1 9 9 3 ; K e d z i e r s k i e t al., 1 9 9 6 ; M o g h r a b i , 

K e d z i e r s k i & T r a v i s , 1 9 9 5 ; R a y , A c l a n d & A g u i r r e , 1 9 9 6 ; T r a v i s e t al., 

1 9 8 9 ; T r a v i s e t al., 1 9 9 1 ) ( s e e s e c t i o n s 1 .2 .2 a n d 1 .2 .3 ) . T h e s e s e v e n 

c o n s e r v e d c y s t e i n e s a r e c o n f i n e d to t h e l a rge i n t r a d i s c a l L 3 - 4 l oop j o i n i n g 

t h e t h i r d a n d f o u r t h t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t s . N o n c o n s e r v e d r e s i d u e s 

a r e p r e s e n t in b o t h t h e p u t a t i v e t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t s a n d s e g m e n t s 

e x p o s e d o n t h e c y t o p l a s m i c s i d e o f t h e m e m b r a n e . 

2.3.2 Expression and disulfide dimerization 

In o r d e r to a s s e s s t h e e f fec t o f t h e v a r i o u s m u t a t i o n s o n t h e 

p r o p e r t i e s o f p e r i p h e r i n - 2 , e a c h o f t h e 13 c y s t e i n e r e s i d u e s in b o v i n e 

p e r i p h e r i n - 2 w a s i n d i v i d u a l l y s u b s t i t u t e d w i t h s e r i n e . A s s h o w n in Fig 

10A, a l l o f t h e v a r i a n t s c o u l d be e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s a n d m i g r a t e d 

a s m o n o m e r s ( a p p a r e n t Mr 3 5 K ) o n S D S - p o l y a c r y l a m i d e g e l s u n d e r 

r e d u c i n g c o n d i t i o n s . A l t h o u g h r e l a t i v e l e v e l s o f p r o t e i n e x p r e s s i o n v a r i e d 

a m o n g e x p e r i m e n t s (a c o m m o n p r o p e r t y o f t r a n s i e n t t r a n s f e c t i o n 

s y s t e m s ) , n o n e o f t h e m u t a n t s s h o w e d c o n s i s t e n t l y a l t e r e d l e v e l s o f 

e x p r e s s i o n r e l a t i v e to W T . T h e s e o b s e r v a t i o n s i n d i c a t e t h a t n o n e o f t h e 
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Fig 1 0 . Expression and dimerization of W T and mutant peripherin-2. 
C O S - 1 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h p l a s m i d s c o n t a i n i n g t h e i n d i c a t e d m u t a n t s 
w e r e d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d 7 2 h p o s t t r a n s f e c t i o n , a n d a p p r o x i m a t e l y 
1.5 pg o f t o t a l p r o t e i n / l a n e w a s s u b j e c t e d to S D S - p o l y a c r y l a m i d e 
ge l e l e c t r o p h o r e s i s in t h e p r e s e n c e (A ) o r a b s e n c e ( B ) o f r e d u c i n g 
a g e n t ( 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ) . W e s t e r n b l o t s w e r e l a b e l e d w i t h a n t i -
p e r i p h e r i n - 2 M a b P e r 2 B 6 fo r c h e m i l u m i n e s c e n t d e t e c t i o n ( s e e M e t h o d s 
s e c t i o n s 2 . 2 . 2 a n d 2 . 2 . 5 ) 
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c y s t e i n e r e s i d u e s a r e a b s o l u t e l y r e q u i r e d f o r t h e b i o s y n t h e s i s o f t h e 

p e r i p h e r i n - 2 p o l y p e p t i d e in C O S - 1 c e l l s . 

T h e m o b i l i t i e s o f t h e p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t s w e r e a l s o c o m p a r e d 

u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s to a s s e s s t h e ab i l i t y o f t h e s e c y s t e i n e 

v a r i a n t s to f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s . A s s h o w n in Fig 10B ( lef t 

p a n e l ) , a s u b s t a n t i a l p o r t i o n o f t h e W T a n d n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e 

m u t a n t s m i g r a t e d a t a p p r o x i m a t e l y t w i c e t h e m o l e c u l a r w e i g h t o f t h e 

m o n o m e r i c f o r m of p e r i p h e r i n - 2 , a s p r e v i o u s l y r e p o r t e d f o r p e r i p h e r i n - 2 

f r o m rod p h o t o r e c e p t o r o u t e r s e g m e n t m e m b r a n e s ( M o l d a y , H i c k s & 

M o l d a y , 1 9 8 7 ) . T h e c o n s e r v e d c y s t e i n e m u t a n t s (Figure 10B, r i gh t 

p a n e l ) , o n t h e o t h e r h a n d , s h o w e d d i s t i n c t l y d i f f e r e n t b e h a v i o r s . 

P e r i p h e r i n - 2 w i t h m u t a t i o n s a t p o s i t i o n s 1 6 5 , 1 6 6 , 2 1 3 , 2 1 4 , 2 2 2 , a n d 

2 5 0 f o r m e d m a i n l y d i m e r s a n d a g g r e g a t e s f o u n d a t t h e t o p o f t h e g e l . In 

c o n t r a s t , t h e c o n s e r v e d C 1 5 0 S m u t a n t m i g r a t e d s o l e l y a s a m o n o m e r 

u n d e r n o n r e d u c i n g , a s we l l a s r e d u c i n g , c o n d i t i o n s . 

T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e m u t a n t s , l i ke W T 

p e r i p h e r i n - 2 , a r e c a p a b l e o f f o r m i n g d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s . C o n s e r v e d 

C 1 6 5 S , C 1 6 6 S , C 2 1 3 S , C 2 1 4 S , C 2 2 2 S , a n d C 2 5 0 S m u t a n t s a l s o f o r m 

d i m e r s u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s bu t in a d d i t i o n h a v e a s t r o n g 

t e n d e n c y to f o r m l a r g e r a g g r e g a t e s , m o s t l i ke l y d u e to i m p r o p e r f o l d i n g 

of t h e s e m u t a n t s . T h e i nab i l i t y o f t h e C 1 5 0 S to f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d 

d i m e r s in p r e s e n c e o r a b s e n c e o f r e d u c i n g a g e n t s s u g g e s t s t h a t t h i s 
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c y s t e i n e r e s i d u e is e s s e n t i a l f o r i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d f o r m a t i o n . 

T h r e e n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e m u t a n t s ( C 7 2 S , C 1 1 8 S , a n d C 1 1 9 S ) , t w o 

c o n s e r v e d c y s t e i n e m u t a n t s ( C 1 6 5 S a n d C 2 1 4 S ) , a n d t h e i n t e r m o l e c u l a r 

d i s u l f i d e d i m e r i z a t i o n - d e f e c t i v e m u t a n t ( C 1 5 0 S ) w e r e s e l e c t e d f o r f u r t h e r 

s t u d y . 

2.3.3 Interaction with rom-1 

C o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s t u d i e s h a v e p r e v i o u s l y e s t a b l i s h e d t h a t 

p e r i p h e r i n - 2 a s s e m b l e s w i t h r o m - 1 in m e m b r a n e s o f b o t h v e r t e b r a t e 

p h o t o r e c e p t o r s a n d t r a n s i e n t l y c o t r a n s f e c t e d C O S - 1 c e l l s ( B a s c o m e t al., 

1 9 9 2 b ; G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ; M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 6 ) . T h i s 

p r o c e d u r e h a s n o w b e e n u s e d to a s s e s s t h e ab i l i t y o f t h e n o n c o n s e r v e d 

a n d c o n s e r v e d p e r i p h e r i n - 2 c y s t e i n e m u t a n t s t o a s s e m b l e w i t h W T r o m - 1 . 

C O S - 1 c e l l s w e r e t r a n s i e n t l y c o t r a n s f e c t e d w i t h p e r i p h e r i n - 2 a n d 

r o m - 1 p l a s m i d s a n d t h e d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d ce l l e x t r a c t s w e r e 

i m m u n o p r e c i p i t a t e d w i t h a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x . W e s t e r n b lo t s o f 

t h e ce l l e x t r a c t s a n d u n b o u n d a n d b o u n d f r a c t i o n s w e r e s u b s e q u e n t l y 

l a b e l e d w i t h a n t i - p e r i p h e r i n - 2 a n d a n t i - r o m - 1 a n t i b o d i e s t o a s s e s s t h e 

i n t e r a c t i o n o f W T a n d m u t a n t p e r i p h e r i n - 2 w i t h r o m - 1 . A s s h o w n in Fig 

11A, p e r i p h e r i n - 2 i m m u n o r e a c t i v i t y w a s o b s e r v e d in t h e b o u n d f r a c t i o n 

( l a n e c ) bu t no t in t h e u n b o u n d f r a c t i o n ( l a n e b) in e v e r y c a s e , i n d i c a t i n g 

t h a t t h e P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x q u a n t i t a t i v e l y p r e c i p i t a t e d W T a n d t h e 
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Fig 1 1 . Coassembly of peripherin-2 cysteine mutants with rom-1 . 
C O S - 1 c e l l s w e r e c o t r a n s f e c t e d w i t h w i l d - t y p e ( W T ) o r m u t a n t p e r i p h e r i n - 2 
p l a s m i d a n d W T r o m - 1 p l a s m i d . D e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d e x t r a c t s (a ) w e r e 
a d s o r b e d to P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e , a n d a f t e r r e m o v a l o f t h e u n b o u n d f r a c t i o n s 
( b ) , t h e b o u n d f r a c t i o n s (c) w e r e e l u t e d w i t h t h e 2 B 6 c o m p e t i n g p e p t i d e . 
S a m p l e s w e r e a n a l y z e d o n W e s t e r n b lo ts l a b e l e d w i t h e i t h e r t h e p e r i p h e r i n - 2 
M a b p e r 2 B 6 (A ) o r t h e r o m - 1 M a b R o m l C 6 ( B ) ( s e e M e t h o d s s e c t i o n s 2 . 2 . 2 , 
2 . 2 . 3 a n d 2 . 2 . 5 ) . 
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v a r i o u s c y s t e i n e p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t s f r o m C O S - 1 ce l l e x t r a c t s . 

A n a l o g o u s w e s t e r n b lo t s l a b e l e d w i t h a n a n t i - r o m - 1 a n t i b o d y R o m 1 C 6 

(Fig 11B) f u r t h e r s h o w e d t h a t o v e r 9 0 % o f t h e r o m - 1 c o p r e c i p i t a t e d w i t h 

W T p e r i p h e r i n - 2 ( f i rs t p a n e l ) a n d t h e n o n c o n s e r v e d C 1 1 8 S m u t a n t 

( s e c o n d p a n e l ) . S i m i l a r r e s u l t s w e r e o b t a i n e d f o r t h e n o n c o n s e r v e d C 7 2 S 

a n d C 1 1 9 S m u t a n t s ( d a t a no t s h o w n ) . I n t e r e s t i n g l y , r o m - 1 a l s o 

c o p r e c i p i t a t e d w i t h t h e C 1 5 0 S d i s u l f i d e - d i m e r - d e f e c t i v e m u t a n t (Fig 11B, 

t h i r d p a n e l , l a n e c ) . In c o n t r a s t , r o m - 1 d i d n o t c o p r e c i p i t a t e w i t h t h e 

C 2 1 4 S (Fig 11B, f o u r t h p a n e l ) o r C 1 6 5 S m u t a n t s ( d a t a no t s h o w n ) bu t 

i n s t e a d w a s p r e s e n t o n l y in t h e u n b o u n d f r a c t i o n (Fig 11B, f o u r t h p a n e l , 

l ane b ) . 

T h e s e s t u d i e s i n d i c a t e t h a t t h e i n t e r a c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 w i t h r o m -

1 r e q u i r e s c y s t e i n e s a t c o n s e r v e d p o s i t i o n s 1 6 5 a n d 2 1 4 bu t no t a t 

n o n c o n s e r v e d p o s t i o n s 7 2 , 1 1 8 , o r 1 1 9 . R e p l a c e m e n t o f c y s t e i n e w i t h 

s e r i n e a t t h e c o n s e r v e d p o s i t i o n 1 5 0 p r e v e n t s d i s u l f i d e - l i n k e d 

h o m o d i m e r i z a t i o n bu t d o e s no t p r e v e n t p e r i p h e r i n - 2 f r o m n o n c o v a l e n t l y 

a s s o c i a t i n g w i t h r o m - 1 . 

2.3.4 Velocity sedimentation under reducing conditions 

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h e W T p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l 

c o m p l e x f r o m rod o u t e r s e g m e n t a n d C O S - 1 ce l l m e m b r a n e s s e d i m e n t s 

a s a h e t e r o t e t r a m e r i c c o m p l e x ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ; G o l d b e r g , 
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M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ) . In t h e a b s e n c e o f r o m - 1 , W T p e r i p h e r i n - 2 se l f -

a s s e m b l e s in to a h o m o t e t r a m e r i c p r o t e i n . T h i s f o r m of t h e p r o t e i n is 

t h o u g h t t o c o m p e n s a t e f o r r e d u c e d l e v e l s o f t h e h e t e r o t e t r a m e r i c p r o t e i n 

in i n d i v i d u a l s w h o inhe r i t a nu l l a l l e l e o f r o m - 1 ( G o l d b e r g & M o l d a y , 

1 9 9 6 a ) . 

W e h a v e e x a m i n e d t h e s e d i m e n t a t i o n b e h a v i o r o f s e v e r a l c o n s e r v e d 

a n d n o n c o n s e r v e d p e r i p h e r i n - 2 c y s t e i n e m u t a n t s e x p r e s s e d i n d i v i d u a l l y 

o r w i t h r o m - 1 . T h e s e d i m e n t a t i o n p ro f i l es a n d s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t s 

a r e g i v e n in Fig 12 a n d Table 4. T h e n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e m u t a n t s 

e x h i b i t e d s e d i m e n t a t i o n p ro f i l es a n d s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t s s i m i l a r to 

W T p e r i p h e r i n - 2 in b o t h t h e p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f r o m - 1 . 

I n t e r e s t i n g l y , t h e d i s u l f i d e - d i m e r - d e f e c t i v e C 1 5 0 S m u t a n t a l s o h a d a 

s e d i m e n t a t i o n p ro f i l e a n d coe f f i c i en t s i m i l a r t o W T in t h e p r e s e n c e a n d 

a b s e n c e o f r o m - 1 . In c o n t r a s t , t h e c o n s e r v e d C 2 1 4 S a n d C 1 6 5 S 

m u t a n t s , w h i c h f a i l ed to a s s e m b l e w i t h r o m - 1 , s e d i m e n t e d m o r e s l o w l y 

t h a n W T p e r i p h e r i n - 2 w h e n s i n g l y e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s (Fig 12 a n d 

Table 4). In a d d i t i o n , a s i g n i f i c a n t , bu t v a r i a b l e , f r a c t i o n o f t h e s e 

m u t a n t s s e d i m e n t e d n e a r o r a t t h e b o t t o m o f t h e c e n t r i f u g e t u b e , 

p r e s u m a b l y d u e to a g g r e g a t i o n . 

T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t r e p l a c e m e n t o f t h e n o n c o n s e r v e d 

c y s t e i n e r e s i d u e s w i t h s e r i n e d o e s no t a f fec t p e r i p h e r i n - 2 s u b u n i t 

a s s e m b l y . In c o n t r a s t , r e p l a c e m e n t o f t h e c o n s e r v e d c y s t e i n e s (w i th t h e 
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Fig 1 2 . Velocity sedimentat ion analysis of per ipherin-2 cysteine 
mutants. C O S - 1 ce l l s w e r e t r a n s f e c t e d w i t h p e r i p h e r i n - 2 w i l d - t y p e ( W T ) o r 
m u t a n t p l a s m i d s a l o n e ( C 1 1 8 S , C 1 5 0 S , o r C 1 6 5 S ) o r t o g e t h e r w i t h r o m - 1 
( W T + r o m - 1 , C 1 1 8 S + r o m - 1 , o r C 1 5 0 S + r o m - 1 ) . P e r i p h e r i n - 2 - c o n t a i n i n g 
c o m p l e x e s w e r e pu r i f i ed o n a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x a n d s e d i m e n t e d 
t h r o u g h a 5 - 2 0 % s u c r o s e g r a d i e n t in t h e p r e s e n c e o f 1 m M DTT. F r a c t i o n s 
w e r e a s s a y e d o n w e s t e r n b lo t s f o r p e r i p h e r i n - 2 w i t h P e r 2 B 6 a n t i b o d y f o r 
s i n g l y t r a n s f e c t e d c e l l s a n d w i t h R o m l C 6 a n t i b o d y f o r c o - t r a n s f e c t e d ce l l s 
a n d q u a n t i f i e d by l a s e r d e n s i t o m e t r y ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 2 . 2 . 3 ) . V e l o c i t y 
s e d i m e n t a t i o n s t u d i e s o f t h e C 1 6 5 S a n d C 2 1 4 S m u t a n t s c o - e x p r e s s e d w i t h 
r o m - 1 w e r e no t c a r r i e d o u t s i n c e t h e s e m u t a n t s do no t a s s o c i a t e w i t h r o m - 1 . 
T h e d a s h e d l ine i n d i c a t e s t h e s e d i m e n t a t i o n p o s i t i o n o f W T c o m p l e x . 
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Table 4 
S e d i m e n t a t i o n C o e f f i c i e n t s f o r P e r i p h e r i n - 2 a n d P e r i p h e r i n - 2 : r o m - l 

C o m p l e x e s 1 

S20.W (S) 

Var ian t - R o m - 1 + Rom-1 Conse rva t i on / l oca t i on 2 

W T 3 5.4 + 0.1 (n = 3) 5.0 ± 0.4 (n = 4) • -

C 7 2 S 5.1 ± 0.4 (n = 3) 4 .8 ± 0.1 (n = 3) nc /M2 

C 1 1 8 S 5.4 ± 0.1 (n = 3) 5.1 ± 0.1 (n = 3) n c / M 3 

C 1 1 9 S 5.5 ± 0.2 (n = 3) 5.2 ± 0 . 1 (n = 3) n c / M 3 

C 1 5 0 S 5.2 ± 0.3 (n = 3) 5.0 ± 0.2 (n = 3) C / L3 -4 

C 1 6 5 S 3.9 + 0.1 (n = 3) not assemb led C / L3 -4 

C 2 1 4 S 3.9 ± 0.2 (n = 3) not assemb led C / L3 -4 

S e d i m e n t a t i o n coeff ic ients es t imated as descr ibed in the Mater ia ls and Methods 
are g iven for WT and mutant per ipher in-2 and p e r i p h e r i n - 2 - r o m - l comp lexes ± 
S . D . (n equals the number of independent exper imen ts ) . Va lues for WT, C 7 2 S , 
C 1 1 8 S , C 1 1 9 S , and C 1 5 0 S mutants are s imi la r ; the WT p e r i p h e r i n - 2 - r o m - l 
comp lex f rom rod outer segmen ts has been shown to be a te t ramer (Goldberg 81 
Molday, 1996b) . Va lues for C 1 6 5 S and C 2 1 4 S expressed in the absence of r o m -
1 are cons iderab ly less than that for the te t ramer ic fo rm of per ipher in -2 . 

2 c , c o n s e r v e d ; nc, nonconse rved ; M2 , t r a n s m e m b r a n e segmen t 2 ; M3 , 
t r ansmembrane segmen t 3 ; L 3 - 4 , int radiskal loop jo in ing t r ansmembrane 
segmen ts 3 and 4 (see Fig 9) . 

3 T h e sed imenta t ion behav iour of WT per ipher in-2 and p e r i p h e r i n - 2 - r o m - l has 
been character ized prev iously (Go ldberg , Mori tz & Molday , 1995) . Sed imenta t ion 
coeff ic ients for these spec ies have been recalculated f rom the or ig inal data using 
new va lues for (1) the part ial speci f ic vo lume of the pro te in -de te rgent -complex 
and (2) sucrose gradient geomet ry , as descr ibed in the Methods. We cons ider 
that these ad jus tments more accurate ly reflect abso lu te s2o,w va lues as 
measu red . 
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e x c e p t i o n o f c y s t e i n e a t p o s i t i o n 1 5 0 ) r e s u l t in p r o t e i n s t h a t fa i l t o 

a s s e m b l e in to t e t r a m e r s , p r e s u m a b l y d u e to i m p r o p e r f o l d i n g . T h e 

C 1 5 0 S m u t a n t is u n i q u e in t h a t r e p l a c e m e n t o f t h i s c o n s e r v e d c y s t e i n e 

a f f ec t s d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r i z a t i o n bu t d o e s n o t a f f ec t i ts a s s e m b l y in to 

h o m o - a n d h e t e r o t e t r a m e r s . 

2.4 D I S C U S S I O N 

In t h i s s t u d y t h e c o n t r i b u t i o n o f t h e v a r i o u s c y s t e i n e r e s i d u e s to t h e 

f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y o f p e r i p h e r i n - 2 h a s b e e n d e t e r m i n e d by 

i n d i v i d u a l l y r e p l a c i n g e a c h c y s t e i n e w i t h a s e r i n e r e s i d u e . T h e 13 

c y s t e i n e r e s i d u e s in b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 fa l l i n to t w o g r o u p s a c c o r d i n g to 

t h e i r c o n s e r v a t i o n a n d e f fec t o n p r o t e i n s t r u c t u r e . G r o u p I c o n s i s t s o f t h e 

s i x n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s p r e s e n t in t h e p u t a t i v e 

t r a n s m e m b r a n e a n d c y t o p l a s m i c s e g m e n t s o f p e r i p h e r i n - 2 ( p o s i t i o n s 7 2 , 

8 1 , 1 0 5 , 1 1 8 , 1 1 9 , a n d 3 0 1 ) , w h i l e g r o u p II c o n t a i n s s e v e n h i g h l y 

c o n s e r v e d c y s t e i n e s f o u n d in t h e i n t r a d i s c a l l oop ( p o s i t i o n s 1 5 0 , 1 6 5 , 

1 6 6 , 2 1 3 , 2 1 4 , 2 2 2 , a n d 2 5 0 ) . 

S u b s t i t u t i o n o f g r o u p I c y s t e i n e s h a s no a p p a r e n t e f fec t o n t h e 

f o r m a t i o n o f d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r s a s a n a l y z e d by S D S -

p o l y a c r y l a m i d e ge l e l e c t r o p h o r e s i s u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s . 

I m m u n o p r e c i p i t a t i o n s t u d i e s a n d v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n a n a l y s e s o f t h r e e 

o f t h e s e m u t a n t s ( C 7 2 S , C 1 1 8 S , a n d C 1 1 9 S ) i n d i c a t e t h a t , l i ke W T 



Chapter 2 Role of Cysteines 60 

p e r i p h e r i n - 2 , t h e y a s s e m b l e in to h e t e r o t e t r a m e r s o r h o m o t e t r a m e r s in 

t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f r o m - 1 , r e s p e c t i v e l y . It is l i ke l y t h a t t h e o t h e r 

t h r e e n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e s b e h a v e s i m i l a r l y . O n t h i s b a s i s , o n e c a n 

c o n c l u d e t h a t t h e n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s d o no t p l a y a n 

i m p o r t a n t ro le in t h e f o l d i n g o r s u b u n i t a s s e m b l y o f p e r i p h e r i n - 2 a n d a r e 

no t l i ke l y t o be i n v o l v e d in i n t r a - o r i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d i n g . 

T h e s e v e n c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s o f g r o u p II a p p e a r to p l a y 

a n i m p o r t a n t ro le in t h e s t r u c t u r e o f p e r i p h e r i n - 2 . S i x o f t h e s e v e n g r o u p 

II c y s t e i n e r e s i d u e s ( p o s i t i o n s 1 6 5 , 1 6 6 , 2 1 3 , 2 1 4 , 2 2 2 , a n d 2 5 0 ) a r e 

r e q u i r e d f o r p r o p e r f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y o f p e r i p h e r i n - 2 . 

I n d i v i d u a l r e p l a c e m e n t o f t h e s e c y s t e i n e r e s i d u e s w i t h s e r i n e r e s u l t s in 

m u t a n t p r o t e i n s t h a t d o no t a s s e m b l e in to a n a t i v e - l i k e t e t r a m e r . B o t h 

S D S - P A G E a n d v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n s t u d i e s r e v e a l t h a t t h e s e m u t a n t s 

e x i s t a s a m i x t u r e o f l a rge p r o t e i n a g g r e g a t e s a n d a d i s t i n c t s p e c i e s , m o s t 

l i ke l y a d i m e r . T h e i n t r a d i s c a l c o m p a r t m e n t in w h i c h t h e s e c o n s e r v e d 

c y s t e i n e s r e s i d e is t o p o l o g i c a l ^ s i m i l a r t o t h e e x t r a c e l l u l a r s p a c e a n d is 

e x p e c t e d to m a i n t a i n a n o n r e d u c i n g e n v i r o n m e n t . T h e r e f o r e , it is 

p o s s i b l e t h a t s o m e o r a l l o f t h e s e s i x c y s t e i n e r e s i d u e s p a r t i c i p a t e in 

i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s . 

T h e p r e s e n c e o f i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s in p e r i p h e r i n - 2 

p r e v i o u s l y h a s b e e n s u g g e s t e d f r o m t h e s t u d i e s o f B a s c o m et al. ( 1 9 9 2 b ) . 

I n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s in i n t e g r a l m e m b r a n e p o l y p e p t i d e s a r e 
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k n o w n to be i m p o r t a n t f o r b o t h p r o p e r f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y . Fo r 

e x a m p l e , v e r t e b r a t e rod a n d c o n e o p s i n s h a v e a n i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e 

b o n d b e t w e e n t h e t h i r d t r a n s m e m b r a n e he l i x a n d s e c o n d i n t r a d i s c a l l oop 

t h a t is e s s e n t i a l f o r p r o p e r p r o t e i n f o l d i n g , t r a n s p o r t , s t a b i l i t y , a n d l igh t -

d e p e n d e n t a c t i v a t i o n o f t r a n s d u c i n ( K a r n i k & K h o r a n a , 1 9 9 0 ; K a z m i , 

S a k m a r & O s t r e r , 1 9 9 7 ) . A s s e m b l y o f t h e G L U T - 1 g l u c o s e t r a n s p o r t e r 

in to t e t r a m e r s a l s o d e p e n d s s t r o n g l y o n t h e p r e s e n c e o f i n t r a m o l e c u l a r 

d i s u l f i d e b o n d s l o c a t e d in t h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n s ( Z o t t o l a e t a / . , 1 9 9 5 ) . 

In t h e c a s e o f p e r i p h e r i n - 2 , t h e m i s f o l d i n g a n d a b n o r m a l s u b u n i t 

a s s e m b l y o b s e r v e d f o r t h e s i x g r o u p II c y s t e i n e m u t a n t s m a y resu l t f r o m 

t h e d i s r u p t i o n o f i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s . R e p l a c e m e n t o f t h e 

c y s t e i n e r e s i d u e s w i t h m o r e p o l a r s e r i n e r e s i d u e s , h o w e v e r , m a y a l s o 

c o n t r i b u t e t o t h e a b n o r m a l s t r u c t u r a l p r o p e r t i e s o b s e r v e d in t h e s e 

p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t s . 

T h e c y s t e i n e a t p o s i t i o n 1 5 0 is u n i q u e a m o n g t h e g r o u p II 

c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s in t h a t t h e C 1 5 0 S m u t a n t is i n c a p a b l e o f 

f o r m i n g d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r s bu t d o e s a s s e m b l e in to a t e t r a m e r in 

t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f r o m - 1 a s d e t e r m i n e d by v e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n a n a l y s i s . T h i s s i n g l e c y s t e i n e , t h e r e f o r e , is n e c e s s a r y a n d 

su f f i c i en t f o r d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r i z a t i o n . I n t e r e s t i n g l y , t h e f o l d i n g 

a n d s u b u n i t a s s o c i a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 d o e s n o t r e q u i r e t h i s 

i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d ; i n s t e a d s u b u n i t a s s e m b l y a p p e a r s to be 
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m e d i a t e d p r i m a r i l y t h r o u g h n o n c o v a l e n t i n t e r a c t i o n s . T h i s s o m e w h a t 

s u r p r i s i n g r esu l t is no t u n p r e c e d e n t e d . R e c e n t s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t 

c l e a v a g e o f t h e i n t e r s u b u n i t d i s u l f i d e b r i d g e s in b o v i n e d o p a m i n e -

m o n o o x y g e n a s e d o e s no t a f fec t t h a t e n z y m e ' s t e t r a m e r i c s u b u n i t 

s t o i c h i o m e t r y o r a c t i v i t y ( I s h i d a e t al., 1 9 9 6 ) . T h e s a m e s t u d y a l s o 

c o n c l u d e s t h a t a l ack o f i n t e r s u b u n i t d i s u l f i d e b o n d s s i g n i f i c a n t l y 

d e s t a b i l i z e s t h e t e t r a m e r i c s t r u c t u r e , a r e s u l t t h a t m i g h t be p r e d i c t e d 

f r o m p u r e l y t h e r m o d y n a m i c c o n s i d e r a t i o n s . S t r u c t u r a l s t a b i l i t y o f o t h e r 

m u l t i s u b u n i t p r o t e i n s h a s a l s o b e e n s h o w n to be d e p e n d e n t u p o n t h e 

p r e s e n c e o f i n t e r s u b u n i t c o v a l e n t b o n d s ( R e z n i k e t al., 1 9 9 6 ) . T h e s e 

c o n s i d e r a t i o n s s u g g e s t t h a t t h e i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d a t p o s i t i o n 

1 5 0 o f p e r i p h e r i n - 2 m a y c o n t r i b u t e to t h e s t a b i l i t y o f t h e t e t r a m e r i c 

p r o t e i n c o m p l e x . 

A l t e r n a t i v e l y , t h e s e d i s u l f i d e b o n d s m a y n o t be d i r e c t l y i n v o l v e d in 

t e t r a m e r f o r m a t i o n bu t i n s t e a d m a y l ink t h e t e t r a m e r s in to h i g h e r o r d e r 

s p e c i e s t h a t a r e no t o b s e r v e d u n d e r t h e c o n d i t i o n s u s e d f o r t h e v e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n e x p e r i m e n t s r e p o r t e d h e r e . S t u d i e s a d d r e s s i n g t h i s 

p o s s i b i l i t y a r e r e p o r t e d in t h e f o l l o w i n g c h a p t e r . 

T h e C 2 1 4 S m u t a t i o n in p e r i p h e r i n - 2 h a s b e e n l i n k e d to a 

m o n o g e n i c f o r m o f a u t o s o m a l d o m i n a n t R P c h a r a c t e r i z e d by a 

p r o g r e s s i v e d e g e n e r a t i o n o f p h o t o r e c e p t o r s ( S a g a e t al., 1 9 9 3 ) . A 

m i s s e n s e m u t a t i o n in a n o t h e r c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e , C 1 6 5 Y , h a s 
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a l s o b e e n r e p o r t e d t o c a u s e R P ( S o u i e d e t a / . , 1 9 9 8 ) . S t u d i e s p r e s e n t e d 

h e r e i n d i c a t i n g t h a t t h e s e m u t a n t s a r e m i s f o l d e d a n d i n c a p a b l e o f f o r m i n g 

h e t e r o t e t r a m e r s w i t h r o m - 1 a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e i r i n v o l v e m e n t in 

p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n a n d s u p p o r t t h e subunit assembly m o d e l fo r 

a u t o s o m a l d o m i n a n t R P ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . In t h e s i m p l e s t 

c a s e , t h e d i s e a s e s t a t e c a n resu l t f r o m d e c r e a s e d l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 -

c o n t a i n i n g t e t r a m e r s in i n d i v i d u a l s h e t e r o z y g o u s f o r t h e C 2 1 4 S o r C 1 6 5 Y 

m u t a t i o n s . R e d u c e d l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 h a v e b e e n s h o w n to resu l t in 

s h o r t e n e d , h i g h l y d i s o r g a n i z e d o u t e r s e g m e n t s a n d l e a d to s l o w re t i na l 

d e g e n e r a t i o n in h e t e r o z y g o u s rds m i c e ( H a w k i n s , J a n s e n & S a n y a l , 

1 9 8 5 ) . H a p l o i n s u f f i c i e n t l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 - c o n t a i n i n g t e t r a m e r s h a v e 

b e e n s u g g e s t e d to a c c o u n t , a t l eas t in p a r t , f o r t h e d i g e n i c f o r m of R P 

r e s u l t i n g f r o m c o i n h e r i t a n c e o f a L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 g e n e a n d a nu l l a l l e l e 

o f r o m - 1 ( G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ) . A l t h o u g h r e d u c e d l e v e l s o f 

p e r i p h e r i n - 2 - c o n t a i n i n g t e t r a m e r s c a n l e a d to a d i s e a s e p h e n o t y p e , t h e 

p r e s e n c e o f t h e m i s f o l d e d C 2 1 4 S o r C 1 6 5 Y m u t a n t s m a y a l s o c o n t r i b u t e 

to t h e d i s e a s e p h e n o t y p e in a d o m i n a n t n e g a t i v e m a n n e r . 

M i s s e n s e m u t a t i o n s in t h e o t h e r c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s a r e 

p r e d i c t e d to c a u s e a u t o s o m a l d o m i n a n t R P . In c o n t r a s t , m i s s e n s e 

m u t a t i o n s in t h e n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e s a r e e x p e c t e d to h a v e l i t t le , if 

a n y , e f fec t . F i s h m a n e t al. ( 1 9 9 7 ) h a v e r e p o r t e d t h a t i n d i v i d u a l s w i t h a 

m i s s e n s e m u t a t i o n in t h e n o n c o n s e r v e d c y s t e i n e o f c o d o n 7 2 ( C 7 2 S 
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m u t a t i o n ) a r e n o r m a l . T h e s e a u t h o r s h a v e a s c r i b e d t h i s m u t a t i o n a s a 

p o l y m o r p h i s m . 

A u t o s o m a l d o m i n a n t R P h a s a l s o b e e n l i n k e d to a d e l e t i o n m u t a t i o n 

a t t h e n o n c o n s e r v e d 1 1 8 o r 1 1 9 p o s i t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 ( F a r r a r et al., 

1 9 9 1 b ) . S t u d i e s p r e s e n t e d h e r e s h o w i n g t h a t a s e r i n e s u b s t i t u t i o n a t 

e i t h e r o f t h e s e n o n c o n s e r v e d p o s i t i o n s h a s no o b v i o u s e f fec t o n 

p e r i p h e r i n - 2 s t r u c t u r e o r a s s e m b l y s u g g e s t s t h a t t h e d e l e t i o n o f a n a m i n o 

a c i d , a n d no t t h e a b s e n c e o f a c y s t e i n e r e s i d u e , is p r i m a r i l y r e s p o n s i b l e 

fo r t h e d i s e a s e . I n d e e d , p r e l i m i n a r y h e t e r o l o g o u s e x p r e s s i o n s t u d i e s o f 

t h e C 1 1 8 d e l ( C 1 1 9 d e l ) p e r i p h e r i n - 2 v a r i a n t i n d i c a t e t h a t t h i s m u t a n t is 

h i g h l y m i s f o l d e d ( C . L o e w e n a n d R. M o l d a y , u n p u b l i s h e d r e s u l t s ) . T h e 

s h o r t e n i n g o f t h e p o l y p e p t i d e c h a i n , a n d no t l oss o f c y s t e i n e f u n c t i o n a l i t y , 

a p p e a r s to p r e v e n t t h e p r o p e r f o l d i n g o f t h i s m u t a n t . 

In c o n c l u s i o n , t h i s m u t a g e n e s i s s t u d y i n d i c a t e s t h a t t h e c o n s e r v e d 

c y s t e i n e r e s i d u e s w i t h i n t h e l a r g e i n t r a d i s c a l l oop p l a y a n i m p o r t a n t ro le 

in t h e s t r u c t u r e o f p e r i p h e r i n - 2 . S i x o f t h e s e c y s t e i n e r e s i d u e s a r e 

e s s e n t i a l f o r p r o p e r p r o t e i n f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y , p o s s i b l y 

t h r o u g h t h e i r i n v o l v e m e n t in i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d f o r m a t i o n . 

A b n o r m a l f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y o f t h e C 2 1 4 S a n d C 1 6 5 S m u t a n t s 

a p p e a r to be r e s p o n s i b l e fo r t h e m o n o g e n i c f o r m o f a u t o s o m a l d o m i n a n t 

R P l i n k e d to t h e s e m u t a t i o n s . T h e c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e a t p o s i t i o n 

1 5 0 is r e q u i r e d f o r d i s u l f i d e - d e p e n d e n t h o m o d i m e r i z a t i o n bu t is no t 
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r e q u i r e d f o r h e t e r o - o r h o m o t e t r a m e r f o r m a t i o n . S i n c e r o m - 1 is h i gh l y 

h o m o l o g o u s to p e r i p h e r i n - 2 , w e e x p e c t t h a t c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s 

in t h e l a r g e i n t r a d i s c a l l oop o f r o m - 1 l i k e w i s e p l a y a n e s s e n t i a l ro le in t h e 

f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y o f t h i s s u b u n i t . 
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C H A P T E R 3 - D I S U L F I D E - M E D I A T E D O L I G O M E R I Z A T I O N O F 

P E R I P H E R I N - 2 A N D R O M - 1 

3 . 1 I N T R O D U C T I O N 

I d e n t i f i c a t i o n o f Cysl50 a s t h e c y s t e i n e r e s i d u e r e s p o n s i b l e f o r 

d i s u l f i d e d i m e r f o r m a t i o n a n d e x c l u s i o n o f a ro le f o r i n t e r m o l e c u l a r 

d i s u l f i d e b o n d i n g in t e t r a m e r f o r m a t i o n p r o m p t e d f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n 

in to t h e f u n c t i o n o f t h e d i s u l f i d e d i m e r . S i n c e p r e v i o u s v e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n s t u d i e s w e r e c o n d u c t e d u n d e r m i l d l y r e d u c i n g c o n d i t i o n s , 

t h e p r e s e n c e o f t h e d i s u l f i d e d i m e r in t h e t e t r a m e r w a s n e v e r 

d e m o n s t r a t e d . T h e r e f o r e , t h e o l i g o m e r i c s t r u c t u r e o f t h e s e p r o t e i n s h a s 

b e e n a n a l y z e d f r o m r e d u c e d a n d n o n r e d u c e d R O S a n d C O S - 1 ce l l 

m e m b r a n e s by a n o v e l t w o - d i m e n s i o n a l s e p a r a t i o n t e c h n i q u e w h i c h 

i d e n t i f i e s t h e c o n t r i b u t i o n o f i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to t h e 

s t r u c t u r e . 

T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y s u g g e s t t h a t p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 

a s s o c i a t e n o n c o v a l e n t l y to f o r m a m i x t u r e o f h o m o - a n d h e t e r o t e t r a m e r i c 

c o r e p r o t e i n s . A s i g n i f i c a n t f r a c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 - c o n t a i n i n g c o r e 

c o m p l e x e s f u r t h e r l i n ks t o g e t h e r t h r o u g h i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s a t 

C y s l 5 0 to f o r m h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s . T h e s e r e s u l t s l e a d to a n e w 

m o d e l f o r t h e o l i g o m e r i c s t r u c t u r e o f p e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g p r o t e i n s in 

R O S a n d p r o v i d e i n s i g h t in to t h e p o s s i b l e ro le o f t h e s e c o m p l e x e s in o u t e r 

s e g m e n t m o r p h o g e n e s i s a n d re t i na l d e g e n e r a t i o n . 
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M o s t o f t h e s e r e s u l t s h a v e b e e n p u b l i s h e d e l s e w h e r e ( L o e w e n & 

M o l d a y , 2 0 0 0 ) . A l l e x p e r i m e n t s d e s c r i b e d in t h i s c h a p t e r w e r e p e r f o r m e d 

by t h e a u t h o r . 

3.2 M A T E R I A L S A N D M E T H O D S 

3.2.1 ROS preparations and monoclonal antibodies 

R O S w e r e i s o l a t e d f r o m f r o z e n b o v i n e r e t i n a by s u c r o s e g r a d i e n t 

c e n t r i f u g a t i o n a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ) . 

M o n o c l o n a l a n t i b o d i e s to p e r i p h e r i n - 2 ( P e r 2 B 6 ) a n d r o m - 1 ( R o m l C 6 ) 

h a v e b e e n r e p o r t e d ( M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ; M o r i t z & M o l d a y , 

1 9 9 6 ) . 

3.2.2 Dimer reduction kinetics 

R O S w e r e w a s h e d t h r e e t i m e s by l ow s p e e d c e n t r i f u g a t i o n u n d e r 

d i m red l igh t w i t h 10 v o l u m e s o f 10 m M T r i s - H C l , p H 7 . 4 , a n d 

r e s u s p e n d e d a t a p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f 2 m g / m l in t h e s a m e bu f fe r . 

R e d u c t i o n in t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f 1 % T r i t o n X - 1 0 0 w a s i n i t i a ted a t 

25°C by t h e a d d i t i o n o f D T T , c y s t e i n e o r g l u t a t h i o n e to y i e l d a f ina l 

c o n c e n t r a t i o n o f 10 m M . A l i q u o t s w e r e r e m o v e d a t 5 m i n i n t e r v a l s a n d 

a d d e d to a n e q u a l v o l u m e of s t o p bu f f e r ( 2 % T r i t o n X - 1 0 0 , 1 2 0 m M N E M , 

0 . 2 m g / m l P M S F , l O m M T r i s - H C l , p H 7 . 4 ) . T h e s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d 

a t 9 0 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n a n d t h e s u p e r n a t a n t s w e r e s u b j e c t e d to S D S -
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P A G E u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s f o r a n a l y s i s by W e s t e r n b l o t t i ng a s 

d e s c r i b e d b e l o w . F o r k i n e t i c a n a l y s i s , t h e d e c r e a s e in p e r i p h e r i n - 2 o r 

r o m - 1 d i m e r a s a f u n c t i o n o f t i m e w a s q u a n t i f i e d by s c a n n i n g t h e E C L 

e x p o s e d f i lm w i t h a l a s e r d e n s i t o m e t e r . K i n e t i c s w e r e f i t t ed to a s i n g l e 

e x p o n e n t i a l d e c a y u s i n g S i g m a P lo t ( J a n d e l S c i e n t i f i c ) . 

3.2.3 DTT and NEM treatment of ROS and immunoaffinity 

purification 

R O S w e r e w a s h e d t h r e e t i m e s in P B S ( 0 . 0 1 M s o d i u m p h o s p h a t e , 

0 . 1 5 M N a C I , p H 7 .4 ) a n d t h e f ina l pe l l e t w a s r e s u s p e n d e d a t a p r o t e i n 

c o n c e n t r a t i o n o f 2 m g / m l in P B S in t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f 10 m M 

D T T . A f t e r 9 0 m i n . a t 2 5 ° C , R O S s a m p l e s w e r e s o l u b i l i z e d b y t h e d r o p -

w i s e a d d i t i o n o f a n e q u a l v o l u m e of ice c o l d s o l u b i l i z a t i o n bu f f e r ( 2 % 

T r i t o n X - 1 0 0 a n d 0 . 2 m g / m l P M S F in P B S ) c o n t a i n i n g 1 0 0 m M N E M to 

o b t a i n a p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f 1 m g / m l . T h e s o l u t i o n w a s c e n t r i f u g e d 

a t 9 0 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n to r e m o v e a n y r e s i d u a l i n s o l u b l e m a t e r i a l a n d t h e 

s u p e r n a t a n t ( s o l u b i l i z e d R O S ) w a s u s e d e i t h e r d i r e c t l y f o r v e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n m e a s u r e m e n t s a n d c r o s s l i n k i n g s t u d i e s o r f o r pu r i f i ca t i on 

o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 . 

P e r i p h e r i n - 2 : r o m - 1 c o m p l e x w a s t y p i c a l l y p u r i f i e d f r o m T r i t o n X -

1 0 0 s o l u b i l i z e d R O S o n a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e i m m u n o a f f i n i t y m a t r i x a s 

p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ) . B r i e f l y , 2 0 0 ul 
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of s o l u b i l i z e d R O S w e r e i n c u b a t e d w i t h 5 0 pi o f m a t r i x f o r 1 h a t 4 ° C in a 

M i l l i po re U l t r a f r e e M C 0 . 4 5 p m f i l te r un i t . T h e m a t r i x w a s t h e n w a s h e d 

t h r e e t i m e s w i t h 0 . 4 m l o f s o l u b i l i z a t i o n b u f f e r by low s p e e d 

c e n t r i f u g a t i o n ( 1 0 , 0 0 0 x g , 4 0 C , m i c r o f u g e ) t o r e m o v e u n b o u n d p r o t e i n , 

a n d t h e b o u n d p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x w a s e l u t e d w i t h 2 0 0 pi o f 

s o l u b i l i z a t i o n bu f f e r c o n t a i n i n g 0.1 m g / m l o f t h e 2 B 6 c o m p e t i n g p e p t i d e 

( D A G Q A P A A G ) . 

3.2.4 Heterologous COS-1 cell expression 

p c P E R ( w i l d - t y p e p e r i p h e r i n - 2 ) , p c P E R - C 1 5 0 S ( C 1 5 0 S m u t a n t 

p e r i p h e r i n - 2 ) , a n d p c R O M ( w i l d - t y p e r o m l ) p l a s m i d s u s e d f o r C O S - 1 ce l l 

t r a n s f e c t i o n s h a v e b e e n p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( G o l d b e r g , L o e w e n & 

M o l d a y , 1 9 9 8 ; G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ) . F o r h e t e r o l o g o u s 

e x p r e s s i o n , C O S - 1 ce l l s ( ~ 6 x 1 0 5 c e l l s / 1 0 0 m m d i s h ) w e r e t r a n s f e c t e d 

w i t h 3 0 pg o f p l a s m i d u s i n g t h e c a l c i u m p h o s p h a t e m e t h o d a n d h a r v e s t e d 

7 2 h p o s t - t r a n s f e c t i o n a s d e s c r i b e d ( G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ) . 

T h e c e l l s w e r e w a s h e d t w i c e w i t h P B S a n d i n c u b a t e d w i t h 2 7 0 pi P B S 

c o n t a i n i n g 0 .1 m g / m l P M S F a n d e i t h e r 10 m M D T T o r 4 0 m M N E M . A f t e r 

9 0 m i n a t 2 5 ° C , t h e ce l l s w e r e s o l u b i l i z e d by t h e a d d i t i o n o f 3 0 pi o f 1 0 % 

T r i t o n X - 1 0 0 a n d i n c u b a t e d f o r 2 0 m i n o n i ce . T h e s o l u t i o n w a s 

c e n t r i f u g e d a t 9 0 , 0 0 0 x g f o r 10 m i n a n d t h e s u p e r n a t a n t w a s c o l l e c t e d 

a n d m a i n t a i n e d o n ice unt i l u s e . 
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3.2.5 Velocity sedimentation 

T r i t o n X - 1 0 0 s o l u b i l i z e d p r o t e i n ( 1 0 0 pl) f r o m D T T o r N E M t r e a t e d 

R O S o r C O S - 1 ce l l m e m b r a n e s (1 m g / m l t o ta l p r o t e i n ) o r i m m u n o a f f i n i t y -

pu r i f i ed p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l ( 0 . 0 1 m g / m l ) w a s a p p l i e d t o 5 - 2 0 % ( w / w ) 2 

m l s u c r o s e g r a d i e n t s p r e p a r e d in P B S a n d c o n t a i n i n g 0 .1 % T r i t o n X - 1 0 0 . 

R o u t i n e l y , 1 m M D T T w a s i n c l u d e d in t h e g r a d i e n t s f o r D T T - t r e a t e d 

s a m p l e s . A f t e r c e n t r i f u g a t i o n fo r 1 2 h a t 5 0 , 0 0 0 r p m in a B e c k m a n T L S -

5 5 r o t o r a t 4 ° C , t h e b o t t o m of t h e c e n t r i f u g e t u b e w a s p u n c t u r e d a n d 

f o u r - d r o p f r a c t i o n s w e r e c o l l e c t e d by g r a v i t y f l o w . F r a c t i o n s w e r e 

i n c u b a t e d w i t h 4 0 m M N E M fo r 3 0 m i n a t 25°C to b l o c k f r e e s u l f h y d r y l 

g r o u p s a n d n e u t r a l i z e a n y r e m a i n i n g D T T . T h e s a m p l e s w e r e t h e n a d d e d 

to a n e q u a l v o l u m e o f S D S c o c k t a i l in t h e a b s e n c e (o r p r e s e n c e ) o f 

r e d u c i n g a g e n t a n d a n a l y z e d by S D S - P A G E a n d W e s t e r n b l o t t i n g . 

3.2.6 Glutaraldehyde crosslink!ng 

R e d u c e d o r n o n r e d u c e d , T r i t o n X - 1 0 0 s o l u b i l i z e d R O S (0 .1 m g / m l ) 

o r p u r i f i e d p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x (4 p g / m l ) w a s t r e a t e d w i t h 50 

m M N E M a n d s u b s e q u e n t l y i n c u b a t e d w i t h 0 . 0 0 1 % o r 0 . 0 1 % 

g l u t a r a l d e h y d e f o r 1 5 - 3 0 m i n a t 37°C . S a m p l e s w e r e a d d e d to a n e q u a l 

v o l u m e of S D S c o c k t a i l c o n t a i n i n g p - m e r c a p t o e t h a n o l f o r a n a l y s i s by 

S D S - P A G E . 
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3.2.7 Quantification of peripherin-2 and rom-1 in ROS 

P e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 s u b u n i t s , u s e d a s s t a n d a r d s f o r q u a n t i t a t i v e 

a n a l y s i s , w e r e i s o l a t e d a s f o l l o w s : 1 m l o f D T T - t r e a t e d R O S m e m b r a n e s 

( 5 - 1 0 m g / m l t o ta l p r o t e i n ) w a s s o l u b i l i z e d w i t h in a n e q u a l v o l u m e of 1 % 

S D S in P B S c o n t a i n i n g 1 0 0 m M N E M a n d P M S F . A f t e r c e n t r i f u g a t i o n f o r 

3 0 m i n a t 1 0 0 , 0 0 0 x g , t h e s u p e r n a t a n t w a s d i l u t e d 1 0 - f o l d in P B S 

c o n t a i n i n g 2 % T r i t o n X - 1 0 0 a n d P M S F . P e r i p h e r i n - 2 w a s s e l e c t i v e l y 

b o u n d to 2 0 0 pi P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e a n d r o m - 1 w a s b o u n d to 2 0 0 pi 

R o m l C 6 - S e p h a r o s e . A f t e r e x t e n s i v e w a s h i n g in t h e s a m e bu f fe r , b o u n d 

p r o t e i n w a s e l u t e d w i t h 1 m l o f 2 % S D S in P B S c o n t a i n i n g P M S F fo r 15 

m i n a t 37 °C . T h e pu r i t y o f t h e p r o t e i n s w a s c o n f i r m e d by S D S - P A G E a n d 

t h e p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n w a s d e t e r m i n e d by t h e m e t h o d o f K a p l a n a n d 

P e d e r s e n ( K a p l a n & P e d e r s e n , 1 9 8 5 ) . U n d e r t h e s e c o n d i t i o n s , t h e 

pu r i f i ed p r e p a r a t i o n o f t h e p e r i p h e r i n - 2 s u b u n i t l a c k e d r o m - 1 a n d pu r i f i ed 

r o m - 1 s u b u n i t w a s f r e e o f p e r i p h e r i n - 2 a s d e t e r m i n e d by W e s t e r n 

b l o t t i n g . 

T h e a m o u n t o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 in b o v i n e R O S c o u l d no t be 

d i r e c t l y d e t e r m i n e d f r o m W e s t e r n b lo t s o f R O S s i n c e r h o d o p s i n is k n o w n 

to b l o c k t h e e l e c t r o - t r a n s f e r o f p e r i p h e r i n - 2 a n d to a l e s s e r e x t e n t r o m - 1 . 

A s a r e s u l t , t h e p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x f r o m n o n r e d u c e d , T r i t o n X - 1 0 0 

s o l u b i l i z e d R O S w a s q u a n t i t a t i v e l y b o u n d to a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e c o l u m n 
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a s d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 2 . 3 s u c h t h a t no p e r i p h e r i n - 2 w a s d e t e c t e d in 

t h e u n b o u n d f r a c t i o n . A f t e r t h e m a t r i x w a s t h o r o u g h l y w a s h e d , t h e 

b o u n d p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x w a s q u a n t i t a t i v e l y e l u t e d f r o m t h e c o l u m n 

w i t h 2 % S D S . T h e b o u n d a n d u n b o u n d f r a c t i o n s , a l o n g w i t h t h e 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 s t a n d a r d s , w e r e a n a l y z e d by S D S - P A G E a n d 

W e s t e r n b l o t t i ng u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s . T h e a m o u n t o f p e r i p h e r i n - 2 

a n d r o m - 1 w a s d e t e r m i n e d f r o m l a s e r d e n s i t o m e t r y o f t h e E C L s i g n a l 

f r o m W e s t e r n b l o t s . V a l u e s i n t e r p o l a t e d f r o m s t a n d a r d c u r v e s w e r e 

r e p o r t e d a s a n a v e r a g e o f 3 o r m o r e e x p e r i m e n t s a n d c o r r e l a t e d w i t h t h e 

p r o t e i n c o n t e n t in R O S ( K a p l a n & P e d e r s e n , 1 9 8 5 ) . 

3.2.8 Subunit composition of disulfide-linked and glutaraldehyde 

crosslinked dimers 

T o d e t e r m i n e t h e c o m p o s i t i o n o f d i s u l f i d e - l i n k e d s p e c i e s , 0 .1 m l o f 

n o n r e d u c e d R O S (1 m g / m l t o ta l p r o t i e n ) w e r e s o l u b i l i z e d in a n e q u a l 

v o l u m e o f d e n a t u r i n g bu f f e r c o n s i s t i n g o f 1 % S D S , 1 0 0 m M N E M a n d 

P M S F in P B S . T h e s o l u t i o n w a s t h e n d i l u t e d 1 0 - f o l d w i t h P B S c o n t a i n i n g 

2 % T r i t o n X - 1 0 0 a n d P M S F a n d t h e p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 c o n t a i n i n g 

c o m p l e x e s w e r e s e l e c t i v e l y a d s o r b e d to e i t h e r P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e o r 

R o m l C 6 - S e p h a r o s e a s d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 2 . 3 . B o u n d p r o t e i n w a s 

e l u t e d w i t h 2 % S D S in P B S a n d a n a l y z e d u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s 

by S D S - P A G E a n d W e s t e r n b l o t t i n g . 
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T o e x a m i n e s u b u n i t i n t e r a c t i o n s w i t h i n t h e c o r e t e t r a m e r , T r i t o n X -

1 0 0 s o l u b i l i z e d a n d P e r 2 B 6 - p u r i f i e d p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x f r o m 

D T T - r e d u c e d R O S w e r e c r o s s l i n k e d w i t h 0 . 0 1 % g l u t a r a l d e h y d e a s 

d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 2 . 6 . T h e i m m u n o a f f i n i t y - p u r i f i e d c o m p l e x e s w e r e 

t h e n t r e a t e d w i t h S D S d e n a t u r i n g bu f f e r a n d i s o l a t e d o n P e r 2 B 6 -

S e p h a r o s e a s d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 2 . 3 . 

3.2.9 SDS-PAGE and Western blotting 

S a m p l e s w e r e d e n a t u r e d w i t h a n e q u a l v o l u m e o f S D S c o c k t a i l ( 4 % 

S D S , 0 . 0 2 M T r i s - H C l , p H 6 . 8 , 4 0 % s u c r o s e , 0 . 0 1 % B r o m o p h e n o l b l ue in 

t h e a b s e n c e ( n o n r e d u c i n g ) o r p r e s e n c e ( r e d u c i n g ) o f 5 % p-

m e r c a p t o e t h a n o l , a n d 2 0 pi w e r e a p p l i e d to a n 8 % o r 1 0 % S D S 

p o l y a c r y l a m i d e g e l . A f t e r e l e c t r o p h o r e s i s , t h e p r o t e i n s w e r e t r a n s f e r r e d 

to I m m o b i l o n - P u s i n g a B i o R a d s e m i d r y t r a n s f e r a p p a r a t u s a n d t h e b lo ts 

w e r e l a b e l e d w i t h t h e P e r 2 B 6 o r R o m l C 6 m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s ( M o l d a y , 

H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ; M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 6 ) a n d s h e e p a n t i - m o u s e 

i m m u n o g l o b u l i n - p e r o x i d a s e fo r d e t e c t i o n by E C L ( s e e s e c t i o n 2 . 2 . 5 ) . 

3.3 RESULTS 

3.3.1 Reduction of peripherin-2 in ROS membranes 

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t a s u b s t a n t i a l p o r t i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 f r o m R O S m i g r a t e s a s d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s o n 
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n o n r e d u c i n g S D S p o l y a c r y l a m i d e g e l s ( B a s c o m et al., 1 9 9 2 b ; C o n n e l l & 

M o l d a y , 1 9 9 0 ; M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ; T r a v i s , Su t c l i f f e & B o k , 

1 9 9 1 ) . T o d e t e r m i n e if t h e i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d r e s p o n s i b l e fo r 

t h e s e d i m e r s c a n be r e d u c e d w i t h i n t h e m e m b r a n e e n v i r o n m e n t , R O S 

w e r e t r e a t e d w i t h 10 m M D T T fo r v a r i o u s t i m e s a n d t h e d i s a p p e a r a n c e o f 

p e r i p h e r i n - 2 d i m e r w a s m o n i t o r e d o n W e s t e r n b lo t s o f n o n r e d u c i n g S D S 

g e l s . A s s h o w n in Fig 13A & B, p e r i p h e r i n - 2 - c o n t a i n i n g d i m e r w a s 

e x p o n e n t i a l l y r e d u c e d to m o n o m e r by D T T w i t h a h a l f - t i m e o f 9 . 8 ± 0 . 7 

m i n . A s i m i l a r r a t e o f r e d u c t i o n w a s o b s e r v e d f o r T r i t o n X - 1 0 0 s o l u b i l i z e d 

p e r i p h e r i n - 2 a n d fo r m e m b r a n e b o u n d a n d s o l u b i l i z e d r o m - 1 ( d a t a no t 

s h o w n ) . In c o n t r a s t , g l u t a t h i o n e w a s i n e f f e c t i v e a s a r e d u c i n g a g e n t 

e v e n in t h e p r e s e n c e o f T r i t o n X - 1 0 0 , p r e s u m a b l y d u e to e i t h e r l o w e r 

r e a c t i v i t y o r i n a c c e s s i b i l i t y o f t h i s r e a g e n t t o t h e i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e 

b o n d (Fig 13B). C y s t e i n e , o n t h e o t h e r h a n d , w a s a b l e to r e d u c e 

d e t e r g e n t s o l u b i l i z e d p e r i p h e r i n - 2 , bu t a t a s l o w e r r a t e t h a n t h a t 

o b s e r v e d f o r D T T ( d a t a no t s h o w n ) . 

3.3.2 Velocity sedimentation of ROS peripherin-2 and rom-1 

under non-reducing conditions 

A t w o d i m e n s i o n a l s e p a r a t i o n t e c h n i q u e w a s d e v i s e d to a s s e s s t h e 

c o n t r i b u t i o n o f i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to t h e o l i g o m e r i c s t r u c t u r e 

o f t h e p e r i p h e r i n - r o m - 1 c o m p l e x f r o m R O S m e m b r a n e s . In t h e f i rs t 
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Fig 1 3 . Rate of reduction of disulf ide-l inked per ipher in - 2 d imers in 
ROS membranes . B o v i n e R O S m e m b r a n e s w e r e i n c u b a t e d w i t h 1 0 m M 
DTT o r 10 m M g l u t a t h i o n e in t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f T r i t on X - 1 0 0 . A f t e r 
v a r i o u s t i m e s , t h e r e a c t i o n w a s s t o p p e d by t h e a d d i t i o n o f N E M a n d 
p e r i p h e r i n - 2 d i m e r r e d u c t i o n w a s a n a l y z e d o n a 1 0 % S D S - p o l y a c r y l a m i d e 
ge l u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s . (A ) W e s t e r n b lo t l a b e l e d w i t h t h e P e r 2 B 6 
a n t i b o d y s h o w i n g t h e t i m e - d e p e n d e n t r e d u c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 d i m e r by 
DTT. ( B ) T i m e c o u r s e f o r t h e r e d u c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 d i m e r by 10 m M DTT 
(•) a n d 10 m M g l u t a t h i o n e in t h e p r e s e n c e o f T r i t on X - 1 0 0 (o) . R a t e o f 
r e d u c t i o n w a s q u a n t i f i e d by l a s e r d e n s i t o m e t r y o f W e s t e r n b l o t s . DTT 
i n d u c e d d e c r e a s e in d i m e r w a s f i t ted a s a s i n g l e e x p o n e n t i a l d e c a y w i t h a 
h a l f - t i m e o f 9 . 8 ± 0 . 7 m i n (n = 3) ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 3 . 2 . 2 ) . 
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d i m e n s i o n , v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n w a s u s e d to r e s o l v e o l i g o m e r i c f o r m s 

o f T r i t o n X - 1 0 0 s o l u b i l i z e d p e r i p h e r i n - 2 - r o m l c o m p l e x e s f r o m n o n r e d u c e d 

( - D T T ) a n d r e d u c e d ( + D T T ) m e m b r a n e s . In t h e s e c o n d d i m e n s i o n , 

f r a c t i o n s f r o m t h e v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n w e r e t r e a t e d w i t h N E M to b l o c k 

f r ee s u l f h y d r y l g r o u p s a n d s u b j e c t e d to S D S - P A G E u n d e r n o n r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s f o r d e t e c t i o n o f d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s by W e s t e r n b l o t t i n g . 

Fig 14A & B s h o w t h e t w o d i m e n s i o n a l a n a l y s i s o f i m m u n o a f f i n i t y 

pu r i f i ed p e r i p h e r i n - 2 - r o m l c o m p l e x f r o m r e d u c e d ( + D T T ) R O S 

m e m b r a n e s . B o t h p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 c o - s e d i m e n t e d a s a s i n g l e 

s p e c i e s ( f r a c t i o n s 9 - 1 2 ) w i t h a s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t s 2 o,w o f ~ 5.1 S , 

a v a l u e t h a t h a s b e e n p r e v i o u s l y r e p o r t e d to c o r r e s p o n d to a p e r i p h e r i n -

2 : r o m - l t e t r a m e r ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ; G o l d b e r g & 

M o l d a y , 1 9 9 6 b ) . F u r t h e r a n a l y s i s by S D S - P A G E u n d e r n o n r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s i n d i c a t e d t h a t t h i s s p e c i e s l a c k e d d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s . 

P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g p r o t e i n s f r o m n o n r e d u c e d R O S , t r e a t e d w i t h 

N E M to p r e v e n t s e c o n d a r y s u l f h y d r y l o x i d a t i o n , s h o w e d a m o r e c o m p l e x 

b e h a v i o r (Fig 14C & D). T h r e e p e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g c o m p o n e n t s a n d 

t w o r o m - 1 c o n t a i n i n g c o m p o n e n t s w e r e r e s o l v e d by v e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n . C o m p o n e n t a ( f r a c t i o n s 9 - 1 2 ) s e d i m e n t e d a t t h e s a m e 

ra te a s t h e D T T r e d u c e d c o m p l e x a n d l ike t h i s c o m p l e x c o n s i s t e d s o l e l y o f 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 m o n o m e r s . w h e n a n a l y z e d o n 
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Fig 1 4 . Velocity sedimentat ion and Western blot analysis of 
peripherin-2 and rom-1 f rom reduced and nonreduced ROS 
membranes . D T T - r e d u c e d ( A & B ) o r n o n r e d u c e d ( C & D ) R O S m e m b r a n e s 
w e r e s o l u b i l i z e d in T r i t on X - 1 0 0 c o n t a i n i n g N E M . P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g 
c o m p l e x e s w e r e i s o l a t e d o n a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e a f f i n i t y m a t r i x a n d 
s u b j e c t e d to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n o n a s u c r o s e g r a d i e n t . F r a c t i o n s w e r e 
t r e a t e d w i t h N E M a n d s u b j e c t e d to S D S - g e l e l e c t r o p h o r e s i s u n d e r 
n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s . W e s t e r n b lo ts w e r e l a b e l e d f o r P e r i p h e r i n - 2 w i t h 
t h e P e r 2 B 6 a n t i b o d y ( A & C ) a n d R o m - 1 w i t h t h e R o m l C 6 a n t i b o d y ( B & D ) . 
T h r e e p e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g c o m p o n e n t s ( a , b, a n d c ) a n d t w o R o m - 1 
c o n t a i n i n g c o m p o n e n t s (a a n d b) w e r e r e s o l v e d f r o m n o n r e d u c e d R O S 
m e m b r a n e s ( s e e M e t h o d s s e c t i o n s 3 . 2 . 3 a n d 3 . 2 . 5 ) . 
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n o n r e d u c i n g S D S g e l s . C o m p o n e n t b ( f r a c t i o n s 5 - 8 ) s e d i m e n t e d a t a 

f a s t e r ra te (s 2 o ,w = 7 .2 S ) c h a r a c t e r i s t i c o f a l a r g e r o l i g o m e r . T h i s 

c o m p o n e n t c o n t a i n e d b o t h m o n o m e r s a n d d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s o f 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 p r o t e i n s w h e n a n a l y z e d o n n o n r e d u c i n g S D S g e l s . 

P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g d i m e r s a p p e a r e d a s a s i n g l e b a n d , w h e r e a s r o m - 1 

c o n t a i n i n g d i m e r s w e r e r e s o l v e d in to a d o u b l e t . T h e u p p e r b a n d o f t h e 

r o m - 1 d o u b l e t c o - m i g r a t e d w i t h t h e p e r i p h e r i n - 2 b a n d a n d l i ke ly 

c o r r e s p o n d s to d i s u l f i d e - l i n k e d p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l h e t e r o d i m e r . T h e l ess 

i n t e n s e l o w e r b a n d o f t h e r o m - 1 d o u b l e t l a c k e d p e r i p h e r i n - 2 , a n d 

t h e r e f o r e , m o s t l i ke l y c o r r e s p o n d s to d i s u l f i d e - l i n k e d r o m - 1 h o m o d i m e r s . 

C o m p o n e n t c ( f r a c t i o n s 1-3) s e d i m e n t e d w i t h a n s 2 o ,w o f > 1 1 S 

c h a r a c t e r i s t i c o f a h i g h e r - o r d e r o l i g o m e r . I n t e r e s t i n g l y , t h i s c o m p o n e n t 

l a c k e d r o m - 1 a n d c o n s i s t e d e x c l u s i v e l y o f d i s u l f i d e - l i n k e d p e r i p h e r i n - 2 

h o m o d i m e r s . S i m i l a r r e s u l t s w e r e o b t a i n e d w h e n d e t e r g e n t s o l u b i l i z e d 

R O S w e r e s u b j e c t e d to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n w i t h o u t p r i o r i s o l a t i o n o f 

t h e p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x e s e x c e p t t h a t c o m p o n e n t c w a s s p r e a d m o r e 

e v e n l y t h r o u g h o u t t h e l o w e r f r a c t i o n s o f t h e g r a d i e n t i n d i c a t i v e o f 

o l i g o m e r s o f v a r i o u s s i z e s ( d a t a no t s h o w n ) . 

T h e r e l a t i v e a m o u n t s o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 in t h e t h r e e 

c o m p o n e n t s r e s o l v e d by v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n w e r e d e t e r m i n e d by 

W e s t e r n b l o t t i ng a n d l a s e r d e n s i t o m e t r y . A n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n t h e 

f r a c t i o n s s u b j e c t e d to S D S - P A G E u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s in w h i c h 
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p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 m i g r a t e d a s m o n o m e r s . A p p r o x i m a t e l y , 3 5 % of 

p e r i p h e r i n - 2 w a s p r e s e n t in t h e c o r e c o m p l e x ( c o m p o n e n t a ) , 2 5 % in t h e 

i n t e r m e d i a t e o l i g o m e r ( c o m p o n e n t b) a n d 4 0 % in t h e h i g h e r o r d e r 

o l i g o m e r ( c o m p o n e n t c ) . In t h e c a s e o f r o m - 1 , 5 6 % of r o m - 1 w a s 

p r e s e n t in c o m p o n e n t a a n d 4 4 % in c o m p o n e n t b. 

T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 i n t e r a c t t h r o u g h 

n o n c o v a l e n t b o n d s to f o r m c o r e h o m o m e r i c a n d h e t e r o m e r i c c o m p l e x e s , 

p r e s u m a b l y t e t r a m e r s . A s i g n i f i c a n t p o r t i o n o f t h e s e c o m p l e x e s i n t e r a c t s 

t h r o u g h i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to f o r m l a r g e r o l i g o m e r s , a l a rge 

f r a c t i o n o f w h i c h is d e v o i d o f r o m - 1 . 

3.3.3 Velocity sedimentation of peripherin-2, rom-1, and C150S-

peripherin-2 expressed in COS-1 cells under non-reducing 

conditions 

P r e v i o u s l y , p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 s e p a r a t e l y e x p r e s s e d in C O S - 1 

c e l l s w e r e s h o w n to s e l f - a s s e m b l e in to a m u l t i s u b u n i t c o m p l e x t h a t 

s e d i m e n t e d a s a t e t r a m e r u n d e r m i l d l y r e d u c i n g c o n d i t i o n s ( G o l d b e r g , 

L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ; G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ; G o l d b e r g , M o r i t z & 

M o l d a y , 1 9 9 5 ) . W e h a v e n o w u s e d t h e t w o - d i m e n s i o n a l s e p a r a t i o n 

t e c h n i q u e to a n a l y z e f o r t h e d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r i z a t i o n o f i n d i v i d u a l l y 

e x p r e s s e d p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 . A s s h o w n in Fig 15A & B, b o t h 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 f r o m D T T - t r e a t e d m e m b r a n e s s e d i m e n t e d a s a 
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s i n g l e s p e c i e s a s p r e v i o u s l y s h o w n ( G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ) . 

F u r t h e r a n a l y s i s b y S D S - P A G E u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s i n d i c a t e d 

t h a t t h e s e c o m p l e x e s l a c k e d d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s . 

T h e v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n p ro f i l e o f p e r i p h e r i n - 2 f r o m n o n r e d u c e d 

( - D T T ) C O S - 1 ce l l m e m b r a n e s s h o w e d l a r g e r p e r i p h e r i n - 2 o l i g o m e r s in 

a d d i t i o n to t h e c o r e c o m p l e x (Fig 15D). T h e o l i g o m e r s c o n s i s t e d 

e x c l u s i v e l y o f d i s u l f i d e - l i n k e d p e r i p h e r i n - 2 d i m e r s w h e n a n a l y z e d by S D S -

P A G E u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s . In c o n t r a s t , r o m - 1 f r o m n o n r e d u c e d 

C O S - 1 ce l l m e m b r a n e s s h o w e d l i t t le t e n d e n c y to f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d 

o l i g o m e r s , bu t i n s t e a d s e d i m e n t e d p r i m a r i l y a s t h e c o r e c o m p l e x l a c k i n g 

i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s (Fig 15E). 

C y s t e i n e a t p o s i t i o n 1 5 0 in t h e l a rge i n t r a d i s c a l l o o p o f p e r i p h e r i n - 2 

h a s b e e n r e p o r t e d to be r e s p o n s i b l e f o r d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r i z a t i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ) ( s e e s e c t i o n 2 . 3 . 2 ) . T o 

f u r t h e r e x a m i n e t h e ro le o f t h i s c y s t e i n e in o l i g o m e r i z a t i o n , t h e 

s e d i m e n t a t i o n b e h a v i o r a n d d i s u l f i d e l i n k e d d i m e r i z a t i o n o f t h e C 1 5 0 S 

p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t w a s e x a m i n e d . A s s h o w n in Fig 15C & F, t h e 

C 1 5 0 S m u t a n t f r o m r e d u c e d ( + D T T ) a n d n o n r e d u c e d ( - D T T ) C O S - 1 ce l l 

m e m b r a n e s s e d i m e n t e d a s a s i n g l e c o r e c o m p l e x d e v o i d o f i n t e r m o l e c u l a r 

d i s u l f i d e b o n d s . T h e s e s t u d i e s i n d i c a t e t h a t C 1 5 0 m e d i a t e s d i s u l f i d e -

l i n k e d o l i g o m e r i z a t i o n Of p e r i p h e r i n - 2 c o r e c o m p l e x e s . 
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Fig 1 5 . Velocity sedimentat ion and Western blot analysis of 
heterologously expressed peripherin-2 and rom-1 f rom reduced and 
nonreduced C O S - 1 cell membranes. P e r i p h e r i n - 2 ( A & D ) , R o m - 1 ( B & E ) , 
a n d C 1 5 0 S ( C & F ) p e r i p h e r i n - 2 w e r e i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s . 
C e l l s p r e t r e a t e d w i t h DTT ( A , B & C ) o r w i t h o u t DTT ( D , E & F ) w e r e s o l u b i l i z e d 
w i t h T r i t on X - 1 0 0 c o n t a i n i n g N E M a n d s u b j e c t e d to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n . 
F r a c t i o n s w e r e a n a l y z e d o n n o n r e d u c i n g S D S g e l s f o r d e t e c t i o n o f 
p e r i p h e r i n - 2 w i t h P e r 2 B 6 a n t i b o d y ( A , C , D & F ) a n d R o m - 1 w i t h R o m l C 6 
a n t i b o d y ( B & E ) ( s e e M e t h o d s s e c t i o n s 3 . 2 . 4 a n d 3 . 2 . 5 ) . 
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3.3.4 Crosslinking of ROS peripherin-2 under nonreducing 

conditions 

C o v a l e n t c r o s s l i n k i n g w a s u s e d to f u r t h e r a n a l y z e s u b u n i t 

a s s o c i a t i o n s a n d d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 a n d - r o m -

1. In t h e s e s t u d i e s , D T T - r e d u c e d a n d n o n r e d u c e d R O S m e m b r a n e s w e r e 

s o l u b i l i z e d in T r i t o n X - 1 0 0 , pu r i f i ed o n a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x a n d 

c r o s s l i n k e d w i t h g l u t a r a l d e h y d e f o r a n a l y s i s by S D S - P A G E u n d e r r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s . W e s t e r n b lo t s in Fig 16A s h o w t h a t a s u b s t a n t i a l p o r t i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 f r o m r e d u c e d m e m b r a n e s w a s c r o s s l i n k e d to 

d i m e r s . O n l y a f a i n t b a n d c o r r e s p o n d i n g to a t e t r a m e r w a s d e t e c t e d 

w h e n a r e l a t i v e l y h i g h g l u t a r a l d e h y d e c o n c e n t r a t i o n ( 0 . 0 1 % ) w a s u s e d . 

In c o n t r a s t , c r o s s l i n k i n g o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 f r o m n o n r e d u c e d , 

N E M - t r e a t e d m e m b r a n e s p r o d u c e d a s e r i e s o f h i g h m o l e c u l a r w e i g h t 

c r o s s l i n k e d m u l t i m e r s in a d d i t i o n t o m o n o m e r s a n d d i m e r s (Fig 16B). 

T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 f r o m D T T r e d u c e d R O S 

m e m b r a n e s p r e f e r e n t i a l l y c r o s s l i n k in to d i m e r s , w h e r e a s t h e p r o t e i n f r o m 

n o n r e d u c e d m e m b r a n e s c r o s s l i n k in to l a r g e r m u l t i m e r i c s p e c i e s , a r esu l t 

t h a t is c o n s i s t e n t w i t h t h e p r e s e n c e o f l a r g e o l i g o m e r s o b s e r v e d in 

v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n e x p e r i m e n t s . 
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Fig 1 6 . Cross- l ink ing of peripherin-2 and rom-1 f rom reduced and 
nonreduced ROS membranes. R O S m e m b r a n e s w e r e i n c u b a t e d in t h e 
p r e s e n c e (A) o r a b s e n c e (B ) o f 10 m M DTT a n d s o l u b i l i z e d in T r i t on X - 1 0 0 
c o n t a i n i n g N E M . P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g c o m p l e x e s w e r e pu r i f i ed o n 
P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e a n d c r o s s - l i n k e d w i t h 0 % ( l a n e a ) , 0 . 0 0 1 % ( l a n e b ) , a n d 
0 . 0 1 % g l u t a r a l d e h y d e ( l a n e c ) . W e s t e r n b lo t s w e r e l a b e l e d f o r p e r i p h e r i n - 2 
w i t h t h e P e r 2 B 6 a n t i b o d y . 
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3.3.5 Denaturation, isolation, and quantitation of peripherin-2 

and rom-1 subunits from ROS 

T o d e t e r m i n e t h e ra t io o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 in R O S , a n 

i m m u n o a f f i n i t y b a s e d m e t h o d w a s d e v e l o p e d to s e p a r a t e b o t h c o v a l e n t l y 

a n d n o n c o v a l e n t l y - l i n k e d s u b u n i t s . A f t e r r e d u c t i o n b y D T T to d i s r u p t 

d i s u l f i d e d i m e r s , R O S s a m p l e s w e r e d e n a t u r e d in S D S to d i s r u p t 

n o n c o v a l e n t a s s o c i a t i o n s , d i l u t e d w i t h T r i t o n X - 1 0 0 to d e c r e a s e t h e S D S 

c o n c e n t r a t i o n , a n d s u b j e c t e d to a f f in i t y c h r o m a t o g r a p h y w i t h P e r 2 B 6 -

S e p h a r o s e o r R o m l C 6 - S e p h a r o s e m a t r i x t o i s o l a t e p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m -

1 r e s p e c t i v e l y . P u r i t y w a s a s s e s s e d by S D S - P A G E a n d W e s t e r n b l o t t i ng 

(Fig 17). P e r i p h e r i n - 2 w a s p r e s e n t o n l y in t h e b o u n d f r a c t i o n a n d r o m - 1 

w a s f o u n d in t h e u n b o u n d f r a c t i o n o f P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x (Fig 

17A). S i m i l a r l y , r o m - 1 w a s p r e s e n t o n l y in t h e b o u n d f r a c t i o n o f 

R o m l C 6 - S e p h a r o s e m a t r i x (Fig 17B) a n d p e r i p h e r i n - 2 w a s d e t e c t e d in 

t h e u n b o u n d f r a c t i o n . T h e r e f o r e , t h e p u r i f i e d f r a c t i o n s o f t h e s e 

i m m u n o a f f i n i t y m a t r i c e s c o n t a i n e d o n l y p e r i p h e r i n - 2 o r r o m - 1 a n d w e r e 

u s e d a s s t a n d a r d s f o r q u a n t i t a t i o n . 

T h e a m o u n t o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 in R O S w a s d e t e r m i n e d by 

q u a n t i f y i n g t h e a m o u n t o f e a c h p r o t e i n p r e s e n t in t h e b o u n d a n d 

u n b o u n d f r a c t i o n o f a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x p u r i f i c a t i o n p e r f o r m e d 

u n d e r n o n - d e n a t u r i n g c o n d i t i o n s ( d a t a no t s h o w n ; s e e M e t h o d s s e c t i o n 

3 . 2 . 7 ) . P e r i p h e r i n - 2 w a s o n l y p r e s e n t in t h e b o u n d f r a c t i o n a n d 



85 

Peripherin-2 
purification 

Rom-1 
purification 

Per2B6 Rom1C6 B Rom1C6 Per2B6 

a b c a b c 

Per2B6 Rom1C6 

a b c a b c 

^ Rom1C6 Per2B6 

• — , 
a b c a b c a b c a b c 

Fig 1 7 . Analysis of subunits involved in disul f ide- l inked dimers. DTT 
r e d u c e d (A&.B) o r n o n r e d u c e d ( C & D ) R O S m e m b r a n e s w e r e d e n a t u r e d in 
0 . 5 % S D S to d i s r u p t n o n c o v a l e n t i n t e r a c t i o n s . A f t e r d i l u t i o n w i t h T r i t i on X -
1 0 0 , p e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g c o m p l e x e s w e r e i s o l a t e d o n a P e r 2 B 6 -
S e p h a r o s e m a t r i x ( A & C ) a n d r o m - 1 c o n t a i n i n g c o m p l e x e s w e r e i s o l a t e d o n a 
R o m l C 6 - S e p h a r o s e m a t r i x ( B & D ) . E q u i v a l e n t v o l u m e s o f t h e in i t ia l e x t r a c t 
( l a n e a ) , t h e u n b o u n d f r a c t i o n ( l a n e b ) , a n d t h e S D S e l u t e d f r a c t i o n ( l a n e c) 
w e r e a n a l y z e d o n W e s t e r n b lo ts l a b e l e d w i t h P e r 2 B 6 o r R o m l C 6 a n t i b o d y 
( s e e M e t h o d s s e c t i o n 3 . 2 . 8 ) . 
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c o n s t i t u t e d 2 . 1 % ± 0 . 3 ( n = 6 ) o f t h e R O S p r o t e i n by w e i g h t . R o m - 1 w a s 

i 

p r e s e n t in b o t h t h e b o u n d a n d u n b o u n d f r a c t i o n s a n d t o g e t h e r c o m p r i s e d 

1 . 1 % ± 0 . 2 ( n = 6 ) o f t h e to ta l R O S p r o t e i n . A p p r o x i m a t e l y 1 4 % of to ta l 

r o m - 1 w a s d e t e c t e d in t h e u n b o u n d f r a c t i o n . T h i s r o m - 1 c o m p o n e n t 

l a c k i n g p e r i p h e r i n - 2 m i g r a t e d s o l e l y a s m o n o m e r s b y S D S - P A G E u n d e r 

n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s ( d a t a no t s h o w n ) . T h e inab i l i t y o f r o m - 1 to f o r m 

d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r s in t h e a b s e n c e o f p e r i p h e r i n - 2 is c o n s i s t e n t 

w i t h t h e b e h a v i o r o f r o m - 1 e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s . 

3.3.6 Disulfide dimer formation between peripherin-2 and rom-1 

T h e s u b u n i t c o m p o s i t i o n o f d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s f r o m n o n -

r e d u c e d R O S m e m b r a n e s w a s d e t e r m i n e d u s i n g t h e S D S - d e n a t u r a t i o n -

p u r i f i c a t i o n m e t h o d d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 3 . 5 , bu t r e d u c t i o n by D T T w a s 

o m i t t e d . Fig 17C s h o w s W e s t e r n b lo t s o f t h e u n b o u n d a n d b o u n d 

f r a c t i o n s f r o m P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e a n d Fig 17D f r o m R o m l C 6 - S e p h a r o s e . 

T h e u n b o u n d f r a c t i o n o f P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e c o n t a i n e d r o m - 1 m o n o m e r 

a n d a s m a l l e r a m o u n t o f d i s u l f i d e - l i n k e d r o m - 1 h o m o d i m e r , bu t w a s 

d e v o i d o f p e r i p h e r i n - 2 . T h e b o u n d f r a c t i o n c o n t a i n e d b o t h p e r i p h e r i n - 2 

m o n o m e r a n d d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r (* in F ig 1 7 C ) . T h i s d i m e r m i g r a t e d 

m o r e s l o w l y t h a n t h e r o m - 1 d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r in t h e u n b o u n d 

f r a c t i o n . It m o s t l i ke l y r e p r e s e n t s a m i x t u r e o f d i s u l f i d e - l i n k e d 

p e r i p h e r i n - 2 h o m o d i m e r a n d p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l h e t e r o d i m e r t h a t a r e no t 
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r e s o l v e d in t h i s g e l s y s t e m . A n a d d i t i o n a l r o m - 1 c o n t a i n i n g b a n d w a s 

r o u t i n e l y o b s e r v e d a b o v e t h e d i m e r in t h e b o u n d f r a c t i o n (? in F ig 1 7 C ) . 

T h e n a t u r e o f t h i s s p e c i e s is no t k n o w n a t t h e p r e s e n t t i m e . T h e u n b o u n d 

f r a c t i o n f r o m t h e R o m l C 6 - S e p h a r o s e m a t r i x c o n t a i n e d p e r i p h e r i n - 2 

m o n o m e r a n d d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r , bu t no r o m - 1 . T h e b o u n d 

f r a c t i o n e x h i b i t e d b a n d s c o r r e s p o n d i n g to r o m - 1 m o n o m e r a n d a 

d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r . S i n c e p e r i p h e r i n - 2 w a s a l s o p r e s e n t in t h e la t te r , 

t h i s d i m e r b a n d a p p e a r s to c o n t a i n p e r i p h e r i n - 2 : r o m - 1 h e t e r o d i m e r . 

T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t o l i g o m e r s a r e g e n e r a t e d t h r o u g h d i s u l f i d e 

b r i d g e s b e t w e e n p e r i p h e r i n - 2 - p e r i p h e r i n - 2 s u b u n i t s , p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l 

s u b u n i t s a n d r o m l - r o m - 1 s u b u n i t s o f t h e c o r e c o m p l e x e s . 

3.3.7 Crosslinking of peripherin-2 and rom-1 under reducing 

conditions 

T h e s u b u n i t c o m p o s i t i o n o f g l u t a r a l d e h y d e - c r o s s l i n k e d d i m e r s o f 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 f r o m D T T t r e a t e d R O S w a s a l s o i n v e s t i g a t e d 

u s i n g t h e S D S - d e n a t u r a t i o n - p u r i f i c a t i o n t e c h n i q u e . P e r 2 B 6 - p u r i f i e d 

p e r i p h e r i n - 2 : r o m - 1 c o m p l e x f r o m r e d u c e d R O S w a s c r o s s l i n k e d w i t h 

g l u t a r a l d e h y d e p r i o r t o d e n a t u r a t i o n w i t h S D S a n d s u b s e q u e n t 

p u r i f i c a t i o n w i t h P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e . A s s h o w n in Fig 18B, t h e u n b o u n d 

f r a c t i o n o f t h e P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x c o n t a i n e d p r i m a r i l y r o m - 1 
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Fig 1 8 . Glutaraldehyde crossl inking of subuni ts within the core 
complex. I m m u n o a f f i n i t y p u r i f i e d p e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g c o m p l e x f r o m 
D T T - r e d u c e d R O S m e m b r a n e s w a s c r o s s - l i n k e d w i t h 0 . 0 1 % g l u t a r a l d e h y d e . 
T h e c o m p l e x w a s t r e a t e d w i t h S D S to d i s r u p t n o n c o v a l e n t i n t e r a c t i o n s a n d 
pu r i f i ed o n a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x . T h e e x t r a c t ( l a n e a ) , u n b o u n d ( l a n e 
b) a n d S D S - e l u t e d f r a c t i o n ( l a n e c) w e r e a n a l y z e d o n W e s t e r n b lo t s l a b e l e d 
w i t h P e r 2 B 6 ( A ) o r R o m l C 6 ( B ) a n t i b o d y u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s ( s e e 
M e t h o d s s e c t i o n s 3 . 2 . 6 a n d 3 . 2 . 8 ) . 
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m o n o m e r . T h i s f r a c t i o n o f r o m - 1 w a s no t a s s o c i a t e d w i t h p e r i p h e r i n - 2 

( c o m p a r e to F ig 1 8 A , l ane b ) . T h e b o u n d f r a c t i o n c o n t a i n e d b o t h 

p e r i p h e r i n - 2 m o n o m e r a n d c r o s s l i n k e d d i m e r (Fig 18A, l a n e c ) . R o m - 1 

w a s a l s o d e t e c t e d in t h e d i m e r b a n d i n d i c a t i n g t h a t a t l e a s t a f r a c t i o n o f 

t h i s d i m e r is c o m p o s e d o f p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l h e t e r o d i m e r . T h u s , w i t h i n 

t h e c o r e c o m p l e x e s , p e r i p h e r i n - 2 c a n be c o v a l e n t l y c r o s s l i n k e d to i tse l f o r 

to r o m - 1 to g e n e r a t e d i m e r s . G l u t a r a l d e h y d e , h o w e v e r , is i ne f f ec t i ve in 

c r o s s l i n k i n g t w o r o m - 1 s u b u n i t s . 

3.4 D I S C U S S I O N 

T h e p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x o f R O S d i s c m e m b r a n e s w a s 

p r e v i o u s l y t h o u g h t to c o n s i s t o f d i s u l f i d e - l i n k e d h o m o d i m e r s o f 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 t h a t i n t e r a c t n o n c o v a l e n t l y t o f o r m a 

h e t e r o t e t r a m e r i c p r o t e i n ( B a s c o m e t al., 1 9 9 2 b ; G o l d b e r g & M o l d a y , 

1 9 9 6 b ) . T h i s m o d e l w a s b a s e d o n t h e f i n d i n g s t h a t 1) a s u b s t a n t i a l 

f r a c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 m i g r a t e s a s d i s u l f i d e - l i n k e d 

h o m o d i m e r s o n n o n r e d u c i n g S D S g e l s ; 2) r o m - 1 c o - p u r i f i e s w i t h 

p e r i p h e r i n - 2 b y i m m u n o a f f i n i t y c h r o m a t o g r a p h y ; a n d 3) d e t e r g e n t 

s o l u b i l i z e d p e r i p h e r i n - 2 : r o m - 1 c o m p l e x p o s s e s s e s h y d r o d y n a m i c 

p r o p e r t i e s c o n s i s t e n t w i t h a t e t r a m e r i c c o m p l e x . H o w e v e r , t h e 

h y d r o d y n a m i c e x p e r i m e n t s w e r e c a r r i e d o u t in t h e p r e s e n c e o f D T T a n d 
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t h e e x i s t e n c e o f d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s u n d e r t h e s e c o n d i t i o n s w a s no t 

d e t e r m i n e d . 

V e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n m e a s u r e m e n t s r e p o r t e d h e r e i n d i c a t e t h a t 

t h i s s i m p l e m o d e l is n o t c o r r e c t . I n s t e a d , o u r r e s u l t s s u g g e s t a n o v e l 

d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n m o d e l a s d e p i c t e d in Fig 19. 

P e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 in R O S m e m b r a n e s i n t e r a c t n o n c o v a l e n t l y to f o r m 

m u l t i s u b u n i t c o r e c o m p l e x e s . A m a j o r p o r t i o n o f t h e p e r i p h e r i n - 2 -

c o n t a i n i n g c o m p l e x e s l i nks t o g e t h e r v i a i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to 

f o r m i n t e r m e d i a t e a n d h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s . 

T h e c o r e c o m p l e x is a m i x t u r e o f h o m o m e r i c a n d h e t e r o m e r i c 

m u l t i s u b u n i t p r o t e i n s . P e r i p h e r i n - 2 - p e r i p h e r i n - 2 h o m o m e r i c a n d 

p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l h e t e r o m e r i c c o r e p r o t e i n s a r e t h e m o s t a b u n d a n t 

s p e c i e s a n d r e a d i l y f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s . R o m - 1 h o m o m e r i c 

c o r e p r o t e i n c o n s t i t u t e s o n l y a b o u t 1 0 % of t h e s e c o m p l e x e s a n d s h o w s 

l i t t le c a p a c i t y t o f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s . T h e s i z e o f t h e c o r e 

c o m p l e x h a s b e e n p r e v i o u s l y e s t i m a t e d to be a t e t r a m e r by 

h y d r o d y n a m i c m e a s u r e m e n t s ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ) . S u b u n i t s o f 

t h e c o m p l e x , h o w e v e r , p r e f e r e n t i a l l y c r o s s l i n k i n to d i m e r s b y 

g l u t a r a l d e h y d e a n d o t h e r c r o s s l i n k i n g a g e n t s . P r e v i o u s s t u d i e s i n d i c a t e 

t h a t t h e l a r g e i n t r a d i s c a l l oop is i n v o l v e d in n o n c o v a l e n t s u b u n i t 

i n t e r a c t i o n s ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ; G o l d b e r g & M o l d a y , 

1 9 9 6 a ) . It is p o s s i b l e t h a t r e a c t i v e g r o u p s in t h i s s e g m e n t a r e no t 
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Fig 1 9 . Disulf ide-mediated ol igomerization model for peripherin-2 
and rom-1 . P e r i p h e r i n - 2 ( d a r k f i l l ) a n d r o m - 1 ( w h i t e f i l l ) i n t e r a c t 
n o n c o v a l e n t l y v i a t h e i r l a rge i n t r a d i s c a l l o o p s to p r o d u c e h o m o t e t r a m e r i c 
a n d h e t e r o t e t r a m e r i c c o r e c o m p l e x e s . T h e C y s - 1 5 0 o f p e r i p h e r i n - 2 a n d 
c o r r e s p o n d i n g C y s - 1 5 3 o f r o m - 1 l o c a t e d w i t h i n t h e l a r g e i n t r a d i s c a l l oop 
o f t h e s e p r o t e i n s a r e in t h e i r r e d u c e d f o r m ( S H ) . A l a r g e p o r t i o n o f t h e 
p e r i p h e r i n - 2 h o m o t e t r a m e r s l ink t o g e t h e r t h r o u g h C y s - 1 5 0 m e d i a t e d 
i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to f o r m i n t e r m e d i a t e s i z e h o m o - o c t a m e r s . 
T h e s e o l i g o m e r s c a n f u r t h e r a s s o c i a t e to f o r m h i g h e r o r d e r d i s u l f i d e -
l i n k e d h o m o - o l i g o m e r s . A l l s u b u n i t s in t h e p e r i p h e r i n - 2 h o m o - o l i g o m e r s 
c o n t a i n i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s s i n c e o n l y d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s 
a r e o b s e r v e d o n n o n r e d u c i n g S D S g e l s . A s i g n i f i c a n t p o r t i o n o f t h e 
p e r i p h e r i n - 2 - r o m - l h e t e r o t e t r a m e r s a r e l i n k e d t o g e t h e r v i a 
i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to f o r m h e t e r o - o c t a m e r s . O n l y s o m e of 
t h e s u b u n i t s w i t h i n t h e s e h e t e r o - o c t a m e r s a r e d i s u l f i d e b o n d e d s i n c e b o t h 
m o n o m e r a n d d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s a r e o b s e r v e d o n n o n r e d u c i n g S D S -
g e l s . I n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s c a n f o r m b e t w e e n t w o p e r i p h e r i n - 2 
s u b u n i t s , t w o r o m - 1 s u b u n i t s o r a p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 s u b u n i t . T h e 
h e t e r o - o c t a m e r s d o no t f o r m h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s . R o m - 1 
h o m o t e t r a m e r s p r e s e n t in r e l a t i v e l y l ow a m o u n t s d o n o t r e a d i l y f o r m 
d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s . 
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a c c e s s i b l e f o r e f f i c i en t c r o s s l i n k i n g o f t h e s u b u n i t s i n to t e t r a m e r s by 

g l u t a r a l d e h y d e . 

T w o c l a s s e s o f p e r i p h e r i n - 2 - c o n t a i n i n g o l i g o m e r s a r e o b s e r v e d by 

v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s . O n e c l a s s 

d e s i g n a t e d a s c o m p o n e n t b (Fig 14) is i n t e r m e d i a t e in s i z e a n d c o n t a i n s 

b o t h p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 s u b u n i t s . O n l y s o m e o f t h e s u b u n i t s in t h e 

h e t e r o - o l i g o m e r s p a r t i c i p a t e in i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s s i n c e b o t h 

m o n o m e r s a n d d i m e r s a r e o b s e r v e d by S D S - P A G E u n d e r n o n r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s . T h e s i z e o f t h i s o l i g o m e r is e s t i m a t e d t o b e t w i c e t h e s i z e o f 

t h e c o r e c o m p l e x b a s e d o n t h e r e l a t i o n s h i p o f t h e s e d i m e n t a t i o n 

c o e f f i c i e n t s t o m o l e c u l a r w e i g h t s ( M a r t i n & A m e s , 1 9 6 1 ) a n d t h e 

a s s u m p t i o n t h a t b o t h s p e c i e s b i nd s i m i l a r a m o u n t s o f d e t e r g e n t p e r c o r e 

c o m p l e x . T h e i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s t h a t l i nk t h e p e r i p h e r i n - 2 

c o n t a i n i n g c o r e c o m p l e x e s t o g e t h e r a r e f o r m e d b e t w e e n t w o p e r i p h e r i n - 2 

s u b u n i t s , a p e r i p h e r i n - 2 a n d a r o m - 1 s u b u n i t , o r t w o r o m - 1 s u b u n i t s . 

T h e s e c o n d , l a r g e c l a s s o f o l i g o m e r s is c o m p o s e d e x c l u s i v e l y o f 

p e r i p h e r i n - 2 s u b u n i t s , a l l o f w h i c h p a r t i c i p a t e in i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e 

b o n d s . 

T r e a t m e n t o f R O S m e m b r a n e s w i t h D T T r e s u l t s in t h e c o m p l e t e 

b r e a k d o w n o f t h e o l i g o m e r s in to c o r e c o m p l e x e s i n d i c a t i n g t h a t t h e 

i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s a r e r e a d i l y a c c e s s i b l e t o t h i s r e d u c i n g 

a g e n t a n d e s s e n t i a l f o r o l i g o m e r i z a t i o n . Q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s i n d i c a t e s 
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t h a t p e r i p h e r i n - 2 is p r e s e n t a t a l m o s t t w i c e t h e c o n c e n t r a t i o n o f r o m - 1 in 

R O S , a f i n d i n g t h a t is c o n s i s t e n t w i t h t h e p r e s e n c e o f a s i g n i f i c a n t a m o u n t 

o f p e r i p h e r i n - 2 h o m o - o l i g o m e r s d e t e c t e d by v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n 

a n a l y s i s . E a r l i e r s t u d i e s f a i l ed to d e t e c t t h e p r e s e n c e o f p e r i p h e r i n - 2 a n d 

r o m - 1 h o m o t e t r a m e r i c c o r e c o m p l e x e s in R O S ( B a s c o m e t al., 1 9 9 2 b ; 

M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 6 ) . T h i s m a y be d u e to t h e i nab i l i t y to d e t e c t 

s m a l l e r a m o u n t s o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 in t h e p r e s e n c e o f l a rge 

a m o u n t s o f r h o d o p s i n by W e s t e r n b l o t t i ng a n d / o r t h e u s e o f l ess s e n s i t i v e 

a n t i b o d i e s in t h e s e s t u d i e s . 

P e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s s h o w a r e l a t e d 

p a t t e r n o f d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n . A m a j o r f r a c t i o n o f t h e 

p e r i p h e r i n - 2 c o r e c o m p l e x i n t e r a c t s t h r o u g h i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e 

b o n d s to f o r m i n t e r m e d i a t e a n d h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s o f v a r i o u s s i z e s . 

A s in t h e c a s e o f R O S , a l l t h e s u b u n i t s in t h e s e o l i g o m e r s p a r t i c i p a t e in 

i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d f o r m a t i o n . R o m - 1 e x p r e s s e d in C O S - 1 ce l l s 

a l s o s e l f - a s s e m b l e s in to a c o r e c o m p l e x , bu t t h i s p r o t e i n s h o w s l i t t le 

t e n d e n c y to f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s , a s o b s e r v e d in R O S . 

M u t a g e n e s i s s t u d i e s h a v e c o n f i r m e d t h a t d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r i z a t i o n 

o f p e r i p h e r i n - 2 is m e d i a t e d by C 1 5 0 , p r e s e n t w i t h i n t h e l a r g e i n t r a d i s c a l 

l oop o f t h e p r o t e i n . T h e c o r r e s p o n d i n g C 1 5 3 r e s i d u e in r o m - 1 is a l s o 

l i ke l y t o p a r t i c i p a t e in i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d f o r m a t i o n b e t w e e n 

h e t e r o t e t r a m e r i c c o r e c o m p l e x e s . H o w e v e r , in t h e a b s e n c e o f p e r i p h e r i n -
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2 , t w o C 1 5 3 r e s i d u e s o f r o m - 1 s h o w l i t t le t e n d e n c y to f o r m i n t e r m o l e c u l a r 

d i s u l f i d e b o n d s , p o s s i b l y d u e to l i m i t e d a c c e s s i b i l i t y o r u n f a v o r a b l e 

a l i g n m e n t o f t h e s e g r o u p s . 

T h e s e s t u d i e s t a k e n t o g e t h e r i n d i c a t e t h a t p e r i p h e r i n - 2 e x h i b i t s a 

s t r o n g t e n d e n c y to f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s o f v a r i o u s s i z e s . T h e 

a s s o c i a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 w i t h r o m - 1 in t h e c o r e c o m p l e x l im i t s t h e s i z e 

o f t h e o l i g o m e r s a n d t h e n u m b e r o f s u b u n i t s t h a t p a r t i c i p a t e in 

i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d f o r m a t i o n . T h u s , r o m - 1 c a n be c o n s i d e r e d 

a s a n e g a t i v e m o d u l a t o r o f p e r i p h e r i n - 2 o l i g o m e r i z a t i o n . 

I n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s a r e k n o w n to be i m p o r t a n t in t h e 

a s s e m b l y o f m u l t i s u b u n i t p r o t e i n s a n d h i g h e r o r d e r o l i g o m e r i c c o m p l e x e s . 

T h e l igh t a n d h e a v y c h a i n s o f i m m u n o g l o b u l i n s a n d t h e a a n d p s u b u n i t s 

o f t h e i n s u l i n r e c e p t o r a r e j o i n e d by d i s u l f i d e b o n d s . I n t e r m o l e c u l a r 

d i s u l f i d e b o n d i n g is i m p o r t a n t in c a p s i d a s s e m b l y a n d d i s a s s e m b l y o f 

p a p i l l o m a v i r u s ( B e a r d e t al., 1 9 9 8 ) , s t a b i l i z a t i o n o f v a c c i n i a v i r u s ( L o c k e r 

& G r i f f i t h s , 1 9 9 9 ) a n d o l i g o m e r i z a t i o n o f t e n a s c i n - C , a n e x t r a c e l l u l a r 

m a t r i x p r o t e i n i n v o l v e d in e m b r y o g e n e s i s a n d t u m o r g e n s i s ( L u c z a k , 

R e d i c k & S c h w a r z b a u e r , 1 9 9 8 ) . 

W e s p e c u l a t e t h a t t h e d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 p l a y s a n i m p o r t a n t ro le in o u t e r s e g m e n t d i s c 

m o r p h o g e n e s i s a n d s t a b i l i z a t i o n . T h i s is b a s e d o n t h e f o l l o w i n g . T h e 

c y s t e i n e r e s i d u e s r e s p o n s i b l e f o r i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s ( C 1 5 0 in 
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p e r i p h e r i n - 2 a n d C 1 5 3 in r o m - 1 ) a r e c o n s e r v e d in a l l v e r t e b r a t e 

p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 p r o t e i n s a n a l y z e d to d a t e ( G o l d b e r g , L o e w e n & 

M o l d a y , 1 9 9 8 ) . D i s u l f i d e d i m e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 is a g e n e r a l 

p r o p e r t y o f t h e s e p r o t e i n s ( B a s c o m e t al., 1 9 9 2 b ; C o n n e l l e t al., 1 9 9 1 ; 

K e d z i e r s k i e t a / . , 1 9 9 6 ; M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ; T r a v i s , Su t c l i f f e & 

B o k , 1 9 9 1 ) . S u l f h y d r y l a g e n t s h a v e b e e n r e p o r t e d to d i s r u p t n e w d i s c 

f o r m a t i o n ( W e t z e l , P a r s o n s & B e s h a r s e , 1 9 9 4 ) , a n d p r o t e i n d i s u l f i d e 

i s o m e r a s e , a p r o t e i n t h a t f u n c t i o n s in t h e m a k i n g a n d b r e a k i n g o f 

d i s u l f i d e b o n d s , is p r e s e n t in R O S d i s c s ( C . L o e w e n a n d R. M o l d a y , 

u n p u b l i s h e d ) . In o n e m o d e l , p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 c o n t a i n i n g 

h o m o m e r i c a n d h e t e r o m e r i c c o r e c o m p l e x e s a r e e n v i s i o n e d to a s s e m b l e 

in t h e e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m m e m b r a n e o f p h o t o r e c e p t o r s a n d 

t r a n s l o c a t e in v e s i c l e s t o t h e b a s e o f o u t e r s e g m e n t s . S p e c i f i c c h a p e r o n e 

p r o t e i n s m a y p r e v e n t d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r i z a t i o n f r o m o c c u r r i n g 

d u r i n g t h i s t r a f f i c k i n g p r o c e s s . A t t h e b a s e o f t h e o u t e r s e g m e n t , p r o t e i n 

d i s u l f i d e i s o m e r a s e w o u l d c a t a l y z e d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g h o m o m e r i c a n d h e t e r o m e r i c c o r e c o m p l e x e s 

a c r o s s j u x t a p o s e d n e w l y f o r m i n g d i s c m e m b r a n e s to e f f e c t i v e l y z i p p e r 

t o g e t h e r t h e r i m r e g i o n a s pa r t o f o u t e r s e g m e n t m o r p h o g e n e s i s . T h e 

i d e a t h a t m e m b r a n e p r o t e i n s c a n m e d i a t e m e m b r a n e a d h e s i o n is no t 

n e w . T h e m a j o r s t r u c t u r a l p r o t e i n , P o , o f p e r i p h e r a l n e r v e m y e l i n is a 

t e t r a m e r i c c o m p l e x . T h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n s o f t h e s e c o m p l e x e s f r o m 
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o p p o s i n g m e m b r a n e s i n t e r a c t w i t h e a c h o t h e r t o m e d i a t e m y e l i n 

m e m b r a n e a d h e s i o n ( S h a p i r o e t al., 1 9 9 6 ) . In t h i s c a s e , h o w e v e r , 

p r o t e i n - p r o t e i n a s s o c i a t i o n s o c c u r t h r o u g h n o n c o v a l e n t i n t e r a c t i o n s . 

A n a l t e r n a t i v e m e c h a n i s m w o u l d i n v o l v e d i s u l f i d e - l i n k e d 

o l i g o m e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g c o r e c o m p l e x e s l a te ra l l y w i t h i n 

a m e m b r a n e . T h e s e o l i g o m e r s c o u l d be e n v i s i o n e d to i n i t i a te t h e d i s c r i m 

c u r v a t u r e o r p r o m o t e i n t e r a c t i o n s w i t h o t h e r o u t e r s e g m e n t p r o t e i n s t h a t 

p a r t i c i p a t e in o u t e r s e g m e n t f o r m a t i o n . E f fo r t s a r e n o w u n d e r w a y to 

e x a m i n e m o r e d i r e c t l y t h e ro le o f d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 in d i s c m o r p h o g e n e s i s . 

P e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 d i f fe r s i g n i f i c a n t l y w i t h r e s p e c t t o t h e i r ro le 

in o u t e r s e g m e n t m o r p h o g e n e s i s . P e r i p h e r i n - 2 is e s s e n t i a l f o r o u t e r 

s e g m e n t m o r p h o g e n e s i s s i n c e h o m o z y g o u s r ds m i c e l a c k i n g t h i s p r o t e i n 

fa i l to f o r m o u t e r s e g m e n t s ( S a n y a l & J a n s e n , 1 9 8 1 ) . R o m - 1 , o n t h e 

o t h e r h a n d , a p p e a r s t o r e g u l a t e t h e f i ne s t r u c t u r e o f t h e o u t e r s e g m e n t 

d i s c s s i n c e h o m o z y g o u s r o m - 1 k n o c k o u t m i c e p r o d u c e o u t e r s e g m e n t s 

w i t h s l i g h t l y e n l a r g e d d i s c s ( C l a r k e e t al., 2 0 0 0 ) . D i s u l f i d e - m e d i a t e d 

o l i g o m e r i z a t i o n s u p p o r t s t h e d o m i n a n t ro le o f p e r i p h e r i n - 2 in o u t e r 

s e g m e n t d i s c m o r p h o g e n e s i s . In a d d i t i o n t o b e i n g m o r e a b u n d a n t t h a n 

r o m - 1 in R O S , p e r i p h e r i n - 2 is r e q u i r e d f o r t h e f o r m a t i o n o f i n t e r m e d i a t e 

a n d h i g h e r o r d e r d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s , a p r o c e s s t h a t m a y be c r u c i a l 

f o r d i s c m o r p h o g e n e s i s a s d i s c u s s e d a b o v e . R o m - 1 , o n t h e o t h e r h a n d , 
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d o e s n o t f o r m h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s , a n d t h e r e f o r e w o u l d no t be 

c o n s i d e r e d to be e s s e n t i a l f o r d i s c m o r p h o g e n e s i s . R o m - 1 m a y s i m p l y 

s e r v e t o l im i t t h e f o r m a t i o n o f h i g h e r o r d e r p e r i p h e r i n - 2 o l i g o m e r 

f o r m a t i o n t h r o u g h i n t e r a c t i o n s w i t h p e r i p h e r i n - 2 a n d t h e r e b y r e g u l a t e t h e 

s i z e o f t h e d i s c s d u r i n g o u t e r s e g m e n t m o r p h o g e n e s i s . 

A r e l a t i v e l y l a r g e n u m b e r o f m i s s e n s e m u t a t i o n s in t h e l a rge 

i n t r a d i s c a l l o o p o f p e r i p h e r i n - 2 h a v e b e e n l i n k e d to a v a r i e t y o f h u m a n 

re t i na l d e g e n e r a t i v e d i s e a s e s . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e i n d i c a t e d t h a t s o m e 

of t h e s e m u t a t i o n s a f fec t p r o t e i n f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y ( G o l d b e r g , 

L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ; G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . A c o n s e q u e n c e o f 

t h e m i s f o l d i n g o f t h i s l a r g e l oop m a y be t h e i nab i l i t y o f t h e p e r i p h e r i n - 2 

m u t a n t s to f o r m i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s o r o t h e r i n t e r a c t i o n s 

r e q u i r e d f o r o l i g o m e r i z a t i o n . S u c h m u t a t i o n s in r o m - 1 w o u l d h a v e l ess 

i m p a c t s i n c e d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r i z a t i o n o f r o m - 1 is no t c r u c i a l to 

o u t e r s e g m e n t m o r p h o g e n e s i s a n d s t r u c t u r e . 

In s u m m a r y , w e h a v e s h o w n h e r e t h a t p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 

a s s o c i a t e n o n c o v a l e n t l y t o f o r m h o m o m e r i c a n d h e t e r o m e r i c c o r e 

c o m p l e x e s . P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g c o m p l e x e s i n t e r a c t v i a C y s l 5 0 

m e d i a t e d i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to f o r m o l i g o m e r s t h a t m a y p l a y 

a n i m p o r t a n t ro le in rod a n d c o n e o u t e r s e g m e n t m o r p h o g e n e s i s . 
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4.1 I N T R O D U C T I O N 

I n d i v i d u a l s w h o c o - i n h e r i t a L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a t i o n a n d a nul l 

o r G 1 1 3 E r o m - 1 m u t a t i o n a r e a f f l i c ted w i t h re t i n i t i s p i g m e n t o s a , w h e r e a s 

i n d i v i d u a l s w h o i nhe r i t o n l y o n e d e f e c t i v e g e n e a r e n o r m a l ( D r y j a e t al., 

1 9 9 7 ; K a j i w a r a , B e r s o n & D r y j a , 1 9 9 4 ) . B i o c h e m i c a l s t u d i e s h a v e s h o w n 

t h a t t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t a s s e m b l e s w i t h r o m - 1 to f o r m c o r e 

h e t e r o t e t r a m e r i c c o m p l e x e s , bu t u n l i k e W T p e r i p h e r i n - 2 , it is u n a b l e to 

s e l f - a s s e m b l e in to c o r e h o m o t e t r a m e r s ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ) ( s e e 

s e c t i o n 1 .4 .2 ) . T h e s e f i n d i n g s h a v e b e e n i n c o r p o r a t e d i n to a d i s e a s e 

m o d e l in w h i c h d e c r e a s e d l e v e l s o f t e t r a m e r i c c o m p l e x e s r e s u l t in R P . 

Fig 20 s h o w s t h e l o c a t i o n o f t h e s e m u t a t i o n s a n d c o n s e r v e d s t r u c t u r a l 

e l e m e n t s in p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 . 

T h i s c h a p t e r f o c u s e s o n t h e m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n s i n v o l v e d in 

d i g e n i c R P a n d t h e i m p o r t a n c e of d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n in 

m a i n t a i n i n g n o r m a l p h o t o r e c e p t o r f u n c t i o n . A n a l y s i s o f L 1 8 5 P p e r i p h e r i n -

2 a n d s e v e r a l r e l a t e d m u t a n t s h a s l ead to g r e a t e r u n d e r s t a n d i n g of t h e 

s t r u c t u r e o f t h e c o r e c o m p l e x a n d of t h e r e q u i r e m e n t s f o r d i s u l f i d e -

m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n . 

M o s t o f t h e m e t h o d s u s e d in t h e s e s t u d i e s h a v e b e e n p u b l i s h e d 

e l s e w h e r e ( L o e w e n , M o r i t z & M o l d a y , 2 0 0 1 ) . A l l e x p e r i m e n t s d e s c r i b e d in 

t h i s c h a p t e r w e r e p e r f o r m e d by t h e a u t h o r e x c e p t (1 ) h y d r o d y n a m i c 
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P e r 2 B 6 

L 1 8 5 P 
(Per ipher in-2) 

Fig 2 0 . Topological model of peripherin -2 and rom-1 subunits. 
C o n s e r v e d a m i n o a c i d s e g m e n t s b e t w e e n p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 a n d 
c o n s e r v e d c y s t e i n e r e s i d u e s w i t h i n t h e l a rge i n t r a d i s k a l L 3 - 4 l o o p a r e s h o w n . 
T h e l o c a t i o n s o f t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 a n d G 1 1 3 E r o m - 1 m i s s e n s e 
m u t a t i o n s l i n k e d to d i g e n i c re t in i t i s p i g m e n t o s a a r e i n d i c a t e d w i t h a b l a c k 
c i r c l e . T h e b i n d i n g s i t e fo r t h e p e r i p h e r i n - 2 m o n o c l o n a l a n t i b o d y P e r 2 B 6 a n d 
t h e Q 3 4 1 P s u b s t i t u t i o n t h a t a b o l i s h e s b i n d i n g a r e a l s o i n d i c a t e d . M 1 - M 4 
i n d i c a t e t r a n s m e m b r a n e s e g m e n t s 1-4. 
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a n a l y s i s o f L 1 8 5 P (F ig 2 1 ) ; (2 ) v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n o f L 1 8 8 P r o m - 1 

(F ig 2 3 B ) . 

4.2 MATERIALS AND METHODS 

4.2.1 Plasmids and heterologous COS-1 cell expression 

p c P e r ( W T p e r i p h e r i n - 2 ) , p c P e r - L 1 8 5 P ( L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 ) , a n d 

p c R O M ( W T r o m - 1 ) h a v e b e e n d e s c r i b e d ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 

1 9 9 8 ; G o l d b e r g , M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 5 ; M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 6 ) . p c P e r -

L 1 8 5 A ( L 1 8 5 A p e r i p h e r i n - 2 ) , a n d p c R O M - L 1 8 8 P ( L 1 8 8 P r o m - 1 ) w e r e 

c o n s t r u c t e d by P C R - b a s e d m u t a g e n e s i s ( N e l s o n & L o n g , 1 9 8 9 ) . 

p c P e r l D 4 , c o n t a i n i n g a R h o l D 4 m o n o c l o n a l a n t i b o d y e p i t o p e t a g 

T E T S Q V A P A a t t h e C - t e r m i n u s w a s c r e a t e d by l i g a t i n g a n o l i g o n u c l e o t i d e 

c o r r e s p o n d i n g to t h e 1 D 4 e p i t o p e o n t o t h e 3 ' e n d o f t h e p e r i p h e r i n - 2 

c D N A . A Q 3 4 1 P c h a n g e t h a t a b o l i s h e s t h e b i n d i n g o f m o n o c l o n a l 

a n t i b o d y P e r 2 B 6 w a s a l s o i n t r o d u c e d in to t h i s c o n s t r u c t by s i t e - d i r e c t e d 

m u t a g e n e s i s . p c L 1 8 5 P - l D 4 ( p c P e r l D 4 w i t h t h e L 1 8 5 P m u t a t i o n ) w a s 

c r e a t e d by c l o n i n g t h e B a m H I - S a c I I r e s t r i c t i o n f r a g m e n t f r o m p c P e r -

L 1 8 5 P in to B a m H I - S a c I I d i g e s t e d p c P e r l D 4 . 

C O S - 1 c e l l s ( c a . 6 x 1 0 5 c e l l s / 1 0 0 - m m d i s h ) w e r e t r a n s f e c t e d w i t h a 

to ta l o f 3 0 pg o f p l a s m i d D N A a n d h a r v e s t e d 7 2 h p o s t - t r a n s f e c t i o n a s 

d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 2 . 4 . 
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4.2.2 Hydrodynamic characterization of L185P peripherin-2 

H y d r o d y n a m i c a n a l y s i s o f t h e L 1 8 5 P m u t a n t u n d e r r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s w a s c a r r i e d o u t a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y f o r w i l d - t y p e 

p e r i p h e r i n - 2 ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ) . B r i e f l y , p c P e r - L 1 8 5 P 

t r a n s f e c t e d ce l l s f r o m o n e 1 0 0 m m d i s h w e r e s o l u b i l i z e d in 3 0 0 - 5 0 0 pl 

P B S c o n t a i n i n g 1 % T r i t o n X - 1 0 0 , 2 m M D T T , a n d P M S F , a n d c e n t r i f u g e d a t 

9 0 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n a t 4 °C . T h e s u p e r n a t a n t w a s u s e d to d e t e r m i n e 

t h e h y d r o d y n a m i c p r o p e r t i e s o f t h e d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d c o m p l e x . T h e 

S t o k e s r a d i u s w a s d e t e r m i n e d by ge l e x c l u s i o n c h r o m a t o g r a p h y o n a 

c a l i b r a t e d S e p h a c r y l S - 3 0 0 c o l u m n . V e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n a n a l y s i s w a s 

p e r f o r m e d by c e n t r i f u g a t i o n a t 4°C in a B e c k m a n S W 5 0 . 1 r o t o r a t 4 9 , 0 0 0 

r p m fo r 13 h o n s u c r o s e g r a d i e n t s in H 2 0 a n d 2 8 h f o r g r a d i e n t s in D 2 0 . 

F r a c t i o n s w e r e c o l l e c t e d a n d a n a l y z e d o n W e s t e r n b l o t s . C a l i b r a t i o n 

s t a n d a r d s ( S t o k e s r a d i u s , s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t ( S v e d b e r g s ) , pa r t i a l 

s p e c i f i c v o l u m e ) w e r e c y t o c h r o m e c ( 1 . 7 n m , 1.9 S , 0 . 7 2 8 m l / g ) , m a l a t e 

d e h y d r o g e n a s e ( 3 . 5 n m , 4 . 3 2 S , 0 . 7 3 4 m l / g ) , a l d o l a s e ( 4 . 6 n m , 7 . 7 0 S , 

0 . 7 4 2 m l / g ) a n d a p o f e r r i t i n ( 6 . 7 n m , 1 7 . 7 S , 0 . 7 3 m l / g ) ( C a s c i o e t al., 

1 9 9 5 ; C l a r k e & S m i g e l , 1 9 8 9 ; F a s m a n & C h e m i c a l R u b b e r C o m p a n y , 

1 9 7 5 ; S i e g e l & M o n t y , 1 9 6 6 ; W o r t h i n g t o n , 1 9 9 3 ) . 

T h e m o l e c u l a r m a s s of t h e d e t e r g e n t - p r o t e i n c o m p l e x a n d t h e 

m o l e c u l a r m a s s o f t h e p r o t e i n p o r t i o n w e r e c a l c u l a t e d a c c o r d i n g to t h e 

m e t h o d of C l a r k e ( C l a r k e & S m i g e l , 1 9 8 9 ) . B r i e f l y , t h e s e d i m e n t a t i o n 
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c o e f f i c i e n t s ( s ) , a n d v i s c o s i t i e s ( 7 ) a n d d e n s i t i e s (/?) a t t h e a v e r a g e 

s e d i m e n t a t i o n p o s i t i o n s ( d e t e r m i n e d f r o m c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s a n d 

i n d i c a t e d by t h e s u b s c r i p t avg) w e r e d e t e r m i n e d in H 2 0 a n d D 2 0 ( d e n o t e d 

by t h e c o r r e s p o n d i n g s u b s c r i p t s H a n d D ) a n d u s e d t o c a l c u l a t e t h e 

pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e (F) o f t h e c o m p l e x u s i n g E q u a t i o n 1. 

v = ( 5 D 7 D / S„TJ„ -1) / (pH (SDTJd I sHt]H ) - pD ) ( E q . 1) 
avg ^ ̂ avg 

T h e s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t (s20,w) f o r t h e c o m p l e x u n d e r s t a n d a r d 

c o n d i t i o n s ( 2 0 °C , w a t e r ) w a s d e t e r m i n e d u s i n g E q u a t i o n 2 . T h e v a l u e s 

u s e d f o r sTm,rjTm, a n d pTm a r e e x p e r i m e n t a l l y d e t e r m i n e d v a l u e s a t t h e 

r u n t e m p e r a t u r e ( s u b s c r i p t T) a n d in s u c r o s e g r a d i e n t s in H 2 0 o r D 2 0 

( s u b s c r i p t m). T h e d e n s i t i e s (p20,w) a n d v i s c o s i t i e s (720,^) o f w a t e r u n d e r 

s t a n d a r d c o n d i t i o n s o f 2 0 °C a r e 0 . 9 9 8 g c m " 3 a n d 0 . 0 1 0 0 2 g c m " 1 s " 1 . 

2̂o,w = *r, m (7r, m ' %o. J dl " F A o ; W ) / (1 ~ m,m)) (Eq • 2) 

T h e m o l e c u l a r m a s s o f t h e d e t e r g e n t - p r o t e i n c o m p l e x ( M c ) w a s c a l c u l a t e d 

u s i n g t h e s e d i m e n t a t i o n coe f f i c i en t (s2o,w), t h e pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e ( 7 ) , 

a n d t h e S t o k e s r a d i u s (a ) u s i n g E q u a t i o n 3 ( S i e g e l & M o n t y , 1 9 6 6 ) w h e r e 

N is A v o g a d r o ' s n u m b e r . 
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( E q . 3) 

F i n a l l y , t h e m o l e c u l a r m a s s of t h e p r o t e i n p o r t i o n o f t h e L 1 8 5 P 

p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x (Mp) w a s c a l c u l a t e d u s i n g E q u a t i o n 4 . A n a v e r a g e 

v a l u e f o r t h e pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e fo r p r o t e i n ( 0 . 7 4 m l / g ) a n d fo r t h e 

d e t e r g e n t T r i t o n X - 1 0 0 ( 0 . 9 4 m l / g ) w e r e u s e d in t h e c a l c u l a t i o n 

( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ) . 

4.2.3 Solubilization, immunoprecipitation, and velocity 

sedimentation analysis of COS-1 cell expressed proteins 

T r a n s f e c t e d C O S - 1 ce l l s f r o m 1 0 0 m m d i s h e s w e r e s c r a p e d f r o m 

p l a t e s , w a s h e d w i t h P B S , a n d i n c u b a t e d w i t h P B S in t h e p r e s e n c e o r 

a b s e n c e o f 2 0 m M D T T f o r 9 0 m i n a t 2 5 ° C . T h e c e l l s w e r e s o l u b i l i z e d w i t h 

a n e q u a l v o l u m e ( 1 5 0 pl) o f P B S c o n t a i n i n g 2 % T r i t o n X - 1 0 0 , 8 0 m M N E M , 

a n d P M S F ( p H 7 .4 ) f o r 10 m i n o n i ce . In s o m e e x p e r i m e n t s , N E M w a s 

r e p l a c e d w i t h 1 m M D T T in t h e s o l u b i l i z a t i o n bu f f e r . T h e ce l l e x t r a c t w a s 

c e n t r i f u g e d a t 9 0 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n a t 4°C a n d s u p e r n a t a n t ( s o l u b i l i z e d 

f r a c t i o n ) w a s r e t a i n e d o n ice f o r a n a l y s i s . P e r i p h e r i n - 2 w a s pu r i f i ed f r o m 

t h e s o l u b i l i z e d f r a c t i o n o n a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e i m m u n o a f f i n i t y m a t r i x a s 

p r e v i o u s l y d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 2 . 3 . 

Mp = Mc /(l + (v - 0.74)7(0.94 - v)) ( E q . 4 ) 
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Pur i f i ed p e r i p h e r i n - 2 ( a p p r o x i m a t e l y 1-2 pg p r o t e i n ) w a s a p p l i e d to 

5 - 2 0 % ( w / w ) s u c r o s e g r a d i e n t s p r e p a r e d in P B S a n d c o n t a i n i n g 0 . 1 % 

T r i t o n X - 1 0 0 ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . R o u t i n e l y , I m M D T T w a s 

i n c l u d e d in t h e g r a d i e n t s f o r D T T - t r e a t e d s a m p l e s a n a l y z e d u n d e r 

r e d u c i n g c o n d i t i o n s . A f t e r c e n t r i f u g a t i o n f o r 16 h a t 5 0 , 0 0 0 r p m in a 

B e c k m a n T L S - 5 5 r o t o r a t 4 ° C , t h e b o t t o m o f t h e c e n t r i f u g e t u b e w a s 

p u n c t u r e d a n d f o u r - d r o p f r a c t i o n s w e r e c o l l e c t e d f o r a n a l y s i s by W e s t e r n 

b l o t t i n g . T h i s p r o c e d u r e w a s u s e d to d e t e r m i n e a p p a r e n t s e d i m e n t a t i o n 

c o e f f i c i e n t s f o r c o m p a r a t i v e p u r p o s e s . 

4.2.4 SDS-PAGE and Western blotting 

S a m p l e s ( 2 5 pi c o n t a i n i n g 0 . 1 - 0 . 5 pg p e r i p h e r i n - 2 ) w e r e d e n a t u r e d 

w i t h a n e q u a l v o l u m e of S D S c o c k t a i l ( 4 % S D S , 0 . 0 2 M T r i s - H C l , p H 6 . 8 , 

2 0 % g l y c e r o l , 0 . 0 1 % b r o m o p h e n o l b l u e ) in t h e a b s e n c e ( n o n r e d u c i n g ) o r 

p r e s e n c e ( r e d u c i n g ) o f 5 % p - m e r c a p t o e t h a n o l , a n d a p p l i e d t o 8 o r 1 0 % 

S D S - p o l y a c r y l a m i d e g e l s a s d e s c r i b e d ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . A f t e r 

e l e c t r o p h o r e s i s , t h e p r o t e i n s w e r e t r a n s f e r r e d to I m m o b i l o n - P u s i n g a 

B i o - R a d s e m i d r y t r a n s f e r a p p a r a t u s . B l o t s w e r e p r o b e d w i t h m o n o c l o n a l 

a n t i b o d i e s t o p e r i p h e r i n - 2 ( P e r 2 B 6 ) ( M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ) , r o m -

1 ( R o m l C 6 ) , o r r h o d o p s i n ( R h o l D 4 ) ( M a c K e n z i e etal., 1 9 8 4 ) a n d s h e e p 

a n t i - m o u s e i m m u n o g l o b u l i n - p e r o x i d a s e f o r d e t e c t i o n by E C L . T h e 

R o m l C 6 m o n o c l o n a l a n t i b o d y w a s g e n e r a t e d to a G S T - f u s i o n p r o t e i n 
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c o n t a i n i n g t h e i n t r a d i s c a l l oop r e g i o n of r o m - 1 ( M o r i t z & M o l d a y , 1 9 9 6 ) . 

C r o s s l i n k i n g w a s p e r f o r m e d o n T r i t o n X - 1 0 0 s o l u b i l i z e d s a m p l e s w i t h 

0 . 0 0 1 % g l u t a r a l d e h y d e fo r 1 5 m i n a t 37 °C . 

4.3 R E S U L T S 

4.3.1 Molecular mass of L185P peripherin-2 under disulfide-

reducing conditions 

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s 

( + D T T ) , t h e s e d i m e n t a t i o n coe f f i c i en t o f t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t is 

s i g n i f i c a n t l y s m a l l e r t h a n t h a t o f t h e t e t r a m e r i c W T p e r i p h e r i n - 2 c o r e 

c o m p l e x ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . T o d e t e r m i n e h o w t h e 

s e d i m e n t a t i o n b e h a v i o u r o f t h i s m u t a n t r e l a t e s to i ts m o l e c u l a r m a s s , w e 

c a r r i e d o u t a h y d r o d y n a m i c s t u d y of t h e C O S - 1 ce l l e x p r e s s e d L 1 8 5 P 

p r o t e i n u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s . A s s h o w n in Fig 21A, t h e L 1 8 5 P 

m u t a n t e l u t e d f r o m a c a l i b r a t e d ge l e x c l u s i o n c o l u m n a s a s i n g l e s p e c i e s 

w i t h a S t o k e s r a d i u s o f 4 . 8 3 ± . 29 n m ( n = 5 ) , a v a l u e t h a t is s i g n i f i c a n t l y 

l o w e r t h a n t h e v a l u e o f 6 . 2 0 ± . 1 4 n m p r e v i o u s l y m e a s u r e d f o r t h e W T 

p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ) . T h e s e d i m e n t a t i o n 

c o e f f i c i e n t a n d pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e of t h e L 1 8 5 P m u t a n t w e r e 

d e t e r m i n e d by v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n in s u c r o s e g r a d i e n t s c o n t a i n i n g H2O 

a n d D 2 0 (Fig 21B). A s i n g l e d e t e r g e n t - p r o t e i n s p e c i e s w a s o b s e r v e d in 

e a c h c a s e r e s u l t i n g in a S2o,w v a l u e of 2 . 7 8 + 0 . 0 6 S ( n = 8 ) a n d a pa r t i a l 
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Fig 2 1 . Hydrodynamic analysis of COS-1 cell expressed L185P 
peripherin-2 mutant under reducing condit ions. C O S - 1 ce l l s 
e x p r e s s i n g t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t w e r e s o l u b i l i z e d in T r i t on X - 1 0 0 in 
t h e p r e s e n c e of DTT. (A ) G e l e x c l u s i o n c h r o m a t o g r a p h y of L 1 8 5 P p e r i p h e r i n -
2 . I n s e t s h o w s c a l i b r a t i o n c u r v e g e n e r a t e d f r o m s t a n d a r d s : c y t o c h r o m e c 
( c y t ) , m a l a t e d e h y d r o g e n a s e ( m a l ) , a l d o l a s e ( a i d ) , a n d a p o f e r r i t i n ( a p o ) a n d 
t h e v o i d (V o ) a n d i n c l u d e d (V t ) v o l u m e s . ( B ) V e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n o f 
L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 t h r o u g h 5 - 2 0 % s u c r o s e g r a d i e n t s m a d e u p w i t h H 2 0 o r 
D 2 0 . P e r i p h e r i n - 2 w a s d e t e c t e d o n W e s t e r n b lo t s l a b e l e d w i t h t h e P e r 2 B 6 
a n t i b o d y a n d q u a n t i f i e d by d e n s i t o m e t r y ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 4 . 2 . 2 a n d 
4 . 2 . 4 ) . 
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s p e c i f i c v o l u m e o f 0 . 8 2 m l / g . 

T h e r e w a s no d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e s e d i m e n t a t i o n p ro f i l es of 

u n p u r i f i e d a n d i m m u n o a f f i n i t y pu r i f i ed c o m p l e x ( d a t a no t s h o w n ) . 

F u r t h e r m o r e , s i n c e t h e pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e o f L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 w a s 

s i m i l a r t o t h e n a t i v e c o m p l e x f r o m rod o u t e r s e g m e n t s ( 0 . 8 3 m l / g f o r 

n a t i v e c o m p l e x ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ) ) , t h e L 1 8 5 P m u t a n t b o u n d 

s i m i l a r a m o u n t s o f d e t e r g e n t a s t h e n a t i v e c o m p l e x i n d i c a t i n g t h a t it w a s 

no t g r o s s l y m i s f o l d e d . U s i n g t h e v a l u e s d e t e r m i n e d f o r S t o k e s r a d i u s , 

s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t , a n d pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e , a m o l e c u l a r m a s s 

o f 9 1 k D a w a s c a l c u l a t e d f o r t h e L 1 8 5 P d e t e r g e n t - p r o t e i n c o m p l e x 

a c c o r d i n g to t h e m e t h o d o f C l a r k e ( C l a r k e & S m i g e l , 1 9 8 9 ) . U s i n g a n 

a v e r a g e v a l u e f o r t h e pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e f o r p r o t e i n ( 0 . 7 4 m l / g ) a n d 

t h e v a l u e f o r t h e d e t e r g e n t T r i t o n X - 1 0 0 ( 0 . 9 4 m l / g ) a n d a s s u m i n g 

a d d i t i v i t y o f pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e s fo r p r o t e i n a n d d e t e r g e n t , t h e 

m o l e c u l a r m a s s w a s e s t i m a t e d to be 5 4 k D a fo r t h e d e t e r g e n t - f r e e L 1 8 5 P 

p r o t e i n c o m p l e x . T h i s v a l u e is i n t e r m e d i a t e b e t w e e n a L 1 8 5 P m o n o m e r 

( 3 9 k D a ) a n d d i m e r ( 7 8 k D a ) , bu t c o n s i d e r a b l y l e s s t h a n t h e 

e x p e r i m e n t a l v a l u e of 1 3 5 k D a p r e v i o u s l y m e a s u r e d fo r t h e n a t i v e 

p e r i p h e r i n - 2 t e t r a m e r ( c a l c u l a t e d M r = 1 5 2 , 0 0 0 ) f r o m rod o u t e r s e g m e n t s 

( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ) . 

T o d e t e r m i n e if t h e L 1 8 5 P m u t a n t e x i s t s a s a m o n o m e r o r a d i m e r , 

a s e r i e s o f c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s t u d i e s w i t h t h e L 1 8 5 P m u t a n t a n d a 
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r e l a t e d L 1 8 5 P - 1 D 4 m u t a n t w e r e c a r r i e d o u t . T h e L 1 8 5 P m u t a n t is 

r e c o g n i z e d by m o n o c l o n a l a n t i b o d y P e r 2 B 6 ; t h e L 1 8 5 P - 1 D 4 m u t a n t 

c o n t a i n s a 9 a m i n o a c i d C - t e r m i n a l e p i t o p e t a g r e c o g n i z e d b y m o n o c l o n a l 

a n t i b o d y R h o l D 4 a n d a Q 3 4 1 P m u t a t i o n (P a t p o s i t i o n 3 4 1 is f o u n d in 

m o u s e p e r i p h e r i n - 2 ) t h a t a b o l i s h e s P e r 2 B 6 i m m u n o r e a c t i v i t y . 

T h e ab i l i t y o f L 1 8 5 P a n d L 1 8 5 P - 1 D 4 p r o t e i n s t o i n t e r a c t p o s t -

t r a n s l a t i o n a l l y w a s d e t e r m i n e d . A s s h o w n in Figure 22A, w h e n 

d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d L 1 8 5 P a n d L 1 8 5 P - 1 D 4 w e r e m i x e d t o g e t h e r a n d 

i m m u n o p r e c i p i t a t e d w i t h P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e u n d e r d i s u l f i d e r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s , L 1 8 5 P - 1 D 4 m u t a n t w a s e l u t e d in t h e u n b o u n d f r a c t i o n , 

w h e r e a s t h e L 1 8 5 P m u t a n t w a s o n l y p r e s e n t in t h e b o u n d f a c t i o n . T h i s 

r esu l t i n d i c a t e s t h a t i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d L 1 8 5 P a n d L 1 8 5 P - 1 D 4 p r o t e i n s 

d o no t a s s o c i a t e to f o r m a c o m p l e x . T h i s e x p e r i m e n t a l s o d e m o n s t r a t e s 

t h a t t h e P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e m a t r i x s e l e c t i v e l y b i n d s t h e L 1 8 5 P m u t a n t , 

bu t n o t t h e L 1 8 5 P - 1 D 4 m u t a n t . 

T o d e t e r m i n e if L 1 8 5 P a n d L 1 8 5 P - 1 D 4 m u t a n t s c a n c o - a s s e m b l e 

in to a m u l t i - s u b u n i t c o m p l e x , C O S - 1 ce l l s w e r e c o - t r a n s f e c t e d w i t h t h e 

L 1 8 5 P a n d L 1 8 5 P - 1 D 4 p l a s m i d s . T h e ce l l s w e r e t r e a t e d w i t h D T T to 

r e d u c e i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s a n d s u b s e q u e n t l y s o l u b i l i z e d in 

T r i t o n X - 1 0 0 in t h e p r e s e n c e o f N E M to b l o c k f r e e s u l f h y d r y l g r o u p s 

( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . T h e d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d e x t r a c t w a s a p p l i e d 

to a P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e c o l u m n a n d t h e u n b o u n d a n d b o u n d ( p e p t i d e -
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F ig 2 2 . Immunoprec ip i ta t ion , ve loci ty sed imenta t ion and 
crossl inking of the L185P peripherin-2 complex under reducing 
condit ions. (A ) C O S - 1 ce l l s i n d i v i d u a l l y e x p r e s s i n g t h e L 1 8 5 P a n d L 1 8 5 P -
1 D 4 m u t a n t w e r e r e d u c e d w i t h DTT a n d s o l u b i l i z e d in T r i t o n X - 1 0 0 . T h e 
e x t r a c t s w e r e m i x e d t o g e t h e r a n d i m m u n o p r e c i p i t a t e d w i t h P e r 2 B 6 -
S e p h a r o s e . T h e C O S - 1 ce l l e x t r a c t ( l ane a ) , u n b o u n d f r a c t i o n ( l a n e b) a n d 
b o u n d , p e p t i d e - e l u t e d f r a c t i o n ( l a n e c) w e r e a n a l y z e d o n W e s t e r n b lo t s 
l a b e l e d w i t h P e r 2 B 6 a n d R h o l D 4 a n t i b o d i e s . ( B ) C O S - 1 c e l l s c o e x p r e s s i n g 
L 1 8 5 P a n d L 1 8 5 P - 1 D 4 p e r i p h e r i n - 2 w e r e s o l u b i l i z e d in T r i t on X - 1 0 0 u n d e r 
r e d u c i n g c o n d i t i o n s , a n d i m m u n o p r e c i p i t a t e d w i t h P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e . T h e 
C O S - 1 ce l l e x t r a c t ( l a n e a ) , u n b o u n d f r ac t i on ( l a n e b ) , a n d b o u n d , p e p t i d e -
e l u t e d f r a c t i o n ( l a n e c) w e r e a n a l y z e d o n W e s t e r n b l o t s l a b e l e d w i t h P e r 2 B 6 
o r R h o l D 4 a n t i b o d y . (C ) T h e c o p r e c i p i t a t e d ( b o u n d , p e p t i d e - e l u t e d ) 
f r ac t i on f r o m ( B ) w a s s u b j e c t e d to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n a n d f r a c t i o n s w e r e 
a n a l y z e d o n W e s t e r n b l o t s l a b e l e d w i t h R h o l D 4 a n t i b o d y . T h e 
s e d i m e n t a t i o n p o s i t i o n o f L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 ( a r r o w h e a d ) is s h o w n fo r 
c o m p a r i s o n . ( D ) W e s t e r n b lo t o f r e d u c e d , i m m u n o a f f i n i t y pu r i f i ed L 1 8 5 P 
p e r i p h e r i n - 2 c r o s s l i n k e d w i t h g l u t a r a l d e h y d e a n d l a b e l e d w i t h t h e P e r 2 B 6 
a n t i b o d y ( m o l e c u l a r m a s s s t a n d a r d s a r e g i v e n in k D a ) ( s e e M e t h o d s 
s e c t i o n s 4 . 2 . 3 a n d 4 . 2 . 4 ) . 
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e l u t e d ) f r a c t i o n s w e r e a n a l y z e d f o r L 1 8 5 P a n d L 1 8 5 P - 1 D 4 by W e s t e r n 

b l o t t i n g . Fig 22B s h o w s t h a t a l l t h e L 1 8 5 P p r o t e i n b o u n d to t h e P e r 2 B 6 -

S e p h a r o s e m a t r i x . A p p r o x i m a t e l y 5 0 % o f t h e L 1 8 5 P - 1 D 4 p r o t e i n 

c o p r e c i p i t a t e d w i t h t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 . 

T h e i s o l a t e d L 1 8 5 P : L 1 8 5 P - 1 D 4 c o m p l e x w a s f u r t h e r a n a l y z e d by 

v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n (Fig 22C). T h e m a j o r c o m p l e x h a d a n a p p a r e n t 

s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t t h a t w a s s i m i l a r t o t h e i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d 

L 1 8 5 P (Table 5). A n a d d i t i o n a l c o m p l e x w a s a p p a r e n t n e a r t h e b o t t o m 

o f t h e t u b e . T h i s m o s t l i ke ly r e p r e s e n t s L 1 8 5 P : L 1 8 5 P - 1 D 4 a g g r e g a t e s 

t h a t f o r m d u r i n g t h e i m m u n o a f f i n i t y p u r i f i c a t i o n p r o c e d u r e . F i n a l l y , it 

w a s d e t e r m i n e d if t h e i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d a n d p u r i f i e d L 1 8 5 P m u t a n t 

c o u l d be c r o s s l i n k e d in to d i m e r . A s s h o w n in Fig 22D, a s i g n i f i c a n t 

f r a c t i o n o f d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m i g r a t e d a s a d i m e r 

o n a S D S ge l a f t e r g l u t a r a l d e h y d e c r o s s l i n k i n g . 

T a k e n t o g e t h e r , t h e h y d r o d y n a m i c a n a l y s i s , c o i m m u n o p r e c i p i t a t i o n , 

a n d c r o s s l i n k i n g s t u d i e s p r o v i d e s t r o n g e v i d e n c e t h a t t h e L 1 8 5 P 

p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t e x i s t s a s a d i m e r u n d e r d i s u l f i d e r e d u c i n g c o n d i t i o n s . 

4.3.2 Velocity sedimentation of L185A-peripherin-2 and L188P-

rom-lr and interaction of L185P-peripherin-2 with L188P-rom-l 

T o f u r t h e r e v a l u a t e t h e ro le o f l e u c i n e a t p o s i t i o n 1 8 5 o n t h e 

s u b u n i t a s s e m b l y o f p e r i p h e r i n - 2 , t h e s e d i m e n t a t i o n b e h a v i o u r o f a 
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L 1 8 5 A m u t a n t u n d e r d i s u l f i d e - r e d u c i n g c o n d i t i o n s w a s a n a l y z e d . T h e 

L 1 8 5 A m u t a n t , l i ke L 1 8 5 P , s e d i m e n t e d a s a s i n g l e s p e c i e s w i t h a n 

a p p a r e n t s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t c h a r a c t e r i s t i c o f a d i m e r (Fig 23A; 

Table 5). T h i s m u t a n t a l s o c o - a s s e m b l e d w i t h r o m - 1 in to a t e t r a m e r i c 

c o r e c o m p l e x ( d a t a no t s h o w n ) . 

R o m - 1 c o n t a i n s a l e u c i n e r e s i d u e a t a n e q u i v a l e n t p o s i t i o n 

( L e u l 8 8 ) . T h e L 1 8 8 P r o m - 1 m u t a n t s e d i m e n t e d a s a s i n g l e s p e c i e s w i t h 

a n a p p a r e n t s e d i m e n t a t i o n coe f f i c i en t o f 3 . 0 9 S , a v a l u e t h a t is 

c o n s i d e r a b l y l e s s t h a n t h a t o f W T r o m - 1 t e t r a m e r a n d c o n s i s t e n t w i t h a 

d i m e r (Fig 23B; Table 5). 

T o d e t e r m i n e if L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 c a n a s s e m b l e w i t h L 1 8 8 P r o m - 1 , 

C O S - 1 ce l l s c o - e x p r e s s i n g t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 a n d L 1 8 8 P r o m - 1 w e r e 

t r e a t e d w i t h D T T a n d t h e d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d e x t r a c t w a s 

i m m u n o p r e c i p i t a t e d w i t h P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e . Fig 23C s h o w s t h a t a 

s i g n i f i c a n t f r a c t i o n o f L 1 8 8 P r o m - 1 c o p r e c i p i t a t e d w i t h L 1 8 5 P p e r i p h e r i n -

2 . T h i s i s o l a t e d c o m p l e x s e d i m e n t e d w i t h a n a p p a r e n t s e d i m e n t a t i o n 

coe f f i c i en t o f 3 . 2 4 S (Table 5), a v a l u e i n t e r m e d i a t e b e t w e e n a L 1 8 5 P 

h o m o d i m e r (S2o,w = 3 . 6 4 S ) a n d a L 1 8 8 P h o m o d i m e r (s 2o,w = 3 . 0 9 S ) , a n d 

c o n s i s t e n t w i t h h e t e r o d i m e r f o r m a t i o n . 
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Table 5 
V e l o c i t y S e d i m e n t a t i o n o f P e r i p h e r i n - 2 a n d R o m - 1 C o r e C o m p l e x e s 1 

S p e c i e s s 2o,w ( S ) C o r e c o m p l e x 
W T p e r i p h e r i n - 2 2 5 .4 ± 0 .1 (n = 3 ) 3 h o m o t e t r a m e r 
W T r o m - 1 4 . 6 ± 0 . 3 (n = 6 ) h o m o t e t r a m e r 
W T p e r i p h e r i n - 2 - l D 4 5 .2 (n = 1) h o m o t e t r a m e r 
L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 4 3 .6 ± 0 . 2 (n= 3 ) h o m o d i m e r 
L 1 8 5 A p e r i p h e r i n - 2 3 .7 ± 0 . 3 (n= 3 ) h o m o d i m e r 
L 1 8 5 P : L 1 8 5 P - 1 D 4 3 .7 ± 0 . 2 (n= 3) h e t e r o d i m e r 
p e r i p h e r i n - 2 
L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 : L 1 8 8 P 3 .2 (n = 2) h e t e r o d i m e r 
r o m - 1 
L 1 8 8 P r o m - 1 3.1 ± 0 . 2 (n= 5) h o m o d i m e r 

1 Proteins expressed in C O S - 1 cel ls were solubi l ized in Tr i ton X - 1 0 0 , appl ied to 
5 - 2 0 % sucrose grad ients , and sed imented for 16 h at 50 ,000 rpm and 4°C in a 
B e c k m a n T L S - 5 5 rotor under reducing condi t ions. Fract ions were ana lyzed on 
Weste rn blots. S2o,w va lues are g iven in Svedbergs (S) ± S . D . 
2 va lue prev ious ly reported (Go ldberg , Loewen & Molday , 1998) 
3 n is the number of independent exper iments 
4 va lue prev ious ly reported (Goldberg & Molday, 1996a) was recalculated using 
corrected parameters as descr ibed in Go ldbe rg , Loewen & Molday (1998) 
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Fig 2 3 . Velocity sedimentat ion of L185A per ipherin-2 and L188P 
rom-1 and coprecipitat ion of L185P peripherin-2 and L188P rom-1 
under reducing condit ions. V e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n p r o f i l e s o f (A ) L 1 8 5 A 
p e r i p h e r i n - 2 a n d ( B ) L 1 8 8 P r o m - 1 m u t a n t i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d in C O S - 1 
c e l l s . P o s i t i o n s o f W T p e r i p h e r i n - 2 a n d W T r o m - 1 a r e s h o w n f o r c o m p a r i s o n 
in t h e r e s p e c t i v e p ro f i l e s . ( C ) D e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d e x t r a c t s o f C O S - 1 ce l l s 
c o e x p r e s s i n g L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 a n d L 1 8 8 P r o m - 1 w e r e 
i m m u n o p r e c i p i t a t e d w i t h P e r 2 B 6 S e p h a r o s e . T h e e x t r a c t ( a ) , u n b o u n d ( b ) , 
a n d b o u n d , p e p t i d e - e l u t e d f r a c t i o n (c) w e r e a n a l y z e d o n W e s t e r n b lo ts 
l a b e l e d w i t h P e r 2 B 6 a n d R o m l C 6 a n t i b o d i e s ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 4 . 2 . 3 ) . 
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4.3.3 Velocity sedimentation of L185P peripherin-2 under 

nonreducing conditions 

T h e W T p e r i p h e r i n - 2 c o r e t e t r a m e r f o r m s h i g h e r o r d e r , d i s u l f i d e -

l i n k e d o l i g o m e r s u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . 

T o d e t e r m i n e if t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 d i m e r a l s o f o r m s d i s u l f i d e - l i n k e d 

o l i g o m e r s , C O S - 1 ce l l s e x p r e s s i n g t h e L 1 8 5 P m u t a n t w e r e t r e a t e d w i t h 

N E M a n d s o l u b i l i z e d in T r i t o n X - 1 0 0 in t h e a b s e n c e o f D T T . T h e s o l u b l e 

e x t r a c t w a s s u b j e c t e d to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n a n d f r a c t i o n s w e r e 

a n a l y z e d o n n o n r e d u c i n g S D S - p o l y a c r y l a m i d e g e l s (Fig 24A). T h e 

v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n p ro f i l e s h o w e d t w o d i s t i n c t s p e c i e s . O n e s p e c i e s , 

a, h a d a n a p p a r e n t s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t o f 3 . 6 2 S , a v a l u e s i m i l a r to 

t h e v a l u e f o r r e d u c e d L 1 8 5 P (Table 5); t h i s s p e c i e s w a s c o m p o s e d s o l e l y 

o f m o n o m e r s w h e n a n a l y z e d o n n o n r e d u c i n g S D S g e l s . A s e c o n d s p e c i e s , 

b, h a d a n a p p a r e n t s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t o f 5 . 2 2 S , a v a l u e t h a t is 

s i m i l a r t o t h a t o b s e r v e d f o r W T t e t r a m e r i c p e r i p h e r i n - 2 c o r e s p e c i e s 

(Table 5); t h i s s p e c i e s c o n t a i n e d d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s . T h e s e r e s u l t s 

i n d i c a t e t h a t t w o L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 c o r e d i m e r s c a n l ink t o g e t h e r 

t h r o u g h i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s t o f o r m a t e t r a m e r i c c o m p l e x . 

H o w e v e r , t h i s c o m p l e x d o e s no t f o r m t h e h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s 

o b s e r v e d f o r W T p e r i p h e r i n - 2 (Fig 24C & D). 
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Fig 2 4 . Velocity sedimentat ion of L185P and W T per ipher in-2 under 
nonreducing condit ions. C O S - 1 ce l l s e x p r e s s i n g e i t h e r L 1 8 5 P o r W T 
p e r i p h e r i n - 2 w e r e s o l u b i l i z e d in T r i t on X - 1 0 0 c o n t a i n i n g N E M a n d s u b j e c t e d 
to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n . W e s t e r n b l o t s o f f r a c t i o n s s e p a r a t e d o n 
n o n r e d u c i n g S D S g e l s w e r e l a b e l e d w i t h t h e P e r 2 B 6 m o n o c l o n a l a n t i b o d y 
a n d q u a n t i f i e d by d e n s i t o m e t r y . (A ) W e s t e r n b lo t o f L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 w i t h 
s e d i m e n t a t i o n p o s i t i o n s o f d i m e r (a ) a n d t e t r a m e r (b ) s h o w n , a n d (B) 
c o r r e s p o n d i n g d e n s i t o m e t r i c p ro f i l es o f t h e m o n o m e r ( c l o s e d s q u a r e s ) a n d 
d i m e r ( o p e n c i r c l e s ) b a n d s . (C ) W e s t e r n b lo t o f W T p e r i p h e r i n - 2 w i t h 
s e d i m e n t a t i o n p o s i t i o n s of t e t r a m e r (b) a n d o l i g o m e r (c ) s h o w n , a n d (D ) 
c o r r e s p o n d i n g p r o f i l e s o f t h e m o n o m e r a n d d i m e r b a n d s ( s e e M e t h o d s 
s e c t i o n 4 . 2 . 3 ) . 
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4.3.4 Oligomerization of WT- and L185P-peripherin-2:rom-l 

complexes by velocity sedimentation 

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t b o t h W T a n d L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 

a s s e m b l e w i t h W T r o m - 1 to f o r m h e t e r o t e t r a m e r i c c o m p l e x e s u n d e r 

r e d u c i n g c o n d i t i o n s ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . T o d e t e r m i n e if t h e s e 

c o m p l e x e s c a n f o r m h i g h e r o r d e r d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s , w e e x a m i n e d 

t h e s e d i m e n t a t i o n b e h a v i o u r o f i m m u n o a f f i n i t y p u r i f i e d W T p e r i p h e r i n -

2 : r o m - l a n d t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x u n d e r n o n r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s . A s s h o w n in Fig 25A, t h e W T p e r i p h e r i n - 2 : r o m - 1 c o m p l e x 

s e d i m e n t e d a s t w o d i s t i n c t s p e c i e s . A p p r o x i m a t e l y 2 5 % o f t h e to ta l 

c o m p l e x s e d i m e n t e d a s a h e t e r o t e t r a m e r (b in Fig 25A) d e v o i d o f 

i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s a n d 7 5 % s e d i m e n t e d a s a n i n t e r m e d i a t e 

o l i g o m e r (c in Fig 25A), p r e s u m a b l y a n o c t a m e r , c o n t a i n i n g a h i g h 

p r o p o r t i o n o f i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s . 

T h e s e d i m e n t a t i o n p ro f i l e o f L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x is 

s h o w n in Fig 25B. T h r e e d i s t i n c t s p e c i e s w e r e o b s e r v e d : a h e t e r o d i m e r 

(a ) a c c o u n t i n g f o r a p p r o x i m a t e l y 1 7 % o f t h e c o m p l e x a n d c o n s i s t i n g o f 

m o n o m e r s ; a h e t e r o t e t r a m e r (b) a c c o u n t i n g f o r 2 3 % o f t h e t o ta l c o m p l e x 

a n d c o n t a i n i n g b o t h m o n o m e r a n d d i s u l f i d e - d i m e r s ; a n d a n i n t e r m e d i a t e 

o l i g o m e r ( o c t a m e r ) (c) a c c o u n t i n g f o r 6 0 % o f t o t a l c o m p l e x a n d 

c o n t a i n i n g d i s u l f i d e - l i n k e d d i m e r s . T h e s e r e s u l t s s h o w t h a t m o s t o f t h e 

L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t a s s e m b l e s w i t h r o m - 1 in to o c t a m e r i c 
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Fig 2 5 . Velocity sedimentat ion of WT per ipher in -2 : rom- l and 
L 1 8 5 P : r o m - l complexes under nonreducing condit ions. C O S - 1 ce l l s 
c o e x p r e s s i n g e i t h e r W T p e r i p h e r i n - 2 a n d W T r o m - 1 ( A ) o r L 1 8 5 P a n d W T 
r o m - 1 ( B ) w e r e s o l u b i l i z e d in T r i ton X - 1 0 0 c o n t a i n i n g N E M , pu r i f i ed w i t h 
P e r 2 B 6 S e p h a r o s e , a n d s u b j e c t e d to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n . F r a c t i o n s w e r e 
a n a l y z e d o n n o n r e d u c i n g S D S g e l s a n d W e s t e r n b l o t s w e r e l a b e l e d w i t h t h e 
R o m l C 6 m o n o c l o n a l a n t i b o d y . S e d i m e n t a t i o n p o s i t i o n s o f d i m e r ( a ) , 
t e t r a m e r ( b ) , a n d o c t a m e r (c) a r e s h o w n ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 4 . 2 . 3 ) . 
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d i s u l f i d e - l i n k e d c o m p l e x e s s i m i l a r t o t h a t o b s e r v e d f o r W T p e r i p h e r i n -

2 : r o m - l c o m p l e x . 

4.3.5 Interaction of L185P-peripherin-2 with peripherin-2-lD4 

I n d i v i d u a l s w i t h a u t o s o m a l d o m i n a n t R P e x p r e s s b o t h W T a n d 

m u t a n t p e r i p h e r i n - 2 a l l e l e s . T o d e t e r m i n e if L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t 

a s s e m b l e s w i t h W T p e r i p h e r i n - 2 , t h e L 1 8 5 P m u t a n t w a s c o - e x p r e s s e d 

w i t h p e r i p h e r i n - 2 - l D 4 c o n t a i n i n g t h e C - t e r m i n a l 1 D 4 e p i t o p e a n d t h e 

Q 3 4 1 P m u t a t i o n t h a t a b o l i s h e s P e r 2 B 6 i m m u n o r e a c t i v i t y . Fig 26A s h o w s 

t h a t u n d e r d i s u l f i d e r e d u c i n g c o n d i t i o n s o v e r 5 0 % o f t h e p e r i p h e r i n - 2 -

1 D 4 c o p r e c i p i t a t e d w i t h t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t . V e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n a n a l y s i s o f t h i s c o m p l e x s h o w e d a m i x e d p o p u l a t i o n o f 

h e t e r o d i m e r (a ) a n d h e t e r o t e t r a m e r (D ) (Fig 26B). U n d e r n o n r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s , t h e v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n p ro f i l e o f L 1 8 5 P p e r i p h e r i n -

2 : p e r i p h e r i n - 2 - l D 4 c o m p l e x (Fig 26C) r e v e a l e d t h e p r e s e n c e o f h i g h e r 

o r d e r d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s (c) a s we l l a s h e t e r o t e t r a m e r s (b) a n d 

h e t e r o d i m e r s ( a ) . In c o n t r o l e x p e r i m e n t s , t h e i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d W T -

p e r i p h e r i n - 2 - l D 4 e x h i b i t e d t h e s a m e s e d i m e n t a t i o n b e h a v i o r a s W T 

p e r i p h e r i n - 2 (Table 5), i n d i c a t i n g t h a t a d d i t i o n o f t h e 1 D 4 e p i t o p e h a d no 

e f fec t o n s u b u n i t a s s e m b l y . 
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Fig 2 6 . Immunoprecipitat ion and velocity sedimentat ion of L185P 
peripherin-2:WT per ipher in -2 - lD4 complexes under reducing and 
nonreducing condit ions. (A ) C O S - 1 ce l l s c o e x p r e s s i n g L 1 8 5 P p e r i p h e r i n -
2 a n d W T p e r i p h e r i n - 2 - l D 4 w e r e r e d u c e d w i t h DTT, s o l u b i l i z e d in T r i t on X -
1 0 0 , a n d i m m u n o p r e c i p i t a t e d w i t h P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e . T h e C O S - 1 ce l l 
e x t r a c t ( l a n e a ) , u n b o u n d f r ac t i on ( l ane b ) , a n d b o u n d , p e p t i d e - e l u t e d 
f r a c t i o n ( l a n e c ) w e r e a n a l y z e d o n W e s t e r n b l o t s l a b e l e d w i t h P e r 2 B 6 o r 
R h o l D 4 a n t i b o d y . ( B ) T h e c o p r e c i p i t a t e d c o m p l e x f r o m ( A ) w a s s u b j e c t e d 
to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n a n d f r a c t i o n s w e r e a n a l y z e d o n W e s t e r n b lo ts 
l a b e l e d w i t h R h o l D 4 a n t i b o d y . ( C ) S a m p l e s w e r e t r e a t e d a s in (A ) e x c e p t 
u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s ( - D T T ) , a n d t h e p u r i f i e d L 1 8 5 P : W T 
p e r i p h e r i n - 2 - l D 4 c o m p l e x e s w e r e s u b j e c t e d to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n . 
W e s t e r n b lo t s o f f r a c t i o n s f r o m a n o n r e d u c i n g S D S ge l w e r e l a b e l e d w i t h t h e 
R h o l D 4 a n t i b o d y . S e d i m e n t a t i o n p o s i t i o n s o f d i m e r ( a ) , t e t r a m e r ( b ) , a n d 
o l i g o m e r (c) a r e s h o w n ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 4 . 2 . 3 ) . 
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4.4 D I S C U S S I O N 

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t 

e x p r e s s e d in C O S - 1 ce l l s h a s a s e d i m e n t a t i o n c o e f f i c i e n t t h a t is 

c o n s i d e r a b l y s m a l l e r t h a n t h a t o f t h e W T p e r i p h e r i n - 2 c o r e t e t r a m e r 

( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . W e h a v e d e t e r m i n e d t h e s i z e o f t h i s m u t a n t 

by h y d r o d y n a m i c a n a l y s i s , c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n a n d c r o s s l i n k i n g . 

A l t h o u g h h y d r o d y n a m i c a n a l y s i s g a v e a m o l e c u l a r m a s s t h a t w a s 

i n t e r m e d i a t e b e t w e e n a m o n o m e r a n d d i m e r , b o t h c o p r e c i p i t a t i o n a n d 

c r o s s l i n k i n g p r o v i d e d s t r o n g e v i d e n c e t h a t t h e d e t e r g e n t - s o l u b i l i z e d 

L 1 8 5 P m u t a n t e x i s t s a s a d i m e r u n d e r d i s u l f i d e r e d u c i n g c o n d i t i o n s . T h e 

l ow v a l u e f o r t h e m o l e c u l a r m a s s o f t h e L 1 8 5 P d i m e r d e t e r m i n e d by 

h y d r o d y n a m i c m e a s u r e m e n t s is c o n s i s t e n t w i t h t h e u n d e r e s t i m a t i o n of 

t h e m o l e c u l a r m a s s of t h e n a t i v e t e t r a m e r i c p e r i p h e r i n - 2 : r o m - l c o m p l e x 

r e p o r t e d u s i n g t h i s t e c h n i q u e ( G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 b ) . T h i s 

u n d e r e s t i m a t i o n in m o l e c u l a r m a s s c a n a r i s e in p a r t f r o m t h e a s s u m p t i o n 

t h a t t h e p r o t e i n b i n d s t h e s a m e a m o u n t o f d e t e r g e n t in H2O a n d D2O 

( C l a r k e & S m i g e l , 1 9 8 9 ) . T h e e s t i m a t e d pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e of t h e 

p r o t e i n c a n a l s o c o n t r i b u t e to a n i n a c c u r a t e v a l u e f o r t h e m o l e c u l a r m a s s 

of t h e p r o t e i n . Pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e s in t h e r a n g e o f 0 . 7 1 - 0 . 7 5 m l / g 

a r e g e n e r a l l y u s e d f o r p r o t e i n s . T h e t r u e v a l u e , h o w e v e r , is d e p e n d e n t 

no t o n l y t h e a m i n o a c i d c o m p o s i t i o n o f t h e p r o t e i n , bu t a l s o o n 

c a r b o h y d r a t e in t h e c a s e o f a g l y c o p r o t e i n a s w e l l a s t h e p o s s i b l e 
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p r e s e n c e o f s m a l l a m o u n t s o f b o u n d l ip id ( C l a r k e & S m i g e l , 1 9 8 9 ) . S i n c e 

L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 is g l y c o s y l a t e d in C O S - 1 c e l l s ( d a t a n o t s h o w n ) a n d 

m a y a l s o c o n t a i n a s m a l l a m o u n t o f t i gh t l y b o u n d l ip id in t h e d e t e r g e n t 

s o l u b i l i z e d s t a t e , t h e v a l u e of 0 . 7 4 m l / g u s e d h e r e m a y r e p r e s e n t a n 

u n d e r e s t i m a t i o n o f t h e a c t u a l v a l u e f o r t h e pa r t i a l s p e c i f i c v o l u m e o f t h e 

p r o t e i n . 

T h e ro le o f t h e c o n s e r v e d l e u c i n e r e s i d u e a t p o s i t i o n 1 8 5 in s u b u n i t 

a s s e m b l y w a s d e t e r m i n e d by a n a l y z i n g s e v e r a l m u t a n t s . T h e L 1 8 5 A 

p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t b e h a v e d l i ke t h e L 1 8 5 P m u t a n t . It f o r m e d a c o r e 

d i m e r w h e n i n d i v i d u a l l y e x p r e s s e d , bu t a s s e m b l e d in to a h e t e r o t e t r a m e r 

w h e n c o - e x p r e s s e d w i t h r o m - 1 . T h i s i n d i c a t e s t h a t d e f e c t i v e 

h o m o t e t r a m e r f o r m a t i o n of t h e L 1 8 5 P m u t a n t is d u e to t h e a b s e n c e o f a 

l e u c i n e a t p o s i t i o n 1 8 5 a n d no t t h e i n t r o d u c t i o n o f a p r o l i n e r e s i d u e . T h e 

ab i l i t y o f t h e s e m u t a n t s to i n t e r a c t w i t h r o m - 1 t o f o r m a n a t i v e - l i k e 

t e t r a m e r f u r t h e r i n d i c a t e s t h a t t h e m u t a n t s a r e n o t g r o s s l y m i s f o l d e d . 

R o m - 1 h a s a l e u c i n e r e s i d u e a t a n e q u i v a l e n t p o s i t i o n ( L 1 8 8 ) w i t h i n a 

c o n s e r v e d s e g m e n t o f t h e l a r g e i n t r a d i s c a l l oop (Fig 20). R e p l a c e m e n t 

o f t h i s l e u c i n e w i t h p r o l i n e a l s o p r e v e n t e d r o m - 1 f r o m a s s e m b l i n g in to 

h o m o t e t r a m e r s . T o g e t h e r t h e s e s t u d i e s i n d i c a t e t h a t L 1 8 5 in p e r i p h e r i n -

2 a n d L 1 8 8 in r o m - 1 p l a y e s s e n t i a l r o l es in t h e a s s o c i a t i o n o f d i m e r s in to 

c o r e t e t r a m e r s . 
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T h e f a c t t h a t t h e s e m u t a n t s e x i s t a s d i m e r s , a n d no t m o n o m e r s , 

p r o v i d e s a d d i t i o n a l i n s i g h t i n to t h e q u a t e r n a r y s t r u c t u r e o f t h e p e r i p h e r i n -

2 a n d r o m - 1 c o r e c o m p l e x e s . T h e i n t e r a c t i o n s r e s p o n s i b l e f o r d i m e r 

f o r m a t i o n a r e d i s t i n c t f r o m t h o s e r e s p o n s i b l e f o r t e t r a m e r f o r m a t i o n s i n c e 

d i m e r i z a t i o n is n o t d e p e n d e n t o n l e u c i n e a t p o s i t i o n 1 8 5 in p e r i p h e r i n - 2 

(o r l e u c i n e 1 8 8 in r o m - 1 ) . O n t h i s b a s i s w e i n fe r t h a t t h e W T p e r i p h e r i n -

2 a n d r o m - 1 c o r e t e t r a m e r e x h i b i t s p s e u d o t w o - f o l d s y m m e t r y . T h i s 

l e a d s to a m o d e l in w h i c h t h e c o r e t e t r a m e r c a n be c o n s i d e r e d a s a 

' d i m e r - o f - d i m e r s ' (Fig 27). T h e d o m a i n r e s p o n s i b l e f o r d i m e r f o r m a t i o n 

is no t k n o w n a t t h e p r e s e n t t i m e . H o w e v e r , t h e ab i l i t y o f L 1 8 5 P 

p e r i p h e r i n - 2 to a s s o c i a t e w i t h L 1 8 8 P r o m - 1 to f o r m a h e t e r o d i m e r (Fig 

23C) s u g g e s t s t h a t t h e d i m e r i z a t i o n d o m a i n o f t h e s e s u b u n i t s , l i ke t h e 

t e t r a m e r i z a t i o n d o m a i n , m u s t be s t r u c t u r a l l y s i m i l a r . 

T h e c o n t r i b u t i o n o f l e u c i n e a n d o t h e r b u l k y h y d r o p h o b i c r e s i d u e s to 

t h e f o r m a t i o n a n d m a i n t e n a n c e of p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s is we l l 

d o c u m e n t e d fo r i n t r a c e l l u l a r p r o t e i n s ( t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s o f t h e b Z I P 

c l a s s l i ke G C N 4 ( O ' S h e a e t al., 1 9 9 1 ) ; t h e r e g u l a t o r y s u b u n i t o f P K A I I b 

(Li & R u b i n , 1 9 9 5 ) ) ; e x t r a c e l l u l a r m a t r i x p r o t e i n s ( t e n a s c i n s , l a m i n i n s , 

t h r o m b o s p o n d i n s ( K a m m e r e r , 1 9 9 7 ) ) ; a n d i n t e g r a l m e m b r a n e p r o t e i n s 

( g l y c o p h o r i n A ( M a c K e n z i e , P r e s t e g a r d & E n g e l m a n , 1 9 9 7 ) , m e t a b o t r o p i c 

g l u t a m a t e r e c e p t o r ( K u n i s h i m a e t al., 2 0 0 0 ) ) . R e c e n t l y , t h e c r y s t a l 

s t r u c t u r e o f t h e d i m e r i c e x t r a c e l l u l a r l i g a n d b i n d i n g r e g i o n of t h e 
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Fig 2 7 . Model for the ol igomeric structure of per ipher in-2 and the 
L185P mutant. W T p e r i p h e r i n - 2 m o n o m e r s ( t r a n s m e m b r a n e d o m a i n 
s h o w n a s a c y l i n d e r ) i n t e r a c t to f o r m a c o r e n o n c o v a l e n t t e t r a m e r w i t h a t w o 
fo ld a x i s o f s y m m e t r y . L e u c i n e a t p o s i t i o n 1 8 5 ( L 1 8 5 ) o f t h e i n t r a d i s k a l l oop 
is r e q u i r e d f o r t e t r a m e r f o r m a t i o n ( t e t r a m e r i z a t i o n ) . D i m e r f o r m a t i o n 
( d i m e r i z a t i o n ) m a y i n v o l v e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t r a n s m e m b r a n e , 
i n t r a d i s k a l , o r c y t o p l a s m i c d o m a i n s ( o m i t t e d f o r s i m p l i c i t y ) . T h e c o r e 
t e t r a m e r s l i n k - u p t h r o u g h C 1 5 0 - m e d i a t e d i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to 
f o r m h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s (on l y t h e o c t a m e r is s h o w n ) . T h e L 1 8 5 P 
p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t c o n s i s t s o f a c o r e d i m e r t h a t c a n l ink t h r o u g h C 1 5 0 
m e d i a t e d i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to f o r m a t e t r a m e r , b u t no t a h i g h e r 
o r d e r o l i g o m e r . N u m b e r s o n c y l i n d e r s i l l us t ra te t h e t w o - f o l d s y m m e t r y o f 
t h e c o r e t e t r a m e r a n d t h e c o n c e p t t h a t it c o n s i s t s o f a d i m e r o f d i m e r s 
( d i m e r i z a t i o n h a s b e e n d r a w n a s h e a d - t o - h e a d ) . R o m - 1 a l s o f o r m s 
h o m o t e t r a m e r s a n d h e t e r o t e t r a m e r s w i t h p e r i p h e r i n - 2 , b u t l i m i t s 
o l i g o m e r i z a t i o n t o o c t a m e r s . 
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m e t a b o t r o p i c g l u t a m a t e r e c e p t o r ( m G l u R ) , a s e v e n t r a n s m e m b r a n e G -

p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r , h a s b e e n s o l v e d ( K u n i s h i m a e t al., 2 0 0 0 ) . In 

t h i s c a s e , f o u r c o n s e r v e d l e u c i n e s a n d o n e i s o l e u c i n e c o n t r i b u t e to t h e 

d i m e r i n t e r f a c e . In t h e i n t r a d i s c a l l oop r e g i o n o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 , 

t h e r e a r e 9 c o n s e r v e d l e u c i n e a n d s e v e r a l c o n s e r v e d i s o l e u c i n e r e s i d u e s 

in a d d i t i o n t o L 1 8 5 . It is p o s s i b l e t h a t a t l e a s t s o m e o f t h e s e r e s i d u e s 

a l s o c o n t r i b u t e t o i n t e r - s u b u n i t i n t e r a c t i o n s o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 . 

I n t e r e s t i n g l y , m a n y o f t h e s e h y d r o p h o b i c r e s i d u e s a r e a l s o c o n s e r v e d in 

o t h e r m e m b e r s o f t h e tetraspanin f a m i l y o f p r o t e i n s i n c l u d i n g C D 9 , C D 3 7 , 

C D 5 3 , C D 6 3 , C D 8 1 / 8 2 , C D 1 5 1 , A 1 5 , a n d S J 2 3 ( s e e W r i g h t & T o m l i n s o n 

( 1 9 9 4 ) f o r r e v i e w ; a l i g n m e n t p e r f o r m e d u s i n g B L A S T c o n s e r v e d d o m a i n 

d a t a b a s e s e a r c h ) . T h i s l e a d s to t h e p o s s i b i l i t y t h a t t h e s e p r o t e i n s a l s o 

e x i s t a s o l i g o m e r i c c o m p l e x e s w h o s e s u b u n i t i n t e r a c t i o n s a r e m e d i a t e d by 

t h e s e h y d r o p h o b i c r e s i d u e s . 

P e r i p h e r i n - 2 c o n t a i n i n g c o r e t e t r a m e r s f u r t h e r l i nk t o g e t h e r t h r o u g h 

C 1 5 0 m e d i a t e d i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to f o r m h i g h e r o r d e r 

o l i g o m e r s ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . In t h i s s t u d y , w e h a v e s h o w n t h a t 

t w o L 1 8 5 P d i m e r s l ink t o g e t h e r to f o r m a d i s u l f i d e - l i n k e d t e t r a m e r (Fig 

27), b u t t h i s c o m p l e x d o e s no t f u r t h e r a s s e m b l e in to t h e h i g h e r o r d e r 

o l i g o m e r s o b s e r v e d f o r W T - p e r i p h e r i n - 2 . T h i s i n d i c a t e s t h a t c o r e 

t e t r a m e r f o r m a t i o n is no t r e q u i r e d f o r i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d 

f o r m a t i o n , bu t it is r e q u i r e d f o r t h e g e n e r a t i o n o f h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s . 
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T h i s f i n d i n g t o g e t h e r w i t h p r e v i o u s s t u d i e s s h o w i n g t h a t C 1 5 0 S 

p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t s f o r m c o r e n o n c o v a l e n t t e t r a m e r s , b u t no t h i g h e r 

o r d e r o l i g o m e r s ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) , i n d i c a t e s t h a t h i g h e r o r d e r 

o l i g o m e r i z a t i o n i n v o l v e s b o t h n o n c o v a l e n t a n d c o v a l e n t ( d i su l f i de ) 

i n t e r a c t i o n s . T h e n o n c o v a l e n t i n t e r a c t i o n s i n v o l v e d in h i g h e r o r d e r 

o l i g o m e r i z a t i o n a r e l i ke l y to be s i m i l a r t o t h o s e i n v o l v e d in 

t e t r a m e r i z a t i o n (Fig 27). F o r m a t i o n o f C 1 5 0 m e d i a t e d i n t e r m o l e c u l a r 

d i s u l f i d e b o n d s b e t w e e n a d j a c e n t t e t r a m e r s m a y in i t i a te a c o n f o r m a t i o n a l 

c h a n g e w i t h i n t h e i n t r a d i s c a l l oop t h a t f a c i l i t a t e s n o n c o v a l e n t i n t e r a c t i o n s 

r e s p o n s i b l e f o r o l i g o m e r i z a t i o n . 

D i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s a p p e a r to be i m p o r t a n t in o u t e r s e g m e n t 

d i s c f o r m a t i o n . In vitro e x p r e s s i o n o f W T p e r i p h e r i n - 2 u n d e r n o n r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s h a s b e e n r e p o r t e d to r e s u l t in f l a t t e n e d m i c r o s o m a l v e s i c l e s 

w h e r e a s e x p r e s s i o n o f W T p e r i p h e r i n - 2 u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s o r 

e x p r e s s i o n o f C 1 5 0 S p e r i p h e r i n - 2 u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s r e s u l t s in 

r o u n d v e s i c l e s ( W r i g l e y et al., 2 0 0 0 ) . It is no t k n o w n if t h e d i s u l f i d e -

l i n k e d L 1 8 5 P t e t r a m e r s c a u s e t h e f l a t t e n i n g o f t h e s e m e m b r a n e s , o r if 

h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s a r e r e q u i r e d f o r t h i s p r o c e s s . 

I n d i v i d u a l s w i t h a u t o s o m a l d o m i n a n t d i g e n i c R P e x p r e s s a W T a l l e le 

a l o n g w i t h t h e m u t a n t a l l e l e . T o u n d e r s t a n d in m o r e d e t a i l t h e m o l e c u l a r 

b a s i s f o r t h i s d i s e a s e , w e e x a m i n e d t h e i n t e r a c t i o n o f L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 

m u t a n t w i t h W T p e r i p h e r i n - 2 a n d W T r o m - 1 . C o - e x p r e s s i o n o f L 1 8 5 P a n d 
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W T p e r i p h e r i n - 2 r e s u l t e d in a m i x t u r e o f d i m e r i c a n d t e t r a m e r i c c o r e 

c o m p l e x e s t h a t f u r t h e r i n t e r a c t e d t h r o u g h i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s 

to f o r m o l i g o m e r s . L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 a l s o a s s e m b l e d w i t h r o m - 1 to 

f o r m p r e d o m i n a n t l y c o r e t e t r a m e r s a s p r e v i o u s l y s h o w n ( G o l d b e r g & 

M o l d a y , 1 9 9 6 a ) . L i ke t h e W T p r o t e i n s , t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 : r o m - 1 

h e t e r o t e t r a m e r s f u r t h e r a s s o c i a t e d v i a i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s in to 

d i s u l f i d e l i n k e d i n t e r m e d i a t e o l i g o m e r s , m o s t l i ke l y o c t a m e r s . O n t h e 

b a s i s o f t h e s e r e s u l t s , w e c o n c l u d e t h a t t h e L 1 8 5 P m u t a n t c a n i n t e r a c t 

w i t h W T p r o t e i n s t o f o r m h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s t h a t m o s t l i ke l y 

c o n t r i b u t e t o t h e f o r m a t i o n a n d s t a b i l i z a t i o n o f o u t e r s e g m e n t d i s c s . 

A u t o s o m a l d o m i n a n t d i g e n i c R P is a c o m p l e x d i s e a s e r e q u i r i n g t h e 

c o i n h e r i t a n c e o f a L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 a l l e l e a n d a n e f f e c t i v e r o m - 1 nu l l 

a l l e l e ( D r y j a etal., 1 9 9 7 ; G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ; K a j i w a r a , B e r s o n & 

D r y j a , 1 9 9 4 ) . I n d i v i d u a l s w h o i nhe r i t o n l y o n e o f t h e s e m u t a n t a l l e l e s a r e 

e s s e n t i a l l y n o r m a l . O u r d a t a s u g g e s t s t h a t t h e l eve l o f p e r i p h e r i n - 2 -

c o n t a i n i n g o l i g o m e r s is c r i t i ca l in t h e m a n i f e s t a t i o n o f t h i s d i s e a s e . S i n c e 

t h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t is i n c a p a b l e o f f o r m i n g h o m o t e t r a m e r s 

a n d c o r r e s p o n d i n g h i g h e r o r d e r d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s , i n d i v i d u a l s 

w h o i nhe r i t t h i s m u t a t i o n a l o n g w i t h a nu l l a l l e l e in r o m - 1 , wi l l h a v e a 

l eve l o f p e r i p h e r i n - c o n t a i n i n g o l i g o m e r s b e l o w t h e c r i t i ca l t h r e s h o l d l eve l 

r e q u i r e d f o r t h e f o r m a t i o n o f s t a b l e o u t e r s e g m e n t s . T h e p r e s e n c e o f 

d i s o r g a n i z e d , u n s t a b l e o u t e r s e g m e n t s wi l l l e a d to p h o t o r e c e p t o r 
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d e g e n e r a t i o n a s o b s e r v e d fo r h e t e r o z y g o u s rds m i c e ( H a w k i n s , J a n s e n & 

S a n y a l , 1 9 8 5 ) . In t h e c a s e of i n d i v i d u a l s w h o i nhe r i t o n l y t h e L 1 8 5 P 

p e r i p h e r i n - 2 m u t a t i o n , a s i g n i f i c a n t a m o u n t o f t h e L 1 8 5 P wi l l a s s e m b l e 

w i t h W T r o m - 1 , a s we l l a s W T p e r i p h e r i n - 2 , t o f o r m ' f u n c t i o n a l ' 

o l i g o m e r s . T h i s w o u l d h a v e t h e e f fec t o f r a i s i n g t h e l eve l o f o l i g o m e r s 

a b o v e t h e t h r e s h o l d n e e d e d to f o r m s t a b l e o u t e r s e g m e n t s . T h e s e 

i n d i v i d u a l s w o u l d e x p e r i e n c e l i t t le if a n y p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n a n d 

h a v e e s s e n t i a l l y n o r m a l v i s i o n . I n d i v i d u a l s w h o i nhe r i t o n l y a r o m - 1 nu l l 

a l l e l e , w o u l d be e x p e c t e d to h a v e n o r m a l l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 , a n d ha l f 

t h e l eve l o f r o m - 1 . R e d u c e d l e v e l s o f r o m - 1 , h o w e v e r , h a v e no 

a p p r e c i a b l e e f fec t o n o u t e r s e g m e n t s t r u c t u r e o r p h o t o r e c e p t o r v i ab i l i t y 

a s s h o w n in r e c e n t s t u d i e s o f h e t e r o z y g o u s r o m - 1 k n o c k o u t m i c e ( C l a r k e 

et al., 2 0 0 0 ) . H e n c e , i n d i v i d u a l s w h o i nhe r i t o n l y a nu l l a l l e l e o r a G 1 1 3 E 

m i s s e n s e m u t a t i o n in r o m - 1 w o u l d h a v e a s u f f i c i e n t l e ve l o f p e r i p h e r i n - 2 

c o n t a i n i n g o l i g o m e r s to s u p p o r t p h o t o r e c e p t o r o u t e r s e g m e n t s t r u c t u r e 

a n d p h o t o r e c e p t o r v i a b i l i t y . 

T h e L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t is d i s t i n c t f r o m p e r i p h e r i n - 2 

m u t a n t s t h a t c a u s e m o n o g e n i c a u t o s o m a l d o m i n a n t R P . F o r e x a m p l e , t h e 

C 2 1 4 S a n d C 1 6 5 S p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t s a r e h i g h l y m i s f o l d e d a n d d o no t 

f o r m c o r e t e t r a m e r s o r h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s in t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e 

of r o m - 1 ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ; L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . 

F u r t h e r m o r e , e x p r e s s i o n of t h e C 1 6 5 Y m u t a n t f a i l s t o r e s u l t in t h e 
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f o r m a t i o n of f l a t t e n e d v e s i c l e s ( W r i g l e y e t al., 2000). H e n c e , i n d i v i d u a l s 

w i t h t h e s e m u t a t i o n s w o u l d h a v e a s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d l eve l o f 

f u n c t i o n a l o l i g o m e r s in t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f rom-1 r e s u l t i n g in 

u n s t a b l e , d i s o r g a n i z e d o u t e r s e g m e n t d i s c s a n d p h o t o r e c e p t o r 

d e g e n e r a t i o n . A d o m i n a n t n e g a t i v e e f fec t o f t h e s e m i s f o l d e d m u t a n t s , 

h o w e v e r , m a y a l s o c o n t r i b u t e to p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n a n d t h e 

a u t o s o m a l d o m i n a n t R P p h e n o t y p e . 
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C H A P T E R 5 - E X P R E S S I O N O F P E R I P H E R I N - 2 V A R I A N T S I N 

T R A N S G E N I C XENOPUS LAEVIS 

5 . 1 I N T R O D U C T I O N 

T h e u n i q u e h i g h l y p o l a r i z e d n a t u r e o f p h o t o r e c e p t o r ce l l s m a k e s 

t h e m a n e x c e l l e n t s y s t e m to s t u d y p r o t e i n a n d m e m b r a n e t r a f f i c k i n g . 

H o w e v e r , t h e i r i n t i m a t e a s s o c i a t i o n w i t h R P E ce l l s in t h e e y e p r e v e n t s 

e a s y m a n i p u l a t i o n in ce l l c u l t u r e b e c a u s e t h e s e c o n t a c t s a r e no t 

m a i n t a i n e d . R o d s in ce l l c u l t u r e q u i c k l y l ose t h e i r o u t e r s e g m e n t s a n d d o 

no t d i v i d e ( T o w n e s - A n d e r s o n , M a c L e i s h & R a v i o l a , 1 9 8 5 ) . S t u d i e s o n 

t a r g e t i n g o f m u t a n t r h o d o p s i n s in M D C K c e l l s h a v e b e e n v a l u a b l e , bu t 

h a v e left m a n y q u e s t i o n s u n a n s w e r e d ( C h u a n g & S u n g , 1 9 9 8 ) . In 

c o n t r a s t , s t u d i e s in t r a n s g e n i c m i c e a n d ra t s h a v e p r o v e n v e r y u s e f u l in 

u n d e r s t a n d i n g m o r e a b o u t t h e r e q u i r e m e n t s f o r o u t e r s e g m e n t t a r g e t i n g 

o f r h o d o p s i n a n d h o w m u t a t i o n s l ead to p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n a n d 

d i s e a s e ( G r e e n e t al., 2 0 0 0 ; S u n g e t al., 1 9 9 4 ) . H o w e v e r , t h e h i g h c o s t 

a n d l e n g t h y t i m e r e q u i r e m e n t s o f t h e s e s t u d i e s p r e c l u d e e x t e n s i v e 

m o l e c u l a r m a n i p u l a t i o n o f t h e t r a n s g e n e s . R e c e n t s t u d i e s u s i n g 

t r a n s g e n i c Xenopus laevis h a v e b e e n s u c c e s s f u l in d e f i n i n g a C - t e r m i n a l 

p e p t i d e s e q u e n c e in r h o d o p s i n t h a t is r e q u i r e d f o r R O S l o c a l i z a t i o n (Tarn 

e t al., 2 0 0 0 ) . T h e l ow c o s t a n d s p e e d o f t h i s p r o c e d u r e a l l o w s fo r 

e x t e n s i v e m a n i p u l a t i o n o f t r a n s g e n e s a n d g e n e r a t i o n o f l a r g e n u m b e r s o f 

t r a n s g e n i c l i n e s . 
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U s i n g t h e t r a n s g e n i c Xenopus t e c h n o l o g y in a c o l l a b o r a t i o n w i t h 

D a v i d P a p e r m a s t e r ' s l ab a t t h e U n i v e r s i t y o f C o n n e c t i c u t , t h e e f fec t s o f 

m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 o n p r o t e i n t a r g e t i n g a n d p h o t o r e c e p t o r 

s t r u c t u r e h a v e b e e n e x a m i n e d . T h i s t e c h n i q u e i n v o l v e s e x p r e s s i o n o f t h e 

p r o t e i n o f i n t e r e s t a s a G F P - f u s i o n p r o t e i n w h i c h f a c i l i t a t e s e a s y a n d r a p i d 

s c r e e n i n g f o r t r a n s g e n i c a n i m a l s a n d a l l o w s d i r e c t l o c a l i z a t i o n o f t h e 

p r o t e i n u s i n g m i c r o s c o p y t e c h n i q u e s . T h e t r a n s g e n e is u n d e r c o n t r o l o f 

t h e Xenopus o p s i n p r o m o t e r a n d is o n l y e x p r e s s e d in t h e rod 

p h o t o r e c e p t o r s . T h e t e c h n i q u e o f r e s t r i c t i o n e n d o n u c l e a s e m e d i a t e d 

i n t e g r a t i o n ( R E M I ) is u s e d to i n c o r p o r a t e t h e t r a n s g e n e in to Xenopus 

s p e r m ( A m a y a & K r o l l , 1 9 9 9 ) . In R E M I , b o t h t h e s p e r m n u c l e i a n d t h e 

p l a s m i d c o n t a i n i n g t h e t r a n s g e n e a r e m i l d l y d i g e s t e d w i t h t h e s a m e 

r e s t r i c t i o n e n d o n u c l e a s e . W h e n m i x e d t o g e t h e r , t h e t r a n s g e n e 

i n c o r p o r a t e s in to a c o m p l e m e n t a r y r e s t r i c t i o n s i t e ( s ) in t h e s p e r m D N A . 

M i c r o i n j e c t i o n o f t h e m i x t u r e in to a Xenopus o o c y t e r e s u l t s in l i ga t i on o f 

t h e s p e r m D N A c o n t a i n i n g t h e t r a n s g e n e a n d f e r t i l i z a t i o n . If t h e 

t r a n s g e n e i n c o r p o r a t e s p r i o r t o t h e f i rs t ce l l d i v i s i o n , t h e n e v e r y ce l l in 

t h e a n i m a l wi l l h a r b o u r it. 

G F P h a s b e e n f u s e d to t h e C - t e r m i n u s o f p e r i p h e r i n - 2 to p r e v e n t 

i n t e r f e r e n c e w i t h p r o t e i n t r a n s l a t i o n a n d m e m b r a n e i n s e r t i o n . S e v e r a l 

d i s e a s e - c a u s i n g m u t a n t s h a v e b e e n c o n s t r u c t e d to d e t e r m i n e t h e e f fec t s 

o f t h e s e m u t a t i o n s in vivo (Fig 28). T h e L 1 8 5 P a n d C 2 1 4 S m u t a n t s h a v e 
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Fig 2 8 . Topological model for Xenopus peripherin-2. L o c a t i o n o f G F P 
f u s i o n a n d P e r 5 A l l M A b e p i t o p e a r e s h o w n . L o c a t i o n o f C 1 5 0 S a n d R P -
c a u s i n g m u t a t i o n s a r e g i v e n in o p e n c i r c l e s . A m i n o a c i d s d i f f e r i n g f r o m t h e 
p u b l i s h e d s e q u e n c e a r e g i v e n in b l a c k c i r c l e s . 
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b e e n c h a r a c t e r i z e d b i o c h e m i c a l l y in s o m e d e t a i l p r e v i o u s l y ( G o l d b e r g , 

L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ; L o e w e n , M o r i t z & M o l d a y , 2 0 0 1 ) ( s e e s e c t i o n s 

1 . 4 . 2 , 2 . 4 , a n d 4 . 4 ) . A d d i t i o n a l l y , t h e e f f e c t s o f e x p r e s s i o n of C 1 5 0 S 

p e r i p h e r i n - 2 - G F P o n rod s t r u c t u r e a n d d i s c m o r p h o g e n e s i s h a v e b e e n 

e x a m i n e d w i t h t h e h o p e o f u n d e r s t a n d i n g m o r e a b o u t t h e ro le o f 

d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n in t h e s e p r o c e s s e s . 

A l l t r a n s g e n i c a n i m a l s u s e d in t h i s s t u d y w e r e p r o d u c e d a t t h e 

U n i v e r s i t y o f C o n n e c t i c u t by t h e a u t h o r t o g e t h e r w i t h O . M o r i t z a n d B. 

T a r n . C o n f o c a l m i c r o s c o p y w a s p e r f o r m e d a t t h e U n i v e r s i t y o f 

C o n n e c t i c u t H e a l t h S c i e n c e s C e n t e r M i c r o s c o p y U n i t . A l l o t h e r p r o c e d u r e s 

w e r e p e r f o r m e d by t h e a u t h o r a t U . B . C . , w i t h t h e e x c e p t i o n o f s e c t i o n i n g 

f o r e l e c t r o n m i c r o s c o p y w h i c h w a s p e r f o r m e d by L a u r i e M o l d a y . 

5.2 MATERIALS AND METHODS 

5.2.1 Molecular biology 

Xenopus laevis prph-2 w a s c l o n e d f r o m to ta l r e t i na l R N A by P C R 

u s i n g s e q u e n c e - s p e c i f i c p r i m e r s b a s e d o n t h e p u b l i s h e d s e q u e n c e fo r 

Xrds-38 ( K e d z i e r s k i et al., 1 9 9 6 ) . P C R p r i m e r s c o n t a i n e d u n i q u e 

r e s t r i c t i o n s i t e s f o r c l o n i n g in to p c D N A I / a m p ( I n v i t r o g e n ) . C l o n e d P C R 

p r o d u c t s w e r e s e q u e n c e d e n t i r e l y o n b o t h s t r a n d s . T h e Xenopus 

p e r i p h e r i n - 2 - G F P f u s i o n c o n s t r u c t w a s c r e a t e d by P C R r e m o v i n g t h e prph-

2 s t o p c o d o n a n d c l o n i n g in f r a m e in to t h e X h o l a n d E c o R I s i t e s o f p e G F P -



Chapter 5 Transgenic Xenopus 134 

N 2 ( C L O N T E C H L a b o r a t o r i e s , I nc . ) a h e a d o f G F P . T h i s c o n s t r u c t w a s 

u s e d fo r e x p r e s s i o n of t h e p e r i p h e r i n - 2 - G F P f u s i o n p r o t e i n in C O S - 1 c e l l s . 

F o r e x p r e s s i o n in t r a n s g e n i c X. laevis, t h e X h o I - N o t I f r a g m e n t o f Xenopus 

p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( i n c l u d i n g G F P ) w a s s u b c l o n e d in to t h e X h o l a n d Not I 

s i t e s o f t h e p l a s m i d X O P 1 . 3 G F P - N 1 w h i c h c o n t a i n s a p o r t i o n o f t h e X. 

laevis o p s i n p r o m o t e r s e q u e n c e a n d is b a s e d o n t h e p l a s m i d p e G F P - N l 

o b t a i n e d f r o m C L O N T E C H L a b o r a t o r i e s , I nc . (Tarn e t al., 2 0 0 0 ) . 

M u t a g e n e s i s w a s p e r f o r m e d o n t h i s c o n s t r u c t t o i n t r o d u c e i n d i v i d u a l l y t h e 

R P - c a u s i n g m u t a t i o n s L 1 8 5 P , C 2 1 4 S , a n d P 2 1 6 L u s i n g t h e Q u i k C h a n g e 

P C R - b a s e d p r o t o c o l ( S t r a t a g e n e ) . B o v i n e p e r i p h e r i n - 2 - G F P a n d C 2 1 4 S -

p e r i p h e r i n - 2 - G F P f u s i o n c o n s t r u c t s w e r e c r e a t e d in a s i m i l a r m a n n e r a s 

Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P . S t o p c o d o n s w e r e r e m o v e d by P C R a n d t h e 

c o n s t r u c t s w e r e c l o n e d in f r a m e in to t h e E c o R I a n d B a m H I s i t e s o f 

p e G F P - N 3 . A s u b s e q u e n t E c o R I - N o t I f r a g m e n t c o n t a i n i n g t h e i n s e r t p l us 

G F P w a s s u b c l o n e d in to t h e B a m H I a n d No t I s i t e s o f t h e p l a s m i d 

X O P 1 . 3 G F P - N 1 . A l l c o n s t r u c t s c r e a t e d by P C R w e r e s e q u e n c e d to c o n f i r m 

t h a t no e r r o r s w e r e i n t r o d u c e d . A l l t r a n s g e n i c e x p r e s s i o n c o n s t r u c t s w e r e 

l i n e a r i z e d by d i g e s t i o n w i t h r e s t r i c t i o n e n z y m e a n d p u r i f i e d u s i n g t h e 

G e n e C l e a n K i t ( B i o l O l ) . 
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5.2.2 Monoclonal antibody production 

O l i g o n u c l e o t i d e s w e r e s y n t h e s i z e d to t h e Xenopus p e r i p h e r i n - 2 C -

t e r m i n a l a m i n o a c i d s e q u e n c e K D T I K S S W E L V K S M G K L N K V E a n d w e r e 

c l o n e d in to t h e P G E X a n d P M A L e x p r e s s i o n v e c t o r s f o r p r e p a r a t i o n o f G S T 

a n d M B P f u s i o n p r o t e i n s , r e s p e c t i v e l y . P u r i f i e d G S T f u s i o n p r o t e i n f r o m E. 

coli w a s u s e d to i m m u n i z e S w i s s W e b s t e r m i c e . T h e m o n o c l o n a l a n t i b o d y 

P e r 2 A 5 w a s p r e p a r e d f r o m a s e r o - p o s i t i v e m o u s e a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d 

( M a c k e n z i e & M o l d a y , 1 9 8 2 ) . S c r e e n i n g w a s p e r f o r m e d o n W e s t e r n b lo t s 

c o n t a i n i n g M B P f u s i o n p r o t e i n a n d b y i m m u n o f l u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y o f 

a d u l t Xenopus r e t i na l c r y o s e c t i o n s . 

5.2.3 Transgenesis, GFP screening, and tadpole rearing 

T r a n s g e n i c f r o g s w e r e g e n e r a t e d u s i n g a m o d i f i e d p r o t o c o l ( M o r i t z 

e r a / . , 1 9 9 9 ) b a s e d o n t h a t o f K ro l l a n d A m a y a (K ro l l & A m a y a , 1 9 9 6 ) a n d 

A m a y a a n d Kro l l ( A m a y a & K r o l l , 1 9 9 9 ) . X. laevis s p e r m nuc le i w e r e 

i n c u b a t e d w i t h 0.3x h i g h s p e e d e g g e x t r a c t , 0 . 0 5 U r e s t r i c t i o n e n z y m e , 

a n d 1 0 0 - 2 0 0 ng l i n e a r i z e d v e c t o r D N A . T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s t h e n 

d i l u t e d to 0.3 n u c l e i / n l a n d 10 nl w a s i n j e c t e d p e r e g g . T h e r e s u l t i n g 

e m b r y o s w e r e k e p t a t 1 8 ° C in O .lx M a r c ' s M o d i f i e d R i n g e r , 6 % Fico l l 

s o l u t i o n f o r 4 8 h a n d t h e n s w i t c h e d to O .lx G e r h a r t ' s R i n g e r S o l u t i o n ( W u 

& G e r h a r t , 1 9 9 1 ) . A t 5 - 6 d p o s t f e r t i l i z a t i o n (dp f ) r o u g h l y c o r r e s p o n d i n g 

to s t a g e s 4 0 - 4 2 ( N i e u w k o o p & F a b e r , 1 9 9 4 ) , t a d p o l e s w e r e s c r e e n e d fo r 
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G F P e x p r e s s i o n u s i n g a L e i c a M Z 8 d i s s e c t i n g m i c r o s c o p e e q u i p p e d w i t h 

e p i f l u o r e s c e n c e o p t i c s a n d a G F P f i l te r s e t . A n i m a l s w e r e p l a c e d in to 

g l a s s P a s t e u r p i p e t t e s to i m m o b i l i z e t h e m . T a d p o l e s e x p r e s s i n g G F P w e r e 

e a s i l y i den t i f i ed by t h e g r e e n f l u o r e s c e n c e e m i t t e d f r o m t h e i r e y e s . A t 14 

dp f , t r a n s g e n i c t a d p o l e s w e r e p l a c e d in t a n k s w i t h O . l x G e r h a r t ' s R i n g e r 

S o l u t i o n a n d r e a r e d a t 1 8 ° C o n a 1 2 / 1 2 h l i g h t / d a r k c y c l e . A d u l t X. laevis 

w e r e o b t a i n e d f r o m N a s c o o r X e n o p u s E x p r e s s . 

5.2.4 Immuno-EM 

T r a n s g e n i c t a d p o l e s w e r e s a c r i f i c e d a t 14 a n d 2 8 d .p . f . ( s t a g e 4 8 -

6 2 ) a n d f i x e d in 4 % p a r a f o r m a l d e h y d e , 0 .1 M s o d i u m p h o s p h a t e bu f fe r , 

p H 7 . 5 . A f t e r o v e r n i g h t f i x a t i o n , e y e s w e r e e x c i s e d a n d e m b e d d e d in L R 

W h i t e a c c o r d i n g to t h e m a n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s ( L o n d o n R e s i n 

C o m p a n y ) . T h i n s e c t i o n s w e r e l a b e l e d o v e r n i g h t w i t h a r a b b i t a n t i - G F P 

p o l y c l o n a l a n t i b o d y ( C L O N T E C H L a b o r a t o r i e s , I nc . ) d i l u t e d 1 : 1 0 0 in 1 % 

b o v i n e s e r u m a l b u m i n ( B S A ) , 0 .1 M T r i s , p H 7 . 4 . T h e r e a c t i o n s w e r e 

w a s h e d t h r e e t i m e s a n d l a b e l e d f o r 1 h w i t h a n t i - r a b b i t s e c o n d a r y 

a n t i b o d y c o n j u g a t e d to 10 n m c o l l o i d a l g o l d ( B r i t i s h B i o C e l l I n t e r n a t i o n a l ) 

d i l u t e d 1 :5 in 0 .1 M T r i s , p H 7 . 4 , 1 % B S A . A m i n i m u m o f t w o t r a n s g e n i c 

a n i m a l s w a s e x a m i n e d by i m m u n o - E M fo r e a c h c o n s t r u c t . 
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5.2.5 Immunocytochemistry, confocal and deconvolution 

microscopy 

T r a n s g e n i c t a d p o l e s w e r e s a c r i f i c e d b e t w e e n s t a g e s 4 8 - 6 2 . A f t e r 

i m m o b i l i z i n g t h e t a d p o l e s in 0 . 0 2 % T r i c a i n e , t h e i r e y e s w e r e e x c i s e d a n d 

f i x e d in 4 % p a r a f o r m a l d e h y d e , s o d i u m p h o s p h a t e bu f f e r , p H 7 . 5 , 

o v e r n i g h t . F i x e d e y e s w e r e e m b e d d e d in O C T t i s s u e e m b e d d i n g m e d i u m 

( T i s s u e - T e k ) a n d f r o z e n in a d r y i c e / i s o p e n t a n e b a t h . C r y o s t a t s e c t i o n s 

( 1 4 p m ) w e r e b l o c k e d ( 1 0 % B S A , 0 . 1 % T r i t o n X - 1 0 0 in P B S ) a n d l a b e l e d 

o v e r n i g h t w i t h 0 .1 m g / m l T e x a s R e d - c o n j u g a t e d w h e a t g e r m a g g l u t i n i n 

( T R - W G A ) ( M o l e c u l a r P r o b e s ) a n d 0 . 0 1 m g / m l H o e s c h t 3 3 3 4 2 s t a i n 

( S i g m a - A l d r i c h ) t o labe l p h o t o r e c e p t o r m e m b r a n e s a n d n u c l e i , 

r e s p e c t i v e l y . S e c t i o n s w e r e a l s o l a b e l l e d w i t h ant\-Xenopus p e r i p h e r i n - 2 

m o n o c l o n a l a n t i b o d y P e r 2 A 5 . L a b e l i n g w a s d o n e in t h e p r e s e n c e o f 1 m M 

C a C I 2 , 1 m M M g C I 2 , 1 % B S A , a n d 0 . 1 % T r i t o n X - 1 0 0 in P B S . L a b e l e d 

s e c t i o n s w e r e a n a l y z e d u s i n g a Z E I S S c o n f o c a l l a s e r s c a n n i n g m i c r o s c o p e 

( m o d e l s 4 1 0 a n d 5 1 0 ) . A m i n i m u m o f t h r e e t r a n s g e n i c a n i m a l s w a s 

e x a m i n e d b y c o n f o c a l m i c r o s c o p y f o r e a c h c o n s t r u c t . T h e c o n d i t i o n s u s e d 

fo r d e c o n v o l u t i o n m i c r o s c o p y i n v o l v e d 3 n e a r e s t n e i g h b o r s f o r l ow m a g 

i m a g e s ( 1 0 X N A 0 . 4 5 ) a n d t h e i m a g e s in t h e Z - s e r i e s w e r e s p a c e d 0 . 5 p m 

a p a r t in a l l c a s e s . O p e n l a b v e r s i o n 2 . 0 3 ( I m p r o v i s i o n ) s o f t w a r e w a s u s e d 

to d o t h e a n a l y s i s . 
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5 . 2 . 6 Transfections and plasmids 

C O S - 1 ce l l s ( c a . 6 x 1 0 5 c e l l s / 1 0 0 - m m d i s h ) w e r e t r a n s f e c t e d w i t h a 

t o ta l o f 3 0 j ig o f p l a s m i d D N A by t h e c a l c i u m p h o s p h a t e m e t h o d a n d 

h a r v e s t e d 7 2 h p o s t - t r a n s f e c t i o n a s d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 2 . 4 . P l a s m i d s 

u s e d w e r e Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( d e s c r i b e d a b o v e ) , p c P e r ( b o v i n e 

W T p e r i p h e r i n - 2 c l o n e d in to p c D N A I / a m p ) ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 

1 9 9 8 ) , p c P e r - C 2 1 4 S ( b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 w i t h t h e C 2 1 4 S m u t a t i o n c l o n e d 

in to p c D N A I / a m p ) ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ) , a n d p c P e r - P 2 1 6 L 

( b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 w i t h t h e P 2 1 6 L m u t a t i o n c l o n e d i n t o p c D N A I / a m p ) . 

5 . 2 . 7 Biochemistry 

T r a n s f e c t e d C O S - 1 ce l l s w e r e s c r a p e d f r o m 1 0 0 m m d i s h e s , w a s h e d 

w i t h P B S , a n d i n c u b a t e d w i t h P B S in t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e of 2 0 m M 

D T T fo r 9 0 m i n a t 25 °C . T h e c e l l s w e r e s o l u b i l i z e d w i t h a n e q u a l v o l u m e 

( 1 5 0 ul) o f P B S c o n t a i n i n g 2 % T r i t o n X - 1 0 0 , 8 0 m M N E M , a n d P M S F ( p H 

7 .4 ) f o r 10 m i n o n i ce . T h e ce l l e x t r a c t w a s c e n t r i f u g e d a t 9 0 , 0 0 0 x g fo r 

3 0 m i n a t 4°C a n d t h e s u p e r n a t a n t ( d e t e r g e n t s o l u b i l i z e d f r a c t i o n ) w a s 

r e t a i n e d o n ice f o r a n a l y s i s . I m m u n o p u r i f i c a t i o n o f b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 

w a s p e r f o r m e d w i t h P e r 2 B 6 - S e p h a r o s e i m m u n o a f f i n i t y m a t r i x a s 

p r e v i o u s l y d e s c r i b e d in s e c t i o n 3 . 2 . 3 . 

F o r v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n e x p e r i m e n t s d o n e u n d e r n o n r e d u c i n g 

c o n d i t i o n s , 1 0 0 uJ o f n o n r e d u c e d s o l u b i l i z e d ce l l e x t r a c t w a s a p p l i e d to 5 -
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2 0 % ( w / w ) s u c r o s e g r a d i e n t s p r e p a r e d in P B S a n d c o n t a i n i n g 0 . 1 % T r i t o n 

X - 1 0 0 ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) ( s e e m e t h o d s s e c t i o n 3 . 2 . 5 ) . A f t e r 

c e n t r i f u g a t i o n f o r 16 h a t 5 0 , 0 0 0 r p m in a B e c k m a n T L S - 5 5 r o t o r a t 4 °C , 

t h e b o t t o m o f t h e c e n t r i f u g e t u b e w a s p u n c t u r e d a n d f o u r - d r o p f r a c t i o n s 

w e r e c o l l e c t e d f o r a n a l y s i s o n W e s t e r n b l o t s . 

P r o t e i n c r o s s l i n k i n g w a s p e r f o r m e d o n d e t e r g e n t s o l u b i l i z e d ce l l 

e x t r a c t s w i t h 0 . 0 0 5 % g l u t a r a l d e h y d e f o r 15 m i n a t 3 7 ° C . F o r ge l 

e l e c t r o p h o r e s i s , s a m p l e s w e r e d e n a t u r e d w i t h a n e q u a l v o l u m e of S D S 

c o c k t a i l ( 4 % S D S , 0 . 0 2 M T r i s - H C l , p H 6 . 8 , 2 0 % g l y c e r o l , 0 . 0 1 % 

b r o m o p h e n o l b l u e ) in t h e a b s e n c e ( n o n r e d u c i n g ) o r p r e s e n c e ( r e d u c i n g ) 

o f 5 % p - m e r c a p t o e t h a n o l , a n d a p p l i e d to 6 % o r 8 % S D S - p o l y a c r y l a m i d e 

g e l s . A f t e r e l e c t r o p h o r e s i s , t h e p r o t e i n s w e r e t r a n s f e r r e d to I m m o b i l o n - P 

u s i n g a B i o - R a d s e m i d r y t r a n s f e r a p p a r a t u s . W e s t e r n B l o t s w e r e p r o b e d 

w i t h a m o n o c l o n a l a n t i b o d y a g a i n s t b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 ( P e r 2 B 6 ) 

( M o l d a y , H i c k s & M o l d a y , 1 9 8 7 ) a n d a p o l y c l o n a l a n t i b o d y a g a i n s t G F P 

( C L O N T E C H L a b o r a t o r i e s I nc . ) a n d s h e e p a n t i - m o u s e o r d o n k e y a n t i -

r a b b i t i m m u n o g l o b u l i n - p e r o x i d a s e ( A m e r s h a m - P h a r m a c i a ) f o r d e t e c t i o n 

by E C L . 
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5.3 RESULTS 

5.3.1 Cloning X. laevis peripherin-2 

Xenopus Prph-2 c D N A f r o m a d u l t X. laevis r e t i n a h a s b e e n c l o n e d 

by P C R u s i n g p r i m e r s g e n e r a t e d to t h e p u b l i s h e d s e q u e n c e o f X r d s - 3 8 

( K e d z i e r s k i e t al., 1 9 9 6 ) a n d s e q u e n c e d . T h e s e q u e n c e o f Xenopus Prph-

2 d i f f e red f r o m t h e p u b l i s h e d s e q u e n c e . F i v e a m i n o a c i d c h a n g e s w e r e 

f o u n d a t A 7 8 , A 9 2 , D 1 8 7 , F 1 8 8 , a n d S 1 8 9 . T h e s e a m i n o a c i d s a r e 

c o m p l e t e l y c o n s e r v e d in a l l m a m m a l i a n o r t h o l o g s s e q u e n c e d to d a t e 

i n c l u d i n g m o u s e , ra t , c a t , d o g , b o v i n e , a n d h u m a n (Fig 28), a n d 

t h e r e f o r e m o s t l i ke l y r e p r e s e n t t h e t r u e s e q u e n c e o f Xenopus p e r i p h e r i n -

2 . T h e n u c l e o t i d e a n d p r o t e i n s e q u e n c e h a v e b e e n d e p o s i t e d in t h e 

G e n B a n k d a t a b a s e . 

5.3.2 Molecular characterization of Xenopus peripherin-2-GFP 

Xenopus a n d b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 - G F P f u s i o n p r o t e i n s w e r e 

e x p r e s s e d in C O S - 1 ce l l s in o r d e r t o d e t e r m i n e if G F P f u s e d to t h e i r C -

t e r m i n u s a f f ec t s t h e i r b i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e 

d e m o n s t r a t e d t h a t b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 f o r m s c o r e n o n c o v a l e n t t e t r a m e r s 

t h a t a s s o c i a t e v i a d i s u l f i d e b o n d s b e t w e e n C 1 5 0 r e s i d u e s to f o r m 

i n t e r m e d i a t e a n d h i g h e r - o r d e r d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s ( L o e w e n & 

M o l d a y , 2 0 0 0 ) . T h e b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 - G F P f u s i o n p r o t e i n e x h i b i t e d t h e 

s a m e p r o p e r t i e s a s b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 w h e n a n a l y z e d f o r d i s u l f i d e -

d i m e r i z a t i o n , c r o s s l i n k i n g in t h e r e d u c e d a n d n o n r e d u c e d s t a t e s , a n d 
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a s s o c i a t i o n w i t h p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 ( d a t a no t s h o w n ) . T h e r e f o r e it 

c a n be c o n c l u d e d t h a t G F P h a s l i t t le o r no e f fec t o n i ts s t r u c t u r a l 

p r o p e r t i e s . 

Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P a l s o b e h a v e s s i m i l a r l y to b o v i n e 

p e r i p h e r i n - 2 . It l o c a l i z e d to i n t e r n a l v e s i c l e s o f C O S - 1 c e l l s a n d w a s no t 

p r e s e n t o n t h e p l a s m a m e m b r a n e ( d a t a n o t s h o w n ) . L i ke b o v i n e 

p e r i p h e r i n - 2 , it f o r m e d d i s u l f i d e - d i m e r s (Fig 29A, l a n e b) a n d c r o s s l i n k e d 

p r e d o m i n a n t l y i n to d i m e r s u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s (Fig 29A, l a n e c ) . 

C r o s s l i n k i n g u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s r e v e a l e d t h e p r e s e n c e of 

h i g h e r m o l e c u l a r w e i g h t b a n d s (Fig 29A, l a n e d ) i n d i c a t i v e o f d i s u l f i d e -

l i n k e d o l i g o m e r f o r m a t i o n ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . D i s u l f i d e - l i n k e d 

o l i g o m e r i z a t i o n o f Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P is m e d i a t e d by C 1 5 0 , l i ke 

b o v i n e ( d a t a no t s h o w n ) . Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P a l s o i n t e r a c t e d w i t h 

b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 in c o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n e x p e r i m e n t s (Fig 29, l ane 

e ) . 

5.3.3 Immunolocalization of endogenous peripherin-2 

T h e c e l l u l a r a n d s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n o f e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 

in Xenopus t a d p o l e s w a s d e t e r m i n e d u s i n g t h e m o n o c l o n a l a n t i b o d y 

P e r 2 A 5 d i r e c t e d to t h e C - t e r m i n a l ta i l o f Xenopus p e r i p h e r i n - 2 . Fig 30B 

s h o w s s p e c i f i c l o c a l i z a t i o n to rod a n d c o n e o u t e r s e g m e n t m e m b r a n e s . 

T h e v e r t i c a l s t r i a t i o n s a r e o b s e r v e d in R O S . T h i s p a t t e r n o f l abe l l i ng is 
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Fig 2 9 . Molecular characterization of Xenopus per ipher in-2 -GFP 
fusion protein. (A ) X e n o p u s p e r i p h e r i n - 2 - G F P w a s e x p r e s s e d in C O S - 1 
c e l l s a n d t h e c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h ( r e d u c e d ) o r w i t h o u t D T T ( n o n r e d u c e d ) 
a n d s o l u b i l i z e d in b u f f e r c o n t a i n i n g Tr i ton X - 1 0 0 a n d N E M . R e d u c e d ( l a n e a ) 
a n d n o n r e d u c e d ( l a n e b) e x t r a c t w a s s u b j e c t e d to S D S - P A G E u n d e r r e d u c i n g 
a n d n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s r e s p e c t i v e l y . R e d u c e d ( l a n e c ) a n d n o n r e d u c e d 
( l a n e d) e x t r a c t w a s c r o s s l i n k e d w i t h g l u t a r a l d e h y d e a n d s u b j e c t e d to S D S -
P A G E u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s . W e s t e r n b lo t a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d w i t h 
a n t i - G F P a n t i b o d y . ( B ) Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P a n d b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 
w e r e c o e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s , s o l u b i l i z e d in b u f f e r c o n t a i n i n g T r i t on X -
1 0 0 a n d N E M , a n d i m m u n o p r e c i p i t a t e d w i t h a n t i - p e r i p h e r i n - 2 m o n o c l o n a l 
a n t i b o d y P e r 2 B 6 c o u p l e d to S e p h a r o s e . T h e p e p t i d e - e l u t e d b o u n d f r a c t i o n 
w a s s u b j e c t e d to S D S - P A G E u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s a n d t h e W e s t e r n b lo t 
w a s p r o b e d w i t h P e r 2 B 6 a n d a n t i - G F P a n t i b o d i e s ( l a n e e ; b o v i n e p e r i p h e r i n -
2 ( B P e r ) a n d X e n o p u s p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( X P e r G F P ) a r e l a b e l e d ) ( s e e 
M e t h o d s s e c t i o n s 5 . 2 . 6 a n d 5 . 2 . 7 ) . 
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Fig 3 0 . Endogenous Xenopus peripherin-2 local izes to rod and cone 
outer segments . C o n f o c a l m i c r o g r a p h s o f a n o n - t r a n s g e n i c r e t i n a l a b e l l e d 
w i t h T R - W G A (A ) a n d a n t i - X e n o p u s p e r i p h e r i n - 2 m o n o c l o n a l a n t i b o d y 
P e r 2 A 5 ( B ) . N u c l e i w e r e s t a i n e d w i t h H o e s c h t 3 3 3 4 2 . In ( A ) , T R - W G A 
l a b e l l i n g ( r ed ) p r i m a r i l y r e p r e s e n t s o p s i n l o c a l i z a t i o n a n d is g r e a t e s t in rod 
a n d c o n e o u t e r s e g m e n t s . (B ) P e r i p h e r i n - 2 ( g r e e n ) l o c a l i z e s to i n c i s u r e s 
( v e r t i c a l s t r i a t i o n s m a r k e d w i t h a r r o w h e a d s ) o f r o d o u t e r s e g m e n t d i s c s a n d 
to o n e e d g e o f c o n e o u t e r s e g m e n t s ( a r r o w ) ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 5 . 2 . 5 ) . 
r o s , r od o u t e r s e g m e n t ; c o s , c o n e o u t e r s e g m e n t ; i s , r o d i n n e r s e g m e n t ; n, 
n u c l e u s . Bar , 5 f i m . 
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c o n s i s t e n t w i t h t h e l o c a l i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 to d i s c r i m s a n d i n c i s u r e s 

in R O S o f Xenopus t a d p o l e s , s i m i l a r t o t h a t o b s e r v e d in m a m m a l s 

( A r i k a w a e t al., 1 9 9 2 ) a n d a d u l t Xenopus ( K e d z i e r s k i e t al., 1 9 9 6 ) . In 

c o n e s , l a b e l l i n g is r e s t r i c t e d to a l o n g o n e s i d e o f t h e c o n e o u t e r s e g m e n t , 

a p a t t e r n c o n s i s t e n t w i t h l o c a l i z a t i o n to t h e r i m r e g i o n o f c o n e o u t e r 

s e g m e n t m e m b r a n e s . 

5.3.4 Expression of Xenopus peripherin-2-GFP in transgenic 

Xenopusrods 

The Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P t r a n s g e n e is u n d e r c o n t r o l o f t h e 

Xenopus o p s i n p r o m o t e r , w h i c h d i r e c t s s p e c i f i c e x p r e s s i o n to rod ce l l s in 

t h e r e t i n a . Fig 31A s h o w s rod p h o t o r e c e p t o r - s p e c i f i c e x p r e s s i o n of t h e 

t r a n s g e n e ( in y e l l o w ) in t h e c o n t e x t o f a w h o l e Xenopus t a d p o l e e y e (Fig 

31B). T h e c o n t i g u o u s r o w of p h o t o r e c e p t o r n u c l e i a n d l o n g u n i f o r m 

a p p e a r a n c e o f t h e rod o u t e r s e g m e n t s i n d i c a t e t h a t r e t i na l d e g e n e r a t i o n 

is no t o c c u r i n g . F u s i o n p r o t e i n is a l s o o b s e r v e d in p h a g o s o m e s o f R P E 

c e l l s , i n d i c a t i n g t h a t p r o p e r d i s c m o r p h o g e n e s i s a n d s h e d d i n g h a s 

o c c u r r e d . 

S p e c i f i c t a r g e t i n g o f t h e f u s i o n p r o t e i n to r o d o u t e r s e g m e n t s is 

o b s e r v e d in Fig 31C. V e r y l i t t le f u s i o n p r o t e i n is l o c a t e d in t h e i n n e r 

s e g m e n t s o f r o d s . N o n - u n i f o r m o r m o s a i c e x p r e s s i o n o f t h e t r a n s g e n e is 

o b s e r v e d a n d v a r i e s f r o m e y e to e y e a n d rod to r o d . T h i s is a p r o p e r t y o f 
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Fig 3 1 . Xenopus per ipher in - 2 -GFP fusion protein targets to rod 
outer segment membranes . C r y o s e c t i o n s o f w h o l e t a d p o l e e y e s w e r e 
l a b e l l e d w i t h T R - W G A ( red ) a n d H o e s c h t 3 3 3 4 2 ( b l u e ) . ( A ) D e c o n v o l u t i o n 
e p i f l u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y a n d (B ) c o r r e s p o n d i n g D I C i m a g e o f a r e t i n a 
e x p r e s s i n g Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( g r e e n a n d y e l l o w ) s h o w s l o c a l i z a t i o n 
o f t h e f u s i o n p r o t e i n to rod p h o t o r e c e p t o r s . F u s i o n p r o t e i n is a l s o p r e s e n t in 
p h a g o s o m e s o f R P E c e l l s ( a r r o w ) . ( C & D ) C o n f o c a l m i c r o g r a p h s o f r e t i n a s 
e x p r e s s i n g Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P s h o w o u t e r s e g m e n t t a r g e t i n g o f t h e 
f u s i o n p r o t e i n a n d l o c a l i z a t i o n to d i s c i n c i s u r e s ( a r r o w h e a d s ) . A l m o s t no 
G F P f l u o r e s c e n c e is d e t e c t e d in t h e i n n e r s e g m e n t s . ( I n s e t ) C r o s s - s e c t i o n 
o f a r o d o u t e r s e g m e n t s h o w s d i s c r i m a n d i n c i s u r e l a b e l l i n g ( s e e M e t h o d s 
s e c t i o n s 5 . 2 . 5 ) . I, l e n s ; r, r e t i n a ; r p e , r e t i na l p i g m e n t e p i t h e l i u m ; o s , rod 
o u t e r s e g m e n t ; i s , r o d i n n e r s e g m e n t ; n, n u c l e u s . B a r s : ( A & B ) 1 0 0 u m ; ( C ) 
10 | i m ; ( D ) 5 | i m ; ( I n s e t ) 1 p:m. 
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t h e e x p r e s s i o n s y s t e m a n d is d u e to d i f f e r e n c e s in s i t e s o f i n t e g r a t i o n a n d 

n u m b e r o f t r a n s g e n e s i n c o r p o r a t e d p e r a n i m a l ( M o r i t z e t al., 2001). Fig 

3 I D s h o w s t a r g e t i n g o f t h e f u s i o n p r o t e i n t o d i s c i n c i s u r e s ( v e r t i c a l 

s t r i a t i o n s ) a n d d i s c r i m s (Fig 31D, i n s e t ) , a s i m i l a r l o c a l i z a t i o n a s 

o b s e r v e d f o r e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 . A t h i g h e r e x p r e s s i o n l e v e l s , G F P 

f l u o r e s c e n c e s a t u r a t e s t h e d i s c r i m a n d t h e s t r i a t e d p a t t e r n is no l o n g e r 

o b s e r v e d . 

I m m u n o - e l e c t r o n m i c r o s c o p y o f t r a n s g e n i c r o d s c o n f i r m e d f u s i o n 

p r o t e i n l o c a l i z a t i o n to d i s c r i m s a n d i n c i s u r e s (Fig 32). In r e g i o n s 

e x p r e s s i n g m o d e r a t e l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 - G F P (Fig 32B,C), it w a s 

c o n f i n e d to r i m s a n d i n c i s u r e s . In r e g i o n s e x p r e s s i n g h i g h l e v e l s (Fig 

32A), f u s i o n p r o t e i n w a s a l s o o b s e r v e d in l a m e l l a r r e g i o n s in a d d i t i o n to 

r i m s . H i g h e x p r e s s i o n l e v e l s o f f u s i o n p r o t e i n a l s o c o r r e l a t e d w i t h s m a l l e r 

d i s c s a n d n a r r o w e r o u t e r s e g m e n t d i a m e t e r in m a n y r o d s (Fig 32A). 

5.3.5 Expression of bovine peripherin-2-GFP in transgenic 

Xenopus 

T o i n v e s t i g a t e if t h e r e q u i r e m e n t s f o r p r o p e r o u t e r s e g m e n t 

l o c a l i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 a r e c o n s e r v e d a c r o s s s p e c i e s , b o v i n e 

p e r i p h e r i n - 2 - G F P w a s e x p r e s s e d in t r a n s g e n i c t a d p o l e s a n d i ts 

d i s t r i b u t i o n w a s e x a m i n e d . Fig 33A s h o w s t h a t t h e b o v i n e f u s i o n p r o t e i n 

t a r g e t e d to rod o u t e r s e g m e n t s a n d d i s c i n c i s u r e s . N o f u s i o n p r o t e i n w a s 
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A J 

Fig 3 2 . Immuno-EM reveals targeting of Xenopus per ipher in-2 -GFP 
fusion protein to disc r ims (arrows) and incisures (arrowheads) . 
U l t r a t h i n s e c t i o n s o f t r a n s g e n i c r o d s w e r e l a b e l e d w i t h a n t i - G F P a n t i b o d y 
f o l l o w e d by a g o l d - c o n j u g a t e d s e c o n d a r y . (A ) C o m p o s i t e i m a g e o f a 
l o n g i t u d i n a l s e c t i o n of a rod e x p r e s s i n g h i g h l e v e l s o f t r a n s g e n e . (B ) 
L o n g i t u d i n a l s e c t i o n of a rod e x p r e s s i n g m o d e r a t e l e v e l s o f t r a n s g e n e . ( C ) 
C r o s s - s e c t i o n o f a rod e x p r e s s i n g m o d e r a t e l e v e l s o f t r a n s g e n e ( s e e 
M e t h o d s s e c t i o n 5 . 2 . 4 ) . B a r s : (A) 5 0 0 n m ; ( B ) 2 0 0 n m ; ( C ) 5 0 0 n m . 
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v i s i b l e in t h e i n n e r s e g m e n t s . B e c a u s e t h e anti-Xenopus p e r i p h e r i n - 2 

a n t i b o d y P e r 2 A 5 d i d no t c r o s s r e a c t w i t h b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 , t h e e f fec t s 

o f t r a n s g e n e e x p r e s s i o n o n e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 c o u l d be e x a m i n e d 

(Fig 33 B-D). T h e b o v i n e f u s i o n p r o t e i n c o - l o c a l i z e d w i t h e n d o g e n o u s 

p e r i p h e r i n - 2 t o i n c i s u r e s o f R O S . C o m p a r i n g t h e P e r 2 A 5 l a b e l l i n g o f t h e 

rod e x p r e s s i n g f u s i o n p r o t e i n t o t h e rod no t e x p r e s s i n g f u s i o n p r o t e i n 

i l l u s t r a t e s t h e s i m i l a r l o c a l i z a t i o n o f e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 , a n d 

s u g g e s t s t h a t t h e f u s i o n p r o t e i n d id no t c a u s e m i s t a r g e t i n g o f t h e 

e n d o g e n o u s p r o t e i n . T h e f u s i o n p r o t e i n is l i ke l y in c o m p l e x w i t h 

e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 . 

5.3.6 Transgenic expression of the Retinitis Pigmentosa-causing 

C214S mutant 

T h e C 2 1 4 S m u t a t i o n in p e r i p h e r i n - 2 is k n o w n to c a u s e a u t o s o m a l 

d o m i n a n t re t i n i t i s p i g m e n t o s a , w h e r e r o d s a r e p r i m a r i l y a f f e c t e d ( S a g a et 

al., 1 9 9 3 ) . P r e v i o u s b i o c h e m i c a l s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h i s m u t a t i o n 

p r e v e n t s c o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n a n d i n t e r a c t i o n w i t h r o m - 1 ( G o l d b e r g , 

L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ) . A m o d e l d e s c r i b i n g t h e m o l e c u l a r b a s i s f o r 

d i s e a s e h a s b e e n d e v e l o p e d t h a t s t r e s s e s t h e i m p o r t a n c e o f m a i n t a i n i n g 

a b o v e - t h r e s h o l d l e v e l s o f f u n c t i o n a l c o m p l e x e s in t h e o u t e r s e g m e n t s o f 

r o d s to p r e v e n t d i s e a s e ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ; G o l d b e r g & 

M o l d a y , 1 9 9 6 a ; L o e w e n , M o r i t z & M o l d a y , 2 0 0 1 ) . T h e e f f e c t s o f t h e 
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Fig 3 3 . Bovine per ipher in-2-GFP fusion protein targets to rod outer 
segment membranes and colocalizes with endogenous Xenopus 
peripher in-2. (A ) C o n f o c a l m i c r o g r a p h o f a r e t i n a e x p r e s s i n g b o v i n e 
p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( g r e e n ) l abe l l ed w i t h T R - W G A ( r e d ) a n d H o e s c h t 3 3 3 4 2 
( b l u e ) . ( B - D ) C o n f o c a l m i c r o g r a p h s o f a r e t i n a e x p r e s s i n g b o v i n e 
p e r i p h e r i n - 2 - G F P l a b e l l e d w i t h P e r 2 A 5 m o n o c l o n a l a n t i b o d y s h o w i n g P e r 2 A 5 
l abe l l i ng ( B ) , G F P f l u o r e s c e n c e ( C ) , a n d t h e c o m b i n e d i m a g e ( D ) ( s e e 
M e t h o d s s e c t i o n 5 . 2 . 5 ) . F u s i o n p r o t e i n c o l o c a l i z e s w i t h e n d o g e n o u s 
X e n o p u s p e r i p h e r i n - 2 to t h e i n c i s u r e s of rod o u t e r s e g m e n t d i s c m e m b r a n e s 
( y e l l o w ) , o s , r od o u t e r s e g m e n t ; i s , rod i n n e r s e g m e n t ; n , n u c l e u s . B a r s , 5 
l_im. 
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C 2 1 4 S p e r i p h e r i n - 2 m u t a t i o n o n i ts e x p r e s s i o n a n d s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n 

in t r a n s g e n i c Xenopus r o d s h a v e b e e n i n v e s t i g a t e d . Fig 34A & B s h o w 

t h a t Xenopus C 2 1 4 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P f u s i o n p r o t e i n m i s t a r g e t e d to t h e 

i n n e r s e g m e n t s a n d ce l l b o d i e s o f r o d s . In r o d s e x p r e s s i n g m o d e r a t e 

l e v e l s o f f u s i o n p r o t e i n , l o c a l i z a t i o n w a s c o n f i n e d to i n n e r s e g m e n t s a n d 

ce l l b o d i e s , w h e r e a s in r o d s e x p r e s s i n g h i g h e r l e v e l s o f t r a n s g e n e , f u s i o n 

p r o t e i n w a s o b s e r v e d a d d i t i o n a l l y in o u t e r s e g m e n t s w i t h a c c u m u l a t i o n 

n e a r t h e b a s e . R o d d e g e n e r a t i o n w a s n o t o b s e r v e d . 

Fig 34C s h o w s t h e e x p r e s s i o n o f b o v i n e C 2 1 4 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P . 

T h e s a m e p h e n o t y p e w a s o b s e r v e d a s w i t h t h e Xenopus f u s i o n p r o t e i n ; 

m i s t a r g e t i n g to t h e i n n e r s e g m e n t a n d ce l l b o d y . M i s t a r g e t i n g o f t h e 

f u s i o n p r o t e i n d i d no t h o w e v e r c a u s e m i s t a r g e t i n g o f e n d o g e n o u s 

p e r i p h e r i n - 2 (Fig 34D & E). E n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 d i d n o t c o l o c a l i z e 

w i t h t h e b o v i n e f u s i o n p r o t e i n in t h e i n n e r s e g m e n t a n d ce l l b o d y , bu t 

i n s t e a d w a s l o c a l i z e d to t h e o u t e r s e g m e n t s i m i l a r l y t o r o d s no t 

e x p r e s s i n g f u s i o n p r o t e i n . T h i s d a t a s u g g e s t s t h a t t h e f u s i o n p r o t e i n d id 

no t i n t e r a c t w i t h e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 . 

I m m u n o - e l e c t r o n m i c r o s c o p y o f r o d s e x p r e s s i n g Xenopus 

p e r i p h e r i n - 2 - G F P c o n f i r m e d f u s i o n p r o t e i n l o c a l i z a t i o n to i n n e r s e g m e n t 

m e m b r a n e s a n d s h o w s a c c u m u l a t i o n a t t h e c o n n e c t i n g c i l i u m (Fig 35A). 

O u t e r s e g m e n t d i s c s o f r o d s e x p r e s s i n g t h e m u t a n t f u s i o n p r o t e i n 

a p p e a r e d n o r m a l (Fig 35B). In o u t e r s e g m e n t s , f u s i o n p r o t e i n l o c a l i z e d 
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Fig 3 4 . C214S peripherin-2 mistargets to the rod inner segment and 
cell body, and does not cause mistargett ing of endogenous 
peripherin-2. ( A & B ) C o n f o c a l m i c r o g r a p h s o f r e t i n a s e x p r e s s i n g Xenopus 
C 2 1 4 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( g r e e n ) l abe l l ed w i t h T R - W G A ( r e d ) a n d H o e s c h t 
3 3 3 4 2 ( b l u e ) . ( C ) C o n f o c a l m i c r o g r a p h o f a r e t i n a e x p r e s s i n g b o v i n e 
C 2 1 4 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( g r e e n ) l abe l l ed w i t h T R - W G A ( r e d ) a n d H o e s c h t 
3 3 3 4 2 ( b l u e ) . ( D & E ) C o n f o c a l m i c r o g r a p h s o f a r e t i n a e x p r e s s i n g b o v i n e 
C 2 1 4 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( g r e e n ) l abe l l ed w i t h P e r 2 A 5 m o n o c l o n a l a n t i b o d y 
( r ed ) a n d H o e s c h t 3 3 3 4 2 (b l ue ) s h o w i n g P e r 2 A 5 l a b e l l i n g (D ) a n d t h e 
o v e r l a p w i t h G F P f l u o r e s c e n c e (E ) ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 5 . 2 . 5 ) . o s , rod 
o u t e r s e g m e n t ; i s , r od i n n e r s e g m e n t ; n, n u c l e u s . B a r s : ( A , B , D & E ) 5 u m ; 
( C ) 1 0 u m . 
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Fig 3 5 . I m m u n o - E M reveals accumulat ion of Xenopus C214S 
per ipher in-2-GFP fusion protein at the connect ing ci l ium in the inner 
segment . U l t r a t h i n s e c t i o n s o f t r a n s g e n i c r o d s w e r e l a b e l e d w i t h a n t i - G F P 
a n t i b o d y f o l l o w e d b y g o l d - c o n j u g a t e d s e c o n d a r y . (A) L o n g i t u d i n a l s e c t i o n 
t h r o u g h a t r a n s g e n i c rod s h o w s f u s i o n p r o t e i n a c c u m u l a t i o n a t t h e 
c o n n e c t i n g c i l i u m (cc) a n d in t h e rod i n n e r s e g m e n t ( i s ) . ( B ) F u s i o n p r o t e i n 
a c c u m u l a t e s a l o n g t h e c o n n e c t i n g c i l i u m e d g e o f t h e o u t e r s e g m e n t b u t d o e s 
no t d i s r u p t d i s c s t r u c t u r e , o s , rod o u t e r s e g m e n t ; i s , rod i n n e r s e g m e n t ; m i , 
m i t o c h o n d r i o n ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 5 . 2 . 4 ) . B a r s : (A) 2 0 0 n m ; ( B ) 1 0 0 n m . 
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in a p u n c t a t e p a t t e r n a l o n g t h e e d g e o f t h e rod c o n t i n u o u s w i t h t h e 

c o n n e c t i n g c i l i u m (Fig 35B). L a b e l l i n g o f d i s c i n c i s u r e s w a s no t 

o b s e r v e d . 

T h e m o l e c u l a r p r o p e r t i e s o f b o v i n e C 2 1 4 S p e r i p h e r i n - 2 h a v e b e e n 

e x a m i n e d by v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n a n d S D S - P A G E a n a l y s i s u n d e r 

n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s . T h i s t w o - d i m e n s i o n a l s e p a r a t i o n t e c h n i q u e 

e x a m i n e s t h e s i z e o f d e t e r g e n t s o l u b i l i z e d o l i g o m e r i c c o m p l e x e s u n d e r 

n o n d e n a t u r i n g c o n d i t i o n s a n d t h e c o n t r i b u t i o n o f i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e 

b o n d s to c o m p l e x f o r m a t i o n . Fig 36A s h o w s t h a t c o r e n o n c o v a l e n t 

t e t r a m e r s a n d h i g h e r o r d e r d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s d o n o t f o r m fo r t h e 

C 2 1 4 S m u t a n t . I n s t e a d , t h e C 2 1 4 S c o r e c o m p l e x s e d i m e n t s a s a 

n o n c o v a l e n t d i m e r (a ) a n d a s d i s u l f i d e b o n d e d t e t r a m e r s (b ) ( s e e s e c t i o n 

4 . 3 . 3 ) ( L o e w e n , M o r i t z & M o l d a y , 2 0 0 1 ) . C o n s i d e r a b l e a g g r e g a t i o n is 

a l s o p r e s e n t a s f a s t e r s e d i m e n t i n g s p e c i e s in t h e s u c r o s e g r a d i e n t . It 

c o n s i s t s o f h i g h m o l e c u l a r w e i g h t d i s u l f i d e - l i n k e d b a n d s o n t h e S D S ge l 

( c o m p a r e to t h e W T - l i k e p ro f i le in Fig 36B). A g g r e g a t i o n o f t h i s m u t a n t 

h a s b e e n o b s e r v e d o n n o n r e d u c i n g S D S g e l s a n d by v e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n u n d e r r e d u c i n g c o n d i t i o n s p r e v i o u s l y ( G o l d b e r g , L o e w e n & 

M o l d a y , 1 9 9 8 ) . T h e i nab i l i t y o f t h i s m u t a n t to f o r m c o r e t e t r a m e r s a n d 

w e l l - d e f i n e d d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s p r o v i d e s a m o l e c u l a r r a t i o n a l e f o r 

t h e m i s t a r g e t i n g o f f u s i o n p r o t e i n in t r a n s g e n i c r o d s . 
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Fig 3 6 . Velocity sedimentat ion analysis of C214S and P216L 
peripherin-2 under nonreducing condit ions. (A ) B o v i n e C 2 1 4 S 
p e r i p h e r i n - 2 w a s e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s , s o l u b i l i z e d in b u f f e r c o n t a i n i n g 
T r i t on X - 1 0 0 a n d N E M , a n d s u b j e c t e d to v e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n o n 5 - 2 0 % 
s u c r o s e g r a d i e n t s u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s . F r a c t i o n s w e r e c o l l e c t e d 
f r o m t h e t u b e b o t t o m a n d s u b j e c t e d to S D S - P A G E u n d e r n o n r e d u c i n g 
c o n d i t i o n s . W e s t e r n b lo ts w e r e l abe l l ed w i t h P e r 2 B 6 a n t i b o d y . (B ) B o v i n e 
P 2 1 6 L p e r i p h e r i n - 2 w a s e x p r e s s e d in C O S - 1 c e l l s a n d t r e a t e d a s in ( A ) . 
S e d i m e n t a t i o n p o s i t i o n s of d i m e r ( a ) , t e t r a m e r ( b ) , a n d o l i g o m e r (c) a r e 
i n d i c a t e d ( s e e M e t h o d s s e c t i o n s 5 . 2 . 6 a n d 5 . 2 . 7 ) . 
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5.3.7 Transgenic expression of the digenic RP-causing L185P 

mutant 

D i g e n i c re t i n i t i s p i g m e n t o s a is a c o m p l e x d i s e a s e t h a t r e q u i r e s b o t h 

a n L 1 8 5 P m u t a t i o n in p e r i p h e r i n - 2 a n d a nu l l o r G 1 1 3 E m u t a t i o n in r o m -

1. O n l y i n d i v i d u a l s t h a t i nhe r i t b o t h a l l e l e s d i s p l a y t h e d i s e a s e 

p h e n o t y p e . R e c e n t l y , t h e e f f ec t s o f t h e L 1 8 5 P m u t a t i o n o n p e r i p h e r i n - 2 

c o r e a n d o l i g o m e r i c s t r u c t u r e h a v e b e e n c h a r a c t e r i z e d in d e t a i l ( L o e w e n , 

M o r i t z & M o l d a y , 2 0 0 1 ) . L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 e x i s t s a s a c o r e h e t e r o d i m e r . 

A s i g n i f i c a n t f r a c t i o n f u r t h e r a s s o c i a t e s t h r o u g h d i s u l f i d e b o n d i n g to f o r m 

t e t r a m e r s . H o w e v e r , t h e s e t e t r a m e r s d o no t f o r m h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s 

u n l e s s t h e y a r e a s s o c i a t e d w i t h W T p e r i p h e r i n - 2 o r r o m - 1 . 

T h e L 1 8 5 P m u t a n t h a s b e e n e x p r e s s e d in t r a n s g e n i c r o d s a n d i ts 

s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n h a s b e e n e x a m i n e d (Fig 37). T h e Xenopus 

L 1 8 5 P - p e r i p h e r i n - 2 - G F P f u s i o n p r o t e i n l o c a l i z e d to rod o u t e r s e g m e n t s , 

i n n e r s e g m e n t s a n d ce l l b o d i e s . T h e d e g r e e o f m i s t a r g e t i n g w a s m u c h 

l e s s t h a n o b s e r v e d fo r t h e C 2 1 4 S m u t a n t , a s s i g n i f i c a n t a m o u n t s o f f u s i o n 

p r o t e i n w e r e o b s e r v e d in t h e o u t e r s e g m e n t s . L o c a l i z a t i o n to d i s c 

i n c i s u r e s w a s a l s o o b s e r v e d . R o d d e g e n e r a t i o n w a s n o t a p p a r e n t . 

5.3.8 Transgenic expression of the RP-causing P216L mutant 

Fig 38A s h o w s t h e e x p r e s s i o n o f Xenopus P 2 1 6 L - p e r i p h e r i n - 2 - G F P 

f u s i o n p r o t e i n in r o d s of a t r a n s g e n i c r e t i n a . A d r a m a t i c d i f f e r e n c e w a s 
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Fig 3 7 . L185P per ipher in-2-GFP targets to the rod outer segment , 
the rod inner segment ,and the cell body. ( A & B ) C o n f o c a l m i c r o g r a p h s 
of a r e t i n a e x p r e s s i n g X e n o p u s L 1 8 5 P - p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( g r e e n ) l abe l l ed 
w i t h T R - W G A ( r e d ) a n d H o e s c h t 3 3 3 4 2 (b l ue ) ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 5 . 2 . 5 ) . 
o s , rod o u t e r s e g m e n t ; i s , rod i n n e r s e g m e n t ; n , n u c l e u s . B a r s : (A) 10 jj.m; 
(B ) 2 . 5 urn. 
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o b s e r v e d b e t w e e n t h e ce l l m o r p h o l o g i e s o f r o d s in t h e p e r i p h e r a l r e t i na 

a n d r o d s in t h e c e n t r a l r e t i n a (Fig 38B). P e r i p h e r a l r o d s w e r e l o n g a n d 

u n i f o r m in a p p e a r a n c e a n d t h e f u s i o n p r o t e i n l o c a l i z e d to o u t e r s e g m e n t s 

a n d i n c i s u r e s s i m i l a r l y to W T (Fig 38C). R o d s in t h e c e n t r a l r e t i n a 

h o w e v e r , a p p e a r e d s h o r t e n e d a n d h i g h l y d i s o r g a n i z e d . F u s i o n p r o t e i n 

l o c a l i z e d to w h o r l s o f m e m b r a n e s in o u t e r s e g m e n t s b u t w a s no t f o u n d in 

i n n e r s e g m e n t s (Fig 38D & E). N o i n c i s u r e s w e r e v i s i b l e . R o d nuc le i 

w e r e a l s o m o r e d i s o r g a n i z e d in t h e c e n t r a l r e t i n a t h a n in t h e p e r i p h e r a l 

r e t i n a . T h e P 2 1 6 L m u t a t i o n d i d no t c a u s e m i s t a r g e t i n g o f t h e f u s i o n 

p r o t e i n t o t h e i n n e r s e g m e n t s o r ce l l b o d i e s o f r o d s a s o b s e r v e d f o r t h e 

C 2 1 4 S a n d L 1 8 5 P m u t a t i o n s . T h e P 2 1 6 L m u t a t i o n h o w e v e r , a f f e c t e d R O S 

m o r p h o l o g y a n d r e s u l t e d in p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n . 

I m m u n o - e l e c t r o n m i c r o s c o p y r e v e a l e d t h a t in p e r i p h e r a l r o d s p r i o r 

t o d e g e n e r a t i o n , f u s i o n p r o t e i n l o c a l i z e d to d i s c r i m s a n d i n c i s u r e s (Fig 

39A). D i s c s t r u c t u r e a n d o r g a n i z a t i o n a p p e a r e d n o r m a l . In c e n t r a l 

d e g e n e r a t i n g r o d s , f u s i o n p r o t e i n c o l o c a l i z e d w i t h w h o r l s o f o u t e r 

s e g m e n t m e m b r a n e s (Fig 39B & C). A b r e a k d o w n o f o u t e r s e g m e n t 

o r g a n i z a t i o n s i m i l a r to w h a t is o b s e r v e d in t h e r d s / + h e t e r o z y g o u s m o u s e 

a n d t h e P 2 1 6 L t r a n s g e n i c m o u s e w a s o b s e r v e d ( K e d z i e r s k i e t al., 1 9 9 7 ; 

S a n y a l & J a n s e n , 1 9 8 1 ) . 

V e l o c i t y s e d i m e n t a t i o n a n d S D S - P A G E a n a l y s i s o f b o v i n e P 2 1 6 L -

p e r i p h e r i n - 2 u n d e r n o n r e d u c i n g c o n d i t i o n s (Fig 36B) r e v e a l e d t h a t t h i s 
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Fig 3 8 . P216L per ipher in-2-GFP targets to the rod outer segment 
and causes rod degenerat ion. (A ) D e c o n v o l u t i o n e p i f l u o r e s c e n c e 
m i c r o s c o p y a n d (B ) c o r r e s p o n d i n g D I C i m a g e o f a r e t i n a e x p r e s s i n g 
Xenopus P 2 1 6 L - p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( g r e e n ) l a b e l l e d w i t h T R - W G A ( red ) a n d 
H o e s c h t 3 3 3 4 2 ( b l u e ) . R o d s in t h e p e r i p h e r a l r e t i n a a r e m a r k e d w i t h a n 
a r r o w a n d r o d s in t h e c e n t r a l r e t i na a r e m a r k e d w i t h a n a r r o w h e a d . C o n f o c a l 
m i c r o g r a p h s o f p e r i p h e r a l (C) a n d c e n t r a l ( D & E ) r e g i o n s o f t h e s a m e r e t i n a 
s h o w s p e c i f i c t a r g e t i n g of t h e f u s i o n p r o t e i n to t h e o u t e r s e g m e n t a n d 
d e g e n e r a t i o n o f t h e c e n t r a l r o d s . No f u s i o n p r o t e i n is v i s i b l e in t h e i n n e r 
s e g m e n t o r ce l l b o d y o f e i t h e r t h e p e r i p h e r a l o r t h e c e n t r a l r o d s ( s e e M e t h o d s 
s e c t i o n 5 . 2 . 5 ) . o s , r od o u t e r s e g m e n t ; i s , r od i n n e r s e g m e n t ; n, n u c l e u s . 
B a r s : ( A & B ) 2 0 um; ( C ) 5 Lim; (D) 10 urn; (E) 5 um. 
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Fig 3 9 . Immuno-EM of rods expressing Xenopus P216L per ipher in-2-
GFP. (A ) I m m u n o - E M of a p e r i p h e r a l rod s h o w s t r a n s g e n e l o c a l i z a t i o n to 
d i s c r i m s ( a r r o w s ) a n d i n c i s u r e s ( a r r o w h e a d s ) . (B&C) R o d s o f t h e c e n t r a l 
r e t i n a s h o w h i g h l y d i s o r g a n i z e d s h o r t e n e d o u t e r s e g m e n t s c o n s i s i t i n g of 
w h o r l s o f m e m b r a n e s w i t h t r a n s g e n e l abe l l i ng t h r o u g h o u t ( s e e M e t h o d s 
s e c t i o n 5 . 2 . 4 ) . B a r s , 2 5 0 n m . 
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m u t a t i o n d i d no t d i s r u p t c o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n o r d i s u l f i d e - m e d i a t e d 

o l i g o m e r i z a t i o n . T h i s r e s u l t e x p l a i n s t h e o b s e r v e d e x p r e s s i o n p a t t e r n in 

Xenopus r o d s . S i n c e c o r e f o r m a t i o n a n d d i s u l f i d e - m e d i a t e d 

o l i g o m e r i z a t i o n r e m a i n i n t ac t , t h e f u s i o n p r o t e i n d i d no t m i s t a r g e t to 

i n n e r s e g m e n t s o r ce l l b o d i e s . I n s t e a d , t h e p r e s e n c e o f t h e m u t a n t 

p r o t e i n in r od o u t e r s e g m e n t s r e s u l t e d in p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n . 

T h i s m u s t be d u e to a n a d d i t i o n a l u n d e f i n e d m o l e c u l a r d e f e c t . 

5.5.9 Transgenic expression of Cl50S peripherin-2 

T o d e t e r m i n e t h e ro le o f d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 in p r o t e i n t a r g e t i n g a n d d i s c m o r p h o g e n e s i s , w e h a v e 

e x p r e s s e d Xenopus C 1 5 0 S p e r i p h e r i n - 2 - G F P in t r a n s g e n i c r o d s a n d 

e x a m i n e d t h e e f f e c t s by c o n f o c a l m i c r o s c o p y . C 1 5 0 S p e r i p h e r i n - 2 f o r m s 

c o r e t e t r a m e r s bu t is i n c a p a b l e o f d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n 

( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . Fig 40 s h o w s t h a t C 1 5 0 S p e r i p h e r i n - 2 - G F P 

t a r g e t s s p e c i f i c a l l y t o R O S . No f u s i o n p r o t e i n is v i s i b l e in i n n e r s e g m e n t s . 

H o w e v e r , l o c a l i z a t i o n t o d i s c i n c i s u r e s is no t r e a d i l y o b s e r v e d a s w i t h W T 

f u s i o n p r o t e i n o r e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 . In s o m e c a s e s , a s i n g l e 

c o l u m n o f l a b e l i n g n e a r t h e c e n t e r o f t h e o u t e r s e g m e n t is o b s e r v e d (Fig 

40). T h i s m a y r e p r e s e n t a s i n g l e , d e e p i n c i s u r e . 

R o d d e g e n e r a t i o n w a s no t o b s e r v e d in a n y C 1 5 0 S a n i m a l s . B o t h 

c o n v e n t i o n a l a n d i m m u n o - e l e c t r o n m i c r o s c o p y o f r o d s e x p r e s s i n g C 1 5 0 S 



161 

Fig 4 0 . C150S per ipher in-2-GFP targets to ROS, but does not localize 
to disc incisures. ( A ) C o n f o c a l m i c r o g r a p h o f a r e t i n a e x p r e s s i n g Xenopus 
C 1 5 0 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( g r e e n ) l a b e l e d w i t h T R - W G A ( r e d ) a n d H o e s c h t 
3 3 3 4 2 ( b l u e ) . F u s i o n p r o t e i n in o u t e r s e g m e n t s is o f t e n o b s e r v e d in a c e n t r a l 
c a n a l in R O S ( a r r o w s ; * i n d i c a t e s a c r o s s - s e c t i o n o f a R O S ) . T h i s s t r u c t u r e 
m a y r e p r e s e n t a s i n g l e i n c i s u r e . (B ) R e t i n a e x p r e s s i n g p e r i p h e r i n - 2 - G F P 
s h o w n f o r c o m p a r i s o n ( s e e M e t h o d s s e c t i o n 5 . 2 . 5 ) . o s , r o d o u t e r s e g m e n t ; 
i s , rod i n n e r s e g m e n t ; n , n u c l e u s . Bar , 5 urn. 
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p e r i p h e r i n - 2 - G F P d id no t r e v e a l a n y s i g n i f i c a n t s t r u c t u r a l a b n o r m a l i t i e s in 

d i s c s o r in o r g a n i z a t i o n o f t h e o u t e r s e g m e n t ( d a t a n o t s h o w n ) . H o w e v e r , 

f e w e r i n c i s u r e s w e r e o b s e r v e d p e r r od a n d in s o m e r o d s , s m a l l v e s i c l e s 

w e r e p r e s e n t a m o n g s t t h e d i s c s in t h e o u t e r s e g m e n t . T h e s e r e s u l t s 

i m p l y t h a t o l i g o m e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 is i n v o l v e d in r i m a n d i n c i s u r e 

f o r m a t i o n a n d p o s s i b l y d i s c s t ab i l i t y . T h e l ack o f a d o m i n a n t p h e n o t y p e is 

l i ke l y t h e r e s u l t o f h a v i n g a n a b u n d a n c e o f e n d o g e n o u s W T p e r i p h e r i n - 2 

p r e s e n t in t h e s e a n i m a l s . 

5.3.10 Expression levels of transgenes 

T o e n s u r e t h a t t h e e f f ec t s o b s e r v e d f o r t h e t r a n s g e n e s w e r e no t 

a r t e f a c t s o f h i g h e x p r e s s i o n l e v e l s , w e e x a m i n e d r e t i n a s e x p r e s s i n g W T 

a n d m u t a n t p e r i p h e r i n - 2 - G F P t h a t w e r e p r o c e s s e d in p a r a l l e l by c o n f o c a l 

m i c r o s c o p y u s i n g t h e s a m e s e t t i n g s ( i . e . , l a s e r a t t e n u a t i o n , b r i g h t n e s s , 

a n d c o n t r a s t ) . T h e r e f o r e G F P i n t e n s i t y a n d t h u s f u s i o n p r o t e i n 

c o n c e n t r a t i o n is d i r e c t l y c o m p a r a b l e b e t w e e n m i c r o g r a p h s . A l t h o u g h G F P 

i n t e n s i t y is h i g h e s t in r o d s e x p r e s s i n g p e r i p h e r i n - 2 - G F P (Fig 41A), v e r y 

l i t t le f u s i o n p r o t e i n w a s l o c a t e d in rod i n n e r s e g m e n t s . In c o n t r a s t , 

m i c r o g r a p h s of r o d s e x p r e s s i n g L 1 8 5 P - p e r i p h e r i n - 2 - G F P (Fig 41B) a n d 

C 2 1 4 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P (Fig 41C) a t l o w e r l e v e l s t h a n in A s h o w e d 

c o n s i d e r a b l e m i s l o c a l i z a t i o n o f f u s i o n p r o t e i n to i n n e r s e g m e n t s a n d ce l l 

b o d i e s . M i s l o c a l i z a t i o n w a s t h e r e f o r e no t a r e s u l t o f h i g h e x p r e s s i o n of 



Fig 4 1 . Overexpression of the Xenopus fusion proteins is not the 
cause of d e r e a l i z a t i o n to the rod inner s e g m e n t or rod 
degenerat ion. T r a n s g e n i c e y e s e x p r e s s i n g X e n o p u s p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( A ) , 
L 1 8 5 P - p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( B ) , C 2 1 4 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( C ) , a n d P 2 1 6 L 
p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( D ) w e r e e x c i s e d , f i x e d , a n d s e c t i o n e d in p a r a l l e l . 
C r y o s e c t i o n s f r o m e a c h e y e w e r e c o n s e c u t i v e l y i m a g e d b y c o n f o c a l 
m i c r o s c o p y . A l l i m a g e a c q u i s i t i o n s e t t i n g s w e r e i d e n t i c a l f o r a l l f o u r s a m p l e s 
a n d p o s t m i c r o s c o p y p r o c e s s i n g w a s d o n e in p a r a l l e l t o t h e i m a g e s ( s e e 
M e t h o d s s e c t i o n 5 . 2 . 5 ) . G F P ( g r e e n ) a n d H o e s c h t 3 3 3 4 2 ( b l u e ) , o s , r od 
o u t e r s e g m e n t ; i s , rod i n n e r s e g m e n t ; n, n u c l e u s . Bar , 5 u m . 
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t h e m u t a n t f u s i o n p r o t e i n s . In r o d s e x p r e s s i n g P 2 1 6 L - p e r i p h e r i n - 2 - G F P 

(Fig 41D), f u s i o n p r o t e i n w a s no t o b s e r v e d in i n n e r s e g m e n t s o r ce l l 

b o d i e s . O v e r a l l e x p r e s s i o n o f t h i s f u s i o n p r o t e i n w a s c o m p a r a b l e to 

p e r i p h e r i n - 2 - G F P ( c o m p a r e to Fig 41A). T h e r e f o r e t h e d e g e n e r a t i o n 

o b s e r v e d in r o d s e x p r e s s i n g t h e P 2 1 6 L m u t a n t w a s no t d u e to h igh 

e x p r e s s i o n l e v e l s . 

5.4 D I S C U S S I O N 

A m o l e c u l a r r a t i o n a l e f o r h o w m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 c a u s e R P 

h a s b e e n d e v e l o p e d , bu t h a s no t b e e n t e s t e d in v i v o ( G o l d b e r g ; L o e w e n & 

M o l d a y , 1 9 9 8 ; G o l d b e r g & M o l d a y , 1 9 9 6 a ; L o e w e n , M o r i t z & M o l d a y , 

2 0 0 1 ) . T h i s m o d e l s t r e s s e s t h e i m p o r t a n c e o f h a v i n g su f f i c i en t l e v e l s of 

f u n c t i o n a l o l i g o m e r i c c o m p l e x e s in t h e o u t e r s e g m e n t . D e c r e a s e d l eve l s 

r esu l t in p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n a n d l oss o f v i s i o n . It is u n c l e a r if 

t h e m u t a n t p r o t e i n s a r e s i m p l y m i s t a r g e t e d to t h e i n n e r s e g m e n t t h e r e b y 

r e s u l t i n g in a n o v e r a l l r e d u c t i o n o f o u t e r s e g m e n t p e r i p h e r i n - 2 , o r if t h e y 

a r e t a r g e t e d to t h e o u t e r s e g m e n t w h e r e t h e y e x e r t a d o m i n a n t n e g a t i v e 

e f fec t o n p h o t o r e c e p t o r f u n c t i o n . W e h a v e d e v e l o p e d a n in vivo s y s t e m 

u s i n g t r a n s g e n i c Xenopus to e x a m i n e t h e e f f e c t s o f R P - c a u s i n g m u t a t i o n s 

in p e r i p h e r i n - 2 o n rod p h o t o r e c e p t o r s . W e d e m o n s t r a t e f o r t h e f i rs t t i m e 

t h a t t r a n s g e n i c Xenopus c a n be u s e d a s a m o d e l s y s t e m to s t u d y R P -
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l i n k e d d i s e a s e g e n e s a n d t h e m o l e c u l a r b a s i s f o r p h o t o r e c e p t o r 

d e g e n e r a t i o n . 

W e s h o w t h a t d e f e c t s in c o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n r esu l t in 

m i s t a r g e t i n g o f C 2 1 4 S a n d L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 t o rod i n n e r s e g m e n t s . 

T h e r e f o r e , i n d i v i d u a l s w i t h m u t a t i o n s t h a t r e s u l t in d e f e c t i v e t e t r a m e r 

f o r m a t i o n l i ke l y h a v e t h e d i s e a s e b e c a u s e o f d e c r e a s e d l e v e l s o f to ta l 

p e r i p h e r i n - 2 in R O S . C o r e t e t r a m e r a s s e m b l y is n e c e s s a r y f o r t a r g e t i n g 

o f p e r i p h e r i n - 2 t o rod o u t e r s e g m e n t s . A d d i t i o n a l l y , a d o m i n a n t - n e g a t i v e 

e f fec t w a s o b s e r v e d w i t h t h e P 2 1 6 L m u t a t i o n in p e r i p h e r i n - 2 . T h i s 

m u t a t i o n d i d n o t d i s r u p t c o r e o r o l i g o m e r f o r m a t i o n a n d d i d no t c a u s e 

m i s t a r g e t i n g in r o d s , b u t d i d r e s u l t in p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n . 

T h e r e f o r e , R P c a u s e d by m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 a l s o r e s u l t s f r o m 

i n t e r f e r e n c e w i t h t h e f u n c t i o n o f W T p r o t e i n in o u t e r s e g m e n t s in a 

d o m i n a n t - n e g a t i v e m a n n e r . 

D i s c m o r p h o g e n e s i s in r od a n d c o n e p h o t o r e c e p t o r s is a h i g h l y 

d y n a m i c p r o c e s s t h a t is e s s e n t i a l f o r p h o t o r e c e p t o r v i a b i l i t y a n d v i s i o n . 

N e w d i s c s a r e c r e a t e d c o n t i n u o u s l y a t a ra te o f 1 d i s c e v e r y 7 - 1 0 m i n u t e s 

( B e s h a r s e , Ho l l y f i e l d & R a y b o r n , 1 9 7 7 ; Y o u n g , 1 9 7 6 ) . P e r i p h e r i n - 2 is 

c r i t i ca l f o r d i s c f o r m a t i o n , p r o b a b l y by c r e a t i n g a n d t h e n s t a b i l i z i n g t h e 

d i s c r i m ( A r i k a w a e t a / . , 1 9 9 2 ) . T h e r e f o r e , a s t e a d y s u p p l y o f p e r i p h e r i n -

2 to t h e o u t e r s e g m e n t s o f p h o t o r e c e p t o r s is r e q u i r e d to m a i n t a i n p r o p e r 

d i s c m o r p h o g e n e s i s . D i s c m o r p h o g e n e s i s h a s b e e n s t u d i e d in Xenopus 
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laevis u s i n g e n t r a p m e n t d y e s l i ke L u c i f e r y e l l o w in c o n j u n c t i o n w i t h 

v a r i o u s p h a r m a c o l o g i c a l c o m p o u n d s ( H a l e , F i s h e r & M a t s u m o t o , 1 9 9 6 ; 

M a t s u m o t o & B e s h a r s e , 1 9 8 5 ) , bu t t h e m o l e c u l a r b a s i s h a s no t b e e n 

d e t e r m i n e d . B e c a u s e p h o t o r e c e p t o r s a r e h i g h l y p o l a r i z e d c e l l s , t h e y a r e 

a l s o a n e x c e l l e n t m o d e l s y s t e m to s t u d y p r o t e i n t a r g e t i n g , e s p e c i a l l y 

t r a f f i c k i n g o f m e m b r a n e p r o t e i n s . T h e s i z e o f Xenopus p h o t o r e c e p t o r s , 

w h i c h a r e 5 - 1 0 t i m e s t h a t o f t h e i r m a m m a l i a n c o u n t e r p a r t s , m a k e s t h e m 

e a s y t o a n a l y z e u l t r a s t r u c t u r a l l y by m i c r o s c o p y t e c h n i q u e s . W e h a v e 

e x p l o i t e d t h e s e a d v a n t a g e s in c o n j u n c t i o n w i t h t h e e a s e a n d s p e e d o f t h e 

t r a n s g e n e s i s t e c h n o l o g y to s t u d y t h e e f f ec t s o f d i s e a s e c a u s i n g m u t a t i o n s 

in p e r i p h e r i n - 2 o n p r o t e i n t a r g e t i n g a n d p h o t o r e c e p t o r m o r p h o l o g y . 

W e m u s t m a k e c e r t a i n c o n s i d e r a t i o n s w h e n a n a l y z i n g o u r r e s u l t s . 

F i r s t , t r a n s g e n e s i s is a g e n e " k n o c k - i n " p r o c e d u r e w h e r e a ful l 

c o m p l e m e n t o f e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 is p r e s e n t in t r a n s g e n i c r o d s . 

W e a r e , t h e r e f o r e , s t u d y i n g t h e e f f ec t s o f t h e m u t a n t t r a n s g e n e s o v e r 

t h o s e o f t h e f u n c t i o n a l e n d o g e n o u s p r o t e i n . B e c a u s e m u t a t i o n s in 

p e r i p h e r i n - 2 c a u s e a u t o s o m a l d o m i n a n t R P w h e r e W T p r o t e i n is a l s o 

p r e s e n t ( s e e T a b l e 2 o f I n t r o d u c t i o n ) , w e fee l t h a t s t u d y i n g t h e s e 

m u t a n t s in Xenopus d o e s m i m i c t h e d i s e a s e s t a t e . It is m o r e d i f f i cu l t to 

i s o l a t e t h e e f f e c t s o f t h e t r a n s g e n e a l o n e o n r o d f u n c t i o n , h o w e v e r . 

S e c o n d l y , m o s a i c e x p r e s s i o n o f t h e t r a n s g e n e is a n u n a v o i d a b l e 

c o n s e q u e n c e o f t h e c u r r e n t t r a n s g e n e s i s p r o c e d u r e ( M o r i t z e t al., 2 0 0 1 ) . 
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Hence, transgene expression levels will vary from rod to rod and retina to 

retina. An advantage of this variability however, is that a rod expressing 

the transgene can be compared to a neighbouring rod from the same 

retina not expressing transgene to determine effects on cell morphology 

and targeting of endogenous peripherin-2. To compensate for effects due 

to varying expression levels, relative quantitative confocal microscopy has 

been performed on all animals so the relative concentrations of fusion 

proteins can be directly compared. Thirdly, proteins are expressed with 

GFP fused to their C-terminus to facilitate rapid and easy screening for 

transgenic animals, and for fusion protein localization by fluorescence 

microscopy (Fig 28). 

It is possible that GFP may interfere with the function of peripherin-

2 . This may occur by (1 ) interfering with targeting to outer segment 

discs; (2 ) disrupting the putative C-terminal fusion domain; ( 3 ) disrupting 

interactions with other proteins; or (4 ) disrupting core and oligomer 

formation. Our results indicate that GFP does not interfere with 

peripherin-2 function since peripherin-2-GFP (1 ) targets to incisures and 

rims of rod outer segment discs similarly to endogenous peripherin-2; (2 ) 

is found in phagosomes of RPE cells suggesting that proper fusion and 

shedding occurs; ( 3 ) does not cause rod degeneration; and ( 4 ) forms 

core and oligomeric complexes similarly to WT bovine peripherin-2. 
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W e h a v e c h a r a c t e r i z e d r o d s e x p r e s s i n g Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P 

by c o n f o c a l a n d e l e c t r o n m i c r o s c o p y (Fig 31 & 32). L o c a l i z a t i o n o f t h e 

f u s i o n p r o t e i n to o u t e r s e g m e n t s c o n f i r m s t h a t G F P d o e s no t i n t e r f e re 

w i t h o u t e r s e g m e n t t a r g e t i n g . V e r y l i t t le f u s i o n p r o t e i n w a s o b s e r v e d in 

i n n e r s e g m e n t s . T h i s is i n d i c a t i v e o f a v e r y f a s t r a te o f t r a f f i c k i n g to t h e 

o u t e r s e g m e n t ( M o r i t z e t al., 2001). T a r g e t i n g o f f u s i o n p r o t e i n to d i s c 

r i m s a n d i n c i s u r e s c o n f i r m s p r o p e r f o r m a t i o n o f t h e s e s t r u c t u r e s . In 

r e g i o n s o f o u t e r s e g m e n t s e x p r e s s i n g v e r y h i g h l e v e l s o f f u s i o n p r o t e i n , 

l o c a l i z a t i o n is n o t r e s t r i c t e d to r i m s a n d i n c i s u r e s , bu t is o b s e r v e d in t h e 

l a m e l l a r r e g i o n s o f d i s c s o r o t h e r m e m b r a n e s t r u c t u r e s (Fig 32A). T h i s 

is l i ke l y d u e to a n o v e r f l o w e f fec t c a u s e d by e x c e s s f u s i o n p r o t e i n in to 

n o n - r i m r e g i o n s r a t h e r t h a n a G F P - r e l a t e d m i s t a r g e t i n g . It is no t k n o w n 

w h a t e f f e c t s t h e f u s i o n p r o t e i n h a s o n t h e s e r e g i o n s , b u t in m a n y r o d s , 

s m a l l e r d i s c s a n d s m a l l e r o u t e r s e g m e n t d i a m e t e r a r e o b s e r v e d in r e g i o n s 

o f h i g h e x p r e s s i o n . It is p o s s i b l e t h a t t h e i n c r e a s e d l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 

r e s u l t in i n c r e a s e d r a t e s o f r i m f o r m a t i o n a n d h e n c e s m a l l e r d i s c s , 

a s s u m i n g t h e ra te o f m e m b r a n e e v a g i n a t i o n r e m a i n s t h e s a m e . If t h e 

f u s i o n p r o t e i n i n h i b i t e d d i s c f o r m a t i o n , f u s i o n p r o t e i n a c c u m u l a t i o n a t t h e 

b a s e of t h e o u t e r s e g m e n t p r o x i m a l t o t h e c o n n e c t i n g c i l i u m w o u l d be 

e x p e c t e d . N e i t h e r t h i s n o r a p h e n o t y p e s i m i l a r to w h a t is o b s e r v e d in t h e 

r d s / + h e t e r o z y g o u s m o u s e w a s o b s e r v e d . R e t i n a l d e g e n e r a t i o n d id no t 

o c c u r in a n y Xenopus p e r i p h e r i n - 2 - G F P t r a n s g e n i c a n i m a l s . T h e r e f o r e , in 
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t h e fu l l r a n g e of e x p r e s s i o n l e v e l s , w h i c h m a y b e c o m p a r a b l e to 

r h o d o p s i n l e v e l s a n d h i g h e r t h a n e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 , t h e f u s i o n 

p r o t e i n d i d no t c a u s e p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n . T h i s is a n i m p o r t a n t 

c o n t r o l f o r d e t e r m i n i n g t h e e f f ec t s o f d i s e a s e - c a u s i n g m u t a t i o n s o n 

p h o t o r e c e p t o r m o r p h o l o g y a n d s u r v i v a l . 

E x p r e s s i o n o f b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 - G F P in t r a n s g e n i c Xenopus 

r e s u l t e d in a s i m i l a r l o c a l i z a t i o n a s t h e Xenopus o r t h o l o g (Fig 3 3 ) . T h e s e 

r e s u l t s a r e s i g n i f i c a n t b e c a u s e it s h o w s t h a t t h e p r o t e i n s o r t i n g m a c h i n e r y 

h a s b e e n c o n s e r v e d t h r o u g h e v o l u t i o n a n d t h a t it is p o s s i b l e t o s t u d y 

m a m m a l i a n g e n e s in t h i s s y s t e m . T h e r e f o r e , e x p e r i m e n t s c a n be 

d e s i g n e d in t r a n s g e n i c Xenopus t o e l u c i d a t e t h e s i g n a l s a n d m e c h a n i s m s 

of p r o t e i n t a r g e t i n g u s i n g Xenopus o r m a m m a l i a n o r t h o l o g s of g e n e s . B y 

e x p r e s s i n g b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 - G F P , it w a s p o s s i b l e t o e x a m i n e t h e 

e f f ec t s o f f u s i o n p r o t e i n o n t h e l o c a l i z a t i o n o f e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 . 

T h e b o v i n e f u s i o n p r o t e i n c o - l o c a l i z e d w i t h e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 to 

rod o u t e r s e g m e n t s a n d d i s c i n c i s u r e s (Fig 3 3 ) . T h e s e d a t a in 

c o n j u n c t i o n w i t h o u r m o l e c u l a r d a t a s h o w i n g t h a t b o v i n e p e r i p h e r i n - 2 

a s s e m b l e s w i t h Xenopus p e r i p h e r i n - 2 (Fig 2 9 ) s t r o n g l y s u g g e s t t h a t 

t h e s e p r o t e i n s a r e in c o m p l e x in t r a n s g e n i c r o d s . F u r t h e r e v i d e n c e c o m e s 

f r o m r o d s e x p r e s s i n g e x t r e m e l y h i g h l e v e l s o f b o v i n e f u s i o n p r o t e i n . 

C o l o c a l i z e d m i s t a r g e t i n g o f b o t h t h e f u s i o n p r o t e i n a n d e n d o g e n o u s 

p e r i p h e r i n - 2 to i n n e r s e g m e n t s w a s o b s e r v e d ( d a t a n o t s h o w n ) . W e 
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b e l i e v e t h a t t h i s m i s t a r g e t i n g is d u e to t h e a b n o r m a l l y h i g h l eve l s o f 

t r a n s g e n e e x p r e s s i o n ( m u c h h i g h e r t h a n o b s e r v e d f o r X e n o p u s 

p e r i p h e r i n - 2 - G F P ) a n d is no t a r esu l t o f a n i n h e r e n t m i s t a r g e t i n g p r o p e r t y 

o f t h e b o v i n e f u s i o n p r o t e i n . O t h e r w i s e m i s t a r g e t i n g w o u l d be o b s e r v e d a t 

m o d e r a t e to l ow f u s i o n p r o t e i n l e v e l s s i m i l a r l y to t h e C 2 1 4 S m u t a n t . 

T h e s e r e s u l t s d o c o n f i r m t h a t t h e f u s i o n p r o t e i n is in c o m p l e x w i t h 

e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 . 

W e h a v e e x a m i n e d t h e e f f ec t s o f t h e R P - c a u s i n g C 2 1 4 S m u t a t i o n in 

p e r i p h e r i n - 2 b y e x p r e s s i o n in t r a n s g e n i c Xenopus (Fig 34). A n o b v i o u s 

t a r g e t i n g d e f e c t is p r e s e n t in t h i s p r o t e i n w h i c h p r e v e n t s m o s t o f it f r o m 

r e a c h i n g t h e o u t e r s e g m e n t . M u t a n t f u s i o n p r o t e i n a c c u m u l a t e s in 

m e m b r a n e s o f t h e i n n e r s e g m e n t a n d ce l l b o d y . In r o d s e x p r e s s i n g 

h i g h e r l e v e l s , f u s i o n p r o t e i n a c c u m u l a t e s n e a r t h e b a s e o f t h e o u t e r 

s e g m e n t . E l e c t r o n m i c r o s c o p y (Fig 35) r e v e a l e d t h a t f u s i o n p r o t e i n 

a c c u m u l a t e d a t t h e c o n n e c t i n g c i l i u m in t h e i n n e r s e g m e n t a n d a l o n g t h e 

e d g e o f t h e o u t e r s e g m e n t p r o x i m a l t o t h e c o n n e c t i n g c i l i u m . F u s i o n 

p r o t e i n i n c o r p o r a t i o n in to d i s c i n c i s u r e s w a s no t o b s e r v e d . T h e s e r e s u l t s 

i n d i c a t e t h a t f u s i o n p r o t e i n t h a t r e a c h e s t h e o u t e r s e g m e n t is no t 

i n c o r p o r a t e d e f f e c t i v e l y in to d i s c r i m s . T h e m u t a n t f u s i o n p r o t e i n d i d no t 

d i s r u p t d i s c s t r u c t u r e , w h i c h s u g g e s t s t h a t it is no t i n t e r f e r i n g w i t h t h e 

f u n c t i o n o f e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 . W e d id no t o b s e r v e m i s t a r g e t i n g o f 

e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 to i n n e r s e g m e n t s o r ce l l b o d i e s in t h e s e 
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a n i m a l s (Fig 34). T h i s is f u r t h e r e v i d e n c e t h a t t h e m u t a n t f u s i o n p r o t e i n 

d o e s no t i n t e r a c t w i t h W T in vivo. T h i s f i n d i n g is s u p p o r t e d by o u r 

p r e v i o u s s t u d i e s t h a t s h o w t h a t t h e C 2 1 4 S m u t a n t d o e s no t i n t e r a c t w i t h 

r o m - 1 ( G o l d b e r g , L o e w e n & M o l d a y , 1 9 9 8 ) . It is l i ke l y t h a t p h o t o r e c e p t o r 

d e g e n e r a t i o n d i d no t o c c u r in t h e s e a n i m a l s b e c a u s e t h e m u t a n t p r o t e i n 

d i d no t i n t e r f e r e w i t h t h e t a r g e t i n g o r f u n c t i o n o f e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n -

2 . In h u m a n s , t h e C 2 1 4 S m u t a t i o n l i ke l y p r e v e n t s t a r g e t i n g to t h e o u t e r 

s e g m e n t a n d i n t e r a c t i o n w i t h e n d o g e n o u s W T p e r i p h e r i n - 2 . T h i s l e a d s to 

d e c r e a s e d to ta l l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 in r od o u t e r s e g m e n t s a n d a 

d i s e a s e p h e n o t y p e . R e t i n a l d e g e n e r a t i o n is o b s e r v e d in t h e h e t e r o z y g o u s 

r d s / + m o u s e w h i c h r e s u l t s f r o m a 5 0 % r e d u c t i o n in t o t a l p e r i p h e r i n - 2 

( C h e n g etal., 1 9 9 7 ; S a n y a l & J a n s e n , 1 9 8 1 ) . 

T o u n d e r s t a n d t h e m o l e c u l a r b a s i s f o r m i s t a r g e t i n g o f t h e C 2 1 4 S 

m u t a n t in t r a n s g e n i c Xenopus, w e h a v e d e t e r m i n e d if t h e m u t a n t p r o t e i n 

is c a p a b l e o f c o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n a n d d i s u l f i d e - m e d i a t e d 

o l i g o m e r i z a t i o n (Fig 36). W T p e r i p h e r i n - 2 f o r m s c o r e n o n c o v a l e n t 

t e t r a m e r s t h a t a s s e m b l e in to l a rge d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s o f v a r i o u s 

s i z e s ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . T h e s e o l i g o m e r s a r e t h o u g h t to be 

i m p o r t a n t f o r d i s c m o r p h o g e n e s i s p o s s i b l y by b i n d i n g o p p o s i n g d i s c 

m e m b r a n e s a n d c r e a t i n g d i s c r i m s ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ; L o e w e n , 

M o r i t z & M o l d a y , 2 0 0 1 ; W r i g l e y e r al., 2 0 0 0 ) . W e f i nd t h a t t h e C 2 1 4 S 

m u t a t i o n p r e v e n t s c o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n a n d d i s u l f i d e - m e d i a t e d 
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o l i g o m e r i z a t i o n a n d r e s u l t s in n o n - s p e c i f i c a g g r e g a t i o n o f t h e p r o t e i n . 

T h e i nab i l i t y o f C 2 1 4 S p e r i p h e r i n - 2 to f o r m t h e s e n a t i v e c o m p l e x e s m u s t 

be t h e c a u s e of t h e m i s t a r g e t i n g o b s e r v e d in t r a n s g e n i c Xenopus. 

M i s t a r g e t i n g c o u l d r esu l t f r o m r e t e n t i o n in t h e E R a n d G o l g i m e m b r a n e s 

by m o l e c u l a r c h a p e r o n e s b e c a u s e of t h e m i s f o l d e d n a t u r e o f t h e p r o t e i n , 

o r b e c a u s e a f u n c t i o n a l o u t e r s e g m e n t s o r t i n g s i g n a l is no l o n g e r p r e s e n t . 

A c c u m u l a t i o n o f f u s i o n p r o t e i n a t t h e c o n n e c t i n g c i l i u m in p o s t - G o l g i 

m e m b r a n e s (Fig 35) a n d low l e v e l s o f f u s i o n p r o t e i n in t h e E R ( d a t a no t 

s h o w n ) a r g u e fo r t h e l a t t e r in w h i c h m i s t a r g e t i n g l i ke l y r e s u l t s f r o m t h e 

d i s r u p t i o n o f a n o u t e r s e g m e n t s o r t i n g s i g n a l . C o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n is 

l i ke l y r e q u i r e d f o r s i g n a l l i n g to t h e o u t e r s e g m e n t a n d w i l l b e d i s c u s s e d in 

g r e a t e r d e t a i l b e l o w . 

R e c e n t l y , t h e m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n s a n d d e f e c t s t h a t r esu l t in 

d i g e n i c R P h a v e b e e n e x a m i n e d in d e t a i l ( L o e w e n , M o r i t z & M o l d a y , 

2 0 0 1 ) . T h e L 1 8 5 P c o r e c o m p l e x is a n o n c o v a l e n t d i m e r t h a t c a n d i s u l f i d e 

b o n d to f o r m a c o v a l e n t t e t r a m e r . It c a n n o t o l i g o m e r i z e in to l a r g e r 

d i s u l f i d e - l i n k e d c o m p l e x e s u n l e s s W T p e r i p h e r i n - 2 o r r o m - 1 is p r e s e n t . 

T h e r e f o r e , t h e c o r e t e t r a m e r is r e q u i r e d f o r d i s u l f i d e - m e d i a t e d 

o l i g o m e r i z a t i o n . T h e m o l e c u l a r r e s c u e o f L 1 8 5 P by W T p e r i p h e r i n - 2 is no t 

1 0 0 % e f f i c i en t , h o w e v e r , a n d a f r a c t i o n o f n o n c o v a l e n t h e t e r o d i m e r 

r e m a i n s . It h a s b e e n p r o p o s e d t h a t d e c r e a s e d l e v e l s o f o l i g o m e r s in t h e 

o u t e r s e g m e n t r e s u l t s in p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n ( L o e w e n , M o r i t z & 
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M o l d a y , 2 0 0 1 ) . W e h a v e e x p r e s s e d t h e L 1 8 5 P m u t a t i o n in t r a n s g e n i c 

Xenopus a n d f o u n d t h a t a f r a c t i o n o f t h e f u s i o n p r o t e i n m i s t a r g e t s to t h e 

i n n e r s e g m e n t w h i l e t h e m a j o r i t y is l o c a t e d in t h e o u t e r s e g m e n t . It is 

l i ke l y t h a t t h e m u t a n t f u s i o n p r o t e i n a s s e m b l e s w i t h e n d o g e n o u s W T 

p e r i p h e r i n - 2 t o f o r m a m i x t u r e o f d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s a n d 

n o n c o v a l e n t d i m e r s s i m i l a r t o w h a t is o b s e r v e d in C O S - 1 ce l l 

e x p e r i m e n t s . T h e o l i g o m e r s p r o b a b l y t a r g e t to t h e o u t e r s e g m e n t w h e r e 

t h e y m a y f u n c t i o n n o r m a l l y , a n d t h e n o n - t e t r a m e r i c c o r e c o m p l e x e s l i ke ly 

m i s t a r g e t t o t h e i n n e r s e g m e n t in a f a s h i o n s i m i l a r t o t h a t o b s e r v e d f o r 

t h e C 2 1 4 S m u t a n t . 

R o d d e g e n e r a t i o n w a s no t o b s e r v e d in t h e s e a n i m a l s . T h i s is 

p r o b a b l y b e c a u s e t h e ra t io o f m u t a n t f u s i o n p r o t e i n t o e n d o g e n o u s W T 

p e r i p h e r i n - 2 d i d no t r e a c h a d e g e n e r a t i v e t h r e s h o l d l e v e l . In h u m a n R P , 

w h e r e t h e ra t io o f m u t a n t to W T is p r e d i c t e d to be 1 : 1 , m i s t a r g e t i n g o f 

d i m e r i c c o m p l e x to t h e i n n e r s e g m e n t w o u l d r e s u l t in a s i g n i f i c a n t 

d e c r e a s e in t o ta l o u t e r s e g m e n t p e r i p h e r i n - 2 . T h e r e f o r e , l i ke t h e C 2 1 4 S 

m u t a t i o n , w e p r e d i c t t h a t t h e L 1 8 5 P m u t a t i o n c a u s e s d i s e a s e by 

d e c r e a s i n g t h e to ta l l eve l o f p e r i p h e r i n - 2 in t h e o u t e r s e g m e n t - a r esu l t 

o f m i s t a r g e t i n g o f m u t a n t d i m e r s to t h e i n n e r s e g m e n t . 

O n l y o n e R P - c a u s i n g m u t a t i o n , P 2 1 6 L , h a s b e e n e x a m i n e d in vivo in 

t r a n s g e n i c m i c e ( K e d z i e r s k i et al., 1 9 9 6 ) . In t h e r d s / + h e t e r o z y g o u s 

b a c k g r o u n d , w h i c h m i m i c s t h e h u m a n d i s e a s e s t a t e , t h e P 2 1 6 L m u t a t i o n 



Chapter 5 Transgenic Xenopus 174 

c a u s e d p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n a n d ce l l d e a t h . B e c a u s e t h e 

t r a n s g e n e w a s i n d i s t i n g u i s h a b l e f r o m e n d o g e n o u s p e r i p h e r i n - 2 , it w a s no t 

p o s s i b l e to d e t e r m i n e i ts s u b c e l l u l a r l o c a l i z a t i o n a n d h e n c e a n y t a r g e t i n g 

d e f e c t s d u e to t h e m u t a t i o n . W e h a v e s h o w n in t r a n s g e n i c Xenopus t h a t 

t h e P 2 1 6 L m u t a n t t a r g e t s to o u t e r s e g m e n t d i s c r i m s a n d i n c i s u r e s , bu t 

c a u s e s p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n . It d o e s no t m i s t a r g e t to rod i n n e r 

s e g m e n t s o r ce l l b o d i e s . D e g e n e r a t i o n w a s c o n f i n e d to t h e r o d s of t h e 

c e n t r a l r e t i n a . T h e o u t e r s e g m e n t s o f t h e s e c e l l s w e r e s h o r t e n e d a n d 

h i g h l y d i s o r g a n i z e d c o n s i s t i n g o f w h o r l s o f m e m b r a n e s . C o n e s w e r e 

u n a f f e c t e d a t t h i s s t a g e . B e c a u s e p h o t o r e c e p t o r s o f t h e c e n t r a l r e t i n a a r e 

c o n s i d e r a b l y o l d e r t h a n p e r i p h e r a l r o d s ( H o l l y f i e l d , 1 9 7 1 ) w e r e a s o n t h a t 

a t i m e - d e p e n d e n t d e g e n e r a t i o n r e s u l t s f r o m t h e p r e s e n c e o f m u t a n t 

p r o t e i n in t h e o u t e r s e g m e n t s . T h i s t y p e o f c e n t r a l t o p e r i p h e r y d i r e c t e d 

d e g e n e r a t i o n h a s b e e n o b s e r v e d in t r a n s g e n i c Xenopus r o d s e x p r e s s i n g 

r a b 8 m u t a n t s ( O . M o r i t z , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) . F u r t h e r a n a l y s i s o f 

t r a n s g e n i c a n i m a l s a t v a r i o u s l a t e r s t a g e s wi l l be r e q u i r e d t o r i g o r o u s l y 

d e f i n e t h e t i m e c o u r s e o f d e g e n e r a t i o n a n d to s e e if p e r i p h e r a l r o d s 

e v e n t u a l l y d e g e n e r a t e . 

T h e m o l e c u l a r d e f e c t l e a d i n g to t h i s d e g e n e r a t i o n is c u r r e n t l y no t 

k n o w n . B i o c h e m i c a l a n a l y s i s o f b o v i n e P 2 1 6 L p e r i p h e r i n - 2 h a s no t 

r e v e a l e d a n y d e f e c t s in c o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n o r d i s u l f i d e - m e d i a t e d 

o l i g o m e r i z a t i o n (Fig 3 6 ) . H o w e v e r , t h e s e r e s u l t s a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e 
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l o c a l i z a t i o n o b s e r v e d in r o d s p r i o r t o d e g e n e r a t i o n . S i n c e t h e m u t a n t is 

no t d e f e c t i v e s t r u c t u r a l l y , it t a r g e t s p r o p e r l y to d i s c i n c i s u r e s a n d r i m s in 

t h e o u t e r s e g m e n t . A d e f e c t i v e m o l e c u l a r e v e n t d o w n s t r e a m o f a s s e m b l y 

o f t h e m u t a n t i n to d i s c s m u s t r esu l t in d e s t a b i l i z a t i o n a n d rod 

d e g e n e r a t i o n . C l o s e e x a m i n a t i o n o f t h e d e g e n e r a t i n g o u t e r s e g m e n t s 

r e v e a l s t h a t o r g a n i z e d d i s c s t r u c t u r e is no l o n g e r p r e s e n t a n d m u t a n t 

p r o t e i n is l o c a t e d t h r o u g h o u t w h o r l s o f m e m b r a n e s , s i m i l a r l y t o t h e r d s / + 

h e t e r o z y g o u s m o u s e . It is p o s s i b l e t h a t o v e r t i m e t h e p r e s e n c e o f t h e 

m u t a n t p r o t e i n in d i s c s d e s t a b i l i z e s t h e i r s t r u c t u r e o r d i s r u p t s c r i t i ca l 

i n t e r a c t i o n s w i t h o t h e r f a c t o r s t h a t r e g u l a t e d i s c s t ab i l i t y a n d 

o r g a n i z a t i o n . W e h a v e no t y e t e x a m i n e d t h e s t a b i l i t y o f p e r i p h e r i n - 2 

m u t a n t s , a n d i n t e r a c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 w i t h o t h e r o u t e r s e g m e n t 

p r o t e i n s is c u r r e n t l y u n d e r i n v e s t i g a t i o n . T h e r e is no e v i d e n c e f o r a ro le 

f o r p e r i p h e r i n - 2 in v i s u a l t r a n s d u c t i o n . H o w e v e r , A B C R l o c a l i z e s to d i s c 

r i m s a n d i n c i s u r e s ( M o l d a y , 1 9 9 8 ) . I ts a c t i v i t y m i g h t be a f f e c t e d by 

m a l f o r m e d d i s c r i m s . 

R o d p h o t o r e c e p t o r s m u s t p o s s e s s m u l t i p l e p r o t e i n 

s o r t i n g / t r a f f i c k i n g p a t h w a y s to a c c o m p l i s h t h e t a s k o f t a r g e t i n g p r o t e i n s 

s p e c i f i c a l l y t o t h e v a r i o u s c o m p a r t m e n t s o f t h e o u t e r s e g m e n t . T h e 

N a / C a - K e x c h a n g e r a n d t h e c G M P - g a t e d c h a n n e l f o r e x a m p l e a r e o n l y 

l o c a t e d in t h e p l a s m a m e m b r a n e w h e r e a s p e r i p h e r i n - 2 , r o m - 1 a n d A B C R 

a r e o n l y f o u n d in t h e r i m r e g i o n o f d i s c s ( M o l d a y , 1 9 9 8 ) . R h o d o p s i n o n 
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t h e o t h e r h a n d is e x c l u d e d f r o m t h e r i m s , bu t is l o c a t e d in t h e l a m e l l a r 

r e g i o n o f d i s c s a n d in t h e p l a s m a m e m b r a n e ( M o l d a y , 1 9 9 8 ) . S o r t i n g 

s i g n a t u r e s m u s t t h e r e f o r e e x i s t in t h e s e p r o t e i n s t o t a r g e t t h e m to t h e i r 

c o r r e c t l o c a t i o n s . P r o t e i n s t a r g e t e d to t h e s a m e l o c a t i o n l i ke l y p o s s e s s 

s i m i l a r s i g n a l s . R e c e n t l y , t h e C - t e r m i n a l e i g h t a m i n o a c i d s o f r h o d o p s i n 

h a v e b e e n s h o w n to c o m p r i s e a n o u t e r s e g m e n t s o r t i n g / r e t e n t i o n s i g n a l 

u s i n g t r a n s g e n i c Xenopus (Tarn etal., 2 0 0 0 ) . 

W e h a v e i den t i f i ed a c o m p o n e n t o f t h i s s i g n a l in p e r i p h e r i n - 2 (Fig 

42). B o t h t h e C 2 1 4 S a n d t h e L 1 8 5 P m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 c a u s e 

m i s t a r g e t i n g o f f u s i o n p r o t e i n t o rod i n n e r s e g m e n t s in t r a n s g e n i c 

Xenopus. B o t h o f t h e s e m u t a t i o n s r esu l t in d e f e c t i v e c o r e t e t r a m e r 

f o r m a t i o n . T h e P 2 1 6 L m u t a t i o n d o e s no t d i s r u p t c o r e o r o l i g o m e r 

f o r m a t i o n a n d d o e s no t c a u s e m i s t a r g e t i n g in t r a n s g e n i c r o d s . A n a l y s i s 

o f t r a n s g e n i c r o d s e x p r e s s i n g Xenopus C 1 5 0 S - p e r i p h e r i n - 2 - G F P d id no t 

r esu l t in a n y m i s t a r g e t i n g o f f u s i o n p r o t e i n t o t h e i n n e r s e g m e n t . T h i s 

m u t a t i o n p r e v e n t s d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n , b u t no t c o r e 

t e t r a m e r f o r m a t i o n ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t 

t h e c o r e t e t r a m e r , no t t h e d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r , is r e q u i r e d f o r o u t e r 

s e g m e n t l o c a l i z a t i o n . It is l i ke l y t h a t t h e s o r t i n g s i g n a l in p e r i p h e r i n - 2 is 

c o n t a i n e d in i ts c y t o p l a s m i c C - t e r m i n u s a n d r e q u i r e s t e t r a m e r i z a t i o n f o r 

r e c o g n i t i o n by t h e s o r t i n g m a c h i n e r y . E x p e r i m e n t s a r e c u r r e n t l y 
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Fig 4 2 . Molecular rationale for targeting of per ipher in-2 to ROS. W T 
p e r i p h e r i n - 2 f o r m s c o r e t e t r a m e r s a n d d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s a n d 
t a r g e t s s p e c i f i c a l l y to R O S . T h e P 2 1 6 L m u t a t i o n d o e s n o t d i s r u p t c o r e or 
o l i g o m e r f o r m a t i o n a n d d o e s no t d i s r u p t t a r g e t i n g to R O S . T h e C 1 5 0 S 
m u t a t i o n p r e v e n t s d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r i z a t i o n b u t d o e s no t r e s u l t in 
m i s t a r g e t i n g to R I S . T h e r e f o r e , d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n is n o t 
r e q u i r e d fo r R O S t a r g e t i n g . T h e L 1 8 5 P m u t a t i o n p r e v e n t s c o r e t e t r a m e r a n d 
o l i g o m e r f o r m a t i o n in t h e a b s e n c e of W T a n d r e s u l t s in m i s t a r g e t i n g to R I S . 
A p o r t i o n o f L 1 8 5 P p e r i p h e r i n - 2 f o r m s c o r e t e t r a m e r s a n d o l i g o m e r s w i t h W T 
a n d t a r g e t s to R O S . T h e C 2 1 4 S m u t a t i o n p r e v e n t s c o r e t e t r a m e r a n d 
o l i g o m e r f o r m a t i o n a n d d o e s no t i n t e rac t w i t h WT. C 2 1 4 S p e r i p h e r i n - 2 
m i s t a r g e t s to R I S . T h e r e f o r e , t h e c o r e t e t r a m e r is r e q u i r e d f o r t a r g e t i n g o f 
p e r i p h e r i n - 2 to R O S . R P - c a u s i n g m u t a t i o n s r e s u l t in d i s e a s e by (1) 
d e c r e a s i n g t h e l e v e l o f p e r i p h e r i n - 2 in R O S b e c a u s e o f m i s t a r g e t i n g , (2 ) 
e x e r t i n g a d o m i n a n t n e g a t i v e e f fec t in R O S o n rod f u n c t i o n . 
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u n d e r w a y to i den t i f y t h i s s e q u e n c e . 

R e s t o r a t i o n o f f u n c t i o n a l p h o t o r e c e p t o r o u t e r s e g m e n t s by g e n e 

t h e r a p y in t h e r ds m o u s e h a s r e c e n t l y b e e n a c c o m p l i s h e d by a d d i n g b a c k 

W T p e r i p h e r i n - 2 (A l i e t a / . , 2 0 0 0 ) . T h i s t e c h n i q u e m a y p r o v e v e r y use fu l 

in t r e a t i n g o r c u r i n g b l i n d n e s s in p e o p l e w i t h d e f e c t s in t h e g e n e e n c o d i n g 

p e r i p h e r i n - 2 . H o w e v e r , it is e s s e n t i a l to d e t e r m i n e t h e m o l e c u l a r b a s i s 

f o r h o w m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 c a u s e p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n in 

o r d e r t o d e v e l o p e f f e c t i v e g e n e t h e r a p y t r e a t m e n t s t r a t e g i e s . W e h a v e 

s h o w n t h a t , l i ke R P - c a u s i n g r h o d o p s i n m u t a t i o n s ( S u n g & T a i , 2 0 0 0 ) , 

m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 c a u s e R P t h r o u g h m i s t a r g e t i n g o f m u t a n t 

p r o t e i n t o t h e i n n e r s e g m e n t . T h e r e f o r e , R P t h a t r e s u l t s f r o m d e c r e a s e d 

to ta l l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 in t h e o u t e r s e g m e n t ( l i ke t h e C 2 1 4 S a n d 

L 1 8 5 P m u t a t i o n s , a n d p r o b a b l y t h e C 1 6 5 S m u t a t i o n ) s h o u l d be t r e a t a b l e 

by i n c r e a s i n g t h e l eve l o f W t p e r i p h e r i n - 2 . R P r e s u l t i n g f r o m t h e P 2 1 6 L 

m u t a t i o n a n d o t h e r d o m i n a n t n e g a t i v e m u t a t i o n s , m a y r e q u i r e a d d i t i o n a l 

s t r a t e g i e s t o i n a c t i v a t e o r d e c r e a s e t h e l eve l o f t h e m u t a n t p r o t e i n . 
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C H A P T E R 6 - C O N C L U S I O N 

6.1 S U M M A R Y 

T h e r e s u l t s o f t h i s i n v e s t i g a t i o n h a v e p r o v i d e d v a l u a b l e n e w i n s i g h t 

i n to t h e s t r u c t u r a l f e a t u r e s o f p e r i p h e r i n - 2 a n d r o m - 1 c o m p l e x e s , a n d 

w h a t f u n c t i o n s t h e y s e r v e in p h o t o r e c e p t o r o u t e r s e g m e n t d e v e l o p m e n t -

a p r o c e s s t h a t is a b s o l u t e l y r e q u i r e d f o r p h o t o r e c e p t o r v i ab i l i t y a n d fo r 

v i s i o n . W i t h o u t t h i s i n t r i ca te a r c h i t e c t u r e , w e w o u l d f i nd no u s e fo r 

i n v e n t i o n s l i ke t h e l igh t bu l b o r t h e p r i n t i n g p r e s s , a n d w e w o u l d t a k e no 

p l e a s u r e in t h e s i g h t s o f p a i n t i n g s , p h o t o g r a p h s , a s p r i n g f l o w e r , a s n o w 

c a p p e d m o u n t a i n , o r o f t h o s e d e a r e s t to u s . A s s u c h , p e r i p h e r i n - 2 p l a y s 

a d o m i n a n t ro le in p h o t o r e c e p t o r d e v e l o p m e n t a n d c r e a t e s t h e sca f f o l d 

t h r o u g h w h i c h w e s e e t h e w o r l d . 

D i s u l f i d e b o n d f o r m a t i o n w i t h i n t h e i n t r a d i s c a l l oop r e g i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 is c r i t i ca l f o r f o l d i n g a n d s u b u n i t a s s e m b l y o f t h e c o r e 

t e t r a m e r i c c o m p l e x . S i x o f t h e s e v e n c o n s e r v e d c y s t e i n e s w i t h i n t h e loop 

r e g i o n a r e l i ke l y i n v o l v e d in f o r m i n g i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s , 

a l t h o u g h t h e s e h a v e y e t to be d e m o n s t r a t e d . O n e u n i q u e c y s t e i n e , C150, 

is s o l e l y r e s p o n s i b l e f o r i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d f o r m a t i o n . W e h a v e 

d e m o n s t r a t e d t h a t i n s t e a d o f f o r m i n g d i s u l f i d e d i m e r s w i t h i n t h e c o r e 

c o m p l e x , C 1 5 0 r e s i d u e s a c t u a l l y l ink t e t r a m e r s in to o c t a m e r s a n d o t h e r 

h i g h e r - o r d e r o l i g o m e r i c f o r m s t h r o u g h i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d 

f o r m a t i o n . T h i s d i s u l f i d e b o n d is r e a d i l y r e d u c e d w h e n s u b j e c t e d to o n l y 
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m i l d l y r e d u c i n g c o n d i t i o n s a n d f a c i l i t a t e s d i s s o c i a t i o n o f o l i g o m e r s in to 

c o r e t e t r a m e r i c c o m p l e x e s . T h i s r e s u l t a n d t h e f a c t t h a t n o n c o v a l e n t c o r e 

t e t r a m e r s a r e a l s o p r e s e n t in R O S , i m p l i e s t h a t a l eve l o f p l a s t i c i t y e x i s t s 

in o l i g o m e r f o r m a t i o n , s i z e a n d s t a b i l i t y , a n d s u g g e s t s a d y n a m i c ro le fo r 

t h e s e c o m p l e x e s in t h e r i m s o f d i s c s . W e h a v e s h o w n t h a t c o r e t e t r a m e r 

f o r m a t i o n is r e q u i r e d f o r o l i g o m e r i z a t i o n b u t no t d i s u l f i d e d i m e r i z a t i o n , 

a n d t h a t f o r m a t i o n o f h i g h e r - o r d e r o l i g o m e r s , t h e r e f o r e , i n v o l v e s b o t h 

c o v a l e n t ( d i s u l f i d e b o n d s ) a n d n o n c o v a l e n t i n t e r a c t i o n s . W e p r o p o s e t h a t 

t h e c o r e t e t r a m e r h a s t w o - f o l d s y m m e t r y a n d e x i s t s a s a d i m e r - o f -

d i m e r s . E x p e r i m e n t s in t r a n s g e n i c f r o g s h a v e r e v e a l e d t h a t t h e c o r e 

t e t r a m e r is r e q u i r e d f o r t a r g e t i n g to p h o t o r e c e p t o r o u t e r s e g m e n t s . 

W e h a v e d e m o n s t r a t e d a ro le f o r r o m - 1 in i n h i b i t i o n o r r e g u l a t i o n o f 

h i g h e r - o r d e r o l i g o m e r f o r m a t i o n . P e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x e s f r o m R O S t h a t 

c o n t a i n r o m - 1 a r e i n c o m p l e t e l y d i s u l f i d e b o n d e d a n d a r e l i m i t e d in s i z e to 

o c t a m e r s . R o m - 1 in t h e a b s e n c e o f p e r i p h e r i n - 2 h a s a d e c r e a s e d ab i l i t y 

to f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d o c t a m e r s , a n d w h e n r e c o n s t i t u t e d w i t h 

p e r i p h e r i n - 2 in a h e t e r o l o g o u s s y s t e m , l im i t s t h e s i z e o f p e r i p h e r i n - 2 

c o m p l e x e s to o c t a m e r s . T h e r e f o r e , it is l i ke l y t h a t a s s o c i a t i o n w i t h r o m - 1 

p r e v e n t s t h e c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e r e q u i r e d to p r o d u c e h i g h e r - o r d e r 

o l i g o m e r s u p o n d i s u l f i d e l i n k i ng o f C 1 5 0 r e s i d u e s . T h e s e r e s u l t s a r e 

c o n s i s t e n t w i t h t h e d o m i n a n t ro le f o r p e r i p h e r i n - 2 in d i s c m o r p h o g e n e s i s 

a s d e m o n s t r a t e d by t h e d r a s t i c p h e n o t y p e a s s o c i a t e d w i t h t h e rds m o u s e 
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a n d a r e g u l a t o r y ro le f o r r o m - 1 a s d e m o n s t r a t e d b y t h e v e r y m i l d 

p h e n o t y p e o f t h e r o m - 1 k n o c k o u t m o u s e . 

B y e x a m i n i n g t h e e f f ec t s o f d i s e a s e - c a u s i n g m u t a t i o n s in 

p e r i p h e r i n - 2 o n i ts o l i g o m e r i c s t r u c t u r e a n d t a r g e t i n g in rod 

p h o t o r e c e p t o r s , w e h a v e d e v e l o p e d a m o l e c u l a r r a t i o n a l e d e s c r i b i n g h o w 

m i s f o l d i n g a n d m i s t a r g e t t i n g r esu l t in o v e r a l l d e c r e a s e d l e v e l s o f 

o l i g o m e r i c c o m p l e x e s in R O S a n d p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n . T h e 

i m p o r t a n t f i n d i n g t h a t s o m e m u t a t i o n s ( C 1 6 5 Y , C 2 1 4 S , L 1 8 5 P ) p r e v e n t 

d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n p r o v i d e s f u r t h e r e v i d e n c e f o r t h e 

f u n c t i o n a l s i g n i f i c a n c e o f t h e s e o l i g o m e r s in R O S . A n o t h e r m u t a n t , 

P 2 1 6 L , t a r g e t s to R O S a n d a p p e a r s s t r u c t u r a l l y n o r m a l , bu t e x e r t s a 

d o m i n a n t n e g a t i v e e f fec t o n p h o t o r e c e p t o r m o r p h o l o g y a n d r e s u l t s in 

p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n . T h i s m u t a n t is c l e a r l y b e h a v i n g d i f f e ren t l y 

t h a n t h e o t h e r s . T h i s f i n d i n g s u g g e s t s t h a t e i t h e r s u b t l e u n d e t e c t e d 

s t r u c t u r a l a b n o r m a l i t i e s l ead to p h o t o r e c e p t o r d e g e n e r a t i o n , o r t h a t 

a n o t h e r c r i t i ca l f u n c t i o n o r i n t e r a c t i o n h a s b e e n d i s r u p t e d . In a n y c a s e , 

t h e i n h e r e n t c o m p l e x i t y a n d h e t e r o g e n e i t y o f d i s e a s e p h e n o t y p e s 

a s s o c i a t e d w i t h m u t a t i o n s in p e r i p h e r i n - 2 h a s b e e n d e m o n s t r a t e d . 

O u t o f n e c e s s i t y , t h r o u g h t h e c o u r s e o f t h i s w o r k w e h a v e 

d e v e l o p e d n e w m e t h o d s t o s t u d y t h e s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n o f m e m b r a n e 

p r o t e i n s . T h e 2 - d i m e n s i o n a l m e t h o d w h i c h c o m b i n e s v e l o c i t y 

s e d i m e n t a t i o n a n d n o n - r e d u c i n g S D S - P A G E fo r d e t e r m i n i n g t h e 



Chapter 6 Conclusion 182 

c o n t r i b u t i o n o f i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s to o l i g o m e r i c p r o t e i n 

s t r u c t u r e s is a p p l i c a b l e to o t h e r m e m b r a n e p r o t e i n s . W e h a v e a l s o 

d e v e l o p e d a n S D S - d e n a t u r a t i o n - i m m u n o p u r i f i c a t i o n m e t h o d to q u a n t i t a t e 

t h e a b s o l u t e a m o u n t o f a g i v e n p r o t e i n s u b u n i t f r o m a t i s s u e . T h i s 

t e c h n i q u e is c u r r e n t l y b e i n g u s e d to d e t e r m i n e t h e s u b u n i t s t o i c h i o m e t r y 

o f t h e c G M P - g a t e d c h a n n e l c o m p l e x . L a s t l y , w e h a v e d e m o n s t r a t e d f o r 

t h e f i rs t t i m e , t h a t t r a n s g e n i c Xenopus laevis c a n be u s e d a s a m o d e l 

s y s t e m to s t u d y t h e e f f ec t s o f d i s e a s e - c a u s i n g m u t a t i o n s in p h o t o r e c e p t o r 

g e n e s o n p r o t e i n t r a f f i c k i n g , p h o t o r e c e p t o r m o r p h o l o g y , a n d v i ab i l i t y . 

6.2 O R G A N I Z A T I O N O F P E R I P H E R I N - 2 C O M P L E X E S IN T H E 

D I S C RIM 

W e h a v e p r o p o s e d t w o m o d e l s f o r h o w pe r iphe r in - 2 o l i g o m e r s a r e 

s i t u a t e d in t h e d i s c r i m b a s e d o n w h e t h e r d i s u l f i d e b o n d i n g of t e t r a m e r s 

o c c u r s l a t e ra l l y w i t h i n o n e m e m b r a n e (Fig 43A) o r in a h e a d - t o - h e a d 

m a n n e r a c r o s s t w o m e m b r a n e s (Fig 43B). W e a s s u m e t h a t t h e s u b u n i t s 

o f t h e c o r e t e t r a m e r e x i s t in a s i n g l e m e m b r a n e b e c a u s e t h e s m a l l e s t 

c o m p l e x w e c a n i s o l a t e f r o m b o v i n e R O S is t h e t e t r a m e r . 

T h e shell m o d e l p r e d i c t s t h a t l a t e ra l l y d i s u l f i d e - b o n d e d t e t r a m e r s 

wi l l m a k e a n o l i g o m e r i c r ing o r co i l d e p e n d i n g o n w h e t h e r t h e t e t r a m e r s 

a r e p e r f e c t l y a l i g n e d o r o f f - se t w h e n t h e y a r e l i n k e d . T h e s e r i ngs t h e n 

m a y a s s o c i a t e n o n c o v a l e n t l y a n d c i r c u m s c r i b e t h e d i s c r i m . Per ipher in -2 
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Fig 4 3 . Organizat ion of peripherin-2 in the disc r im. T w o p o s s i b l e m o d e l s 
a re s h o w n f o r h o w p e r i p h e r i n - 2 o l i g o m e r s c r e a t e a n d s t a b i l i z e t h e d i s c r i m . Fo r 
d e t a i l s , s e e t h e t ex t . 
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o l i g o m e r s t h a t d o no t c o n t a i n r o m - 1 n e e d to be p e r f e c t l y d i s u l f i d e - l i n k e d , 

w h e r e a s t h o s e c o n t a i n i n g r o m - 1 d o no t ( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) . 

T e t r a m e r s t h a t d o no t a l i g n p r o p e r l y a r e no t d i s u l f i d e l i n k e d . T h e 

p o t e n t i a l ro le o f t h e i n t e r m e d i a t e o l i g o m e r o r o c t a m e r is no t a s c l e a r l y 

d e f i n e d in t h i s m o d e l a s in t h e zippering m o d e l . S u p p o r t f o r t h e shell 

m o d e l c o m e s f r o m e v i d e n c e o f d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n o f 

t e t r a m e r s in t h e h e t e r o l o g o u s C O S - 1 ce l l s y s t e m , w h i c h c a n l i ke ly 

a c c o m m o d a t e l i n k i n g o f t e t r a m e r s w i t h i n t h e s a m e m e m b r a n e ( L o e w e n & 

M o l d a y , 2 0 0 0 ) . H o w e v e r , a d i r e c t ro le f o r o l i g o m e r s in b i n d i n g o f 

a d j a c e n t m e m b r a n e s is no t a s o b v i o u s in t h i s m o d e l a n d d o e s no t a g r e e 

a s we l l w i t h r e c e n t s t u d i e s s h o w i n g p e r i p h e r i n - 2 - i n d u c e d f l a t t e n i n g o f 

m i c r o s o m a l m e m b r a n e s ( W r i g l e y e t al., 2 0 0 0 ) . A l t h o u g h , co i l s o f 

o l i g o m e r s c o u l d p o s s i b l y i n d u c e " k i n k i n g " o f t h e v e s i c l e s w h i c h m i g h t 

r esu l t in t h e o b s e r v e d v e s i c l e m o r p h o l o g y . 

T h e zippering m o d e l p r e d i c t s t h a t c o r e t e t r a m e r s f r o m o p p o s i n g 

m e m b r a n e s a t t h e l a m e l l a r - r i m b o r d e r a l i g n h e a d - t o - h e a d to f o r m 

o c t a m e r s w h i c h b i n d t h e m e m b r a n e s . O c t a m e r i z a t i o n f a c i l i t a t e s h i g h e r -

o r d e r o l i g o m e r f o r m a t i o n w h i c h p r o c e e d s a r o u n d t h e d i s c d r i v i n g r im 

f o r m a t i o n a n d c i r c u m s c r i b i n g it. T e t r a m e r s t h a t d o n o t a l i g n w i t h t h e 

c o r r e c t g e o m e t r y a r e no t l i n k e d . T h i s m o d e l e m p h a s i z e s t h e o c t a m e r a s 

a d i s c r e t e s t r u c t u r a l a n d f u n c t i o n a l e l e m e n t a n d is s u p p o r t e d by t h e 

e x i s t e n c e o f t h e s e c o m p l e x e s in b o t h R O S a n d t r a n s f e c t e d C O S - 1 c e l l s . 
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T h e ab i l i t y o f p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x e s to f l a t t en m i c r o s o m a l v e s i c l e s in a 

d i s u l f i d e - d e p e n d e n t m a n n e r , a n d t h e e x i s t e n c e o f t h e m y e l i n s t a b i l i z i n g 

p r o t e i n Po w h i c h b i n d s o p p o s i n g m y e l i n m e m b r a n e s a c r o s s t h e 

e x t r a c e l l u l a r s p a c e ( S h a p i r o e t al., 1 9 9 6 ) f u r t h e r s u p p o r t t h i s m o d e l . A 

p o t e n t i a l p r o b l e m fo r t h e zippering m o d e l c o m e s f r o m C O S - 1 ce l l 

e x p r e s s i o n s t u d i e s w h e r e d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r i z a t i o n d o e s o c c u r . If 

t e t r a m e r s a r e l i n k i n g a c r o s s m e m b r a n e s in C O S - 1 c e l l s , t h e n p i n c h i n g o r 

f l a t t e n i n g o f t h e s e m e m b r a n e s m u s t be o c c u r i n g t h e r e a l s o . It is u n c l e a r 

if t h e s e t y p e s o f m e m b r a n e a n d v e s i c l e m o r p h o l o g i e s a r e p r e s e n t in 

t r a n s f e c t e d C O S - 1 c e l l s . 

6.3 C O N S I D E R A T I O N S F O R T H E M O L E C U L A R B A S I S F O R 

D I S C M O R P H O G E N E S I S 

A m o d e l f o r d i s c m o r p h o g e n e s i s i n v o l v i n g t h e a c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 

o l i g o m e r s is s h o w n in Fig 44. A l t h o u g h t h e ro le f o r p e r i p h e r i n - 2 a n d t h e 

m e c h a n i s m o f d i s c m o r p h o g e n e s i s h a s y e t t o be u n e q u i v o c a l l y 

d e t e r m i n e d , e n o u g h e v i d e n c e h a s a c c u m u l a t e d t h a t w e c a n b e g i n to bu i l d 

a s i m p l e m o l e c u l a r m o d e l fo r h o w th i s p r o c e s s o c c u r s . B a s e d o n o u r 

r e s u l t s e x p r e s s i n g p e r i p h e r i n - 2 a n d p e r i p h e r i n - 2 m u t a n t s in t r a n s g e n i c 

f r o g s , a n d t h e r e s u l t s o f o t h e r s e x a m i n i n g t h e e x p r e s s i o n o f r h o d o p s i n 

m u t a n t s in t r a n s g e n i c p h o t o r e c e p t o r s ( G r e e n e t al., 2 0 0 0 ; M o r i t z e t al., 

2 0 0 1 ; S u n g e t a / . , 1 9 9 4 ) , it is c l e a r t h a t p r o t e i n s d e s t i n e d f o r t h e rod 
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Fig 4 4 . Zippering model for disc morphogenesis in rods. In n o r m a l 
d i s c m o r p h o g e n e s i s , (1 ) c o r e t e t r a m e r s a s s e m b l e d in t h e E R a n d G o l g i 
a r e p a c k a g e d i n to t r a n s p o r t v e s i c l e s a n d m i g r a t e t o t h e c o n n e c t i n g c i l i u m 
(2 ) w h e r e t h e y e n c o u n t e r a c h e c k p o i n t . (3 ) V e s i c l e s c o n t a i n i n g p r o p e r l y 
a s s e m b l e d t e t r a m e r s a r e a c t i v e l y t a r g e t e d to t h e d i s c r i m f o r m i n g r e g i o n 
w h e r e t h e y f u s e w i t h m e m b r a n e s o f t h e g r o w i n g r i m . (4 ) N o n - c o v a l e n t 
t e t r a m e r s in o p p o s i n g m e m b r a n e s a r e l i n k e d t o g e t h e r t h r o u g h 
i n t e r m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s b y P D I to f o r m d i s u l f i d e - l i n k e d o c t a m e r s 
w h i c h b i n d a n d s t a b i l i z e t h e a d j a c e n t m e m b r a n e s . (5 ) D i s u l f i d e b o n d i n g 
of t e t r a m e r s f a c i l i t a t e s a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e t h a t a l l o w s a s s o c i a t i o n o f 
a d j a c e n t o c t a m e r s in to h i g h e r - o r d e r o l i g o m e r i c c o m p l e x e s w h i c h (6) 
d r i v e s e l o n g a t i o n o f t h e d i s c r i m . (7 ) M e m b r a n e f u s i o n c a t a l y z e d by t h e 
C - t e r m i n a l r e g i o n o f p e r i p h e r i n r e s u l t s in c l o s e d i n t ac t d i s c s w h i c h a r e 
s e p a r a t e f r o m t h e p l a s m a m e m b r a n e . (8 ) F u s i o n a c t i v i t y is c a p p e d by 
a s s o c i a t i o n w i t h a n o t h e r p r o t e i n ( G A R P ) a n d m a t u r e d i s c s m i g r a t e a x i a l l y 
t o w a r d s t h e d i s t a l t ip o f t h e r o d . (9 ) D i s s o c i a t i o n o f G A R P in t h e d i s t a l t ip 
r e g i o n a l l o w s f u s i o n b e t w e e n d i s c a n d p l a s m a m e m b r a n e s a n d 
p h a g o c y t o s i s by t h e R P E . A b n o r m a l c o r e t e t r a m e r f o r m a t i o n ( a s in RP) 
r e s u l t s in m i s t a r g e t i n g o f p e r i p h e r i n - 2 t o t h e i n n e r s e g m e n t , ( i) M u t a n t 
d i m e r s a s s e m b l e d in t h e E R a n d G o l g i a r e p a c k a g e d in to t r a n s p o r t 
v e s i c l e s a n d m i g r a t e t o t h e c o n n e c t i n g c i l i u m w h e r e t h e y e n c o u n t e r t h e 
c h e c k p o i n t ( i i ) a n d a r e r e f u s e d e n t r y i n to t h e O S . ( i i i ) V e s i c l e s c o n t a i n i n g 
m u t a n t p r o t e i n s a r e t a r g e t e d f o r d e g r a d a t i o n a n d m a y a f fec t 
p h o t o r e c e p t o r f i t n e s s . 
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o u t e r s e g m e n t a r e a c t i v e l y t r a n s p o r t e d a n d m u s t p a s s a c h e c k p o i n t a t t h e 

c o n n e c t i n g c i l i u m . In t h e c a s e o f r h o d o p s i n , m u t a t i o n s t h a t e i t h e r 

i n t e r f e re w i t h t h e C - t e r m i n a l O S t a r g e t i n g s i g n a l o r t h o s e t h a t r esu l t in a 

m i s f o l d e d p r o t e i n a r e d e t a i n e d a n d a c c u m u l a t e in v e s i c l e s o f t h e i n n e r 

s e g m e n t . W e h a v e f o u n d w i t h p e r i p h e r i n - 2 , t h a t if c o r e t e t r a m e r s a r e no t 

a s s e m b l e d c o r r e c t l y , t h e y a l s o a r e t u r n e d b a c k a t t h e c o n n e c t i n g c i l i u m 

a n d a c c u m u l a t e in v e s i c l e s in t h e i n n e r s e g m e n t . 

F r o m t h e rod c e l l ' s p e r s p e c t i v e , p r e v e n t i n g n o n t e t r a m e r i c c o r e 

c o m p l e x e s f r o m e n t e r i n g t h e o u t e r s e g m e n t m u s t be a p r o t e c t i v e 

m e a s u r e . It m u s t be a d v a n t a g e o u s to h a v e s l i g h t l y d e c r e a s e d o v e r a l l 

l e v e l s o f p e r i p h e r i n - 2 in R O S t h a n to a l l o w d e f e c t i v e c o r e c o m p l e x e s to 

i n t e r f e re w i t h t h e d y n a m i c a n d s e n s i t i v e p r o c e s s o f d i s c m o r p h o g e n e s i s . 

T h i s s e n s i t i v i t y is d e m o n s t r a t e d in f r o g s e x p r e s s i n g P 2 1 6 L p e r i p h e r i n - 2 -

G F P . T h i s m u t a t i o n c a u s e s no d e t e c t a b l e d e f e c t in o l i g o m e r i z a t i o n a n d is 

p r e s u m a b l y no t c a u g h t by t h e c h e c k p o i n t , bu t i ts p r e s e n c e in R O S 

i n t e r f e r e s w i t h s o m e a s p e c t o f d i s c s t ab i l i t y t h a t r e s u l t s in p h o t o r e c e p t o r 

d e g e n e r a t i o n . It is p o s s i b l e t h a t if t h e p h o t o r e c e p t o r c o u l d h a v e 

r e c o g n i z e d a d e f e c t in t h i s p r o t e i n a n d p r e v e n t e d t r a f f i c k i n g t o t h e o u t e r 

s e g m e n t , it c o u l d h a v e l e s s e n e d t h e d a m a g i n g e f f e c t s a n d i n c r e a s e d i ts 

c h a n c e s f o r s u r v i v a l . 

T h e m o d e l in Fig 44 p r e d i c t s d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n to 

o c c u r a t t h e d i s c r i m - f o r m i n g r e g i o n in t h e o u t e r s e g m e n t a n d no t in t h e 
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E R o f t h e c e l l . W e h a v e e v i d e n c e t h a t t h e E R p r o t e i n s c a l n e x i n a n d 

p r o t e i n d i s u l f i d e i s o m e r a s e ( P D I ) a r e p r e s e n t in R O S d i s c s ( C . L o e w e n 

a n d R. M o l d a y , u n p u b l i s h e d r e s u l t s ) . T h i s s u g g e s t s t h a t p r o t e i n f o l d i ng 

a n d d i s u l f i d e b o n d f o r m a t i o n c a n o c c u r in d i s c s . It is p o s s i b l e t h a t 

c a l n e x i n o r a n o t h e r p h o t o r e c e p t o r s p e c i f i c p r o t e i n a s s o c i a t e s w i t h t h e 

c o r e t e t r a m e r in t h e E R a n d p r e v e n t s it f r o m d i s u l f i d e b o n d i n g unt i l it 

r e a c h e s t h e r i m f o r m i n g r e g i o n , w h e r e PD I t h e n c a t a l y z e s d i s u l f i d e - l i n k i n g 

o f t e t r a m e r s a n d r i m f o r m a t i o n . A l t e r n a t i v e l y , t h e g e o m e t r i c 

r e q u i r e m e n t s f o r p r o p e r d i s u l f i d e - l i n k i n g o f t e t r a m e r s m a y no t be m e t in 

t h e E R t h e r e b y p r e v e n t i n g o l i g o m e r i z a t i o n . A u n i q u e f e a t u r e o f 

p e r i p h e r i n - 2 o l i g o m e r i c c o m p l e x e s i s o l a t e d f r o m R O S m e m b r a n e s is t h e 

p r e s e n c e o f n o n c o v a l e n t t e t r a m e r s in a d d i t i o n t o d i s u l f i d e - l i n k e d 

o l i g o m e r s . T h i s is v e r y u n u s u a l s i n c e d i s u l f i d e b o n d i n g is g e n e r a l l y 

t h o u g h t t o be a n a l l - o r - n o n e p r o c e s s a s t h e t e r t i a r y a n d q u a t e r n a r y 

s t r u c t u r e o f t h e p r o t e i n c r i t i ca l l y d e p e n d s o n it. 

F u r t h e r e v i d e n c e f o r d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n a t t h e d i s c 

r i m c o m e s f r o m a n a l y s i s o f t r a n s g e n i c f r o g s e x p r e s s i n g t h e C 1 5 0 S 

v a r i a n t . In t h e s e f r o g s , d e f e c t i v e d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n d o e s 

no t r esu l t in m i s l o c a l i z a t i o n o f C 1 5 0 S p e r i p h e r i n - 2 - G F P c o m p l e x e s to t h e 

i n n e r s e g m e n t . A s i m p l e e x p l a n a t i o n f o r t h i s o b s e r v a t i o n is t h a t n o n -

d i s u l f i d e b o n d e d c o m p l e x e s a r e n o t d e t a i n e d a t t h e c o n n e c t i n g c i l i u m 
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c h e c k p o i n t b e c a u s e d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n n o r m a l l y o c c u r s 

a f t e r it a t t h e r i m f o r m i n g r e g i o n . 

It is p o s s i b l e h o w e v e r , t h a t d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n 

o c c u r s in t h e E R . H e t e r o l o g o u s e x p r e s s i o n s t u d i e s in C O S - 1 ce l l s s h o w 

t h a t d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 o c c u r s in a s i m i l a r 

m a n n e r a s o b s e r v e d in R O S . In t h e s e c e l l s , b o t h p e r i p h e r i n - 2 

n o n c o v a l e n t t e t r a m e r s a n d d i s u l f i d e - l i n k e d o l i g o m e r s a r e o b s e r v e d . It is 

p o s s i b l e t h a t t h e g e o m e t r i c r e q u i r e m e n t s f o r c o m p l e t e d i s u l f i d e - m e d i a t e d 

o l i g o m e r i z a t i o n a r e no t m e t in e i t h e r t h e E R o f C O S - 1 ce l l s o r t h e E R of 

p h o t o r e c e p t o r s . I m p r o p e r a l i g n m e n t o f t e t r a m e r s in t h e E R w o u l d r esu l t 

in i n c o m p l e t e d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n a n d c o u l d e x p l a i n t h e 

p r e s e n c e o f n o n c o v a l e n t t e t r a m e r s in R O S . A n a l t e r n a t i v e e x p l a n a t i o n o f 

t h e r e s u l t s o b s e r v e d in C O S - 1 c e l l s is t h a t d i s u l f i d e - m e d i a t e d 

o l i g o m e r i z a t i o n o c c u r s o u t s i d e o f t h e E R in i n t r a c e l l u l a r v e s i c l e s s i m i l a r l y 

to p h o t o r e c e p t o r s . T h e s e v e s i c l e s w o u l d m i m i c t h e r i m f o r m i n g r e g i o n o f 

p h o t o r e c e p t o r s a n d m a y c o n t a i n PD I a n d c a l n e x i n . 

R e g u l a t i o n o f d i s c f o r m a t i o n l i ke l y i n v o l v e s t h e i n h i b i t o r y a c t i o n o f 

r o m - 1 . I n c o r p o r a t i o n o f r o m - 1 w i t h p e r i p h e r i n - 2 o l i g o m e r s a t t h e r i m -

f o r m i n g r e g i o n w i l l d e c r e a s e t h e e x t e n t o f d i s u l f i d e b o n d i n g a n d r e d u c e 

t h e l eve l a n d s i z e o f h i g h e r o r d e r o l i g o m e r s . T h i s l i ke l y m o d u l a t e s t h e 

s tab i l i t y o f t h e r i m r e g i o n a n d a l s o a f f e c t s t h e r a t e o f r i m f o r m a t i o n . 

B e c a u s e r i m f o r m a t i o n o c c u r s i n d e p e n d e n t l y o f m e m b r a n e e v a g i n a t i o n 
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( A r i k a w a e r al., 1 9 9 2 ; S t e i n b e r g , F i s h e r & A n d e r s o n , 1 9 8 0 ) , it is 

i m p e r a t i v e t h a t t h e p h o t o r e c e p t o r r e g u l a t e t h e s e p r o c e s s e s . In r o m - 1 

k n o c k o u t m i c e , s l i g h t l y l a r g e r d i s c s a r e o b s e r v e d ( C l a r k e e r al., 2 0 0 0 ) . 

T h i s m a y be d u e e i t h e r t o i n c r e a s e d r a t e s o f r i m f o r m a t i o n o r to t h e 

p r o d u c t i o n o f m o r e s t a b l e d i s c r i m s t h a t a l l o w f o r e v e n l a r g e r d i s c 

d i a m e t e r . In f a c t , t h e p h o t o r e c e p t o r d i s c s o f Xenopus laevis c a n be t e n 

t i m e s l a r g e r in d i a m e t e r t h a n m a m m a l i a n d i s c s a n d c o n t a i n u p to s i x t e e n 

i n c i s u r e s w h i c h i n c r e a s e t h e r i m s u r f a c e a r e a e v e n g r e a t e r . Xenopus r o d s 

d o no t a p p e a r t o c o n t a i n a r o m - 1 o r t h o l o g ( K e d z i e r s k i et al., 1 9 9 6 ) . 

I n t e r e s t i n g l y , w e d o no t o b s e r v e p r o p e r i n c i s u r e f o r m a t i o n in t r a n s g e n i c 

r o d s e x p r e s s i n g C 1 5 0 S p e r i p h e r i n - 2 - G F P . T h i s p h e n o t y p e m a y be 

a n a l o g o u s to w h a t is o b s e r v e d in m a m m a l i a n r o d s w h i c h e x p r e s s t h e 

r o m - 1 g e n e a n d h a v e f e w , o r o f t en o n l y a s i n g l e i n c i s u r e . 

A n a l y s i s o f t h e p h o t o r e c e p t o r s o f h e t e r o z y g o u s rds m i c e w h i c h 

s h o u l d c o n t a i n o n l y ha l f t h e a m o u n t o f p e r i p h e r i n - 2 a s W T r e v e a l s t h a t 

d i s c r i m f o r m a t i o n is i n c o m p l e t e a n d l a r g e w h o r l s o f e v a g i n a t i n g 

m e m b r a n e s a r e p r e s e n t a d j a c e n t to t h e c o n n e c t i n g c i l i u m ( S a n y a l & 

J a n s e n , 1 9 8 1 ) . It a p p e a r s , t h e r e f o r e , t h a t i n s u f f i c i e n t a m o u n t s o f 

p e r i p h e r i n - 2 r esu l t in t h e l a c k o f r i m f o r m a t i o n , b u t d o no t a f fec t t h e 

p r o c e s s o f m e m b r a n e e v a g i n a t i o n . T h i s p r o v i d e s m o r e e v i d e n c e t h a t 

p e r i p h e r i n - 2 c r e a t e s t h e d i s c r i m a n d t h a t r o m - 1 c a n n o t c o m p e n s a t e f o r 

i ts a c t i v i t y . 
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A m e m b r a n e f u s i o n e v e n t is r e q u i r e d u p o n m e e t i n g o f t h e t w o s i d e s 

o f t h e g r o w i n g d i s c r i m to s e a l t h e d i s c a n d c r e a t e t h e p l a s m a m e m b r a n e . 

A ro le f o r t h e C - t e r m i n a l r e g i o n o f p e r i p h e r i n - 2 in m e m b r a n e f u s i o n h a s 

b e e n p r o p o s e d , b u t h a s no t b e e n c o n f i r m e d in v i v o ( B o e s z e - B a t t a g l i a e r 

al., 1 9 9 8 ) . If p e r i p h e r i n - 2 c a t a l y z e s t h i s f u s i o n e v e n t in r o d s , t h e n i ts 

f u s i o n a c t i v i t y m u s t b e i n h i b i t e d in t h e m a t u r e d i s c w h i l e it m i g r a t e s 

d i s t a l l y t o w a r d s t h e t ip o f t h e r o d . A g l u t a m i c a c i d r i ch p r o t e i n ( G A R P ) , 

h a s b e e n f o u n d to i n t e r a c t w i t h t h e c y t o p l a s m i c r e g i o n o f o n l y d i s u l f i d e -

l i n k e d p e r i p h e r i n - 2 c o m p l e x e s in r o d s (A . P o e t s c h a n d R. M o l d a y , 

u n p u b l i s h e d r e s u l t s ) . G A R P m a y f u n c t i o n to c a p t h e f u s i o n a c t i v i t y by 

b i n d i n g to p e r i p h e r i n - 2 a s d i s u l f i d e - m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n a n d r i m 

f o r m a t i o n a r e o c c u r r i n g . G A R P m a y a l s o m e d i a t e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n 

d i s c r i m s a n d b e t w e e n r i m s a n d t h e p l a s m a m e m b r a n e t h r o u g h 

i n t e r a c t i o n s b e t w e e n p e r i p h e r i n - 2 a n d t h e p - s u b u n i t o f t h e c G M P g a t e d 

c h a n n e l . 

A s t h e d i s c s r e a c h t h e d i s t a l t ip o f t h e r o d , a s i g n a l i n g e v e n t 

i n i t i a t ed b y t h e R P E (o r p o s s i b l y a n o t h e r p h o t o r e c e p t o r ) m a y r e l e a s e 

G A R P f r o m t h e r i m a n d a l l o w p e r i p h e r i n - 2 - c a t a l y z e d f u s i o n to o c c u r 

a g a i n . T h i s w o u l d r esu l t in f u s i o n b e t w e e n t h e d i s c r i m a n d t h e p l a s m a 

m e m b r a n e a n d r e l e a s e o f a p a c k e t o f d i s c s ( s e e F ig 5 in t h e i n t r o d u c t i o n ) . 

P e n e t r a t i o n o f t h e o u t e r s e g m e n t by p s e u d o p o d i a o f t h e R P E a n d 
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i n g e s t i o n m a y i n c r e a s e t h e loca l r e d u c i n g p o t e n t i a l a n d in i t i a te t h e 

p r o c e s s o f r i m a n d d i s c c o l l a p s e . 

T h e d i f f e r e n c e s o b s e r v e d b e t w e e n d i s c s o f r od a n d c o n e o u t e r 

s e g m e n t s m i g h t a l s o be d u e to d i f f e ren t i a l r e g u l a t i o n o f o l i g o m e r i z a t i o n o f 

p e r i p h e r i n - 2 . It h a s b e e n p r o p o s e d t h a t r i m f o r m a t i o n in c o n e s o c c u r s 

m o r e s l o w l y a n d t h e r e f o r e is no t o f t en c o m p l e t e un t i l t h e d i s c s n e a r t h e 

d i s ta l t ip o f t h e p h o t o r e c e p t o r ( A r i k a w a e r al., 1 9 9 2 ) . T h e resu l t is t h a t 

t h e m a j o r i t y o f c o n e d i s c s r e m a i n o p e n to t h e e x t r a c e l l u l a r s p a c e . 

P e r i p h e r i n - 2 h a s b e e n f o u n d to e x t e n d a l o n g t h e d i s c s o n l y a s f a r a s t h e 

r i m in c o n e s . If c o n e s s y n t h e s i z e l ess t o ta l p e r i p h e r i n - 2 , o r if t h e ra t io o f 

p e r i p h e r i n - 2 t o r o m - 1 is d e c r e a s e d c o m p a r e d to r o d s ( w h e r e it is 2 : 1 

( L o e w e n & M o l d a y , 2 0 0 0 ) ) , t h e s i z e a n d a b u n d a n c e o f d i s u l f i d e - l i n k e d 

o l i g o m e r s o f p e r i p h e r i n - 2 wi l l be d e c r e a s e d a n d a s l o w e r ra te o f r im 

f o r m a t i o n m a y r e s u l t - t h i s b e i n g s o m e h o w a d v a n t a g e o u s to t h e c o n e 

c e l l . 

6.4 FUTURE DIRECTIONS 

M a n y q u e s t i o n s r e m a i n u n a n s w e r e d - b o t h s t r u c t u r a l l y a n d 

f u n c t i o n a l l y . T h e i m p o r t a n c e o f p e r i p h e r i n - 2 in m a i n t a i n i n g h e a l t h y 

p h o t o r e c e p t o r ce l l s is o b v i o u s . It p l a y s a n i n t r i g u i n g ro le in m o d e l i n g 

m e m b r a n e s a n d h a s a n u m b e r o f u n i q u e s t r u c t u r a l f e a t u r e s t h a t i m p l y a 

m e c h a n i s m fo r i ts a c t i o n . A c r y s t a l s t r u c t u r e o f t h e c o m p l e x is a t t h e t o p 
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of t h e l is t o f p r i o r i t i e s . W i t h c u r r e n t a d v a n c e s in X - r a y c r y s t a l l o g r a p h y 

t e c h n o l o g y , c r y s t a l l i z a t i o n o f w h o l e m e m b r a n e p r o t e i n c o m p l e x e s is 

p o s s i b l e ( M o f f a t , 1 9 9 7 ; P e b a y - P e y r o u l a e r al., 1 9 9 7 ) . T h e h i g h 

a b u n d a n c e o f p e r i p h e r i n - 2 in b o v i n e p h o t o r e c e p t o r s a n d t h e a v a i l a b i l i t y o f 

l a r g e a m o u n t s o f b o v i n e re t i na l t i s s u e m a k e it p o s s i b l e t o pu r i f y e n o u g h 

c o m p l e x f o r t h e s e t y p e s o f s t u d i e s . A l s o , e x p r e s s i o n o f t h e i n t r a d i s c a l 

l oop r e g i o n in a b a c t e r i a l s y s t e m a n d s t r u c t u r a l a n a l y s i s i n c l u d i n g X - r a y 

c r y s t a l l o g r a p h y a n d N M R t e c h n i q u e s w o u l d be v e r y i n f o r m a t i v e . M o r e 

s t r u c t u r a l s t u d i e s i n c l u d e : e l e c t r o n m i c r o s c o p i c a n a l y s i s o f o l i g o m e r i c 

c o m p l e x e s in t h e d e t e r g e n t s o l u b i l i z e d a n d r e c o n s t i t u t e d s t a t e s ; e f fec t o f 

r e d u c t a n t o n t h e s h a p e a n d s tab i l i t y o f p h o t o r e c e p t o r d i s c s ; i s o l a t i o n a n d 

c h a r a c t e r i z a t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 - c o n t a i n i n g v e s i c l e s f r o m t r a n s f e c t e d ce l l s 

by i m m u n o - E M ; m a p p i n g o f t h e p r o p o s e d i n t r a m o l e c u l a r d i s u l f i d e b o n d s 

w i t h i n t h e l oop r e g i o n by p r o t e o l y s i s a n d H P L C a n a l y s i s . 

E x p e r i m e n t s c a n be d e s i g n e d a l s o to a d d r e s s t h e ro le o f d i s u l f i d e -

m e d i a t e d o l i g o m e r i z a t i o n in d i s c f o r m a t i o n . T h e u s e o f m e m b r a n e -

i m p e r m e a b l e s u l f h y d r y l r e a g e n t s in c o n j u n c t i o n w i t h l a b e l i n g d y e s l i ke 

L u c i f e r y e l l o w to s t u d y d i s c f o r m a t i o n in p h o t o r e c e p t o r s in e y e c u p s s h o u l d 

d e t e r m i n e t h e i m p o r t a n c e o f d i s u l f i d e b o n d i n g a t t h e d i s c - f o r m i n g r e g i o n 

a n d i den t i f y t h e p r o t e i n s i n v o l v e d . P r e l i m i n a r y e x p e r i m e n t s h a v e 

r e v e a l e d t h e p r e s e n c e o f p r o t e i n s w i t h f r e e s u l f h y d r y l g r o u p s in t h i s 

r e g i o n ( C . L o e w e n a n d R. M o l d a y , u n p u b l i s h e d ) . A n t i b o d i e s g e n e r a t e d to 
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t h e i n t r a d i s c a l r e g i o n o f p e r i p h e r i n - 2 m a y a l s o be u s e f u l in t h i s t y p e o f 

s t u d y . S i n c e a n a t u r a l k n o c k o u t is a v a i l a b l e , t r a n s g e n i c s t u d i e s in m i c e 

a d d i n g - b a c k C 1 5 0 S p e r i p h e r i n - 2 o r o t h e r c h i m e r a s w o u l d be e x t r e m e l y 

i n f o r m a t i v e in d e t e r m i n i n g t h e m e c h a n i s m s o f d i s c m o r p h o g e n e s i s . 

C e r t a i n r e s e a r c h g r o u p s a r e a l s o u s i n g i n d u c i b l e p r o m o t e r s to b e g i n to 

s t u d y t h i s ro le f o r p e r i p h e r i n - 2 . 

S t u d i e s in t r a n s g e n i c Xenopus e x a m i n i n g t h e r e q u i r e m e n t s f o r 

o u t e r s e g m e n t t a r g e t i n g a r e c u r r e n t l y u n d e r w a y . T h i s s y s t e m c a n a l s o be 

u s e d to t e s t t h e ro le o f t h e C - t e r m i n u s o f p e r i p h e r i n - 2 in m e m b r a n e 

f u s i o n in v i v o . I n t e r e s t i n g l y , w e d id no t f i nd a n y s e r i o u s d e f e c t s in d i s c 

m o r p h o g e n e s i s d u e to t h e p r e s e n c e o f G F P a t t h e C - t e r m i n u s , a n d 

a n o t h e r g r o u p h a s f o u n d no s e r i o u s p r o b l e m s in f r o g s t h a t e x p r e s s 

p e r i p h e r i n - 2 w i t h a t r u n c a t e d C - t e r m i n u s ( L e e , B u r n s i d e & F l a n n e r y , 

2 0 0 1 ) . A l s o , m o r e d i s e a s e c a u s i n g m u t a t i o n s c a n be e x a m i n e d in t h e 

f r og s y s t e m to o b t a i n a m o r e c o m p r e h e n s i v e u n d e r s t a n d i n g o f t h e 

m o l e c u l a r b a s i s f o r r e t i n a l d y s t r o p h i e s . L a s t l y , t h e ro le o f G A R P a n d t h e 

i n t e r a c t i o n o f p e r i p h e r i n - 2 w i t h o t h e r p r o t e i n s , p o s s i b l y c y t o s k e l e t a l , wi l l 

te l l us m o r e a b o u t t h e o r g a n i z a t i o n o f p h o t o r e c e p t o r o u t e r s e g m e n t s . 
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