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1. Einleitung

1.1. Drosophila melanogaster als Modellsystem

Das menschliche Gehirn ist die komplexeste bekannte Struktur des Universums. Es ist das
Ergebnis einer Jahrmillionen andauernden Evolution. Noch sind wir weit davon entfernt, zu
verstehen, wie Daten erfasst, weiter verarbeitet und gespeichert werden. Aufgrund der
unglaublichen Komplexitét ist die direkte Erforschung des menschlichen Gehirns nahezu
unmoglich. Seit Jahrzehnten dient daher die Taufliege Drosophila melanogaster als
Modellsystem. Die kurze Generationszeit, die leichte Zuchtbarkeit, und ein Ubersichtliches
Netzwerk aus rund 200 000 Neuronen machen Drosophila seit ca. 80 Jahren zum klassischen
Objekt der Genetik.

Aufgrund der Tatsache, dass grundlegende Bauelemente und Prozesse der
Informationsverarbeitung in der Evolution hochkonserviert sind, ist es moglich mit Hilfe

dieses Modell systems wichtige Erkenntnisse Gber das menschliche Gehirn zu gewinnen.

1.2. Synaptische und synapsenassoziierte Proteine

Vor ca. 100 Jahren pragte Sherrington den Begriff Synapse, um den Ort der Kommunikation
von Neuronen zu beschreiben. Mittlerweile sind einige synaptische und synapsenassoziierte
Proteine identifiziert und die Rollen einzelner Proteine wahrend der Transmitterfreisetzung
aufgeklart.

Man geht aber davon aus, dass 50-100 Proteine an dem synaptischen Vesikelzyklus beteiligt

sind. Ein Grofdteil dieser Proteine ist noch unbekannt.

Stdhof et al. teilten 1995 die synapsenassoziierten Proteine in vier Hauptgruppen ein:
a) Proteine der synaptischen Vesikel,
b) Proteine, die mit synaptischen Vesikeln assoziieren,
c) Proteine der synaptischen Plasmamembran,

d) Proteine, diereversibel mit der Plasmamembran assoziieren.
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Von der funktionellen Seite aus betrachtet unterscheidet man zwei Hauptgruppen,
Transportproteine (transport proteins), beteiligt an der Neurotransmitteraufnahme und
Verkehrsproteine (traffic proteins), welche den synaptischen Vesikelzyklus hauptséchlich

vermitteln.

1.3. Der Zyklus synaptischer Vesikel

Der Zyklus synaptischer Vesikel an der Nervenendigung besteht im Wesentlichen aus der
Vesikelexozytose, Endozytose und Regeneration von neuen Vesikeln. Von allen bekannten

zelluldren Transportwegen, ist der Zyklus synaptischer Vesikel der schnellste und der am

aufwendigsten regulierte.
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Abb. 1.1: Zyklus synaptischer Vesikel (Augustine et al., 1999).

Im ersten Schritt werden mit Neurotransmitter gefiillte synaptische Vesikel im Bereich der
aktiven Zone lokalisiert (Mobilization, Docking). Die aktive Zone ist der Bereich der
prasynaptischen Membran, welcher dem synaptischen Spalt genau gegentiber liegt. Hierbei
spielen Rab-Proteine (GTP-bindende Proteine) und deren Effektoren Rabphilin und Rim eine
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Rolle. Die angedockten Vesikel durchlaufen einen Reifungsprozess (Priming), welcher sie
kompetent macht fir eine schnelle Calcium vermittelte Fusion mit der prasynaptischen
Membran. Die sogenannten SNAREs (Synaptobrevin, SNAP25 und Syntaxin) bringen durch
ein Vierhelixbundel, an welchem SNAP25 mit zwel Helices betelligt ist, die Vesikelmembran
und die présynaptische Membran in raumliche N&he zueinander (Bajjalieh, 1999).

Nach der Reifung der Vesikel kommt es zur Calcium ausgel 6sten Exocytose. NSF und SNAP
sollen ATP-vermittelt das Vierhelixblindel sowohl vor der Fusion als auch nach der Fusion
wieder auflésen (Brunger, 2001). Der Calciumeinstrom bel Depolarisation der
prasynaptischen Membran wahrend eines Aktionspotentials erfolgt Uber spannungsgesteuerte
Calciumkanéle, welche in der aktiven Zone konzentriert vorliegen.

Synaptotagmin, ein Calcium bindendes Protein der Vesikelmembran, ist der wichtigste
Kandidat, derjenige Calciumrezeptor zu sein, welcher die Anderung der
Calciumkonzentration in ein Signal zur Membranfusion umwandelt. Dennoch ist der Prozess
der Cacium gesteuerten Fusion derart komplex, dass eine Vielzahl von Proteinen daran
beteiligt sind. Beispielsweise sei auch das Cystein-String-Protein CSP erwahnt, welches als
Teil eines Chaperonkomplexes hier eine Rolle spielt. Es ist nach wie vor unklar, wie die
Veskelfuson durch Cacium gebundenes Synaptotagmin ausgelost wird. Es wird
vorgeschlagen, dass auch hier eine Interaktion von SNARE-Proteinen von Bedeutung sein
konnte (siehe Ubersicht, Bajjalieh, 2001).

Nach der Exozytose werden leere Vesikelmembranen schnell wieder mittels Endozytose Uber
Clathrin und seine Adaptormolekile in die Synapse aufgenommen. Nach Verlust des
Clathrinmantels kommt es vermutlich bei einem Teil der leeren Vesikel zur Translokation zu
fruhen Endosomen. Bei der endosomalen Fusion scheinen wiederum NSF und SNAP eine
Rolle zu spielen. Nach der Knospung erfolgt die erneute Neurotransmitteraufnahme und
anschlief3end die Translokation zur aktiven Zone. Der Zyklus kann von vorne beginnen.

Bel der Aurechterhaltung eines Reservepools in der Nahe der aktiven Zone scheinen

Synapsine eine wichtige Rolle zu spielen.

Im folgenden sollen einige synaptische und synapsenassoziierte Proteine, die fir diese Arbeit

von Bedeutung sind, naher vorgestellt werden.
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1.4. Synapsine

Synapsine sind neuronale Phosphoproteine, die mit synaptischen Vesikelmembranen
assoziieren, an Cytoskelettelemente binden und denen eine regulatorische Funktion in der
Neurotransmitterfreisetzung zugeschrieben wird. In Vertebraten konnten bislang drei
Synapsin-Gene kloniert werden (Sudhof et al., 1987, 1989; Sudhof, 1990; Hosaka und
Sldhof, 1998; Kao et al., 1998). Aus den beiden Genen Synapsin | und Synapsin |1 gehen vier
Isoformen durch alternatives Spleif3en hervor (Synapsin la, Ib, I1b, I1b), aus dem dritten Gen
gehen drei Isoformen (Synapsin I11a,b,c) hervor. Die haufigste Form ist Synapsin Ib, esist in
fast allen Synapsen enthalten (Sudhof et al., 1989). Der N-Terminus aler Synapsine
beinhaltet die konservierten Doménen A, B und C, der Carboxy-Terminus die variablen

Domanen D, F, G, H und J sowie die konservierte Domane E.

1.5. Cystein-String-Protein (CSP)

Das Cystein-String-Protein, urspringlich als synapsenassoziiertes Protein in Drosophila
beschrieben (Zinsmaier et a., 1990), ist ein algemein mit sekretorischen Vesikeln
assoziiertes Protein und hoch konserviert von Invertebraten bis zum Menschen. Genetische
Studien in Drosophila haben gezeigt, dass CSP sowohl fir die Lebensfahigkeit der Tiere als
auch fur eine regulierte Neurotransmitterfre setzung von Bedeutung ist. CSP-Nullmutanten in
Drosophila zeigen einen Temperatur-sensitiven, paraytischen Phanotyp (Zinsmaier et al.,
1994). Es wird vermutet, dass CSP als Tell eines Chaperonkomplexes Schutzfunktionen
wahrnimmt. Das Substrat dieses Komplexesist nicht bekannt.

1.6. SAP47

Um neue synaptische Proteine in Drosophila melanogaster zu identifizieren wurden Méause
mit Drosophilagehirnhomogenat immunisiert. Nach Herstellung monoklonaler Antikorper
wurden diese in immuncytochemischen Farbungen an Drosophilagehirnschnitten ausgetestet
(Hofbauer, 1991). Ein Antikérper mit der Bezeichnung MAK nc46 zeigte eine einheitliche
Farbung des gesamten Neuropils mit Ausnahme der Lamina (deutliche Farbung nur in einer
distalen Schicht) und der Medulla (deutlich schwéachere Farbung in einem Bereich distal des
Cucatti-Bundels, Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Horizontaler Gefrierschnitt durch einen Kopf von Drosophila melanogaster, gefarbt
mit dem MAK nc46 (Verdinnung 1:100). USG = Unterschlundganglion, R = Retina, La =
Lamina, M = Medulla, Lo = Lobula, Lp = Lobulaplatte (aus Maier, 1995).

In immunhistochemischen Nerv-Muskel-Praparaten des dritten Larvenstadiums férben sich
synaptische Boutons an (Abb. 1.3).

Abb. 1.3: Nerv-Muskelpréparat einer 3. Instar-Larve von Drosophila melanogaster, gefarbt
mit dem MAK nc46 (Verdinnung 1:100). Zu sehen sind synaptische Boutons der Typen 1s
(1), 1b (2) und 2s (3), zur Verfigung gestellt von D. Reisch.
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Immunogoldfarbungen an Schnitten durch
motorische Endplatten larvaler Muskelpraparate zeigen eine homogene Verteilung des
Antigensim Cytosol (Reisch, 2000).

Im Westernblot erkennt der Antikorper eine spezifische Bande bel 47kD in
Drosophilagehirnhomogenaten. Aufgrund der Lokalisation an der Synapse und des
Molekulargewichtes erhielt das MAK nc46-Antigen den Namen Synapsenassoziiertes Protein
SAPAT.

In einem Westernblot mit Gehirnhomogenaten verschiedener Spezies sind in Xiphophorus
maculatus eine Bande bei 52kD, in Mus musculus und Homo sapiens jeweils eine
Doppelbande bei 78 bzw. 83kD detektierbar.

ol UL 4R M- :I.f'i
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Abb. 1.4: Westernblotanalysen von Gehirnhomogenaten verschiedener Spezies. Die Farbung
wurde mit dem MAK nc46 bei einer Verdiinnung von 1:100 durchgefihrt (Reisch, 1994).

Durch Screenen verschiedener Expressionsbibliotheken (Debel, 1989; Benz, 1991;
Reichmuth, 1993) fand sich das vollstandige Leseraster des SAP47-Proteins (Reichmuth et
a., 1995). Das zugehdrige Gen wurde in die Region 89A8-B3 auf dem rechten Arm des
dritten Chromosoms lokalisiert. Der gesamte genomische Bereich erstreckt sich Uber eine
Lange von ca. 25kb und besteht aus sieben Introns und acht Exons, wobel die beiden letzten

Exonsin zwe Spleil3varianten alternativ genutzt werden.
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Abb. 1.5: Exon-Intron-Organisation des Sap47-Gens.
Der klonierte genomische Bereich von Sap47 besteht aus sieben Introns und acht Exons,

wobei die beiden letzten alternativ genutzt werden (aus Becker, 1997).

Die beiden alternativ gespleifiten Transkripte kodieren fir zwel nahezu identische Proteine
mit jewells 347 bzw. 351 Aminosauren (Becker, 1993; Reichmuth et al., 1995).

Die Funktion des SAPA47-Proteins sowie die genaue ultrastrukturelle Lokalisierung an der

Synapse ist noch nicht bekannt.

1.7. HSAP, das humane Homolog von SAP47

Mit der Sequenz von SAP47 wurden die verfigbaren Datenbanken nach humanen EST-
Klonen durchsucht. Es fanden sich eine Reihe von EST-Klonen mit signifikanter Ahnlichkeit
zu SAP47. In Kombination mit eigenen Sequenzen aus dem Screen einer cDNA-Bibliothek
humaner Retina konnte eine vorlaufige Sequenz von 2059 bp abgeleitet werden (Brunner,
1999). Vermutlich ist diese Sequenz sowohl am 5" as auch am 3" Ende unvollsténdig. Auf
Aminosaureebene besitzen das humane SAP und SAP47 aus Drosophila eine Ahnlichkeit von
44%.

Die vorlaufige Exon/Intron-Struktur, abgeleitet von der Sequenz eines humanen PAC-Klones,
enthdlt acht Exons.
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Abb. 1.6: Vorlaufige Exon/Intron-Struktur des hsap-Gens (aus Becker et al., 1999).

Mit Hilfe von In-situ-Hybridisierung wurde das humane Homolog von SAP47 auf dem
kurzen Arm des X-Chromosoms in die Region Xp22.2 lokalisiert (Reich, 1997).

Im Gegensatz zu SAPA47 in Drosophila ist das humane Homolog nicht gehirnspezifisch.
Zahlreiche EST-Klone aus den verschiedensten Geweben sowie ein 1999 in der

Arbeitsgruppe von Nils Brose durchgefihrter Northernblot zeigte zwel SAP-Transkripte in
den untersuchten Geweben.
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Abb. 1.7: Northernblot. Die poly-A RNA aus verschiedenen Rattengeweben (Herz, Gehirn,
Milz, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Hoden) wurden mit einer hsap-cDNA-Sonde
auf das Vorhandensein der Sap-RNA geprobt (aus Becker et al., 1999).
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Uber die Funktion und die Lokalisation des humanen Homologs von SAP47 it ebenfalls
nichts bekannt.

1.8. Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war es, das SAP47-Protein aus Drosophila und die zugehérige Proteinfamilie
naher zu charakterisieren. Mit Hilfe einer Uberexpressions- und einer Nullmutante fir SAP47
in Drosophila sollten Hinweise auf die Funktion des Proteins gewonnen werden. Parallel dazu
wurde durch Co-lmmunprazipitation nach I nteraktionspartnern gesucht.

Aus friheren Arbeiten war bekannt, dass der monoklonale Antikorper, welcher zur
Identifizierung von SAP47 in Drosophila fihrte, in Vertebraten ebenfalls ein
gehirnspezifisches Protein erkennt. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, herauszufinden, ob es
sich hierbei um das humane Homolog von SAP47 handelt.

Mit Hilfe eines Antikérpers gegen das humane Homolog von SAPA47 sollte Aufschluss Uber
Funktion und Lokalisierung dieses Proteins gewonnen werden. Dies ist insofern von
Bedeutung, da sich in der Region Xp22.2, in welcher das humane Homolog kartiert, einige
sehr interessante Erbkrankheiten befinden. Zu erwéhnen sind vor allem X-gebundene mentale

Retardierungen, deren molekulare Ursache ungeklart ist.
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2. Materid

2.1. Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Amersham, Applichem,
GIBCO BRL, ICN, Merck, Roth und Sigmain p.a. Qualitat bezogen und verwendet.

Restriktions- und DNA-modifizierende Enzyme stammen von den Firmen GIBCO BRL,
Boehringer Mannheim (Roche) und New England Biolabs (NEB).

2.2. Reaktionskits

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Mix (Perkin Elmer)
DNA Labelling Kit (MBI Fermentas)

ECL Western Blotting analysis Sytem (Amersham Pharmacia)

QIAquick Gelextraction Kit (QIAgen)

QIAquick PCR Purification Kit (QlIAgen)

QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAgen)

QIAgen Plasmid Midi Kit (QIAgen)

Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories)

2.3. Immunglobuline

MAK nc46, MAK nc82, MAK ab49, MAK 3C11 (A. Hofbauer)
PAK DSYT (Dianova)

MAK anti-Synapsin (R. Jahn)

goat anti-mouse |g HRP Conjugate (BioRad)

PAK rabbit anti-lacZ (Cappel)

goat anti-rabbit 1g Alexa Fluor 488 conjugate (Molecular Probes)
goat anti-mouse Ig Cy3 conjugate (Dianova)

goat ant-HRP FITC conjugate (Cappel)

anti-BIP (Dianova)
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2.4. Lebendmaterial

2.4.1. Bakterienstamme

Alle verwendeten Stamme sind in Sambrook et al., 1989, beschrieben.
E. coli XL1-Blue

E. coli DH5a

2.4.2. Fliegenstdmme

W1118 (Arbeitsgruppe Buchner)
WT Berlin (Arbeitsgruppe Buchner)
TM3/TM6 (Arbeitsgruppe Buchner)
Rhodopsin-Gal4 (A. Keller)
Elav-Gal4 (A. Keller)

Hs-Gal4 (M. Schwaérzel)
Actin-Gal4 (M. Schwérzel)

2.4.3. Mause und Ratten
Balb/c, weibl., 8-12 Wochen alt
Wistar, weibl., 8-12 wochen alt

2.5. DNA-Material

2.5.1. Vektoren:
pBluescript KS (Stratagene)
pPPUAST (Stratagene)
pOT2 (Stratagene)

2.5.2. EST-Klone
Samtliche verwendeten EST-Klone (Synapsin, BiP) wurden am Ressourcenzentrum in Berlin
bestellt und sind dort beschrieben.
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2.5.3. Primer (allevon MWG)

T7:5 -TAATACGACTCA CTATAGGG- 3

T3:5 -CAATTA ACCCTCACT AAAG-3

Sap-sense: 5 -CCT ACT AGA TCT CCA ACA TGT TTT CGG GCC TAA- 3
Sap-antisense: 5" -CTT AAC GCG GCC CAT TCA ATCTTCATCTTCATCTTC-3
Blp-forward: 5" -GGA AGA TCT AAAATT TACCTGAAGGACG-3

Blp-reverse: 5" -CCG GTA CCT TAT TTT CAA ACCCCA AG- 3

2.6. Puffer und L6sungen
Alle verwendeten Puffer und Lodsungen entsprechen den Angaben in den jeweiligen

Protokollen der Reaktionskits oder den angegebenen Referenzen.

2.7. Gerdte und sonstiges Material

ABI PRISM Sequencer (Perkin Elmer)

Glashomogenisatoren

Fastblot-Kammern (Biometra)

Kryostat (Reichert-Jung)

Mini-Gel Apparatur (Biometra)

Maxi-Gel Apparatur (Biometra)

Mupid-Gel el ektrophoresekammer (Eurogentec)

Tischzentrifugen (Eppendorf)

Ultrazentrifuge, sowie Einsdtze und Polyallomerréhrchen (Beckmann)
Vibratom
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3. Methoden

Allgemeine und grundlegende Methoden wie DNA-Verdau, Ligation, Gelelektrophorese von
Proteinen und DNA, Westernblot, Konzentrationsbestimmungen, Transformation von
kompetenten Bakterien, etc sind, soweit nicht anders angegeben, den Laborhandbiichern
Maniatis et a. (1982) und Sambrook et al. (1989) entnommen. Bel Verwendung von
Enzymen und Reaktionskits wurden die Angaben der Hersteller befolgt.

3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1. Praparative Methoden von DNA

Die Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Protokoll von Birnboim
und Doly (1979), oder nach dem Protokoll von Qiagen mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit
beziehungsweise fur grofdere Mengen mit dem Plasmid Midi Kit.

Die Elution einzelner DNA-Fragmente aus Agarosegelen erfolgte mithilfe des Gel Extraction
Kit der Firma Qiagen.

3.1.2. Herstellung und Transformation von el ektrokompetenten Zellen

Fur die Herstellung und Transformation elektrokompetenter Zellen wurden die
Bakterienstdmme E.coli XL 1-blue und E.coli DH5a verwendet. Die Herstellung erfolgte nach
dem Protokoll von Dower et a. (1988).

3.1.3. Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung von DNA erfolgt nach der Sanger-Methode mithilfe des BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Mix und anschlief3ender Analyse im ABIprism

Sequencer von Perkin Elmer.

3.1.4. Linker-PCR

Ist die Klonierung von DNA zunéchst durch das Fehlen von Restriktionsschnittstellen nicht
maoglich, kdnnen durch entsprechende Primersequenzen Restriktionsschnittstellen angehangt
werden. Dabei sollte der Uberhang im Vergleich zu der komplementéren Primersequenz nicht
zu lang sein und trotzdem ein Schneiden der Restriktionsenzyme erlauben. Die
Schmel ztemperatur sollte bei ca. 70°C liegen und der Primer sollte nicht selbstkomplementar

sain.
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3.1.5. Ga4-UAS-System

Das Gal4-UAS-System wurde 1993 von Brand und Perrimon entwickelt. Es nutzt den
Transkriptionsaktivator Gal4 aus der Hefe zur gezielten gewebsspezifischen Genexpression
eines Transgens. Das Enhancerelement UAS, im Konstrukt dem Transgen vorgeschaltet, ist
hierbei die Erkennungssequenz fur Gal4. Nach erfolgreicher Insertion des Konstruktes im
Genom einer Fliege kann diese nun mit einem Stamm verkreuzt werden, welcher
gewebsspezifisch Gal4 exprimiert. Gal4 bindet an UAS, die Transkription des Transgens wird
aktiviert.

3.2. Proteinchemische M ethoden

3.2.1. SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese (SDS-PAGE) nach Biometra

Die Gele wurden nach den Angaben des Herstellers Biometra gegossen und in der
Elektrophoresekammer eingespannt. Die Proben fir die Analyse wurden 5min bei 68°C
aufgekocht. Unter Kihlung wurde die Elektrophorese bei 25-50mA pro Gel durchgefhrt.

3.2.2. Fastblot nach Biometra

Wahrend des Semi-dry-Blotting-V erfahrens (Khyse-Anderson, 1984) werden die Proteine aus
dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran Uberfuhrt, die zuvor in Transferpuffer getrénkt
wurde. Bei einer konstanten Stromstérke von maximal 5mA/cm? Gelflache tiber eine Dauer
von einer Stunde sollte die maximale Leistung von 6 Watt nicht Gberschritten werden.

3.2.3. Spezifische Proteinfarbung mittels Antikdrpern und ECL -Detektion (Amersham)
Der Nachweis einzelner Proteine aus Gewebehomogenaten auf der Nitrozellulosemembran
erfolgte mit dem ,, ECL Western blotting analysis System” der Firma Amersham.

3.2.4. Proteinlokalisation durch Zellfraktionierung

Durch Zentrifugation von Zellhomogenaten lassen sich einzelne Zellbestandteile auftrennen.
Maéause- und Rattengehirne (2-40) wurden sofort nach Entnahme in Homogenisierungspuffer
(enthdlt Proteinaseinhibitoren der Firma Boehringer Mannheim) aufgenommen. Fir einen
Ansatz Fliegengehirnhomogenat wurden ca. 10ml Fliegen in flissigem Stickstoff
schockgefroren und die Kopfe von anderen Teilen durch Schitteln tber Siebe getrennt.
Samtliche Gehirne beziehungsweise Fliegenkdpfe wurden in einem Glashomogenisator

homogenisiert.
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Nach der Homogenisierung lassen sich im ersten Zentrifugationsschritt bei 1 000g fir 10min
bei 4°C Detritus und Kerne (Pellet 1) von alen tibrigen Bestandteilen (Uberstand 1) trennen.
In einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 100 000g fur eine Stunde bel 4°C trennen sich
die cytosolischen Proteine (Uberstand 2) von Membran- und Cytoskelettproteinen (Pellet 2).
Durch Behandlung des Pellet 2 mit Detergenzien kann ein Grof3teil der membranstandigen
Proteine aus der Membran herausgel st werden. Im anschlief3enden Zentrifugationsschritt bei
100 000g fir eine Stunde bei 4°C finden sich gel6ste Membranproteine im Uberstand 3.

Zur Analyse im Westernblot werden einzelne Proben mit denaturierendem Lammli-Puffer
versetzt.

3.2.5. Dichtegradientenzentrifugation

Mit Hilfe eines Glycerindichtegradienten ist eine weitere Auftrennung in leichtere
(synaptische Vesikelmembranen) und schwerere Membranen (Plasmamembranen) moglich.
Dafir wird das mit Detergenzien behandelte Pellet 2 auf eine Schichtung verschiedener
Glycerinkonzentrationen (25%, 20%, 15%, 10%, 5%) auf ein 50% Sucrosekissen gegeben
und anschlieffend bei 100 000g und 4°C fur eine Stunde zentrifugiert. Hierbei verteillen sich
die unterschiedlichen Membranfraktionen aufgrund ihrer spezifischen Dichte im Gradienten.

3.2.6. Immunprazipitation

3.2.6.1. Prinzip der Immunprazipitation

Unter Immunprézipitation versteht man die Anreicherung eines Antigens und gegebenenfalls
dessen Interaktionspartner Uber einen spezifischen Antikérper. Durch Bindung des konstanten
Tells des Antikorpers an Protein A oder Protein G konnen die Antigen-Antikorper-Komplexe

aus einem Gewebehomogenat aufgereinigt werden.

3.2.6.2. Protein G Sepharose Saule (Amersham Pharmacia)

Das Gewebehomogenat wurde in einem Verhdltnis von 1:1 Uber Nacht bei 4°C mit dem
Antikorper (Hybridoma-Uberstand) bei eéinem pH von 6,8 inkubiert. Im néchsten Schritt wird
die Antigen-Antikorperldsung durch die mit Natriumphosphatpuffer auf pH 6,8 eingestellte
Saule bei 4°C gesplilt. Entsprechend dem Protokoll des Herstellers werden nach mehreren
Waschschritten die Antigen-Antikorper-Komplexe mittels Natriumcitrat (pH 2,7) von der
Saule euiert. Die einzelnen Elutionsfraktionen konnen anschliefend durch SDS-PAGE

aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Farbung und Westernblot analysiert werden.
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3.2.6.3. Protein A Agarose Beads (Boehringer Mannheim)

Nach Angaben des Herstellers wird die Antigen-Antikorperlosung Uber Nacht bei 4°C mit
30ul Protein A Agarose Beads inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wird nach
Abzentrifugieren der Beads der Uberstand entfernt. Die Beads samt der gebundenen Antigen-
Antikoérper-Komplexe werden in Lammliprobenpuffer aufgenommen. Nach Erhitzen fr drei
Minuten bei 65°C konnen die Beads abzentrifugiert werden. Der Uberstand enthalt dann den

Antikorper und die prézipitierten Proteine.

3.3. Histochemische Methoden

3.3.1. Prinzip der Immunhistochemie (IHC)

Das Prinzip der IHC basiert auf der Erkennung eines fixierten Antigens durch ein spezifisch
gegen dieses gerichteten priméren Antikorper. Ein zweiter biotinylierter Antikérper, welcher
gegen Immunglobulin der Spezies gerichtet ist, der der Primérantikorper entstammt, bindet an
letzteren. Durch Zusetzen eines Komplexes aus Avidin  und biotinylierter
Meerrettichperoxidase  und  anschliefender  Zugabe  des  Substrates  DAB
(Diaminobenzidintetrahydrochlorid) als Chromogen kann der Antigen-Antikdrperkomplex

sichtbar gemacht werden.

3.3.1.1. IHC an Gefrier- und Vibratomschnitten von Maus- und Rattengehirnen

Die Méause und Ratten wurden mit Trockenels betdubt, dekapitiert und die Gehirne
entnommen. Fur die IHC an Gefrierschnitten wurden die Gehirne in mit flissigem Stickstoff
gekuhlten Isopentan eingefroren. Das Gewebe wurde bei —80°C aufbewahrt. 2-10um dicke
Schnitte wurden mit Hilfe eines Kryostaten bei —20°C angefertigt, auf Objekttrager montiert
und anschlief}end bei Raumtemperatur |uftgetrocknet.

Fur die IHC an Vibratomschnitten wurden die Gehirne in 4% Paraformaldehyd fixiert und zur
Kryoprotektion zuerst in 15%-ige dann in 30%-ige Sucroseldsung gegeben. 100um dicke
Schnitte wurden mit Hilfe eines Vibratoms angefertigt und in TRIS-Puffer aufgefangen.

3.3.1.2. IHC an Gefrierschnitten von Fliegengehirnen

2-5 Tage alte Fliegen wurden wie in Buchner et a. (1986) beschrieben auf Eis betdubt, die
Gehirne prépariert und in 4% Paraformaldehyd fixiert. Nach Kryoprotektion in 25%-iger
Saccharose in Drosophilaringer fur 12 Stunden wurden Serienschnitte des Fliegengehirns am
Kryostaten angefertigt.
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Alle Farbungen wurden mit dem Vectastan ABC Kit durchgefihrt und die dort
vorgeschlagenen Anweisungen befolgt. Nach halbstindigem Blocken der endogenen
Peroxidase mit 0,3% Wasserstoffperoxid, mehrmaligem Waschen in Puffer und
Vorinkubation in normalem Blockserum werden die Schnitte Gber Nacht bei 4°C mit dem
Priméarantikorper, verdinnt in Puffer, inkubiert. Am nachsten Tag werden die Schnitte nach
dem Waschen fir eine Stunde bei 37°C mit dem Zweitantikdrper inkubiert. Nach erneutem
Waschen werden die Schnitte der Peroxidasesubstratlosung so lange ausgesetzt, bis die
gewlnschte Farbeintensitét erreicht ist. Die Reaktion wird in Wasser abgestoppt und die
Schnitte mit erwarmter Glyceroll3sung eingedeckelt.

3.4. Drosophilazucht

3.4.1. Standardkultur
Die Fliegen werden entweder bei 18°C oder bel 25°C in durchsichtigen, mit Nahrmedium
gefillten, Schaumstoff verschlossenen Plexiglasgefalen gehalten.

3.4.2. Keimbahntransformation und Einzelkreuzungen

Durch Keimbahntransformation kénnen in vitro hergestellte DNA-Fragmente in das Genom
von Drosophila eingebracht werden (Spradling und Rubin, 1982). Die Versuche wurden nach
dem von Koérner (1995) beschriebenen Protokoll durchgefiihrt. Nach dem Verbreitern von
w1118 Fliegen werden diese zum Abeiern auf mit Hefe bestrichene Eiablageplatten gesetzt.
30min alte Embryonen werden abgesammelt, in 7% Natriumhypochlorid dechorioniert und in
gleicher Orientierung aufgereiht. Fir die Keimbahntransformation werden 60ug
Transformationsvektor und 20pg Helferplasmid (pUCHstA2-3) in den posterioren Pol der
Embryonen injiziert. Sind die Embryonen nicht dlter als 90min, so befinden sie sich noch im
Stadium des syncytialen Blastoderms. Somit kann der P-Element-V ektor zusammen mit dem
Transgen in die embryonale Keimbahn eingebracht werden. Nach dem SchlUpfen erster
Larven werden diese in mittelgrol3e Breigléaser Uberfihrt. Geschllipfte Fliegen werden einzeln
mit drei anders geschlechtlichen w1118 Fliegen verpaart. Da der Transformationsvektor einen
roten Augenfarbenmarker trégt, konnen die Nachkommen mit erfolgreicher Insertion des P-
Elementes selektioniert werden. Eine markertragende Fliege wird wiederum mit drel anders
geschlechtlichen w1118 Fliegen einzeln verpaart. Sind in der néchsten Generation alle

Manner weil3dugig, so hat die Insertion auf dem X-Chromosom stattgefunden. Ist dies nicht
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der Fall, werden rotéugige Fliegen mit dem Baancerstamm TM3/TM6 verkreuzt, um die

Insertion auf dem zweiten oder dritten Chromosom auszumachen.

3.5. Bioinformatik

Im Zuge der Sequenzierung kompletter Genome steht eine immer gréf3er werdende
Datenmenge Uber das Internet zur Verfigung.

Zu den wichtigsten 6ffentlich zugéanglichen Datenbanken fiir DNA gehdren die Datenbank am
EMBL (European Molecular Biology Laboratory), GenBank (Nordamerika) und DDBJ (DNA
Databank of Japan), fur Proteine sind dies Swiss-Prot und TrEMBL (Translate EMBL).

Eine typische Fragestellung zum Durchsuchen dieser Datenbanken ist die Suche nach
Sequenzahnlichkeiten, um zum Beispiel Hinweise auf die Funktion unbekannter Proteine zu
bekommen.

Zum Durchsuchen dieser Datenbanken wurden ,, Suchmaschinen* entwickelt. Das Prinzip der
zugrundeliegenden Suchalgorithmen ist der Vergleich der eingegebenen Sequenz mit allen in
der Datenbank vorhandenen Sequenzen. Dabei unterscheiden sich die verschiedenen
Algorithmen in der Sensitivitét und der Geschwindigkeit.

35.1. BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ist ein einfacher aber extrem schneller
heuristischer Algorithmus. Die Geschwindigkeit geht auf Kosten der Préazision der
Ergebnisse. Auf diese Weise kdnnen marginale, aber dennoch signifikante Ergebnisse fehlen.
Die Statistik, die in diesem Algorithmus enthalten ist, basiert auf den Arbeiten von Karlin und
Altschul (1990). Sie bietet eine Schatzung der statistischen Signifikanz der gefundenen
Treffer und wird als E-Wert angegeben.

3.5.2. CLUSTALW

CLUSTALW wurde von Thompson, Higgins und Gibson 1994 entwickelt und ist ein
progressives multiples Alignmentprogramm. Der Algorithmus vollzieht drei Schritte: im
ersten werden alle Sequenzen paarweise aligniert, im zweiten wird dagenige Alignment
bestimmt mit der hdchsten Punktzahl aufgrund grofter Ahnlichkeit, im dritten werden ale
weiteren Sequenzen nacheinander zu diesem ausgewahlten Alignment hinzugeftgt. Obwonhl
manchmal mehrere paarweise Alignments gleich gut sein kdnnen, wird an dieser Stelle nur
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ein Alignment ausgewahlt, mit welchem weiter fortgefahren wird. Das kann zu Fehlern

fUhren, die nicht mehr korrigiert werden kénnen.

3.5.3. Hidden Markov Modelle

Eine der interessantesten Entwicklungen auf dem Gebiet der Sequenzanalysealgorithmen
beinhaltet die Benutzung einer bestimmten Klasse statistischer Methoden, genannt Hidden
Markov Modelle (HMMs). Einfach gesprochen ist ein HMM die genaue Beschreibung einer
Verteilung von Wahrscheinlichkeiten Uber eine endliche Anzahl von Sequenzen (Eddy,
1996). Programme wie HMMer durchsuchen Datenbanken mit Profilen, beruhend auf der
Verteilung von Wahrscheinlichkeiten. Programme dieser Art sind daher sehr sensitiv aber

extrem langsam.
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4. Ergebnisse
4.1. Charakterisierung und Identifizierung des nc46 Antigensin Vertebraten
Darstellung des Vertebraten-nc46-Antigens im Wester nblot

Wie bereits in der Einleitung beschrieben erkennt der monoklonale Antikdrper nc46 im
Westernblot von Drosophilagehirnhomogenat eine spezifische Bande, das SAPA7 Protein.
Auch in Vertebratengehirnhomogenaten wird ein gehirnspezifisches Protein von dem
Antikorper erkannt.

In der folgenden Abbildung 4.1 ist ein Westernblot mit Homogenaten aus verschiedenen
Geweben der Maus zu sehen.

175kD
83kD ‘ |
62kD b

47,5kD
12345678910

Abb. 4.1: Westernblot mit verschiedenen Maushomogenaten, Verdinnung des Antikorpers
ncd6 1:100, Spuren 1. Gehirn, 2: frel, 3. Marker, 4. Leber, 5. Milz, 6: Niere, 7: Herz, 8:
Skelettmuskel, 9: Lunge, 10: Magen. Jeweils ca. 100mg Gewebe wurden in 200ul 2x

Lammli-Puffer homogenisiert. Pro Spur wurden 5pl aufgetragen.

Lediglich im Gehirnhomogenat ist eine Doppelbande bel 83kD zu erkennen. Bei den darunter
liegenden Spuren handelt es sich um Abbauprodukte.

In Gehirnhomogenaten anderer Vertebraten z.B. der Ratte, des Schweines und des Menschen

findet sich ebenfalls eine Doppelbande auf der Hohe von 83kD (Daten nicht gezeigt).
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Proteinlokalisation durch Zellfraktionierung

Fir die spéatere Aufreinigung des nc46-Antigens ist die Lokalisation des Proteins innerhalb
der Zelle von Bedeutung. Im nachsten Schritt sollte geklart werden, ob es sich um ein
cytoplasmatisches oder ein membrangebundenes Protein handelt.

In der folgenden Abbildung 4.2 ist die subzellulére Fraktionierung von Mausgehirnhomogenat
Im Westernbl ot dargestellt.

83kD e - ncd6-AG

62kD

1234567891011

Abb. 4.2: Westernblot von Mausgehirnhomogenat, Verdinnung des Antikdrpers nc46 1:100,
Spuren 1: Gehirnhomogenat als Kontrolle, 2: Pellet 1 (Zellkerne und Debris von 100mg
Gehirnen homogenisiert in 1ml Homogenisierungspuffer, nach 10min Zentrifugation bei
1000g), 3: Uberstand 1, 4, 5, 6: Uberstand 2 (I6sliche Proteinfraktion, nach 1h Zentrifugation
bei 100 000g), 7 ,8 ,9: Uberstand 3 (nach Losen des halben Pellets 2 in 250yl
Homogenisierungspuffer mit 1% Triton und 1h Zentrifugation bei 100 000g), 10, 11:
Membranfraktion (andere Halfte von Pellet 2, gelost in 250ul 2x Lammli-Puffer). Pro Spur

wurden jeweils 5ul aufgetragen.

Es ist eindeutig zu erkennen, dass es sich bei dem nc46-Antigen in Vertebraten um en
membrangebundenes Protein handelt.

Um das Protein aus der Membran herauslsen zu kénnen, wurden verschiedene Detergenzien
ausgetestet. Die Solubilisierungsbedingungen sollten so mild wie mdglich gewahlt werden
und die Konzentration des Detergenz so niedrig wie notig verwendet werden. Allgemein
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sollten nichtionische, bzw. zwitterionische (z.B. Brij35, CHAPS) gegenlber ionischen
Detergenzien (z.B. SDS) bevorzugt werden. Periphere Membranproteine, die nur
oberflachlich an die Membran assoziiert sind, kénnen auch durch hohe Salzkonzentrationen

(NaHCOg3) oder extreme pH-Bedingungen solubilisiert werden.
In der Abbildung 4.3 ist die Austestung verschiedener Detergenzien im Westernblot

dargestellt. Alle getesteten Detergenz- und Salzkonzentrationen fuhren zu einer deutlichen
Freisetzung des nc46 Antigens aus dem Pellet 2.

- 83kD nc46- Antigen

1 23 456789

Abb. 4.3: Westernblot von Membranfraktionen nach Austestung verschiedener Detergenzien,
Verdunnung des nc46 1:100. Das Pellet 2 von 100mg Gehirn homogenisiert in 1ml
Homogenisierungspuffer wurde in 250ul Homogenisierungspuffer mit Detergenz  bzw.
NaHCO3 aufgenommen und nochmals 1h bei 100 000g zentrifugiert. Der Uberstand 3 wurde
1:1 mit 2x Lammli-Puffer versetzt, pro Spur wurden jewells 10pl aufgetragen. Spuren 1, 2, 3:
mit je 1%, 1,5%, 2% Brij 35, Spuren 4, 5, 6: mit je 1%, 2%, 5% CHAPS, Spuren 7, 8, 9:
100mM NaHCOs.

I mmunhistochemie an Vibratomschnitten von Mausgehirn
Nachdem die Membranlokalisierung des nc46-Antigens feststand, sollte anhand von

Vibratomschnitten das Vorkommen des Proteins im Mausgehirn dargestellt werden. Als

modellhafte Hirnregion wurde der Hippocampus, ein phylogenetisch alter Bestandteil des
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Vertebratengehirns ausgewahlt. Aufgrund seiner einfachen Struktur ist er gut zur Bearbeitung

neurobiologischer Fragestellungen geeignet. Am auffélligsten ist die klare Gliederung in
Schichten (siehe Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Organisation des Hippocampus (Storm-Mathisen und Otterson, 1989). Al, alveus;
or, Str. oriens; py, Str. pyramidale; ra, Str. radiatum; Im, Str. lacunosum moleculare; mo, Str.

molecolare; gr, Str. granulosum; lu, Str. lucidum; CA, Cornu ammonis-Sektor.

In der folgenden Abbildung 4.5 ist Lokalisierung des nc46-Antigens in Frontalschnitten von
Mausgehirn dargestellt.
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Abb. 4.5: A: Negativkontrolle ohne Antikorper, B: Positivkontrolle mit einem Antikorper
gegen den Astrozytenmarker GFAP, Verdinnung 1:1 000.

Aufgrund der Vermutung, dass der nc46 ein synapsenassoziiertes Protein erkennt, sollten
ncd6 markierte Schnitte mit Schnitten verglichen werden, bei denen ein bekanntes
Synapsenprotein, in diesem Fall Synaptophysin, angeféarbt wurde.

Abb. 4.6: C: zeigt eine Farbung mit dem nc46, Verdinnung 1:100, D: zeigt eine Farbung mit
einem Antikorper gegen das Synapsenprotein Synaptophysin, Verdinnung 1:2 000.

Aus den Ubersichtsaufnahmen sind nicht gefarbte und unterschiedlich stark geféarbte Areale
bei Farbungen mit den beiden Antikdrpern nc46 und anti-Synaptophysin zu erkennen. Beide
Antikorper zeigen ein nahezu identisches Bild. Nicht oder schwach geférbte Bereiche
entsprechen synapsenfreien bzw. -armen Regionen von Nervenfaserstrangen wie zum
Beispiel dem Corpus calosum, der Verbindungsbriicke beider Hemispheren. Ebenfalls
schwach gefarbt sind die Zellagen der Zellkdrper von Pyramiden- und Kornerzellen.

Besonders stark dagegen sind Bereiche angeférbt worden, in denen hohe Zahlen von
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Synapsen ausgebildet werden. Hervorzuheben ist dabel insbesondere das Stratum lucidum.

Hier bilden die sogenannten M oosfasern synaptische Kontakte mit den Pyramidenzellen aus.

Abb. 4.7: E: Farbung mit dem nc46, F. Farbung mit dem AntikOrper gegen Synaptophysin.
20-fache VergrolRerung aus der Region des Ammonshorn des Schnittes C bzw. D, die
Einteilung in verschiedenen Schichten ist deutlich zu erkennen. CA, Cornu ammonis mit dem

Abschnitt CA1; mo, Stratum moleculare; gr, Stratum granulare; py, Stratum pyramidale.

In der folgenden Abbildung 4.8 ist das Stratum lucidum noch einmal vergrof3ert dargestellt.

Abb. 4.8: G: Farbung mit dem nc46, H: Farbung mit dem Antikdrper gegen Synaptophysin.
40-fache Vergrolerung aus der CA3-Region des Hippocampus des Schnittes C bzw. D, eine
besonders starke Farbung durch beide Antikorper ist im Stratum lucidum (luc) zu sehen.

Aufgrund der durchgefihrten Férbungen erhértete sich die Vermutung, es konne sich bei dem

von dem nc46 erkannten Protein um ein synapsenassoziiertes Protein handeln.
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Dichtegradientenzentrifugation

Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation kdnnen leichte von schweren Membranen
nochmals aufgetrennt werden. Handelt es sich um ein Protein, das mit den synaptischen
Vesikeln assoziiert ist, so musste sich das nc46- Antigen in der Fraktion der leichtesten
Membranen wiederfinden. Fragmente der Plasmamembran befinden sich in den schweren

Membranfraktionen.

In der folgenden Abbildung 4.9 ist das Ergebnis der Dichtegradientenzentrifugation zu sehen.
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Abb. 4.9: Westernblot nach Dichtegradientenzentrifugation, Verdiinnung des nc46 1:100. Das
mit Detergenzien behandelte Pellet 2 (siehe Proteinlokalisation durch Zellfraktionierung)
wurde auf eine Schichtung verschiedener Glycerinkonzentrationen (25%, 20%, 15%, 10%,
5%) auf ein 50% Sucrosekissen gegeben und anschlief?end bei 100 000g und 4°C fir eine
Stunde zentrifugiert. Die Spuren 1-7 entsprechen jeweils 10ul Probe plus 5ul 2x Lammli-
Puffer, die Spuren 8-14 entsprechen 5ul Probe plus 5ul 2xLammli-Puffer, wobel fir die
Spuren 1 und 8 die Proben aus dem 50% Sucrosekissen entnommen wurden, 2 und 9 aus der
25% Glycerinschicht, 3 und 10 aus der 20%-igen, 4 und 11 aus der 15-%igen, 5 und 12 aus
der 10%-igen, 6 und 13 aus der 5%-igen und 7 und 14 jeweils aus dem Uberstand. K
entspricht einem Kontrollfliegenkopf.

Das nc46-Antigen wurde in jener Fraktion im Westernblot erkannt, welche der leichtesten,
also der der synaptischen Vesikel entspricht (im Glyceringradienten sind dies die Schichten
mit jeweils 10% und 5% Glycerin). Daraus ergibt sich ein weiterer Hinwels, dass es sich um

€in synapsenassoziiertes Protein handeln konnte.
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Immunpr&zpitation

Um die Frage der Identitét des nc46-Antigens endgultig kldren zu kénnen, sollte das Protein
Uber den Antikorper prazipitiert werden, um eine ausreichende Menge fir eine N-terminae
Anseguenzierung zu erhalten. Selbst wenn es sich tatsachlich um ein synapsenassoziiertes
Protein handelt, so bestehen mehrere Mdglichkeiten: der Antikorper erkennt entweder das
humane Homolog von SAPA7 oder er kreuzreagiert mit einem vollig anderen bekannten oder

unbekannten Protein.

Fir die Immunprazipitation wurden 40 M&usegehirne homogenisiert (jeweils zwei Gehirnein
2ml Homogenisierungspuffer), die Membranfraktion (Pellet 2) mit 1% CHAPS als Detergenz
in 10ml Homogenisierungspuffer behandelt, bei 100 000g fur 1h zentrifugiert und
anschlieffend Uber Nacht der komplette Uberstand 3 mit dem Antikorperiiberstand 1:1
inkubiert. Die Bindung von Antigen und Antikorper erfolgt optimalerweise bel einem pH
unter sieben, in diesem Fall wurde der pH bel 6,8 eingestellt. Am néchsten Tag werden die
Antigen-Antikorperkomplexe tiber eine Protein-G-Sepharose-Saule gegeben.

In der folgenden Abbildung 4.10 ist zu sehen, dass sowohl Antikorper as auch Antigen an die

Saule gebunden werden.
= © - nc46- Antigen
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Abb. 4.10: Westernblot von Mausgehirnhomogenat zur Vorbereitung der |mmunprazipitation,
1: Uberstand 1 (40 Gehirne, davon jeweils zwei in 2ml Homogenisierungspuffer
homogenisiert und 10min bei 1 000g zentrifugiert), 2: Uberstand 3 (siehe Text), 3: Antigen
plus Antikdrper vor Durchtritt durch die Saule, 4: Antigen plus Antikorper nach Durchtritt
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durch die Saule, Verdinnung nc46 1:100. Pro Spur wurden jeweils 5Spl mit 5ul 2x Lammli-
Puffer versetzt und aufgetragen.

Nach drei Waschschritten mit jewells 10ml Natriumphosphatpuffer werden die Antigen-
Antikorperkomplexe mit 10ml einer 100mM Natriumcitratlosung (pH 2,7) von der Saule
eluiert. Im folgenden Westernbl ot ist das Ergebnis der Elution zu sehen.

= -83kD nc46- Antigen

- W= 0 -62kD  Antikorper schwere Kette
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Abb. 4.11: Westernblot nach Elution mit NaCitrat pH 2,7 von der Sdule, Spuren 1-6
entsprechen den ersten eluierten 6ml (Eluate 1-6), Verdinnung nc46 1:100. Pro Spur wurden
10l Eluat mit 5ul 2x Lammli-Puffer aufgetragen.

In der ersten Elutionsfraktion ist der Grofdteil des prézipitierten nc46-Antigens enthalten.
Nach Auftragen eines Aliquots und Autrennung im Polyacrylamidgel ist das nc46-Antigen
auch schwach nach Coomassie-Féarbung des Geles erkennbar (siehe Abb.4.12).

- 83kD nc46-Antigen
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Abb. 4.12: Coomassie- Farbung nach SDS-Page, aufgetragen wurden 15ul der
Elutionsfraktion 1.
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Edman-Abbau

Fir den Edman-Abbau wurde das nc46-Antigen aus dem Polyacrylamidgel auf eine

Polyvinylmembran geblottet und kurz mit Coomassie sichtbar gemacht.

-83kD nc46-Antigen

Abb. 4.13: Coomassie-Farbung der Polyvinylmembran, in allen Spuren wurde ein Aliquot

von 15ul der Elutionsfraktion 1 aufgetragen.

Anschlieflend wurden alle unteren Banden ausgeschnitten und dem Edman-Abbau
unterzogen. Der Edman-Abbau ist ein zyklischer Prozess, bei dem in jedem Reaktionszyklus
eine N-standige Aminosdure abgespalten und identifiziert wird. Im ersten Schritt, der
Kupplung, wird an die N-terminale Aminogruppe das Edman-Reagenz, Phenylisothiocyanat
(PITC), gekoppelt. Im zweiten Schritt wird die erste Aminosaure als chemisch instabile
Anilinothiazolinon (ATZ)-Aminosiure abgespalten. Im dritten und letzten Schritt wird die
chemisch instabile ATZ-Aminosdure in ein stabiles Derivat, der Phenylthiohydantoin (PTH)-
Aminosaure, umgesetzt. Mit einem RP-HPLC-System konnen die abgespaltenen PTH-
Aminosauren nacheinander identifiziert werden.
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Abb. 4.14: Eichprofil der PTH-Aminosauren (Lottspeich, Bioanalytik).

Leider fuhrte der Edman-Abbau im Falle des nc46-Antigens zu keinem interpretierbaren
Ergebnis (siehe Abb. 4.15, néchste Seite).
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Abb. 4.15: Chromatogramm des Edman-A bbaus des nc46-Antigens.

Grunde hierfir kbnnen einerseits eine zu geringe Menge des Antigens sein, anderseits kann

eine N-terminale Schutzgruppe den Edman-Abbau verhindern.

Massenspekirometrie

Mit Hilfe der Massenspektrometrie konnen unbekannte Proteine und Peptide identifiziert
werden. Hierfir wird das zu analysierende Protein, in diesem Fall das nc46-Antigen, im
Polyacrylamidgel mit Trypsin verdaut. In einem Verfahren mit dem Namen MALDI-TOF
(Matrixunterstitzte Laserdesorption/lonisation - time of flight) wird die Matrix (verdautes
Protein im Gel) mit einem Laser beschossen. Dabei werden die verschieden grof3en Peptide
vaporisiert und ionisiert in einem elektrostatischen Feld beschleunigt. In  dem
Flugzeitmassenspektrometer erfolgt die Massenbestimmung im Hochvakuum Uber eine sehr
genaue elektronische Messung der Zeit, zwischen dem Start der lonen und dem Eintreffen am
Detektor.
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Die massenspektrometrische Identifizierung des nc46-Antigens erfolgte in Danemark und
wurde von der Firma Protana (Matthias Mann) durchgefihrt. In der unten stehenden
Abbildung 4.16 ist das Ergebnis zu sehen (Detailergebnis siehe Anhang).

SampleName = Status  Final Identification

#1 78kDa Identified SYN1_MOUSE SYNAPSIN L//:sptrem swissnew|088935
and
GR78_MOUSE 78 KD GLUCOSE-REGULATED swiss|P20029

) I'ffi-)' sq:pple contains 2 proteins. 2000-03-06 15:00

#3 83kDa Identified SYNI_MOUSE SYNAPSIN 1.//:sptrem  swissnewj088935
.. 20000306 1500

Abb. 4.16: Ergebnis der Identifizierung des nc46-Antigens durch MALDI-TOF.

Die obere Bande bei 83kD entspricht somit Maussynapsin |. Die untere Bande bei 78kD
enthielt zwei Proteine: Maussynapsin | und BiP (Binding Protein, Gr78, Glucose reguliertes
Protein aus der HSP70-Familie; ER-resident, hilft anderen Proteinen bei der Faltung).

Zusammenfassend |&sst sich feststellen, dass der monoklonale Antikdrper nc46 in Drosophila
das gehirnspezifische Protein SAP47 erkennt, wahrend in Vertebraten sowohl Synapsin | als

auch BiP erkannt werden.
Kreuzreaktion des nc46 mit BiP

Zunéchst sollte geklart werden, ob es sich bel BiP um eine Kreuzreaktion des Antikérpers
handelt, oder ob BiP as moglicher Interaktionspartner von Synapsin in Frage kommt. Dafr
wurde ein BiP-Expressionsklon vom humanen Ressourcenzentrum in Berlin bestellt. Nach
Homogenisierung des Klones in Lammli-Puffer und Auftrennung in der SDS-PAGE wurde
sowohl ein Antikorper gegen BiP als auch der nc46 im Westernblot verwendet (siehe Abb.
4.17, néchste Seite).
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- 78kD BiP

- Abbauprodukt von BiP

12 3 45 6 7 8 9 10

Abb. 4.17: Darstellung des BiP-Expressionsklons im Westernblot. In den Spuren 1-5 wurde
ein Aliquot von 10ul, in den Spuren 6-10 ein Aliquot von 5ul Expressionsklon, ca. 10mg
homogenisiert in 50ul 2x Lammli-Puffer, aufgetragen. Spuren 1 und 2, 3 geteilt und Spuren 7
geteilt, 8-10: Farbung mit einem Antikorper gegen BiP, Verdinnung 1:1 000; Spuren 3 geteilt
und 4-6: Farbung mit dem nc46, Verdinnung 1:100.

Esist eindeutig zu erkennen, dass der nc46 mit BiP kreuzreagiert. Eine Kontrollférbung ohne
ersten Antikorper zeigte keine der oben zu sehenden Banden (Daten nicht gezeigt). Somit
geben die Experimente keinen Hinweis auf eine I nteraktion zwischen Synapsin | und BiP.
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4.2. Lokalisierung von HSAP in Vertebraten

| mmunhistochemie mit HSAP- Antiseren

Nachdem feststand, dass der MAK nc46 nicht das humane Homolog von SAP47 erkennt, die
Fragen der Lokalisation und Funktion der Vertebratenhomologe von SAP47 aber weiter
unbeantwortet waren, war es Teil der Diplomarbeit von Natalja Funk (2000), Antiseren und
einen monoklonalen Antikérper gegen das humane SAP zu gewinnen.

Nach Herstellung eines HSAP-Fusionsproteins wurden Balb/c-Mause immunisiert. Die
Antiseren aller Mause erkannten das Fusionsprotein, sowie im Westernblot von
Mausgehirnhomogenat eine Bande bei 60kD (Funk, 2000). Die von Natalja Funk zur
Verfigung gestellten  Antiseren wurden far Immunhistochemie an Maus- und

Rattengehirnschnitten verwendet.

In der folgenden Abbildung 4.18 sind Ubersichtsaufnahmen von Frontalschnitten durch

Maus- und Rattengehirn zu sehen.

Abb. 4.18: Frontalschnitte durch Mausgehirn (links) und Rattengehirn (rechts). Das HSAP-

Antiserum wurde in einer Verdinnung von 1:10 verwendet, Vergrof3erung 2,5fach.

Im Mausgehirn erkennt man beide Hemispheren, im Rattengehirn aufgrund der Grof3e nur
eine. AuRerdem ist im Mausgehirn die Verbindung beider Hemispheren, das Corpus callosum
(Balken) oberhalb der beiden Seitenventrikel gut zu erkennen. In der néchsten Abbildung 4.19
ist eine VergroRerung der Region des Bakens oberhalb des linken Seitenventrikels
dargestellt.
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Abb. 4.19: Mausgehirn (links), Rattengehirn (rechts), HSAP-Antiserum 1:10, 10fache
Vergroferung.

Sowohl in Maus- als auch in Rattengehirn ist schon bei zehnfacher VergrofRerung eine
Anfarbung in der Balkenregion nahe der Seitenventrikel zu erkennen. In der néchsten
Abbildung 4.20 ist eine Region des Balkens noch einmal vergréfert dargestelit.

Abb. 4.20: 40fache Vergroferung aus der Balkenregion von Mausgehirn (links) und
Rattengehirn (rechts), HSAP-Antiserum 1:10. Zu erkennen sind Zellen mit langen
FuRfortsétzen innerhalb des Balkens, deutlicher zu sehen in Mausgehirn.

Desweiteren waren Zellgruppen im Hippocampus wie auch bestimmte dopaminerge
Neuronen angefarbt (Asan, pers. Mitteilung).
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Um die Spezifitdt der Farbung zu Uberprifen, wurden Prdinkubationen mit dem
Fusionsprotein sowie Kontrollen von Seren aus nicht immunisierten Tieren als auch

Farbungen mit ausschliefdlicher Verwendung des 2. Antikorpers durchgefihrt.

Abb. 4.21: Ausschnitte aus der Balkenregion von Mausgehirn, Vergréf3erung 20 fach. A zeigt
eine Inkubation mit einem Kontrollserum einer nicht immunisierten Maus, B zeigt eine
Farbung mit dem HSAP-Antiserum nach Praabsorption mit dem Fusionsprotein (1ul Serum

plus 20ul Fusionsprotein); C zeigt eine Farbung nach Inkubation nur mit dem 2. Antikorper.

Bei den Inkubationen mit dem Kontrollserum und dem 2. Antikérper (Abb. 4.21, A und C) ist
Uberhaupt keine Farbung zu erkennen. In Abb. 4.21 B nach Préinkubation mit dem
Fusionsprotein ist die Farbung deutlich abgeschwécht.

Diese Ergebnisse waren sowohl an Ratten- als auch an Mausgehirnen mit unterschiedlich
fixierten Gewebe reproduzierbar (Daten nicht gezeigt). Um zu Uberprifen, ob es sich
tatséchlich um eine spezifische Farbung handelt wurden die Farbungen im nachsten Schritt

nochmals mit einem gegen HSAP gerichteten monoklonalen Antikdrper durchgefiihrt.
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I mmunhi stochemie mit dem monoklonalen Antikorper 363 gegen HSAP

Der monoklonale Antikorper 363 gegen HSAP wurde von Natalja Funk zur Verfligung
gestellt. Er entstand nach Fusionierung von Milzzellen einer mit einem HSAP-His-Tag-
Fusionsprotein immunisierten Maus mit ta3-Myelomazellen. Der im ELISA positiv getestete
Uberstand 363 zeigte auch im Westernblot ein Signal auf Hohe von 60kD. Fir die
Immunhistochemie stand genligend Antikorper zur Verfigung. Leider ging wahrend der

Subklonierung der diesen Uberstand produzierende Klon verloren.

In der Abbildung Abb. 4.22 ist zu sehen, dass sowohl Maus- as auch Rattengehirn mit dem
Antikorper inkubiert wurden. Vergrofert wurde wie auch auf den Bildern mit Verwendung
des HSAP-Antiserums (Abb. 4.19-4.21) eine Region aus dem Balken.

Abb. 4.22: Mausgehirn (links), Rattengehirn (rechts), inkubiert mit dem Antikérper 363 in

einer Verdinnung von 1:2, VergrofRerung 20fach.

Vergleichbar zu den Farbungen mit dem Antiserum zeigt sich ein positives Signal in der
Balkenregion. Wahrend man bei den Farbungen mit dem Antiserum sehr gut Ful3fortsétze der
reagierenden Zellen erkennen konnte, ist in diesem Fall lediglich ein punktférmiges Muster zu
betrachten. Bel den durchgefiihrten Kontrollen waren sowohl bei Inkubation mit dem 2.
Antikorper as auch bei Inkubationen mit einem Kontrollserum keine Farbung zu erkennen.
Bei vorhergehender Prainkubation mit dem Fusionsprotein war die Farbung deutlich

abgeschwécht (Daten nicht gezeigt).
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Doppelimmunfluoreszenz mit GFAP

Um die Frage beantworten zu kénnen, ob es sich bei den angefarbten Zellen mit den
deutlichen  Ful¥fortsitzen tatséchlich um  Astrozyten handelt, wurde eine
Doppelimmunfluoreszenz mit dem Antiserum gegen HSAP, bzw. dem monoklonalen
Antikorper 363 unter gleichzeitiger Inkubation mit dem Astrozytenmarker GFAP
durchgefihrt. Diese Versuche wurden unter der Anleitung von Esther Asan am anatomischen
Institut der Universitét Wirzburg durchgeftihrt.

Bel ausreichender Vergroferung konnte man erkennen, dass sowohl GFAP als auch das
Antiserum die Fulfortsétze von Astrozyten detektieren, wéhrend der Antikorper 363
ausschliefdlich den Zellkérper anféarbt (Asan, pers. Mitteilung).

Zusammenfassend |&sst sich sagen, dass sich sowohl mit einem Antiserum gegen das humane
SAP as auch mit dem monoklonalen Antikérper 363 ene &hnliche Farbung in
Vertebratengehirnen zeigt. Angeférbt wurden Astrozyten Uberwiegend in der Balkenregion
und im Hippocampus wie auch vereinzelte dopaminerge Neuronen im Cortex. Dabei wurden
Mause- und Rattengehirne unter unterschiedlichen Fixierungsbedingungen verwendet. Da das
Antiserum und der Antikdrper 363 aus ganz unterschiedlichen Prozeduren hervorgegangen

sind, konnte dies fur eine mogliche Spezifitat sprechen.
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4.3. Uberexpression von SAP47 in Drosophila

Zur Analyse der Funktion des Sap47-Gens wird einerseits gegenwaértig versucht, eine
Nullmutante zu erzeugen (su. und Funk, in Vorbereitung). Andererseits kann die
Uberexpression eines wichtigen Gens ebenso schédlich sein, wie seine Ausschaltung durch
das Erzeugen einer Nullmutante, und so Funktionshinweise liefern. Aus dieser Uberlegung
heraus sollte mit Hilfe des Gal4-UAS-Systems SAPA47 in Neuronen des Drosophilagehirns
Uberexprimiert werden. Dafir wurde die komplette SAP4A7-cDNA in den Vektor pUAST
einkloniert.

Die Konstruktion des V ektors erfolgte in den folgenden drel Schritten:

1. Linker-PCR zum Anhadngen der Restriktionsschnittstellen, Bglll und Notl, an die
SAPA7-cDNA.

2. Verdau sowohl des Amplifikats als auch des pUAST-Vektors mit Bglll und Notl.

3. Ligation der geschnittenen SAP47-cDNA in den pUAST-Vektor und Amplifikation

des entstandenen Plasmidsin E.coli.

Der Vektor pUAST ist ein Transformationsvektor bestehend aus den zur Insertion ins Genom
benttigten 5 und 3° Anteilen wildtypischer P-Elemente, dem modifizierten white- Genlocus
aus Drosophila unter der Kontrolle eines hsp70-Promotors und einer dem Promotor
vorgelagerten multiple cloning site, in die die SAP47-cDNA einkloniert wurde. Das White-
Gen dient als Markergen zur Erkennung derjenigen Tiere, welche eine Insertion des Vektors

in ihrem Genom tragen.

Zur Keimbahntransformation wurden 12ug des Transformationsvektors zusammen mit 4ug
des Helferplasmids pUChsl1A%3, welches als Transposasequelle dient, mit Ethanol gefallt und
in 20pl Injektionspuffer aufgenommen. Damit wurden anschlief3end ca. 1 000 Embryonen
injiziert. Es gingen 11 unabhéngige Transformanten hervor (5 aa, 6 ). Fur die weiteren
Kreuzungen wurden vier Linien (1, 3.1, 9.2, 11.1) ausgewéhlt, bei alen hatte der Vektor auf
dem dritten Chromosom inseriert. Das Kreuzungsschema zur genetischen Kartierung ist auf
der folgenden Abbildung 4.23 dargestellt.
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Insertion auf dem I11. Chromosom

w1118 . + T™M3 willlg | + P(SAPA4T) TIT
wl118 =+ ' TM6 — 4+ +
weil3augig orangeaugig
Fl: o5 w1118 ; + : P(SAP47)X w1118 ;i ’ P(SAPAT)
w1118 + TM3 - + TM3
orangeaugig orangeaugig
Fo- W1118/W1118 ~+  p(SAP47) / P(SAPA4T)
' witis! — 7+ 7 TM3

P(SAP4T)

alle Nachkommen sind orangeéugig

Abb. 4.23: Kreuzungsschema zur genetischen Kartierung des Insertionsortes bei

Transformanten (Erléuterungen im Text).

Fur die Kreuzung mit jeder einzelnen Transformante wurde ein white-Doppel balancer-Stamm
fur das dritte Chromosom verwendet. Orangedugige F1-Nachkommen mit dem gleichen
Balancerchromosom wurden untereinander weitergekreuzt. Bei Insertion auf dem dritten
Chromosom, wie bel den oben genannten ausgewdhlten Linien, hatten alle Nachkommen
orangefarbene Augen. Bel Insertionen auf dem zweiten Chromosom treten in der F2-
Generation auch weif3augige Individuen auf. Bei Insertionen auf dem X-Chromosom treten
bei Riickkreuzungen von mannlichen Transformaten mit w™-Tieren keine weiR4ugigen
Weibchen auf. Eine Insertion auf dem Y-Chromosom ist aufgrund der geringen Grof3e

unwahrscheinlich und trat in den beschriebenen Linien nicht auf.

Zum Austesten des Konstruktes wurden alle ausgewdahiten Linien mit einer Linie verkreuzt,
welche Gal4 Uber einen Rhodopsin-Promotor exprimiert. Damit sollte eine ektope Expression
von SAP47 im Auge gezeigt werden konnen. In der folgenden Abbildung 4.24 ist das
Kreuzungsschema fir dieses Experiment zu sehen.
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Austestung des Konstruktes
wiiig .+ TM3  willB . + . PSAPAY)
P wilis ~ + | TM6 — .
wei3ugig orangeaugig
wilig . + | TM3 wlll8 =+ _ RhoGd4
@ Ty T X , — ., —
w1118 + TMG6 - + +
wei3ugig rotaugig
wllls . + | PSAP47) w1118 . + . RhoGd4
T I — X y, —— y ———————
w1118 + T™3 — ™3
' witis! — 7+ p(SAP47)  ungebalanced

TIT

TIT

Abb. 4.24: Kreuzungsschema fur die ektope Expression von SAP47 im Auge.

Die Nachkommen der letzten Kreuzung wurden fir Gehirnschnitte herangezogen und mit

dem nc46 angefarbt. Untenstehend ist das Ergebnis zu erkennen.

i ! .

Abb. 4.25: Beispielhaft ektope Expression von SAP47 unter dem thdopsi n-Promoter.
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Durch die ektope Expression und Synthese von SAP47 im Auge ist im Vergleich zur
Kontrolle (siehe Abbildung 4.26) auch eine Farbung im Bereich der Augen aufgetreten.

Abb. 4.26: Kontrollschnitt, angefarbt mit nc46, Verdinnung 1:100. SAP47 kommt unter

Kontrollbedingungen in der Retina nicht vor.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass SAPA7 Uber den Rhodopsin-Promoter ektop exprimiert
werden kann, sollte im nachsten Schritt eine gehirnspezifische Uberexpression von Sap47
erzielt werden. Hierfir wurde der neuronenspezifische elav-Promoter verwendet. Eine in der
Arbeitsgruppe vorhandene Linie, elav-Gal4, wurde fir die Kreuzung verwendet. Elav-Gal4
befindet sich in diesem Fall auf dem zweiten Chromosom, wahrend das P-Element (UAS-
SAP47-cDNA) in den verwendeten Linien auf dem dritten Chromosom inseriert. Auf der
nachsten Seite (Abb. 4.27) ist das Kreuzungsschema fur die neuronenspezifische
Uberexpression von SAP47 zu sehen.
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Gehirnspezifische Uberexpression
Sco +
. w1118 St T™M3 w1118 : o
w1118 + TM6 —* CyOo  +
weiRaugig weiBaugig
Fl o w1118 ; + ; + w1118 : o+ : P(SAP47) T
wil8 " cyo = TM6 . + T™3
weiRaugig orangedugig
5 w1118 ; i ; + w1118 ; elavGal4 ; L TIT
w1118 CyO TM3 — elavGal4 +
weil3augig orangedugig
w1118 + elavGal4
F2. & L T, PSARaD wills - daveas . ¥ g
wlll8 CyO  TM6 - CyO TM3
F3 o35 w1118  davGals . p(SAP47) w1118 = davGal4 P(SAP4T)
' will8 ~ cyo = TM3 —> ' cyo ' TM3
4 wil18 w1118 davGald p(SAP47)  qunkerotaugig
' w1118 /' —» davGal4 ' p(SAP47) ungebalanced

Abb. 4.27: Kreuzungsschema fiir die gehirnspezifische Uberexpression von SAPA47.

Um zu Uberprifen, ob tatsichlich eine Uberexpression von SAP47 in den Neuronen

stattfindet, wurden sowohl Westernblots al's auch Gehirnschnitte angefertigt.

In der nachfolgenden Abbildung 4.28 sind die verwendeten Uberexpressiondlinien 1, 3.1, 9.2

und 11.1 im Westernblot dargestellt. Zum Vergleich mit dem Wildtyp w1118 wurden jewells

ein viertel und ein halber Kopf nebeneinander aufgetragen.

123 45 67

8 9101112

Abb. 4.28: Westernblot der Uberexpressiondinien, angefarbt mit dem nc46 1:100, Spuren: 1:
Ya, 2: 1, 3. Y2 Wildtypkopf w1118; 4: %2, 5: YaKopf der Linie 1, 6: %, 7: ¥aKopf der Linie 3.1;
8: ¥4, 9: Y2, 10: YaKopf der Linie9.2; 11: Y4, 12: Y2 Kopf der Linie 11.1.
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Fir die Darstellung der Uberexpression auf Drosophilagehirnschnitten wurden die vier
ausgewshlten Uberexpressionslinien jeweils mit dem Wildtyp w1118 auf demselben
Objekttrager angeféarbt und verglichen. Dabei wurde das ABC-Elite-Normalkit verwendet und
das Substrat DAB jeweils nur fur 15 Sekunden auf den Schnitten belassen. Bel langerer
Inkubation ist wegen der Séttigung der Farbreaktion kein Unterschied zwischen Kontrolle und

Uberexpression zu sehen (nicht gezeigt).

AR &%~
1¢|:|.""I.“+lELI q_u.'{__,_.-l':h'

Abb. 4.29: Gehirnspezifische Uberexpression von SAP47. Die verwendeten
Uberexpressionlinien 1 (A), 3.1 (C), 9.2 (E) und 11.1 (G) sind jeweils im Vergleich zu
Kontrollschnitten von w1118-Fliegen (B, D, F, H) dargestellt.
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Sowohl im Westernblot als auch auf den Gehirnschnitten ist die Uberexpression von SAP47
gut zu erkennen.

Nachdem sich die Uberexpressionsfliegen normal entwickeln und auf den ersten Augenschein
keinen verénderten Phénotyp besitzen wurden sie fir elektrophysiologische Untersuchungen
an Christian Leibold (in der Arbeitsgruppe) weitergegeben.
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4.4. Rescue von black-pearl in Doppel mutanten

Die von Sonja Becker (1997) durchgefihrten Mutagenesen, (-Strahlenmutagenese, P-
Element-Jump-out-Mutagenese und EMS-Mutagenese, mit dem Ziel, das Sap47-Gen
auszuschalten, fuhrten lediglich zu einer Doppelmutante der beiden Gene Sap47 und blp
(black-pearl). Black-pearl wurde von Sonja Becker im Rahmen ihrer Diplomarbeit entdeckt.
Eine isolierte Mutation fur Sap47 konnte nicht erzielt werden. Dieser Befund &8sst sich bei
Betrachtung des genomischen Locus erkléaren. Das Gen fur black-pearl befindet sich 200 bp
vor dem Gen fur SAP47. Da dle isolierten Mutationen im blp-Gen am Ende des ersten
Larvenstadiums homozygot letal sind, handelt es sich bei black-pearl hochstwahrscheinlich
um en in der Entwicklung eine grol}e Rolle spielendes Genprodukt. Ein Vergleich von
Morphologie und Verhalten der blp-Mutanten mit den Doppel mutanten blp;Sap47 im ersten
Larvenstadium ergab keine Hinweise auf einen Sap47-abhangigen Phanotyp und damit auf
die Funktion des SAPA47 Proteins (Becker, unvertffentlicht). Um adulte Sap47-Mutanten zu
erhalten, wurde als weitere Strategie das Retten des blp-Gens in den Doppelmutanten ins
Auge gefasst.

Fir diesen Versuchsansatz wurde die blp-cDNA (Becker et a., 2001) in den folgenden
Schritten in einen pUAST-V ektor einkloniert.

1. Linker-PCR zum Anhadngen der Restriktionsschnittstellen, Bglll und Notl, an die
BLP-cDNA.

2. Verdau sowohl des Amplifikats als auch des pUAST-Vektors mit Bglll und Notl.

3. Ligation der geschnittenen BLP-cDNA in den pUAST-Vektor und Amplifikation des

entstandenen Plasmidsin E.coli.

Wie bereits bei der Uberexpression von SAP47 beschrieben, wurde das Konstrukt
anschlief3end in Fliegenembryonen injiziert. Es entstanden drei unabhéngige Transformanten,
von denen bei mehreren Nachkommen die Insertion im Genom Uberprift wurde
(Kreuzungsschema siehe Abb. 4.23). Fir das weitere Vorgehen wurden digjenigen Linien
ausgewadhlt, die eine Insertion auf dem zweiten Chromosom tragen. Durch das Kreuzen dieser
Linien mit Fliegen, die Gal4 unter der Kontrolle des Aktinpromoters exprimieren, sollte das
Black-pearl Protein in allen Zellen von Entwicklungbeginn an zur Verfiigung stehen. Ob die
ubiquitére Expression von BLP den letalen Phanotyp der blp-Nullmutanten , retten* kann, so
dass der Sap47-Phanotyp in den blp;Sap47 Doppelmutanten sichtbar wird, muss durch
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Einkreuzen der Konstrukte in die Mutanten ermittelt werden. Im folgenden Kreuzungsschema
wird das V orgehen deutlich.

w1118 + TM3 w1118 Sco +
P o R L = ,— I
weil3augig wei3augig
Asap/bl
F1 o35 w1118 ; + ; + % w1118 ; o+ ; Sap/bip
will8  cyo TM6 R + T™3
wel3augig
w1118 + + w1118 actGal4 p(Blp) +
T ;D — X : / , — &%
w1118 Sco TM3 — actGal4 = p(Blp) +
weil3augig orangedugig
w1118 + Asap/bl 1118 ctGal4 +
F2. % ey U ; — , — IO
w1118 CyO TM6 - Sco TM3
w1118 + Asap/bl w1118 BI +
SO L PR ; LS , — 1T
w1118 CyO TM6 - Sco TM3
weil3augig orangedugig
w1118 BI Asap/ol w1118 ctGal4 Asap/bl
F3: &5 ; &p); B i X : a : SpoTp
w1118 CyO TM3 - Cyo TM3
orangedugig orangedugig
F4- w1118 / w1118 p(Blp)  Asap/blp  gynkelrotaugig
w1118 © —— ' actGal4 ' Asap/blp  ungebalanced

Abb. 4.30: Kreuzungsschema fir das Retten von Black-pearl durch Kreuzung mit einer Aktin-
Gal4-Linie.

Alle Nachkommen der letzten Kreuzung waren zwar dunkelrotaugig, blieben aber Gber TM3
gebalanct. Das gleiche Kreuzungsschema wurde auch mit der Linie Hitzeschock-Gal4

durchgefihrt. Auch hier gingen keine ungebalancten Fliegen in der letzten Kreuzung hervor.

Als Kontrolle wurden statt der blp;Sapd7 Doppelmutanten blp-Mutanten Uber TM3
eingekreuzt. Auch bel diesem Versuchsansatiz gingen in F4 keine ungebalancten Fliegen

hervor.
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4.5. Immunprazipitation von SAP47

Nachdem weder eine Nullmutante fiir SAPA7 zur Verfiigung steht noch die Uberexpression
von SAPA7 Aufschluss Uber die Funktion des Proteines gab, wurde mit Hilfe der Co-
Immunprézipitation versucht, Interaktionspartner fir SAPA7 aufzureinigen. Diese, falls
bekannt, kdnnten Hinweise auf den Wirkungsbereich und eventuell die Funktion von SAP47

geben.

Im ersten Schritt wurde gezeigt, dass der MAK nc46 an Protein G bindet. Dies ist die
Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche Co-lmmunprézipitation. Dafir wurde der MAK
nc46 tber Nacht bei 4°C und einem pH von 6.8 mit Protein G inkubiert. Am néchsten Tag
wurde der Antikorper mit Natriumcitrat pH 2 von der Séule eluiert. In der untenstehenden
Abbildung 4.31 wurde die Bindung an Protein G sowohl fir den MAK nc46 als auch fir den
MAK nc82 gezeigt.

= 1 - 175kD
leichte und schwere K ette - ”
L - 83kD
schwere Kette - b - 62kD
|leichte K ette - ~a - 25kD
nc82 nc46

Abb. 4.31: Vorversuch fir die Co-Immunprézipitation. Der MAK nc46 und der MAK nc82
binden an Protein G. Westernblot, Detektion nur mit dem 2. Antikdrper (anti-Maus-1g). Es
wurden 5ml Antikdrpertiberstand mit 1mg Protein G inkubiert. Von der Elutionsfraktion (s.

Abschnitt 3.2.6.2.) wurden jewells 10ul plus 5pl 2x Lammli-Puffer aufgetragen.

Im néchsten Schritt wurde eine Immunprazipitation mit dem nc46 durchgefihrt. Dafir
wurden wie unter Abschnitt 3.2.4. beschrieben die Kopfe von 10g, das entspricht ca. 10 000
Fliegen, in Homogenisierungspuffer aufgenommen und homogenisiert. Der Uberstand 2,
welcher den 16slichen Proteinen entspricht und SAPA7 enthélt, wurde fir die Prazipitation (s.

Abschnitt 3.2.6.2.) verwendet. Von den Elutionsfraktionen wurden Aliquots entnommen, auf
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Polyacrylamidgele aufgetragen, durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschlief3end durch

Coomassie-Farbung bzw. Westernblot analysiert.

o - 175kD
schwere Kette — -
SAPAT ?— - 47kD
- 25kD
leichte K ette —
IPK Marker

Abb. 4.32: Coomassie-Farbung nach Immunprazipitation tber den nc46. |P entspricht einem

Aliquot von 10pl der Elutionsfraktion der Immunprazipitation plus 5ul 2x Lammli-Puffer (s.
Abschnitt 3.2.6.2.), in der Kontrollspur K wurde 1 mg Protein G ohne Zusatz des nc46
Antikorpers mit 5ml Gewebehomogenat inkubiert, von der Saule eluiert und ebenfalls 10ul

Eluat plus 5pl 2x Lammli-Puffer aufgetragen.

In der Coomassie-Farbung sind die leichte und die schwere Kette des Antikorpers deutlich zu

erkennen. Welche anderen Proteine mitaufgereinigt wurden kann aufgrund der Coomassie-

Farbung nicht gesagt werden. In der Kontrollspur K sind keine Proteine zu sehen, das heif3t,

keine der in der Elutionsfraktion von IP zu erkennenden Proteine binden unspezifisch an die
Protein-G-Sepharose Saule. Bei der Bande auf Héhe von 47kD konnte es sich um SAP47

handeln. Dies wurde dann im Westernbl ot bestétigt.

schwere und leichte K ette — »

o - 83kD

schwere K ette —
SAP47 — - - 47kD
leichte Kette— = - 25kD

IP

Abb. 4.33: Immunprazipitation Uber den nc46 (s. Abb. 4.32) im Westernblot dargestellt. Die

Spur IP entspricht einem Aliquot von 10ul der Elutionsfraktion plus 5ul 2x Lammli-Puffer.

Antikorperverdiinnung des nc46 1:100.
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Hiermit war klar, dass SAPA7 Uber den MAK nc46 angereichert werden konnte.

Um zu Uberprifen, ob moglicherweise andere Synapsenproteine mit aufgereinigt wurden,
wurden sdmtliche in der Arbeitsgruppe verfigbare Antikorper im Westernblot ausgetestet.
Die Antikorper gegen Synapsin, CSP, Syntaxin und Synaptotagmin waren negativ (nicht
gezeigt). Der MAK nc82 ist ein weiterer Antikorper aus der Bibliothek von Alois Hofbauer
(1991). Dieser Antikorper, welcher gegen ein unbekanntes Protein an der aktiven Zone der

Synapse gerichtet ist, aber ergab folgendes Bild.

nc82-Antigen??— IR & - 175kD
‘.- £ L
leichte und schwere Kette — - 83kD
. - 62kD
SAPAT - S - 47kD
- - 32kD
-
leichte K ette — h-'i- - 25kD

123 4

Abb 4.34: Immunprazipitation mit dem nc46 (wie bereits auf Seite 48 beschrieben). Analyse
im Westernblot mit den Antikérpern nc46 und nc82 in der Verdiinnung 1:100. In den Spuren
1-4 wurde jeweils das gleiche Aliquot von 10ul der Elutionsfraktion plus 5pl 2x Lammli-
Puffer nach Immunprazipitation aufgetragen.

Wie von Heike Dirrbeck (2002) im Rahmen ihrer Diplomarbeit gezeigt werden konnte,
befindet sich das nc82-Antigen im Westernblot als Doppelbande bei ca. 180 bis 190kD.

nc82-Antigen — ~ 175kD

83kD

62kD

47kD

Abb. 4.35: Westernblot eines Wildtypkopfes w1118. Verdinnung des MAK nc82 1:100.
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In einem neuen Ansatz wurde das Ergebnis der Immunprézipitation noch einmal Uberprift.
Diesmal wurde die Elutionsfraktion zusdtzlich tUber eine Millipore-Membran (>60kD)
konzentriert, da die Doppelbande bei ca. 190kD zunéchst nur ganz schwach zu erkennen war.
Als Nebeneffekt ist demnach auch die starke Anreicherung der schweren Kette des
Antikorpers bel ca. 60kD zu sehen.

nc82-Antigen??? —

schwere K ette —

1 2
Abb. 4.36: Immunprazipitation Uber den nc46 (wie auf Seite 48 beschrieben).
Westernblotanalyse mit dem MAK nc82, Verdinnung 1:100. In den Spuren 1 und 2 sind
jeweils 10ul der Elutionsfraktion plus 5ul 2x Lammli-Puffer aufgetragen. Uber den

Konzentrierungsschritt wurde vor allem auch die schwere Kette des Antikorpers stark

angereichert.

Im Vergleich zu der Abbildung 4.34 wurde die Westernblotanalyse nur mit dem nc82
durchgefihrt. Dies bedeutet, dass die Doppelbande oberhalb von 175kD nur auf den nc82
zuriickzufihren ist.

Wenn es sich bei dem nc82-Antigen tatsdchlich um einen Interaktionspartner von SAP47
handeln sollte, dann musste umgekehrt auch SAP47 bei einer Immunprazipitation Uber den
MAK nc82 aufgereinigt werden kdnnen.

Die nachfolgenden Versuche wurden mit Protein A Agarose Beads durchgefiihrt. Nachdem
gezeigt werden konnte, dass beide Antikorper auch an Protein A binden (Abb. 4.37), wurde
Protein A dem Protein G vorgezogen. Fur die Immunprézipitation mit Protein A wird
aufgrund der hoheren Kapazitat der Beads wesentlich weniger Gewebehomogenat bendtigt.
Auch in der Handhabung haben die Beads einige Vorteile gegenliber der Saule. Es sollte auch
interessant sein zu sehen, ob sich oben beschriebene Ergebnisse mit Protein A reproduzieren

|assen.
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In der ndchsten Abbildung 4.37 wird gezeigt, dass das nc82-Antigen sich, wenn auch nur
gering, Uber den an Protein A Beads gekoppelten MAK nc82 aufreinigen |8sst.

nc82-Antigen— = = * = T
= d3

Abbauprodukt desszhr\lltviir;pKe?t;’? : - _-ﬁ-. :;: £
-

leichte KEtte — @ e s —

IP1 IP1IP2K

Abb. 4.37: Immunprézipitation IP1 des nc82-Antigens Uber den MAK nc82. 10g
Fliegenkdpfe wurden wie in Abschnitt 3.2.4. beschrieben, homogenisiert und zentrifugiert.
Das Pellet 2 wurde mit 1% Triton X 100 in 250 Homogenisierungspuffer behandelt und fir
1h bei 100 000g erneut zentrifugiert. Fiir die IP wurden 250ul Uberstand 3 und 250l nc82-
Antikorpertberstand mit 30ul Protein A inkubiert. Nach drel Waschschritten wurde nach
Abzentrifugieren der Beads der Uberstand entfernt. Die Beads samt der gebundenen Antigen-
Antikorper-Komplexe wurden in 50ul 2x Lammli-Puffer aufgenommen. IP1 entspricht
jeweils 15ul des Eluats. In der Kontrollspur K wurde nur 250ul des Antikorperstiberstands
mit 30ul Protein A inkubiert. Auch hier wurden anschlief3end 15ul des Eluats aufgetragen.
IP2 entspricht einer Immunprézipitation Uber den MAK nc46 (s.0. anstait von nc82-
Antikorpertberstand wurden 250ul nc46-Antikorperiberstand verwendet). Aufgetragen
wurden ebenfalls 15l des Eluats. Verdiinnung des MAK nc82 1:100.

In der folgenden Abbildung 4.38 wurde dieselbe Membran der oben gezeigten
Immunprazipitationen einer anschliefenden Westernblotanalyse mit dem MAK nc46
unterzogen. Storend ist das mogliche Abbauprodukt des MAK nc82 auf Hohe von ca. 47KD.
Wiirde SAP47 mit dem nc82-Antigen interagieren, misste es genau auf dieser Hohe ebenfalls
detektierbar sein.
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nc82-Antigen— | - . ]
2]
schwere Kette .
.
Abbauprodukt des Antikorpers?— | = el 8 | _ prail:
SAP47
2

leichte KEtte — | o s s 28

IP1 IP1IP2K

Abb. 4.38: Immunprazipitation 1P1 des nc82-Antigens Uber den MAK nc82 (s. Abb. 4.37).
IP1 entspricht jewells 15ul des Eluats. In der Kontrollspur K wurde lediglich der Antikorper
an Protein A gebunden. P2 entspricht einer Immunpréazipitation Gber den MAK nc46.
Aufgetragen wurden ebenfalls 15l des Eluats. Verdinnung des MAK nc82 und des MAK
nc46 jeweils 1:100.

Aus den letzten beiden Abbildungen lassen sich folgende Schllsse ziehen: Das nc82-Antigen
lasst sich Uber den MAK nc82 aufreinigen, nicht aber Uber den MAK nc46. Dies spricht
ebenso wie die Tatsache, dass sich SAP47 zwar mit Protein A Uber den MAK nc46
aufreinigen lasst, nicht aber das nc82-Antigen, gegen eine Interaktion der beiden Proteine
SAPA47 und nc82-Antigen.

Eine weitere Frage, namlich die der Identitdt des nc82-Antigens, konnte ebenfalls nicht
geklart werden, da die Menge des aufgereinigten nc82-Antigens fir eine

massenspektrometrische Analyse nicht ausreichte.
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4.6. Neue Doméne

Mit Hilfe von BLAST wurden alle zur Verfligung stehenden offentlichen Datenbanken nach
Homologen fur SAP47 durchsucht. Das Programm CLUSTALW erstellte anschlief3end fir

alle gefundenen Homol oge ein multiples Alignment.
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Abb. 4.39: Multiples Alignment der SAP47-Homologen aus C.elegans (O17591), Xenopus
laevis (BJO70815), Zebrafisch (BM185617), Bos taurus (AW478425), Homo sapiens
(AAH14657), Mus musculus (BAB29608) und SAPA7 (Q24502). Dunkelblau: komplette
Ubereingtimmung; hellblau: auffalliger Bereich; rot: groRe Ubereingtimmung; orange:

ahnliche Aminosauren; schwarz: sonstige A minosauren.

Zum Erstellen eines Hidden Markov Modells (HMM) wurde lediglich der hochkonservierte
Bereich von 181-350 verwendet. Als Eingabe fur das Programm HMMbuild wurde das
multiple Alignment dieses Bereiches ausgewahlt. Anschlief3end wurde das HMM mit Hilfe
von HMMcalibrate kalibriert. Dann erst konnten die gewtnschten Datenbanken mit dem
erstellten HMM durchsucht werden (HMMsearch).

Das Ergebnis dieser Suche durch die nicht redundanten Proteindatenbanken ergab folgendes:

Scores for conpl ete sequences (score includes all donains):

Sequence Description Score E-value N

QD5V6 Qd5v6 2010110017RI K PROTEI N. 6/ 2001 436.5 o 1
QD870 Q@d870 2010110017RI K PROTEIN. 6/ 2001 433.9 0 1
QVF0O7 Qvf 07 SAP47 PROTEIN. 3/2001 307.3 0 1
Q4503 Q4503 SYNAPSE ASSCCI ATED PROTEI N. 3/ 200 307. 3 0 1
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Q4502 Q4502 SYNAPSE- ASSCOCI ATED PROTEI N. 3/ 200 307.3 0 1
017591 017591 C16C2.4 PROTEIN. 1/1999 285.9 0 1
QOLRX9 @I rx9 GB| AAF07359. 1. 10/2000 -19.3 0.18 1
QOSV58 Q@sv58 HYPOTHETI CAL 41.9 KDA PROTEIN. 10 -46. 2 29 1
QU207 Qu207 Y57A10A. 18 PROTEIN. 6/2001 -47.8 39 1
QOM2X8 Q@n2x8 HYPOTHETI CAL 47.5 KDA PROTEIN. 10 -48.9 48 1
60968 060968 L549.7. 1/1999 -49.1 50 1
QOSMH5 Q@smh5 CYTOPLASM C DYNEI N HEAVY CHAIN 1B -49.9 58 1
017589 017589 C16C2.2 PROTEIN. 6/2001 -51.2 74 1
QOLI X9 @1ix9 SIMLAR TO ARABI DOPSI S THALIANA C  -51.8 84 1
QQFOY7 Of Oy7 FADB. 6/2001 -52.4 93 1

Abb. 4.40: Ergebnis der HMM-Suche durch SwissProt und SPTREMBL.

Eindeutig erkannt werden die bereits im multiplen Alignment eingegebenen Homologe von
SAP47. In diesem Fall ist der E-Wert gleich null. Interessant sind drei Proteine aus
Arabidopsis thaliana (Q9LRX9, Q9SV58, QOM2X8, rot markiert), die zu einer grofkeren
Familie von Arabidopsisproteinen gehdren. Einige Mitglieder dieser Familie erscheinen auch
in BLASTP-Suchen mit der Drosophila oder humanen SAP-Sequenz als Vorlage.

>>>pironly:S60653 synapse associated protein sap47-2 - fruit fly... 131 8e-30
>>>pironly:T19336 hypothetical protein C16C2.4 - Caenorhabditis ... 94 1e-18
>>>pironly:T10213 hypothetical protein F25G13.200 - Arabidopsis ... 42 0.005
>>>pironly:151116 NF-180 - sealamprey 38 0.094
>>>pironly:S54052 DOSL protein - yeast (Saccharomyces cerevisiag) 35 061
>>>pironly:B86165 hypothetical protein F15K 9.5 [imported] - Arab... 35 0.61
>>>pironly:G96714 hypothetical protein T6L1.21 [imported] - Arab... 35 0.61
>>>awissprot:DOS2_ Y EAST P54858 saccharomyces cerevisiae (baker's... 35 0.61
>>>pironly:G70241 hypothetical protein BBI16 - Lyme disease spir... 35 0.79
>>>pironly:T02795 probable membrane protein L549.7 [imported] - ... 35 0.79
>>>gwissprot:IF2 AQUAE 067825 aguifex aeolicus. trandation init... 35 0.79
>>>swissprot: GLDA _BACST P32816 bacillus stearothermophilus. glyc... 3418
>>>pironly:G69946 phage-related protein homolog ygbD - Becillus ... 3323
>>>gwissprot:Y QBD_BACSU P45920 bacillus subtilis. hypothetical 3... 323
>>>pironly:T18296 myosin heavy chain - Entamoeba histolytica 33 3.0
>>>pironly:A84233 hypothetical protein Vng0754c [imported] - Hal... 3252
>>>pironly:B87610 hypothetical protein CC2916 [imported] - Caulo... 32 6.7
>>>pironly:T02639 G5 protein homolog - slime mold (Dictyostelium... 32 6.7
>>>pironly:T18283 hypothetical protein G5 - slime mold (Dictyost... 32 88
>>>pironly:T48814 hypothetical protein 15E6.220 [imported] - Neu... 32 88

>>>gwissprot: STA6_ HUMAN P42226 homo sapiens (human). signal tran... 32 8.8

Abb. 4.41: Ergebnis eines Standard-Protein-BLAST (BLASTP) mit der SAPA47-
Aminosauresequenz a's Eingabe.

Figt man die drel oben erwdhnten Proteine zu dem bereits bestehenden multiplen Alignment
hinzu, erkennt man einen auffaligen Bereich (hellblau).
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ELKKETSI | RRVASRLPDSLEI GASVASESLESVGQVI DDI GATWWAKSTAKI | SRGKESL

KKSEAAVPPW/DTNDEETI QQQ LAL SADKRNFL RDPPAGVQFN- - - - - FDFDQWIYPVAL
KKSEVAVPPW/DSNDEET! QQQ LAL SADKRNFLRDPPAGVCFN- - - - - FDFDQWYPVAL
KKSEAAVPPWESHDEETI QQQ LAL SADKRNFL RDPPAGVQFN- - - - - FDFDQWIYPVAL
VGN- - GAAPW GHANEAKI KEEI L GLSQDRRNFVRAPPAGVDFE- - - - - FSYDTAYPTAI
EDN-------- GVBSSANVKKDLSDWOEKH- - - - = - - === - - oo e oo - AV
KNRDVAI GNAI GVTEEVVLFARDL AL HPETW. DFPFPDEDDNFDDF- - - EMITDAQYEHAL
EPNRDRTNQVL SLKPYRRFEMVL LAL QSDKGTFVREPDDL SDFENWSL GLKLEEKRNEI V

VM. QEDEL L SKVMRFAL VPKL VKEEV VSLI KQSAQLTALAAQQQAAG: - - - - -
VM. QEDEL L SRVRFDLVPKL VKEDV VSLI KQSAQLTALAAQQQAAG: - - - - -
VM. QEDEL L SKVMRFAL VPKL VKEEV | SLI KQSAQLTALAAQQQASG - - - - -
Al MAEDKALETMRFELVPKI | TEEN VSLI | QAAEL GTL GADGVGQA:- - - - - -

LVL SKSKEL SQL RFKLCPRVLKEHQ

AVENLASSLAALRI ELCPAYMSEYC

ELI NGNKGVKE! YEEI VPVEVDAET
. . . - % .

| VFQLVRKI VAKYEVLAI QQAQ RRM - - - - -
| VFVLVHPI FSKHDAL TLSTPQUVLESRALLSH
RYY YKVYKLEQVEEARVKLVKRAI SG- - - - - -

*k*k K-

............... KEEKSSNRDDNL PL TEAVRPKTPPVVI KSQLKSQEDEEEI STSPG
--------------- SSGEDALAFNY- - - - - = o o e oo
............... AVEDSKTSESKG: - - ------------VYEVEMSETKQRLSTGPA
EL L RKRNKDTVVVPESSDRGADSENVEPL FQPTNPSPKSEPEPVKTI TVETI HSAERSEF
............... EEDEDLSWDLDD- - - - - - - - - - - - - - EKEKVESRDVSSKDSDYSV

56
27
23
120
13
39
43

155
130
131
233
76

152
161

210
185
186
286
100
209
221

264
239
240
340
154
269
275

309
242
285
351
184
329
306

Abb. 4.42: Multiples Alignment von SAP47 mit den Vertebratenhomologen aus Mensch,

Maus und Rind (Accessionnummern siehe Abb. 4.39) sowie den Arabidopsisproteinen
QI9LRX9, Q9SV58 und QOM2X8.
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Da die Ahnlichkeiten der Arabidopsisproteine zu den SAP-Homologen unterhalb des in
BLAST eingestellten Schwellenwertes liegen, wurde im néchsten Schritt ein neues HMM
aufgrund des erweiterten multiplen Alignments erstellt. Dazu wurde lediglich der Bereich

195-249 (Zahlenangaben fur hsap) mit der hochkonservierten Region (hellblau) verwendet.

Die HMM-Suche wurde in diesem Fall von Peer Bork und seinem Mitarbeiter Tobias Doerks
am EMBL in Heidelberg durchgefihrt. In der ersten Iteration ergab sich eine signifikante
Ahnlichkeit zu DOS-like Proteinen (E-Wert 7,2 010°). In weiteren HMM Iterationen fanden
sich zusétzlich signifikante Homologien zu BTF2-like Transkriptionsfaktoren (E-Wert 2,3 [
10, zu Proteinen mit BTB/POZ-Doméanen und zu anderen hypothetischen Proteinen aus

Protozoen.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse dieser HMM-Suchen fihrte zu der Identifizierung
einer neuen 60 Aminosauren langen Doméane (Doerks, Huber, Buchner und Bork, 2002). Der
Name dieser Doméne setzt sich aus den Anfangsbuchstaben der die Doméane enthaltenden
besser charakterisierten Proteine zusammen: BSD (BTF2-like Transkriptionsfaktoren,
Synapsen-assoziierte Proteine, DOS-like Proteine).
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In der folgenden Abbildung (Abb. 4.43) sind ale die neue Domane enthaltenden
Proteinfamilien dargestellt.

BTF2-like transcription factors
F Yeast, Arabidopsis, C. elegans,
Drosophila and human
DOS1-like proteins, involved in DNA-
_._ replication
Y east, Arabidopsis, C. elegans and

human

Arabidopsis, Synapse-associated
C. elegans, Drosophila and proteins

F human
— H Arabi dopsi S,

BTB-domain-containing
proteins Arabidopsis,
R —_ - » = ww Otherhypothetical proteins
Plasmodium and Leishmania

Abb. 4.43: Doméanenstruktur der Proteine, welche die BSD-Domane enthalten.

——

100 2'?':}

Die Domanennamen richten sich nach dem Simple Modular Architecture
Research Tool ™ (http://smart.embl-heidelberg.de).
Abklrzungen: BTB, Broad-Complex, Tamtrack und Bric a Brac; Ubox, eine modifizierte

Ringfingerdoméane, welche mit Ubiquitinierung in Verbindung gebracht wurde.
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Das Vorkommen dieser neuen Domane in bereits bekannten Transkriptionsfaktoren und in bei
der DNA-Replikation involvierten Proteinen lasst eine mégliche Rolle von SAPA7 und seinen
Homologen in Chromatin-assoziierten Prozessen vermuten. Dies wird weiterhin unterstitzt
durch das gleichzeitige Auftreten der BSD-Doméne in weiteren Proteinen mit einer Ubox-
Domaéne (involviert in Ubiquitinierung) beziehungsweise mit einer BTB-Doméne (Protein-
findet sich haufig
Nachbarschaft von Zinkfinger enthaltenden DNA-Bindungs-Domaénen). Die Sekundarstruktur
der BSD-Doméne wurde mittels PHD (Rost und Sander, 1993) vorhergesagt. Wie in dem

Protein-1nteraktionsdomane, in  Transkriptionsfaktoren in enger

multiplen Alignment (Abb. 4.44) zu sehen ist, handelt es sich wahrscheinlich um drel a-
Helices, die sich zu einem Drelhelixblindel zusammenschlief3en. Die dritte vorhergesagte
Helix enthdlt benachbarte Phenylalanin und Tryptophanreste. Diese Aminosduren treten in

Proteinen relativ selten auf, kommen aber in alen identifizierten BSD-Doméanen an dieser

Stelle vor. Dies ist die auffdligste Struktur der Doméne (zu sehen in blauen fetten
Buchstaben).

TFB1_a sc 165 LDDSLSKEKLLTNLKLQQ - - SLLKGNKVLMKVFQE- - - TVI NAGLPPSEFWSTRI PLLRAFA P32776
TFB1_b sc 243 SENKVNVNLSREKI L------ NI FENYPI VKKAYTD- - - - NVPKNFKEPEFWARFFSSKL FRK P32776
BTF2_a hs 99 LLPKFKRKANKELEEKN- - - - RMLQEDPVLFQLYKD- - - LWSQVI SAEEFWANRLNVNATDS P32780
BTF2_b hs 180 GCNGRYNLTSDIIE------ SI FRTYPAVKMKYAE- - - - NVPHNMTEKEFWI RFFQSHYFHR P32780
TFBldm a dm 109 LLPNFKRKVDKDLEDKN- - - - RI LVENPNLLQLYKD- - - LVI TKVLTSDEFWATHAKDHAL KK V713
TFB1dm b dm 182 GCNAKYNLTSDVIH------ Cl FKTYPAVKRKHFE- - - - NVPAKMSEAEFWI KFFQSHYFHR Q@V713
RO2D3. 3_a ce 116 NELAKSVESQSKQVELQAKQKI LQEDRNLEKLYQNL- - - - VATKLI TPDDFWEBDYYQKEGVSE 044499
R02D3. 3_b ce 231 CKElLKFTI QCEYLTR----- KI SRSENYI QKKNLE- - - - LVPHEMSEENFVWKKFFQSHYFHR 44499
F2A19. 20_a at 82 LTPAEQ.SMAEFELRF- - - - - KLLRENSEL QKLHKQ@ - - FVESKVLTEDEFWSTRKKLLGKDS Q@M322
F2A19. 20 b at 161 RTNRVTFENLTSEIl F------ Q FAEKPAVRQAFI N- - - - YVPKKMIEKDFWIKYFRAEYLYS Q@M322
SPACL16E8_a sp 60 RVNSTNLEKDI DLQE---- - - SLLTNNPDLLQTFKE- - - AVWKGHL SNEQFWSTRLHLL RAHA 013745
SPAC16E8_b sp 134 VDNQWKVSLTCGQQ H------ DMFEQHPLLRKVYDK- - - - HVP- PLAECEFWSRFFL SKLCKK 013745
B8B20.390_a nc 147 WEDDMLKADVELQQ ----- SLMKKDKALAHI YND[ 6] DSL SDASFNSQFWATRI SLLRAYA QOP5N7
B8B20. 390 nc 227 ENGELKLNI NHEQVQ- - --- - LI FQRHPLVKRI YNE- - - - NVP- KLTESEFWSRFFL SRLSKK QQP5N7
Hypo47. 2 hs 146 W.SQFCLEEKKCEI S------ ELLVGSPSI RALYTK- - - - \WPAAVSHSEFVHRYFYKVHQLE QONW68
Y97E10AR. 6 ce 294 W SRFNLDEYDGEI N------ | LLANNPSLRQVFAN- - - - LVPGSVNHETFVWKRYFYAI EVAE CE27417
F25G13. 200 at 207 WBLGLKLEEKRNEI V------ ELI NGNKGVKEI YEE- - - - | VPVEVDAETFWRRYYYKVYKLE QSV58
F15K9. 5 at 179 WESAFSLDG&KAEEME- - - - - - KLLEENGDMVKGVYKR- - - - VWPSMVDHETFWFRYFYRVNKLK Q2zZVT6
HypoBAC os 409 WRDAFRI DERKEEI E- - - - - - GVLKESPGLESFVER- - - - LVPSVVDYDMFWCRYFFAVDKLR QLI X9
B23L21. 150 nc 463 VWNEFDVDKKTEAI A------ ADLDKYPELRATMEK- - - - LVPDQVPYADFWKRYYFLRHG E QP5L4
SPAC22A12 sp 167 WEKEI S| DGKTEEI S---- - - LLLEEYPDLRKQVES- - - - LVPSEVSYDDFVWKRFFWHKEVWQ 013905
DOS1 sc 176 Q.DPFDVDEKTEEI C------ SI LQGDKDI SKLMND- - - - | VPHKI SYKDFWHI YFLQRNKI L P54858
Hy pHS hs 182 VQFNFDFDQWYPVAL----- - VM_QEDELL SKMRFA- - - - LVPKLVKEEVFWRNYFYRVSLI K AAH01468
SAP47 dm 272 VDFEFSYDTAYPTAI ------ Al MAEDKALETMRFE- - - - LVPKI | TEENFWRNYFYRVSLI | Q4503
Cl6C2. 4 ce 174 ANSEYTYEQQQAMAT------ LLLKHDPNLANVRFQ - - - LVPKQVKENQFWONYFYRI GLI R 017591
K7P8 at 86 NVKKDLSDWXEKHAV- - - - - - LVLSKSKEL SQLRFK- - - - LCPRVLKEHQFWRI YFQLVRKI V QLRX9
T16K5. 150 at 195 FDDFEMIDAQYEHAL- - - - - - AVENLASSLAALRI E- - - - LCPAYMSEYCFWRI YFVLVHPI F Q@M X8
F20B24. 15 at 227 | KNLEMSDAQRGHAL- - - - - - Al ERLAPRLAALRI E- - - - LCPCHVSVGYFVWKVYFVLLLSRL QSGX8
HypGCs 0s 161 DENSI | SDI QRDHME- - - - - - Al EKLVPDLASLRAR- - - - LCPSYMDI DVFVKI YFTLLESNL QLW 8
AT2G10950 at 137 DTEFELSEAQRAHAS- - - - - - Al EDLVPGLVAVKNQ - - - - VSSYMDDEHFWLI YFI LLMPRL QQ SKH9
T6L1. 21 at 178 NVRKDLSEWQERHAT- - - - - - LVLGSVKQ SKLRYE- - - - LCPRVMKERRFWRI YFTLVSTHV Q@CAA2
F6H11. 10 at 769 FSDFELADAQYEHAL- - -- - - AVERLAPSLASLRI E- - - - LCPEYMIENCFWRI YFVLVHPKL 49529
F20N2. 15 at 424 STSSEQ.SI KELELRF- - - - - KLLREN- - RYRLHKQ - - FVESKVLTEDEFWATRKKLLGKDS QQLFZ6
LMAJFV1 Im 340 WALHSLFDFDRDVCE------ GLLASA- EVRAHRYR- - - - LVPARLKEVTFWANYFVWKVHCVG 060968
PFC1055W pf 302 (QKLSKSVEI NNELRK------ LI LCENKELKKLYDY- - - YI ENNI L SDSKFWFFL FNNKYSHL ™7305
Consensus (80% ...... hp.p...h........ I hp .I..hh.p....hss..hp. ppFW haa. . h. . h.

sec.struc. pred

hHHHHHHHHHHh.
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Abb. 4.44: Multiples Sequenzalignment der BSD-Doméanen von BTF2-like
Transkriptionsfaktoren (TFB1, BTF2, TFBldm, R02D3.3, F2A19.20, SPACI16ES,
B8B20.390), DOS-like Proteinen (Hypo47.2, Y97E10AR.6, F25G13.200, F15K9.5,
HypoBAC, B23L21.150, SPAC22A12, DOSI), Proteinen mit Ahnlichkeiten zu SAP47 in
Drosophila (HypHS=HSAP, C16C2.4, K7P8, T16K5.150, F20B24.15, HypOS, AT2G10950,
T6L1.21), mit zusétzlich vorhandener UBOX (F6H11.10), mit zusétzlicher BTB-Domane
(F20N2.15) und zwei anderen hypothetischen Proteinen in Leishmania (LMAJFV1) und
Plasmodium (PFC1055W). In der ersten Spalte sind die Namen der Proteine aufgelistet (a und
b bezeichnen mehrere Doménen innerhalb eines Proteins), in der zweiten Spalte sind die
Speziesnamen aufgelistet (at: Arabidopsis thaliana; ce: Caenorhabditis elegans, dm:
Drosophila melanogaster; hs: Homo sapiens; Im: Leishmania major, nc: Neurospora crassa,
os. Oryza sativa, pf: Paramecium falciparum sc: Saccharomyces cerevisiae, sp:
Saccharomyces pombe), die dritte Spalte entspricht dem Beginn der Domane und die rechte
Spalte der Accessionnummer des Proteins in den Datenbanken SwissProt oder SPTREMBL.
Teilweise konservierte (mehr als 50%) negativ geladene Aminosdurereste sind in rot
dargestellt; konservierte hydrophobe Reste sind in blau dargestellt; konservierte aromatische
Reste sind in fettem blau dargestellt) andere konservierte Aminosaurereste sind fettgedruckt.
Die Konsensussequenz (konserviert Uber 80% der gesamten Sequenz) ist unter dem
Alignment zu sehen; h, p, s, | und a stehen fir hydrophobe, polare, kleine (s=small),
aliphatische (I) und aromatische Aminosaurereste. Die vorhergesagte Sekundéarstruktur wurde
von der Konsensussequenz des Alignments abgel eitet.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Spekulation einer Beteiligung von SAP47 und
seinen Homologen an Chromatin-assoziierten Prozessen unbedingt experimentell getestet
werden muss. Dies ist insbesondere fur SAPA7 wichtig, da sich die nachgewiesene
Lokalisation an der Synapse nur schwer vorstellbar mit Chromatin-assoziierten Prozessen in
Verbindung bringen l&sst. Trotzdem ist diese Vorhersage ein erster Hinweis auf eine mdégliche
Funktion von SAP47.
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4.7. Neues von SAP47

Seit Dezember 2001 befindet sich ein neuer EST-Klon in den Datenbanken, welcher fir 551
Aminosauren kodiert. Damit ware dies nach den bekannten Splei3varianten (347 und 351AS)
das langste offene Leseraster fir SAPA47.

PIR:S60652,351aa,1997

PIR:S60653,351aa,1997

SPTREMBL :Q24503,351a3,1996

SPTREMBL :Q24502,347a3,1996

SPTREMBL :Q9VF07,268aa,2000
SPTREMBL:Q960T2,551aa,2001,
EMBLAY051871;AAK93295.1; -. FlyBase FBgn0013334;

Length: 551 aa, molecular weight: 56980 Da, CRC64 check sum: 430392D0OEAD5916E

MFSGLTNQFT SLVGAVKGGA GDEDVPAPTG DAPAAAPAAS TSVEATASSA VDPEAAAAAG
*° CGEGLEGEEAG KRLPKSASLV DSLVSEATGW LGSAKGALGN ASI PSMPAMP  SMPSMPAMPA
0 MPSI PSI PGL RKGAGADGAE GAEGAVAGEG GAAASGAVSG GEDDDKSRY! SATEGADSHP
160 ASGGGTPTGD EGQY GQGKGED EVKI TTKVTQ QAKHFGSFLS SAl SKAGSKI  KETVKDNTI L
. DSFNKEQEAF | KGQGGVGNG AAPW GHANE AKI KEEI LGL SQDRRNFVRA PPAGVDFEFS
500 YDTAYPTAI A | MAEDKALET MRFELVPKI | TEENFWRNYF YRVSLI | QAA ELGTLGADGV
. GQASSGEDAN EVATKEKKSK TAEPAKGDSS VKAI AEQPKA VI EPEAQECD VQAAKSKAKA
20 KAQAGKELGQ KI SESEFVSD DFQASSESDL AElI QDGVRKL G DSMIQQAL AATDEEQVEK
o0 DLEAELKDYE VVDEGGTGGED GGGEGERRKGRK AGEDDTEADE DEPTI SNLRT RSTNNDWEEY
>0 ADLI EDTDDL K

Abb. 4.45: Accessionnummern fur SAP47 in den Datenbanken Pir, SPTREMBL, EMBL und
Flybase. Aminosauresequenz des langsten offenen Leserasters von SAPA7.

Mit CLUSTALW wurde ein multiples Alignment fr alle drei Spleif3varianten erstellt (s. Abb.
4.46).
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sap347 MFSGLTNQFTSL VGAVKGGAGDEDVPAPTGDAPAAAPAAST SVEATASSAVDPEAAAAAG 60
sap351 MFSGLTNQFTSL VGAVKGGAGDEDVPAPTGDAPAAAPAAST SVEATASSAVDPEAAAAAG 60
sap551 MFSGL TNQFTSL VGAVKGGAGDEDVPAPTGDAPAAAPAAST SVEATASSAVDPEAAAAAG 60
R O S O S I I O S O
sap347 CGEGLEGEEAGK---------------- SGWLGSAKGWLGNASI PSMPAMPSMPSVPAMPA 104
sap351 CGEGLEGEEAGK---------------- SGNLGSAKGALGNASI PSMPAMPSMPSVPAMPA 104
sap551 GEGLEGEEAGKRL PKSASL VDSL VSEATGAL GSAKGAL GNAS| PSMPAMPSMPSVPAMPA 120
khkkkkkkhkkkk*k :********************************
sap347 MPSI PSI PGL RKGAGADGAEGAEGAVAGEGGAAASGAVSGGEDDDKSRY| SATEGADSHP 164
sap351 MPSI PSI PGL RKGAGADGAEGAEGAVAGEGGAAASGAVSGGEDDDKSRY| SATEGADSHP 164
sap551 MPSI PSI PGL RKGAGADGAEGAEGAVAGEGGAAASGAVSGGEDDDKSRY! SATEGADSHP 180
R R R R E RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEESEE]
sap347 ASGGGTPTGDEGQ GQ - --- - - VTTKVTQQAKHFGSFLSSAI SKAGSKI KETVKDNTI L 217
sap351 ASGGGTPTGDEGQ GQ - --- - - VTTKVTQQAKHFGSFLSSAI SKAGSKI KETVKDNTI L 217
sap551 ASGCGTPTCDEGQ GQGKGDEVKI TTKVTQQAKHFGSFLSSAI SKAGSKI KETVKDNTI L 240
kkhkkkkhkkkhkkkhkkkkkkk :************************************
sap347 DSFNKEQEAFI KGQGGVGNGAAPW GHANEAKI KEEI LGL SQDRRNFVRAPPAGVDFEFS 277
sap351 DSFNKEQEAFI KGQGGVGNGAAPW GHANEAKI KEEI LGL SQDRRNFVRAPPAGVDFEFS 277
sap551 DSFNKEQEAFI KGQGGVGNGAAPW GHANEAKI KEEI LGL SQDRRNFVRAPPAGVDFEFS 300
R O S O R O R R
sap347 YDTAYPTAI Al MAEDKALETMRFELVPKI | TEENFWRNYFYRVSLI | QAAELGTLGADGY 337
sap351 YDTAYPTAI Al MAEDKALETMRFELVPKI | TEENFWRNYFYRVSLI | QAAELGTLGADGY 337
sap551 YDTAYPTAI Al MAEDKALETVRFELVPKI | TEENFWRNYFYRVSLI | QAAELGTLGADGY 360
sap347 GASSCGEDED- - - == ---cccccccccccccccccccccccccccccccc e 347
sap351 GRASSGEDALAFNY= - = = = - s oo 351
sap551 GQASSGEDANEVATKEKKSKTAEPAKGDSSVKAI AEQPKAVI EPEAQECDVQAAKSKAKA 420
kkkkkkkk
SAP3AT s oo
SAP351 s e oo
sap551 KAQAGKEL GQKI SESEFVSDDFQASSESDLAEI QDGVRKLG DSMTQQALAATDEEQVEK 480
ST oy A e e
SAP35L s e e oo e oo
sap551 DLEAEL KDYEVVDEGGT GGDGGGEGRRKGRKAGEDDTEADEDEPTI SNLRTRSTNNDVEEY 540
sap347  -----------
sap351 @ -----------
sap551 ADLI EDTDDLK 551

Abb. 4.46: Alignment der abgeleiteten Proteine der drel bisher isolierten cDNAs. Farbcode

fir Aminosauren: blau: sauer, lila: basisch, rot: klein und hydrophob, grin: ST,Y ,H,C,G,Q.

Im Genom, welches auf den néchsten Seiten ausschnittsweise dargestellt ist, erkennt man die

Exon/Intronstrukturen fir alle drei SpleiRvarianten.

Genom SAPA47 : AEO03711
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56221
56281
56341
56401

56461

56521

56581

56641

56701

56761
56821

65281
65341

65401

65461
65521

71941
72001

72061

72121

72181

72241

72301
72361

74521

74581

74641

cttccatctc
aat gcgagaa
cact gaaaga
aagt t ggaga

agcct agaga

agagaaacag
ggcgcecgtta
gcagccgctc
gaggcagctg

gt gt gaat cg
ct gt gactcc

atttacctaa

ggccat ct gg
tttacataac
aaggaaaacc

gccaggagcg

gcgt t gaacg

caggagccaa
aaggaggcgc
cagcagcatc
ccgcagccgg

aacaat gcgc
gaaat ccaga

tt gt gaaccc

ttacactctt ataatttctt

2. Exon (nur SAP551)
at ccgaagcc acgtaagttt
S E A T
tgtaattata cctaattgaa
tacctttttc ccaacgcagt

tttgtcagtc agtcactcaa

tttgccattt cttacagcgg
2. Exon

ataccgtcga tgccagccat

t cgat accat cgatcccggg

gagggagct g
gat gacgaca

t acgaagcag
aagat gagaa

3. Exon
ttctgctccc
ggagggcgcce

aat cggacag

t cgccggaga
agt cgaggt a

ccgttcaata
gcgtctttgt

tttetttttt

gactcgcatc

ggt aagggcg
G K G

acaaagcaat
gccgagegt t
cat t acagga
ggagagcagt

t gcgcacgt ¢

1. Exon
catgttttcg

t ggcgacgag
cacatccgtg
t ggcgaagga

gct gggt aat
cttcagtcga

ttcttgattt
ttagacttcc
L P

atttcgtttg

agccattatc
aagaggaaaa

t cgccaagga
at ggct gggc

gccgtcgat g
act ccgcaag
gggcggggcec
tattaggt at

caaaccaat g
acttcagttc

ttattccget

ct gcat cggg

at gaagt caa
D E V K

tgcagcgt ga aaaattcaaa

gaaagt gaaa cttctgtggt

cattctatct gcctctgecc

ggaaaaccgt gagaaccgcg
*

ttcctggt ca ggacacacca

ggcct aacaa
gat gt gcccg
gaggccacgg
ct cgagggcg

ccttcggece
cct gacat gg

cgtttgatca
caaat ccgcc
K S A

tatttttata

ccacttcttg
cttttgttcg

ct aaggacac
agt gccaagg

ccat cgat gc
ggcgcaggag
gccgecagtg
gggt gccage

ccaaaacaaa
cctgttgegt

ttacaacgaa

cggt ggcacg

aagt acgt gt
(nur

at caat t cac
cgcccacagg
cctcctcege
aggaagct gg

atctttctag
cgt gccaat g

gattttttat
tccctggttg
S L V

ttattataag

ggcaccaaca
caat cgt aaa

acgact aat g
gttggctggg

cggccat gcc
ccgat ggagc
gagccgt gag
tt gacaat ga

daaaaaaaaa
ctttggttaa

ttccgcaact
cccaccggceg

cacactttga

SAP551)

tttcaagtta
gcgaacgaaa
agt gt agt aa
agaacaagag

ccaatccttg

ctcgetggtg
agat gcgccc
cgt ggacccg
caaaaggt aa

tcttccgtga
t gaccttgct

ttattttgat
attcattagt
D S L V

tttatacttt

at aaact att
atcattagca

ctcctttctg
aaacgcct cg

agcgat gcca
cgagggcgcc
tggtggcgag
cggaattata

att at gaaag
cctcecgttta

gcagcgccac
acgagggt ca

ttggtaacca
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65

74701
74761
74821
74881
74941

75001
75061
75121
75181
75241
75301
75361
75421
75481
75541
75601
75661
75721
75781
75841
75901
75961
76021
76081
76141
76201
76261
76321
76381
76441
76501
76561
76621
76681
76741
76801
76861
76921
76981
77041
77101

77161
77221

aatt acaaga
tgccaattca
tagtttgaaa
acgcttgett

ggct gat t gt

4. Exon
t accacaaaa

caaggct ggc
gct acaat gg

caacaaggaa

ct ggat cgga

t cgccgcaac

cgcct at cct
cgagctggtg
aat at gagcc
cgcgt ctcac
caggcct caa

ct ct ggaaaa
ccaaacactc
aact at aacg
t aagt ct aag
ttccttagtc
accttactct
gtctgtacta
ttgtatccgt
ggttcttcct
tcgttccacg
tactgtgttt
atgaattcca

aact caacca
gact gccgaa
cgt gat t gag
aaaggct caa
tgacttccag
gggcat cgac

tattttattt
tt aaggact a
t gagacacac
agagtatcta
gagatctatc
gcgaatttgg
tatataattt
gt acaaat ca
tttatataaa

gacaacttca
aaaagat t ga
t aacccagaa
t gt agt ct ag
cgt cagt gga

gt aacacagc
agcaaaat ca
ggccaacctc
caggaagctt

cacgccaacg
ttcgtgcgeg
acggccat ag
cccaagat gt
ttgttttccg

tgat catcca

gcggcgaaga

tat atacata
acactcgtta
tgtatctgta
tctttcattt
cttttcacac
t aaaacat gc
caccgcct aa
ccctccaccce
cactcccccc
aactt cgcca
cctcttttca
ccacgaaatt

t gggct gaac

ccagccaagg
ccggaggcge
gccggcaaag
gcct cgageg
agcat gaccc

ccccaat cag
acattttttg
gaaacattca
gttatattgc
caggcacact
ttttcctaac
ctttgtgcca
agt gt aaaac
ttacattttg

aacacat t gt
gat agaaagc
ctccecgetce
tttagtttag
gt gaaactta

aggccaaaca
aggaaact gt
tatttattcc
t cat caaggg
aggccaagat
cccecgeccge
ccattat ggc
aagt acaatg
tagcat cact
ggccgecgag
tggtaagttg

t aacgcaaag
ct cgcgeget
t ct at aaacg
ttggttcact
acgctagcta
ctactatctc
gagtat gctc
gcact ggctt
taacgttcat
gt cgt cagcc
gtttgttaat
acact gt gaa

gat cagccaa
gcgat t cgag
aggagtgcga
agct gggeca
aat cggactt
agcaggcat t

tttgttacta
tacat acatt
ttcatacaca
ttaggcagca
ccattgccat
atcccatt at
aacaaacaga
cgaacaattc
t at gaaaat c

gct aaatgtc
ggt gacaggt
cgt cgcactc
tttagttctg
tcgcatactg

ctttggatcc
caaggat aat

tgccgattcc

ccagggaggc

caaggaggaa
cggegt ggac
cgaagacaag
ctagtgttgc
gaagagaat t
ttgggcactc
gttatagctt

agat gcagga
ctctacct at
acct gcct at
ttagccacac
tccaacgttt
t cgagcect cg
aagtcttttg
gt at cgt cga
ct caat cgcg
gcccagegtc
cattttattt
aacgaacttg

cgaagt ggcc
t gt gaaagcc
t gt ccaggca

gaagatctcc

ggct gagat c
agct gcgact

ttgtttcatt
aaat t gat ca
t gt caat aca
agcttcagct
ct gagcacaa
ctattttgca
acaaacaat c
tctttcttct
gtttttactt

gaat caat gt
t act aacccc
actctcaatc
ttggtagcaa
attt gaat gt

ttcttgtcat

gt gagt acaa

caact cgaat
cagtt acaag
ccct agt gaa
gtcccatttg
at ccgacagt

cggccat cag

cgat gacact

5. Exon

cagaccattc
gtgggcaat g
atccttggcec
tttgagttta
gcgct cgaga

cagt aacaag

tcgactcgtt
gagcagcccc
t gt cgcagga
gct acgacac
cgatgcgatt

cacat gatcc

6. Exon

t ct ggcggaa
t gggcgecga
ct gct gat cg

caaacagact
ctatctatct
gaactctgtc
gcgccetgttt
tccgttctct
at ct aact aa
ttgaattaaa
ggact cgaat
t ct cgaagct
t cacct caaa
ttcgttctat
t ct at caaaa
7. Exon
act aaagaaa

attgccgagc
gccaagt caa
gaat cggaat
caagacggca
gat ggt aaga

gttatttctt
aacgaat gtc
t acaacat ga
ctaatttcat
t aat gt ct ct
accaaagcca
t aaaacaaac
cctctgetct
attat at gac

ttacttctac

tggcgt gggt
t cgt agacaa

gcctcgetca
atctatctat
tatctttctc
aactt at gat
cgctetttct
cttggct age
acccct t gat
cctggttttc
caat t gat aa
tcgatttact
tattattttt
tcaattcaaa

agaaat ccaa
agccgaaggc
aggcaaaggc
tcgtttcgga
tgcgcaaatt
gtttatgttt

gttgtttaat
attggtgttc
gaaaacattt
ctagacttta
tgtctgagtc
cat at gaaaa
caaaat gt gt
gtttctttct
aacaact caa
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77281

77341
77401
77461
77521
77581
77641
77701
77761
77821
77881
77941

78001

78061
78121
78181
78241
78301
78361
78421
78481
78541
78601
78661
78721
78781
78841
78901
78961
79021
79081
79141
79201
79261
79321
79381
79441
79501
79561
79621
79681

79741

79801

79861

79921

79981
80041

alternatives Exon (SAP351)

gct ct ggcat

gaaat cacac
aatt at at aa
atttgccatt
acat at aat t
aaatttcgaa
cctattgata
aattcaattt
at ccaatt at
aaaaaaaaaa
at acacaaaa
aaacatttta

alternati
cttgcagaag

caaaat gcaa
ct acaaaatt
acaacaacaa
agt t gaaccc
act aaaaaga
tt aaagcaaa
attttcggtt
agat aat at ¢
ctgtgtctat
ttagtcgaca
cgtgcgttga
gggcgcettct
gatcgctttc
tcaattctct
cctatttctc
gccagct t at
t aat aatt aa
cact gaat at
aaaccaacca
gggtatcctt
gccagcct at
aaaat aaaca
ccaaacgcat
aggt aaacgt
t aaccacaat
cccatttgcc
accatgtatg
t gct aagcca

acaat gggaa
caccggcggce
cgaggcagat

ttgggaggag

tat cgtagtt
ccattccttt

ttaattacta

aat aaat aaa
acacat at aa
tagcgaactg
tgatttcaat
caagt t gagt
caactttcgc
catttacaaa
aattttgcct
aaactgtatt
ttttccaaaa
acaaaacatt

aagcgaat ct

t at agaagt a
at at at at cc
caaaat aat a
t at ccaat aa
at gaccaaac
tctctetttg
aatttagcta
cttcctttga
ct aaact agc
gtatcttacc
tatttttctt

ves Exon (SAP347)

at t gaat gga

aaaaaaccaa
gcccacaaga
aatt at at aa
agt aacgcca
caaaaaccga
aaacat t aaa
acat gt t ggt
caacaattca
gtactcgttg
aagctttgtt
t aact caggg
tacgaat cca
t ct gggacca
ggccaaaact
tctatctctt
aaaat acctt
t at aat at gt
gatttttgtt
aaaaacct aa
t gggt gcacg
cctatcaatt
aaatttccaa
aacagt gt gt
aagcgat gat
tcaattgctt
aat at gccaa
ct aaacct at
cgcaaat act

aaggat ct gg
gat ggt ggcg
gaggacgaac
tacgccgatt

tcttctaagt
ccaaccttgt

tt aaaaccaa

ct aacaaaat
aagaaaagaa
atacttat aa
ttatttatat
aacaaaattt
gt gaaat at a
tttcaattgc
aagt agtt gc
tgtatgtttt
tttagtttag
gat gggt ggc
atttgectttc
act caccaca
at aaaacccc
catggcattt
atatttggca
tcagtttgct
gt aaacattt
cacaaattgc
ctatccgtta
aat ccat aaa
ctatttgtag
gaaaat ct at
t aaact gaga
gccttacaca
tat gccaat a
tatatatccg
aat cgat at t

aagct gaact
gaggacgcag
cgacaat atc
taatt gagga

t ggct ct aag
ttcctcctta

at caatt gaa

at gcaact aa
t gaat aaaat
t caaat at at
cagtttaaga
t gat caagaa
caatttcgtg
gatgtaattt
cacatttctc
cgcgacacga
tt gaat at ct
catgtatttc

aagacaaaac

aaacaagaac
attgttaagc
agat at t cac
aaaccgaaga
t gt gt ggt aa
tacaaattgc
ataatgtttc
aatttcaatc
t agt at gt gt
cgtgtttcca
aaaaaaaaaa
ttatactgca
caaaat cgat
aagaagccgc
ttgtttgaat
agcttcgtca
tgctttttat
ttgttaatgg
agtt cgggaa
attagtgcta
ttggccccac
acggctatta
gtcttagcta
acaaccat gt
cttttgatac
taccaat ata
tacat aagca
ccgettgttg

caaggact ac
aaagggcagg
aaact t gcgc
t accgat gat

tttataacta
attgattaac

agtaatatta

t ggat aacaa
cgaact cgac
at at at at at
aagagt t aaa
attcttatat
ctccttttta
tcgttgtett
cacatgtttt
aaagaacct c
gat gat gaat
ttgatttatt

aaaat gct aa

aaaatt at aa
gaaacaaaaa
tt gacaacaa
cagaaaagca
gtt agaaatt
aacacgtttt
tgttcagcaa
atttcccact
gcgt aaatta
ttatagttta
gaaacctttt
caat gat aat
ggaaact aat
at at gact ca
tgatttgcag
gttattaggc
gcgt aaat gc
atggagtgtg
ct acaagcaa
gat cgacat t
tttgttaatt
ttcagttacg
t at ccccaga
acttgcttgg
taaacct ata
ccaat at acg
gat at ccgtt
ctcegtcttt

gaggtggttg
aaggccggceg
acacgct cga
tt aaagt aat

tctttacttt
ctaat at t gt

aaccaat aac

gagtattata
aaaaactctc
gtatcatatg
gccacaaacc
acaact at at
ttcaatttgc
ccttecttceg
aaacaaaaaa
ctttctagca

ttgtat ggga
t acgaat cat

atctaaattt

aaaaaaaat a
aaaaagt act
t gaaaatttg
aaaaaat gt t
gtt ggct gaa
agtt gt gaca
tattgtatagt
acgct cct gt
attagtagtc
cat t gaagt g
t at acaaat t
acgaat cggg
t caaaact at
gtttctttce
catttggttt
gt gt aaat aa
t gt aaat aca
aagcaacaat
gt cat ggact
ggt gt acacg
gaccaagt ga
gt gcgaat ac
gact agccge
gat ggt cacc
tacccatata
at at gt gt aa
act gacgt gc
t gccagagga

acgaaggcgg
aggacgacac
ct aacaacga

taagagctta

atctttcettt
t aacccaaaa
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Abb. 4.47: Darstellung der genomischen Region von SAPA47 in Ausschnitten. Rot: mRNA,
blau: SAP47 (Q24502 und Q24503), grin: langstes offenes Leseraster SAP551, lila: nicht
trangdatiertes 5" Ende.

Daraus ergibt sich folgende mRNA fur das langste offene L eseraster SAPS51:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

cgcagttgtt
acgacgccaa
at accat cgc
aacgtacgca
agacgacact
aggaccttcg
aagagaaaaa
ggct gcgact
aagaaact cg
cgtgtaattg
cct cgccaag
caatt gcagc
cgt t gaaagt
aggacat t ct
cagt ggaaaa
cgtcttcctg
ttcgggccta
cgaggat gt g
cgt ggaggcc
aggact cgag
attagtatcc
gat accgt cg
at cgat acca
cgagggagct
ggat gacgac
gggcggt gge
caaaat tacc
cat cagcaag
gtt caacaag
cccctggatc
ggat cgccge
caccgcct at
attcgagctg
cgtctcactg
ggcct caagce
cgaaccagcc
t gagccggag
t caagccggce
ccaggcct cg
cgacagcat g
ggaagct gaa
cggaggacgc
accgacaat a
tttaattgag
gttggctcta
gtttcctcct
t ccaaat cca

gtttccatag
agcacacat g
cccagcaacg
t acgagaat c
ccagct cggt
aagt gggcag
aaat aagaaa
caaattactt
agcgt ggegt
tgcccaat ag
t agcaat aaa
gt gaaaaat t
gaaacttctg
at ctgcct ct
ccgt gagaac
gt caggacac
acaaat caat
cccgegecca
acggcct cct
ggcgaggaag
gaagccaccg
at gccagcca
t cgat cccgg
gt cgccggag
aagt cgaggt
acgcccaccg
acaaaagt aa
gct ggcagca
gaacaggaag
ggacacgcca
aacttcgtgce
cctacggcca
gt gcccaaga
at cat ccagg
ggcgaagat g
aagggcgat t
gcgcaggagt
aaagagct gg
agcgaat cgg
acccagcagg
ct caaggact
agaaagggca
t caaacttgc
gat accgat g
agtttataac
taattgatta
aacaaaat ac

acgt gt caat
cgcattccag
cggaggaggg
cgaat ct gag
atttgagaca
ccgaaaat cc
agcaaaat cc
tagttgtgca
gt gt ccat gt
ccacgcaatt
aaccattctt
caaatttcaa
t ggt gcgaac
gcccagtgta
cgcgagaaca
accaccaat c
t cacct cgct
caggagat gc
ccgecgt gga
ct ggcaaaag
gat ggct ggg
t gccgt cgat
gact ccgcaa
agggcggggc
atattagcgc
gcgacgaggg
cacagcaggc
aaat caagga
ctttcatcaa
acgaggccaa
gcgccecgee
tagccattat
t cat cact ga
ccgccgagtt
ccaacgaagt
cgagt gt gaa
gcgat gt cca
gccagaagat
acttggctga
cattagct gc
acgaggt ggt
ggaaggccgg
gcacacgctc
atttaaagta
tatctttact
acctaatatt
aaaactattc

tgtttgtcta
cgcacaaat a
ggt ggact cc
aat ccccaat
tcgacattcc
aaaagt ct cc
agt t ggcaga
aat agcgaat
ggaaaat cga
cccagt ccgt
ttaccttcca
gtt aaat gcg
gaaacact ga
gt aaaagttg
agagagcct a
ctt gagagaa
ggt gggcgcec
gcccgcagcec
cccggaggea
acttcccaaa
cagt gccaag
gccatcgat g
gggcgcagga
cgccgccagt
cacggagggc
t caaat cgga
caaacacttt
aact gt caag
gggccaggga
gat caaggag
cgcecggegt g
ggccgaagac
agagaatttc
gggcactctg
ggccact aaa
agccattgce
ggcagccaag
ct ccgaat cg
gat ccaagac
gact gat gag
t gacgaaggc
cgaggacgac
gact aacaac
at t aagagct
ttatctttct
gttaacccaa
gaaaccaaaa

Abb. 4.48: mRNA fir das langste offene L eseraster SAP551.

att gcgccag
tcccacccac
acttttccag
ccccgagt cc
gct gct ccgt
t ggcagcgaa
gaaaagct ca
agct at aaac
t cgaat cgca
tttattgatt
t ct cggccat
agaatttaca
aagaaaggaa
gagagccagg
gagagcgttg
acagcaggag
gt t aaaggag
gct ccagcag
gct gccgecag
tccgecetcece
ggt t ggct gg
ccggcecat gc
gccgat ggag
ggagccgt ga
gccgact cge
cagggt aagg
ggatccttct
gat aat acca
ggcgt gggca
gaaatccttg
gacttt gagt
aaggcgct cg
t ggcggaat t
ggcgecgat g
gaaaagaaat
gagcagccga
t caaaggcaa
gaattcgttt
ggcat gcgca
gaacaat ggg
ggcaccggeg
accgaggcag
gat t gggagg
tat atcgt ag
ttccattcct
aacccaaaat
aaaaaaaaaa

cagcagcaaa
gaaaat cgca
ggagaaagcg
aagagagcga
cagttttcag
cggaaaacca
agt ggt aatt
ccaaaaagaa
gagtatttat
ttccccaccg
ct ggacaaag
t aacgccgag
aacccattac
agcgggagag
aacgt gcgca
ccaacat gtt
gcget ggcga
cat ccacatc
ccggt ggcga
tggttgattc
gaaacgcctc
cagcgat gcc
ccgagggcgce
gt ggt ggcga
atcctgcatc
gcgat gaagt
t gt cat cggc
ttctcgactc
at ggagcagc
gcct gt cgca
ttagct acga
agacgat gcg
acttctaccg
gcgtgggt ca
ccaagact gc
aggccgt gat
aggcaaaggc
cggat gactt
aat t gggcat
aaaaggat ct
gcgat ggt gg
at gaggacga
agt acgccga
tttcttctaa
ttccaacctt
caaacccgaa
aaaaaa
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Mit dem Programm Translate auf dem Expasy-Server (www.expasy.ch) kann die mRNA in
Protein Ubersetzt werden.

cgcagttgttgtttccatagacgtgtcaattgtttgtctaattgcgccagcagcagcaaaa

AV Vv v SI DV SI v CLI AP AAAHIK
cgacgccaaagcacacat gcgcat t ccagcgcacaaat at cccacccacgaaaat cgcaa
RRQSTHAUHSSAOQI SHPRZKSDOQ

t accat cgccccagcaacgcggaggagggggt ggact ccact t t t ccagggagaaagcga
Y H R P S NAEE GV D STFP GR KR
acgt acgcat acgagaat ccgaat ct gagaat ccccaat ccccgagt ccaagagagcgaa
T Y AY ENPNLIRI P NWPIRV QE S E
gacgacact ccagct cggt at t t gagacat cgacat t ccgct gct ccgt cagtttt caga
D DT PARYLIRHRHSAAPSVFR
ggacct t cgaagt gggcagccgaaaat ccaaaagt ct cct ggcagcgaacggaaaaccaa
G P S KWAAENWPIKV S WOQRTENRAQ
agagaaaaaaaat aagaaaagcaaaat ccagt t ggcagagaaaagct caagt ggt aattg
R E KK - E K QNWPV GREK KL K W- L
gct gcgact caaatt acttt agtt gt gcaaat agcgaat agct at aaacccaaaaagaaa
A AT QI T L VV QI A NSY KPP K KK
agaaact cgagcgt ggcgt gt gt ccat gt ggaaaat cgat cgaat cgcagagt atttatc
R NS SV ACVHVENIRSNINIRRYVF I
gt gt aat t gt gcccaat agccacgcaatt cccagtccgttttattgattttccccaccge
v - L CPI ATQFUPV RZFI DFUPMHR
ct cgccaagt agcaat aaaaaccattcttttaccttccatct cggccat ct ggacaaagce
L AK - Q- KPFFYLPSRZPS GOQ S
aat t gcagcgt gaaaaat t caaat t t caagt t aaat gcgagaat t t acat aacgccgagce
N CSV KNS SNZFIKLNARI Y I TPS
gt t gaaagt gaaact t ct gt ggt gcgaacgaaacact gaaagaaaggaaaacccattaca
vV E S ET SV VR RTIKWH- KKGIKP I T
ggacat t ct at ct gcct ct gcccagt gt agt aaaagt t ggagagccaggagcgggagagce
GHSI CL CPV- - KL ESQERE S
agt ggaaaaccgt gagaaccgcgagaacaagagagcct agagagcgt t gaacgt gcgcac
S GKP- EPREQESLESV ERAH
gt cttcct ggt caggacacaccaccaat cctt gagagaaacagcaggagccaacat gttt
V F L VRTHHOQSULRETAGANMF
t cgggcct aacaaat caat t cacct cgct ggt gggcgcecgt t aaaggaggcgct ggcgac
S GL T NQF T S L V GAV K GGAGTD
gaggat gt gcccgcgcccacaggagat gcgecccgecagecgcet ccagcagcat ccacat cc
E DV P APTGDAPAAAUPAAST S
gtggaggccacggcctcctccgccgtggacccggaggcagctgccgcagccggtggcgaa
\ AT A S S AV D A A A A A G G E
ggactcgagggcgaggaagctggcaaaagacttcccaaatccgcctccctggttgattca
G L E GEEAGIKIRLUPIKSASL V D S
tt agt at ccgaagccaccggat ggct gggcagt gccaagggt t ggct gggaaacgcct cg
L VS EAT GWL GSAKGWL GNA'S
at accgt cgat gccagccat gccgt cgat gccat cgat gccggecat gccagcgat gcca
I P S M P A MP S MP S MPAMPAMP
t cgat accat cgat cccgggact ccgcaagggcgcaggagecgat ggagccgagggcegec
s I P SI P GL RKGAGAUDGAE GA
gagggagct gt cgccggagagggeggggecgecgecagt ggageegt gagt ggt ggcgag
E G AV A GEGGAAASGAV S G G E
gat gacgacaagt cgaggt at at t agcgccacggagggcgccgact cgcat cct gcat cg
D DDKSURY Il S ATEU GADSMHUZPA'S
ggcggt ggcacgeccaccggcgacgagggt caaat cggacagggt aagggcgat gaagt ¢
G GGTUPTGDETG GO QI GQGZKTGTDE V
aaaatt accacaaaagt aacacagcaggccaaacact ttggat ccttctt gt cat cggcc
K1 T T KV T Q QA KHF GS F L S S A
at cagcaaggct ggcagcaaaat caaggaaact gt caaggat aat accat t ct cgact cg
I S K A G S K11 K ETVIKDNT I L D S
tt caacaaggaacaggaagct t t cat caagggccagggaggcgt gggcaat ggagcagcc
F NK E QE A F I K GQGGV GNGAA
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ccct ggat cggacacgccaacgaggccaagat caaggaggaaat cct t ggcct gt cgecag
P WI GHANEAIKI KEIEI L GL S Q
gat cgccgcaact t cgt gcgcgecccgeccgecggegt ggact t t gagt t t aget acgac
DRRNWIFVRAPWPAGVDUFEF S Y D
accgcct at cct acggccat agccat t at ggccgaagacaaggcgct cgagacgat gcga
T A Y P T AI A1l MAEUDI KA ALETMR
tt cgagct ggt gcccaagat cat cact gaagagaattt ct ggcggaat t actt ct accgce
F E L VP K1 I T EIENFWRNYF Y R
gt ct cact gat cat ccaggccgccgagt t gggcact ct gggcgccgat ggcgt gggt cag
v S L I I Q A A EL GT L GADGV G Q
gcct caagcggcgaagat gccaacgaagt ggccact aaagaaaagaaat ccaagact gcc
A S S GE DA ANEVATIKEI KK S KT A
gaaccagccaagggcgat t cgagt gt gaaagccat t gccgagcagccgaaggcecgt gat t
E P A K GDS SV KAI A E QP K A VI
gagccggaggcgcaggagt gcgat gt ccaggcagccaagt caaaggcaaaggcaaaggct
E P E A QE CDV QA AK S KAIKAIKA
caagccggcaaagagct gggccagaagat ct ccgaat cggaattcgtttcggat gacttc

Q AG K E L G Q K I S E S E F V S D D F
caggcct cgagcgaat cggact t ggct gagat ccaagacggcat gcgcaaat t gggcat ¢
Q AS S E S DL A E I Q DG MR K L G I

gacagcat gacccagcaggcat t agct gcgact gat gaggaacaat gggaaaaggat ct g
D SMTO QO OALAATTDTETEG QQMWETKT DL
gaagct gaact caaggact acgaggt ggt t gacgaaggcggcaccggcggcgat ggt gge
E A E L KDY EVV DUEGUGTGGUD G G
ggaggacgcagaaagggcaggaaggccggcgaggacgacaccgaggcagat gaggacgaa
G GRRKGRIKAGEDT DTE ADE D E
ccgacaat at caaact t gcgcacacgct cgact aacaacgat t gggaggagt acgccgat

P T |1 S NL RTRSTNNUDWEE Y A D
tt aatt gaggat accgat gat t t aaagt aat t aagagcttatatcgtagtttcttctaag
L | E DT DUDULK - L RAY Il V VS S K
ttggctctaagtttataactatctttactttatctttctttccattcctttccaaccttg
L AL SL - L SL L YL SFHSUFUPTL
tttcctccttaattgattaacctaatattgttaacccaaaacccaaaat caaacccgaat
F PP - L I NL I L L TQNWPIKSNPN
ccaaat ccaaacaaaat acaaaact at t cgaaaccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
P NP N KI Q NY S K P K K K K K K

Abb. 4.49: mRNA von SAP551 Ubersetzt in Protein. Rot: Aminosauresequenz fir SAP551.

Das Programm ProtSweep findet flr die neue Variante von SAPA7 folgende Eigenschaften:

Number of residues: 551 Molecular weight: 56.98 kD
Charge: -42 I soelectric point: 4.28

more...
Prediction of protein localization:
cytoplasmic 39.1%
nuclear 26.1%

mitochondrial 13.0%
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Homology Search:

Sear ching Database: Honest
eminvl:AY 051871
E-Value: 0.0

Description: Ay051871 Drosophila melanogaster LD36546 fulll
length cDNA. 8/2001 Length = 2816

eminv2:DM SAP472
E-Value: e-112

Description: X80110 D.melanogaster sap47-2 mRNA. 8/1995 Length  Tg|astN2
= 1885

eminv2:DM SAP471
E-Value: e-112

Description: X80111 D.melanogaster sap47-1 mRNA. 8/1995 Length
= 1822

22 hitswith an E value <= 0.01 wer e detected
more...
Sear ching Database: SwissProtPlus
trembl:Q960T2
E-Value: 0.0
Description: Q960t2 L D36546p. 3/2002 Length = 551
trembl: Q24503
E-Value: e-113

Description: Q24503 SYNAPSE ASSOCIATED PROTEIN. 3/2001
Length = 351 BlastP2

trembl: 024502
E-Value: e-112

Description: Q24502 SYNAPSE-ASSOCIATED PROTEIN. 3/2001
Length = 347

12 hitswith an E value <= 0.01 wer e detected
more...
Sear ching Database: blocksplus
| PBO03345A
Score: 1162
Description: M protein repeat
PR00914B
Score: 1151
Description: Luteovirus (ORF3) RNA-directed RNA-polymerase sign
PRO0O797F

Blimps
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Score: 1121
Description: Streptopain (C10) cysteine protease family signatu

42 hitswith a score >= 1050 wer e detected
more...

Motifs and Domains:

SPScan does not predict a secretory signal
Motifsdid not find any domains defined by Prosite patterns
PFScan did not find any domains defined by Prosite profiles

Abb. 4.50: Ausdruck von ProtSweep, ein Programm aus dem HUSAR-Paket des DKFZ
Heidelberg.

Um zu Uberprifen, in welchen Bereichen die neue Variante von SAP47 Ahnlichkeiten zu den
V ertebratenhomol ogen von Maus (MSAP) und Mensch (HSAP) aufzeigt, wurde ein multiples
Alignment mit dem Programm CLUSTALW durchgefiihrt.

hsap e FSSDFRTSPWESRRVESKATSA 22
MBAP e MFG - - GLSSW.GLKPPEGAAAE 20
sapl ong MFSGLTNQFTSLVGAVKGGAGDEDVPAPTGDAPAAAPAAST SVEATASSAVDPEAAAAAG 60
. *e
hsap RCGLWGSGPRRRPASGME = = = = - - - o e o s e e e e 39
map 000 ----- GEEPPSR- - - - - o s m o e 27
sapl ong GEGLEGEEAGKRL PKSASLVDSL VSEATGWL GSAKGWLGNAS| PSMPAMPSMPSVPAMPA 120
* *
hsap ~ ------ FRGL SSW.GL QQPVAGGGQPNCDAPPEQPSETVAESAEEEL QQAG - DQELLHQ 91
map 0 mmeeeeee-ee-o---- DCDKL SAGAAPSEESPERPVEPTEEQQQQPPTEDPQFLHQ 67
sapl ong MPSI PSI PGL RKGAGADGAEGAEGAVAGEGGAAASGAVSGGEDDDKSRYI SATEGADSHP 180
* - . . *
hsap AKDFGN- - - - - YLENFASAATKKI TESVAETAQTI KKSVEEGK- - - - - - - I DG | DKTI 139
nmsap AKGLGN\- - - - - YLYNFASAATKKI TESVTETAQTI KKSVEEGK- - - - - - - | DDI LDKTI L 115
sapl ong ASGGGT PTGDEGQ GQGKGDEVKI TTKVTQQAKHFGSFLSSAI SKAGSKI KETVKDNTI L 240
* % k% * . * * *
hsap CDFQKEQKKFVEEQHTKKSEAAVPPW/DTNDEET! QQQ LAL SADKRNFLRDPPAGVQFN 199
nsap GDFQKEQKKFVEEQNTKKSEAAVPPWESHDEET! QQQI LAL SADKRNFLRDPPAGVQFN 175
sapl ong DSFNKEQEAFI KGQGGVGN GAAPW GHANEAKI KEEI LGLSQDRRNFVRAPPAGVDFE 298
.* *** *. : *** * % * *** * ***** *
hsap FDFDQWPVAL VM. QEDEL L SKMRFAL VPKLVKEEVFWRNYFYRVSLI KQSAQLTALAAQ 259
nsap FDFDQWPVAL VM. QEDEL L SKMRFALVPKLVKEEVFWRNYFYRI SLI KQSAQLTALAAQ 235
sapl ong FSYDTAYPTAI Al MAEDKALETMRFELVPKI | TEENFWRNYFYRVSLI | QAAELGTLGAD 358
hsap ~ ----------- QQAAGKEEKSNGRE- - - - - - - - ----- QDLPLAEAVRPKTPPWI KSQL 295
msap 0000 mm--------- QQASGKEEKSSNRD- - - - - - - - ----- DNLPLTEAVRPKTPPWI KSQL 271

sapl ong GVGQASSGEDANEVATKEKKSKTAEPAKGDSSVKAI AEQ3KAVI EPEAQECDVQAAKSKA 418

** **
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hsap KTQEDE- EEI STSPGVSEFVSDAFDACN- L NQEDL RKEVEQL VL DKKQEETAVLEEDSAD 353
msap KSQEDE- EEI STSPGVSEFVSDAFDTCS- LNQEDL RKEVEQL VL DKKQEEATALEEDSTD 329
sapl ong KAKAQAGKEL GQKI SESEFVSDDFQASSESDLAE! QDGVRKLG DSMTQQALAATDE- EQ 477
hsap VEKEL QQEL QEYEVVTE- - - - = = = = == =@ o mm e e o meee oo oo e SEKRDENW 378
msap VEKEL QQEL QEYEVVAE- - - = = = = = == == = me s e o meme o meee o meea o SEKRDENW 354
sapl ong VEKDL EAEL KDYEVVDEGGT GGDGGGGRRKGRKAGEDDTEADEDEPT! SNLRTRSTNNDW 537
Kok ke k. kokoe e ok k ok ok * . ek

hsap DKEl EKMLQEEN- - 390

msap DKEl EKMLQES- - - 365

sapl ong EEYADL| EDTDDLK 551

Abb. 451: Alignment des langsten offenen Leserasters SAP551 mit den
V ertebratenhomol ogen aus Maus (msap) und Mensch (hsap).

Es ist deutlich zu erkennen, dass die lange Variante von SAP47 (SAP47long = SAP551)
auffallige Ahnlichkeiten zu den Vertebraten besitzt.

Im Anschluss wurde mit Hilfe eines elektronischen Northernblots das Vorkommen der

verschiedenen Spleil3varianten von SAPA7 Uberprift.

Geordnet nach Anzahl der ESTs (electronic Northern):

EST fur SAP47 351 AA: Al403359

Adult testis: AT02683.5prime AT07207.5prime AT08994.5prime AT26579.5prime AT26819.5prime
AT28207.5prime

Adult head: GH07361.5prime GH10204.5prime GH20942.5prime GH21683.5prime GH21875.5prime
GH21902.5prime GH22827.5prime GH26668.5prime GH27160.5prime

Ovary: GM19803.5prime GM32165.5prime

Embryo and larval: LD04046.5prime LD12951.5prime LD20074.5prime LD27634.5prime
LD27910.5prime LD28950.5prime LD36546.3prime LD36546.5prime LD41356.5prime
LD44892.5prime LP01927.5prime LP06849.5prime LP10656.5prime RE07348.5prime
RE12182.5prime RE16505.5prime RE18907.5prime RE26123.5prime RE31008.5prime
RE31052.5prime RE51037.5prime RE61174.5prime RE63739.5prime

Abb. 4.52: Elektronischer Northernblot. Suche nach EST-Klonen fUr die drel offenen
Leseraster von SAPA7 (347, 351 und 551 Aminosauren).

Das Langste ORF: LD36546 wurde bis jetzt ausschliefdlich im Embryo (total embryo 0-24h)
gefunden.

Die beiden kurzen Varianten von SAPA7 (347, 351AS) finden sich in: adulten Fliegenkopfen,
Hoden adulter Fliegen, Fliegenlarven, im Embryo und im Ovar frisch geschltpfter Weibchen.

Im Gegensatz zu SAPA7 findet sich das humane Homolog ubiquitér.

EXPRESSION INFORMATION
cDNA sour ces: Prostate; Stomach; adenocarcinoma;adenocarcinoma. cell lineadrenal
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gland;amelanotic melanoma, cell line;anaplastic oligodendroglioma with
1p/19q loss;ascites,astrocytoma grade iv, cell

lineg;blood; bone;brain;breast; breast normal ;cervical carcinomacell line
;chondrosarcoma;choriocarcinoma;cns;colon;colon_est;denis_drash;fetal
eyes, lens, eye anterior segment, optic nerve, reting, retinafovea and
macular, rpe and choroid;fibrosarcoma;germ cell;glioblastoma;glioblastoma
with egfr amplification;heart;hepatocel lular carcinoma, cell
line;hippocampus, cell line;human skeletal muscle;hypernephroma, cell
ling;kidney;large cell carcinoma;large cell carcinoma,
undifferentiated;|eiomios;leiomyosarcoma;| iver;|ung;lung focal
fibrosis;lymphoma, cell line;malignant melanoma, metastatic to lymph
node;mammary adenocarcinoma, cell line;marrow;medulla;melanoma
(mewo cell line);melanotic melanoma; melanotic melanoma, high mdr (cell
line);metastatic chondrosarcoma;myeloid cells, 18 pooled cml cases, ber/abl
rearrangement positive, includes both chronic phase and myeloid blast
crisis;nervous_tumor;normal epithelium;normal pigmented retinal
epithelium;parathyroid;placenta;pool;pooled colon, kidney, stomach;primary
lung cystic fibrosis epithelia cells;primary lung epithelial

cells;prostate; retinobl astoma; rhabdomyosarcoma; skin;small cell
carcinoma;squamous cell carcinoma, poorly differentiated (4 pooled tumors,
including primary and metastatic);stomach;subchondral bone;testis, cell
ling;tonsil;uterus;whole embryo

Abb. 4.53 : Elektronischer Northernblot fir das humane Homolog von SAPA47.

Die in diesem letzten Abschnitt gewonnenen Erkenntnisse aus den Datenbanken werfen
einige Fragen auf, die in der Diskussion besprochen werden. Das Vorkommen einer 551AS
langen Spleillvariante von SAP47 sollte im Westernblot und in Drosophilagehirnschnitten
Uberprift werden. Kommt die neue Variante, wie aufgrund des elektronischen Northernblots
zu vermuten, nur im Embryonalstadium vor, wirde dies erkléren, warum im Westernblot

bisher nur eine einzige Bande bei 47kD zu sehen ist.
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5. Diskussion

5.1. Charakterisierung und Identifizierung des nc46 Antigensin Vertebraten

Auf Westernblots mit Gehirnhomogenaten verschiedener Spezies detektiert der SAPA7-
spezifische monoklonale Antikérper nc46 Proteine unterschiedlichen Molekulargewichts. In
den untersuchten Organismen nimmt die Groflde des detektierten Proteins jeweils mit der
Komplexitdt des Organismus zu: Drosophila melanogaster und virilis 47kD, Xiphophorus
maculatus 52kD, Rattus norvegicus und Mus musculus Doppelbanden von 78 und 83kD
(&hnlich Homo sapiens; Reisch, 1994). In der ersten Fragestellung dieser Arbeit sollte geklart
werden, ob die vom Antikorper erkannte Doppelbande bei 78 und 83kD in Vertebraten den
SAP47-Homologen entspricht. Aufgrund eines humanen EST-Klons mit 52-%iger |dentitét zu
SAPA47 im Bereich AS 250 bis AS 295 kam bereits 1997 von Reich der erste Hinweis auf die
Existenz eines humanen Homologs von SAP47.

Marion Brunner leitete dann 1999 mit Hilfe anderer cDNA-Sequenzen die vorlaufige Sequenz
von 2059 bp fur das humane Homolog ab. Die Funktion des aus dieser Sequenz abgeleiteten
Polypeptidsist, wie die von SAP47 in Drosophila, unbekannt. Da keine weiteren Homologien
zu anderen Proteinen in der Datenbank bestehen, kann davon ausgegangen werden, dass es
sich bei SAP47 und den dazu &hnlichen Proteinen um eine neue Proteinfamilie handelt.

Mit Hilfe des MAK nc46 sollte nun im Ratten- und Mausmodell Lokalisation und Identitét
des detektierten Proteins, welches entweder ein Vertebratenhomolog von SAPA7 oder aber
auch ein kreuzreagierendes anderes bekanntes oder unbekanntes Protein darstellen konnte,
untersucht werden.

Dietmar Reisch konnte 1994 zeigen, dass SAPA7 ein |6dliches Protein ist, welches relativ
homogen verteilt im Cytoplasma von Nervenendigungen von Drosophila vorkommt. Im
Gegensatz dazu erkennt der MAK nc46 in Mauss und Rattengehirnen ein
membrangebundenes Protein. In Vibratomschnitten durch Maus- und Rattengehirn zeigt der
MAK nc46 eine vergleichbare Verteilung mit dem Synapsenprotein Synaptophysin. Daraus
ergab sich ein erster Hinweis darauf, dass es sich bei dem MAK nc46-Antigen in Vertebraten
ebenfalls um ein synapsenassoziiertes Protein handeln konnte. Fir die Identifizierung des
Antigens kamen mehrere Vorgehensweisen in Frage. Der Screen einer Mausgehirn-cDNA-
Expressionsbibliothek mit Hilfe des Antikérpers (Kreuzreaktionen mit nicht-
synapsenassoziierten  Proteinen:  humanes  Zinkfingerprotein  (X78924), humanes
Nuklearmatrixprotein 55 (U89867), transformierendes Protein TACC3 (AF093542),
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Ornithindecarboxylase (D87914)) fihrte genau wie die N-terminale Ansequenzierung des
Proteins (mdgliche Schutzgruppe, Menge zu gering) zu keinem Erfolg. Erst durch
Immunprazipitation mit Hilfe des Antikorpers konnte gentigend Protein fir ene
massenspektrometrische Analyse gewonnen werden. Die obere Bande bei 83kD wurde als
Maussynapsin | identifiziert. Die untere Bande bei 78kD enthielt zwei Proteine:
Maussynapsin | und BiP (Binding Protein, Gr78, Glucose reguliertes Protein aus der HSP70-
Familie).

Wenn as Ergebnis einer Immunprazipitation Uber einen Antikérper mehrere Proteine
aufgereinigt werden, so kann erstens eine Kreuzreaktion (siehe unten) des Antikérpers die
Ursache sein. Zweitens besteht aber auch die Mdglichkeit, dass tiber das eigentliche Antigen
Bindungspartner desselben gleichzeitig mit aufgereinigt wurden (Co-lmmunprazipitation).
Zum Ausschluss einer moglichen Interaktion von Synapsin und BiP wurden Expressionsklone
fur beide Proteine Uber das Ressourcenzentrum in Berlin bestellt. Der MAK nc46 erkannte
sowohl Synapsin als auch BiP. Somit war klar, dass der MAK nc46 mit
Vertebratensynapsinen bzw. mit BiP kreuzreagiert und nicht das Vertebratenhomolog von
SAPAT erkennt.

Kreuzreaktionen dieser Art sind nicht selten. Da die Affinitéat eines Antikorpers zum Antigen
von der Passgenauigkeit von Epitop und Paratop abhéngt, kann die Affinitét stark wechseln.
Homologe Antigene besitzen die hochste Affinitét, wahrend kreuzreagierende Antigene
(heterologe Antigene) geringere Affinitét besitzen. Sie sind mit den Immunogenen nicht
identisch sondern nur chemisch verwandt. Man spricht von Epi- und
Paratopteilkomplementaritéten.

Das Epitop fur den MAK nc46 in SAPA7 ist bekannt: N-Terminus AS 2-11: FSGLTNQFTS,
nur dieses Dekapeptid wird erkannt (Becker, 1997). Im Maussynapsin | findet sich keine auch
nur annahernd &hnliche Sequenz, so dass eventuell von einem dhnlichen K onformationsepitop
ausgegangen werden muss. Im Binding Protein hingegen befindet sich an Position 92
folgender Aminosauresequenzabschnitt, der in vier der zehn Aminosduren GDAAKNQLTS
Uberei nstimmt.

Interessanterweise handelt es sich sowohl beim Maussynapsin | as auch beim Binding
Protein um ATPasen. Die ATPase-Domane von Synapsin wurde aufgrund einer
Strukturdhnlichkeit zu ATP utilisierenden Enzymen entdeckt (Esser et al., 1998). Sie befindet
sich in der hochkonservierten C-Domaéne, die ATP-Bindung ist Ca-abhangig.

Die ATP-Bindungsdoméne im Binding Protein ist nicht bekannt. Mdglicherweise handelt es
sich bei SAPA7 ebenfalls um ein ATP utiliserendes Protein. Es gibt Hinweise auf
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Ahnlichkeiten zu anderen ATPasen, doch dies ist noch nicht hinreichend untersucht worden.
Im direkten Sequenzvergleich haben weder SAP47 noch Maussynapsin | Ahnlichkeiten zum
Binding Protein. Genausowenig zeigten sich Ahnlichkeiten zwischen dem murinen SAP und
Maussynapsin |, dem SAP47 und Drosophila Synapsin, dem humanen SAP und humanem
Synapsin. Einzig der Vergleich von murinem Synapsin und SAPA47 zeigte in der Alanin- und
Serinreichen B-Doméne von Synapsin Ahnlichkeiten zu dem folgenden Sequenzabschnitt von

SAPA7. Sap47 PAP GDAPAAAPAASTSVEATAS AVDPEAAAA (AS 28-58)
synl PPP-AASPGATPGSATASAERAS | AAPVASPAA (AS 33-63).

SAP47 und Synapsin zeigen in Drosophilagehirnschnitten eine identische Verteilung.
Synapsin ist ein prasynaptisches veskelassoziiertes Protein. SAP47 ist ebenfalls
prasynaptisch lokalisiert, eine Vesikelassoziation ist in der Elektronenmikroskopie (Reisch,
1994) nicht eindeutig zu erkennen. Ob beide Proteine jedoch etwas miteinander zu tun haben
konnten, ist vollig unklar. Das Binding Protein hingegen ist ein ER-residentes Protein,
welches anderen Proteinen beim Falten behilflich ist. Mit der Présynapse, wo weder ER oder
Golgiapparat vorkommen, noch Trandation nachgewiesen werden konnte, gibt es nach

heutigem Wissensstand keinen Zusammenhang.

Zusammenfassend |&sst sich sagen, dass der MAK nc46 in Vertebraten mit anderen Proteinen
kreuzreagiert, aber nicht das Vertebratenhomolog von SAP47 erkennt. Alle mdglichen
Interpretationen beziiglich Sequenz- oder Strukturdhnlichkeiten der kreuzreagierenden
Proteine sind reine Spekulationen. Aus diesem Grund war mit der ldentifizierung der
Antigene Synapsin und BiP die Eingangsfragestellung beantwortet und dieses Teilprojekt

abgeschl ossen.

5.2. Lokalisierung von HSAP in Vertebraten

Um HSAP in Vertebraten lokalisieren zu kénnen wurden von Natalja Funk (Diplomarbeit,
2000) Antiseren und ein monoklonaler Antikorper gegen HSAP erzeugt. Die Antiseren aller
immunisierten Mause detektierten nicht nur das Fusionsprotein, mit welchem sie immunisiert
wurden, sondern drei der vier Seren erkannten ebenfalls eine Bande im Westernblot von
Mausgehirnhomogenat auf der Héhe von 60kD. Obwohl HSAP schwach immunogen ist, war
die Immunisierung erfolgreich. Die detektierte Bande bel 60kD fehlte nach Inkubation mit
dem Kontrollserum einer nicht immunisierten Maus ebenso wie nach aleiniger Inkubation
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mit dem 2. Antikorper. Ob es sich hierbei allerdings um ein echtes Signal fur das humane
SAP oder um eine Kreuzreaktion handelt, kann nicht sicher festgestellt werden.

Aus der Fusion von Milzzellen einer immunisierten Maus mit Hybridomazellen entstand ein
immortalisierter B-Zellklon, welcher den Uberstand 363 produzierte. Dieser Uberstand 363
erkannte ebenfalls sowohl das Fusionsprotein as auch eine Bande von 60kD im Westernbl ot
von Mausgehirnhomogenat.

Die Antiseren und der Uberstand 363 wurden fur die Immunhistochemie an Maus- und
Rattengehirnen verwendet. Auf Vibratomschnitten frontal durch die Gehirne beider Spezies
zeigten DAB-Farbungen an unterschiedlich fixierten Geweben immer das gleiche Bild. Es
farbten sich  Astrozyten (Nachweis durch Doppelimmunfluoreszenz mit  dem
Astrozytenmarker GFAP) in der Bakenregion und im Hippocampus sowie einzelne
dopaminerge Neuronen im Cortex. In den Kontrollinkubationen mit dem Serum nicht
immunisierter Tiere sowie aleiniger Inkubation mit dem 2. Antikorper blieben die Gehirne
ungeférbt. Eine deutliche Abnahme der Farbung war nach Préinkubation mit dem
Fusionsprotein zu beobachten.

Die Verwendung der beiden Spezies Mus musculus und Rattus norvegicus sowie die
Verwendung unterschiedlich fixierten Gewebes sprechen gegen eine unspezifische Reaktion.
Hinzu kommt, dass die verschiedenen Antiseren (Blutentnahme nach Immunisierung) und der
Uberstand 363 (aus der Herstellung monoklonaler Antikorper) unterschiedlichen Ursprungs
sind, aber beide zu einer Anfarbung von Astrozyten und einigen dopaminergen Neuronen
fahren.

Ob es sich bei dem ca. 60kD grof3en Protein in Astrozyten und dopaminergen Neuronen
tatsachlich um das humane Homolog von SAP47 handelt, kann nicht sicher gesagt werden.
Eine Kreuzreaktion mit einem anderen Protein ist nicht auszuschliefen. Da der
Hybridomaklon 363 die Antikdrperproduktion einstellte, konnte die Frage nicht weiter
verfolgt werden.

5.3. Uberexpression von SAPA47 und Rescue von black-pearl in Doppelmutanten

Wie bereits 1993 von Brand und Perrimon beschrieben ist das Ga4-UAS-System
hervorragend geeignet, ein kloniertes Gen gewebespezifisch zu exprimieren. Ein Promoter
bzw. Enhancer bewirkt die gewebespezifische Expression des Hefetranskriptionsfaktors Gal4,
welcher wiederum ein Zielgen aktiviert. Das Gal4-Protein hingegen startet die Transkription
nur jener Gene, welche eine Gal4-Bindungsstelle (UAS = upstream activation sequence)
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besitzen. Das Hauptmerkmal des Gal4-UAS-Systems ist folgendes: Gal4-Gen und UAS
Zielgen sind zunéchst in zwei unterschiedlichen transgenen Linien getrennt. In der Gal4-Linie
ist zwar das Aktivatorprotein gewebespezifisch vorhanden, aber dieses ist nicht in der Lage,
das Zielgen zu aktivieren. In der UAS-Zielgenlinie ist das Zielgen nicht aktiviert, da der
Aktivator fehlt. Erst nach dem Verkreuzen beider Linien kann der Aktivator Gal4 an seine
Erkennungssequenz UAS binden und das Zielgen aktivieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Gal4-UA S-System auf zweifache Weise genutzt.

5.3.1. Uberexpression von SAP47

Fir die Uberexpression von SAP47 wurde die Erkennungssequenz UAS in einer Linie gleich
funfmal vor die Sap47-cDNA kloniert. Mit dem Promoter elav wurde Gal4 in der anderen
Linie neuronenspezifisch exprimiert. Auf diese Weise kann nach Verkreuzen beider Linien
zusétzlich zur wildtypischen Expression des Sap47-Gens eine neuronenspezifische
Uberexpression erzielt werden.

Eine neuronenspezifische Uberexpression war deshab von Interesse, da es in
vorausgegangenen Mutagenesen (Becker, 1997) nicht gelungen war, eine Nullmutante fur
Sap47 zu erzeugen. Somit war die Funktion von Sap47 nach wie vor vollig ungeklart. Die
Uberexpression eines wichtigen Gens konnte ebenso wie das Fehlen des Gens zu einem
veranderten Phanotyp fuhren.

Nach erfolgreicher Keimbahntransformation des Konstruktes 5XUAS-Sapd47cDNA (11
Transformanten) wurde dieses zunachst ausgetestet. Mit Hilfe der Linie Rhodopsin-Gal4,
welche Gal4 lediglich in den Photorezeptoren R1-R6 exprimiert, sollte Sap47, das
normalerweise in den Augen nicht sichtbar ist, dort ektop exprimiert werden. Dieser
Nachweis gelang, und es schloss sich die neuronenspezifische Uberexpression mittels elav-
Gal4 an. Auch die Uberexpression von Sap47 konnte sowohl im Westernblot al's auch in der
Immunhistochemie gezeigt werden.

Diese Sap47-uberexprimierenden transgenen Fliegen entwickelten sich vollig norma und
zeigten weder makroskopisch noch mikroskopisch noch in den durchgefiihrten einfachen
Verhaltenstests irgendwelche Aufféligkeiten. Einzig die Ergebnisse der Elektrophysiologie,
durchgefiihrt von Christian Leibold in der Arbeitsgruppe, stehen noch aus.

Das Fehlen eines verdnderten Phénotyps bei Uberexpression eines Gens mit verbundener
Mehrsynthese des Proteins, in diesem Fall SAP47, kann mehrere Ursachen haben. Erstens, die

Menge an SAPA47 kann fir seine Funktion unwichtig sein, so dass eine Uberexpression weder
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schédlich noch nutzlich ist. Zweitens, die Funktion von SAPA47 wird spezifisch reguliert, so
dass eine Uberexpression sofort durch Mechanismen unbekannter Art kompensiert wird.

5.3.2. Rescue von black-pearl (blp) in Doppel mutanten

Die von Sonja Becker durchgefihrten Mutagenesen (Becker, 1997), (-Strahlenmutagenese, P-
Element-Jump-out-M utagenese und EM S-Mutagenese, fihrten lediglich zu blp-Mutanten und
zu einer Doppelmutante der beiden Gene Sap47 und blp. Eine isolierte Mutation fur
ausschliefdlich Sap47 konnte nicht erzielt werden. Dieser Befund l&sst sich mit der
Betrachtung des genomischen Locus erklaren. Das Gen fur black-pearl befindet sich nur 200
bp vor dem Gen fir SAPA47.

Abb. 5.1: Schematische Darstellung der genomischen Organisation des black-pearl und Sap47
Genomlocus nach den bisher zur Verflgung stehenden Daten. Das Dreieck stellt ein innerhalb
des black-pearl Gens inserierendes PZ-Element dar. Darunter ist die Exon/Intron-
Organisation der beiden Gene black-pearl und Sap47 dargestellt, wobel die horizontalen
Balken Exons symbolisieren. Trandatierte Bereiche sind schwarz markiert. Die Pfeile
oberhalb des jeweiligen ersten Exons weisen auf einen moglichen Transkriptionsstartpunkt
hin (aus Becker, 1997).
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In der einzigen Mutante, in der das erste Exon des Sap47-Gens deletiert werden konnte, war
blp, welches zu einem im ersten Larvenstadium rezessiv |etalen Phanotyp fuhrt, mitbetroffen.
Somit Uberdeckte der Phanotyp des Fehlens von black-pearl jeden méglichen Phénotyp von
SAP47 in Entwicklungsstadien jenseits der ersten Larve. Da es unklar war, ob auch Sap47
letal mutierbar ist oder ob und in welcher Form es zur Letditét beitragt, versuchte Sonja
Becker mithilfe von Rescue-Vektoren (diese trugen verschieden grof3e Fragmente des
Genoms), die Funktion von black-pearl zu retten. Das Ziel, auf diese Weise den Sap47-
Phanotyp zu isolieren, misslang, obwohl ein genomischer Bereich von bis zu 15kb, der das
blp-Gen enthielt, transformiert wurde.

In dieser Arbeit wurde nun versucht, durch das Gal4-UAS-System die Funktion von black-
pearl wiederherzustellen. Dafir wurde die blp-cDNA hinter die Erkennungssequenz UAS
kloniert und erfolgreich in Fliegenembryonen injiziert (3 Transformanten). Durch die beiden
Linien Aktin-Gal4 und Hitzeschock-Gal4 sollte blp einmal von Anfang an ubiquitdr in den
Doppelmutanten und einmal hitzeinduziert exprimiert werden. Auch dieser Versuch, black-
pearl in den Doppel mutanten fir blp und Sap47 zu retten, misslang.

Die Grinde fur den Misserfolg kdnnen sehr komplex sein. Es ist nach wie vor unklar, wie
sich die Deletion in der Doppelmutante fir Sap47 und blp auswirkt. In der verwendeten
Doppelmutante ist aul3er kodierenden Bereichen von blp das erste Exon von Sap47 deletiert.
In homozygoten ersten Larven ist keine SAPA7-Immunféarbung im Neuropil des
Nervensystems mehr nachweisbar. Damit bestand die Hoffnung, mit der Rettung von black-
pearl durch die komplette cDNA den isolierten Null-Phénotyp von Sap47 sichtbar machen zu
konnen. Da black-pearl offensichtlich eine grofe Rolle wahrend der Entwicklung spielt,
konnte man sich eine strenge Regulierung dieses Proteins gut vorstellen. Die Verwendung
einer cDNA hirgt zum einen die Gefahr, dass mdglicherweise unterschiedliche Funktionen
verschiedener Genprodukte, die zum Beispiel durch alternatives Spleiflen entstehen, nicht
erfillt werden konnen. Zum anderen konnen durch die Wahl des Hitzeschock- und des
Aktinpromotors auch Zellen, welche normalerweise kein blp exprimieren, das Protein

synthetisieren. Black-pearl kénnte sich in diesen Zellen stérend oder sogar toxisch auswirken.

Zusammenfassend |8sst sich sagen, dass nach den vergeblichen Versuchen von Sonja Becker,
black-pearl Uber verschieden grof3e Rescue-Vektoren mit Anteilen des Genoms zu retten,
auch die Expression der kompletten cDNA von black-pearl nicht zu einem Rescue-Erfolg
fUhrte.



5. Diskussion 81

Als eine mdgliche Strategie bleibt nun noch das sogenannte gene targeting, die gezielte
Mutagenese von Sap47. Diese Form der Mutagenese wird von Natalja Funk im Rahmen ihrer
Dissertation durchgefihrt. Die Ergebnisse stehen noch aus.

Auch die Uberexpression von SAPA47 in den Neuronen des Drosophilagehirns zeigte keinen

veranderten Phénotyp, weshalb die Funktion von SAPA7 nach wie vor ungeklart bleibt.

5.4. Co-Immunpréazipitation von SAP47

Eine weitere Moglichkeit, Hinweise auf die Funktion eines Proteins zu bekommen, ist die
Identifizierung eines Interaktionspartners. Angenommen, der Wirkungsbereich und die
Funktion des Interaktionspartners waren bekannt, dann kénnte auch Gber die Funktion von
SAP47 spekuliert werden. Fur die Identifizierung eines Interaktionspartners gibt es
insbesondere zwel hervorzuhebende Strategien. Das Hefe-Zwei-Hybridsystem wird von
Natalja Funk im Rahmen ihrer Dissertation fur SAPA47 durchgefihrt und dort beschrieben. Bei
der anderen Strategie handelt es sich um die Co-Immunprézipitation. Im Vergleich zum Hefe-
Zwei-Hybridsystem, das, wie der Name bereits aussagt, Interaktionen zwischen Proteinen in
Hefezellen aufdecken kann, stellt die Co-Immunprézipitation eine Methode dar, die ndher an
in-vivo-Bedingungen  herankommt. Ein  mit  Proteinase-Inhibitoren  behandeltes
Gewebehomogenat wird bel einem physiologischen pH mit einem spezifischen Antikérper
inkubiert, um sowohl das Antigen, als auch moglicherweise gebundene Interaktionspartner
aufzureinigen. Auch bel der Co-Immunprézipitation kénnen die verschiedensten Probleme
auftreten. Wie bereits weiter oben ausgefuhrt, kann der Antikorper mit anderen Proteinen
kreuzreagieren und somit zu einer Isolierung von Proteinen flhren, die keine
Interaktionspartners des interessierenden Proteins sind. Dies ist im vorliegenden Fall
zumindest fir den MAK nc46 unwahrscheinlich, da dieser Antikérper im Westernblot von
Drosophilagehirnhomogenat ganz spezifisch ein Protein bei 47kD erkennt, ndmlich SAPA47.
Desweiteren konnten andere Proteine unspezifisch an Protein A oder G binden und
anschlief3end bei dem Elutionsschritt mit Natriumcitrat bel pH 2 mit aufgereinigt worden sein.
Dies konnte insofern weitgehend ausgeschlossen werden, da bei Inkubation des
Gewebehomogenats mit Protein A oder G ohne den Antikérper nach den durchgefihrten
Waschschritten deutlich weniger Protein im Eluat zu finden war. Derartige Spuren blieben in
der Coomassie-Féarbung nahezu | eer.

Eine weitere Voraussetzung fur das Gelingen der Prazipitation ist die Loéslichkeit des

Antigens in physiologischen Puffern. Fur die Verloslichung von in physiologischen Puffern
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unldslichen Antigenen (Membranproteine, Lipoproteine) werden vor allem hochmolare Salze
(z.B. Guanidium-HCI), Harnstoff und/oder Deteregenzien eingesetzt. Diese Substanzen
konnen sowohl die Bindung des Antigens an den Antikérper als auch spétere
massenspektrometrische Analysen empfindlich stéren. Da es sich be SAP47 um ein
cytosolisches, demnach bereits [6dliches, Protein handelt, sollte auch dieser Punkt dem
Gelingen der Préazipitation nicht im Wege stehen.

In der mit Protein G Sepharose durchgefihrten Immunpréazipitation mit dem MAK nc46
konnte SAP47 demnach ausreichend angereichert werden.

Im Coomassie-Gel waren einige weitere Banden zu erkennen. Bei jeder Immunprazipitation
finden sich auf}er dem spezifischen Antigen auch die leichten und schweren Ketten des
Antikorpers im Eluat. Von Interesse sind jene Banden, die weder dem spezifischen Antigen
noch dem Antikorper zugeordnet werden kénnen.

Da in der Arbeitsgruppe hauptséachlich Antikdrper gegen Synapsenproteine von Drosophila
zur Verfligung stehen, sollten diese Antikorper zundchst im Westernblot ausgetestet werden.
Zum Einsatz kamen Antikorper gegen das Cystein-String-Protein, gegen Synapsin, gegen
Synaptophysin und Synaptotagmin, allesamt Proteine der synaptischen Vesikel oder welche
mit synaptischen Vesikeln assoziieren (siehe Einleitung). Keiner der verwendeten Antikorper
zeigte ein Signal im Westernblot.

Ein weiterer verwendeter Antikdrper war der MAK nc82 aus der Bibliothek von Alois
Hofbauer (1991). Das Antigen dieses Antikorpers ist unbekannt. Im Westernblot erkennt der
Antikorper eine Doppelbande auf Hohe von 190kD (Dirrbeck, 2002). In der
Elektronenmikroskopie férben sich die aktiven Zonen (T-Bars) der Photorezeptoren
(personliche Mitteilung von Meinertzhagen, 2002).

In einem Westernblot der oben durchgefiihrten Immunprazipitation, welcher mit dem MAK
nc82 angefarbt wurde, fand sich ebenfalls eine Doppelbande bei 190kD. Dass es sich hierbei
tatséchlich um das nc82-Antigen handeln konnte, konnte in den nachfolgenden
Immunprézipitationen leider nicht bestétigt werden.

Als Erklarungsmoglichkeiten kommen in Frage, dass erstens das nc82-Antigen extrem
empfindlich zu sein scheint. Hier steht vor allem die Temperaturabhangigkeit im
Vordergrund. Werden die Fliegengehirne nicht sofort auf Eis homogenisiert und
weiterbehandelt, ist das nc82-Antigen nicht mehr nachzuweisen. Ein Schritt der
Immunprazipitation, der bei einer Temperatur von 37°C durchgefihrt wird, konnte ebenfalls
ein Problem darstellen. Da sich die Immunprazipiation insgesamt Uber zwei Tage erstreckte,

konnte im Verlauf das nc82-Antigen verloren gegangen sein.
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Zweitens handelt es sich beim nc82-Antigen um ein membrangebundenes Protein (Durrbeck,
2002). Dies fuhrt zu den oben beschriebenen Problemen bei der VerlGslichung des Proteins.
Samtliche verwendeten Detergenzien konnen sowohl die Bindung des Antikorpers als auch
die moglicher Interaktionspartner empfindlich storen.

Angenommen, das nc82-Antigen bindet nur vorlbergehend oder unter ganz definierten
Bedingungen an einen Interaktionspartner, kann es unter diesen Umsténden fast unmdglich
werden, eine Interaktion, in diesem Fall wie vermutet mit SAP47, nachzuweisen.

Ein weiterer interessanter Punkt wére die Identifizierung des nc82-Antigens Uber die
Prézipitation mit dem MAK nc82 gewesen. Da gezeigt werden konnte, dass das nc82-Antigen
sich zwar Uber den MAK nc82 aufreinigen lésst, héte sich eine unmittelbare
massenspektrometrische Analyse, wie im Fall des MAK nc46-Antigens in Vertebraten
beschrieben, anschlief3en konnen. Aufgrund der Empfindlichkeit des nc82-Antigens waren die
aufgereinigten Mengen jedoch so gering, dass sie fur eine Identifizierung des Proteins nicht

ausreichten.

5.5. Neue Doméne

Durch den offentlichen Zugang zu den sténdig anwachsenden Sequenzdatenbanken bietet die
Bioinformatik  vielfdtige Madaglichkeiten fir  Sequenzvergleiche, Homologiesuchen
Strukturvorhersagen und vieles mehr. Die meist gestellte Frage ist nach wie vor: Welche
Sequenzen in der Datenbank haben die groRte Ahnlichkeit zu meiner nicht charakterisierten
Sequenz?

Uber Datenbanksuchen wurden auch die Homologen von SAP47 von C. elegans bis Homo
sapiens gefunden. Es handelt sich zweifelsfrei um eine neue Proteinfamilie mit unbekannter
Funktion. Es wurde dartiber hinaus jedoch auch versucht, tiber Ahnlichkeiten von einzelnen
Domaénen zu bereits charakterisierten Proteinen Hinweise auf die Funktion von SAPA47 zu
bekommen. Mit den Ublicherweise verwendeten heuristischen Suchmaschinen BLAST und
FASTA (extreme Schnelligkeit geht auf Kosten der Genauigkeit) konnten keine signifikanten
Ergebnisse erzielt werden. Auch die Suche nach bekannten Doménen, Blécken oder
Fingerabdriicken innerhalb der Sequenz von SAPA7 blieb erfolglos. Erst die Verwendung
einer anderen statistischen Methode, dem sogenannten Hidden Markov Modell, fihrte zum
Auffinden von Sequenzéhnlichkeiten mit Arabidopsis- und Hefeproteinen. Der Vorteil von
Suchen mit Hidden Markov Modellen gegeniber BLAST und FASTA besteht darin, dass die
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Datenbanksuche nicht mit einer einzigen Sequenz durchgefuhrt wird, sondern mit einem
multiplen Sequenzalignment verwandter Proteine.

In Zusammenarbeit mit Tobias Doerks und Peer Bork (TIBS, April 2002) wurde eine neue
Doméne mit dem Namen BSD-Domane identifiziert. Der Name dieser Doméne setzt sich aus
den Anfangsbuchstaben der die Doméne enthaltenden besser charakterisierten Proteine
zusammen: BSD (BTF2-like Transkriptionsfaktoren, Synapsen-assoziierte Proteine, DOS-like
Proteine). Insgesamt besteht die Doméne aus ca. 60 Aminosduren, die sich laut
Strukturvorhersage wahrscheinlich in ein Drei-Helix-Bindel falten. Innerhalb der dritten
vorhergesagten Helix kommt der auffalligste Sequenzabschnitt der Doméne, benachbarte
Phenylalanin- und Tryptophanreste, vor. Diese selten auftretenden Aminosauren sind in allen
BSD-Doménen unverdndert an der gleichen Stelle zu finden. Da die Doméne sowohl in
Protozoen als auch im Menschen vorkommt, kann eine wichtige konservierte Funktion
angenommen werden.

Obwohl die BSD-Doméane in den verschiedensten Proteinfamilien auftritt (Synapsen-
assoziierte Proteine, hypothetische Proteine und Transkriptionsfaktoren), lasst das
Vorkommen vor allem in Transkriptionsfaktoren eine Chromatin-assoziierte Funktion
vermuten. Die Doméanenarchitektur anderer die BSD-Doméne enthaltenden Proteine machen
eine Chromatin-assoziierte Funktion nicht unwahrscheinlich, kdnnten aber auch Hinweise auf
andere vorstellbare Funktionen geben. Das ist zum einen das Auftreten einer BSD-Domaéne
neben einer U-Box, die bekannterweise bei der Ubiquitinierung eine Rolle spielt. Zum
anderen kann die BSD-Doméne einer BTB-Doméne vorausgehen. BTB-Domanen sind
Protein-Protein-Interaktionsdomanen, die haufig in Transkriptionsfaktoren vorkommen und
von Zinkfinger-DNA-Bindungsdoméanen gefolgt werden. Diese Beobachtungen konnten
allgemein fur eine Rolle der BSD-Domane in der DNA-Bindung sprechen.

Es stellt sich nun die Frage, was synapsenassoziierte Proteine mit DNA-Bindung zu tun haben
konnten. Zunéchst Iasst sich bei genauem Hinsehen der Immuncytochemie mit dem MAK
nc46 von Drosophilagehirnschnitten in ca. 10% der Félle eine Kernfarbung beobachten. Dies
ist in der folgenden Abbildung (Abb. 5.2) deutlich zu erkennen.
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Abb. 5.2: Gehirnschnitt angefarbt mit dem MAK nc46, Verdinnung 1:100. Oberhalb der
Pfeilspitze sind einige Kerne angeférbt.

Es waére durchaus denkbar, dass SAP47 zwar nicht immer aber unter ganz bestimmten, noch
unbekannten Bedingungen im Kern zu finden ist. Es konnte, wie bereits fir andere
Synapsenproteine (FMRP = fragiles X-Protein, Yin und Warren, 2000) beschrieben, als
Shuttle zwischen Synapse und Kern fungieren. Da es auf prasynaptischer Seite nach heutigem
Wissensstand keine Trangdlation vor Ort gibt, wie dies fur die postsynaptische Seite gezeigt
wurde (siehe Ubersicht, Stewart und Schuman, 2001), ist die Frage nach wie vor ungeklart,
wie die Présynapse auf unterschiedliche Anforderungen reagiert. Man konnte sich gut
vorstellen, dass Proteine an der Synapse bei hoheren Anforderungen, zum Beispiel fir die
Bereitstellung mehrerer aktiver Zonen, in den Kern transportiert werden und dort
maoglicherweise sogar as Transkriptionsfaktoren die Synthese und den Nachschub anderer
Synapsenproteine bewirken. Fir das Synapsenprotein Huntingtin wurde bereits eine Rolle als
Transkriptionsfaktor im Kern beschrieben (Li et al., 2002).

Ein Blick in die genomische Region von Sap47 ist in der Abbildung (Abb. 5.3) auf der
néchsten Seite dargestellt und ergibt ein interessantes Bild.
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Genomischer Lokus SAP47
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Abb. 5.3: Genomischer Locus von Sap47.

Das Gen fur SAPA7 befindet sich offensichtlich in einem Cluster von DNA-bindenden
Proteinen bzw. Transkriptionsfaktoren.

Es bleibt nun experimentell zu kléren, ob die Vermutung, dass es sich bei SAPA47 tatsachlich
um einen Transkriptionsfaktor handelt, bestétigt werden kann.

Bis jetzt noch nicht besprochen wurde die Tatsache, dass zur Familie der synapsen-
assoziierten Proteine offensichtlich Proteine aus Arabidopsis thaliana, Leishmanien und
Plasmodien dazugehtren. Da in keiner der drei Spezies von einer Synapsenassoziation
gesprochen werden kann, stellt sich die Frage, ob der Name ,, synapsenassoziierte Proteine’
fur die Beschreibung aler Familienmitglieder weiterhin gerechtfertigt ist. In Drosophila
scheint SAP47 nicht, wie bisher vermutet (siehe unten), gehirnspezifisch zu sein, in
Vertebraten ist es offenbar ubiquitér, wie durch eine Northern-Analyse (s. S.8, Brose, 1999)
und die Présenz zahlreicher EST-Klone in den cDNA-Bibliotheken verschiedenster Gewebe
gezeigt werden konnte. Handelte es sich bei SAP47 und Homologen tatsachlich um
Transkriptionsfaktoren, wéren auch die Homologien zu Proteinen aus Arabidopsis thaliana,

Leishmanien und Plasmodien leicht mit einzubeziehen.
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5.6. Neuesvon SAP47

Bel einer Datenbanksuche nach neuen EST-Klonen fur SAP47 fand sich einer neuer Klon
(Accessionnummer Q960T2) mit einem offenen Leseraster fir 551 Aminosauren. Bis zu
diesem Zeitpunkt waren nur zwei Spleivarianten fir SAP4A7 bekannt (Reichmuth et a.,
1995): 347 Aminosduren (Q24502) und 351 Aminosduren (Q24503). In dem multiplen
Alignment auf Seite 64 sind die Unterschiede zwischen den drei Spleil3varianten zu sehen.
Die esten 345 Aminosduren sind fast identisch, bis auf Position 72-88
(RLPKSASLVDSLVSEA) , die ausschliefdich im langsten offenen Leseraster vorkommen und
einem zusétzlichen Exon entsprechen, und an Position 179 fehlt in Q24502 und Q24503
folgender Sequenzabschnitt: QGKGDEV. In letztgenanntem Fall werden alternative
Exon/Introngrenzen verwendet. Eine BLAST-Suche mit den beiden zusétzlichen
Sequenzabschnitten des langsten offenen Leserasters ergab keine Ahnlichkeit zu anderen
Proteinen in den Datenbanken SwissProt und TrEMBL. Aul3er den oben bereits erwdhnten
Unterschieden zeichnet sich das langste offene Leseraster von SAPA7 durch einen
zusétzlichen, 200 Aminosaure langen C-Terminus aus. Gerade dieser C-Terminus zeigt
erstaunliche Ahnlichkeiten zu den C-Termini der Vertebraten-SAPs (s. Abb. 4.51). Besonders
Zu beachten ist hierbei der Bereich von Aminosdure 478-495. Dieser Bereich beginnt mit
einem konservierten Tryptophan, dann folgt die basische Aminosdure Lysin zwischen zwel
sauren Aminosauren, sowie ein konserviertes Tyrosin an Position 489, ebenfalls zwischen
zwei sauren Aminosauren. Die Bedeutung dieses hochkonservierten Bereichesist unklar.
Unklar ist auRerdem das Ergebnis von Westernblots adulter Fliegenkopfe. Der monoklonale
Antikorper nc46, der zur Identifizierung der kurzen Isoformen von SAPA47 fihrte, erkennt das
Epitop FSGLTNQFTS (Becker, 1997). Dieses Epitop befindet sich am N-Terminus aler drei
SAPA47-1soformen. Auf Westernblots adulter Fliegenkopfe ist ein einziges Signal bei 47kD zu
erkennen. Dieses Signal entspricht lediglich den beiden kurzen SpleiRvarianten. Das langste
offene Leseraster von SAPA7 ist wahrscheinlich ca. 80kD grof3 (Natalja Funk, personliche
Mitteilung). Aufgrund von EST-Klonen I&sst sich vermuten, dass das lange offene Leseraster
nur in Fliegenembryonen vorkommt. Fiir die kurzen 1soformen von SAP47 gibt es EST-Klone
aus Gehirn, Ovar und Hoden adulter Fliegen, sowie embryonaler, larvaler und puppaler
Entwicklungsstadien. Mit Hilfe von Westernblots der verschiedenen Entwicklungsstadien
sowie an Gefrierschnitten verschiedener Gewebe sollte die oben genannte Vermutung
experimentell bestétigt werden.
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6. Perspektiven

Um Hinweise Uber die Funktion eines neu identifizierten Proteins in Drosophila zu
bekommen steht an erster Stelle das Erzeugen einer Nullmutante fir dieses Protein. Da weder,
wie von Sonja Becker (1997) gezeigt, EMS-Mutagenese, (-Strahlenmutagenese und Jump-
out-Mutagenesen, noch wie in dieser Arbeit gezeigt, Rescue von black-pearl in
Doppelmutanten gelang und auch die Uberexpression des Proteins keinen offensichtlich
veranderten Phéanotyp ergab, bleiben nicht mehr viele Moglichkeiten offen. Die gezielte
Mutagenese (gene targeting) einerseits und die Inhibierung des Proteins durch RNAI
anderseits werden von Natalja Funk im Rahmen ihrer Dissertation durchgefihrt.

Parallel zu der in dieser Arbeit beschriebenen Co-Immunprézipitation fir SAP47 wurde von
Nataja Funk ein Hefe-Zwei-Hybrid-System zum Auffinden von Interaktionspartnern
angewendet. Damit sind auch die Moglichkeiten fur Hinweise auf die Funktion von SAP47
Uber andere an SAPA47-bindende Proteine ausgeschopft.

Die Beschreibung einer neuen Domane (BSD), welche in allen SAP47-Homologen auftritt,
flhrte zu dem ersten Hinwels, dass SAP47 an Chromatin-assoziierten Prozessen betelligt sein
konnte. Demnach sind folgende Fragen offen: Unter welchen Bedingungen ist SAPA7 oder
maoglicherweise nur ein Teil von SAP47 im Kern aktiv, zu welchem Zeitpunkt findet diese
Aktivitdt statt, Entwicklung oder adulte Fliege? Wie wird SAPA7 in den Kern und
gegebenenfalls wieder zurtick in die Synapse transportiert?

Die Kopplung von GFP (griines fluoreszierendes Protein) an SAP47 konnte an der |ebenden
Larve ermdglichen, den Weg von SAP47 mitzuverfolgen.

Bindungsstudien von SAP47 an Riesenchromosomen oder an DNA konnten den Verdacht
einer Chromatinassoziierung erharten.

Die Klérung der Frage, wann und wo die kurzen bzw. die lange SpleiRvariante(n) von SAP47
auftreten, mithilffe von Westernblot, Entwicklungsstudien und Schnitten durch die

verschiedenen Gewebe von Drosophila, konnte weitere Hinweise liefern.
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7. Zusammenfassung

Synapsen as Kontaktstellen zwischen den Neuronen im Nervensystem reprasentieren das
strukturelle und funktionelle Substrat fir Abstraktionsleistungen sowie Lernen und
Gedéachtnis. Die Aufklarung der Funktion der einzelnen Komponenten der Synapsen ist daher
von zentraler Bedeutung fur das Verstandnis der Gehirnfunktion und seiner krankhaften
Stérungen.

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit dem synapsen-assoziierten Protein SAP47 aus
Drosophila melanogaster. Das wichtigste Ergebnis dieser Arbeit ist die Zuordnung von
SAP47 und seinen Homologen in Saugern zu einer Proteinfamilie, zu der auch Proteine aus
Arabidopsis thaliana, Leishmania major und Plasmodium falciparum gehéren. Grundlage
hierfr war die Identifikation und Beschreilbung einer in alen Familienmitgliedern
vorkommenden hochkonservierten neuen Doméne (BSD). Diese Doméane ist ca. 60
Aminosauren lang und faltet sich hdchstwahrscheinlich in drei [-Helices. Ihr Vorkommen in
Transkriptionsfaktoren weist auf eine moégliche Chromatinassoziierung von SAP47 und
seinen Homologen hin. Die potentielle Chromatinassoziierung, maoglicherweise sogar als
Transkriptionsfaktor, ist der erste Hinweis auf eine Funktion von SAPA47 in Drosophila.

Die Erzeugung einer isolierten Nullmutante fir das Sap47-Gen Uber die Rettung von black-
pearl (blp) durch ubiquitére Expression der bip-cDNA unter der Kontrolle eines Aktin- oder
Hitzeschockpromoters in Doppel mutanten fir Sap47 und black-pearl fuhrte nicht zum Erfolg.
Dagegen gelang die Herstellung von Fliegen mit neuronenspezifischer Uberexpression von
SAP47. Uberraschenderweise zeigen diese Fliegen keinen offensichtlich veranderten
Phanotyp.

Im néchsten Schritt wurde eine Co-lmmunprazipitation mit dem monoklonalen Antikdrper
nc46, welcher zur Identifikation von SAPA7 gefuhrt hatte, auf der Suche nach
Interaktionspartnern fir SAP47 durchgefihrt. Vorversuche ergaben einen Hinweis auf eine
maogliche Interaktion mit dem noch unbekannten MAK nc82-Antigen (190kD, Protein der
aktiven Zone). Dieser Hinweis konnte aber durch eine Co-lmmunprézipitation mit dem MAK

nc82, hierbel hatte SAPA7 aufgereinigt werden miissen, nicht bestétigt werden.

Der monoklonale Antikdrper nc46, welcher in Drosophila melanogaster spezifisch SAP47
erkennt, detektiert im Westernblot von V ertebratengehirnhomogenat eine Doppelbande. Zur
Klérung der Frage, ob es sich hier um das humane Homolog von SAP47 handelt, wurden die

Proteine dieser Doppelbande durch Immunoaffinitdtschromatographie gereinigt und
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massenspektrometrisch identifiziert. Dadurch wurde gezeigt, dass der nc46 Antikorper in
Maus, Ratte und Mensch kein SAP47-Homolog erkennt, sondern mit Synapsin | und BiP
(Binding Protein aus der hsp70-Familie) kreuzreagiert.

Ein von Natalja Funk erzeugter und zur Verfigung gestellter Antikérper gegen das humane
Homolog von SAP47 erkennt in immunhistochemischen Prgparaten von Maus- und
Rattengehirn Astrozyten des Corpus callosum sowie dopaminerge Neuronen. Ob es sich
hierbel tatséchlich um das humane Homolog von SAPA47 oder wiederum um eine
Kreuzreaktion handelt, kann trotz der durchgefihrten Kontrollexperimente nicht mit

Sicherheit gesagt werden.
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7. Summary

Synapses as contacts between neurons in the nervous system represent the structural and
functional substrate for learning and memory. It is therefore of central interest to elucidate the
function of single synapse components in order to understand the underlying mechanisms of
brain function and its related disorders.

Here the synapse-associated protein SAP47 of Drosophila melanogaster was investigated.
The most important result is the classification of SAP47 and its homologues into one protein
family. This family consists not only of vertebrate homologues but includes also proteins
from Arabidopsis thaliana, Leishmania major and Plasmodium falciparum. This
classification was made possible by identification of a highly conserved domain (BSD) which
occurs in all family members. The domain is about 60 amino-acids long and is characterized
by three predicted " helices which probably form a three-helical bundle. The presence of this
domain not only in synapse-associated proteins but also in basal transcription factors suggests
arole in chromatin-associated processes. This is the first hint towards a possible function of
SAPAT.

The creation of an isolated null mutant for the SAP47 gene by rescuing black-pearl (blp) in
double mutants for Sap47 and black-pearl was not successful. In contrast the neuronal
overexpression of the SAPA7 protein succeeded but surprisingly these flies do not show an
obvioudy different phenotype.

The monoclonal antibody nc46 which is specific for SAP47 in Drosophila crossreacts with
Synapsin | and BiP (Binding protein) in mouse, rat and human. Therefore, this antibody does
not detect the vertebrate homologues of SAPA47. To find this out the vertebrate proteins were
purified by immunoaffinity chromatography and afterwards identified by mass spectrometry.

A monoclonal antibody against the human homologue of SAP47 which was provided by
Natalja Funk detects astrocytes of the corpus callosum and dopaminergic neuronsin rat brain.
Despite all control experiments it is not sure if the antibody realy detects the human

homologue of SAPA47 or if it isjust another cross reaction.
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