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1. Einleitung

1.1. Drosophila melanogaster als Modellorganismus

Das menschliche Gehirn mit seiner immensen Anzahl von ca. 100 Milliarden Nervenzellen
und unzihligen synaptischen Verbindungen (ca. 1000 pro Neuron) (Featherstone & Broadie,
2000) gehort zu den komplexesten bekannten Strukturen iliberhaupt. Seit hundert tausenden
von Jahren ist die Menschheit im Besitz dieses exquisiten Produktes der Evolution, ist aber
noch sehr weit davon entfernt es zu verstehen. Zahlreiche Wissenschaftler bemiihen sich
daher, ,,einfachere Alternativen zu finden, um Gehirnfunktionen zu analysieren.

1909 begann T. H. Morgan an der Columbia Universitit die ersten genetischen Studien an
Drosophila (Rubin, 1988) und er6ffnete damit eine neue Epoche in der Biologie. Die
Untersuchungen konzentrierten sich zundchst auf rein genetische Fragestellungen. Ein
Grofteil unseres heutigen Wissens iiber Rekombination, Mutationen, Chromosomen
,rearrangement und andere genetische Phidnomene stammten aus den Studien, die an
Drosophila durchgefiihrt wurden (Rubin, 1988). Vor allem die kurze Generationszeit,
unkomplizierte Ziichtbedingungen und die gro3e Anzahl an Nachkommen sowie die relativ
einfache Manipulierbarkeit des Genoms machten die kleine Fruchtfliege zu einem klassischen
Modellorganismus in der Biologie (Featherstone & Broadie, 2000). Mit der Entwicklung von
neuen Techniken sowie durch Etablierung einer groflen Vielfalt an genetischen ,,tools* wurde
auch die Aufklarung der Funktion solch komplexer Strukturen wie z.B. des Nervensystems
moglich.

Mit seinen ca. 200 000 Neuronen besitzt Drosophila ein vergleichbar ,einfaches” und
,ubersichtliches* Nervensystem, dessen morphologischer Aufbau weitgehend aufgeklirt und
charakterisiert ist (Armstrong et al., 1995). Das eindrucksvolle Verhaltensrepertoire der
Fliegen zeigt jedoch, dass es kompliziert genug ist, um fiir die vielfdltigen Leistungen des
Nervensystems auch von Sdugern als Modellsystem dienen zu koénnen. Vor allem die
Tatsache, dass die wichtigste biologische Prozesse (und nicht nur die des Nervensystems) und
die grundlegenden molekularen Mechanismen im Laufe der Evolution hoch konserviert
wurden (Featherstone & Broadie, 2000), macht die bei Studien an Drosophila gewonnenen
Erkenntnisse auch auf das menschliche Gehirn iibertragbar. In jlingster Zeit eroffnete die
Sequenzierung und Annotation des Drosophila Genoms durch die Zusammenarbeit des
Berkeley Drosophila Genom Projekts und Celera Cenomics (Adams et al., 2000) neue

Perspektiven fiir den Einsatz von Drosophila als Modellorganismus bei der Aufklédrung der



wichtigsten biologischen Vorginge (Celniker, 2000; Yoshihara et al., 2001; Kornberg &
Krasnow, 2000).

1. 2. Chemische Synapse

Die einzelnen Neurone des Nervensystems gehen Verkniipfungen untereinander und bilden
ein kompliziertes Gebilde: das neuronalen Netzwerk. Die Hauptform der Kommunikation
zwischen den einzelnen Zellen stellt die fein geregelte Neurotransmittersekretion dar. Der
Neurotransmitter wird als Reaktion auf ein Aktionspotential aus der prasynaptischen
Endigung eines Neurons in den synaptischen Spalt freigesetzt, erreicht die postsynaptische
Spezialisierung der Ziel-Zelle und 16st hier das physiologischen Signal durch die spezifische
Bindung an Rezeptoren der Postsynapse aus (Fon & Edwards, 2001).

Synaptische Vesikel sind abundante sekretorischen Organellen der prisynaptischen
Nervenendigungen. Sie akkumulieren eine hohe Konzentration an Neurotransmitter und
setzen es nach Bedarf durch die Fusion mit der pridsynaptischen Plasmamembran frei
(Fernandez-Chacon & Siidhof, 1999). Die Neurotransmittersekretion wird durch einen
spezialisierten Membrankreislauf (= Zyklus der synaptischen Vesikel) vermittelt (zur
Ubersicht: Betz & Angleson, 1998; Schiavo & Stenbeck, 1998; Bajjalieh, 1999; Fernandez-
Chacon & Siidhof, 1999; Siidhof, 2000; Fon & Edwards, 2001; Richmond & Broadie, 2002;
Jahn et al., 2003). In einem vollen synaptischen Vesikelzyklus sind neun aufeinander folgende

Schritte (Abb. 1.1) zu unterscheiden (Siidhof, 1995):
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Abb. 1.1: Zyklus der synaptischen Vesikeln (aus Fernandez-Chacon & Siidhof, 1999).

Docking. In diesem Schritt werden die mit dem Neurotransmitter gefiillten

synaptischen Vesikel an der aktiven Zone angedockt.



Priming. Die synaptischen Vesikel laufen einen Reifungsprozess durch und entwickeln

. : 2+ ; . .
dabei Kompetenz zu einer raschen Ca™ -ausgelosten Fusion mit der Plasmamembran.

Fusion/Exocytose. Als eine Reaktion auf den Ca2+—Einstr6m in die Zelle fusionieren

die synaptischen Vesikel mit der Plasmamembran und schiitteln ihren Inhalt aus.

Endocytose. Die Membran der synaptischen Vesikel wird wieder in die Zelle
aufgenommen.

Translokation. Die Vesikel wandern ins Innere der Boutons und werden zu
Recyclingvesikel.

Fusion mit Endosomen. Ein Teil der Recyclingvesikel fusioniert mit frithen

Endosomen, andere werden direkt wieder mit Neurotransmitter gefiillt.
Knospung. Regeneration der synaptischen Vesikel durch Knospung von den
Endosomen.

Neurotransmitter Aufnahme. In diesem Schritt werden die synaptischen Vesikel erneut

mit dem Neurotransmitter gefiillt.

Translokation. In dem zweiten Translokationsschritt werden gefiillte Vesikel zu der
aktiven Zone der Synapse transportiert.
Um den Zyklus genau regulieren zu konnen besitzt die Synapse ein breites Spektrum an
unterschiedlichsten Proteinen, die je nach Funktion in vier groBen Gruppen unterteilt wurden
(Stidhof, 1995), in den nacheinander folgenden Schritten des Zyklus zum Einsatz kommen
und durch die fein geregelte Zusammenarbeit den prézisen Ablauf des Zyklus gewéhrleisten.
Manche dieser Proteine wie z. B. Synaptobrevin, Syntaxin, SNAPs, NSF, Synaptotagmine,
Rab3 Isoformen, Calmodulin, Synapsine usw. sind bereits ldngere Zeit bekannt und
vergleichbar gut charakterisiert. Auch die Rolle dieser Proteine im Zyklus der synaptischen
Vesikel ist mehr oder weniger bekannt. Allerdings geht man davon aus, dass ein wesentlicher
Teil der am Zyklus beteiligten Proteine noch unbekannt bzw. nicht charakterisiert ist. Die
Charakterisierung eines solchen neuen neuronalen Proteins war das Ziel der gegenwértigen

Arbeit.



1. 3. Das synapsenassoziiertes Protein von 47 kDa aus Drosophila melanogaster

Das Sap47 Gen aus Drosophila melanogaster kodiert fiir ein neues neuronales Protein, das an
den synaptischen Endigungen von Nervenzellen lokalisiert ist. Das SAP47 (Synapsen-
assoziiertes Protein von 47 kDa) wurde urspriinglich mit Hilfe eines monoklonalen
Antikorpers mit der Bezeichnung MAK nc46/1 aus der Hybridomabibliothek von Alois
Hofbauer identifiziert (Reichmuth et al., 1995). Immunhistochemische Féarbungen mit MAK
nc46 an Drosophila Kopfschnitten und larvalen Nerv-Muskel Praparaten (Abb. 1.2) sowie
elektronenmikroskopische Aufnahmen sprechen dafiir, dass das Antigen im Cytoplasma von

synaptischen Endigungen zu finden ist (Reisch, 2000).
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Abb. 1. 2: Dargestellt sind ein Horizontalschnitt eines Drosophila Kopfes (links) und ein larvales Nerv-Muskel
Préparat (rechts) gefdrbt mit dem MAK nc46 aus der Hybridomabibliothek von A. Hofbauer.

Das Sap47 Gen wurde in der Region 89 A8-B3 auf dem rechten Arm des dritten Chromosoms
lokalisiert. Der genomische Bereich erstreckt sich liber eine Lange von ca. 25 kb und besteht
(nach den bisherigen Angaben) aus sieben Introns und acht Exons (Abb. 1.3) (Reichmuth et
al., 1995), wobei die Exons 7 und 8 in zwei Spleilvarianten alternativ benutzt werden
(Becker, 1997). Die beiden alternativ gespleifiten Transkripte des Sap47-Gens kodieren fiir
zwel nahezu identische Proteine mit 347 und 351 Aminosduren, die sich nur um sechs

Aminosédurenreste am C-Terminus unterscheiden (Reichmuth et al., 1995).
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Abb. 1. 3: Vorldufige Exon-Intron Organisation des Sap47-Gens. Die Exons sind als horizontale Balken
unterhalb der Restriktionskarte dargestellt, wobei die leeren Balken nicht translatierte Anteile symbolisieren.
Schnittstellen sind mit dem jeweiligen Kiirzel beschriftet: B = BamHI, E = EcoRl, H = HindIII, S = Sstl, X =
Xhol (aus Becker, 1997).

Das berechnete Molekulargewicht der Proteine sollte ca. 35 kDa betragen. Allerdings liefert
im Western Blot MAK nc46/1 ein Signal mit dem Molekulargewicht von ca. 47 kDa
(Reichmuth et al., 1995). Diese Diskrepanz kann eventuell durch einige besondere
Kennzeichen der SAP47 Proteine erkldrt werden. Beide Varianten besitzen im N-terminalen
Bereich eine Region mit hohem Gehalt an Alaninresten, die in der Lage sind ungewdhnlich
stabile a-Helices zu bilden (Reichmuth, 1993). Diese Helices konnten die Konformation des
SDS-Polypeptid-Komplexes dndern und so das Laufverhalten in der SDS-PAGE beeinflussen
(Reichmuth, 1993).

Das Sap47 Gen wurde in Laufe der Evolution hoch konserviert. Homologe Sequenzen findet
man nicht nur bei anderen Insekten (Muska domestica, Calliphora erythrocephala) sondern
auch bei Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis, Xiphophorus
maculatus, Danio rerio, Mus musculus und Homo sapiens. Trotz der hohen Konservierung
zeigen sowohl das SAP47 Protein aus Drosophila als auch seine Homologe in anderen
Spezies keine auffillige Ahnlichkeit mit anderen Proteinen und bilden damit eine neue
Proteinfamilie.

Eine Besonderheit der SAP47 Proteine von Drosophila stellt ein repetitives Tripeptid Met/Ile-
Pro-Ser/Ala in der Region von Aminosdure 90 bis Aminosdure 107 dar. Bei der Suche nach
Sequenzhomologien zu anderen Proteinen konnte in der ,,M“-Doméne des SRH1-Proteins aus
Hefe eine gewisse Ahnlichkeit festgestellt werden (Rechmuth, 1993). Das SRH1-Protein stellt
ein Homolog zur 54 kDa Untereinheit des Signal-Recognition-Particle (SRP) aus Sdugern dar

(Amaya, 1990). Der SRP-Komplex erkennt Signalsequenzen von Proteinen, die mit dem



endoplasmatischen Reticulum in Verbindung treten miissen. Allerdings zeigt das SRP-Protein
aus Sdugern keine Sequenzhomologie zu SAP47. Ob dieses Tripeptid eine Rolle fiir die SAP-
Funktion spielt, ist unklar. Es ist aber bekannt, dass z. B. dem SAP47-Homolog aus C.
elegans und Zebrafisch diese Methioninreiche Domine fehlt (S. Becker, personliche
Mitteilung).

Hidden Markov Modell Suchen fiihrten zur Identifizierung einer neuen Proteindoméne, die
als BSD-Domine bezeichnet wurde (Doerks et al., 2002). Der Name der Doméne setzt sich
aus den Anfangsbuchstaben der die Doméne enthaltenden Proteine zusammen: BTF2-like
Transkriptionsfaktoren, Synapsen-assoziierte Proteine und DOS-like Proteine. Die Domine
erstreckt sich iiber eine Lénge von ca. 60 Aminosduren, die Sekundirstruktur-Vorhersage
lasst vermuten, dass es sich dabei um drei a-Helices handelt (s. auch Abb. 1.4), die sich zu
einem Dreihelixbiindel zusammenschlieen (Doerks et al., 2002). Allerdings wurden bis jetzt

noch keine aussagekriftigen Hinweise auf die mogliche Funktion der BSD Doméne gefunden.

1 2 3 4 5
TFE1l_a 2z 15 LDOSLESFEFLLTHLYLOC- - -SLLEGHIVINEVFOE- - -TVIRAGLPFZEFNSTEIFPLLRAFA PEITTE
TFEl_b £z 2141 SEHEVHYNLEREEIL-- - - - -WIFEMYPIVEEATTO- - - -V PENFEKEFEFRAEFFZEKLFREK P3z7TE
ETFZ_a = 20  LLPEFEEEANEELEEFM- - - -BMLOECPVLFOLYED - - - LEV20V I SREEFWRANRELHTHATOE PIZTED
ETFZ_b hs 120 GCOHILRYNLTEDIIE------SIFRTYPAVFMEYRE- - - -V PHNHMTEEEFWTEFFOSHYFHR Paz7=0
TFElIn & [= TR N ) LLPH PFRI VLEILEDKM- - - -RI LVENPHLLOLYED - - - LV I TEVLTSOEFWATHREDHALEE QmrTla
TFEldn b dm 182 L --CIFETYPAYFREHFE- - - -V PAKMEEREFWTEFFOS HYFHR Qo¥71z
EB2ID3.3_a ca 116 I-.Q JELORECE ILOEDRNLEEL YN L- - - - VATELITFICFRSDTYQERSVIE  Cudd 03
RDIDE .3 ]: ca 231 --KISEEENYI QEEHLE- - - - INPHEMSEENFWERFFOSHYFHR 044430
FzZAld .20 & akt 2 FLLRENZELSFLHEQ- - - FYEZEYLTENEFNSTEEFLLGEDS QoN3Iz
FzAl® .1-'- b =t 1£1 ETHR \.‘T FHLTEEIIF-- -~ --QIFAEEPAVEQAFIA- - - - YW PEMN TEKDFWTETFRREYLYE QoN3zz
EPACLEEE o £p &1 BVHETWLEKDITDLIE- - - - - -SLLTHHPDLLOTFRE- - -AVHAKCHLEKEQFRSTRLHLLRAHA  ©1374E
EPACLEES b Fp 134 VDECMEVELTZOQIH- - - -- -DNFEQHPLLRYVYDE-- - -HVP - PLAECEPWNZRFFLEPLCKE.  T13T4E
EEEZN.350_a Do 147 WFEDOMLFALDVELZO- - - - --SLMEEKCERLAHITHO[E] CELEDREFRSOFRATEI SLLAAYA QOFERT
EEEZD.390_ b nmo 227 ENCGELKLHTHHEQVQ------LIFQQHPLYEREIYHE-- - -HVP-KLTESEFRIREFFLERLSFK QopEE?
HypT.Z hs 146 BLEOFCLEEENCEIZ-- - - --ELLWCEPEIRALYTE---- JEHSEFWHRTFYKVHOLE QONEES
YOTELORE . & ca 213 WISRFWLLCEYDSEIB-- ----ILLANMPELBOMFRH---- HHETFWERIFYRIEVRE CE27417
F2BI213 . 200 akb 207 BELIZLKLEEERNEIY-- - - --ELTHCHFCYFEIYEE- - - - IVPVEVIRETFWERTTYEVYELE QOEVES
F1EK% .5 st 17% HEESAFSLOGCEAEEME------ ELLEENGOHEGUYER-- - - VVPENVIHETFRFRIFYRVHELE QoTUTE
Hyp-aBAT os 400 EROARFRITERKEEIE-- - - --CYLEEEPZLESFVER- - - - LVPEVV I IHFRCRIFFATLELE QOLIXD
E21L21.1EQ nz 483 WVHEFDTYDEETEAIA- - - - - -ADLOKYPELEATHEEK- - - -LVDOOVFYAOFWEKETITFLRHCIE QOPEL4
EPACIZRI1Z sp 17 EEFEISICCETEEIZ-- - - -- LLLEEYPDLEKOMES- - - -LVPZEVS YDOPNKEFFEHEEW D 013008
LoEz £z 176 QLOFFOYCEETEEIC-- -- --ESILOCCEDIEKINKD- - - - ITPHKISYKDFWHITFLOENEIL PEJBEE
HypHE bs 122 WOFHFDFOOMYPVAL-- - - --VHLOJECELLETMEFA-- - - LVPELVEEEVFWEHTIFYRYVELIE ARHOL4EE
SREAT dn 272 VDFEFSYDTRAYETAI-- - - --AINAECEALETMREFE- - - - LWPEII TEEHFRREHTIFTRVELII Qz4EdZ
CleC2 4 ca 174 ANZETTYEQCOARMAT- - - - - -LLLEHCPHLAHVEFQ- - - - LVPECVEENQFRONTFYRICLIE  ©1T7ES1
ETRE at E6 HVEKEOLEDKWIEKHRY - - - - - - LVLSEEFELSQLEFE -~ - - LCPRVLEEROFWREITF QLVRETV QOLEXS
T16KE . 150 at 1905 FLOFEMTDACYEHAL------AVEHLASELAALRIE-- - - LCPAYMIEYCFRREITFVLYHIIF QoMzxe
FZiH24 .1k ab 2127 IEHLEMEDAQRGHRL- - - -- -AIEELATRLRALRIE- - - - LCPCHMEVOYFWEVIFVLLLEREL — O9ECXA
HypOog= os 1£1 OBEASIIEDICEDHME------AIEFLVPDLASLEAR -~ --LCPETHOIOVEWEITFTLLEEHL  OFLEIa
ATIELO0ED akt 137 OTEFELEEAQRRHRE- - - -- -ATECLVPSLVAVENQ- - - - - VEEYHIDERFWLITFILINPRL QDEKHD
TELL1.Z1 st 178 HVEEOLEEWZERHAT-- --- -LVLGEVEQISKLEYE-- - - LCPRTHEEERFREITF TLVETHY QBTARZ
FEH1L .10 ak  TEs FEOFELAL ﬁ. TEHRL- - - - - -AVERLAFELASLRIE- - - - LCPEYHTENCFRAITFTLVHPFL 4FEZD
FzaHZ .15 st 424 STIEEJLSIEELELEF----- ELLREN- - EYRELHEQ- - -FYEZEVLTENEFMATEEFLLGED S QOLFEE
LNAJFV1 lm 344 BALHSLFLFLOELDVIE- - - - - -GLLASA- EVERHEYE - - - - LWPARLKEEVTFRRANTIFEETVHCUVE  CEA06E
FFC1O5ERE pt 3D QI-_'I..SE THHELRK----- -L[I'..EEHFELEFL') Y- - - TIENHILSOS FFWFFLFHNEYSHL 057308
Consensus  (E0%) .h. .Jdhp. . Jhh.p.. ..hss. hp ppFW.haa. h..h.

Z4o. skr.pred. ]1|'|HH HH HH HH HHHHHHH]'I ]'IHHH HHHHH. .. .. ......hHHHHHHHHHHGO. . .

Abb. 1. 4: Multiples Sequenzalignment der BSD-Doménen von Doméneenthaltenden Proteinen (aus Doerks et
al., 2002). Spalte 1: Name der Proteine; Spalte 2: Speziesnamen; Spalte 3: Beginn der Domine in dem
jeweiligen Protein; Spalte 4: Aminosduren-Sequenzalignment und Spalte 5: der Accessionnummer in den
Datenbanken. Konservierte Aminosdurenreste sind farbig hervorgehoben. Die letzte Zeile in der Abbildung stellt
die Sekundarstruktur-Vorhersage der Doméne dar (H/h: Helix mit >82% / <82% Wahrscheinlichkeit).



1. 4. Problemstellung

In Laufe dieser Arbeit sollte eine Sap47 Null-Mutante hergestellt werden. Dafiir sollten zwei
unterschiedliche Methoden eingesetzt werden: Die gezielte Mutagenese durch homologe
Rekombination und RNA interference. Falls eine der beiden Methoden zum gewiinschten

Erfolg fiihrt, sollte versucht werden die entstandenen Tiere zu charakterisieren.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es zu versuchen, einen Interaktionspartner fiir das SAP47
Protein mittels des Yeast-Two-Hybrid Verfahrens zu identifizieren. AnschlieBend sollte
versucht werden, die Interaktion zwischen dem SAP47 und in Frage kommenden
Interaktionskandidaten mit Hilfe von GST-Pulldown bzw. Co-Immunprizipitation ndher zu

charakterisieren.

1. 5. Strategien fiir die Sap47 Mutagenese

Um das Hauptziel der Arbeit (Herstellung einer Sap47 Null-Mutante) zu erreichen, wurden
zwel verschiedene Methoden in Betracht gezogen: ,,gene targeting” und RNA interference.
Um den Ablauf der beiden Verfahren nachvollziehbar zu machen und das Verstdndnis fiir die
Vorgehungsweise zu erleichtern, sollen an dieser Stelle die Grundprinzipien und der

Mechanismus der beiden Methoden geschildert werden.

Gezielte Mutagenese durch homologe Rekombination bei Drosophila melanogaster

Unter der gezielten Mutagenese durch homologe Rekombination (,,gene targeting) versteht
man eine Modifizierung beliebiger endogener DNA-Sequenzen mit Hilfe von homologer
Rekombination zwischen einem extrachromosomalen DNA-Fragment (,,donor”) und dem
homologen Gen (,,target®).

Homologe Rekombination zwischen einem extrachromosomalen DNA-Fragment und dem
entsprechenden chromosomalen Lokus wird bereits seit Jahren als ein effektives Verfahren
zur gezielten Erzeugung bzw. Rettung von Mutationen in der Maus und Hefe eingesetzt. Fiir
die Maus kann das Prinzip der Mutagenese im wesentlichen folgendermallen kurz
zusammengefasst werden: ein lineares DNA-Fragment mit der Homologie zum ,,Zielgen*
(sprich ,,donor*“-Konstrukt) wird in embryonale Stammzellen in Kultur eingeschleust. Findet
eine Rekombination zwischen dem ,,donor” und dem Genom einer Zelle statt, konnen diese
unter dem Selektiondruck iiberleben. Diese Zellen werden in eine Blastocyste injiziert, so
dass sich ein chimerer Organismus entwickelt. Wird hierbei die Keimbahn besiedelt,

produzieren die Chimeren Nachkommen mit der gewiinschten Mutation (Miiller, 1999).



Lange Zeit hinderte das Fehlen einer Moglichkeit, ein lineares DNA-Molekiil in Drosophila
Keimzellen einzubringen, die Etablierung dieser Methode fiir die Fruchtfliege. Eine vom
Yikang S. Rong und Kent G. Golic (2000) beschriebene Methode zur Generierung eines
solchen linearen ,,donor“-Molekiils bei der Fliege in vivo erlaubt seit kurzem eine @hnliche
Manipulationen auch fiir das Drosophila Genom.

Die Methode erfordert drei Haupt-Komponenten (Abb. 1.5), welche beim Zusammenwirken

in einer Zelle zum gewiinschten Ergebnis fithren konnen.
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Abb. 1. 5: Schematische Darstellung der Hauptbestandteile der Mutagenese. Es sind folgende Elemente zu sehen
(von oben nach unten): 1. Flipase Transgen; II. I-Scel Meganuklease Transgen; III. ,,Donor* Konstrukt.

Die erste Komponente der Mutagenese ist ein transgenes Flipase Konstrukt. Flipase ist eine
sequenzspezifische Rekombinase aus der Hefe (Cox, 1988). Es wurde bereits gezeigt, dass die
Flipase eine sequenzspezifische Rekombination auch im Drosophila Genom ermdglicht
(Golic & Lindquist, 1989). Das Konstrukt befindet sich unter der Kontrolle eines hs-
Promoters und kann daher durch einen Hitzeschock aktiviert werden (Rong & Golic, 2000).
Die zweite Komponente der Mutagenese ist ein Transgen fiir eine sequenzspezifische
Endonuklease mit der Bezeichnung /-Scel Meganuklease. Das Enzym stammte urspriinglich
aus Mitochondrien von Hefe-Zellen, bindet an eine 18 bp lange Erkennungssequenz und
erzeugt einen Doppelstrangbruch (Bellaiche et al., 1999). Das Endonuklease-Transgen steht
ebenfalls unter der Kontrolle eines hs-Promoters (Rong & Golic, 2000).

Der dritte Bestandteil der Methode ist ein transgenes ,,donor*“-Konstrukt. Es ist aus mehreren
unabhingigen Fragmenten aufgebaut, welche bei den einzelnen Schritten der Mutagenese
nacheinander ins Spiel kommen. Das Konstrukt enthdlt ein unvollstindiges bzw. durch
einzelne Punktmutationen verdndertes Fragment aus dem ,,Ziel-Gen*, das man modifizieren

mochte. In die Mitte des genomischen Fragmentes wird die Erkennungssequenz fiir die bereits



erwiahnte Scel Meganuklease eingebracht. Damit man das Vorhandensein des ,,donor*-
Konstruktes spéter in der Fliege auch verfolgen kann, wird am 3'-Ende des genomischen
Fragmentes ein mini-white Gen als Marker kloniert. Diese ganze 3-Komponenten Kassette
(genomisches Fragment, Scel-Erkennungssequenz und mini-white Gen) befindet sich
zwischen zwei gleichgerichteten ,,FRT sites”, welche durch die Flipase erkannt werden
konnen.

Nachdem sich alle drei Bestandteile (Flipase- und Scel-Transgene sowie das ,,donor*-
Konstrukt) in einer Zelle befinden, kann die Herstellung von Flipase und Sce/-Meganuklease
durch einen Hitzeschock ausgeldst werden. Danach spielt sich in der Zelle folgendes ab (Abb.
1.6): Die Flipase erkennt spezifisch beide FRT sites und bindet an sie, was zu einer
Rekombination zwischen den beiden FRTs fiihrt. Durch dieses Ereignis entsteht ein
geschlossenes ringformiges extrachromosomales DNA Fragment, welches alle ursprunglich
zwischen den beiden FRTs liegende ,,Komponente* und eine FRT site enthélt. Ebenfalls
durch den Hitzeschock wird auch die Herstellung von Scel-Meganuklease induziert. Das
Enzym bindet an die entsprechende Erkennungssequenz des ,,donors® und erzeugt an der
Stelle einen Doppelstrangbruch. Dadurch entsteht ein lineares extrachromosomales DNA-
Fragment, welches sich eventuell mit den homologen endochromosomalen Sequenzen paaren
kann. Die Erzeugung eines linearen DNA-Molekiils ist der entscheidende Schritt bei dieser
Art der gezielten Mutagenese, da die durch die Nukleaseaktivitit erzeugten freien,
ungeschiitzten DNA-Enden extrem ,aggressiv sind und die Fahigkeit besitzen, die
Reparatursysteme der Zelle zu einer Rekombination zwischen dem ,,donor*“-Konstrukt und
homologen Sequenzen im Genom (,,Ziel-Gen*) zu provozieren. Als Produkt der homologen
Rekombination entstet ein Chromosom mit zwei defekten ,,in tandem* angeordneten Kopien
des ,.Ziel-Gens* (Abb.: 1.6), welche durch das mini-whife Gen aus dem urspriinglichen

,»donor“-Konstrukt getrennt sind (Rong & Golic, 2000).
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Abb. 1. 6: Schematische Darstellung des Mechanismus von gezielter Mutagenese durch homologe
Rekombination (aus Rong et al., 2002).

RNA interference

Unter dem RNA interference (RNAi) Phédnomen versteht man die sequenzspezifische
Regulation der Genexpression auf post-transkriptionaler Ebene, indem die dazugehorige
mRNA spezifisch abgebaut wird. Folge des RNAi Mechanismus ist daher
sequenzspezifisches Gen-Silencing.

Das urspriinglich bei C. elegans entdeckte Phinomen der RNAi (Hannon, 2002) hat sich im
Laufe der Eukaryontenevolution als eine Art Abwehrreaktion gegen exogene (z.B. Vieren)
und endogene (z.B. mobile genetische Elemente) Parasiten entwickelt (Waterhouse et al.,
2001; Bernstein et al., 2000). Heute wird RNAi immer 6fter zur gezielten Inaktivierung bzw.
Runterregulierung bestimmter Gene ausgenutzt (zur Ubersicht: Misquitta & Peterson, 1999;
Kennerdell & Carthew, 2000; Piccin et al., 2001; Kunath et al., 2003; McCaffrey et al., 2003;
Hamasaki et al., 2003; Peters et al., 2003; Tilli et al., 2003). Der Mechanismus der RNAI ist
relativ kompliziert und viele Details sind noch weitgehend ungekliart. Vor allem die
vielseitigen Modifikationen der RNAi bei unterschiedlichen Gruppen von Organismen
(Pflanzen, Neurospora, Drosophila, C. elegans, Siduger) hindern bei der Aufkldarung des

Phénomens. In der Abb. 1. 7 ist die vorldufige schematische Darstellung der RNAi zu sehen,



es basiert auf den genetischen Studien in C. elegans, Pflanzen sowie biochemischen Studien
von Drosophila Extrakten. Vor allem die grau und blau unterlegten Schritte sind fiir die

gegenwirtige Arbeit von Bedeutung.
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung des RNAi Mechanismus unterschiedlicher Organismen (aus Cerutti, 2003).
Abkiirzungen: s. Text.

RNAI kann in vier aufeinander folgende Schritte unterteilt werden (Szweykowska-Kulinska et
al., 2003):

1. Spaltung der doppelstrangigen RNA

2. Bildung des ,,Silencing* Komplexes

3. Aktivierung des ,,Silencing* Komplexes

4. Degradation der komplementiren RNA.
Im ersten Schritt der RNA1 wird die lange doppelstrangige RNA (dsRNA) exogenen oder
endogenen Ursprungs durch das Ribonuklease III (RNase III) Typ Protein Dicer erkannt und
in Fragmente gespaltet. Homologe zur Dicer Nuklease wurden bei vielen Organismen wie z.B
S. pombe, C. elegans, Drosophila, Pflanzen und Saugern gefunden, was die hohe evolutionére
Konservierung des Mechanismus belegt. Bei der Hydrolyse durch Dicer werden kurze (21-23

nt lang) doppelstringige RNA Fragmente (siRNAs = small interfering RNAs) mit



Phosphatgruppen am 5'- und Hydroxylgruppen am 3’-Ende sowie 2 Nukleotiden langen
Uberhiingen an jedem 3’-Ende gebildet (Kim, 2003; Zamore, 2000).

Im zweiten Schritt der RNAi wird die siRNA vom RISC Komplex (RNA-induced silencing
complex) aufgenommen. In einem ATP-abhingigen Schritt entfaltet sich das siRNA-Duplex,
der RISC Komplex wird remodelliert und aktiviert. Der letzte Schritt (Schritt 4) umfasst die
Erkennung und Spaltung der zum siRNA Strang komplementiren mRNA (zur Ubersicht:
Bass, 2000; Vance & Vaucheret, 2001; Waterhouse et al., 2001; Bernstein et al., 2001;
Matzke et al., 2001; Hannon, 2002; Szweykowska-Kulinska et al., 2003; Cerutti, 2003). In
manchen Organismen wie z. B. C. elegans oder Arabidopsis thaliana spielt ein zusitzlicher
Mechanismus eine wichtige Rolle bei der RNAi: die Bildung einer sekundiren siRNA
Population. Dabei werden die priméren siRNAs als Primer zur Synthese zusitzlicher dsSRNAs
unter Verwendung der entsprechenden mRNA als Matrize in einer durch eine zelluldre RNA-
abhingige RNA Polymerase (RdRP) katalysierten Reaktion verwendet. Die neu
synthetisierten dsRNAs werden von Dicer erkannt und in siRNAs zerlegt, was zur
Amplifizierung des urspriinglichen Signals fiihrt (Cerutti, 2003; Szweykowska-Kulinska et
al., 2003). Bei Drosophila und Sdugern spielt der letzte Mechanismus keine obligatorische
Rolle (Cerutti, 2003), obwohl in Drosophila Embryonenextrakten RARP-dhnliche Aktivitét
nachgewiesen wurde (Lipardi et al., 2001).



2. Material

Organismen

Bakterienstimme

E. coli XL1-blue (Stratagene)
E. coli BL21 (Novagen)

E. coli SolR (Stratagene)

E. coli SURE2 (Strategene)

Hefe-Stamme

S. serevisiae HF7¢c

S. serevisiae Y190

S. serevisiae Cdc25Ha
S. serevisiae Cdc25Ha
S. serevisiae CG1945

Fliegen Stamme (Drosophila melanogaster)

Wildtyp w'''®

L. IM3 Sb, e
"TM6 Tb, e

5

Sco
W-; ;+
CyO

P-Insertionslinien
w- ; P[elav-Gal4, w+]; +

P[actin - Gal4, w "]
w-; ;4
CyO

.. P[tubulin - Gal4, w "]
T TM3 Sb

, . PI7TOFLP,ry " 123 P[701 - Scel,v" ]4 Ary

5

TM3 Ser

v P[70FLR,ry"]4 P[70I - Scel,v"]2BSco
’ SM6 ’

Wiirzburg

Wiirzburg

Wiirzburg

Wiirzburg

Wiirzburg (G. Pfliigfelder)

Wiirzburg (E. Jauch)

Kent G. Golic, Utah

Kent G. Golic, Utah



P[70FLP, ry" 14 P[70I - Scel, v']2B Sco

w-,y-,(v?); ;+ Kent G. Golic, Utah
CyO
w-; +; EY07944 Hugo Bellen
W=, 5p ; PlA2-3,1y ]5b Wiirzburg
CyO P[A2-3]TM2 Ubx
w-t Ablp/Asapd7 Jo 253 Wiirzburg (S. Becker)
TM3 Sb, e

Vektoren, cDNA Bibliotheken

pBlueskript IT KS (+/-) (Stratagene)

pBS(Notl) (Kent G. Golic)

pET28a-c(+) (Novagen)

pUAST (Brand & Perrimon,1993)

pTV2 (Rong & Golic, 2000)

pACT2 AD (Clontech)

pAS2-1 (Clontech)

pSos (Stratagene)

pMyr (Stratagene)

CytoTrap XR Adult Drosophila cDNA Bibliothek (Stratagene)
Drosophila melanogaster, adult MATCHMAKER cDNA Bibliothek (Clontech)

Nukleotide und Primer

dATP, dCTP, dGTP, dTTP PEQLAB
[a—32P]-dCTP Amersham

Sequenzspezifische Primer (alle von MWG)

T7 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG3’

T3 5’-CAA TTA ACC CTC ACT AAA G3’

pUAST up 5’-TCT CTG TAG GTA GIT TGI CCA-3’

pUAST down 5’-AAA TCA ACT GCA ACT ACT GAA-3’

pSos-sense 5’-CAA TGC CAT GGC CAA CAT GIT TTC GGG C-3°
pSOS sense 5-CCA AGA CCA GGT ACC ATG3’

pSOS anti 5’-GCC AGG GIT TTC CCA GT-3’

pMyr sense 5’-ACT ACT AGC AGC TGI AAT AC3’



pMyr anti 5'-CGT GAA
YTH sense 5'-GEC AGC
YTH sense2 5'-GGC AGG
YTH sense3 5'-CAG GAA
YTH sense4 5'-GCA GGA
YTH sense5 5°-CGG AAT
YTH-o-sense 5'-GGC AGC
GAL4BD 5°-TCA TCG
pAC2-AD 5'-TAA TAC
pACT2 anti 5-GCG GGG
pUASTSAP47sensel 5-GGC GTG
pUASTSAP47antil 5°-CAT GAT
SAP47senseKpn2l  5'-CTG ACA
SAP47antiNotl 5'-AAA TAG

Sap47-ExonVllsense
Sap47-Exonllanti

RNAIi-Intron 6
RNAi-ExonVII

pTV2 sense
pTV2 anti

Sap47-A-sense
Sap47-A-anti

Sap47-B-sense
Sap47-C-sense
Sap47-D-sense

Sap47anti/Notl

SaplORFNot-anti
SaplORFSac-sense

TGI AAG CGT

GAA TTC GGA
GAA TTC GAC
TTC ATG CCA
ATT CAC ATC
TCG AGG AAG
GIC GAC TCC
GAA GCG AGT
CAC TAC AAT
TTT TTC AGT

AAT TCA ACA
CCG GAA TCT
TCC GGA CAA
CGG CCG CTT

GAT GAC AT-3’

GCC AAC ATG TTT TCG G3°
AAG TCG AGG TAT ATT AG3’
GCG ATG CCA TC3’

TGI GGA GGC CAC G3°

CTG GCA AAA CGCG GAT-3’
ATT CAA TCT TCA TCT T-3°
AG3’

GGA TGA TG3’

ATC TAC G3’

TGT TTT CGG GCC TAA C-3°
TCA TCT TCG CCG C-3°

TCT TCA TCT TCG CCG3’
TCG GGC CTA ACA AAT C3°

5’-GGT CCT CCG GGA TTT TGG TTT TAA TCC ATT CAA TC3’

5’-GIT CAG
5’-GGG TCC
5’-CCT GAT

5’-CCT CTA
5'-GAG CAA

5'-CAC ATC
5'-GTG GCC
5'-CGA TGC
5°-TTC TTG
5-TTT AGC

5'-AAA TAG

5'-CAA GCG
5’-CCA CTG

GTA CCG ATG
AGA ATT CTC
CCG GAG TCT

CAT CAA CAG
TAG TAC AGA

TGI GGA GGC
TCC ACA GAT
CAT CGA TAC
TCA TCG GCC
TAC GAC ACC

CGG CCG CTT

GCC GCT TAC
AGC TCA TGT

Linker-Oligonukleotide (alle von MWGQG)

SAP47GTMKpn2l-sense
SAP47GTMKpn2I-anti
SAP47GTMSall-sense
SAP47GTMSall-anti

pKS-Sall-EcoRIsense
pKS-Sall-EcoRlIanti

Immunglobuline

GCT GGG CAG TGC-3’
GCG AAT TTG GIT TTC C3°
TTT GGT TTT AAT CCA TTC AAT-3’

GCT TCC-3’
GAG GGA GAG3’

CAC-3’
GIG3’
CAT-3’
ATC-3’
GCC-3’

TCG GGC CTA ACA AAT C3°

TTT AAA TCA TCG GTA TCC TC3’
TTT CGG GCC TAA GAA ATC-3’

5’-CCG GTA GGG ATA ACA GGG TAA T-3°
5-CCG GAT TAC CCT GIT ATC CCT A-3°
5’-TCG ATA GGG ATA ACA GGG TAA T-3°

5’-TCG AAT TAC CCT GIT ATC CCT A-3’

5’-TCG AAA GCT TTC GCG ATG ATA TCG3’
5’-AAT TCG ATA TCA TCG CGA AAG CTT-3’



MAK nc46 (A. Hofbauer)
MAK nb200/7 (A. Hofbauer)
MAK ab49 (A. Hofbauer)

Goat a-mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate (BIO-RAD)

Goat a-rabbit IgG HRP-Conjugate (Sigma)

Reaktionskits und Siulen

ECL Western blotting detection reagents
QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gelextraction Kit

QIAgen Plasmid Mega Kit

QIAgen Plasmid Midi Kit

Hexa Label DNA Labeling Kit

DNA Sequenzing Kit/ ABI PRISM
VECTASTAIN Peroxidase Mouse [gG ABC-Kit
DAB Peroxidase Substrate Kit

TALON Metal Affinity Resin

Chemikalien und Enzyme

Amersham
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN

MBI Fermentas
Perkin Elmer
Vector Laboratoris
Vector Laboratoris
Clontech

Die Chemikalien wurden in p.A.-Qualitdt von verschiedenen Herstellern (AppliChem, BD
Biosciences, Boehringer, Gibco BRL, ICN Biomedicals, Invitrogen, Merck, Roth, Serva und
Sigma) bezogen. Weiterhin wurden Enzyme von den Firmen Amersham Biosciences, Gibco
BRL, MBI Fermentas, New England BioLabs, PEQLAB, Promega, Roche, Sigma und

Stratagene verwendet.

Puffer und Losungen

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen wurde dem Laborhandbuch
Sambrook et. al., 1989 entnommen oder entspricht den Angaben in den jeweiligen
Reaktionskit-Protokollen bzw. den angegebenen Referenzen. Losungen, die dort nicht
angegeben sind oder zur Optimierung verdndert wurden sind unten angegeben:

2x Laemmli Probenpuffer

10xTBST

125 mM Tris, pH 6,8
6% Glycerin

2% SDS

0,025% Bromphenolblau
5% 2-Mercaptoethanol

100 mM Tris, pH7,6
1,5 M NaCl



[P-Puffer

[P-Waschpuffer

Caz+-freie Saline

PBS

PBST

STET-Puffer

Drosophila-Homogenisierungspuffer

0,5% Tween 20

50 mM KCl
10 mM HEPES, pH 7,4

2 mM MgCl,

1% Triton X-100

frisch zugeben:

0,5 mM PMSF

1x Proteasen-Inhibitoren-Coctail,
complete, EDTA-free (Roche)

50 mM KCl
10 mM HEPES, pH 7,4

2 mM MgCl,

0,1% Triton X-100

frisch zugeben:

0,5 mM PMSF

1x Proteasen-Inhibitoren-Coctail,
complete, EDTA-free (Roche)

7,6 g NaCl
12,32 g Sucrose
0,37 g KCI

0,38 g MgCl,
1,3 ¢ HEPES
0,19 g EGTA

ad 11 dH,O

1,48 g Na,HPO4x2H,0O

0,43 g KHyPO4

7,2 g NaCl

ad 11 dH»O, pH 7,4-7,6 einstellen

PBS plus 0,1% Triton X-100

50 mM Tris, pH 8,0
8% Sucrose

50 mM EDTA

5% Triton X-100

0,1 M Na(Cl

0,1 M Tris/HCI pH 8,0
50 mM EDTA

0,5% SDS



3. Methoden

Bakterienkulturen

Die Grundprinzipien der Arbeit mit Bakterien (E. coli) sowie die Zusammensetzung der
Medien und Antibiotika-Stocklosungen wurden aus dem Laborhandbuch (Sambrook et. al.,
1989) entnommen.

Molekularbiologische Methoden

Allgemeine molekularbiologische Methoden (DNA-Verdau, DNA-Gelelektrophorese,
Ligation, Southern Blot, PCR usw.) wurden aus Sambrook et. al., 1989 ilibernommen. Bei
Verwendung von Enzymen und Reaktionskits wurden die Angaben der jeweiligen Protokolle
befolgt.

DNA-Priparative Methoden

Alkalische Plasmid-DNA Minipréparation aus E. coli wurde nach der Methode von Birnboim
und Doly, 1979 durchgefiihrt.

Plasmid-DNA GroBpréparationen erfolgten nach dem QIAGEN Protokoll fiir QIAgen
Plasmid Midi bzw. QIAgen Plasmid Mega Kits.

Bei der Gewinnung der DNA-Fragmente aus Agarose Gelen wurde das Protokoll fiir den
QIAquick Gelextraction Kit befolgt.

Genomische DNA aus Drosophila melanogaster wurde mit Hilfe der Kaliumacetat-Methode
wie folgt isoliert:

100 Tiere wurden in 2 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer (s. Material) homogenisiert, das
Homogenat 30 min bei 68°C inkubiert und die Proteine mit 0,3 ml 8 M K-Acetat 45 min auf
Eis gefillt. Das Homogenat wurde zweimal je 10 min zentrifugiert und der Uberstand mit
Ethanol gefillt. Das Pellet wurde anschlieBend in 100 ul TE, pH 8.0 gelost.

Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA Fragmenten erfolgte mit Hilfe des BigDye Terminator Cycle
Sequenzing Ready Reaction Kits (Perkin Elmer) nach der modifizierten Didesoxynukleotid-
Strangabbruchmethode (Sanger, 1977). Dabei wurde die Angaben des Herstellers befolgt. Die
Ansitze wurden anschliefend im ABIprism Sequencer von Perkin Elmer analysiert.

Markierung von DNA Fragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten wurde mit dem Hexa Label DNA

Labeling Kit (MBI Fermentas) durch den Einbau radioaktiven [a-32P]-dCTPs (Amersham)
durchgefiihrt. Die Markierung verlief nach dem Protokoll des Herstellers, dabei wurde auf die
Zugabe von nicht radioaktiv markierten ANTP Mixes verzichtet und die Inkubationszeit von
10 min auf 1 h verldngert.



Proteinchemische Methoden

SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelektrophorese)

Die Durchfithrung der SDS-PAGE sowie die Zusammensetzung der bendtigen Puffer und
Losungen wurde aus Bollag et. al., 1996 {ibernommen. Zur Elektrophorese wurden 10 und
12,5%-ige Acrylamidgele verwendet. Zur Probenherstellung wurde 2xLaemmli Probenpuffer
verwendet. Die Proben wurden vor dem Auftragen aufs Gel 5 min bei 68 °C denaturiert. Zur
Elektrophorese wurde Minigel-Twin System (Whatman Biometra) benutzt.

Farbung der Gele mit Coomassie Blue und Silbernitrat

Nach der SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine im Gel angeférbt. Die Farbung mit
Coomassie Blue wurde aus Bollag et al., 1996 entnommen.

Proteinfarbung mit Silbernitrat erfolgte wie folgt:

Nach der Elektrophorese wird das Gel UN in 30% EtOH, 10% Essigsiure bei RT inkubiert,

danach zweimal je 30 min mit 30%EtOH und dreimal je 10 min mit dH>O gewaschen. Nach

der 30 min Inkubation mit 0,1% AgNO3 Losung (in dH,O) wird das Gel griindlich mit
Wasser gewaschen. Durch Zugabe von 2,5% Natriumcarbonat, 0,02% Formaldehyd werden
Proteinbanden nach einigen Minuten sichtbar gemacht. Die Firbereaktion wird anschlieend
mit 1% Essigsdure abgestoppt und das Gel im Wasser gewaschen.

Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine mit Hilfe eines Semi-Dry-
Blotting Verfahrens (Khyse-Anderson, 1984) auf eine Nitrocellulose Transfer Membran (45
um, Schleicher & Schuell) {iberfiihrt. Das Blotting erfolgte mit Hilfe des Semi-Dry-
Electroblotters der Firma PEQLAB. Nach dem Blotten wurde die Membran in 5%
Milchpulver geblockt. Die Verdiinnung von Antikorpern erfolgte in 1xXTBST. Zum Nachweis
der Proteine wurden die ,,ECL Western blotting detection reagents* (Amersham) verwendet.

Induktion und Reinigung von rekombinanten Proteinen

Zur Herstellung von rekombinanten Proteinen wurde das pET-28a-c(+) System der Firma
Novagen verwendet. Die Induktion der Proteinsynthese erfolgte in BL21 Fliissigkultur durch
Zugabe von IPTG. Die Synthese verlief bei 37°C.

Zur Aufreinigung der Proteine wurde das TALON Metal Affinity Resin System von Clontech
benutzt. Die Aufreinigung verlief unter den nichtdenaturierenden Bedingungen nach dem
Protokoll des Herstellers.

Co-Immunprizipitation

Die Co-Immunprizipitation wurde mit Hilfe von Protein A Agarose Beads (Boehringer
Mannheim) durchgefiihrt. Dafiir wurden zunidhst Fliegenkdpfe im IP-Puffer homogenisiert (s.
Puffer und Losungen) und das Homogenat UN mit dem Antikorper bei 4°C inkubiert. Nach
der Zugabe von 40 pl Protein A Agarose Beads und 2 h Inkubation bei RT wurde der Ansatz
mehrmals mit IP-Waschpuffer gewaschen, die Beads in 20 pl 2xLaemmli gelost und mittels
SDS-PAGE und Western Blots analysiert.



Immunhistochemische Methoden

Immunhistochemie an Kryostatschnitten von Drosophila melanogaster

Die Kryostatschnitte adulter Drosophila Kopfe wurden wie bei Buchner et al. (1986)
beschrieben angefertigt. Die Féarbung erfolgte mit VECTASTAIN Peroxidase Mouse 1gG
ABC-Kit und DAB Peroxidase Substrate Kit nach den Protokollangaben des Herstellers.

Larvales Nerv-Muskel Priparat von Drosophila melanogaster

Die 3. |Instar-Larven wurden in Ca2+—freier Saline prdpariert und in 4%
Paraformaldehydlosung 30 min bei RT fixiert. Das Blocken erfolgte in 1,5% normalem
Pferdeserum in PBST (0,1% Triton X-100). Die Larven wurden UN bei 4°C mit dem 1.
Antikorper inkubiert. Die nachfolgenden Schritte wurden bei RT nach Herstellerangaben mit
dem VECTASTAIN ABC Kit durchgefiihrt. Die Féarbereaktion erfolgte nach Protokoll mit
dem DAB Peroxidase Substrate Kit.

Yeast-Two-Hybrid

Das Yeast-Two-Hybrid System stellt ein Verfahren dar, welches die Eigenschaften des
GAL4-Proteins aus der Saccharomyces cerevisiae nutzt, um Protein-Protein-Interaktionen in
vivo festzustellen. In der Hefe wird die Aktivitit der Gene, deren Produkte fiir den
Galaktosemetabolismus zusténdig sind, durch GAL4 und GALS8O reguliert (Guthrie & Fink,
1991; Heslot & Gaillardin, 1992). Die Kontrolle findet iiber die enhancerdhnliche
stromaufwirts-Aktivatorsequenz UASg. Das GAL4 Protein iibt mehrere Funktionen aus, die
sich auf verschiedenen Doménen des Proteins lokalisieren lassen. Die N-terminale DNA-
Bindungsdomédne bindet spezifisch an die GAL1UAS-Sequenz, die C-terminale
Transaktivierungsdomine ist fiir die Aktivierung der Transkription zustindig. Die beiden
Dominen sind voneinander trennbar, eine Eigenschaft, die das Yeast-Two-Hybrid System
ausnutzt. Es wurden mehrere Hefe-Stimme entwickelt, die selber kein GAL4 mehr
produzieren, sowie eine ganze Reihe an unterschiedlichsten Expressionsvektoren, welche
unter anderem fiir eine der beiden Doménen des GAL4 Proteins kodieren. So kodiert z. B. der
pAS2-1 Vektor, welcher auch in Laufe dieser Arbeit verwendet wurde, fiir die GAL4-DNA-
Bindungsdoméne, der pACT-2 Vektor fiir die GAL4-Aktivierungsdoméne. Kloniert man eine
Polypeptid kodierende DNA-Sequenz, die man untersuchen mochte, in die MCS des pAS2-1
Vektors, entsteht in der Hefe ein Fusionsprotein (sog. molekularer ,,Kdder), das die GAL4-
DNA-Bindungsdoméne am N-terminus und das Polypeptid (=Protein) der Wahl (X) am C-
terminus tridgt. Das Fusionsprotein bindet an die in der Hefe vorhandene GALI1UAS.
Allerdings konnen die unter der Kontrolle von GAL1UAS stehende Reportergene (in unserem
Fall lacZ und HIS3) nicht aktiviert werden, da die Transaktivierungsdomine fehlt. Analog
kann eine beliebige DNA-Sequenz in den pACT-2 Expressionsvektor kloniert werden. In der
Hefe entsteht dann ein zweites Fusionsprotein (sog. molekulare ,,Beute®), das die GAL4
Aktivierungsdomine und das gewiinschte Protein Y trdgt. Allerdings kann das Protein von
alleine nicht an DNA binden.

Bringt man beide Proteine in eine Hefe-Zelle zusammen, kann es dazu kommen, dass die
beide Proteine X und Y miteinander interagieren. Dadurch werden die Reportergene aktiviert,



was durch Selektion der Klone auf histidinfreiem Medium sowie einen 3-Galaktosidase Test
nachgewiesen werden kann.

Anstatt einer bestimmten cDNA kann eine ganze cDNA-Bibliothek in den pACT-2
Expressionsvektor einkloniert werden. Durch die gemeinsame Transformation der Bibliothek
und des pAS2-1 Vektors (mit dem Insert der Wahl) kann man Interaktionspartner aus der
Bibliothek ,,fischen®.

CytoTrap Two-Hybrid System

Das CytoTrap Two-Hybrid Verfahren der Firma Stratagene stellt eine modifizierte Form des
»klassischen Two-Hybrid Systems dar und basiert auf der Herstellung von zwei
Fusionsproteinen (,,Kdder und ,,.Beute) deren Interaktion im Cytoplasma der Hefe-Zellen
zur Aktivierung der ,Ras-signaling” Proteinkaskade fiihrt. Durch diese Kaskade wird
anschlieBend das Zellwachstum induziert, was auch das Selektionskriterium dieser Methode
ist.

Fiir das Verfahren wird der temperatursensitive cdc25H Stamm von S. cerevisiae benutzt,
welcher eine Punktmutation in dem cdc25 Gen trigt (cdc = cell division control). Diese
Mutation duflert sich dadurch, dass die Zellen nur bei den Temperaturen im Bereich 22-25°C
wachsen konnen. Wird die Temperatur erhoht, stellen die Zellen ihr Wachstum ein und
sterben.

Das CDC25 Protein ist Hefe-Homolog zum humanen SOS, welches einen ,,guanyl nukleotide
exchange* Faktor darstellt, an Ras bindet und dadurch die ,,Ras-signaling* Kaskade aktiviert.
Das hSOS Protein ist imstande die cdc25 Mutation der Hefe zu retten und den ,,Ras-signaling
Pathway* der Hefe zu aktivieren. Durch Fusion des hSOS Proteins mit dem Polypeptid der
Wahl erhilt man das ,,Kdder*“-Fusionsprotein. Um den ,,Ras-signaling Pathway* zu aktivieren
muss der ,,Kdder* allerdings an die Plasmamembran der Zelle gebracht werden.

Das ,.Beute” Fusionsprotein enthélt die Aminosdurensequenz eines beliebigen Proteins
fusioniert an ein Myristylierungs-Signal, das die ,,Beute* in der Plasmamembran verankert.
Findet eine Interaktion zwischen dem ,,Koder* und der ,,.Beute* statt, wird der ,,Koder* in die
ndhe der Plasmamembran gebracht und der hSOS-Anteil des ,,Koders* aktiviert Ras-Kaskade.
Dadurch wird die Temperatursensitivitit der Zellen aufgehoben so dass sie auch bei hoheren
Temperaturen (37°C) wachsen kénnen.

Methoden fiir den Umgang mit Hefe

Der GroBteil der Methoden fiir den Umgang mit Hefe-Zellen sowie die Zusammensetzung
von Medien und Losungen wurden aus dem Yeast Protocols Handbook (Clontech) und dem
CytoTrap Vector Kit Handbook (Stratagene) tibernommen. Die ¢cDNA Transformation im
BibliothekenmalBstab erfolgte nach dem 2 Hybrid System TRAFO Protokoll (frei zugénglich
unter http://www.umanitoba.ca/academic/faculties/medicina/biochem/gietz/2hs.html).

Plasmidtransformation in die Hefezellen

Plasmidtransformantion in die Hefe erfolgte nach dem modifizierten Quick and Easy TRAFO
Protokoll von Gietz and Woods (1994) (frei zuganglich unter
http://www.umanitoba.ca/faculties/...ts/human_genetics/gietz.Quick.html).



5-10 ml Fliissigkultur mit Einzelkolonie animpfen und max. 16 h bei 30°C, 200 rpm wachsen
lassen. Pro Transformationsansatz wird 1 ml Kultur pelletiert und die LiAc Transformation
durchgefiihrt (nach dem Quick and Easy TRAFO Protokoll von Gietz and Woods, ab Punkt
2).

Proteinextraktion aus den Hefezellen

Die Zellen einer 25 ml Fliissigkultur (ODggo = 0,9-1) 5 min pelletieren, mit dH,O waschen
und in 0,5 ml eiskaltem 2xLaemmli Puffer (frisch zugeben: 0,5 mM PMSF und 0,5 mM
Benzamidin) resuspendieren. Nach der Zugabe von ca. 0,5 ml sduregewaschenen Glass Beads
(Sigma) werden die Zellen durch 4x45 sec vortexen mit je 30 sec Pause auf Eis aufgebrochen.
Nach dem Zentrifugieren kann das Proteinextrakt mittels SDS-PAGE analysiert werden.

Plasmid-DNA Minipriparation aus der Hefe

Die Plasmid-DNA Préparation aus der Hefe wurde nach dem modifizierten Protokoll von
Robzyk und Kassir, 1992, durchgefiihrt.

Die Zellen einer 2 ml Hefekultur (hochziehen UN) werden in 0,1 ml STET-Puffer
resuspendiert, ca. 0,1 ml sduregewaschene Glass Beads (Sigma) zugegeben und der Ansatz
wird 5 min bei 4°C in IKA-Vibrax-VXR (Janke&Kunkel) gevotrext. Nach der erneuten
Zugabe von 0,1 ml STET-Puffer wird die Probe fiir 3 min bei 94°C aufgekocht und 10 min
bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird nach Zugabe von 85 ul 7,5 M Ammonium Acetat
30 min bei -20°C inkubiert und 10 min zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wird anschlieend
mit 0,5 ml eiskaltem Ethanol geféllt und nach dem Waschen in 20 pl TE, pH 8,0 geldst.



4. Ergebnisse

4.1. Mutagenese des Sap47- Gens aus Drosophila melanogaster

Um das Sap47-Gen aus D. melanogaster zu mutagenesieren, wurden zwei verschiede
Moglichkeiten in Betracht gezogen:

1. Gezielte Mutagenese durch homologe Rekombination (nach Kent G. Golic);

2. Gezielte Unterdriickung der Funktion des Sap47-Gens mittels RNA interference (RNA1)

4.1.1. Gezielte Mutagenese des Sap47-Gens durch homologe Rekombination

Die gezielte Mutagenese durch homologe Rekombination wird bereits seit Jahren erfolgreich
bei der Hefe und Maus eingesetzt. Seit kurzem (Rong & Golic, 2000) wird dieses Verfahren
auch zur Modifizierung des Drosophila-Genoms angewendet (ndheres: s. Einleitung).

Da das kritischste Moment, das die Effizienz dieser Methode beeinflusst, die Lénge der
,donor:target“ Homologie ist, die moglichst > 4 kb sein soll (Kent G. Golic, personliche
Mitteilung), wurden zwei unterschiedlich grofle (ca. 5 und 7,6 kb) Bereiche des Sap47-Gens

fiir die Mutagenese ausgewdihlt.

5 kb Sap47 senomisches Fragment

Um das Sap47-Gen von D. melanogaster zu mutieren wurde zunichst ein Donor-Konstrukt

wie folgt kloniert:

1. Restriktionsverdau des genomischen Phagens ®IV (Becker, 1997) mit BamHI und Asp718
(Kpnl), Isolierung des entstehenden 5 056 bp grofSen Fragmentes und Klonierung in den mit
BamHI und Asp718 (Kpnl) geschnittenen pKS-Vektor. Amplifikation des Produktes in E.

coli.

2. Restriktionsverdau des Amplifikates mit Kpn2/ und Religation unter Einfiigen der / Sce-1
Meganuklease Erkennungssequenz (5- TAG GGA TAA CAG GGT AAT - 37). Die
Erkennungssequenz stellt ein Produkt der Hybridisierung zweier von MWG synthetisierten
Oligonukleotide SAP47GTMKpn2l-sense und SAP47GTMKpn2l-anti (s. Material) dar.

Vermehrung in E. coli.



3. Restriktionsverdau des Produktes aus dem Schritt 2 mit Asp718 (Kpnl) und Notl, Isolierung
des ca. 5 kb groflen Insert-Fragmentes und Ligation des Fragmentes mit dem entsprechend

geschnittenen pTV2 Vektor. Amplifikation des Produktes in E. coli.

Das auf diese Weise fertig gestellte Donor-Konstrukt ist in der Abbildung 4.1 dargestellt.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Donor-Konstruktes fiir die gezielte Mutagenese durch die homologe
Rekombination. Der Sap47 genomische Bereich befindet sich zwischen den Kpnl (6525) und Notl (6540)
Erkennungssequenzen des pTV2 Vektors.

Der genomische Bereich des Sap47-Gens (in der Abb. 4.1 grau dargestellt) erstreckt sich
iiber eine Linge von 5065 bp (von der Position 11 866 (BamHI Schnittstelle) bis 16 931
(Kpnl Schnittstelle) des Sap47-Gens) und umfasst ein ca. 4,6 kb groBes 3'-Fragment des
Introns 1, das vollstindige Exon II und ein ca. 200 bp groBes 5'-Fragment des Introns 2
(Sap47-Genorganisation nach Becker, 1997). In die Mitte (Position 13 979 des Sap47-Gens)
wurde eine / Sce-I Meganuclease Erkennungssequenz (in der Abb. 4.1 rot dargestellt) liber die
Kpn2I Schnittstelle eingebracht. Das genomische Fragment befindet sich in dem pTV2-
Transformationsvektor, welcher ein white-Gen (in der Abb. 4.1 als weille Kasette mit der
Bezeichnung w-hs dargestellt) und zwei FRT-sites (blau) enthélt. Das Konstrukt wurde
anschlieBend in w'''® Embryonen injiziert und die injizierten Tiere wie in der Abb. 4.2

dargestellt weiter gekreuzt.

P wilis, .y % wilis, .y
(injiziert)
weiBaugig weiBdugig

F1 alle Nachkommen nach w" Screenen und die rotiugigen zur Vermehrung

mit dem w'! 18; +; + Stamm verpaaren

Abb. 4.2: Kreuzungsschema der injizierten Tiere. Die injizierten Fliegen haben weille Augen, tragen aber
moglicherweise in ihrer Keimbahn das injizierte P-Element. Dieses kann durch die rote Augenfarbe der F1
Generation erkannt werden.



Auf diese Weise wurden vier unabhingige Transformantenlinien isoliert. Durch Kreuzungen

~ TM3Sb, e
” TM6 Th, e

1118,

mit dem w ; + ; + Wildtyp und dem w+ Balancer-Stamm (s. Abb. 4.3) hat

sich herausgestellt, dass zwei der vier Linien die Insertion auf dem I. und die zwei anderen

auf dem II. Chromosom tragen.

Insertion auf dem III. Chromosom:

P W1118'+'£ x W1113_+_TM3Sb,e
T+ " TM6 Th, e
rotdugig weiBiugig
F1 W1118_+_TM3Sbae W1113_+_TM3Sb,e
2 2 P ] s +
W1118_+_TM6Tb,e W1113_+_TM6Tb,e
2 2 P s s +
rotdugig weiBdugig

rotdugige Tiere mit dem gleichen Balancer (z. B. TM3 Sb, e) untereinander kreuzen

_TM3Sb, e

F2 W1118;+;P W1118,+ >

b

w''¥: +:TM3 Sb, e
letal

alle Nachkommen sind rotdugig

Abb. 4.3: Dargestellt ist das Kreuzungsschema mit dem w- Doppelbalancer Stamm fiir das dritte Chromosom
zur Kartierung von P-Element Insertionen (ndheres s. Text).

Die Transformante (rotdugig) wurde mit einer Doppelbalancer-Linie (weiBldugig) flir das
Dritte Chromosom gekreuzt und die rotdugigen Nachkommen (F1) mit dem gleichen Balancer
untereinander verpaart. Liegt die Insertion auf dem dritten Chromosom, haben alle
Nachkommen (F2) rote Augen, da die homozygote Balancer Kombination letal ist. Bei der
Insertion auf dem zweiten Chromosom kommen in der F2-Generation auch die weidugigen
Individuen raus. Insertionen auf dem X-Chromosom werden durch Riickkreuzung von

1118

rotdugigen transgenen Minnchen mit den w ~ Weibchen erkannt. In diesem Fall ist die



Vererbung der Augenfarbe geschlechtsgebunden: alle weibliche F1 Tiere haben rote
Augenfarbe, der minnliche Teil der Nachkommen ist dagegen wei3dugig. Die Insertionen auf
den Y-Chromosom und dem Chromosom IV sind aufgrund deren geringen Grofe sehr
unwahrscheinlich.

Die transgene Tiere wurden einer Testkreuzung mit FLP/I-Scel Fliegen unterzogen (s. auch
Abb. 4.4, P und F1) und die Augenfarbe der Nachkommen analysiert. Man erwartet in der F1-
Generation Mosaik-Tiere, die sich durch die rot-weifl gefleckte bzw. weille Augen

auszeichnen. Die Ergebnisse dieser Kreuzung sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst:
Insertions- | Genotyp der Nachkommen Phénotyp der
chromosom Nachkommen
w’ P[sap47,w*] [ry",70FLP][v",70I-Scel]Sco + | lebensfihig,

1 I N ’ T >; rot-weifle
Augen
lebensfahig,

2 I w’ P[sap47,w*] [ry",70FLP][v",70I-Scel]Sco + | alle rotiugig

W v /- ’ + >§ (keine Mosaik-
Tiere)
w"[ry",70FLP][v",70I-Scel]Sco  + lebensfihig,

3 11 wvi/a’ Psap47,w"] 1y Xﬁ’;ﬁlﬁe

w' [ry",70FLP][v",70I-Scel]Sco +
4 11 wv/a’ Psap47,w"] 1y’ letal

Tabelle 1: Ergebnisse einer Testkreuzung mit FLP/I-Scel Stamm. Bei den Nachkommen handelt es sich um die
F1 Generation. In der ersten Spalte ist Nummer der transgenen Linien zu sehen.

Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich, haben sich nur zwei der vier Linien (Nr. 1 und 3) als
verwendbar erwiesen. Diese wurden fiir die Mutagenese eingesetzt.

Die Mutagenese verlief nach dem folgenden Schema (als Beispiel nur fiir X. Chromosom):



P wP[sapd7,w ;4 + 9 WV ;[ry , 70FLP][v", 70I - Scel] Sco;
- SM6
rotdugige vir. 299 weiBiugige 3343
F1 w’ P[sap47,w" ] ;[ry , 7TO0FLP][v", 701 - Scel]Sco ;l X we TM3 Sb
w v /= + ry’ TM6 Tb
(HS in dem 1. Larvenstadium)
rot-weil gefleckte bzw. weiBdugige vir. Y99 weiBdugige 333
F2 Nachkommen nach w" screenen und mit w~; +; % kreuzen
TM6 Th, e
F3 Screenen nach w' auf dem ITI. Chromosom

Abb. 4.4: Ablauf der gezielten Mutagenese durch homologe Rekombination mit dem ca. 5 kb grofen
genomischen Fragment des Sap47-Gens. Die Kreuzungen fiir das II. Chromosom verliefen analog.

Die fiir das P[Sap47, w'] Donor-Transgen homozygote Tiere wurden mit dem FLP/I-Scel
Fliegenstamm gekreuzt und die Nachkommen (F1) friih in der Entwicklung (= 1.
Larvenstadium) 1 Stunde im 37°C Raum hitzegeschockt. Zur weiteren Kreuzung wurden nur
die Fl1-Tiere mit rot-weil gefleckten bzw. weilen Augen genommen und mit dem
weiBdugigen Doppelbalancer Stamm fiir das dritte Chromosom verpaart. Alle Nachkommen
der F2 Generation wurden nach die Augenfarbe selektioniert und die rotdugige Tiere (=

_TM3Sb, e

mogliche ,,Kandidaten™ fiir die homologe Rekombination) weiter mit w’;+;———

TM6 Th, e
Doppelbalancer gekreuzt. Anschlieend folgte die Selektion nach den Tieren, die das mit dem
w' gekennzeichnete Donorkonstrukt auf dem dritten Chromosom tragen. Die Ergebnisse der

Mutagenese sind in der Tabelle 2 zu sehen.



Weibliche Keimbahn Mainnliche Keimbahn
Chromosom N T NT N T NT
X 1733 0 0 182 0 0
II 210 0 1 104 0 0
Total: 2 229 Tiere (F1) => ca. 280 000 Nachkommen (F2)

Tabelle 2: Ergebnisse der gezielten Mutagenese mit dem 5 056 bp grofen genomischen Fragment des Sap47
Gens. Weibliche und Mannliche Keimbahn sind separat dargestellt. N: die Anzahl der zur Mutagenese
verwendeten F1 Tiere; T: Anzahl der F2 Nachkommen mit homologer Rekombination; NT: Anzahl der F2 Tiere
mit nichthomologer Rekombination.

Wie aus der Tabelle ersichtlich, verlief die gezielte Mutagenese des Sap47-Gens ohne Erfolg.
Bei keinem der ca. 280 000 Nachkommen der F2 Generation wurde homologe Rekombination
im Sap47 Genlokus beobachtet. Es wurde auch nur ein einziges Individuum mit
nichthomologer Rekombination gefunden. In diesem Fall fand eine Mobilisierung des
Donors vom Chromosom II (urspriinglichen Insertionsort) auf das X. Chromosom statt. Diese

Linie wurde aber nicht weiter untersucht.

7,6 kKb Sap47 senomisches Fragment

Der entscheidende Faktor bei der Effizienz der homologen Rekombination ist die Lange des
homologen Bereiches im Donor-Konstrukt. Die Erfolgsrate steigert sich rasant mit der Lénge
des Donors und kann bei den Konstrukten mit ca. 8 kb grof3er ,,donor:target* Homologie im
Durchschnitt ca. 1 homologes Rekombinationsereignis in 2000 Gameten erreichen (Rong et
al., 2002).

Aus diesem Grund wurde ein zweites Donor-Konstrukt fiir Sap47 fertig gestellt und fiir eine
»gene targeting® Mutagenese verwendet. Die ,,donor:target Homologie dieses Konstruktes
erstreckt sich iiber eine Lédnge von ca. 7,6 kb (Bereich zwischen zwei BamHI
Erkennungssequenzen an der Positionen 11 866 und 19 500 des Sap47-Gens) und umfasst ein
ca. 4,6 kb groBles 3’-Fragment des Introns 1, die vollstindigen Exons II und III sowie Introns

2 und 3 und 35 Basen aus dem Exon IV (Sap47-Genomorganisation nach Becker, 1997). Der
Aufbau des Konstruktes ist in der Abb. 4.5 zu sehen.
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Abb. 4.5: Schematische Darstellung des Donor-Konstruktes mit der 7 635 bp grof3en ,,donor-target™ Homologie.
Der genomische Bereich des Sap47-Gens befindet sich zwischen den Not/ Schnittstellen des Vektors und ist als
graue Kasette dargestellt; /-Scel Erkennungssequenz ist in rot und beide FRT Stellen in blau zu sehen. Der
Vektor tragt einen w+ Marker, gekennzeichnet als w-hs.

Das Konstrukt wurde wie folgt fertig kloniert:

1. Schneiden des pBS(Notl)-Plasmids (modifizierte pKS Vektor von Kent G. Golic. Das
Plasmid enthélt eine zusitzliche Notl Erkennungssequent am 5'-Ende der MCS) mit Sall. Die
Schnittstelle mit Hilfe von 5” Fill-In fiillen und die Enden wieder zusammentiigen. Nach der
Amplifikation der Ligationsprodukte in E. coli werden sie durch Sa/l und BamHI Probeverdau
auf das Vorhandensein der Sall Schnittstelle liberpriift. Das auf diese Weise entstandene

modifizierte pBS(Notl) Plasmid wurde als pBS(NotI)ASall gekennzeichnet.

2. pBS(Notl)ASall Vektor mit BamHI schneiden und anschlieBend mit CIAP (Calf Intenstine
Alkaline Phosphatase) 5’dephosphorylieren.

3. DNA der genomischen Phagen ®IV (Becker,1997) mit BamHI inkubieren und das ca. 7,6
kb groen BamHI Fragment des Sap47-Gens isolieren.

4. Fragmente aus den Schritten 2 und 3 durch eine Ligation zusammenfiigen. Selektion und

Vermehrung des Ligationsproduktes in E. coli (SURE2).

5. Klonierung der I-Scel Meganuklease Erkennungssequenz in die Mitte des 7,6 kb groBen
genomischen Fragmentes von Sap47: Das Produkt des Klonierungsschrittes 4 wurde mit Sall
(Schnittstelle in der Position 15 862 des Gens) linealisiert und die 5'-Schnittenden mit CIAP
dephosphoryliert. Die [I-Scel Schnittstelle wurde durch die Hibridisierung zweier
Oligonukleotide (SAP47GTMSall-sense und SAP47GTMSall-anti, s. auch Material)
hergestellt und mit dem durch Schneiden mit Sa/l vorbereiteten Fragment ligiert. Selektion
und Amplifikation des Ligationsproduktes erfolgte in E. coli. Durch Behandlung mit /-Scel
Meganuklease wird der Erfolg der Ligation tiberpriift.



6. Das ca. 7,6 kb groBle genomische Fragment von Sap47 mit der I-Scel Erkennungssequenz
in der Mitte (Produkt aus dem Schritt 5) durch Schneiden mit NotI aus dem pBS(NotI)ASall
isolieren und in den mit Not/ linealisierten pTV2 Transformationsvektor einbringen. Selektion
und Amplifikation des Konstruktes in E. coli. Durch Probeverdau mit EcoRI wird die
Orientierung des Insertes in den Ligationsprodukten bestimmt und das geeignete Donor-

Konstrukt in die w'''® Embryonen injiziert.

Die Injektion von ca. 2000 Embryonen fiihrte zur Isolierung von nur einer transgenen Linie.

~TM3Sb, e
"TM6 Tb, e

1118,

Durch Kreuzen mit w = °; + Tieren (s. Abb. 4.3) wurde die Position des Donors

auf das III. Chromosom festgelegt.
Um das Sap47-Gen durch die homologe Rekombination zu mutieren wurden die transgene

Tiere wie in der Abb. 4.6 dargestellt gekreuzt:



W P[70FLP, ry" ] P[701-Scel,v"]Sco N
b CyO b
P w+;P[76kbSapd7, w'] x <
Vir.OQOo W P[70FLP,ry" | P[70I-Scel,v" ] Ary
TM3 Ser
\
3338

_ P[70FLP,ry* ] P[701-Scel,v*]Sco P[7,6 kbsapd7, w*] )

F1 w
+ +
L. P[70FLP,ry" ] P[70I - Scel,v" ] Ary > N o TM3 Sb
T P[7,6 kbsap47,w "] © "TM6 Tb
(HS in dem 1. Larvenstadium)
rot-weil} gefleckte bzw. weiBdugige vir. 99 333
J
F2 Nachkommen nach w" screenen und mit Flipase Quelle Kreuzen:
W P[70FLP,ry"]P[70I-Scel,v*]Sco P[7,6 kbsap47,w"]? D
’ + " TM3Sb/TM6 Tb
> x P[FLP]
L. P76 kbsap47,w*]?
"7 TM3Sb/TM6Tb
. /
rotaugig

F3 Fall 1: Die Tiere haben ,,mosaik* Augen; d. h. dass die rote Augenfarbe der F2
Generation durch den nichtmobilisierten Donor verursacht wurde.

Fall 2: Die Nachkommen haben keine ,,mosaik* Augen; d. h. mogliche
Rekombinationskandidaten.

Abb. 4.6: Kreuzungsschema der ,,gene-targeting® Mutagenese mit dem ca.7,6 kb groBen genomischen Fragment
des Sap47-Gens.

Die fiir das P[7,6 kb Sap47, w'] Transgen homozygote Tiere wurden mit FLP/I-Scel

Stimmen von Kent. G. Golic verpaart, frith in der Entwicklung (1. Larvenstadium) 1 Stunde



bei 37°C (Luft) hitzegeschockt und Adulte (F1) nach der Augenfarbe und Vorhandensein der
FLP/I-Scel Transgene selektioniert. Die weilldugigen bzw. ,,mosaik® Weibchen der F1

. ) ™ ) ) )
Generation wurden mit & w—;+'ﬂ gekreuzt und die F2 Generation nach die rote

"TM6 Tb
Augenfarbe sortiert. Dieser Schritt wurde in Form von Massenkreuzungen durchgefiihrt.
Dabei wurden je 6 weilldugige/“mosaik™ F1 Weibchen pro grofles Breiglas (Durchmesser ca.
50 mm) eingesetzt. Es wurden insgesamt 1011 Tiere der F1 Generation weiter verpaart.
Alle Tiere der F2 Generation wurden nach der Augenfarbe selektioniert und die rotdugigen
Fliegen (unabhidngig von dem Geschlecht) mit Flipase Quelle gekreuzt. Die rote Farbe der
Augen bei der F2 Nachkommenschaft kann durch zwei Moglichkeiten verursacht werden. Die
erste Moglichkeit wire, dass die Tiere das urspriingliche nichtmobilisierte Donor-Konstrukt
im Genom tragen und dadurch ihre Augenfarbe erhalten (,,Hintergrund*“ Fliegen). Die zweite
Moglichkeit ist, dass der Donor nach dem rausrekombinieren aus dem Genom und
anschlieBende homologe bzw. nichthomologe Rekombination eine neue Position besitzt und
dadurch ebenfalls die rote Augenfarbe verursacht. Alle Tiere, die sich aus den F1-Keimzellen
ohne Donor-Konstrukt entwickelt haben, besitzen auch keinen w' Marker mehr und sind
deswegen weillaugig.
Eine Kreuzung der rotdugigen ,,Kandidaten* mit Flipase Quelle erlaubt es zwischen den
nHHintergrund“ Tieren und den Fliegen mit echten Rekombinationsereignissen zu
unterscheiden. Die nichtmobilisierten Konstrukte kdnnen auf diese Weise mobilisiert werden,
man erhdlt Mosaik Nachkommen. Nach einem Rekombinationserreignes verliert der
urspriingliche Donor eine FRT Stelle und kann nicht mehr mobilisiert werden. Deswegen
konnen die Nachkommen auch keine Mosaiken sein.
Leider flihrte das Screenen von ca. 125 000 Tieren der F2 Generation zum keinen positiven
Ergebnis. Die Einzelkreuzungen mit Flipase Linie haben gezeigt, dass es sich bei allen
rotdugigen F2 Fliegen um die ,Hintergrund“ Tiere mit dem nicht mobilisierten Donor-

Konstrukt handelte.

4.1.2. Versuche zur Ausschaltung der SAP47-Proteinexpression mit Hilfe von RNA
interference (RNAIi)

Als eine andere Strategie, die Expression von SAP47 zu unterdriicken, wurde die RNA
interference eingesetzt (s. auch Einleitung). Diese Methode hat sich in den letzten Jahren als

ziemlich effektiv erwiesen, allerdings ist es kaum mdglich die Expression des gewiinschten



Genprodukts vollstdndig (100%-ig) abzuschalten und es muss mit einem gewissen Prozent
Restexpression gerechnet werden.

Um stabile Sap47 RNAi Linien zu erzeugen wurden zwei unterschiedliche Konstrukte
hergestellt. Grundsitzlich gilt aber, dass die RNAi Konstrukte aus zwei Teilen bestehen: der
erste Teil enthdlt (meistens) eine gewiinschte Sequenz in der ,,sense* Orientierung, der zweite
Teil besteht aus dem dazugehorigen komplementidren Fragment, so dass das Konstrukt im
Endeffekt eine Art ,,inverted repeat* darstellt.

Bei dem ersten RNAi Konstrukt fiir Sap47 handelt es sich um ein so genanntes ,,cDNA
Konstrukt®, welches aus zwei Sap47 cDNAs besteht. Das zweite ,,genomische RNAi*
Konstrukt, enthédlt einen genomischen Bereich aus dem Gen, fusioniert mit dem

entsprechenden cDNA-Fragment in umgekehrter Orientierung.

cDNA-Konstrukt

Wie oben bereits erldutet wurde besteht das Sap47 RNAi cDNA-Konstrukt aus zwei cDNAs.
Beide ¢cDNAs sind ca. 1,1 kb groB und enthalten das vollstindige aminosidurenkodierende
Fragment (s. Anhang) aus der Sap47-1 cDNA (Becker, 1997). Beide Fragmente wurden als
PCR-Produkte gewonnen und in einen pUAST Transformationsvektor (Brand & Perrimon,

1993) gebracht (s. Abb. 4.7).

P5’ white  SV40 1,1 kb Sap47 cDNA 1,1 kb Sap47 cDNA Hsp70 5xUAS P3’
- -
[ 1 1 | e
Notl Kpn2l EcoRI

Abb. 4.7: Schematische Darstellung des Sap47 RNAi cDNA Konstruktes (nicht maBstabsgerecht). Die beiden
Sap47 cDNAs sind als zwei graue Kasetten dargestellt.

Die Klonierung des Konstruktes erfolgte wie folgt:

1. Amplifikation der cDNAs durch eine Linker-PCR (verwendete Primer: s. Anhang). Durch
die Linker-PCR wurden die ¢cDNAs mit den Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme

versehen (EcoRI und Kpn?2[ fiir ,,sense cDNA; Kpn2I und Notl fiir ,,antisense* cDNA).



2. PCR-Produkte mit entsprechenden Restriktionsenzymen behandeln und mit einem mit
EcoRI/Notl geschnittenen pKS Vektor ligieren. Die Selektion und Amplifikation des
Produktes erfolgt in Bakterien (SURE 2).

3. Insert wird aus dem pKS Vektor durch Schneiden mit EcoRI und Notl gewonnen und in ein
durch Verdau mit EcoRI/Notl vorbereitetes pUAST Plasmid kloniert. Selektion und
Vermehrung des Konstruktes in E. coli (SURE 2).

4. Das Konstrukt wurde anschlieend aus Bakterien isoliert und nach einer Sequenzierung in

Embryonen des w'''® Stammes injiziert.

Die injizierten Fliegen wurden wie in Abb. 4.2 dargestellt gekreuzt und mehrere unabhéngige

transgene Linien isoliert. Die Ergebnisse der Transformation sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst:
Linie: Insertionsort Western Blot Bemerkungen
(Chromosom) Analyse
1 2 3 4
I.1 X 2
1.2 X und II 2 DNA-Analyse
[.2.1
1.2.2 nicht untersucht 6
2.3 nicht untersucht 6
L3 I 4-5 homozygot Letal
1.4 I 5-6 DNA-Analyse
L5 Xund IT 2
1.6 X 2-3
1.6.1 nicht untersucht 6
1.6.2 nicht untersucht 6
1.7 II 5
1.9 I 4-5
[.13 II 6
I.15 X 2 DNA-Analyse




1 2 3 4
[.21 Xund IT 2
[.24 II 6 DNA-Analyse
1.28 nicht untersucht 2
1.28.1 X 2
1.28.2 nicht untersucht 6
1.28.3
[.31 11 4-5
1.35 X 2-3
[.35.1 II 6 DNA-Analyse
1.2 1T 2-6 Starke Streuung in der
Intensitét der Reduktion
DNA-Analyse
V.1 I 3 DNA-Analyse
v.2 M1 5-6 DNA-Analyse
\Y II 3 DNA-Analyse
V.1 nicht untersucht 2
V.2 II 2-3
V.3 II 2-3
V.4 II 2
V.5 II 2
V.6 nicht untersucht 2-3
V.7 II 3 DNA-Analyse
VI II 6
VI.1 X 6
VI.2 nicht untersucht 6
VL3 M1 6
VILS 1-2 mehrere Insertionen (2)
VIL.7 nicht untersucht 5-6
VIL7.1 I 5-6
VIIL.8 nicht untersucht mehrere Insertionen (2)
VIL8.1 [T und ? 1-2 mehrere Insertionen (2)
VIIL.10 ITund IT 1
IX nicht untersucht 6 DNA-Analyse




1 2 3 4
IX.1 II 3
IX.1.2 II
IX.1.3 nicht untersucht 3
IX.14 nicht untersucht 3
IX.2 X 6
IX.3 nicht untersucht 6
X IIT und ? 2 mehrere Insertionen (2)
X.1 11 2
X.1.1 111 2
X.1.2 1 2-3
X.1.3 II 2-3
X.2 nicht untersucht 2
X.3 II 2
X.4 II 2-6 Starke Streuung in der
Intensitit der Reduktion
X.5.1 nicht untersucht 2
X.5.2 nicht untersucht 1-2 mehrere Insertionen (2)
X.6 1 2
X.7 II 2
X.8 II 2 DNA-Analyse
X.9 1 2-3
XIIL.1 nicht untersucht 6
XIIT I 2-3
XII.1 11 2-3
XIII.1.1 nicht untersucht 2-3
XII1.2 I 3
XIIL.5 nicht untersucht mehrere Insertionen (2)
XIII.6 1 2-3
X1V nicht untersucht mehrere Insertionen (2)
XIV.1 nicht untersucht 6
XIV.1.2 nicht untersucht 6
XIV.2 nicht untersucht mehrere Insertionen (2)
XIV.3 nicht untersucht mehrere Insertionen (2)




1 2 3 4

XIV .4 II 4-5

XIV.5 1T und ? mehrere Insertionen (2)
XIV.6 nicht untersucht mehrere Insertionen (2)
XIV.7 nicht untersucht 6

XV nicht untersucht 5 semiletal

XV.1 nicht untersucht 6

XV.2 nicht untersucht 6

XV.3 nicht untersucht 6

Tabelle 3: Ergebnisse der Sap47 RNAi cDNA Transformation und Western Blot Analyse. In der Spalte 1 (Linie)
ist die Bezeichnung der transgenen Linie zu sehen. Linien, deren Bezeichnung mit der gleichen romischen Zahl
anfangen, stammen von einer injizierten Fliege (waren also urspriinglich Geschwister).

Die Benotung (= Auswertung) der Ergebnisse der Western Blot Analyse (Spalte 3) erfolgte nach einem 1 bis 6
System.

1- die Restexpression liegt unter 6%;

2- die Restexpression betrigt 15% oder weniger;

3- 15-25%;

4-25-35%;

5-35-50%;

6- die Restexpression betrdgt mehr als 50% der wildtypischen Protein Menge bzw. ist gar keine Reduktion der
Signalstirke zu sehen.

Die Kartierung der Insertionen erfolgte durch die Kreuzungen mit w1”8;+;&8b’e
TM6 Th, e

Fliegenstamm (s. Abb. 4.3). Die transgene Linien wurden als homozygote Stimme etabliert

P[actin Gal4,w "]
CyO

und mit einerw” ; ;+ Linie (G. Pfliigfelder) verpaart (s.Abb. 4.8).

Wi P[Sap47cDNA -Sap47cDNA,w " | E w_;P[actm-Gal4,w ];+

¥ " P[Sap47cDNA - Sap47cDNA,w '] CyO

I, II bzw. III Chromosom

Fl1: w, P[Sap47cDNA -Sap47c¢cDNA, w "]/ P[actin - Gal4, w " ]
w, P[Sap47cDNA -Sap47¢cDNA, w ']/ CyO

L, II bzw. III Chromosom

Abb. 4.8: Kreuzungsschema der transgenen Sap47 RNAi Tiere mit der actin-Gal4 Treiber Linie.



Die nichtbalancierte F1 Generation wurde mit Hilfe von Western Blots auf das
Vorhandensein bzw. die Abundanz des SAP47 Proteins analysiert. Die Ergebnisse der
Western Blot Analyse sind der Tabelle 3 Spalte 3 zu entnehmen. In der Abbildung 4.9 ist ein
Beispiel fiir den Western Blot zu sehen. Da das SAP47 prominent im Nervensystem von D.
melanogaster exprimiert wird, wurden als Proben Kopfhomogenate aufs Gel aufgetragen

(jeweils Homogenat eines Fliegenkopfes/Spur).

~WT VILS VL2 VL1 V.7 'V L13 162 161 WI M

— 83 kDa
— 62 kDa
SAP47 e, " -—-—--‘—47,5 kDa
A,
SIS = LY S
—32,5kDa

—25kDa

WT IX IX2 X X.501 X.8 XII XV XV.2 WI M

— 33 kDa
— 62 kDa
SAP47 —— e . __ 475 kTa
CSP e . D S .. 2 . S = DS
— 325kDa
—25kDa

Abb. 4.9: Western Blot mit Fligenkopfhomogenaten. Geprobt mit MAK nc46 (Verdiinnung 1:150) gegen
SAP47 und MAK ab49 (1:150 verdiinnt) gegen CSP (Beladungskontrolle). Die dueren Spuren enthalten
Homogenate von wildtypischen Fliegen (WT). Die mittleren Spuren wurden mit Homogenaten aus RNAi Tieren
beladen. M: Marker.

Ca. 50% der transgenen Linien zeigten eine deutliche Reduktion der Proteinexpression,
allerdings in unterschiedlichem Grad, was aus der Stirke der SAP47-Signale hervorgeht.
Manche Linien zeigten keine sichtbare Reduktion des Signals.

Die Unterschiede in der Expression von SAP47 bei den RNAi ¢cDNA Fliegen gegeniiber
Wildtyp wurden auch durch immunhistologische Versuche nachgewiesen (Abb. 4.10 und 4.
11).



Wildtyp RNAi cDNA VIIL5/actin-Gal4
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Abb. 4.10: Immunhistochemische Farbung von Schnitten adulter Drosophila Képfe mit MAK nc46 (1:200). Zu
sehen sind ein Schnitt aus dem Kopf der Sap47 RNAi ¢cDNA Linie VIL.5 und einer Wildtyp Kontrolle (20x).

Wildtyp RNAi ¢cDNA VII. 5/actin-Gal4
s ¥
;
»
10 pm 10 pm
—_ —

Abb. 4.11: Larvales Nerv-Muskel Pridparat. Farbung mit MAK nc46 1:50. Zu sehen sind synaptische
Endigungen auf den Muskeln 6/7.

Mit Hilfe eines Southern Blots wurde versucht, die Tiere auf genomischer Ebene zu
analysieren. Dafiir wurde die genomische DNA aus 12 zufillig ausgewéhlten Linien isoliert
und vor der Gel-Elektophorese mit EcoRI und Notl behandelt. Die Auswahl der
Restriktionsenzyme wurde durch die Klonierungsstrategie des RNAi-Konstruktes festgelegt
und sollte optimal dem Ziel des Southern Blots entsprechen, das Vorhandensein und die

Vollstindigkeit des Konstruktes im Fliegen-Genom iiberpriifen zu konnen.



Als Sonde wurde das komplette EcoRI/Notl Fragment (= Insert) verwendet, welches durch
Schneiden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen aus dem urspriinglichen
Transformationskonstrukt isoliert wurde.

Der Southern Blot ist in der Abb. 4.12 dargestellt.

WT13121110 9 8 7 6 5 4 3 2WT S

10.0 kb
8.0khb

6.0 kh
5.0 kb

4.0 kb

3.0kh

1 | 104 =

- - . ' g I-('_. 2.0 kh

— 15kh

Abb. 4.12: Southern Blot Analyse der genomischen DNA . In den &ufleren Spuren (WT) ist die wildtypische
genomische DNA aufgetragen. Die Spuren 2-13 enthalten DNA aus den Sap47 ,,RNAi cDNA* Fliegen. Spur 2 =
genomische DNA der Linie 1.2; Spur 3 = Linie [.4; Spur 4 = 1.15; Spur 5 = 1.24; Spur 6 = 1.35.1; Spur 7 = 11.2;
Spur 8 =1V.1; Spur 9 = 1V.2; Spur 10 = V; Spur 11 = V.7; Spur 12 = IX und Spur 13 = X.8. In der Spur S (=
Sonde) ist zur Analyse verwendetes EcoRI/Notl Fragment (= Insert) zu sehen. M steht fiir Marker. Das Insert-
Fragment lauft bei ca. 2,2 kb (Pfeilspitze).

In den Spuren mit der genomischen DNA aus den Wildtyp Fliegen sind Signale bei ca. 11,5
kb, 7 kb und 1,8 kb zu sehen. Diese Fragmente entsprechen dem endogenen Lokus des Sap47-
Gens. 2/3 aller RNAi ¢cDNA Linien weisen auBlerdem ein starkes Signal bei ca. 2,2 kb
(Pfeilspitze) auf, welches im Wildtyp abwesend ist. Ein Vergleich der Grof3e des Signals mit
der Spur S (= Sonde), welche nur das EcoRI/Notl Fragment des Transformationsvektors
enthdlt, zeigt, dass es sich dabei um das vollstindige RNAi Konstrukt handelt (s. auch
Diskussion). Das Blot zeigt auch, dass ein Teil der Fliegen kein Signal bei 2,2 kb zeigen. D. h.



dass die Tiere auch kein RNAi Konstrukt mehr besitzen, zumindest nicht in der
urspriinglichen Form, obwohl sie durch die rote Augenfarbe ausgezeichnet sind. Nicht
auszuschlieBen ist auch die Moglichkeit, dass die noch im Genom vorhandenen Reste des
Konstruktes so klein sind, dass sie in diesem Versuch nicht mehr nachzuweisen sind. Die
Linie Nr. I1.2 (Spur 7) ist durch ein schwaches Signal bei 2,2 kb ausgezeichnet (s. auch
Diskussion).

Mit Hilfe eines Western Blots kann auch ungefdhr die Stirke der Restexpression eines
Proteins abgeschédtzt werden, indem die Intensitit der Signale einer ,,Standard
Verdiinnungsreihe mit der Signalstirke der ,,Probe* verglichen wird. Dies wurde auch fiir die
Sap47 RNAIi Fliegen durchgefiihrt. Fiir den Versuch wurden Linien ausgewihlt, die die
stirkste Reduktion der Expression in den vorherigen Western Blot Experimenten zeigten.

Zwei solche Beispiele sind in der Abb. 4.13 dargestellt.

actin RNAi VII. 5/actin-Gal4 WT
Gal4 VIL 5
1x 1x 3x 2x 1x 1/16x 1/8x 1/4x 1/2x 1x M
— T kDa
SAPY] evenese — — — —— e — - AP ___ |7LDa
57 S m———e
N e .
— 33 kDa
actin RNAi VIL.10/actin-Gal4 WT
Gal4 VIIL.10
1x 1x 3x 2x 1x 1/16x 1/8x 1/4x 1/2x 1x M
. — 79 kDa
SAP47 eneseses S esscenesanes
USP ————— e o an S
— 33 kDa

Abb. 4. 13: Konzentrations-Western Blot. Auf der rechten Seite des Blots sind Kopfhomogenate wildtypischer
Tiere (WT), aufgetragen in Form einer Konzentrationsreihe, zu sehen. Es sind jeweils ein ganzes bis 1/16 Kopf-
Aquivalent pro Spur aufgetragen. Auf der linken Seite des Blots sind jeweils ein bis drei Kopfe der RNAi/actin-
Gal4 Tiere zu sehen. Zum Vergleich sind auch Kopfhomogenate der actin-Gal4 Treiber Linie allein sowie der
RNAI Linien ohne Treiber zu sehen.

Der Western Blot zeigt, dass die Intensitdt des SAP47 Signals bei der RNAi Linie VILS
ungefdhr der Menge des Proteins in 1/16 des wildtypischen Kopthomogenates entspricht, d. h.

die Restexpression betridgt ca. 6 % der urspriinglichen Expression. Die Expression von SAP47



in der Linie VII.10 wird noch etwas effektiver unterdriickt. Die Restexpression liegt in diesem

Fall unter 6 %.

RNAIi genomisch

Das zweite Sap47 RNAi1 Konstrukt beruht auf sog. genomischer RNAi. Als Anregung zur
Herstellung dieses Konstruktes diente Pubikation einer Gruppe aus Dallas (Kalidas & Smith,
2002). Die Autoren konnten zeigen, dass RNAi Konstrukte, welche in ,,sense” Richtung ein
genomisches Fragment eines Gens enthalten, fusioniert mit einer dazugehorigen

»antisense“cDNA, die Fihigkeit besitzen, Proteinexpression stark zu unterdriicken.

Sap47 cDNA Sap47 genomisch
P5” white SV40 0,85 kb 6 kb Hsp70 5xUAS P3’
—> -
] - [ [ [ s |
Asp718  Kpn2l  Bsp6S8I Notl

Abb. 4.14: Schematisch Darstellung des Sap47 ,,RNAi genomisch” Konstruktes (nicht Mal3schtabgerecht).

Klonierung des Sap47 ,,RNAi genomisch® Konstruktes (Abb. 4.14) erfolgte in folgenden
Schritten:

1.1. Modifizierung des pKS-Plasmids: Uber die Sall/EcoRI Schnittstellen in der MCS des
Plasmids wurde ein Sall-EcoRI Linker (s. Methoden) eingefiigt. Der Linker enthdlt unter
anderen eine Bsp68] Erkennungssequenz. Schneiden des erhaltenen pKS-Derivates mit

Bsp681.

1.2. Durch Schneiden des Sap47 genomischen Fragmentes 1V/4 (Sstl/Sstl in pKS, Becker,
1997) mit MspA1I und Bsp68I wird ein 5 025 bp grofles Fragment isoliert und anschlieBend in
den Vektor aus Klonierungsschritt 1.1 ligiert. Selektion und Amplifikation des Produktes
erfolgt in Bakterien. AnschlieBend die Orientierung des Inserts im Plasmid durch einen

Probeverdau mit BamHI priifen.

1.3. Vektor mit dem korrekt orientierten Insert mit Not/ (Schnittstelle aus der MCS des pKS

Vektors) und Bsp68I schneiden, dabei entstehendes ca. 5 kb grof3es Fragment isolieren.



2.1. Einen ca. 1 kb groBen genomischen Bereich von Sap47, der an das 5 kb Fragment
angrenzt, durch eine Linker-PCR amplifizieren (Primer: s. Anhang) und mit EcoRI und Kpn2I
Schnittstellen versehen. PCR Produkt mit EcoR/ und Kpn2I behandeln.

2.2. Ein 0,85 kb grofles ExonlI-ExonVII Fragment der Sap47-1 cDNA wurde mit Hilfe einer
Linker-PCR vermehrt (Primer: s. Anhang) und die Asp718I/Kpn2] Erkennungsequenzen

angehingt. PCR-Produkt mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdauen.

2.3. Die Produkte aus den Punkten 2.1 und 2.2 werden in einem Schritt in einen mit EcoRI
und Asp7181 geschnittenen pKS ligiert. Selektion und Vermehrung des Ligationsproduktes in

Bakterien.

2.4. Durch die Inkubation des Endproduktes aus den Klonierungsschritt 2.3 mit Asp7/8/ und
Bsp68I wird ein ca. 1,85 kb groBen Fragment isoliert (beide PCR Produkte in einem Stiick).

3.1. DNA-Fragmente aus den Schritten 1.3 und 2.4 mit einem durch Schneiden mit No#/ und
Asp7181 vorbereiteten pUAST Transformationsvektor zusammenfiigen. Selektion und
Amplifikation in Bakterien.
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3.2. AnschlieBend wurde das fertige ,,RNAi genomisch® Konstrukt in w Embryonen

injiziert.

Die injizierten Tiere wurden wie in der Abbildung 4.2 dargestellt weiter gekreuzt und neun
unabhingige transgene Linien isoliert. Fiir jede Linie wurden mehrere Stimme etabliert. Die

Ergebnisse der Transformation sind in der Tabelle 4 zusammengefasst.

Insertionsort Western Blot
Linie: (Chromosom) Analyse

1 2 3
1.2 I 3
1.4 X 3
1.5 I 2
2.1 I 2
2.2 I 2
2.3 I 2




1 2 3
2.4 111 2
2.5 111 2
2.6 111 2
2.7 111 2
3.1 111 6
3.2 nicht untersucht 6
3.3 111 3
3.5 111 5-6
3.6 II 3
4.1 II 3
4.2 11 3
4.3 nicht untersucht 3
4.4 II 3
5.1 X 3
5.2 X 3
5.3 X 3
6.1 II1, homozygot letal 3
6.2 I11, homozygot letal 3
6.3 III, homozygot letal 3
7.3 nicht untersucht 6
7.5 II 6
7.6 II 5-6
7.8 nicht untersucht 5-6
7.9 nicht untersucht 6
7.10 nicht untersucht 6
8.1 111 3
8.5 11 3
8.7 11 5
9.1 nicht untersucht 3
9.2 11 3

Tabelle 4: Ergebnisse der Sap47 ,,RNAi1 genomisch* Transformation und Western Blot Analyse. Aus der ersten
Spalte ist die Bezeichnung der transgenen Linie zu entnehmen. Alle Linien, deren Bezeichnung mit der gleichen
Zahl anfangt, stammten von einer injizierten Fliege, d. h. waren urspriinglich Geschwister.



Die Benotung (= Auswertung) der Ergebnisse der Western Blot Analyse (Spalte 3) erfolgte nach einer 1 bis 6
System.

1- die Restexpression liegt unter 6%;

2- die Restexpression betrigt 15% oder weniger;

3- 15-25%;

4-25-35%;

5-35-50%;

6- die Restexpression betragt mehr als 50% der wildtypischen Protein Menge bzw. es ist gar keine Reduktion der
Signalstirke zu sehen.

Analog zu den transgenen RNAi cDNA Linien, wurden auch ,,RNAi genomisch® Tiere mit
einer actin-Gal4/CyO Treiber-Linie gekreuzt (s. Abb. 4.8) und die Nachkommen mittels
Western Blot Analyse auf die Intensitdt der SAP47 Expression untersucht. Die Ergebnisse der
Analyse sind in der Tabelle 4, Spalte 3 zusammengefasst. Als Beispiel ist in der Abb. 4.15 ein

solcher Western Blot zu sehen.

WT 4.3 42 41 3.3 3.1 2.6 2.4 2.1 1.5 WI M

WT 9.2 9.1 7.5 7.4 6.4 51 WI M

—83kDa
—62kDa
SAPA7 s I p - e __ 175 kDa
Ol eammaersoemeaeeee
—325kDa

Abb. 4.15: Western Blot Analyse der SAP47 Expression bei den Sap47 ,,RNAi genomisch® Tieren. Firbung mit
dem MAK nc46 (1:150) und MAK ab49 gegen CSP (1:150) als Beladungskontrolle. Es wurde jeweils
Homogenat eines Drosophila-Kopfes pro Spur aufgetragen. Zum Vergleich sind in den &dufleren Spuren des Blots
die Wildtyphomogenate zu sehen (WT). In den mittleren Spuren befinden sich Homogenate aus den Kopfen der
RNAI Tiere. M: Marker.

Die Unterschiede in der Expression des SAP47 Proteins konnten auch mit Hilfe von
immunhistochemischen Féarbungen an Drosophila Gehirnschnitten und larvalem Nerv-Muskel

Priparat nachgewiesen werden (Abb. 4.16 und 4.17).



Wildtyp RNAi genomisch 2. 4/actin-Gal4

Abb. 4. 16: Immunhistochemie an Drosophila Kopfschnitten. Farbung mit dem MAK nc46 (1:200). Zu sehen
sind ein Schnitt durch den Kopf der Sap47 ,,RNAi genomisch* Linie 2.4 und Wildtyp Kontrolle (20x).

Wildtyp RNAI genomisch 2. 4/actin-Gal4
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Abb. 4. 17: Larvales Nerv-Muskel Priparat. Firbung mit MAK nc46 1:50. Zu sehen sind die synaptischen
Endigungen auf den Muskeln 6/7.

Analog zu den Sap47 RNAi cDNA Linien wurde auch die Stirke der Restexpression bei den
Sap47 ,,RNAi genomisch® Tieren mittels eines Konzentrations-Western Blots quantifiziert. In

der Abb. 4.18 ist ein solcher Western Blot fiir die ,,RNAi1 genomisch® Linie 2.4 zu sehen.
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Abb. 4. 18: Konzentrations-Western Blot. Auf der rechten Seite des Blots sind Kopthomogenate wildtypischer
Tiere (WT), aufgetragen in Form einer Konzentrationsreihe, zu sehen. Es sind jeweils ein ganzes bis 1/8 Kopf-
Aquivalent pro Spur aufgetragen. Auf der linken Seite des Blots sind jeweils ein bis zwei Kopfe der RNAi/actin-
Gal4 Tiere zu sehen. Zum Vergleich sind auch die Kopthomogenate der actin-Gal4 Treiber Linie allein sowie
der RNAI Linie ohne Treiber zu sehen.

Der Western Blot zeigt, dass die Restexpression in diesem Fall ca. der Menge des Proteins in

1/8 des Wildtyp Kopfes entspricht und somit ca. 12% betrégt.

4. 2. Vergleich der beiden RNAi Konstrukte

Um die Effektivitidt der beiden Sap47 RNAi-Konstrukte direkt zu vergleichen, wurde eine
kleine Auswahl der ,,besten transgenen Linien des RNAi cDNA Konstruktes mit solchen des
»RNAI1 genomisch* auf einem Western Blot analysiert. Der dazugehorige Immunoblot ist in

der Abbildung 4.19 dargestellt.

WT L6 I.21 1.28.1 VILS VIL10 X.2 X.3 XIII 2.4 WI M
—118kDa
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Abb. 4.19: Analyse der Restexpressionsstirke verschiedener RNAi Linien mittels Western Blots. Inkubiert mit
dem MAK nc46 (1:150) und MAK ab49 gegen CSP (1:150) als Beladungskontrolle. Die dufleren Spuren wurden
mit den wildtypischen Kopfhomogenaten beladen (WT). In der Mitte des Blots sind Homogenate der RNAIi
Linien zu sehen. Pro Spur wurde jeweils Homogenat eines Kopfes aufgetragen. M: Marker.



Verglichen wurden 8 verschiede RNAi cDNA Linien, deren Reduktionsstirke im Bereich 6
bis 25% der Restexpression liegt, mit der ,besten ,RNAi genomisch® Linie 2.4
(Restexpression betrdgt ca. 12% der wildtypischen Proteinmenge). Der Western Blot zeigt
eindeutig, dass zwei der RNAi cDNA Linien eine stirkere Reduktion der SAP47 Expression
zeigen als die Linie 2.4 (vergleiche die Intensitét der Signale bei den Linien VIL.5 und VII.10
mit der Signalstidrke der Linie 2.4). Allerdings tragen diese beiden Linien zwei unabhidngige
Insertionen des Transgens, die Aktivitét jedes einzelnen davon wurde nicht separat untersucht.
AuBerdem wurden fiir das RNAi cDNA Konstrukt insgesamt wesentlich mehr Linien als fiir
»RNAi genomisch® untersucht. Aus diesem Grund kann auch keine endgiiltige
Schlussfolgerung iiber die Effektivitit der beiden Konstrukte im direkten Vergleich gezogen

werden.

4. 3. Versuche zur Charakterisierung der SAP47 RNAI Fliegen

Der wichtigste Schritt nach der Herstellung eines genetisch verdnderten Organismus ist seine
Charakterisierung, oder, mit anderen Worten, die Suche nach dem Phénotyp, welcher durch
die Abwesenheit, Reduktion oder Uberexpression eines bestimmten Gen-Produktes verursacht
wird.

Da das SAP47 Protein in der Nervensystem von D. melanogaster, vor allem in den
synaptischen Endigungen lokalisiert ist, kann seine Abwesenheit morphologische
Verdnderungen wie z.B. bei der GroB3e der Boutons und deren Anzahl oder Abweichungen in
der Struktur der Verzweigungen hervorrufen. Um dies zu iiberpriifen wurde die Struktur des
larvalen Nerv-Muskel Préparates der RNAi Tiere mit der des Wildtyps verglichen. Hierbei
wurden bei den Sap47 RNAi Tieren keine auffilligen qualitativen Unterschiede in der

Morphologie des Nerv-Muskel Préparates im Vergleich zum Wildtyp beobachtet.

Bei den Kreuzungen der RNAi Linien mit w~; P[aCtmé GSM’W ]
y

;+ Treiber-Linie (s. auch

Abb. 4.8) fielen die weiblichen Nachkommen der Linie 2.4 mit dem Genotyp

w; P[actln—-'(-}al4,w ];P[sap47 gen-sip47cDNA,w ] durch ihre Sterilitdt auf. Da bisher

noch nicht bekannt ist, welche Gewebe auller dem Nervensystem bei D. melanogaster das
SAP47 Protein exprimieren, ist es auch nicht ausgeschlossen, dass das SAP47 eine Rolle in
den Ovarien spielen kann. Deswegen wurde dieses ,,Sterilitits-Phdnomen® genauer

untersucht. Getestet wurden die Weibchen mit den Genotypen
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Einzelkreuzungen mit w'''"*; +;+ Minnchen in kleinen Breiglisern (Durchmesser 25 mm)

angesetzt. Die Ergebnisse des Experimentes sind in der Abbildung 4. 20 dargestellt.
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Abb. 4.20: Grafische Darstellung der Ergebnisse des ,,Sterilitdts“-Testes. Die Daten sind in Prozent der sterilen
Individuen zu sehen (Y-Achse). Entlang der X-Achse sind die Genotypen der getesteten Tiere angegeben.

Die Abbildung zeigt, dass unter den Bedingungen des Experiments 100% der weiblichen

_ P[actin - Gal4,w "] P[sap47 gen -sap47cDNA,w "]

Individuen mit dem Genotyp w’; n N steril

sind. Allerdings wurde dieser Phéinotyp nicht bei anderen RNAi-Linien oder den

.. Plsap47gen - sap47cDNA, w']2.4

i+ ; Tieren beobachtet. Da der tubulin-Gal4 Treiber
tubulin - Gal4

eine dhnlich starke Inhibition der SAP47 Expression bewirkt wie der actin-Gal4 Treiber (ohne
Abbildung) ldsst sich schlieen, dass die Sterilitdt der actin-Gal4/Sap47 RNAi Kombination
eher durch den genetischen Hintergrund der Tiere und nicht durch die schwache SAP47

Expression zu erkléren ist.



4. 4. Jump-out Mutagenese des Sap47-Gens

Die Suche nach P-Element Insertionen im Sap47-Gen und umgebenden Sequenzen filihrte zur
Identifizierung einer P-Element Linie EY07944 aus dem Screen des Labors von Hugo Bellen

(http://flypush.imgen.bem.tmc.edu/). Die Insertion befindet sich im 5’'-nichttranslatierten

Bereich des Sap47-Gens (s. Abb. 4.21 und Anhang) und ist homozygot vital.

2 E EE 5 -
' ' 1 kb
BRI SRE SR . B 5K sppoms s
1 2 3456 T 8
I I VY VI VI

Abb. 4. 21: Schematische Darstellung der Position des P-Elementes im Sap47 Lokus. Schnittstellen fiir die
Restriktionsenzyme sind mit dem jeweiligen Kiirzel gekennzeichnet: E = EcoRI, B = BamHI, H = HindlIII, S =
Sstl, X = Xhol. In dem P-Element sind (aus Ubersichtlichkeitsgriinden) nur die EcoRI Schnittstellen (relevant fiir
die Southern Blot Analyse) gezeigt. Auch das abgebildete VII/2a genomische Subfragment (Becker, 1997) ist fiir
den Southern Blot von Bedeutung.

Die Western Blot Analyse der Tiere hat gezeigt, dass die Insertion keinen sichtbaren Einfluss
auf die Expression des Gens hat (ohne Abbildung). Mit Hilfe einer Jump-out Mutagenese
wurde versucht das EY-Element zu mobilisieren, in der Hoffnung, auf diese Weise
Deletionen im kodierenden Bereich des Sap47-Gens zu erzeugen und dadurch die Gen-

Expression still zu legen. Die Mutagenese wurde nach dem folgenden Kreuzungsschema

durchgefiihrt (Abb. 4.22):
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Abb. 4. 22: Jump-out Mutagenese des Sap47-Gens von D. melanogaster (naheres s. Text).

Die Linie EY07944 ist mit einem mini-w' Gen markiert und durch ihre rote Augenfarbe
ausgezeichnet. Durch Einkreuzen der stabilen Transposase Quelle P[A2-3, r1y']

(Massenkreuzungen) entstehen Nachkommen (F1 Generation), die sowohl das P-Element als



auch das P[A2-3, ry'] Konstrukt tragen. In der Keimbahn dieser Tiere erfolgt die

- TM3Sb, e

Mobilisierung des  EY07944-Elementes. Sie wurden mit dem w-; +;
TM6 Tb, e

Doppelbalancerstamm verpaart (Massenkreuzungen) und die weildugigen TM6 Tb Tiere der

_Ablp/Asap47 Jo 253

F2 Generation anschlieBend tiber die Defizienz w-;+; (Becker, 1997)
TM3 Sb, e

gekreuzt (Einzelkreuzungen). Tiere der F3 Generation, die kein Balancer Chromosom tragen
wurden mit Hilfe von Western Blot auf das Vorhandensein des SAP47 Proteins analysiert.
Es wurden insgesamt ca. 230 weiBdugige TM6 Tb Tiere (F2 Generation) isoliert und mit der

Ablp/ASap47J0253 Defizienz verpaart. Darunter befanden sich drei Linien mit letalem

Phénotyp, drei Linien mit Reduktion in der SAP47 Expression und drei Linien (ASap47J0156,

ASap47Jo201 und ASap47J0208) mit einer Deletion im kodierenden Bereich von Sap47

(Tabelle 5). Fiir diese letzten drei Linien konnte weder auf dem Western Blot noch in der

Immunhistochemie eine SAP47 Expression nachgewiesen werden (Abb. 4.23 und 4.24).

Linie Western Blot Analyse Betroffen Grofle der Deletion
1 2 3 4
reduziertes Signal bei 5’-nichtranslatierter nur durch
4 47 kDa Bereich und Sequenzieren zu
regulatorische Elemente ermitteln
reduziertes Signal bei 5 -nichttranslatierter
26 47 kDa Bereich und nicht untersucht
Regulatorische Elemente
reduziertes Signal bei 5 -nichtranslatierter nur durch
70 47 kDa Bereich und Sequenzieren zu
regulatorische Elemente ermitteln
156 kein Signal bei 47 kDa kodierender Bereich ca. 2,1 kb
201 kein Signal bei 47 kDa kodierender Bereich ca. 5,8 kb
208 kein Signal bei 47 kDa kodierender Bereich ca. 1,3kb

Tabelle 5: Ergebnisse der Sap47 Jump-out Mutagenese. In der ersten Spalte ist der Nummer der Jump-out Linie
zu sehen. In der zweiten Spalte der Tabelle sind die Ergebnisse der Western Blot Alalyse zusammengefasst. Aus
der Spalte 3 sind die bei den Mutanten deletierte Bereiche zu entnehmen. In der Spalte Nr. 4 sind die Ergebnisse
der Southern Blot Analyse der Tiere zu sehen.
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Abb. 4. 23: Western Blot Analyse der Sap47 Jump-out-Ereignisse. Farbung mit MAK nc46 (1:150) und MAK
ab49 (1:150).

ASap47 Jo'® Wildtyp

2

Abb. 4. 24: Immunhistochemie an Drosophila Kopfschnitten. Farbung mit dem MAK nc46 (1:100). Zu sehen
sind ein Schnitt durch den Kopf der Sap47 null-Mutante (ASap47 J 0156) und Wildtyp Kontrolle (10x).

Die GroBe der Deletionen im Sap47-Gen wurde mit Hilfe einer Southern Blot Analyse grob
definiert. Dafiir wurde die genomische DNA der Tiere mit Hilfe eines EcoRI-
Restriktionsverdaus in Fragmente zerlegt und diese elektrophoretisch aufgetrennt. Als Sonde
wurde das genomische EcoRI-EcoRI Subfragment VII/2a (Becker, 1997) verwendet (s. auch
Abb. 4.21). Die Ergebnisse der Southern Blot Analyse sind in der Abbildung 4. 25 und zu

sehen.
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Abb. 4. 25: Southern Blot Analyse der Jump-out Tieren, geprobt mit dem genomischen Subfragment VII/2a.
Spuren 1 und 2 enthalten DNA wildtypischer Tiere (1: CantonS; 2: W“lg). Spur 3: EY07944 Linie; Spur 4: Jo #
4; Spur 5: Jo#5; Spur 6: Jo# 9; Spur 7; Jo # 10; Spur 8 Jo # 55; Spur 9: Jo # 70; Spur 10: Jo # 156; Spur 11: Jo
# 201 und Spur 12: Jo # 208. M: Marker.

In CantonS und w'''® Tieren (Spuren 1 und 2 des Blots) wurde ein ca. 7,2 kb grofes
wildtypisches EcoRI/EcoRI Fragment markiert. Spur 3 enthdlt genomische DNA der
Insertionslinie EY(07944. Hier sind zwei Signale (ca. 12 und 5 kb grof}) zu erkennen, die
durch die Insertion und EcoRI Erkennungssequenzen im EY-Element hervorrufen werden. In
den Spuren 5-8 sind vier verschiedene Jump-out Linien zu sehen, welche eine wildtypische
SAP47 Expression auf dem Western Blot zeigen. Sie liefern auch auf dem Southern Blot ein
wildtypédhnliches Signal bei ca. 7,2 kb und sind also durch eine mehr oder weniger exakte
Entfernung des P-Elementes ausgezeichnet. Spuren 4 und 9 enthalten genomische DNA der
Tiere mit Reduktion in der SAP47-Proteinexpression. Die Southern Blot Signale bei ca. 8 kb
deuten darauf hin, dass die beiden Linien gleichzeitig mit dem Verlust von 5'-
nichttranslatierten und regulatorischen Bereichen des Sap47-Gens, Fragmente des EY-

Elementes beibehalten haben. Aus der Southern Blot Analyse der Jump-out Linien
ASap47J0156, ASap47Jo201 und ASap47J0208 geht hervor, dass im genomischen Bereich um

die ehemalige Insertionsstelle jeweils vermutlich 2,1 kb, 5,8 kb bzw. 1,3 kb deletiert wurden.
Die genaue Grof3e der Deletionen kann aber erst durch Sequenzierung und direkten Vergleich

der wildtypischen und der Jump-out Sequenzen ermittelt werden.



4. 5. Suche nach Interaktionspartnern fiir das SAP47-Protein aus

Drosophila melanogaster

4. 5. 1. Yeast-Two-Hybrid Screen

Einen wichtigen Hinweis auf die mogliche Funktion eines neuen Proteins konnen
Informationen tiber Interaktionspartner des Proteins liefern.

Da die in unsere Arbeitsgruppe bisher durchgefiihrten Versuche, Interaktionspartner fiir
SAP47 mittels Immun-Coprézipitation zu ermitteln (Huber, 2003; Schaupp, 1998). ohne
Erfolg blieben, wurde mit demselben Ziel eine andere Strategie eingesetzt: Yeast-Two-
Hybrid. Dieses Verfahren ermoglicht es, relativ schnell eine sehr groe Anzahl an
verschieden Proteinen (sog. ,,Beute®) auf ihre Fahigkeit zu testen, mit dem Protein der Wahl
(dem sog. molekularen ,,Koder*) zu interagieren.

Um einen Interaktionspartner fiir SAP47 zu finden wurde zunéchst das GAL4 Yeast-Two-
Hybrid System der Firma Clontech angesetzt. Dieses System macht sich die Eigenschaften
des GAL4 Transkriptionsfaktors aus der Hefe zu Nutze und ist im Methoden-Teil ausfiihrlich
beschrieben.

Da es sich bereits in Laufe meiner Diplomarbeit (Funk, 2000) herausgestellt hat, dass das 347
Aminosduren lange SAP47 als molekularer ,,Kdder* von allein (d. h. in Abwesenheit eines
Interaktionspartners) die Reportergene /lacZ und HIS3 aktivieren kann, das 199
Aminosduren lange C-terminale SAP47-Fragment (AS 149-347) dagegen keine Transkription
dieser Gene hervorruft, wurde versucht, ein moglichst groes SAP47 Fragment, welches
allein keine Transkription der Reportergene auslosen kann, als ,,Kdder* zu klonieren. Dafiir
wurden drei unterschiedlich grofle Fragmente (s. Anhang) der Sap47-1 cDNA (Becker, 1997)
mit Hilfe von Linker-PCR amplifiziert und mit den passenden
Restriktionserkennungssequenzen (s. Anhang) ausgestattet. Nach dem Schneiden der PCR-
Produkte mit den entsprechenden Enzymen und Ligation in den pAS2-1 Expressionsvektor
wurden alle drei ,,Koder Konstrukte darauf getestet, ob sie die Transkription der
Reportergene in der Hefe auslosen. Der B-Galaktosidase Test zeigte, dass alle drei von sich
aus keine Transkription hervorrufen kénnen. Mit Hilfe eines Western Blots wurde zusétzlich
nachgewiesen, dass die ,,Koder* Fusionsproteine in den Hefe-Zellen exprimiert werden (Abb.

4.26).
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Abb. 4.26: Western Blot mit den Hefe-Proteinextrakten geprobt mit MAK 200/7 1:50. Zu sehen sind drei
verschiedene ,,Kdder” Fusionsproteine. Spur 1: Proteinextrakt aus Zellen, die den pAS2-1 Vektor mit dem
vollstindigen ORF von SAP47 (347 Aminoséuren Variante) enthalten; Spur 2: Zellextrakt mit dem 307
Aminosiurelangem SAP47 ,Koder Anteil; Spur 3: der molekulare ,Kdder enthdlt 281 C-terminale
Aminosiduren des SAP47 Proteins; M: Marker.

Die Grof3e der Fusionsproteine setzt sich aus der GAL4-DNA-Bindedoméne (ca. 20 kDa) und
dem SAP47 Anteil in dem jeweiligen Protein zusammen.

Da auch das lidngste (307 Aminosduren grof3e) klonierte SAP47 , Kdder* Konstrukt alle Tests
mit Erfolg bestanden hat, wurde es fiir das Screenen einer D. melanogaster MATCHMAKER
cDNA- Bibliothek ausgewéhlt.

Die Hefe-Transformation im Bibliothekenmalstab erfolgte mit ca. 1 mg cDNA-Bibliothek
(zwei parallele Ansdtze mit je ca. 500 ug DNA) nach dem 2 Hybrid System TRAFO
Protokoll (s. Methoden). Die Zellen wurden auf —Trp/-Leu/-His + 5 mM 3AT Platten

selektioniert und dem ,,blau-weil}* Test unterzogen. Das Screenen von ca. 6 - 10° Kolonien

(Anzahl der unabhédngigen cDNA-Klonen in der cDNA-Bibliothek betrdgt 3,5 - 106) fiihrte
zur Isolierung von ca. 1000 ,,positiven* Klone, die sich nach ca. 1-2 h ab Selektionsbeginn
intensiv blau farbten. Der GroBteil der Klone (ca. 80%) ist beim Screenen verloren gegangen.
Sie sind nach dem abziehen auf die Nitrozellulosefilter nicht mehr nachgewachsen oder ihre
Position konnte nicht mehr genau identifiziert werden. 215 positive Klone wurden ,,gerettet*,
hochgezogen und die ,Beute” Plasmid-DNA aus den Zellen isoliert. Die Inserts (=
Drosophila cDNAs) von ca. 20% der isolierten Plasmide wurden mittels PCR amplifiziert und
die PCR-Produkte ansequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in der folgenden

Tabelle zusammengefasst:



Bei dem Screen gefundene Proteine (,,Beute®) Anzahl
RpL14 (CG6253), strukturelle Komponente der grolen Untereinheit 15x
von Ribosomen

SdHB (Succinate dehydrogenase iron-subunit) 3x
Doa Protein Kinase (im falschen Leseraster) Ix
CG7945, Chaperone 1x
U2A (im falschen Leseraster), RNA-Binding 3x
pK17E, Protein Serine-Threonine Kinase 3x
Prosalpha?7 (im falschen Leseraster), Multicatalytic Endopeptidase Ix
CG2551 Gen Produkt (im falschen Leseraster) 1x
CG1406 Gen Produkt (im falschen Leseraster) 2x
Keine kodierende AS-Sequenz 10x

Tabelle 6: Dargestellt sind die Ergebnisse des Yeast-Two-Hybrid Screens mit dem 307 Aminoséduren langen
SAP47 Fragment.

Die Spezifitdt der Interaktion zwischen SAP47 Protein und RpL14 und CG7945 Proteinen
wurde im Rahmen einer Diplomarbeit (Wittmann, 2002) untersucht. Die Experimente haben
gezeigt, dass es sich dabei vermutlich um keine ,,echten* Interaktionen handelt, da die beiden
»Kandidaten“ allgemein ,klebrig“ sind und unspezifisch auch an die GAL4 DNA-
Bindungsdoméne binden.

Die SdHB und pK17E Proteine wurden ebenso auf die Spezifitit der Interaktion mit SAP47
getestet. Auch fiir diese Proteine konnte keine spezifische Interaktion nachgewiesen werden.
Die cDNAs fiir die Doa Protein Kinase, das U2A Protein, Prosalpha7 sowie die Gene
CG2551 und CG1406 befanden sich im falschen Leseraster und wurden nicht weiter
bearbeitet.

Eine weitere Sequenzierung der Isolierten cDNAs wurde als sinnlos angesehen und nicht

durchgefiihrt.

4.5. 2. CytoTrap Screen

Eine weitere alternative Methode zur Identifizierung von Interaktionspartnern stellt ein
CytoTrap-System der Firma Stratagene dar. Das Verfahren dhnelt dem beim Yeast-Two-
Hybrid, die Interaktion des ,,Kdders* mit der ,,Beute” findet aber im Cytoplasma der Hefe-
Zellen statt (s. auch Methoden-Teil), was in vielen Féllen von Vorteil sein kann.

Um einen CytoTrap Screen durchfiihren zu kénnen wurde zunéchst ein ,,Koder“-Konstrukt

hergestellt. Dafiir wurde die vollstdndige aminosdurenkodierende Sequenz der Sap47-1 cDNA



(Becker, 1997) in den pSos-Expressionsvektor eingebracht. Das cDNA Fragment wurde mit
Hilfe einer Linker PCR amplifiziert und mit Ncol/Sall Schnittstellen flankiert. Nach dem
Schneiden mit entsprechenden Restriktionsenzymen wurde das PCR-Produkt im richtigen
Leseraster in den pSos-Vektor am 3'-Ende des vom Vektor kodierten SOS-Proteins kloniert.
Das auf diese Weise fertig gestellte Konstrukt dient als Matrize zur Herstellung des
molekularen ,, Koders” in den Hefezellen. Dies wurde auch mit Hilfe eines Western Blots

iiberpriift (Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: Western Blot mit den Hefe-Proteinextrakten, geprobt mit dem MAK nb200/7 1:50. Spur 1:
Proteinextrakt aus den Zellen mit dem ,,Kdder” Konstrukt. Zu erwarten ist ein Signal bei ca.150 kDa, das dem
SOS-SAP47 Fusionsprotein entspricht (Pfeilspitze). Die GroBle des Proteins setzt sich aus dem vektoreigenen
SOS Proteinfragment (1067 Aminosduren) und dem SAP47 Anteil (347 AS, entsprechend ca. 47 kDa)
zusammen. Spur 2: Proteinextrakt aus Drosophila Wildtyp Koépfen (8x) als positiv Kontrolle. Zu sehen ist ein
starkes Signal bei ca. 47 kDa (SAP47-Protein). M: Marker.

Die Analyse der Hefe-Proteinextrakte hat gezeigt, dass der gewiinschte molekulare ,,Koder*
in der Hefe hergestellt wird.

Da die Selektion der ,Beute“-Proteine bei dem CytoTrap Verfahren auf der
Temperatursensitivitit der Hefe-Zellen beruht, wurde als nichstes getestet, ob der klonierte
,,Koder* in dieser Form die Sensitivitit der Zellen aufheben kann. Die Methode ist in dem
Stratagene CytoTrap Handbook ausfiihrlich beschrieben und ist dort nachzulesen. Der Test
zeigte, dass das ,,Koder” Protein an sich keine Auswirkungen auf die Temperatursensitivitit
der Zellen hat. Somit sind die Voraussetzungen fiir einen Screen erfiillt. Die Transformation
der cDNA-Bibliothek sowie die Selektion der Hefe-Klone erfolgte nach der Stratagene
CytoTrap Anleitung. Das Screenen von ca. 5,77 - 10* Kolonien fiihrte zur Identifizierung von
45 Hefe-Klonen. Die weiteren Tests haben gezeigt, dass 44 der 45 identifizierten Klone

temperaturinsensitive Revertanten sind. Nur ein einziger Klon (# 39) hat alle Tests mit Erfolg



bestanden. Der Klon wurde hochgezogen, die ,,Beute* Plasmid-DNA isoliert und sequenziert.
Bei dem Vergleich der Sequenz mit Drosophila-Sequenzdatenbank hat sich herausgestellt,
dass es sich um ein bisher unbekanntes Protein (CG12214 Genprodukt) handelt. Das
dazugehorige Gen liegt auf dem Chromosom II (46F3-46F3) und wird (laut EST Datenbank)

in Drosophila Kopfen, Ovarien und Hoden exprimiert.

4. 6. SAP47 Protein aus Drosophila melanogaster : Zusiatzliche

Spleilvarianten

Aus der Datenbank des Berkeley Drosophila Genom Projects (BDGP) gab es Hinweise dafiir,
dass die Sap47 Genomorganisation, sowie die RNA-Spleivorginge wesentlich komplizierter
und vielseitiger sind als urspriinglich angenommen (Reichmuth et al., 1995).

Ein liberzeugender Beweis fiir die Anwesenheit von zusétzlichen, bis heute noch unbekannten
SAP47 Isoformen in der Fliege wire die Visualisierung der entsprechenden Signale auf einem
Immunoblot. Schon allein die Tatsache, dass diese zusédtzlichen Isoformen bis jetzt unentdeckt
geblieben sind, spricht dafiir, dass sie nur in geringeren Mengen als die bekannten SAP47
Proteine (Becker, 1997) bei Drosophila vorkommen. Folgender Versuch fiihrte zum
gewiinschten Ergebnis: Es wurden jeweils Homogenate aus vier (statt normalerweise einem)
Drosophila-Kopfen in jede Spur eines 10%-en Acrylamid-Bisacrylamid Gels (statt 12,5%-ig)
aufgetragen. Das Blotten der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte fiir zwei
Stunden (anstatt normalerweise 1 Stunde) und die Inkubation mit dem ersten Antikorper
(MAK nc46) verlief UN bei 4°C (statt nur 1 Stunde bei RT). Fiir den Versuch wurde ein
frisch aufgetautes Antikorper-Aliquot verwendet. Die Ergebnisse des Experimentes sind in

der folgenden Abbildung (4. 28) zu sehen.
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Abb. 4. 28: Western Blot mit Fliegen-Kopfthomogenaten. Die rechte Seite des Blots wurde mit dem MAK nc46
1:1000 UN bei 4°C inkubiert. Als Beladungskontrolle wurde MAK ab49 (gegen CSP) in der Verdiinnung 1:150
verwendet. In jede Spur wurde Homogenat aus 4 Kopfen aufgetragen. Untersucht wurden fiir SAP47
wildtypische Stimme w''"® und Canton S (CS). Zum Vergleich sind Kopfhomogenate aus zwei verschiedenen
RNAIi ¢cDNA Linien VIL5 und X.6 zu sehen. Die linke seite des Blots wurde 1h Bei RT mit dem MAK nb200/7
in der Verdiinnung 1:50 inkubiert. Spur 1 enthélt gereinigtes His-Tag-SAP47 (347 AS groB3, Transkript I)
Fusionsprotein; Spur 2: gereinigtes His-Tag-SAP47 (551 AS groB3, Transkript V) Fusionsprotein. M: Marker.

Auf dem Western Blot sind mindestens drei Zusitzliche SAP47-Signale zu sehen (bei ndherer
Betrachtung kann man erkennen, dass das grofite Signal eine Doppelbande darstellt).

Diese Signale sind wesentlich schwécher als die Doppelbande bei 47 kDa und (von oben nach
unten) ca. 90, 70 und 62 kDa grof3. Dass es sich um die echte SAP47 Isoformen handelt, kann
man dadurch erkennen, dass die entsprechenden Signale bei den Sap47 RNA1 Linien nur noch
ganz schwach bis gar nicht mehr zu erkennen sind. Die Beladungskontrolle zeigt, dass in jede
Spur ungefdhr die gleiche Menge an Homogenat aufgetragen wurde.

Ein Vergleich der Sequenzen aus der Drosophila Datenbank und in unserer Arbeitsgruppe
sequenzierten Sap47 cDNAs (Becker, 1997) wurde als Ausgangspunkt zur Erstellung einer
aktuellen Sap47 Genstruktur verwendet. Der genomische Lokus erstreckt sich iiber eine

Linge von 24 622 bp und umfasst elf Exons und zehn Introns:

Exon Position im Lange (bp) Bemerkungen
neu (alt) Genlokus (bp)
1(1) 1-1 222 1222 Translationsstart: 1008
(kodierend: 215)
2 9 831-9 878 48
3(2) 16 484-16 732 249




19 040-19 116 77 wird an den Positionen 19 166
4 (3) 19 040-19 137 98 und 19 137 alternativ
gespleilit
5(4) 19 465- 19 565 101
6(5) 19 629-19 903 275
7 (6) 19 969-20 087 119
8 20 872-21 189 318
9(8) 21 747-22 292 546 Translationsstop:21 763
(kodierend: 17)
10 (7) 22 474-22640 167 Translationsstop: 22 479
(kodierend: 5)
11 24 202-24 622 421 Translationsstop: 24 431
(kodierend: 230)

Anhand dieser Daten wurde folgende vorldufige Exon-Intron Srtuktur des Sap47-Gens erstellt
(Abb. 4. 29).
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Abb. 4. 29: Genomische Organisation des Sap47 Gens. Dargestellt ist die vorldufige Exon-Intron Struktur des
Gens (oben). Die Exons sind als horizontale Balken dargestellt und von 1 bis 11 durchnumeriert, wobei die grau-
gefiillte Balken nicht translatierte Anteile symbolisieren. Unten sind fiinf bis jetzt beschriebene Transkripte des
Gens zu sehen. Rechts neben Transkripten sind die berechneten Molekulargewichte fiir die kodierten Proteine
angegeben.

Ein Vergleich mit der frither vorgeschlagenen Sap47 Exon-Intron Struktur (Becker, 1997)
zeigt, dass es drei neue Exons (2, 8 und 11) dazugekommen sind. Die Exons 9 (friiher 8) und
10 (frither 7) liegen in umgekehrter Reihenfolge zueinander als bisher angenommen: Exon 9
befindet sich 5" von Exon 10. Die Exons 9, 10 und 11 enthalten jeweils Stop-Kodons, die das

offene Leseraster beenden und werden bei den verschiedenen Spleiflvarianten alternativ



benutzt. Die Exons 1 (hier befindet sich auch vermutlich fiir alle Transkripte der
Translationsstart), 3, 4, 6 und 7 kommen in allen bisher bekannten Transkripten vor, die
Exons 2 und 8, sowie der 3'-Bereich des Exons 5 werden alternativ benutzt und verursachen

damit die Vielfalt an Sap47 Transkripten.



5. Diskussion

5. 1. Gezielte Mutagenese des Sap47 Gens durch homologe Rekombination

Transposable P-Elemente spielen eine zentrale Rolle bei der gezielten Mutagenesierung der
Gene bei Drosophila. Diese Methode wird oft allen anderen Moglichkeiten bevorzugt.

Die gezielte P-Element Mutagenese sowie auch die andere ,klassische Verfahren zur
Erzeugung von Mutationen (y-Strahlenmutagenese, EMS-Mutagenesen) wurden mehrmals
zur Ausschaltung des Sap47-Gens eingesetzt. Sonja Becker (1997) konnte in Laufe ihrer
Dissertation eine Doppelmutante fiir die Gene blp und Sap47 erzeugen. Allerdings scheiterten
alle Versuche, das im ersten Larvenstadium lebenswichtige bp/-Gen bei der Doppelmutante
zu retten (Becker, 1997; Huber, 2003).

Da alle bisher verwendeten ,.klassischen* Verfahren, eine Sap47-Mutante herzustellen, ohne
Erfolg blieben, wurde versucht das Ziel durch den Einsatz von zwei ,,neueren Methoden zu
erreichen. Eine der beiden im Laufe dieser Arbeit angewendeten Mutagenese-Methoden ist
die gezielte Mutagenese durch homologe Rekombination (,,gene targeting™ Mutagenese).
Diese Methode hat sich in der Hefe- und Maus-Forschung als sehr effektiv durchgesetzt und
ist daher sehr beliebt, was aus der Jahr fiir Jahr rapide steigenden Anzahl an Publikationen
hervorgeht (Miiller, 1999). Die Grundprinzipien dieses Verfahrens wurden bereits in den
siebzigen Jahren fiir die Hefe entwickelt und spéter, nach der Kultivierung von embryonalen
Stammzellen aus Blastocysten der Maus (Evans & Kaufmann, 1981; Martin, 1981), fiir die
Saugertiere etabliert. Im Jahr 2000 gelang es einer Arbeitsgruppe in Utah (Rong & Golic,
2000), gezielte Mutagenese durch homologe Rekombination auch bei Drosophila erfolgreich
durchzufiihren, und etwas spéter konnten sie diesen Erfolg wiederholen (Rong & Golic,
2001). Diese Arbeiten waren der Anlass zu dem Versuch, die Methode zur Mutagenesierung
des Sap47-Gens einzusetzen.

Der entscheidende Faktor bei der homologen Rekombination ist die Lange der ,,donor:target*
Homologie. Die Wahrscheinlichkeit der Rekombination steigt sich mit zunehmender Lénge
der Homologie (bis 10 kb) zwischen dem Donor und ,,Ziel-Locus®. Das gilt sowohl fiir die
Maus (Hasty, 1991) als auch fiir das Drosophila-System (Rong et al., 2002). Bei Drosophila
kann die Effizienz der Rekombination je nach Lange des Donor-Konstruktes und Lage des
Htarget“s im Genom zwischen 1 in 500 bis 1 in 30 000 Gameten variieren (Rong, 2002). Aus
diesem Grund wurden zwei unterschiedlich grofle ,.ends-in“ Donor-Konstrukte fiir Sap47
fertig gestellt. Die ,,donor:target Homologie des ersten Konstruktes erstreckt sich iiber eine

Lénge von ca. 5 kb, bei dem zweiten betragt sie ca. 7,6 kb. Die beiden Konstrukte wurden in



den w'''® Stamm injiziert und mehrere transgene Linien etabliert. Die relativ niedrige Rate
der Transformationsereignisse (vier transgene Linien aus ca. 1200 injizierten Embryonen fiir
das erste Konstrukt und nur eine Linie aus ca. 2000 injizierten Tiere fiir das zweite) kann zum
Ersten durch die GroBle der Konstrukte ( sie betrdgt im ersten Fall ca. 15 800 Basen und fiir
das zweite Konstrukt ca. 18 400 bp) und zum Zweiten durch die Eigenschaften des

I8 Stamm  erneut zu

Transformationsvektors erkldrt werden. Ein Versuch den w
transformieren wurde aus zeitlichen Griinden nicht durchgefiihrt.
Bei der Kreuzung der transgenen Fliegen mit den FLP/I-Scel Stimmen von Kent G. Golic hat
sich herausgestellt, dass nur drei der insgesamt fiinf Linien fiir die ,,gene targeting™
Mutagenese eingesetzt werden konnen. Das Donor-Konstrukt einer der fiinf Linien (5 kb
Homologie, Insertion auf dem X Chromosom) konnte durch die Flipase nicht in den
extrachromosomalen Zustand gebracht werden (s. auch Tabelle 1). Dies konnte durch die
Beschiddigung des Konstruktes bei der Insertion ins Genom zu erkldren sein, das Problem
wurde aber nicht weiter untersucht. Eine andere der fiinf Linien (5 kb Homologie, Insertion
auf dem II. Chromosom) ist homozygot letal, und auch die fiir die Mutagenese essentielle
genetische Kombination P[Sap47,w']/FLP-Scel hat sich als nicht lebensfihig erwiesen (s.
auch Tabelle 1).

Drei der fiinf transgenen Donor-Linien (zweimal mit der 5 kb Homologie und einmal mit dem
7,6 kb groBBen ,,donor:target Homologie-Bereich) haben sich fiir die Mutagenese qualifiziert
und wurden mit FLP/I-Scel Linien gekreuzt. Insgesamt wurden drei verschiedene FLP/I-Scel
Fliegenstamme (alle von Kent G. Golic) verwendet.

Um die unter Hitzeschock-Kontrolle stehenden Transgene fiir die FLP Rekombinase und die
I-Scel Meganuklease zu aktivieren, wurde die F1 Generation friih in ihrer Entwicklung
hitzegeschockt (s. auch Abb. 4.4 und 4.6). Der Hitzeschock wurde fiir 1 Stunde im 37°C-
Raum durchgefiihrt. Die Versuche, die beiden Transgene durch 1 Stunde Hitzeschock bei
37°C im Wasserbad (Golic & Lindquist, 1989) zu aktivieren, fiihrten dazu, dass sich aus den
Kreuzungen nur balancierte und so gut wie keine (sprich 1-3 Fliegen/Glas) Tiere der P[Sap47,
w']/FLP-Scel Kombination entwickelten. Es ist beschrieben (Golic & Linquist, 1989), dass 1
Stunde Hitzeschock bei 37°C Lufttemperatur ca. 30 min im 37°C Wasserbad entspricht und
weniger effizient ist. Wegen der Letalitdt der Nachkommen wurde aber die F1 Generation im
37°C-Raum hitzegeschockt. Diese MaBBnahme war jedoch ausreichend dafiir, dass 100% der
Tiere mit dem P[Sap47, w']/FLP-Scel Genotyp Mosaik-Augen bis weife Augen

entwickelten. Eine Verldngerung der Hitzeschockzeit auf 1h 20 min zeigte keinen



gravierenden Unterschied, noch lédngere Inkubation bei 37°C fiihrte in qualitativen
Vorversuchen zur zunehmenden Letalitidt der Nachkommen.

Zur weiteren Kreuzung wurden F1 Tiere mit Mosaik-Augen bzw. weillen Augen,
tiberwiegend Weibchen, verwendet. Rong und Golic (2002) konnten zeigen, dass die
Rekombination in der weiblichen Keimbahn wesentlich effizienter als in der ménnlichen
ablduft. Aus diesem Grund wurde auch bei der Mutagenese mit dem 7,6 kb homologen
Bereich auf die Minnchen verzichtet und nur die F1 Weibchen zur weiteren Kreuzung
eingesetzt.

Die homologe Rekombination findet in der Keimbahn der F1 Tiere wahrend der mitotischen
Teilung der Keimzellen statt (Rong et al., 2002). Aus diesem Grund wurden alle
Nachkommen (= F2 Generation, s. auch Abb. 4.4 und 4.6) nach der Augenfarbe sortiert. Wird
das Donor-Konstrukt durch die Flipase-Aktivitdt aus dem Genom der Keimzelle entfernt,
entsteht ein extrachromosomales DNA-Fragment, welches durch die homologe bzw.
nichthomologe Rekombination eine neue Position im Genom annehmen kann. Solche
potentielle ,,Kandidaten“ zeichnen sich durch die rote Augenfarbe aus. Ebenfalls rote
Augenfarbe bekommen die Tiere, die sich aus den Keimzellen mit dem nichtmobilisierten
Donor entwickeln (sog. Hintergrund Tiere). Der liberwiegende Anteil der F2 Generation
entwickelt sich aus den Keimzellen, die das Donor-Konstrukt durch Rekombination aus dem
Genom entfernt und in Laufe der weiteren Zellteilungen verloren haben. Diese Tiere besitzen
daher weile Augen.

Die rotdugigen Tiere der F2 Generation wurden weiter verpaart und der Insertionsort des
Donors ndher charakterisiert. Diese Kreuzungen haben gezeigt, dass die rote Augenfarbe der
Tiere in allen Fillen durch das nichtmobilisierte Donor-Konstrukt verursacht wurde. Nur in
einem Fall handelte es sich um ein nichthomologes Rekombinationsereignis (Transposition
des Donors vom Chromosom II auf das X. Chromosom).

Es wurde bereits vermutet, dass die rdumliche (dreidimensionale) Position von ,,donor* und
Htarget im Zellkern einen Einfluss auf die Effizienz des Verfahrens haben kann (Rong et al.,
2002). So wurden z. B. fiir das Gen GC (y-glutamyl carboxylase) vier unterschiedliche
Insertionen des 6,9 kb grolen Donors getestet (Rong et al., 2002). Drei der vier Insertionen
(vermutlich wegen ihrer ungiinstigen Lage im Zellkern?) haben zu keinem Positiven Ergebnis
gefiihrt.

Im Fall des Sap47-Gens wurden drei unterschiedliche Linien mit den Insertionen je einmal

auf dem I, IT und III. Chromosom getestet. Der Ansatz von keiner der drei Linien fiihrte



allerdings zum gewiinschten Ergebnis, obwohl die Anzahl der fiir die Mutagenese
eingesetzten F1 Tiere ausreichen sollte.

Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Lidnge des homologen Bereiches von
Donor und Target zu gering war, um zu einem positiven Ergebnis zu fiihren. Allerdings
beschreiben Rong und Golic (2001) eine erfolgreiche Mutagenese mit einem 2,5 kb grof3en
Homologie Bereich, der somit wesentlich kleiner war als der fiir Sap47 verwendete.

Die absolute Frequenz der homologen Rekombination ist auBerdem Locus-abhéngig und kann
durch Unterschiede in der Chromatinstruktur beeinflusst werden (Miiller, 1999; Rong et al.,

2002).

5. 2. Versuche zur Unterdriickung der SAP47 Expression mittels RNA

interference

Da die Versuche, das Sap47 Gen durch “gene targeting” auszuschalten, erfolglos blieben,
wurde versucht, die Expression mit Hilfe von RNA interference zu unterdriicken. Die beiden
Moglichkeiten Genexpression zu beeinflussen, unterscheiden sich im wesentlichen dadurch,
dass die ,,gene targeting Mutagenese die Expression auf der DNA-Ebene reguliert, die
RNAI greift dagegen auf der Ebene des Transkriptionsproduktes an. Das erklért auch die
Unterschiede in der Effektivitit der Methoden, die Proteinexpression zu unterdriicken.
Obwohl mit Hilfe von RNAi keine vollstindige Ausschaltung der Gen-Aktivitit erreicht
werden kann, wird diese Methode von vielen Arbeitsgruppen dem ,gene targeting*
vorgezogen (Giordano et al., 2002; Kennerdell & Carthew, 2000; Kalidas & Smith, 2002), da
sie ohne groBen Aufwand und relativ ,,sicher” ans gewiinschte Ziel (= spezifische Reduktion
der Expression) flihrt.

Um die Expression von SAP47 in Drosophila mittels RNAi1 zu reduzieren, wurden zwei
unterschiedliche Konstrukte angefertigt und zur Herstellung transgener Tiere verwendet. Bei
dem ersten Konstrukt handelt es sich um einen ,klassischen“ RNAi Ansatz, bei dem das
Konstruktaus zwei cDNA-Fragmenten, kloniert in Form von ,,inverted repeats, besteht.
Diese Form der RNAi Konstrukte stellt eine optimale Matrize fiir den Ausloser des RNAi
Mechanismus dar. Allerdings konnen ,,inverted repeats Fragmente bereits bei der Klonierung
der Konstrukte Komplikationen hervorrufen, da sie meistens ungewdhnlich  stabile
(energetisch gilinstige) Sekundérstrukturen ausbilden, welche durch das Reparatursystem der
bakteriellen Zelle erkannt und beseitigt werden. Auch nach dem Einbringen des Konstruktes

in die gewlinschte Spezies (z. B. Drosophila, Maus usw.) behalten palindromische Transgene



die Fahigkeit zur Bildung von stabilen Sekundérestrukturen. Diese Strukturen kénnen in den
transgenen Tieren ebenfalls als Fehlbildungen auf DNA-Ebene erkannt und ,repariert™
werden. Meistens entstehen dabei kleine asymmetrische Deletionen in der Mitte des
Palindroms, manchmal kann es zum nahezu vollstdndigen Verlust des Transgens flihren. In
jedem Fall wird durch diese Verdnderungen die Struktur des Transgens stabilisiert (Giordano
et al., 2002; Collick et al., 1996). Dieses Phanomen betrifft sowohl die somatischen- als auch
die Keimzellen der transgenen Tiere. In manchen Fillen werden solche Anderungen in der
urspriinglichen Struktur der ,,inverted repeats” in 15-56% der transgenen Tiere beobachtet
(Akgun et al., 1997).

Um die palindromischen Sequenzen zu stabilisieren konnen heterologe Sequenzen zwischen
den beiden Hilften des Konstruktes eingefiigt werden (Piccin et al., 2001). Das erleichtert die
Klonierung der Konstrukte in Bakterien und verhindert den Verlust von Konstrukt-Teilen
nach der Insertion ins Genom. Bereits 200 bp groBe heterologe DNA Sequenzen reichen aus,
um die Struktur solcher instabiler Konstrukte zu schiitzen (Giordano et al., 2002; Lobachev et
al., 2000).

Eine Alternative zu den stabilisierenden heterologen Sequenzen hat eine Gruppe aus Dallas
entwickelt (Kalidas & Smith, 2002). Getestet wurden RNAi Konstrukte, welche in ,,sense*
Richtung genomische Bereiche (Exons und Introns) des gewiinschten ,,Ziel-Gens* tragen,
fusioniert an das dazugehorige cDNA-Fragment in invertierter Orientierung. Durch das
Vorhandensein von Introns im ,,sense“-Bereich kann keine perfekte palindromische Sequenz
entstehen. Solche Konstrukte lassen sich leichter klonieren und sind auch stabil im Genom der
transgenen Tiere. Nach der Transkription des Transgens werden die Introns durch Spleifien
entfernt und ,,inverted repeats* entstehen erst auf RNA Ebene.

Die Herstellung des Sap47 RNAi1 cDNA Konstrukts, welches bereits selbst eine perfekte
palindromische Sequenz darstellt, wurde erst durch den Einsatz von SURE2 Zellen der Firma
Stratagene und durch Hochziehen der Bakterien bei 30°C moglich. Das genomische Sap47
RNAI1 Konstrukt enthilt in ,,sense* Richtung einen ca. 7 kb groBBen genomischen Bereich des
Sap47 (von Exon II bis Exon VII) und in ,,antisense* Orientierung ein entsprechendes ca. 0,85
kb groes cDNA-Fragment (Exonll-ExonVII). Die Injektion der beiden Konstrukte in
Embryonen des w'''"® Stamms fiithrte zur Isolierung von mehreren unabhingigen transgenen
Linien (s. auch Tabellen 3 und 4).

Da die eigentliche Ziel des Experimentes die ubiquitire Unterdriickung der Sap47 Expression
ahnlich einer Null-Mutante war, wurden transgene Tiere mit einer actin-Gal4 Treiber Linie

gekreuzt und die SAP47 Expression bei den Nachkommen mittels Western Blots getestet. Die



Auswahl der Treiberlinie hing mit folgenden Uberlegungen zusammen: der actin Promoter ist
in allen Zellen aktiv, was zu einer ubiquiteren Herstellung des GAL4 Fiihrt. Da das
Expressionsmuster des Sap47-Gens abgesehen von der starken Aktivitit im Nervensystem
noch nicht bekannt ist, gewéhrleistet die ubiquitére Expression des GAL4 Proteins den Abbau
der Sap47 mRNA in jeder einzelnen Zelle.

Die Western Blot Analyse von Kopfhomogenaten zeigt sehr groBle Schwankungen in der
Menge an SAP47 bei den verschiedenen RNAi1 Linien. Die Restexpression bei den Sap47
RNAi ¢cDNA Tieren schwankt je nach Linie zwischen ca. 6% und 100%, d.h. gar keine
Reduktion in der Expression. Diese Schwankungen wurden auch zwischen den Linien, welche
urspriinglich von einem injizierten Tier stammen (=Geschwister) beobachtet (z. B. RNAIi
Linien, deren Bezeichnung mit romischen I ader VII anfangt).

Die genomische DNA der 12 transgenen Linien wurde mit Hilfe einer Southern Blot Analyse
auf das Vorhandensein des Transgens tiberpriift. Durch Restriktionsverdau mit EcoRl und
Notl sollte sich das vollstdndige Transgen-Inserts nachweisen lassen. Die GroBe der Insert-
Fragmente wurde mit der Grof3e des urspriinglichen Inserts verglichen. Diese Analyse zeigte,
dass drei der zwdlf untersuchten RNAi Linien (=25%) gar kein nachweisbares Insert mehr
tragen, obwohl sie durch ihre rote Augenfarbe als transgene Linien gekennzeichnet sind. Dies
steht im Einklang mit bisherigen Befunden anderer Arbeitsgruppen (Giardano et al., 2002,
Collick et al., 1996), dass perfekte palindromische Sequenzen instabil sind und zu Deletionen
oder Rekombination neigen.

Ein Vergleich der Southern Blot Analyse mit dem Western Blot zeigt erwartungsgeméil eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse: nur vollstindige Inserts fiihren zu signifikanter Reduktion
der Expression. Das gilt fiir die Sap47 RNA1 ¢cDNA Linien 1.2, I.15, IV.1, V, V.7 und X.8.
Zwei der zwdlf untersuchten Linien (I.4 und IV.2) zeigen zwar im Southern Blot ein
intensives Insert-Signal bei ca. 2,2 kb, aber keine liberzeugende Reduktion in der SAP47
Expressionsstirke. Das deutet darauf hin, dass neben der Anwesenheit eines intakten RNAi
Konstruktes im Genom der transgene Tiere der Insertionsort fiir die Reduktion in der
Proteinexpression von Bedeutung ist. Allerdings ist eine schwache Reduktion (bis ca. 30%)
der Expression mittels eines einfachen Western Blots aufgrund moglicher Sattigungseffekte
schwer nachzuweisen.

Besonders komplex scheint die Sap47 RNAi cDNA Linie I1.2 (Spur 7 des Southern Blots) zu
sein. Diese Linie weist nur ein ganz schwaches Signal bei 2,2 kb auf, welches auf ein intaktes
Insert nur in einigen der gleichzeitig analysierten 100 Tiere hinweist. Dies entspricht auch den

Ergebnissen der Western Blot Analyse: zwei der sechs analysierten Tiere zeigen eine



deutliche Reduktion in der SAP47 Expression (die Restexpression betrdgt nur noch ca. 15 %
der urspriinglichen Proteinmenge), vier der sechs Tiere zeigen ein wildtypisches SAP47
Signal. Aufgrund dieser Befunde kann gefolgert werden, dass die II.2 RNAi Linie
urspriinglich ein funktionelles Konstrukt besitzt hat, das bei einem Teil der Tiere im Laufe der
Zeit (=2-3 Generationen) verloren ging.

Kreuzungen der Sap47 ,,RNAi genomisch® Linien mit der actin-Gal4 Treiber Linie fiihrten
ebenfalls zur Reduktion in der SAP47 Expression, was mittels Western Blot Analyse sowie
immunhistochemischen Farbungen nachgewiesen wurde. Auch in diesem Fall schwankt die
Intensitdt der SAP47 Restexpression enorm: bei den Linien 2.1-2.7, die urspriinglich von
einem injizierten Tier abstammen, betrdgt sie ca. 12% der wildtypischen Expression, fiir die
Linien 3.1, 3.2 und 7.3-7.10 konnte keine sichtbare Reduktion nachgewiesen werden.
Auffillig ist aber, dass hier zwischen den einzelnen ,,Geschwister“-Linien keine grofen
Schwankungen in der Proteinexpression nachzuweisen sind. Das konnte einerseits durch die
stabile Struktur des RNAi Konstruktes zu erkldren sein, und andererseits aber auch an der
GroBe des Konstruktes liegen. Die Grofe des Konstruktes ist unter anderem fiir die
Transpositions-Effizienz beim Transformieren der Tiere verantwortlich. Je kleiner das
Konstrukt, desto leichter inseriert es ins Genom. Da es sich bei dem Sap47 ,RNAi
genomisch® Transgen um ein ca. 16 kb grof8es Konstrukt handelt (ca. 9 kb Vektor-Anteil plus
ca. 7 kb Insert) ist die Wahrscheinlichkeit, dass mehrere Keimbahnzellen von der Insertion
betroffen werden, vergleichbar klein. Die Geschwister-Linien leiten sich daher vermutlich
von einer einzigen transgenen Keimbahnzelle ab, die nach dem Insertionsereignis noch
mitotische Teilungen durchlaufen hat.

Die Arbeitsgruppe von Dean P. Smith berichtet, dass ,,RNAi genomisch® Konstrukte
nachweisbar effektiver im Vergleich zu den RNAi cDNA Konstrukten sind (Kalidas & Smith,
2002). Ahnliche Beobachtungen beschreiben auch Neil A. Smith mit Kollegen (Smith et al.,
2000) sowie Young Sis Lee und Richard W. Carthew (2003), dabei soll die Quelle der Introns
keine wesentliche Rolle spielen, es sind auch Kombinationen zwischen den Exons eines Gens
und Introns eines anderen moglich. Die Autoren vermuten, dass der Spleilvorgang
moglicherweise den Transport der dsRNA ins Cytoplasma begiinstigt. Aus diesem Grund
wurde versucht die beiden Sap47 RNAi Konstrukte mittels Western Blot Analyse direkt zu
vergleichen. Fiir den Versuch wurden mehrere unabhéngige Sap47 RNAi cDNA Linien mit
der SAP47 Restexpression im Bereich 6-25% und die ,,beste” RNAi genomisch Linie (Linie
2) ausgewdhlt. FEin Vergleich der Restexpression bei diesen Tieren unter identischen

Bedingungen zeigt, dass das RNAi cDNA Konstrukte eine stirkere Reduktion der Expression



mit sich bringen. Allerdings zeichnen sich diese Tiere auch durch mehrere unabhéngige
Insertionen des Konstruktes aus, deren Funktionalitit einzeln nicht untersucht wurde. Wie die
oben beschriebenen Ergebnisse der Southern Blot Analyse zeigen, sind die RNAi cDNA
Konstrukte duBerst instabil und koénnen durch die Reparatursysteme der Zelle beschidigt
werden, was einen Funktionalititsverlust des Transgens mit sich bringt. Deswegen darf man
nicht ohne weiteres davon ausgehen, dass das Vorhandensein zweier Insertionen automatisch
mit der Anwesenheit zweier funktionstiichtiger Konstrukte gleich gesetzt werden kann. Auch
die Anzahl der fiir das RNAi cDNA Konstrukt getesteten Linien iibersteigt die fiir das RNA1
genomisch. Aus diesen Griinden kdnnen keine endgiiltigen Aussagen iiber die Effektivitit der

beiden Konstrukten gemacht werden.

5. 3. Versuche zur Phinotypisierung der RNAi Tiere

An die Herstellung eines neuen (mutanten bzw. transgenen) Organismus muss sich die Suche
nach dem Phinotyp anschlieBen, der durch die genetische Verdnderungen bedingt ist. Diese
Arbeiten sind oft wesentlich zeit- und arbeitsaufwendiger als die Herstellung des Organismus
selbst. In Laufe dieser Arbeit konnten aus Zeitgriinden nur wenige einfache Experimente zur
Ermittlung eines Phinotyps bei Sap47 RNAI Tieren durchgefiihrt werden.

Das SAP47 Protein aus Drosophila melanogaster wird prominent im Nervensystem der Tiere
exprimiert. Das wurde anhand von immunhistochemischen Farbungen und Western Blot
Analyse untersucht (Reichmuth et al., 1995) und hier bestdtigt. Aufgrund der Lokalisation des
Proteins im Cytoplasma der synaptischen Boutons stellt sich die Frage, ob seine Abwesenheit
zu den Verdnderungen in der Morphologie der Endigungen fiihrt. Diese Frage kann durch die
Féarbung von larvalen Nerv-Muskel Priparaten mit Antikdrpern gegen ein an der Synapse
lokalisiertes Protein und den Vergleich der Morphologie mit dem Wildtyp beantwortet
werden.

Bei der Farbung des larvalen Nerv-Muskel Priparates von Sap47 RNAi Tieren (RNAi cDNA
Linie VIL.5) mit dem MAK ab49 (anti CSP) und dem qualitativen Vergleich der Ergebnisse
mit dem Wildtyp waren keine auffdlligen morphologischen Unterschiede zu sehen. Der Nerv-
Muskel Priaparat der RNAi1 Larven sieht Wildtyp-&hnlich aus. Der Nachweis von kleineren
Unterschieden in der Zahl der Boutons, ihrer genauer Verteilung auf den Muskeln oder den
Verzweigungsmustern der Motoneuronen wurde jedoch umfangreiche quantitative Analysen
erfordern, die im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich waren.

Bei den Kreuzungen der RNAI Linien fiel auf, dass die Weibchen der RNAi1 genomisch 2. ...

Linien in Kombination mit den actin-Gal4 Treiber steril sind. Da es sich hier um einen



moglichen SAP47 Phinotyp handeln konnte, wurden diese Tiere durch Einzelkreuzungen mit

w''"® Minnchen genauer untersucht. Diese Kreuzungen haben gezeigt, dass 100% der Tiere

mit dem W_;P[actln- i}al4,w ];P[sap47gen-sapt7cDNA,w 12..

— Genotyp steril sind und

keine Nachkommen produzieren. Allerdings zeigen andere RNAi Linien diesen Phénotyp
nicht, auch nicht die Linien VIL.5 und VII.10, die eine noch starkere Reduktion der SAP47
Expression als die Linien 2. ... bewirken. Auch die Kombination der Linie 2. ... mit einem
anderen ubiquitdren Gal4 Treiber (tubulin-Gal4) zeigte keinerlei Reduktion der Fertilitét.

Aufgrund dieser Befunde kann mit groBBer Wahrscheinlichkeit gefolgert werden, dass die
Sterilitdt auf den Insertionsort der Linie 2. ... in Kombination mit der actin-Gal4 Linie

zuriickzufiihren ist und es sich um keinen echten SAP47 Phanotyp handelt

5. 4. Jump-out Mutagenese des Sap47-Gens

Fiir die Jump-out Mutagenese des Sap47-Gens wurde die vor kurzem isolierte P-Element
Linie EY07944 mit der Insertion in dem 5’-nichttranslatiertem Bereich des Gens verwendet.
Durch Western Blot Analyse konnte gezeigt werden, dass die Insertion an sich keinen
Einfluss auf die Expression des Gens hat. Dies ist nicht verwunderlich, da die kodierenden
Bereiche des Gens durch die Insertion des EY-Elementes nicht betroffen sind.

Es wurden insgesamt ca. 230 Tiere, die ihr EY-Element komplett bzw. seine Fragmente
inklusive mini-w~ Gen verloren haben, auf Expression von Sap47 mittels Western Blot

getestet. Da die flir die Jump-out Mutagenese eingesetzte autonome Transposasequelle P[A2-
3, ry+] mit dem dominanten Stubble (Sb) Marker gekoppelt ist, wurde die F2-Generation

nach weilldugigen Tb Tieren selektioniert und diese zur weiteren Kreuzung verwendet. Auf
alle mit Sb markierten ,, Jump-out-Kandidaten* (ca. 50% der in Frage kommenden Tiere)
wurde verzichtet, da sie von dem mit Sb gekoppelten Transposase Konstrukt nicht ohne
weiteres zu unterscheiden waren. Diese Tatsache senkte die Erfolgsrate der Mutagenese um
ca. 50%. AuBerdem verminderte auch die mogliche Rekombination zwischen dem EY (07944
tragenden Chromosom und dem Chromosom mit der Transposase Quelle in den Keimzellen
der F1-Generation die Erfolgschancen der Mutagenese, da durch die Rekombination das
EY07944 Chromosom mdglicherweise mit Sb-Marker markiert und dabei nicht weiter

untersucht wurde.



Das Screenen von ca. 230 Tieren fiihrte zur Isolierung von drei Linien mit letalem Phanotyp,
drei Linien mit einer Reduktion in der Expression von Sap47 und drei weiteren Linien, fiir die
auf dem Western Blot keine SAP47 Expression mehr nachgewiesen werden konnte.

Der letale Phanotyp der drei Linien (Jo # 27, Jo # 50 und Jo # 123) ist mit sehr grofer
Wahrscheinlichkeit auf eine durch unprizises Entfernen des EY-Elementes entstandene
Deletionen im Bereich des blp-Gens zuriickzufithren. Das blp-Gen liegt ca. 200 bp
stromaufwérts vom 5'-Ende des Sap47-Gens und ist fiir die Entwicklung essentiell (Becker,
1997). Deletionen im blp-Gen fiihren zur Letalitdt der Tiere im 1. Larvenstadium (Becker,
1997; Becker et al., 2001). Diese Linien wurden nicht weiter charakterisiert.

Die Western Blot Analyse der drei Jump-out Linien Jo # 4, Jo # 26 und Jo # 70 zeigte eine
Reduktion in der SAP47 Proteinexpression. Diese kann durch Deletionen in den 5'-
nichttranslatierten Bereichen des Gens sowie stromaufwirts oder stromabwiérts liegenden
regulatorischen Elementen hervorgerufen werden. Da diese ,regulatorischen® Jump-out
Linien homozygot vital sind, kdnnen sich die Deletionen in die 5’-Richtung relativ zur
urspriinglichen EY07944-Position bis auf eine Grof3e von max. 0,47 kb erstrecken, da gréfere
Deletionen unvermeidlich zur Beschddigung des weiter stromaufwirts liegenden b/p-Gens
und somit zur Letalitdt der Tiere filhren wiirde. Die Sap47-Genlokus Analyse fiir die Linien
Jo # 4 und Jo # 70 mittels eines Southern Blots hat gezeigt, dass trotz der durch Mobilisierung
des EY-Elementes entstandenen Deletionen Fragmente des EY-Elementes im Genom noch
vorhanden sein miissen. Eine genauere Aussage iiber die Grofle der Deletionen sowie der
noch vorhandenen Reste des EY-Elementes kann erst nach einer Sequenzierung der
betroffenen Bereiche gemacht werden, was aus zeitlichen Griinden im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr durchgefiihrt werden konnte.

Die Jump-out Mutagenese fiihrte auch zur Isolierung von drei unabhingigen Fliegenlinien
(ASap47J0156, ASatp47J0201 und ASap47J0208), welche keine Expression des SAP47-Proteins

auf dem Western Blot und in der Immunhistochemie zeigen und somit Null-Mutanten fiir das
Sap47-Gen sind. Die Southern Blot Analyse der genomischen DNA der Tiere hat gezeigt,

dass es sich dabei um grof3e und sogar sehr groe Deletionen im Sap47-Lokus handelt. So
zeigt die Jump-out Linie ASap47J0156 im Southern Blot ein Signal bei ca. 5,1 kb (statt eines
wildtypischen Signals von ca. 7,2 kb), was auf eine mindestens 2,1 kb groBBe Deletion
hinweist. Bei der Linie ASap47Jo208 fehlen mindestens 1,3 kb aus dem Sap47-Lokus. Die
Deletion bei der Jump-out Linie ASap47Jo201 erstreckt sich iiber eine Lange von mindestens

5,8 kb und ist somit die grofBte aus dieser Mutagenese.



Da alle drei Linien homozygot lebensfihig sind und auch keine offensichtlichen Stérungen
bei der Entwicklung zeigen, kann ausgeschlossen werden, dass durch die entstandene
Deletionen im Sap47-Gen das Nachbargen blp beschiddigt wurde. Bei genauer Betrachtung
des Sap47-Genlokuses und der umgebenden Sequenzen finden sich noch zwei kleine putative
Gene CG5478 und CG31088, die auf dem Gegenstrang in der Nachbarschaft von Sap47 bzw.
im groBten Intron des Sap47-Gens selbst liegen (Abb. 5. 1).
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Abb. 5. 1: Sap47-Genlokus. In der oberen Teil der Abbildung sind die Gene des ,,sense-Stranges dargestellt,
der unteren Teil der Abbildung sind die auf dem ,antisense“-Strang liegende Gene zu entnehmen.
Restriktionsschnittstellen wie in der Abb. 4.21.

Der Transkriptionsstart des CG5478-Gens liegt 1,385 kb stromaufwirts vom 5’-Ende des
Sap47-Gens und somit 1,077 kb entfernt von der EY07944 Insertion. Obwohl es sich dabei
um eine relativ groBe Entfernung handelt, kann nicht ohne weiteres ausgeschlossen werden,
dass durch die Mobilisierung des EY-Elementes moglicherweise regulatorische Elemente des
CG5478-Gens wie z.B. Enhancer deletiert wurden. Die Beschddigung regulatorischer
Elemente ist meistens von Verdnderungen des Gen-Expressionsmusters begleitet, fiihrt also
zu raumlichen und/oder zeitlichen Modifikationen bzw. Ausfillen in der Genaktivitit. Die

Grofe der Deletionen im Sap47 ldsst vermuten, dass der transkribierte Bereich des CG31088-

Gens nicht betroffen sein sollte, zumindest nicht bei den Linien ASap47J0156 und

ASap47J0208, die durch kleinere Deletionen ausgezeichnet sind. Da regulatorische Elemente
eines Gens eine beliebige Position relativ zum transkribierten Bereich des Gens
(stromaufwirts, stromabwirts, in Introns) haben konnen, konnte es aber durch Deletionen im
Sap47-Bereich auch zur Entfernung regulatorischer Elemente des CG31088-Gens kommen.
Ob die beiden Gegenstrang-Gene (CG5478 und CG31088) in der Sap47-Nachbarschaft
tatsdchlich durch die Deletionen im Sap47 beeintrachtigt wurden, kann durch eine Northern
Blot Analyse bzw. quantitative RT-PCR festgestellt werden. Dies war aber aus zeitlichen

Griinden in Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich.



5. 4. Suche nach den Interaktionspartnern fiir SAP47

Das SAP47 Protein gehdrt zu einer neuen Proteinfamilie mit unbekannter Funktion. Die
Suche nach moglichen Funktionsaspekten wird durch die Abwesenheit von bekanten
Proteindomdnen sowie — bis kurz vor dem Abschluss dieser Arbeit — das Fehlen einer
Nullmutante erschwert, zwei wichtigen Elementen, die einen Hinweis auf die Funktion des
Proteins geben konnten. Eine weitere Moglichkeit, die Funktion eines Proteins zu ermitteln,
ist die Suche nach seinen Interaktionspartnern. Diese konnen mdglicherweise direkt oder
indirekt einen wichtigen Hinweis geben und damit helfen, die Funktionssuche auf einen
bestimmten Bereich einzuschrianken. Diese Moglichkeit wurde auch fiir das SAP47 Protein in
Betracht gezogen. Bereits mehrfach wurde in unseren Arbeitsgruppe versucht einen
Interaktionspartner fiir SAP47 mittels Co-Immunprézipitation zu finden (Schaupp, 1998;
Huber, 2003), diese Anstrengungen waren aber nicht erfolgreich.

Eine zur Co-Immunprézipitation alternative Moglichkeit stellt ein Yeast-Two-Hybrid Screen
dar, ein Verfahren, das bereits im vielen Arbeitsgruppen zu wichtigen Befunden fiihrte
(Tobaben et al., 2001; Lao et al., 2000). Ein groBer Vorteil dieser Methode besteht darin, dass
eine sehr grole Anzahl von beliebigen Proteinen in kiirzester Zeit und mit relativ kleinem
Aufwand getestet werden kann. Aus diesem Grund wurde dieses Verfahren fiir das SAP47
Protein angewendet.

Um die Methode iiberhaupt einsetzen zu konnen, miissen drei Bedingungen erfiillt sein. Zum
Ersten muss sichergestellt sein, dass der molekulare ,,Koder* in den Hefe-Zellen exprimiert
wird. Das geschieht, indem man Proteinextrakte aus den Zellen mit dem entsprechenden
Expressionsvektor mit Hilfe eines Immunoblots analysiert. Es stehen mehrere
unterschiedliche Hefe-Stimme zur Verfligung (z.B. HF7c, Y190, CG1945 usw.), die
unterschiedlich starke Expression des ,,Kdders* gewihrleisten. So ist z.B. fiir den HF7c Hefe-
Stamm (Bartel et al., 1993) eine schwache, fiir den Y190 Stamm (Harper et al., 1993)
dagegen eine starke Expression beschrieben.

Zum Zweiten muss nachgewiesen werden, ob der in Cytoplasma der Hefe-Zellen entstehende
,»Koder in den Kern der Zelle transportiert wird und an die DNA bindet. Bei dem in dieser
Arbeit verwendeten ,klassischen” Gal4 System der Firma Clontech kann diese Frage nicht
ohne weiteres liberpriift werden.

Zum Dritten muss getestet werden, ob der molekulare ,,Koder* von sich aus beireits die unter

UAS-Kontrolle stehenden Reportergene aktivieren kann und somit fiir das System (zumindest



in dieser Form) nicht geeignet ist. Bei dem hier verwendeten Gal4 Verfahren wird dieser
Parameter durch einen 3-Galactosidase Test untersucht.

Die Expression des GAL4-BD-SAP47 Fusionsproteins in der Hefe konnte mit Hilfe des MAK
nb200/7 auf einem Western Blot detektiert werden. Sowohl der Y190 Hefe-Stamm als auch
HF7c stellten eine fiir den Nachweis ausreichende Menge an Fusionspotein her.

Die Ergebnisse des B-Galactosidase Tests haben dagegen gezeigt, dass die vollstindige 347
Aminosduren kodierende SAP47 Sequenz von sich aus die Reportergene lacZ und HIS3
aktivieren kann und somit als ,,Kdder* ungeeignet ist. Allerdings war der 199 Aminosduren
grof3e Carboxyterminus von SAP47 in dieser Hinsicht vollkommen innert (Funk, 2000).

Die Verwendung von Proteinfragmenten als molekularer ,,Koder* fiir den Screen von cDNA-
Bibliotheken ist in vielen Publikationen beschrieben (z. B. Lao et al., 2000) und ist sogar
ratsam, vor allem bei besonders groen Proteinen, da diese von Peptidasen der Hefe in
kleinere Fragmente, welche eine unspezifische DNA-Bindeaffinitdt haben konnen, zerlegt
werden und damit zu einem hohen Anteil an falschpositiven Signale fiihren (MacDonald,
2001). Allerdings werden in solchen Fillen meist bestimmte Proteindoménen als ,,Koder*
eingesetzt. In unserem Fall bleibt die Doménenzusammensetzung des Proteins noch
weitgehend ungeklart, deswegen ist eine willkiirliche Fragmentierung des SAP47 Proteins mit
der Gefahr verbunden, fiir die Interaktionen funktionell wichtigen Dominen zu zerstoren.
Deswegen wurde versucht ein moglichst groles Fragment des SAP47 Proteins, das von sich
aus keine Aktivitdt der Reportergene hervorruft, zu klonieren und fiir einen Bibliothek-Screen
einzusetzen. Durchgesucht wurde die adulte D. melanogaster MATCHMAKER cDNA-

Bibliothek. Die Transformation erfolgte in HF7c Zellen, welche durch eine stringente
Kontrolle des HIS3 Repotrergens ausgezeichnet sind. Das Screnen von ca. 6 - 10° Kolonien

(was einer relativ guten Transformationsrate enspricht) fithrte zur Isolierung von ca. 1000
»positiven* Klone. Ca. 80% der Klone gingen in den nachfolgenden Schritten verloren. Die
cDNA-Inserts von 40 ,Beute“-Plasmiden wurde sequenziert und durch Vergleich mit
Sequenzen aus der Drosophila-Datenbank identifiziert. AnschlieBend wurden die
,Kandidaten* auf Spezifitit der Interaktion mit SAP47 getestet, indem die dazugehdrigen
»Beute® Plasmide zusammen mit dem ,nackten® pAS2-1 Expressionsvektor in HF7c und
Y190 Zellen gebracht und diese dann der ,,blau-weil3* Selektion unterzogen wurden. Die
Selektion hat gezeigt, dass alle isolierte ,,Kandidaten* allgemein ,klebrig* sind und keine
spezifische Interaktion mit dem SAP47 eingehen. Solche ,klebrigen* Proteine kommen als
,»falsch positive™ Signale bei jede Screen vor, inzwischen wurden sogar ganze Gruppen von

unterschiedlichen ,,klebrigen* Proteinen (z.B. ribosomale Untereinheiten, heat-shock Proteine,



Untereinheiten von Proteasomen und Komponenten des Cytoskeletts) beschrieben
(Serebriiski & Golemis, <http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/ InteractionTrapInWork.

html.>).

Ergidnzend zum Yeast-Two-Hybrid System wurde das CytoTrap Verfahren der Firma
Stratagene flir die Suche nach Interaktionspartnern fiir SAP47 eingesetzt. Der grofite Vorteil
des Verfahrens gegeniiber dem ,klassischen” Yeast-Two-Hybrid System besteht darin, dass
die Interaktion zwischen dem ,Kdder und ,,Beute” im Cytoplasma der Zellen stattfindet.
Dadurch entfillt die Notwendigkeit, den Transport von ,Kdder“ (und ,,Beute”) in den
Zellkern zu kontrollieren. AuBBerdem besteht bei dieser System die Moglichkeit, Proteine,
welche im ,klassischen Verfahren von sich aus die Expression der Reportergene stimulieren
konnen (wie z.B. der vollstindige ORF von SAP47), als ,,Kdder* einzusetzen.

Auch fiir dieses Verfahren ist der molekulare ,,Kdder” erst dann einsatzbereit, wenn er
mehrere Bedingungen erfiillt. Zum Ersten muss ebenfalls nachgewiesen werden, dass das
Protein in den Hefe-Zellen exprimiert wird. Da wir die Doméadnenzusammensetzung von
SAP47 nicht kennen, wurde als erstes versucht, den vollstindigen ORF der 347 Aminosduren
grolen SAP47 Isoform als , Kdder einzusetzen. Die Western Blot Analyse der Hefe-
Proteinextrakte hat gezeigt, dass das Fusionsprotein in den Zellen vorhanden ist und damit die
erste Bedingung erfiillt.

Zum Zweiten muss sichergestellt werden, dass der ,Koder von sich aus die
Selektionsbedingungen nicht autheben kann. Bei den im CytoTrap Verfahren verwendeten
Hefe-Stimmen handelt es sich um temperatursensitive cdc25 Mutanten. Die Zellen konnen
ohne weiteres bei niedrigeren Temperaturen (22-25°C) wachsen, sterben aber bei 37°C ab.
Wird diese Besonderheit durch die alleinige Anwesenheit des ,,Koders® in den Zellen
aufgehoben, ist er fiir den Screen nicht zu gebrauchen. Der Test hat gezeigt, dass der klonierte
ORF von SAP47 von sich aus nicht in der Lage ist, die Temperatursensitivitit der Zellen
aufzuheben und deswegen fiir den Screen gebraucht werden kann.

Das Screenen von ca. 5,77 - 10* Klonen fiihrte zur Isolierung von 45 Klonen, die die Fahigkeit
besallen, auch bei hoheren Temperaturen zu wachsen. Allerdings sind die cdc25 Hefe Stimme
durch eine hohe Mutationsrate ausgezeichnet, was zu einer hohen Anzahl an
temperaturinsensitiven Revertanten fiihren kann. Solche Hefezellen kénnen dann auch in
Abwesenheit einer ,,Koder-Beute® Interaktion bei 37°C wachsen. Um solche
temperaturinsensitiven Revertanten von den ,,putativ positiven* Klonen unterscheiden zu

konnen wurden alle Klone auf Galactoseabhingigkeit des Wachstums getestet. Die



temperaturinsensitive Revertanten konnen auch in der Abwesenheit von Galactose bei 37°C
wachsen und unterscheiden sich damit von ,,putativ positiven* Klonen, fiir deren Wachstum
Galactose essentiell ist. Der Test fithrte zur Isolierung von einem Klon, dessen Wachstum
galactoseabhédngig war. Die Sequenzierung der ,,Beute” cDNA aus dem Klon und die
anschlieende Sequenzanalyse zeigten, dass es sich dabei um ein Transkript des Gens
CG12214 handelt. Da das von CG12214 kodierte Genprodukt ein neues Protein mit
unbekannter Funktion darstellt, dessen Expressionsmuster abgesehen davon, dass EST Klone
aus Drosophila Kopfen, Ovarien und Hoden isoliert wurden, ebenfalls unbekannt ist, ist
gegenwirtig keine Aussage dariiber mdglich, ob es sich tatsidchlich um einen ,,echten®
Interaktionspartner fiir SAP47 handelt. Um die Spezifitit der Interaktion nachweisen zu

konnen, miissen zusétzliche Tests durchgefiihrt werden.

5.5. Sap47: Genorganisation und neue Spleilvarianten

In einer friiheren Arbeit (Becker, 1997) wird die Sap47 Genorganisation bereits als
unvollstindig bezeichnet, vor allen am 3’-Ende des Gens, sowie im nichtranslatierten Bereich
des 5'-Endes. Die neuen Befunde aus der Sequenzdatenbank bestdtigten diese Annahme und
fiihrten zur Erstellung einer aktuelleren Exon-Intron Struktur des Gens (Abb. 4.25). Das Gen
enthédlt mindestens elf Exons (anstatt acht in dem &dlteren Modell) und zehn (statt sieben)
Introns. Das Gen dient als Matrize flir die Herstellung von vermutlich 5 verschiedenen
Transkripten, die Existenz dreier (kodierend fiir 347, 351 und 551 Aminosduren lange
Polypeptide) ist definitiv durch das Vorhandensein der dazugehorigen cDNAs bzw. EST-
Klone abgesichert. Die Western Blot Analyse ldsst vermuten, dass mindestens 6
unterschiedliche Isoformen des SAP47 Proteins in der Fliege vorkommen. Dabei entspricht
das stirkste SAP47 Signal bei ca. 47 kDa vermutlich den 347 und 351 Aminoséduren gro3en
Proteinen. In hoch auflésenden Blots ist das 47 kDa-Signal als eine Doppelbande zu erkennen
(s. Abb. 5.2), allerdings diirfte der 4 Aminosduren Lingenunterschied bei den 347 und 351
Proteinen zu klein sein, um eine solche Doppelbande verursachen zu konnen. Eine
Interpretationsmoglichkeit wire, dass das kleinere Signal den Isoformen mit 347 und/oder
351 Aminosduren entspricht, wiahrend die groBere Isoform vom Transkript III des Gens
erzeugt wird, welches flir 374 Aminosduren kodiert. Der Unterschied von ca. 20 Aminosduren

entspricht ca. 2 kDa und konnte damit die Doppelbande auf dem Western Blot verursachen.



Posttranslationale Proteinmodifikationen konnten eine alternative Erkldrung fiir die

Entstehung der Doppelbande darstellen.
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Abb. 5. 2: Western Blot mit den Fligenkopfhomogenaten. Farbung mit MAK nc46 (1:200) und ab49 (1:250) als
Beladungskontrolle. Zu erkennen ist eine Doppelbande bei ca. 47 kDa. M: Marker.

Das Vorhandensein einer 551 Aminosduren groBen SAP47 Variante ist durch die
Sequenzierung eines EST Klons abgesichert. Bei der Expression dieses EST Klons in
Bakterien ldsst sich mit dem MAK nc200/7 ein spezifisches Signal bei ca. 90 kDa in den
Zelllysaten nachweisen, das dem Transkript V der Abb. 4. 29 entsprechen sollte. Die Grofen-
Diskrepanz zwischen dem errechneten Molekulargewicht von ca. 55 kDa und der scheinbaren
GroBe aufgrund der Laufeigenschaft im Gel ldsst sich einerseits durch die Anwesenheit eines
His-Tags am N-Terminus des Proteins (tragt ca. 4 kDa zum Molekulargewicht bei), sowie vor
allem vermutlich durch die bereits beschriebene ungewdhnlich stabile Sekundérstruktur des
Proteins erkldren, die sich moglicherweise nicht vollstindig durch SDS-Behandlung und
Hitzedenaturierung aufheben lasst (Reichmuth et al., 1995).

Auch auf dem Western Blot von Fliegenkopfhomogenaten ist ein entsprechendes Signal zu
finden. Bande lduft allerdings etwas tiefer als in den Bakterien exprimieres His-Tag-
Fusionsprotein, was durch das Fehlen des His-Tags gut zu erkldren ist. Bei genauer
Betrachtung der ca. 90 kDa Bande aus den Fligenhomogenaten erscheint das Signal als eine
Doppelbande. In der Datenbank findet sich auch ein hypothetisches Sap47 Transkript, das fiir
535 Aminoséuren kodiert. Dieser 16 Aminosduren GroB3enunterschied (entspricht ca. 1,6 kDa)
kann eine Doppelbande auf dem Western Blot verursachen.

Auf dem Western Blot erkennt man zusitzlich noch zwei spezifische SAP47 Signale bei ca.
70 und 62 kDa. Allerdings finden sich dazu in der Datenbank keine entsprechenden
Transkripte. Das ldsst vermuten, dass es bei der Fliege noch zusitzliche Sap47

SplieBvarianten geben konnte, die allerdings noch nicht beschrieben sind. Man kann auch



nicht ausschlieBen, dass die ca. 70 und 62 kDa grofen Signale modifizierte SAP47 Varianten
oder Degradationsprodukte der 90 kDa Isoform darstellen.

Dass es sich bei allen neu dazugekommenen SAP47 Varianten um ,,echte* SAP47 Isiformen
handelt und nicht etwa um Kreuzreaktionen mit anderen Drosophila Proteinen ist dadurch
nachgewiesen, das die dazugehorigen Banden in den Sap47 RNAI Tieren nur ganz schwach
bis gar nicht mehr zu erkennen sind. Bei einer Kreuzreaktion mit anderen Proteinen wére das

nicht der Fall.



6. Perspektiven

Ein wichtiger Aspekt, welcher in Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriinden nicht weiter verfolgt
werden konnte, ist die Charakterisierung der Sap47 RNAi Tiere und Deletionsmutanten. Die
Lokalisation des Proteins an der Synapse ldsst vermuten, dass z.B. elektrophysiologische
Studien am larvalen Nerv-Muskel Pridparat sowie Untersuchungen der Ultrastruktur der
Synapse mit Hilfe von Elektronenmikroskopie Unterschiede zum Wildtyp aufdecken und
damit Hinweise auf die Funktion der SAP47 Proteine liefern konnten.

Interessant diirften auch Experimente zur Untersuchung von Lernfihigkeit und Gedéchtnis
der Tiere sein. Bei solchen Versuchen bieten die RNAi Tiere gegeniiber den Null-Mutanten
den zusitzlichen Vorteil, dass die SAP47 Proteinexpression gezielt in beliebigen
Gehirnstrukturen unterdriickt werden kann, ohne andere Bereiche dabei zu beeinflussen.
Allerdings sollten dafiir sowohl die Deletionsmutanten und die RNAi transgenen Tiere als
auch die fiir die Experimente in Frage kommenden Gal4 Treiber Linien in einen rotdugigen

Hintergrund eingekreuzt werden, da die weiBe Mutation w'''®

neben der Augenfarbe auch die
Lernféhigkeit der Tiere beeintrachtigt.

Das Studium von SAP47-Proteininteraktionen ist ein wichtiger Aspekt bei der
Funktionsanalyse des Proteins. Das mit Hilfe des CytoTrap Verfahrens gefundene CG12214
Genprodukt kommt als SAP47-Interaktionspartner in Frage, allerdings soll die ,,Echtheit* der
Interaktion mit Hilfe von Co-Immunprézipitation bzw. GST-Pulldown genauer untersucht
werden. Auch das Testen der Interaktion in einem anderen Hefe-System kann aussagekriftige
Ergebnisse liefern. Es wire auf jedem Fall wichtig die Interaktion weiter zu verfolgen und zu
iberpriifen. Bei einer Bestitigung der Interaktion miisste sich die molekulare und funktionelle
Charakterisierung des CG12214 Gens anschlief3en.

Die Frage der genauen Anzahl an Sap47 Transkripten sollte ebenfalls in Zukunft noch
genauer unter die Lupe genommen werden. Interessante Ergebnisse konnen auch
Untersuchungen zur Verteilung der verschiedenen Transkripte in unterschiedlichen Geweben
und Entwicklungsstadien liefern. Diese Erkenntnisse konnten eventuell zu Aufkldrung der

Funktion des Proteins und zur Identifizierung und Lokalisation von SAP47-Proteindoménen

beitragen.



7. Zusammenfassung

SAP47 ist ein Synapsenassoziiertes Protein von 47 kDa aus Drosophila melanogaster, das zu
einer neuen Proteinfamilie mit bis jetzt noch ungeklarter Funktion gehort.
Immunhistochemische Farbungen zeigen eine prominente Expression des Proteins im
Nervensystem der Fruchtfliege und seine Lokalisation im Cytolpasma der synaptischen
Endigungen.

Das Sap47-Gen wurde in der Evolution hoch konserviert. Homologe Sequenzen findet man
nicht nur bei anderen Insekten, sondern auch bei C. elegans, Maus und Mensch. Allerdings
zeigt SAP47 mit anderen Proteinen keine ausgeprigte Homologie, die Hinweise auf eine
mogliche Funktion geben konnte. Mehrere bisher unternommene Versuche, eine Sap47 Null-
Mutante zu erzeugen, sind ohne Erfolg geblieben. Dadurch entfiel die Mdglichkeit, die
Funktion des Proteins durch die Feststellung des Phanotyps der mutierten Tiere zu ermitteln.
Auch die bisherigen Versuche, mogliche Interaktionspartner fiir SAP47 zu identifizieren,
waren ohne Erfolg geblieben.

Da die Identifizierung und Charakterisierung neuer synaptischer Proteine einen wichtigen
Beitrag zum Verstéindnis der Kommunikation der Nervenzellen sowie moglicherweise der
Entstehung von neuronalen Krankheiten leisten kann, wurde in Laufe dieser Arbeit erneut
versucht, eine Sap47 Mutante herzustellen und mdgliche Interaktionspartner zu identifizieren.
Um eine Sap47 Mutante zu erzeugen, wurden zwei relativ neue Methoden und ein
»klassisches* Verfahren eingesetzt: ,,gene targeting” durch homologe Rekombination, RNA
interference (RNA1) und Transposon Remobilisierung.

Der erfolgreiche Einsatz der ,,gene targeting™ Mutagenese bei Drosophila wurde zum ersten
Mal von Rong und Golic im Jahr 2000 beschriecben. Um dieses Verfahren fiir die
Ausschaltung des Sap47-Gens einsetzen zu konnen, wurden zwei unterschiedlich grof3e
»donor* Konstrukte (ca. 5 kb und ca. 7,6 kb grof3e ,,donor:target Homologie) hergestellt und
in die Keimbahn der Fliege transformiert. Es wurden insgesamt fiinf unabhingige transgene
Linien etabliert: vier fir das 5 kb und eine fiir das 7,6 kb groBe ,,donor* Konstrukt. Durch
Kreuzung der transgenen Tiere mit den FLP/Scel Linien von Kent G. Golic wurde das
Transgen in einen extrachromosomalen Zustand gebracht und die in Laufe der weiteren
Kreuzungen entstandenen Tiere nach Augenfarbe und Position des ,,donor*s selektioniert. Das
Screenen von insgesamt ca. 280 000 Tieren fiir das 5 kb grof3e ,,donor*“-Konstrukt und ca. 125

000 Tieren fiir das 7,6 kb grof8e Konstrukt fiihrte lediglich zur Isolierung eines Individuums



mit einem nichthomologen Rekombinationsereignis. Das eigentliche Ziel, die Herstellung
einer Sap47 Null-Mutante, konnte mit dieser Methode nicht erreicht werden.

Um die SAP47 Expression mittels RNA interference unterdriicken zu kénnen, wurden zwei
verschiedene Sap47 RNAi Konstrukte kloniert. Das erste besteht aus zwei Sap47 cDNA-
Fragmenten, welche in zueinander entgegen gesetzter Orientierung ohne heterologe
Sequenzen dazwischen kloniert wurden. Das zweite Konstrukt wird als ,,RNAi genomisch*
bezeichnet. Es enthdlt einen ca. 6 kb groflen genomischen Bereich des Sap47-Gens in der
»sense Richtung, fusioniert mit dem dazugehorigen 0,85 kb groen cDNA-Fragment in der
»antisense* Orientierung. Beide RNAi Konstrukte stehen unter UAS Kontrolle und kdnnen
nach der Insertion ins Drosophila Genom durch beliebige Gal4-Linien getrieben werden.

Die Transformation der Konstrukte in den w'''® Stamm fiihrte zur Isolierung von ca. 20
unabhéngigen transgenen Linien fiir das RNAi cDNA-Konstrukt und 11 Linien mit
unterschiedlichem Insertionsort fiir das ,,RNAi genomisch® Transgen. Die transgenen
Konstrukte wurden durch Kreuzen der Tiere mit einer actin-Gal4 Treiber Linie aktiviert und
die SAP47 Expression mittels Western Blot charakterisiert. Die Analyse der Blots zeigte
grole Unterschiede in der Restexpression von SAP47. Einige Stimme zeigten fast
vollstindige Suppression mit ca. 6% Restexpression, in anderen war keine sichtbare
Reduktion erkennbar. Derartige Expressionssunterschiede wurden sowohl fiir das RNAi
cDNA Konstrukt als auch fiir das ,,RNAi genomisch* Konstrukt beobachtet.

Erste Versuche Sap47 RNAi Tiere zu phénotypisieren beschrinkten sich (aus zeitlichen
Griinden) auf eine qualitative Inspektion des Musters synaptischer Boutons auf der larvalen
Korperwandmuskulatur. Die Lokalisation des SAP47 Proteins an der Synapse ldsst die
Spekulation zu, dass seine Abwesenheit (bzw. die starke Reduktion der Expression) zu
sichtbaren strukturellen Verdnderungen fiihren konnte. Immunférbung eines larvalen Nerv-
Muskel Préiparates mit einem Antikdrper gegen ein anderes synaptisches Protein (CSP) zeigte
jedoch keine auffilligen Unterschiede in Vergleich zum Wildtyp.

In der Schlussphase der Arbeit fiihrte die regelméfBige Datenbanksuche nach P-Element
Insertionen im Sap47-Gen und den das Gen umgebenden Sequenzen zur Identifizierung einer
Linie mit einer Insertion im 5 -nichttranslatierten Bereich von Sap47. Da die Insertion keinen
sichtbaren Einfluss auf die Sap47-Expression zeigte, wurde eine Jump-out Mutagenese
durchgefiihrt. Unter ca. 230 gescreenten ,,Kandidaten* befanden sich drei Linien mit einer
deutlichen Reduktion der Sap47-Expression und drei Linien mit Deletionen im kodierenden

Bereich des Gens, die keine Expression des Proteins auf Western Blot mehr zeigten (Sap47



Null-Mutanten). Allerdings konnten diese Tiere im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr néher
charakterisiert werden.

Um einen Interaktionspartner fiir das SAP47 Protein zu identifizieren, wurde zunéchst ein
Yeast-Two-Hybrid Verfahren der Firma Clontech eingesetzt. Dabei wurde ein 307
Aminosduren grofles SAP47 Fragment als , Koder fiir die Durchsuchung einer adulten
Drosophila cDNA-Bibliothek nach moglichen Interaktionspartnern verwendet, da der
vollstindige ORF des SAP47 Proteins zur Aktivierung der Reportergene bereits in
Abwesenheit von , Beute“-Proteinen fiihrte und daher nicht benutzt werden konnte. Das
Screenen von ca. 6 - 10° Hefe Klonen fiihrte zur Isolierung von 215 ,,positiven* Kolonien von
denen 40 durch Sequenzierung der ,.Beute® cDNA analysiert wurden. Bei der weiteren
Bearbeitung und Charakterisierung der Interaktion haben sich diese jedoch alle als falsch
positive Signale erwiesen.

In einem zweiten Ansatz wurde das ,,CytoTrap* Verfahren der Firma Stratagene verwendet,
das eine Modifikation des klassischen Yeast-Two-Hybrid Systems darstellt. Dieses Verfahren
erlaubte es aufgrund der verdnderten Vorgehensweise, bei der Selektion der Klone den
vollstindigen ORF des SAP47 Proteins als ,,Kdder* einzusetzen. Das Screenen von ca. 5,77 -
10* Kolonien fiihrte urspriinglich zur Identifizierung von 45 ,positiven” Klonen. Weitere
Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich bei 44 Klonen um falsch positive Signale
handelte. Ein Klon hat alle Tests gegen Artefakte bestanden. Der Klon enthélt eine cDNA fiir
das Gen CG12214 aus dem Drosophila Genomprojekt, dieses Gen ist jedoch bis jetzt noch
nicht charakterisiert.

AbschlieBend wurde anhand der vorhandenen Sequenzinformation aus dem Drosophila
Genomprojekt die Sap47 Genstruktur aktualisiert. Dabei ergaben sich Hinweise auf das
Vorhandensein zusitzlicher SpleiBvarianten. Durch Anderung der Bedingungen der Western
Blot Analyse und Vergleich des wildtypischen Kopfhomogenats mit solchen der Sap47 RNA1
Tiere konnten mindestens drei zusétzliche SAP47 Isoformen (ca. 90, 70 und 62 kDa)
identifiziert werden. Ein Vergleich der Grofe der neu identifizierten Proteine mit den EST-
Klonen aus den Sequenzdatenbanken sowie den dort vorgeschlagenen Transkripten I&sst
vermuten, dass mindestens sechs verschiedene Sap47 Spleilvarianten existieren. Die
aktualisierte Genstruktur besteht nun aus 11 Exons und 10 Introns, sechs Exons werden in

verschiedenen Varianten alternativ benutzt und erzeugen damit die Vielfalt an Transkripten.



7. Summary

SAP47 (synapse-associated protein of 47 kDa) of Drosophila melanogaster belongs to a
novel protein family of unknown function. Immunhistochemical staining of sections of adult
flies and nerve-muscle preparations of third instar larve show prominent SAP47 expression in
the nervous system and its localisation in the cytoplasm of synaptic terminals.

The Sap47 gene is highly conserved in evolution. Sequence homology was found in several
insect species, C. elegans, mouse and human. SAP47 protein shows no distinctive homology
with other proteins. All previous experiments to create a Sap47 null mutant and to identify
SAP47 interaction partners were unsuccessful.

The identification and characterisation of novel synaptic proteins can significantly contribute
to our understanding of the communication processes between nerve cells and possibly to the
definition of molecular causes of psychiatric diseases. Therefore, in this work we have again
tried to create a Sap47 mutant and to find a possible interaction partner.

Two relatively new techniques and a “classical” strategy were used for Sap47 mutagenesis:
“gene targeting” by homologous recombination, RNA interference (RNA1) and Jump-out
mutagenesis.

Gene targeting by homologous recombination in Drosophila was first described by Rong and
Golic in the year 2000. For this techniques two different large “donor” constructs (ca. 5 kb
and ca. 7.6 kb “donor:target” homologie) were created and transformend into the fly germ
line. Five independent transgenic lines were isolated: four for the 5 kb and one for the 7.6 kb
“donor” construct. By crossing these transgenic flies with FLP/Scel lines from Kent G. Golic
animals are generated animals which contain all three components of the system. The action
of flipase and [-Scel produces a linear extrachromosomal recombinogenic donor DNA
molecule, that can recombine with and destroy the Sap47 gene. The progeny of this cross was
selected for eye colour and the position of the donor construct on the third chromosome. By
screening of ca. 280000 animals containing the 5 kb large “donor” construct and ca. 125000
animals containing the 7.6 kb construct one single fly with a nontargeted recombination event,
but no targeted recombinants, were isolated.

For Sap47 gene silencing by RNA interference, two different Sap47 RNAi constructs were
cloned. The first one consists of two Sap47 cDNA fragments connected in opposite
orientations without a heterologous spacer between them. The second one was named “RNAi

genomic” construct. It consists of the fusion product of a ca. 6 kb genomic fragment of the



Sap47 gene and a 0.85 kb large corresponding cDNA fragment. Both RNAIi constructs are
under UAS control and can be induced by any Gal4 driver lines.

20 independent transgenic lines for the RNAi cDNA construct and 11 lines with different
insertion sites for the “RNAi gonomic” construct were isolated by transformation of the
constructs into the w''* wild type. By crossing the RNAI transgenic flies with an actin-Gal4
line, the RNAI transgene was activated and the SAP47 expression characterised by Western
blot. Analysis of the blots reveals a dramatic difference in residual SAP47 expression. A few
RNAI fly lines show a very stringent suppression with only ca. 6% residual expression, some
lines did not show any visible reduction in SAP47 expression. Such differences of expression
levels were observed for both RNAi constructs.

The search for a phenotype of Sap47 RNAIi animals was restricted to qualitative inspection of
nerve-muscle preparations of third instar larve. The staining with an antibody against another
synaptic protein (CSP) did not show any conspicuous difference to wild type.

In the final phase of this work a line with a P-element insertion in the 5 -untranslated region
of the Sap47 gene was identified by our regular search of the relevant data bases. The
insertion itself did not visibly influence Sap47 gene expression. Therefore, this P-element
insertion was used for creating a Sap47 null mutant by jump-out mutagenesis. Three lines
with a significant reduction in SAP47 expression and three null mutants for the Sap47 gene
were identified by screening of ca. 230 “candidates”. A detailed phenotypic analysis of these
mutants was not possible within the temporal framework of this thesis.

By a standard yeast-two-hybrid method (Clontech) it was attempted to identify interaction
partners for the SAP47 protein. It was observed that the full ORF of SAP47 as “bait”
activated the reporter genes by itself. Therefore, a 307 amino acid SAP47 fragment was used
as “bait” for screening an adult Drosophila cDNA library for possible interaction partners.
Screening of ca. 6 - 10° yeast clones lead to the isolation of 215 “positive” candidates, 40 of
these were analysed by sequencing. The subsequent characterisation of the interaction shows
however, that all isolated clones are false positive signals.

In a second attempt the “CytoTrap” assay (Stratagene) was used, a modification of the
“classic” yeast-two-hybrid system. The screening of ca. 5.77 - 10* clones with the full ORF of
SAP47 as “bait” lead to the identification of 45 “interaction candidates”, 44 of these were

2

again false positive clones. The “prey” ¢cDNA of one presumably true positive clone was
identified as the product of the CG12214 gene from Drosophila the genome project.
Finally, the exon-intron structure of Sap47 gene was updated using the available sequence

information from out own lab and from the Drosophila genome project. Modification of the



conditions of the Western blot analysis leads to identification at least three additional SAP47
isoforms (ca. 90, 70 and 62 kDa). Comparison of the blots from wild type head homogenates
with these of Sap47 RNAIi animals demonstrated the specificity of the signals. In a attempt to
associate the molecular weights of the novel protein isoforms with available cDNA and EST
sequences and the transcripts suggested by computer analysis in the flybase data base we
postulate the existence of at least six different SAP47 splice variants. The resulting gene
structure of Sap47 consists of 11 exons and 10 introns. Six of the exons are used alternatively

to generate the different variants.
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9. Abkiirzungen
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Amp
ATP
3AT
bp

C
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cDNA
CTP
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DNA
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mRNA
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RNA
RNAIi
RNase
RT

SS
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TTP
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ViIr.
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v/v
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Adenosin-5‘-triphosphat
3-Amino-1,2,4-Triazole
Basenpaare

Cytosin
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komplementire Desoxynukleinsidure
Cytidin-5°-triphosphat
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Desoxyribonukleinsdure
doppelstriangig

expressed sequence tag
flipase recognition target sequence
Guanin
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synaptische Vesikel
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upstream activating sequence
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Volumen
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10. Anhang

Sap47 RNAi cDNA Konstrukt: Klonierung und Sequenz

Der vollstindige kodierende Bereich der Sap47-1 cDNA (Becker, 1997) wurde mittels
Linker-PCR amplifiziert und mit Schnittstellen versehen.

Primer fiir das ,,sense* Fragment:

EcoRI
pUAST SAP47 sense 1 5-GCCGTGAATTCAACATGT TTTCGGEGECCTAAC-3”

Kpn2l
pUAST SAP47 anti 1 5'-CATGAT CCCGAATCT TCATCTTCGCCGC-3”

Dadurch erhaltenes Amplifikat:

GGCGTGAATTCAACATGT TTTCGGGCCTAACAAATCAATTCACCTCCCTG EcoRI
GTI'GGGECGCCGT TAAAGGAGGECGCT GECGACGAGGAT GT GCCCGCGCCCAC
AGGAGAT GCGCCCGCAGCCGCT CCAGCAGCATCCACATCTGT GGAGGCCA
CGGCCTCCT CCECCGT GGACCCGGAGGCAGCT GCCGCCGCCGEGET GGCGAA
GGACT CGAGGEGECGAGGAAGCT GGCAAAAGCGGAT GGCT GGGCAGT GCCAA
GGGTTGECTGEGAAACGCCT CGATACCGT CGATGCCAGCCATGCCGT CGA
TGCCATCGATGCCGGECCAT GCCAGCGAT GCCAT CGATACCATCGATCCCG
GGACT CCGCAAGGEECGECAGGAGCCGAT GGAGCCGAGGEECECCGAGEGAGC
TGT CGCCGGAGAGGGECGEEECCECCGCCAGT GGAGCCGT GAGT GGTGECG
AGGATGACGACAAGT CGAGGTATAT TAGCGCCACGGAGGEGECGCCGACTCG
CATCCTGCAT CCGEECEGET GEGCACGCCCACCGECGACGAGGGT CAAATCGG
ACAGGT TACCACAAAAGT AACACAGCAGECCAAACACTTTGGATCCTTCT
TGTCATCGGCCAT CAGCAAGCECT GGCAGCAAAAT CAAGGAAACT GTCAAG
GATAATACCATTCTCGACT CGT TCAACAAGGAACAGGAAGCTTTCATCAA
GGEGCCAGGGAGECGT GEECAAT GGAGCAGCCCCCT GGATCGGACACGCCA
ACGAGGCCAAGAT CAAGGAGGAAAT CCTTGGECCT GTCGCAGGATCGCCGC
AACTTCGT GCECGECCCCGCCCGCCEECGT GGACT TTGAGT TTAGCTACGA
CACCGCCTATCCTACGGCCATAGCCAT TAT GGCCGAAGACAAGECGCTCG
AGACGATGCGAT TCGAGCT GGT GCCCAAGATCATCACTGAAGAGAATTTC
TGGCGGAATTACTTCTACCGCGT CTCACTGATCATCCAGGCCGCCGAGI T
GGEGECACTCTGEECGCCGAT GECGT GEGT CAGGCCT CAAGCGGECGAAGATG
AAGATTCCCGATCATG Kpn2l

Primer fiir das ,,antisense* Fragment:
Kpn2l
SAP47senseKpn2l  5-CTGACATCCGGACAATCTTCATCTTCGCCG-3’

Notl
SAP47antiNotl 5"-AAATAGCGGECCGCTTTCGGGECCTAACAAATC3”

Dadurch erhaltenes Amplifikat:

CTGACAT CCGGACAATCTTCATCTTCGCCGCTTGAGECCTGACCCACGCC Kpn2l
ATCGGECGECCCAGAGT GCCCAACT CGECGEECCTGGATGATCAGTGAGACEC
GGTAGAAGTAATTCCGCCAGAAATTCTCTTCAGTGATGATCTTGGEGECACC
AGCTCGAATCGCATCGT CTCGAGCGCCTTGT CTTCGGCCATAATGCECTAT
GCCCGTAGGATAGCCGGT GT CGTAGCTAAACT CAAAGT CCACGCCGECGEG
GCGEEEECECCECACGAAGT TGCGGECGATCCTGCGACAGECCAAGGATTTCC
TCCTTGATCTTGGECCTCGI TGECGT GT CCGAT CCAGEGEEECTGCTCCATT
GCCCACGCCTCCCTGECCCTTGATGAAAGCT TCCTGT TCCTTGT TGAACG




AGTCGAGAATGGTATTATCCTTGACAGT TTCCTTGATTTTGCTGCCAGCC
TTGCCTGATGGECCGAT GACAAGAAGGAT CCAAAGTGT TTGECCTGCTGT GT
TACTTTTGIGGTAACCTGI CCGATTTGACCCT CGT CGCCGGTGEECGTGC
CACCGCCCGATGCAGGAT GCGAGT CGGCGCCCTCCGT GECGCTAATATAC
CTCGACTTGI CGTCATCCTCGCCACCACT CACGECT CCACT GECEECEEC
CCCGCCCT CTCCEECEACAGCT CCCTCGECECCCTCEECTCCATCGECTC
CTGCGCCCT TGACGEGAGT CCCEGGAT CGATGGTATCGATGGCATCGECTGEC
ATGGECCGECATCGATGECAT CGACGECAT GECTGECAT CGACGGTATCGA
GCECGTTTCCCAGCCAACCCT TGGCACTGCCCAGCCATCCGECTTTTGCCAG
CTTCCTCGCCCT CGAGT CCT TCGCCACCGECEECEECAGCT GCCTCCEEG
TCCACGGECCGAGGAGECCGT GECCTCCACAGATGT GGATGCTGCTGGAGC
GGCTGCGEECAECATCTCCT GT GGECGECGEECACATCCTCGT CGCCAGCEC
CTCCTTTAACGGECGCCCACCAGCGAGGTGAATTGATTTGT TAGGCCCGAA
AGCGCCCGCTATTT Notl

Beide PCR-Produkte wurden mit Kpn2I geschnitten, ligiert und iiber EcoRI und Notl in den
pUAST Vektor eingefiigt. Das Insert wurde durch Sequenzierung {iberpriift.

Sap47 RNAIi genomisch: Klonierung und Sequenz

Ein 1 kb grofler genomischer Bereich des Sap47 mit der 3'-Splei3-Sequenz (orange) wurde
durch Linker PCR amplifiziert und mit EcoRI/Kpn2I Erkennungssequenzen versehen.

Verwendete Primer:
EcoRI Bsp681

RNAi-Intron 6 5'-GEGTCCAGAATTCTCECGAATTTGGTTTTCC-3”

Kpn2l
RNAIi-ExonVII 5-CCTGATCCCGAGICTTTTGGT TTTAATCCATTCAAT-3”

Dadurch erhaltenes Amplifikat:

GGGICCAGAATTCTCGCGAATTTGGT TTTCCTAACATCCCATTATCTATT EcoRI  Bsp6SI
TTGCAACCAAAGCCACATATGAAAATATATAATTTCTTTGTGCCAAACAA
ACAGAACAAACAATCTAAAACAAACCAAAATGTGTGTACAAATCAAGT GT
AAAACCGAACAATTCTCTTTCTTCTCCTCTGCTCTGITTCTTTCTTTTAT
ATAAATTACATTTTGTATGAAAATCGT TTTTACTTATTATATGACAACAA
CTCAAGCTCTGGCATTTAATTACTAAAGCGAATCTATCAATTGAAAGTAA
TATTAAACCAATAACGAAATCACACAATAAATAAATATAGAAGTAATGCA
ACTAATGGATAACAAGAGTATTATAAATTATATAAACACATATAAATATA
TATCCTGAATAAAAT CGAACT CGACAAAAACTCTCATTTGCCATTTAGCG
AACTGCCAAAATAATATCAAATATATATATATATATGTATCATATGACATA
TAATTTGATTTCAATTATCCAATAACAGT TTAAGAAAGAGT TAAAGCCAC
AAACCAAATTTCGAACAAGT TGAGTATGACCAAACT GATCAAGAAATTCT
TATATACAACTATATCCTATTGATACAACTTTCGCTCTCTCTTTGCAATT
TCGTCCTCCTTTTTATTCAATTTGCAATTCAATTTCATTTACAAAAATTT
AGCTAGATGTAATTTTCGT TGTCTTCCTTCCTTCGATCCAATTATAATTT
TGCCTCTTCCTTTGACACATTTCTCCACATGI TTTAAACAAAAAAAAAAA
AAAAAAAACT GTATTCTAAACTAGCCGCGACACGAAAAGAACCTCCTTTC
TAGCAATACACAAAATTTTCCAAAAGTATCTTACCTTGAATATCTGATGA
TGAATTTGTATGCGAAAACATTTTAACAAAACATTTATTTTTCTTCATGT
ATTTCTTGATTTATTTAC GATTGAATGGATTAAA
ACCAAAAGACT CCCGGATCAGG Kpn2l

Das inverse Sap47-1 cDNA Fragment von Exons 7 bis Exon 2 wurde durch Linker PCR
amplifiziert und mit Kpn21/Asp718I Schnittstellen versehen.



Verwendete Primer:
Kpn2l

Sap47-ExonVllIsense 5 -GGTCCTCCCGGATTTTGGT TTTAATCCATTCAATC-3”

Asp7181
Sap47-Exonllanti 5'-GI'TCAGGT ACCGAT GGCTGEECAGT GC-37

Dadurch erhaltenes Amplifikat:

GGTCCTCCGCAGTTTTGGT TTTAATCCATTCAATCTTCATCTTCGCCGCT  Kpn2l
TGAGG CCTGACCCACGCCATCGECGECCCAGAGT GCCCAACT CEECGEECC
TGGATGATCAGT GAGACGCGGTAGAAGTAATTCCGCCAGAAATTCTCTTC
AGTGATGATCT TGGEGCACCAGCTCGAATCGECATCGT CTCGAGCCCCTTGT
CTTCGGECCATAATGCCTATGECCGTAGGATAGECGGT GTCGTAGCTAAAC
TCAAAGT CCACGCCGEECEEECEEEECECCGCACGAAGT TECGECGATCCTG
CGACAGGCCAAGGATTTCCTCCTTGATCT TGECCTCGT TGECGT G CCGA
TCCAGGGEGEECTGCTCCATTGCCCACGCCT CCCTGECCCTTGATGAAAGCT
TCCTGITCCTTGI TGAACGAGT CGAGAATGGTATTATCCTTGACAGTTTC
CTTGATTTTGCTGCCAGCCT TCCTGATGGCCGAT GACAAGAAGGATCCAA
AGTGITTGECCTCCTGTIGT TACTTTTGTGGTAACCTGTCCGATTTGACCC

TCGT CCCCGGT GEECGT GCCACCGCCCGAT GCAGGAT GCGAGT CGECGCC
CTCCGTGGECGCTAATATACCTCGACT TGT CGT CATCCTCGCCACCACTCA
CGGCTCCACT GECGECEECCCCECCCT CTCCEECGACAGCT CCCTCEECG
CCCTCGCECTCCATCGECT CCTGCACCCT TGCGGAGT CCCGGGATCGAT GG
TATCGATGCCATCGCT GGCAT GGCCGECAT CGATGGCATCGACGECATGG
CTGGECATCGACGGTATCGAGECGT TTCCCAGCCAACCCT TGECACTGCCC
AGCCATCGGTACCTGAAG Asp7181

Beide PCR-Produkte wurden entsprechend geschnitten, ligiert und in den pUAST Vektor
eingefiigt.

Jump-out Mutagenese

EY07944 flankierende Sequenzen (aus http:/flypush.imgen.bcm.tme.edu/):

5’-Ende:

CTGCAATTGCCTTTGI CCAGAT GECCGAGATGGAAGGTAAAAGAATGGTTT
TTATTGCTACT TGGCGAGGCGGET GGEGAAAATCAATAAAACGGACT GGA
ATTGCGTGGCTATTGGGCACAATTACACGATAAATACTCTGCGATTCGAT
CGATTTTCCACATGGACACACGCCACCCTCGAGITTCTTTTCTTTTTGGEG
TTTATAGCTATTCGCTATTTGCACAACTAAAGTAATTTGAGI CGCAGCCA
ATTACCACTTGAGCTTTTCTCTGCCAACTGGATTTTGCTTTTCTTATTTT
TTTTCTCTTTGGT TTCCGTI TCGCTGCCAGGAGACTTTTGGATTTTCGECT
GCCCACTTCGAAGGTCCTCTGAAAACT GACGGAGCAGCGGAATGI CGGT G
TCTCAAATACCGAGCTGGAG

3’-Ende:

AGCCTGCGAGTGICGTCTTCGCCTCTCTTGGACTCGGEGATTGGEGEGATTCTCA
GATTCGGATTCTCGTATGCGTACGT TCCCTTTCTCCCTGGAAAAGT GGAG
TCCACCCCCTCCTCCGCGT TGCTGGEGEECGATGGTATTCCGATTTTCGT GG
GIGCGATATTTGTGCGCCTGCGAATGCCCCATGTIGTCCTTTGECGICGTITTTG
CTGCTGCTGECGCAATTAGACAAACAATTGACACGT CTATGGAAACAACA
ACTGCGCACCAGTAATGATTATTTTCGGTTTGI TCTCGGCCAGTGCTGCC
CATCGAACAGCTGACTCCTGTCGGTCGATAGCTCTACCGATATGI TCGCG
CATCTCTGGCTTCTGCAACAGCTGATTTTAAAATTTCCAAGI TCCTATTG
CGAAAGT TTGGAAGCCCATTGCAGCATTAGT TTATTTACATCAGCATAAT
TTTAGCTATAGCTAGATCAAGACATGCGAACTTTGI TGATACTTAAAGTAT



TTTTATTTTCAAACCCCAAGAAGCGT GATCTTAAAATCGATCCGATTCTA
GITACCTGGCCTGAGAGTAAAATATTTATACCTAACCGTCTGAGCTAATC
CGTGITAGTTTACAAGA

»Koder“-Konstrukte fiir den ,,klassischen“ Yeast-Two-Hybrid Screen: Klonierung und
Sequenz

Die Sap47 cDNA Fragmente wurden mit Hilfe einer Linker PCR amplifiziert und mit EcoR/
(5’-Ende) und Sall (3’-Ende) Erkennungssequenzen versetzt.

Primer fiir 5’-Ende:

5 -CAGGAATTCATGCCAGCGATGCCATC-3’

5 -GCAGGAATTCACATCTGI GGAGGCCACG3”

5" -CCGAAT TCGAGGAAGCT GGCAAAAGCGGAT-3’

YTH-sense 4
YTH-sense 5

Primer fir 3’-Ende:

YTH-o-sense 5"-GECAGCGTCGACTCCATTCAATCTTCATCT T-37

Position der Primer in der Sap47 cDNA-1:

1 AAAAGTCTCC TGGCAGCGAA CGGAAAACCA AAGAGAAAAA AAATAAGAAA

51 AGCAAAATCC AGITGGGCAG AGAAAAGCTC AAGTGGTAAT TGGCTGCGAC

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

TCAAATTACT

AAAGAAACTC

AGAGTATTTA

TTTTATTGAT

TTTACCTTCC

TCAAATTTCA

TGAAACTTCT

CAGGACATTC

GAGCGGGAGA

AGAGAGCGIT

CCTTGAGAGA

TTCACCTCGC

GCCCECECCe

CTGIGGAGGEC

GCCGGTGECG

GGGECAGIGCC

TTAGITGTCGC

GAGCGTGECG

TCGTGTAATT

TTTCCCCACC

ATCTCGGCCA

AGITAAATGC

GIGGTGCGAA

TATCTGCCTC

GCAGTGGAAA

GAACGTGCGC

AACAGCAGEA

TGGTGGEGECEC

ACAGGAGATG

CACGGECCTCC

AAGGACTCGA

AAGGGTTGEC

AAATAGCGAA

TAGCTATAAA

GCCAAAAAGA

TGTGTCCATG TGGAAAATCG ATCGAATCGC

GI'GCCCAATA

GCCTCGCCAA

TCTGGACAAA

GAGAATTTAC

GCCACGCAAT

GIrAGCAATAA

TCCCAGCCCG

AAACCATTCT

GCAATTGCAG CGIGAAAAAT

ATAACGCCGA

CCGITGAAAG

CGAAACACTG AAAGAAAGGA AAACCCATTA

TGOCCAGTGT
ACCGTGAGAA
ACGTCTTCCT
GOCAACATGT

CGITAAAGGA

AGTAAAAGTT

CCGCGAGAAC

GGICAGGACA

TTTCGEECCT

GGAGAGCCAG

AAGAGAGCCT

CACCACCAAT

AACAAATCAA

GGECGCTGECG ACGAGGATGT

CGCCCGCAGC CGCTCCAGCA GCATCCACAT

TCCGCCGTGG ACCCGGAGEC AGCTGCCGCC

GGGCGAGGAA

TGGGAAACCC

CCATGCCGTC GATGCCATCG ATGCCGECC

GCTGGCAAAA

GCGGATGECT

CTCGATACCG TCGATGCCAG

GATA

Start

sense 4
AS 41-347

sense 5
AS 67-347



951 CCATCGATCC CGGGACTCCG CAAGGEGECGCA GGAGCCGATG GAGCCGAGEG
1001 CGCCGAGGGA GCTGTCGCCG GAGAGGECEG GECCGLCGCC AGTGGAGCCG
1051 TGAGIGGTGG CGAGGATGAC GACAAGTCGA GGTATATTAG CGCCACGGAG
1101 GGCGCCGACT CGCATCCTGC ATCGGEECGGT GECACGCCCA CCGGCGACEA
1151 GGGTCAAATC GGACAGGTTA CCACAAAAGT AACACAGCAG GCCAAACACT
1201 TTGGATCCTT CTTGTCATCG GCCATCAGCA AGGCTGGECAG CAAAATCAAG
1251 GAAACTGICA AGGATAATAC CATTCTCGAC TCGITCAACA AGGAACAGGA
1301 AGCTTTCATC AAGGGECCAGG GAGECGTGEG CAATGGAGCA GCCCCCTGEA
1351 TCGGACACGC CAACGAGECC AAGATCAAGG AGGAAATCCT TGECCTGICG
1401 CAGGATCGCC GCAACTTCGI GCGCECCCCG CCCCCCEECG TGGACTTTGA
1451 GITTAGCTAC GACACCGCCT ATCCTACGGEC CATAGCCATT ATGGECCGAAG
1501 ACAAGCCGCT CGAGACGATG CGATTCGAGC TGGIGCCCAA GATCATCACT
1551 GAAGAGAATT TCTGGECGGAA TTACTTCTAC CGCGICTCAC TGATCATCCA
1601 GGCCGECCGAG TTGGEECACTC TGGECGCCGA TGECGTGEGT CAGGCCTCAA
1651 GCGGCGAAGA TGAAGATTGA ATGGATTAAA ACCAAAACAC AAAACAAAAT i OFS) ense
1701 CGCTAAATCTA AATTTCAAAA TGCAAAAAAA CCAACTAACA AAATAAACAA
1751 GAACAAAATT ATAAAAAAAA AAATACTACA AAATTGCCCA CAAGAAAGAA

1801 AAGAAATTGT TAAGCGAAAA AA

»Koder“-Konstrukt fiir das CytoTrap Verfahren: Klonierung und Sequenz

Der vollstindige kodierende Bereich aus der Sap47-1 cDNA wurde durch Linker PCR
amplifiziert und mit Ncol und Sall Schnittstellen versehen.

Verwendete Primer:
Ncol
pSos-sense 5'-CAATGCCATGECCAACATGTITTTCGGEEC-3”

YTH-a-sense 5'-GGCAGC TCCATTCAATCTTCATCTT-3’

Dadurch erhaltenes Amplifikat:

CAATGCCATGCCCAACATGT TTTCGGGECCTAACAAATCAATTCACCTCGC Neol
TGGTGGEECECCGT TAAAGGAGGCGECT GECGACGAGGATGT GCCCGCECCC
ACAGGAGAT GCGCCCGCAGCCGCT CCAGCAGCATCCACATCTGT GGAGEC
CACGGECCT CCTCCECCGT GGACCCCGAGECAGCT GCCGCCCCCEET LG
AAGGACT CGAGGECGAGGAAGCT GECAAAAGCGGAT GGCTGGGECAGT GCC
AAGGGT TGECTGEGAAACGCCT CGATACCGT CGATGCCAGCCATGCCGTC
GATGCCAT CGATGCCGECCATGCCAGCGATGCCATCGATACCATCGATCC
CGGGACT CCGCAAGGGECGCAGGAGCCGAT GGAGCCGAGGEGECECCGAGEGA




GCT GT CBCOGGAGAGBGOGEEGCOG0CGOCAGT GGAGCCGT GAGT GGTGG
CGAGGATGACGACAAGT CGAGGT AT AT TAGOGOCACGGAGGGCGCOGACT
CGCATCCT GCAT CBGGE0GGT GRCACGUCCACCGGEOGACGAGGGT CAAATC
GGACAGGT TACCACAAAAGT AACACAGCAGGCCAAACACT TTGGATCCTT
CTTGTCATCGGCCAT CAGCAAGGCT GGCAGCAAAAT CAAGGAAACT GTCA
AGGATAATACCAT TCTCGACT CGT TCAACAAGGAACAGGAAGCTTTCATC
AAGGGCCAGGGAGGCGT GBGCAAT GGAGCAGOCCCCT GGATCGGACACGT
CAACGAGGOCAAGAT CAAGGAGGAAAT CCT TGGCCT GTCGCAGGATCGCC
GCAACT TCGT GCGCGCOCCBCOCGCOGE0GT GGACT TTGAGT TTAGCTAC
GACACCGCCTAT CCTACGGOCAT AGCCAT TAT GGOCGAAGACAAGGCGCT
CGAGACGATGOGAT TCGAGCT GGT GOCCAAGAT CATCACTGAAGAGAATT
TCTGGCGGAATTACT TCTACCGCGT CTCACT GATCATCCAGGCOGOCGAG
TTGGGCACT CTGGEOGCOGAT GEOGT GGGT CAGGOCT CAAGOGGCGAAGA
TGAAGATTGAATGGA GCTGCC

Das Amplifikat wurde mit Ncol und Sall geschnitten und in den pSos-Vektor ligiert.

Bei dem CytoTrap Screen gefundene Sequenz:

NGGAATATTTAACGCT AGANCT TCTAGT AT GGGGAGT AGCAAGAGCAAGCCT AAGGACCCCAGCCAGCECCGEETC
TAGAGACGAT GT GGAGCGAGAGCCGGT TCGT GGACATCTATCTGACCGT CAACGAT TTGAAGGT GAAGCTGGAGA
AGCTGGT GEGT CTGECECCCAACAAGAT GCGCCT CTACT ATCTGGAT CAGGACT ACAAGGAAT TCGEECCGGRAGG
AGATGCGGTACCCCAACAAGCAGT TGTACAGCTACAACAT CCAGT CGGGECGACGAGAT CATCATCGATGCCAAGA
AGT GAGGCCCGACGTATGEGCTACATGCT TCCGTAT CTGGAGAGGAT TACCAT TAACCCGAACCGCGCTTCGT CC
CCGECTGGTGCCTACAACTTGTGATCTTGTCACGAATATTTACATTACTTTCTCTCTGTAAGT GCCGTCTGTCTCCG
AACGAAACCCTGI GTCATACGT TTGAAAT GCGCAACGACATACTGECNCCNATGNATTTTAATATTCTGCTACTA
GCCCCCCAAT CAATCNACCCCAAAAAAAAAACT CNGGCATATGATANAGT TTANG

Sequences produci ng Hi gh-scoring Segnent Pairs: Score P(N)

CGl2214-RB transcript fromgene[ CGL2214 CGL2214 FBgn00334... 1709 4.2e-73
CGl2214-RA transcript fromgene[ CGl2214 CGl2214 FBgn00334... 1709 4.8e-73
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