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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Ernahrung spielt eine wichtige Rolle fur jeden Organismus. Die Aufnahme und
Verwertung finden sich in allen Lebewesen in einem mehr oder weniger komplexen
System wieder. Ernahrung ist eine Grundbedingung fur Leben. Die ldentifikation und
Charakterisierung von Signalwegen, die fur die Ernahrung wichtig sind, ist daher seit
langer Zeit Ziel vieler Forscher. Die Verfugbarkeit von Mikroarrays half, erste
umfangreiche Analysen des Transkriptoms durchzufihren. Der Vergleich von
differenziell gefutterten Larven des Modellorganismus Drosophila melanogaster
ermoglichte es, Gene zu identifizieren, die eine zuckerspezifische Regulation
aufwiesen. Eines dieser Gene war sugarbabe, das durch seine schnelle und starke
Induktion besonders auffiel. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sugarbabe durch
chico, eine Komponente des Insulinsignalweges, nicht reguliert wird. So konnte
gezeigt werden, dass das adipokinetische Hormon (akh) und das C/EBP-Homolog
slbo Einfluss auf die Expression von sug aufweisen.

Da die Expression von mRNS und deren Proteine oftmals nicht korreliert, sollten die
Daten der Mikroarrays mit Hilfe von zweidimensionaler Gelelektrophorese und
Massenspektrometrie Uberprift und wenn mdoglich erganzt werden. Hierfir war es
notwendig, die bendtigten Techniken am Institut zu etablieren. Vergleicht man die
Daten der Mikroarray-Experimente mit denen der 2D-GE, so fallt auf, dass viele
Proteine eine abweichende Regulation aufweisen. Besonders interessant ist dabei
EF-1-048D, ein Elongationsfaktor, der eine wichtige Rolle bei der Proteinbiosynthese
spielt und somit fur die Regulation weiterer Proteine verantwortlich zeichnen kdnnte.
Die Arbeit konnte zeigen, dass Mikroarrays ein wichtiges Hilfsmittel bei der
Erforschung von Regulationsmechanismen sind. Zusatzliche Techniken, wie die
Proteomik, sind aber essentiell fur einen globalen und umfassenden Einblick in die

komplexen Regelwerke nieder- und héherorganisierter Organismen.



Abstract

Abstract

Nutrionomic:
Analysis of feeding dependant gene and protein regulation in
Drosophila melanogaster (Meigen)

Feeding is essential for every organism. Uptake and utilization of nutrition are taking
place in all animals in a more or less complex system. Feeding is a fundamental
condition for life. Identification and characterization of signal pathways important for
nutrition is an aim for many researchers for a long time. With the availability of
microarrays first substantial analyses of the transcriptome were possible. Using
Drosophila melanogaster as a model organism and comparing differentially fed larvae
it was possible to identify genes that are regulated in a sugar dependant manner. One
of these genes was called sugarbabe that showed a strong and fast induction upon
sugar. In this study it could be shown that sugarbabe is not affected by chico which is
a component of the insulin signalling pathway. So it could be shown that the
adipokinetic hormone (akh) and the C/EBP-homolog s/bo affected the regulation of
sugarbabe. In many cases the expression data of mRNA and their corresponding
proteins do not correlate. The microarray data should be validated and if possible
supplemented by additional two-dimensional gel electrophoresis and subsequent
mass spectrometry.

Therefore it was necessary to establish this technique at the institute. Comparing the
data out of the microarray experiments with the 2D gel electrophoresis many proteins
show a divergent regulation. Of particular importance is EF-1-048D, an elongation
factor that plays an important role in protein-biosynthesis. So it could be responsible
for regulation of additional proteins.

The study could show that microarrays are an important tool for the investigation of
regulatory mechanisms. Additional techniques like proteomics are equally essential
for a global and comprehensive insight in the complex control installation of lower and

higher organisms.
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Abkurzungen

Abkirzungen
% (vIv) Prozentualer Volumenanteil bezogen auf das Gesamtvolumen
% (w/v) Prozentualer Mengenanteil bezogen auf das Gesamtvolumen
amu Atomare Masseneinheit (atomic mass unit) (1 amu = 1 Da)
cDNS in DNS umgeschriebene RNS, so dass keine Introns mehr enthalten sind
Da Dalton (nicht Sl-konforme Masseeinheit)
dH>O destilliertes Wasser
ddH.0 bidestilliertes Wasser
DNS Desoxyribonukleinsaure
DNase Desoxyribonuclease
ds doppelstrangig
E. coli Escherichia coli
On Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
Hid Apoptosefaktor
ISW Insulinsignalweg
M Mol
mRNS messenger-RNS
MS Massenspektrometrie
MS-MS Tandem-Massenspektrometrie
m/z Masse-zu-Ladung Verhaltnis
ODy Optische Dichte bei einer Wellenlange von x nm
ORF open reading frame = Offenes Leseraster
PCR polymerase chain reaction = Polymerase—Kettenreaktion
pH Wert flr den Sauregehalt
ppm Teile pro Million (part per million)
RNS Ribonukleinsaure
Rpr Apoptosefaktor
RT Raumtemperatur oder Reverse Transkriptase
SDS Sodiumdodecylsulfat = Natriumdodecylsulfat; Detergenz
sek Sekunde (wurde zwecks Ubersichtlichkeit der offiziellen Abkirzung s
vorgezogen)
Ss single stranded = einzelstrangig
Tm Schmelztemperatur bei Primern






Einleitung

1 Einleitung

Im Jahre 1923 publizierte der englische Arzt Garrold die Hypothese, dass
angeborene Stoffwechselfehler auf das Fehlen spezifischer Enzyme zuruckgehen,
die normalerweise unter Anweisung der Wildtyp-Erbanlagen hergestellt werden
(Garrold, 1923). Obwohl diese Arbeit kaum beachtet wurde, war somit bereits die
,ein-Gen-ein-Enzym-Hypothese“ geboren. Nach Experimenten mit dem Pilz
Neurospora crassa formulierten Beadle und Tatum ihre ,Ein-Gen-ein-Protein-
Hypothese®, nach der ein definierter DNS-Abschnitt die Information fur ein Protein
enthalt (Beadle und Tatum, 1941). Noch im selben Jahrzehnt fihrte Pauling die
Ursache der Sichelzellanamie auf einen genetisch bedingten Defekt im
Hamoglobinmolekll zurick (Pauling et al., 1949). Spater stellte man fest, dass
Proteine wie z.B. Hamoglobin aus mehreren Polypeptiduntereinheiten aufgebaut sein
kénnen (Ingram, 1989), fur die funktionell zusammenhangende genetische Einheiten
(Cistrone, aquivalent zu Gene) kodieren. Die ursprunglichen Theorien wurden zur
,ein-Cistron-ein-Enzym-Theorie“ (Benzer, 1955) bzw. allgemeiner zur ,ein-Gen-ein-
Polypeptid-Hypothese® prazisiert. Das Zusammenspiel aus Gen und Protein gestaltet

sich allerdings sehr viel komplexer als diese Theorie es beschreibt.

1.1 Proteine und Proteomik

Das Wort “Protein” stammt aus dem Griechischen (,proteos®) und kann mit
.erstrangig® Ubersetzt werden. Die Untersuchung dieser Makromolekule, ihrer
Struktur, Eigenschaften und Funktion beschaftigt Wissenschaftler schon seit
mindestens zwei Jahrhunderten. Ein grof3er Schritt zur modernen Analytik und zum
Verstandnis des Aufbaus von Proteinen waren die Arbeiten von Pehr Edman und
Frederic Sanger zur Sequenzanalyse von Proteinen und Peptiden in den 50er Jahren
des letzten Jahrhunderts (Edman, 1950) (Sanger, 1951). Hiermit konnte gezeigt
werden, dass Proteine eine gemeinsame und definierte Struktur aus kovalent

gebundenen Einzelbausteinen, den Aminosauren, aufweisen. Einen regelrechten
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Boom in der Proteinanalytik I0sten 1975 O’Farell und Klose aus, als sie nie zuvor
gesehene Bilder von Trennungen tausender Proteine mittels zweidimensionaler (2D)
Gelelektrophorese zeigten (Klose, 1975) (O’Farell, 1975). Eine hochauflésende
Trennmethode, die Proteine selbst aus komplexen Gemischen wie Zellen, Geweben
oder Korperflissigkeiten separieren konnte, stand plétzlich zur Verfugung. Zu dieser
Zeit existierte allerdings noch keine ausreichend sensitive Methode, die so isolierten
Proteine auch zu identifizieren. Es dauerte bis Ende der 80er Jahre als die
Massenspektrometrie einen weiteren Entwicklungssprung vollbrachte und Techniken
entwickelt wurden, die eine Identifizierung der Proteine ermdéglichten.

Zugleich gab es auf dem Gebiet der Genomanalyse weltweite, gemeinsame
Anstrengungen, komplette Genome verschiedener Spezies durchzusequenzieren. Bis
dato sind so die kompletten Genome einer Vielzahl von Spezies erfolgreich
sequenziert worden (Stand: 2006):

ca. 2 000 Viren, 28 Archaeen, 119 Bakterien und 41 Eukaryoten darunter Anopheles
gambiae, Encephalitozoon cuniculi, Arabidopsis thaliana, Homo sapiens (Venter et
al.,, 2001) (I.H.G.S.C., 2004), Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe ,Caenorhabditis elegans, Oryza sativa und Drosophila melanogaster (Adams
et al., 2000) (Myers et al., 2000). Die Analyse der komplexen RNS-Pools in Zellen,
den sogenannten Transkriptomen, ist in den letzten Jahren vor allem durch die
Entwicklung von DNS-Mikroarrays, bei denen DNS-Fragmente auf feste Trager
gebunden werden (DeRisi et al., 1997) (Bauer, 2004) (Katzenberger, 2004) (Hamm,
2005), effizient geworden. So gelang es, einen groRen Teil der entsprechenden
MRNS parallel zu detektieren und zu quantifizieren. Hierfir werden ganze mRNS-
Populationen von Zellen, Organen oder ganzen Organismen revers transkribiert, die
cDNS mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und dann an die DNS-Fragmente auf den
Mikroarrays hybridisiert. Mit dieser Technik ist es auf effektive Weise mdoglich,
Transkriptome parallel, sensitiv, qualitativ und quantitativ zu charakterisieren. Diese
Technologien konnen viel zum Verstandnis der komplexen biochemischen
Zusammenhange in Zellen beitragen.

Dennoch wird es immer deutlicher, dass solche als ,Transkriptomik® bezeichneten

Untersuchungen zwar zwingend notwendig, aber nicht hinreichend fur das
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Verstandnis der komplexen biochemischen Vorgange in der Zelle sind.
Experimentelle Befunde belegen, dass die Quantitat einzelner mRNS-Molekile oft
nicht mit der Quantitdt des zugehdrigen Proteins korreliert (Gygi et al., 1999)
(Anderson et al., 1997). Aullerdem ist bekannt, dass Gene zwar transkribiert werden
konnen, die entsprechende mRNS aber nicht unbedingt translatiert werden muss.
Auch auf Proteinebene besteht eine hohe und dynamische Variabilitat. So werden
Proteine oft posttranslational modifiziert wie z.B. phosphoryliert, glykosyliert,
acetyliert, ubiquitinyliert, farnesyliert oder sulfatiert und so ihre Stabilitaten oder auch
ihre Bindungseigenschaften moduliert. Man kennt heutzutage tber 200 verschiedene
Arten von posttranslationalen Modifikationen, sowie alternatives Spleilien auf mMRNS-
Ebene (Graveley, 2001) oder ,mRNA-Editing“, die weitere Divergenzen verursachen.
Eine Untersuchung an humanen Protein-Sequenzen konnte zeigen, dass
beispielsweise von 6 330 annotierten Sequenzen in der SwissProt-Datenbank, 16
449 potentielle bzw. experimentell ermittelte posttransiationale Modifikationen
gefunden werden konnten (O'Donovan et al., 2001). Eine weitere Studie zeigte, dass
uber die Halfte der bekannten Proteine beim Menschen glykosyliert sind (Apweiler et
al., 1999). Zusatzlich werden Proteine haufig sezerniert, so dass als Konsequenz die
Konzentration der entsprechenden mRNS nicht mit der Konzentration des
entsprechenden Proteins korreliert. Aus diesen Grinden ist eine zu den RNS-
Technologien komplementare Technologie noétig, welche die Analyse von ganzen
Protein-Populationen zulasst. Hierbei ist es wunschenswert, nach Moglichkeit das
gesamte komplexe Proteingemisch gleichzeitig darzustellen, zu analysieren und in
einem nachsten Schritt Vergleiche zwischen verschiedenen Proteingemischen
durchzufiihren. So konnen beispielsweise die Proteinprofile von differenziell
geflutterten Larven verglichen werden. Die Gesamtheit der Proteine, die in einem
Gewebe- oder Zelltyp exprimiert werden, wird in Analogie zum Begriff Genom
ublicherweise als Proteom (Wilkins et al., 1996) bezeichnet. Techniken fir die
Analyse dieser komplexen Proteingemische werden, in Analogie zum Begriff
,Genomik®, als ,Proteomik® bezeichnet.

Der Begriff musste aber in der Folgezeit genauer definiert werden und so versteht

man heute unter dem Begriff Proteom ,das zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter
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exakt definierten Randbedingungen quantitativ ermittelte Proteinmuster eines
Organismus, einer Zelle, einer Organelle oder auch einer Korperflissigkeit*
(Lottspeich, 1999). Diese Definition zeigt schon einige der Grenzen der
Genomforschung auf und weist auf die Notwendigkeit, aber auch auf Probleme eines

Proteomansatzes hin:

* Im Gegensatz zu dem statischen, exakt definierbaren Genom ist das Proteom ein

sehr dynamisches Gebilde, das von einer Vielzahl von Parametern beeinflusst wird.

* Eine vollstandige Sequenzierung eines Organismus bedeutet noch nicht, dass man
weil, wo sich die ,coding“ Regionen innerhalb der Nukleotidsequenz befinden. Die
Bioinformatik allein ist (noch) nicht in der Lage, mit Sicherheit Exons oder
SpleiBingvarianten zu entdecken. Im Vergleich von etwa 18 000 Genen bei
Drosophila melanogaster geht man heutzutage von mindestens etwa hunderttausend
unterschiedlichen Proteinspezies aus. Ein Extrembeispiel hierfur ist das Drosophila
Gen Dscam, das mit 95 Exons theoretisch alleine etwa 38 000 unterschiedliche

Proteine kodieren kdnnte (Graveley, 2005).

* FUr die biologische Aktivitat und Wirkung eines Proteins sind seine Menge und die

genaue Kenntnis seiner posttranslationalen Modifikationen von grof3er Bedeutung.

* Es existiert keine direkte Korrelation zwischen Genexpression, Proteinkonzentration
und Proteinaktivitat. Hierbei spielen eine Vielzahl von komplexen und hochvernetzten

Funktionsablaufen eine Rolle.

+ Es gibt keinen biologischen Zustand, in dem alle Gene, oder im Genom kodierten

Proteine, zur gleichen Zeit exprimiert werden.

+ Das Proteom ist neben diesen endogenen Faktoren ebenso von exogenen
Parametern wie Temperatur, Stress, Pharmaka, Interaktionen und zellspezifischer

Expression abhangig (Lottspeich, 1998).
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» Es gibt auf der Proteinebene wesentlich gréRere Mengenunterschiede als auf der
Genomebene. Dies bedeutet, es liegen Proteine in sehr geringer Kopienzahl neben
Proteinen mit sehr hoher Kopienzahl vor. Analytisch betrachtet ist es jedoch aul3erst
schwierig, schwach exprimierte Proteine neben stark exprimierten Proteinen

nachzuweisen (Corthals, 2000).

Trotz dieser Schwierigkeiten spricht man schon jetzt vom Jahrzehnt der
Proteomforschung (Anderson, 2000). Bei allen berechtigten Erwartungen an die
Proteomanalyse darf jedoch nicht der Eindruck entstehen, sie kdnne isoliert von
samtlichen anderen Techniken eingesetzt werden. Nur das Zusammenspiel der
Proteomanalyse mit den Methoden der Genom-, sowie Transkriptomanalyse, der
Molekularbiologie aber auch der klassischen Biochemie wird uns einen besseren
Einblick in die komplexen funktionellen Regulations- und Stoffwechselnetzwerke

eines Organismus ero6ffnen.

Bisher wurden einige ,large scale“ Proteomprojekte von Organismen gestartet wie
z.B. Saccharomyces cerevisiae (Hodges et al., 1998), Escherichia coli (VanBogelen
et al., 1997) und Drosophila melanogaster (Schoofs et al., 2003). Zusatzlich wurde
die systematische Proteomanalyse einiger Protein-Extrakte von Drosophila wie z.B.
Hamolymphe (Vierstraete et al.,, 2003) und des zentralen Nervensystems
(Baggerman et al., 2002) erfolgreich untersucht. Ein Bereich, der bisher allerdings
mehr oder weniger auller Acht gelassen wurde, ist die Untersuchung

nahrungsabhangiger Proteinregulation bei Drosophila melanogaster.
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1.2 Grundlagen der Proteomik

Die Kernschritte zur Analyse von Proteomen bestehen in der Extraktion und
Auftrennung komplexer Proteingemische (2D-Gelelektrophorese oder mittels HPLC),
sowie der Detektion von Proteinen und deren Quantifizierung. Danach werden
interessante  Proteine  ausgeschnitten und identifiziert. Die prinzipielle

Vorgehensweise ist in Abbildung 1.2-1 dargestellt.

Extraktion + Isoelektrische
Losen der Fokussierung
Proteine (1. Dimension) 3 p H 10
. 1 |
. ‘ 1 | ’
A < + -
J SDS-PAGE
(2. Dimension)
Ausschneiden Féarben und
einzelner Spots Cluantifizieren
L ]
, o
«— . _ 0 +—
£ ® -
| e .
Enzymatische
Spaltung
MS oder ; .. Datenbank- )
)~ Edman Abbau = . . Suche Protein
\_ .-: ¥ ﬁ . " ]
= |dentifikation
o/

Abbildung 1.2-1: Prinzipieller Ablauf einer Proteomanalyse, Schematische Darstellung
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1.2.1 Trennung der Proteine

Die am haufigsten verwendete Technologie zur Trennung komplexer
Proteingemische ist die zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-GE) (O’Farell,
1975). Hierbei werden die Proteine zunachst mittels isoelektrischer Fokussierung
nach ihrer Ladung und anschlieBend mittels SDS-PAGE ihrem Molekulargewicht
entsprechend getrennt. Eine wichtige Neuerung innerhalb der ersten Dimension war
die Entwicklung immobilisierter pH-Gradienten (IPG) (Bjellgvist, 1982). Zum einen
sind isoelektrische Fokussierungen mit IPGs reproduzierbarer und technisch
einfacher durchzuflhren als mit freien Tragerampholyten und zum anderen ist es mit
IPGs mdoglich, ohne Verzerrung des pH-Gradienten groRere Mengen eines
Gesamtproteingemisches aufzutrennen (bis zu 15 mg) (Bjellgvist, 1993). Dies macht
es zwar moglich Proteine niedriger Konzentration zu detektieren und zu
identifizieren, jedoch sind Proteinmengen Uber 1 mg nur sehr schwer ohne Artefakte
zu fokussieren. Neben der Reproduzierbarkeit der Gele stellt auch die exakte
Trennung extrem saurer bzw. basischer Proteine (wie z.B. Histone), sowie die
Trennung von sehr kleinen und sehr grof3en Proteinen ein erhebliches Problem dar.
Ublicherweise ist nur der pH-Bereich zwischen 3 und 10 und der GréRenbereich
zwischen 10 und 150 kDa zuganglich. Zwar gibt es fir den basischen pH-Bereich (pH
10-12) speziell angepasste Methoden der isoelektrischen Fokussierung (Wildgruber,
2000), jedoch sinkt die Auflésung oberhalb pH 9 zum Teil drastisch.

Aufgrund vieler Limitationen der 2D-Gel Technik versucht man in letzter Zeit, diese zu
ersetzen bzw. weiter zu verbessern. Als Alternativen stehen chromatographische und
elektrophoretische Techniken und deren Kombinationsmoglichkeiten zur Auswahl
(Issag, 2001). In letzter Zeit wurden einige Versuche unternommen, mittels
multidimensionaler HPLC (zumeist Kombinationen aus lonenaustausch- und
Reversed-Phase-Chromatographie (Yates, 2001), sowie Ausschlu’ichromatographie)
oder der Kopplung von HPLC und Kapillarelektrophorese (Manabe, 1999) diese

komplexen Gemische aufzutrennen.
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1.2.2 Detektion und Quantifizierung der Proteine

Die Detektion kann mit verschiedenen Methoden durchgefihrt werden, wobei im Falle
der 2D-Gele Farbungen angewendet werden. Die wichtigsten Parameter sind eine
moglichst hohe Sensitivitat, ein moglichst breiter, linearer dynamischer Bereich fur
Proteine mit unterschiedlichen Mengen und die Kompatibilitat mit der nachfolgenden
Analytik (Massenspektrometrie). Am haufigsten verwendet werden die Silberfarbung
mit einem linearen Arbeitsbereich von ca. 1-60 ng/mm? (Berggren, 2000) und die
Farbungen mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie Brillant Blau R250 mit
einem Arbeitsbereich von 50 ng — 1 ug/mm?. Die Silberfarbung erweist sich allerdings
als schwer reproduzierbar, und bis 1996 (Shevchenko, 1996) waren keine Protokolle
fur den ,In Gel“-Verdau von Silber gefarbten Gelen vorhanden. Wahrend Coomassie
Brillant Blau nicht sensitiv genug ist, um die Mehrzahl der aufgetrennten Proteine in
einem komplexen Proteingemisch zu visualisieren, ist die Silberfarbung zwar
empfindlicher, jedoch die Quantifizierung Silber gefarbter Gele ungleich schwieriger.
Es ist technisch sehr anspruchsvoll, reproduzierbare Silberfarbungen durchzufuhren.
Bei anschlieRender Quantifizierung der Signale kénnen bei optimaler Durchfiihrung
Varianzen bis zu 20 % (Quadroni, 1999) auftreten.

In den letzten Jahren werden zunehmend Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBPRO Ruby
verwendet (Patton, 2000, 2002), da sie auferst empfindlich sind, einen grof3en
linearen, dynamischen Bereich haben und sich gut fur Automatisierungen eignen. In
allen Fallen erfolgt die Auswertung heutzutage computerunterstitzt.
Softwareprogramme  verschiedener Firmen ermoglichen eine automatische
Spoterkennung, Spotquantifizierung und anschlielende Gelvergleiche. Ein neuer
Ansatz flr die Quantifizierung liegt in der Isotopenmarkierung bestimmter
Aminosauren und bedient sich anschlieBend der Massenspektrometrie fir den

quantitativen Vergleich.
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1.2.3 Identifizierung der Proteine

Die erste Technik, die eine eindeutige Proteinidentifizierung zuliel3, war die
N-terminale-Edman-Sequenzierung (Edman, 1967) (Hewick, 1981) (Aebersold,
1986). Die Empfindlichkeit dieser Technik liegt bei ca. 10 pmol (Lottspeich, 1998),
was 1 ug eines 100 kDa Proteins entspricht. Obwohl die N-terminale Sequenzierung
nicht sonderlich empfindlich ist, hat sie den Vorteil, dass man de novo
Proteinsequenzdaten generieren kann und somit die Analyse voéllig unbekannter
Proteine moglich ist. Mittlerweile haben allerdings Proteinidentifizierungsstrategien,
die auf Massenspektrometrie mit anschlie3ender Proteindatenbanksuche beruhen, an
Bedeutung gewonnen, wahrend Edman-Abbau nur noch in ganz seltenen Fallen
verwendet wird. Das meist verwendete Verfahren zur ldentifizierung von Proteinen
mit bekannter Sequenz ist das MALDI Peptide Mass Fingerprinting (MALDI-PMF)
(Henzel, 1993) (Yates, 1993). Hierbei werden die zu analysierenden Proteinspots im
Gel enzymatisch mit Trypsin gespalten und mittels MALDI-ToF-MS (Matrix assistierte
Laser Desorptions lonisations Flugzeit (Time of Flight) Massenspektrometrie) (Karas,
1988) (Tanaka et al., 1988) das Molekulargewicht der entstehenden Fragmente
genau bestimmt. Die erhaltenen Daten werden dann mit Hilfe von
Computerprogrammen mit den Molekulargewichten der Fragmente verglichen, die
sich theoretisch aus der Spaltung eines bestimmten Proteins ergeben mussten. Dies
geschieht mit allen Datenbankeintragen bekannter oder von Open Reading Frames
abgeleiteter Proteine.

Die Proteinsequenzen mit den besten Ubereinstimmungen werden anschlieRend
ausgegeben. Die Empfindlichkeit dieser Technik liegt im unteren Picomol-
beziehungsweise oberen Femtomol-Bereich (Lottspeich, 1998). Hier wird nun deutlich
wie wichtig die Verfligbarkeit von komplett sequenzierten Genomen flr eine
erfolgreiche Proteomanalyse ist. Nur durch das Vorhandensein von exakten
Gendatenbanken und den daraus resultierenden Proteinsequenzdaten ist es moglich,
die erhaltenen Fragmentgroflen in silico einem bestimmten Protein zuzuweisen.
Proteinsequenzdaten  anderer Spezies flhren wie beispielsweise bei
Homologieanalysen von DNS-Sequenzdaten (z.B. BLAST), meist nicht zur



Einleitung

Identifizierung des Proteins. Dies hat zur Folge, dass die Identifikation von Proteinen
aus Spezies mit nur wenigen Protein-Datenbankeintragen problematisch ist.
AulRerdem ist die Methode nur schwer auf stark posttranslational modifizierte und
bisher unbekannte Proteine anwendbar, da durch die Modifikationen auch die Groe
der entstehenden Fragmente stark verandert wird.

Eine weitere wichtige Methode ist ESI-MS (Metzger, 1994) (Wilm, 1996). ESI-MS
steht fir Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (Fenn, 1989). Die
Empfindlichkeit dieses Verfahrens liegt im unteren Picomol-Bereich (Lottspeich,
1988). Eine Weiterentwicklung der bestehenden MALDI-MS Technik, bei der eine
zusatzliche Fragmentierung der mittels MALDI-ToF-MS identifizierten Peptide erfolgt
(MALDI-ToF/ToF-MS oder Tandem-Massenspektrometrie), kann zusatzliche
Sequenzdaten liefern. Im folgenden Abschnitt sollen kurz die theoretischen
Grundlagen der beiden hier erwahnten und in dieser Arbeit verwendeten

massenspektrometrischen Techniken erklart werden.

1.2.4 Matrix assistierte Laser Desorptions lonisations Flugzeit
Massenspektrometrie (MALDI)

Auf einem metallischen Probenteller (target plate) wird die Probe (Analyt) mit der
Matrix in einem Verhaltnis von circa 1: 1 000 - 10 000 gemischt. Bei der Verdunstung
des Losungsmittels kommt es zu einer Kokristallisation von Analyt und Matrix, wobei
das Analytmolekul in den Kristallverband der Matrix eingebettet wird. Der Einbau der
Probe in das Kristallgitter der Matrix ist dabei essentiell fur das Funktionieren des
nachfolgenden Prozesses. Daher ist ein Entsalzen der Probe vor der Analyse
notwendig. Die Entsalzung der Proben kann z. B. mittels einer HPLC-Auftrennung
erfolgen, wird aber heutzutage meist mit kommerziell erhaltlichen ,ZipTips"
(Kussmann, 1997) durchgefihrt. Dies sind kleine Spitzen, die mit Reversed-Phase
(RP) Cqs-Material geflllt sind. Die Peptide binden dabei an das RP-Material und
werden nach mehreren Waschschritten mit einem Anteil von circa 50 - 80 % an
anorganischem Losungsmittel von der Saule eluiert. Die Proben werden nach

Auskristallisierung in das Hochvakuum des Massenspektrometers (10° mbar)

10
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uberfuhrt. Die Matrix kann die Lichtenergie eines eingestrahlten, gebundelten
Laserpulses optimal absorbieren und dabei schlagartig ins Vakuum verdampfen
(s. Abbildung 1.2-2). Fir Proteine und Peptide haben sich u.a. Zimtsaurederivate wie
Sinapinsaure (Beavis, 1989) oder 4-Hydroxy-a-cyanozimtsaure (= HCCA) (Beavis et
al., 1992), aber auch Benzoesaurederivate wie 2,4-Dihydroxybenzoesaure (Huth-
Fehre et al.,, 1992) bewahrt. Es wird angenommen, dass Analytmolekile wie z.B.
Peptide nach der Laserirradiation von der expandierenden Matrixwolke (expanding
plume) mitgerissen und durch Matrixfragmentradikale chemisch ionisiert werden
(Vertes et al., 1993). Es enstehen hauptsachlich einfach protonierte Peptide ([M+H]")
oder deprotonierte Peptide ([M-H]') des Analyten. Sollen positiv geladene Teile
detektiert werden, so liegt eine positive Beschleunigungsspannung von 10 - 30 kV am
Probenteller an. Umgekehrt liegt eine negative Spannung an, wenn deprotonierte

Peptide analysiert werden sollen.

Reflektor

b d

Probe

+
Matrix feldfreie Drift
e
o Ty
! |:|\/|+H]+ m, >> m, | Detektor
o

(linearer Modus)

Desorption &

. lonisation J

Beschleunigung L _{

g -9
acc A in vacuo 10 mbar

Detektor (Reflektormodus)

Abbildung 1.2-2: Aufbau eines MALDI-MS mit Linear- und Reflektormodus

Die geladenen Molekulionen werden uber eine kurze Distanz in Richtung der
Lochplatte im elektrischen Feld beschleunigt. Entlang einer anschlieenden,
feldfreien Driftstrecke separieren sich nun die lonen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Fluggeschwindigkeiten, die durch ihr jeweiliges m/z (Masse/Ladung) Verhaltnis und

die Starke des Beschleunigungsfeldes bestimmt ist. Ein Detektor registriert das

11
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Eintreffen der Molekulionen am Ende der Driftstrecke. In erster Naherung ist die
Flugzeit proportional zur Wurzel des m/z Verhéltnisses (ToF ~ \m/z). Zur Erhéhung
der massenspektrometrischen  Auflosung (m/Am) sind moderne MALDI-
Massenspektrometer zusatzlich mit einem Reflektor ausgerustet. Dieser befindet sich
am Ende des Flugrohres und besteht aus mehreren Metallringen oder Gittern, an
denen mehrstufige Reflektorpotentiale U,s angelegt sind. lonen gleichen m/z mit
unterschiedlichen Endgeschwindigkeiten, wie sie z.B. aus verschiedenen
Anfangsgeschwindigkeiten und lonisations-Orten herrlhren koénnen, dringen
unterschiedlich tief in das zunehmende elektrische Feld des Reflektors ein. Dieses
Feld beschleunigt die lonen zurick und bildet sie fokussiert auf dem zweiten Detektor
(reflektormode detector) ab (s. Abbildung 1.2-2). Die so erhaltenen Informationen
eines Peptides nennt man Peptidmassenfingerabdruck (peptide mass fingerprint =
PMF).

1.2.4.1 Tandem-Massenspektrometrie

Werden Peptide in einem Massenspektrometer weiter fragmentiert und die Massen
der Fragmente bestimmt, spricht man von Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS).
Die Auswahl der zu fragmentierenden Peptide erfolgt in einer ersten MALDI-ToF-
Messung. Hier werden nach erfolgreicher Messung die funf starksten Signale fur eine
anschlieRende MS/MS-Messung ausgewahlt. Abbildung 1.2-3 zeigt den Aufbau eines
Tandem-Massenspektrometers. Nach Beschleunigung und zeitlicher Auswahl des zu
fragmentierenden Peptids (,Timed lon Selector®) gelangt dieses in die Kollisionszelle
(collision cell). Durch das Abbremsen der Peptide (retarding lens) vor Eintritt in die
Zelle (Ublicherweise bis auf 1 oder 2 keV Energie) und verschiedene Gasdricke
konnen StolRenergien eingestellt werden, die bevorzugt zu Fragmentierungen an den
Peptid-bindungen oder der -seitenketten fuhren. Die Fragmente werden anschlieRend
in Source 2 wieder beschleunigt und die Auftrennung nach Flugzeit erfolgt im
anschlie®enden Flugrohr und Reflektor. Durch die kirzere Lange des verbleibenden
Flugrohres und Unscharfen, die bei den Sto3prozessen entstehen, ist die Massen-

genauigkeit bei MS/MS-Spektren deutlich niedriger als bei MS-Messungen. Ein
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Vorteil dieser Fragmentierungsmethode ist, dass die Peptide hauptsachlich an der
Peptidbindung fragmentieren, so dass die Massendifferenzen zwischen den
Fragmenten den jeweils abgespalteten Aminosauren entsprechen. Sind die
Fragmente vom C-Terminus her intakt, spricht man von y-lonen; sind sie hingegen
vom N-Terminus her intakt, spricht man von b-lonen. Es gibt noch eine ganze Reihe
weiterer Fragmente, die durch Briche an anderen Bindungen entstehen, die aber bei

MALDI-ToF/ToF relativ selten auftreten (a, c, x, z, sowie interne Fragmente).

. BER ___ELEE Laser
Laser beam .-

Source &1 Reflector ME/MS beam Linear
« cetector detector

KY sample Timedion Retarding Collision  Source ¥2 MS beam Refiector
stage lmiil] i il

Abbildung 1.2-3: Schematischer Aufbau eines ToF/ToF-Massenspektrometers (4700 Proteomics
Analyzer der Firma Applied Biosystems)

Mithilfe von MS/MS-Spektren konnen vielfaltige Informationen uber die
Aminosauresequenz gewonnen werden. Dies eignet sich besonders fur die
Bestatigung von nicht eindeutigen Identifizierungen mittels PMF und die
Charakterisierung von posttranslationalen Modifikationen. Die Suche basiert dabei
genau wie beim PMF auf dem Vergleich mit einer Datenbank. Zusatzlich kdnnen
beide Messmethoden kombiniert und so die Vorteile beider Techniken fur eine

Identifizierung eines Proteins genutzt werden.

1.2.5 Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die direkte Analyse geldster Biomakromolekuile wie Peptide und Proteine ermdglicht
die ESI-MS (Siuzdak, 1994), (Przybylski et al., 1996). Eine Losung dieser Analyte in
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wasserhaltigen, organischen Losungsmitteln wird hierbei unter atmospharischem
Druck in einem elektrischen Feld fein verspriht. Hierzu wird eine metallisierte, spitz
ausgezogene, durchlassige Kapillare (& 0,1 mm), die mit der Probenldsung gefullt ist,
an eine Hochspannungsquelle (0,3 - 6 kV) angeschlossen. Im elektrischen Feld
deformiert sich die Flissigkeitsoberflache an der Austrittsstelle der Kapillare zum sog.
»1aylor Cone“ (s. Abbildung 1.2-4). Dieser emittiert an seiner Spitze hochgeladene
Tropfchen. Die Aerosolbildung wird bei groRerer Flussigkeitszufuhr in der Regel mit
einem zerstaubend wirkenden Gasstrom (z.B. Nz) und durch Warmezufuhr
unterstutzt. Durch StoRe mit Molekulen eines entgegenstromenden Gases (curtain
gas) erfolgt die Desolvatisierung des Aerosols. Dabei verringert sich die
TropfchengrofRe durch Verdampfen des Losungsmittels so lange, bis die repulsiven
Coulombkrafte in den Tropfchen groRer werden, als die Oberflachenspannung. Als
Folge werden viel kleinere Tropfen (sog. Mikrotropfen) emittiert, die im Verhaltnis zum
Volumen eine grofle Ladung tragen und im elektrischen Feld stark beschleunigt
werden (zur Theorie Wilm et al.,, 1994). Aus kleinen Analytmolekulen werden
hauptsachlich einfach geladene lonen erzeugt. Makromolekile liefern dagegen

verschiedene mehrfach geladene lonen.

Gas Gegenstrom

e Desolvatisierun cu_rf.l_afr? gas
0.3 -6 kV s J
L P e L = — e
N %{ﬁﬁr’,? S ) @  » Sf, —— Zum MS-Analysator
A R e Ty a *
' Agrosol lonen

Probenlésung Tayl Dlr Cone

Abbildung 1.2-4: Bildung des Taylor Konus und Desolvatisierung der Probe im ESI-MS

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Geraten handelte es sich um Tripple Quadrupol
Elektrospray Massenspektrometer (s. Abbildung 1.2-5). Die lonen werden Uber sog.
»ion guide“-Quadrupole (Q0 und stubbies in Abbildung 1.2-5), die auf bestimmten
Hochfrequenzen arbeiten, vom Feinvakuum- in den Hochvakuum-Bereich des
Massenspektrometers Uberfuhrt. Der nachfolgende Quadrupol (Q1) ist auf eine feste

Frequenz abgestimmt, so dass diesen nur lonen eines bestimmten m/z Wertes
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passieren konnen. Die so herausgefilterten, vorzugsweise doppelt oder 3-fach
geladenen lonen gelangen in die Kollisionskammer, in der sie mit verdiinnten Gasen
wie N, oder Ar kollidieren und fragmentieren (collision induced decay = CID). Der
Quadrupol Q2 in der Kollisionskammer wirkt als ion guide und verhindert das
Entweichen der lonen. Der letzte Quadrupol (Q3 in Abbildung 1.2-5) dient schlieRlich
der Auftrennung der entstandenen Fragmente. Daher wird seine Frequenz im

erwarteten m/z-Bereich variiert.

lonenquelle Analysator
':atmo;;::::;;scher Quadrupole
skimmer T N T
orifice L’ j ™. e
= o -.""‘--a
cgg?é” | ] o Q1 Q2 Q3
Hoch- Ring stubbies
spannung = | p—— .| Deflektor
Probes
Spray- |=| |11 — |11 | Y
kapillare .| : ollisions- Detektor
. fon guide kammer
| 22Tom 8x 10" Torr 2x10° Torr
Gas- - * +
gegenstrom
curtain gas Turbomole- Turbomole-
kularpumpe kularpumpe
Drehschieberpumpen

Abbildung 1.2-5: Aufbau eines Tripple Quadrupol Elektrospray Massenspektrometers. Der Aufbau
entspricht dem Gerat API 300 von PE/Sciex

Diese Technik ermdglicht es, kleine Menge von unterschiedlichen Metaboliten, wie
z.B. Aminosauren in mehr oder weniger komplexen Proben zu identifizieren und Uber

einen, der Probe zugesetzten internen Standard zu quantifizieren.

1.3 Nutrionomik

Nahrung ist fur alle Organismen, unabhangig ob einzellige oder mehrzellige
Lebewesen, essentiell. Biologische Systeme sind auf chemische Energie
angewiesen, die fast ausschliel3lich durch Pflanzen gebildet wird. Pflanzen sind Teil

der als Primarproduzenten bezeichneten untersten Stufe innerhalb der
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Nahrungspyramide und bilden das Fundament fir alle hdheren Tiere. Die Evolution
fihrte durch Mutation und Selektion Uber Jahrmillionen zu einer immer weiter
steigenden Komplexitat der Zellorganisation innerhalb eines Individuums und
gleichzeitig zu einem optimierten Verwertungssystem der aufgenommenen Nahrung.
Je komplexer ein Lebewesen aufgebaut war, umso wichtiger wurde die
gleichbleibende Versorgung mit Nahrstoffen und Aufrechterhaltung der Homeostase.
Kohlenhydrate und Proteine stellen fur viele Lebewesen die wichtigsten
Nahrungsquellen dar. Mit diesen Nahrstoffen in Verbindung stehende

Regulationsprozesse und Signalwege sollten daher konserviert vorliegen.

1.3.1 Der Insulinsignalweg

Auf der Suche nach Homologen zum bereits bekannten Insulinsignalweg bei
Saugern, stie® man bald in Drosophila und Ceanorhabditis elegans auf ahnliche
Komponenten (Lehner, 1999), (Brogiolo et al., 2001) (Gems, D. et al., 2001).

Drosophila Caenorhabditis Mammals
elegans
DILP1-7 ins-1-37 Insulin, IGF-1, |GF-II
| | |
INR DAF-2 Insulin receptor,
l ] IGF-IR, IRR
v
CHICO ? IRS1—4
Dp110, pe0 Age-1 Y
PI3K PI3K PI3K
DAF-18 |
il— DPTEN ll— STEN |— PTEN
Dstpké1 plk-1 PDK-1
! J !
dTOR Dakt AKT-1, AKT-2 AktPKB mTOR
5%
dsek | FKHR DAF-16 FKHR BS6K
GSK-3/Shaggy FKHR GSK-3

Abbildung 1.3-1: Homologe Insulinsignalwege unterschiedlicher Spezies (Garofalo, 2002)
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Der Insulinsignaltransduktionsweg ist bei C.elegans und D. melanogaster in vielen
Fallen homolog zu dem der Sauger. Der Insulinrezeptor besteht bei Saugern aus je
zwei a und B Untereinheiten und bildet ein tetrameres Protein (Leevers, 2001). Das
C.elegans Homolog DAF-2 (Kimura, 1997), (Ruvkun, 1998) und das Drosophila
Homolog dInR (Yenush, 1996) flhrten bei Mutationen der Rezeptoren zu
vergleichbaren Phanotypen. Veranderungen des Wachstums, der KoérpergroRe und
der Lebensspanne waren die Folgen (Brogiolo, 2001) (McCulloch, 2003). Die
Erkenntnis, dass der Insulinsignalweg Einfluss auf die Lebensdauer besitzt, wurde
durch die Tatsache gestutzt, dass eine kalorienarme Diat bei Saugern ebenfalls zu
einer Verlangerung der Lebensspanne fuhrte (Lane, 1999) (Roth, 2000) (Buch, 2006).
Die I|dentifikation von Genen war und ist ein wichtiger Schritt auf dem Weg zur
Identifizierung genetischer Signalwege und deren Regulation. Eine Technik zur
schnellen Identifizierung von regulationsaktiven Genen stellen Mikroarrays zur

Verflgung.

1.4 Ernahrungsabhangige Regulation von Genen

Die Technik der Mikroarrays ermdglicht es, auf einem kleinen Chip in der GrofRe
eines handelslblichen Objekttragers, die Expression von mehreren tausend Genen
gleichzeitig zu bestimmen. Zur Bestimmung nahrungsabhangig regulierter Gene
wurden Gruppen von 2. Instar Larven mit einer Hefesuspension (Kontroll-Gruppe),
20 %-ige Zuckerlosung und einer PBS-Losung gefattert (Hunger-Gruppe). Die Gene
wurden je nach Regulation in unterschiedliche Kategorien klassifiziert. Eine dieser
Kategorien enthielt Gene, die unter Zuckerbedingungen stark reguliert wurden,
wahrend sich unter Hungerbedingungen keine Veranderung zur Kontrolle zeigten
(Zinke, 2002).

Eines dieser Gene war sugarbabe (CG3850), welches bereits nach einer Stunde
unter Zucker um etwa das siebzehnfache hochreguliert wurde. Es wurde vermutet,
dass sugarbabe als Transkriptionsfaktor die Regulation von Zielgenen des
Fettstoffwechsels bewirkt. Der genaue Mechanismus sowie Art und Weise der
Regulation sind bis jetzt ungeklart. Eine Analyse des Promoterbereichs zeigte eine

mogliche Beteiligung von C/EBP in der sug Regulation. Diese Beteiligung sollte im
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Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht und analysiert werden. Neben der Analyse
der Genomik-Daten sollten zusatzliche Untersuchungen der nahrungsabhangigen
Proteinregulation einen tieferen Einblick in die beteiligten metabolischen Signalwege
geben. Die Kombination aus Nutriogenomik und Nutrioproteomik flhrte zur

Etablierung des Begriffes Nutrionomik.

1.5 Drosophila melanogaster als Modellorganismus fur
nahrungsbedingte Expressionsanderungen

Larven der Fruchtfliege Drosophila melanogaster eigenen sich besonders gut fur die
Untersuchung von Nahrungsveranderungen, da sie wahrend der ersten 100 Stunden
ihrer Entwicklung kontinuierlich Nahrung zu sich nehmen. Die Larven vervielfachen
dabei ihr Gewicht innerhalb von nur wenigen Tagen um das 200-fache. Die
Entwicklung einer Larve von der Eiablage bis zur Puppe dauert unter optimalen
Bedingungen (25 °C und ausreichend Nahrung) lediglich 117 Stunden (s. Abbildung
1.5-1).

Weibchen Maénnchen

213 h

1. Instar

46h o
e
&“).,
69 h 2. Instar

'r.- -:='_4- ‘::.%'-"E‘a ;
3. Instar
Abbildung 1.5-1: Lebenszyklus von Drosophila

melanogaster. Die Angaben beziehen sich auf
Entwicklung unter optimalen Bedingungen
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Die Abbildung verdeutlicht gleichzeitig den enormen Grollenzuwachs innerhalb der
ersten Larvalstadien. Um diese enorme Groé3enzunahme in diesem kurzen Zeitraum
zu erreichen, sind die Larven auf ein standiges Nahrungsangebot angewiesen. Der
Entzug von Nahrstoffen hat somit sofortige und teilweise drastische Auswirkungen
auf den Organismus. Zinke (Zinke, 2002) konnte zeigen, dass sich Larven des 2.
Instar sehr schnell auf ein wechselndes Nahrungsangebot einstellen konnen. Es
konnte gezeigt werden, dass es durch Untersuchung der RNS-Mengen maglich ist,
metabolische Signalwege zu identifizieren, die von Larven bendtigt werden, um
beispielsweise Zucker als alleinige Nahrungsquelle nutzen zu kénnen. Detaillierte

Daten zum Proteom liegen bisher allerdings nicht vor.
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1.6 Ziel der Arbeit

Fur die Untersuchung nahrungsvermittelter Proteinregulation, sollte zunachst ein
System etabliert werden, mit dem es moglich war, die Proteinregulation eines
Organismus oder nur Teilen dessen proteomweit zu untersuchen. Die Auftrennung
der sehr komplexen Proben sollte mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese (2D-
GE) erfolgen. Die 2D-GE ist in der Lage unter optimalen Bedingungen bis zu 1 000
einzelne Proteine zu trennen und der weiteren Analyse zuganglich zu machen.
Verdau und anschlieBende Massenspektrometrie der Proteine sollte es ermdglichen,
Proteine zu identifizieren, die bei der Anpassung an verschiedene
Nahrungsbedingungen wichtig sind, oder die, bei Mutationen wichtiger Komponenten
des Insulinsignalweges, unterschiedlich zum Wildtyp reguliert werden.

Gleichzeitig sollten die Genregulation, sowie der beteiligte Signalweg von sug
(CG3850) weiter untersucht und charakterisiert werden. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass sug mit den Zielgenen CG8093, CG6271 und CG6277 interagiert und
deren Genregulation beeinflusst. Als Transkriptionfaktor besitzt sug funf Zinkfinger
des Motivs Cys,-Hisp, das hauptsachlich als DNS-Bindemotiv klassifiziert wurde
(Pavletich et al., 1991) (Jacobs, 1992). Dieses Bindemotiv ist in der Lage innerhalb
des Promoters der Zielgene zu binden. In dieser Arbeit sollte nun die Signalkaskade,
die zur Aktivierung und Regulation von sug fuhrt, weiter untersucht werden. Ein sehr
viel versprechender Kandidat war der Transkriptionsfaktor C/EBP, fir den 5 mégliche

Bindestellen innerhalb des sug Promoters identifiziert werden konnten.
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2 Material

2.1 Bezugsquellen fiir Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

butandiol; Cleland's Reagenz

Name Abkiirzung Bezugsquelle

a-Cyano-4-hydroxy-Zimtsaure p.A. CHCA Applied Biosystems, Darmstadt

B-Mercaptoethanol B-ME Roth, Karlsruhe

11 cm Strip Holder gﬁiﬁ?ﬁgiﬁhﬁzc'emes Europe

3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure MOPS Roth, Karlsruhe

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat X-Phos Roth, Karlsruhe

Aceton Roth, Karlsruhe

Acetonitril LC-MS CHROMASOLV ACN Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Agar Difco Laboratories, Augsburg

Agarose PeqLab, Erlangen

Ammoniumperoxydisulfat APS Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ampicillin Amp Roth, Karlsruhe

Apfelsaft Verschiedene Hersteller

Bacto Trypton, Select Pepton Difco, Detroit, Michigan, USA

Bakterienplatten Greiner, Frickenhausen

Bierhefe Brecht, Eggenstein

Blaukappengefale (15 ml und 50 ml) Greiner, Frickenhausen

Bradford Reagenz BioRad, Miinchen

Bromphenolblau Serva, Heidelberg

Calciumchlorid CaCl, Merck, Darmstadt

Coomassie Brillant Blau R250 Serva, Heidelberg

Dalt Six GelgieR3stand, Gelkassetten gmiﬁ??rgiﬁﬁzc'ences Europe

Destreak Rehydrierungsldsung gmersham _Biosciences Europe
mbH, Freiburg

Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO, Roth, Karlsruhe

Dithiotreitol; Threo-1,4-dimercapto-2,3- DTT Invitrogen Lifetechnologies

(Deutschland), Karlsruhe

DNS-Langenmarker, 1 kb-Leiter

Invitrogen Lifetechnologies
(Deutschland), Karlsruhe

DNS-Langenmarker, 100 bp-Leiter

PeqLab, Erlangen

Equilibrierungsréhren

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

Essigsaure, 100%, p.A.

Merck, Darmstadt

Ethanol, p.A. Roth, Karlsruhe
Ethanol, technisch Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
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Ethylendiamintetraessigsaure,

Titrierkomplex 3 EDTA Roth, Karlsruhe

Fett?;’fgs%g’df;'s'(z'am'”Oethy')‘ EGTA Roth, Karlsruhe

Ettan IPGphor Manifold Amersham .Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

Fadenagar Brecht, Eggenstein

Faltenfilter Macherey-Nagel, Diren

Ficoll 400 Roth, Karlsruhe

Formaldehyd 37 % Merck, Darmstadt

Formamid Roth, Karlsruhe

Frischhefe Fala, Stral3burg, Frankreich

Gel Blotting Papier (GB002) Schleicher&Schuell, Dassel

Glucose Roth, Karlsruhe

Glycerol, Glycerin Roth, Karlsruhe

Glycin Roth, Karlsruhe

Hefe-Extrakt Invitrogen Lifetechnologies
(Deutschland), Karlsruhe

iir(]za'riﬁfgrfg’gm')'p'peraz'”'1 - HEPES Roth, Karlsruhe

Hyperfilm™ ECL gnr:]iﬁ’hle;?;ilsijorzciences Europe

Immobiline DryStrip pH 3-10 (11cm linear) gr:q‘f)ﬁf‘f__‘rr‘;i'g’:frzc'e”ces Europe

Immobiline DryStrip pH 3-10 (24 cm linear) émiﬁ?ggilsﬁzmences Europe

Immobiline DryStrip Cover Fluid gmﬁf‘ﬁ'r‘;i'gfrzc'emes Europe

Immobiline DryStrip Reswelling Tray, Amersham Biosciences Europe

for 7-24 cm IPG strips GmbH, Freiburg

Injektionsnadeln (Femtotips) Eppendorf, Hamburg

IPG-Puffer pH 3-10 A scenoes Europe

Isopropanol, 2-Propanol Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid KCI Roth, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, Roth, Karlsruhe

Kanamycin A Monosulfat Km Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Klebeband, doppelseitig Scotch 3M, USA

Klorix (Hypochloridldsung) Colgate-Palmolive, Heidelberg

Levamisol Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Litiumchlorid LiCl Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Magnesiumchlorid MgCl, Roth, Karlsruhe

Magnesiumsulfat MgSO, Roth, Karlsruhe

Maismehl

Friedrichstal Miihle, Stutensee

Methanol

Roth, Karlsruhe

Methanol HPLC Qualitat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Mikrozentrifugenreaktionsgefalle (1,6; 2,0 ml)

Eppendorff, Hamburg

Milchpulver

verschiedene Hersteller

N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin TEMED Roth, Karlsruhe
N,N'-Methylenbisacrylamid Roth, Karlsruhe

Natriumacetat, p.A. NaAc Roth, Karlsruhe
Natriumcarbonat NaCO; Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid NaCl Roth, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat, p.A. SDS Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid, Platzchen, p.A NaOH Roth, Karlsruhe
(tetra)-Natrium-Pyrophosphat-Decahydrat ,’?1136‘52287 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumphosphat Na,PO, Merck, Darmstadt
Natriumthiosulfat Na,S,03 Roth, Karlsruhe

Nipagin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Nonidet-P40 NP-40 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Nylonmembranen (Hybond) gnnlirl_slyhla:r:;ilgﬁzmences Europe
Nylonmembranen (porablot NY amp) Macherey-Nagel, Diren
Oligo-d(T)12-18 g’:n%ﬁt’lla:gilsﬁzmences Europe
Oligonukleotide MWG-Biotech, Ebersberg
P81-Filterpapier Schleicher&Schuell, Dassel
Phosphat gepufferte Salzldsung PBS I(B\gts?s%?wrrahl;?f?:rﬁg&?ées
Poly(A) DNS gr?nirs?ggilsmzciences Europe
Rinderserum-Albumin BSA NEB, Frankfurt
RNA-Langenmarker Sigma-Aldrich, Taufkirchen
RNA sample loading buffer Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) Roth, Karlsruhe

Saccharose Roth, Karlsruhe

Salzsaure, 37%, p.A. HCI Merck, Darmstadt

Silbernitrat AgNO; Roth, Karlsruhe
Triflouressigsaure fur Proteinsequenzanalyse | TFA Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Tris Roth, Karlsruhe

Trypton, Pepton

Roth, Karlsruhe

Tween20

Roth, Karlsruhe

Whatman 3MM-Filterpapier

Schleicher&Schuell, Dassel

Zuckerrubensirup

Grafschafter, Meckenheim
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2.2 Bezugsquellen fiir Enzyme

Die meisten Enzyme wurden mit Reaktionspuffern und anderen fur die Enzymaktivitat

bendtigten Komponenten geliefert.

Transcriptase

Name Abkiirzung | Bezugsquelle
Calf Intestine Phosphatase CIP NEB, Frankfurt
Desoxyribonuklease DNasel Promega, Mannheim
T e
Lysozym Boehringer, Mannheim
M-MLV-Reverse Transkriptase RT Promega, Mannheim
Proteinase K Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe oder
Restriktionsendonucleasen NEB, Frankfurt oder
Promega, Mannheim
Ribonuklease RNase Promega, Mannheim
Ribonuklease Inhibitor RNasin Promega, Mannheim
SuperScript™Il RNase H Reverse RT Invitrogen Lifetechnologies

(Deutschland), Karlsruhe

T4 DNS-Ligase

Invitrogen Lifetechnologies
(Deutschland), Karlsruhe

Trypsin (Proteomics Quality),
aus Schweinepankreas

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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2.3 Bezugsquellen fur Kits

Name

Bezugsquelle

2D Quant Protein Assay Kit

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

2D Clean-up Kit

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

ECL Western blotting detection reagents

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

NucleoSpin® Extract 2 in 1 Kit

Macherey-Nagel, Diren

NucleoSpin® RNA 11 Kit

Macherey-Nagel, Diren

NucleoSpin® RNA L Kit

Macherey-Nagel, Diren

Microcon®30 Centrifugal Filter Devices

Millipore, Eschbronn

Plus One Silver Staining Kit, Protein

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

Qiagen Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

QlAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden

RC DC Protein Assay Kit

Bio-Rad, Miinchen

TOPO TA Cloning® Kit

Invitrogen, Groningen, Niederlande

2.4 Bezugsquellen fur Gerate

Gerat

Typ

Hersteller

4700 Proteomics Analyzer

MALDI-ToF/ToF

Applied Biosystems, Kalifornien,
USA

Brutschrank Perfect Memmert, Schwabach
Brutschranke mit Schittler HT Infors, Bottmingen, Schweiz
Entwicklungskassetten Suprema Dr. Goos, Heidelberg

Ettan IPGPhor

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

Filmentwickler

M35 X-OMAT Processor

Kodak, Stuttgart

Heizblock ThermoStat Plus Eppendorf, Hamburg
Heizblock mit Schiittler ThermoMixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Kiihlbrutschrank Kiihlbrutschrank 3101 Rumed-Rubarth Apparate

GmbH, Laatzen

MDS Sciex API 365 LC/MS/MS
triple quadrupole

Applied Biosystems, Kalifornien,
USA

Netzgerat fur Elektrophorese

(stabilisiert)

Fischer, Heidelberg

Netzgerat fur Elektrophorese

200/2.0

BioRad, Hercules, Kalifornien,
USA

Netzgerat fur Elektrophorese

E844

Consort
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pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin
Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
Pipetten Pipetman Gilson (Deutschland),

Langenfeld

Realtime Thermocycler

ABI 7000 Sequence Detection
System

Applied Biosystems, Darmstadt

Schittler Heidolph, Nlrnberg
Schwenktisch Polymax 2040 Heidolph, Nlrnberg
Spektrometer UV/Vis Spekol Zeiss, Jena
Thermocycler z;géf?&iggigzr;rmal Biozym, Oldendorf
Tischzentrifuge Biofuge A Heraeus, Hanau
Tischzentrifuge Centrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg
Gel Dokumentations System E.A.S.Y Win32 Heraeus, Hanau

UV-Leuchttisch

Transilluminator TR-302

Spectroline, New York, USA

Scientific Industries, Bohemia,

Vortexer Vortex Genie 2 New York, USA

Wasserbad Kéttermann, Hanigsen

Wasserbad HAAKE E2 Haake, Karlsruhe

Zentrifuge Avanti J-20 Beckman, Fullerton, Kalifornien,
USA

Zentrifuge Centricon H401 Kontron Hermle, Miinchen

Zentrifuge Centrifuge 5403 Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau

2.5 Losungen und Medien

Name

Zusammensetzung

Antikorper-Puffer

150 mM NaCl, 20 mM NaH,PO,, pH 7,0

AP-Puffer (alkalische
Phosphatase Puffer)

100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 100 mM Tris 9.5, 0,1 % (v/v)

Tween20, 1 mM Levamisol

Apfelsaftagar

2,1 % (w/v) Agar, 25 % (v/v) Apfelsaft, 2,5 % (w/v) Sucrose, 10

mM Nipagin, 1 % (v/v) Ethanol

Coomassie Brillant Blau-
Entfarbelésung

50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure

Coomassie Brillant Blau-
Farbeldsung

0,2 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R250, 50 % (v/v) Methanol,

7,5 % (v/v) Essigsaure

DNS-Ladepuffer (10 x)

25 % (w/v) Ficoll 400, 0,15 % (w/v) Bromphenolblau, 0,15 % (w/v)

Xylen Cyanol FF

Fliegenfutter (1,51)

1,331 H,0, 16,5 g Bierhefe, 81,5 g Maismehl, 8 g Fadenagar, 100
ml Zuckerribensirup, 200 ml 10% Nipagin (in 100 % Ethanol

gelost)

Lammli-Puffer

25 mM Tris, 192 mM Gilycin, 0,1 % (w/v) SDS
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LB-Agar

1,5 % (w/v) Agar in LB-Medium

LB-Medium (Luria Bertani
Medium)

171 mM NaCl, 1 % (w/v) Pepton 140, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt

MOPS-Puffer (20 x)

400 mM MOPS, 100 mM NaAc, 10 mM EDTA, pH 7,0

Polyacrylamid-Sammelgel

4 % (v/v) Acrylamid, 0,1 % (v/v) N,N’-Methylenbisacrylamid, 125
mM Tris-HCI 6,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (v/v) APS, 0,1 % (v/v)
TEMED

Polyacrylamid-Trenngel

6 bis 12 % (v/v) Acrylamid, 0,16 - 0,32 % (v/v) N,N'-
Methylenbisacrylamid, 375 mM Tris-HCI 8,8, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1
% (v/v) APS, 0,1 % (v/v) TEMED

Protein Extraktionspuffer

120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI 7,0, 20 mM NaF, 1 mM
Benzamidin, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 15 mM Na,P,0; * 10 H,0,
1% Nonidet-P40

SDS-Probenpuffer (2 x)

25 mM Tris-HCI 6,8, 4 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerol, 0,01
(w/v) % Bromphenolblau, 2 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

Silberentwicklungsldsung

6 % (w/v) Na,COs3, 0,02 % (w/v) Formaldehyd, 0,02 % (w/v)
NHQSQOg

Silber-Fixldsung

40 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) Essigsaure

TBE (5 x)

445 mM Tris-Base, 520 mM H;BO3, 10 mM EDTA, pH 8,2

TBS

10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5

TBS-Tween-Puffer

20 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, 0.05% (v/v) Tween 20, pH 7.5

TBS-Tween/Triton-Puffer

20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20,
0.2% (v/v) Triton X-100, pH 7.5

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0
. . o ,
TELT-Puffer 50 mM Tris-HCI 8,0, 62,5 mM EDTA, 2,5 M LiCl, 0,4 % (v/v) Triton
X-100
Topagar 0,7 % (w/v) Agar in LB-Medium

Western-Transferpuffer (wet)

48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol pH 8,3

Western-Transferpuffer (semi)

25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin, 20 % /v/v) Methanol, pH 8,3
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2.6 Fliegenlinien

Linienbezeichnung | Genotyp (Chromosom) Liniennummer /
Bezugsquelle

Akh-Gal4 yw;; pPTGal-akh Jae H. Park, Knoxville, USA

chico’ w; chico'/CyO Ernst Hafen, Ziirich,CH

chico? w; chico’/CyO Ernst Hafen, Ziirich, CH

InsP3-Gal4 w;; pCaSpeR-InsP3 Eigene Linie

Sp/CyO; Dr/TM3 wly;Sp/CyO;Dr/TM3,Sb (X, 2, 3) Eigene Linie

Sug-Gal4 pCaSpeR-Sug (X) Eigene Linie

UAS-LacZ w; P(UAS)-lacZ.NZ BL-3955/ Bloomington

UAS-rpr/hid Yw, UAS-rpr;; UAS-hid Ernst Hafen, Zirich, CH

Wildtyp Oregon R-S BL-4269/ Bloomington

w'''® w8 (X) BL-3605/ Bloomington

2.7 Vektoren und Plasmide

Name Klonierungsmethode oder Bezugsquelle
pBst KS (+) pBluescript KS, Stratagene
pcDNA 3.1 (-) pcDNA3.1(-), Invitrogen

pCaSpeR-AUG-Gal4

102, S. 147-159

P-Element-Vektor; L.B. Vosshall, unveroffentlichte Daten, Cell 2000, Vol.

pCR Il

pCR®II-TOPO-Vektor aus dem TOPO™ TA Cloning® Kit

A2,3 Helferplasmid fiir P-Element-Vektor

2.8 Bakterienstamme

Stamm Genotyp oder Herstellerangabe
E.coli DH50. fg/il:;M AlacU169 (®80lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1

Genotyp siehe TOPO TA Cloning Kit
(F-merA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) @80/acZAM15 AlacX74 recA1 deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG)

E.coli TOP10
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2.9 PCR Primer

Probe Primerpaar Produktgrofe und Zyklen Annealing-
Beschreibung Temperatur (°C)

acts5C Actb+/Act7- 840 bp, Exon 3, im offenen 18,19 54
Leseraster von actin5C

actsC Act-syF/Act-syR 100 bp, cDNS Sequenz fir Real 40 60
Time PCR

slbo F1/R1 752 bp, cDNS Sequenz 24 56

slbo F2/R2 751 bp, cDNS Sequenz 24 56

chico F1/R1 752 bp, cDNS Sequenz 25 55

chico F2/R2 759 bp, cDNS Sequenz 25 55

sugarbabe |CG3850 F1/R1 623 bp, cDNS Sequenz 24 52, 54
100 bp, cDNS Sequenz fir Real

sugarbabe | CG3850 syF/syR Time PCR 40 60

2.10 Primersequenzen

Primer GroRe (Bp) | Primersequenz

act5+ 19 CGT CTT CCC ATC GATTGT G
act7- 19 GAT GCC AGG GTA CATGGT G
act-syF 19 CCCTCGTTCTTG GGAATG G
act-syR 21 CGG TGT TGG CAT ACA GAT CCT
slbo-F1 20 AGT CGT CAG GCC GTC TCG TA
sibo-R1 20 GTC CAG GTC CGT CTG AGT GG
slbo-F2 21 AGT TCA CCA ACC TGA CGA CGG
slbo-R2 21 TGT ACA AGG AAT GCC ACA GCG
chico-F1 21 CCT TAT GAC CAC GTT TGG CAA
chico-R1 21 CTAAAACTG CCGTTG TCG TCG
chico-F2 20 TGA CTT TGC CAG TGC GGA AT
chico-R2 20 TCG AGG TAACCATCC TCG GA
sug F1 18 CTC TCG GCT ACT TTA CGC

sug F2 19 CTC GAAGCT GCACTT GTAG
sug-syF 20 AAC AGG ATG CGG AAT TCT CG
sug-syR 20 CGG TGA CTC CAC GTC CATCT
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3 Methoden

3.1 Fliegenhaltung

Die Fliegen wurden bei 18 °C oder 25 °C in PS-Rohrchen auf Standardfliegenfutter
gehalten. Dabei wurden sie alle drei bis vier Wochen auf frisches Fliegenfutter
umgesetzt. Die Temperatur ist ein essentieller Faktor bei der Entwicklung der Fliegen.
Bei optimalen 25 °C entwickeln sich die Eier innerhalb von 15 Tagen zur Imago. Bei
niedrigeren Temperaturen ist die Entwicklung langsamer.

Zur Sammlung von Embryos oder Larven wurden adulte Fliegen in Populationskafige
umgesetzt und auf Apfelsaftagarplatten mit einem Tropfen Frischhefesuspension
gezogen. Es ist dabei wichtig, eine grole Anzahl an Fliegen zu verwenden, um
innerhalb eines kurzen Zeitraums (meist 1 — 4 h) eine genugend groRe Anzahl an

Eiern zu erhalten.

3.2 Futterungsexperimente

Fur Experimente mit verschiedenen Nahrungsbedingungen wurden Eier in einem
Lege-Zeitraum von ein bis maximal acht Stunden gesammelt. Die Eier einer
Sammlung wurden auf mehrere Apfelagarplatten, die ausreichend mit Frischhefe
versehen waren, verteilt. Bis zum Start des Experiments verblieben die Larven bei
25 °C auf diesem Futter. Vor dem Ansetzen des Experiments wurden die Larven in
einem Zellkulturnetz ausgiebig mit dH,O von der Hefe freigewaschen und dann mit
einem Pinsel auf die entsprechend behandelten Faltenfilter gesetzt.

Die Kontrollarven wurden auf einen mit 600 pl 1x PBS getrankten Filter mit einem
Tropfen Frischhefesuspension gesetzt, wahrend die Filter bei Zuckerexperimenten
mit 600 pl einer Losung von 20 % Saccharose in 1x PBS getrankt wurden. Nach
Ende der Versuchszeit bei 25 °C wurden nur solche Larven fir eine RNS-Isolierung
bzw. Protein-Extraktion benutzt, die zu diesem Zeitpunkt auf dem Filter der

entsprechenden Nahrungsbedingung ausgesetzt waren bzw. in der Kontrollsituation
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sich in der Hefe befanden. Bei Versuchen, die mehrere Stunden dauerten, wurden
die Larven regelmalig bellftet. Bevor die Larven in den dem Protokoll
entsprechenden Lysispuffer Uberfuhrt wurden, erfolgte erneut eine ausgiebige
Wasche mit dH,O fur alle Gruppen. Dies minimierte mogliche Fehler, die eventuell

durch den beim Waschen entstehenden Stress auftreten konnten.

3.3 Erzeugung transgener Fliegen

Die in dieser Arbeit verwendete Sug-Gal4-Linie wurde in der Arbeitsgruppe von PD
M.J. Pankratz hergestellt. Dazu wurden die entsprechenden Sequenzen von
sugarbabe in den P-Element-Vektor pCaSpeR eingebracht. Dieser Vektor tragt neben
einem Ampicillin-Resistenzgen auch eine Kopie des mini-white*-Gens. Die Injektion
erfolgte unter Zuhilfenahme eines Helferplasmids (A2-3), welches die fur die Insertion
des P-Elementes noétige Transposase kodiert. Eingesetzt wurden 6 pg der Konstrukit-
DNS und 2 ug des Helferplasmids. Die DNS wurde vor der Injektion mit 1/10 Vol. 3M
NaAc pH 6 und dem 1,5-fachem Volumen Ethanol 100 % gefallt, zentrifugiert und mit
70 %igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 20 pl
Injektionspuffer geldst. Injiziert wurde in das posteriore Ende der Embryonen. Dort
werden im Laufe der Entwicklung die Polzellen geformt, aus denen die spateren
Gameten hervorgehen. So wurde die DNS in die Keimbahn der Fliege eingebracht,
deren Nachkommen bei erfolgreicher Insertion transgen sind. Wichtig fur die Injektion
war, dass der Embryo noch im syncytialen Stadium war (bis zu 80 - 90 min nach
Eiablage bei 25 °C), da sonst die injizierte DNS nicht mehr in die Zellen
aufgenommen wurde.

Fir Injektionen wurden w''"® -Fliegen verwendet, um die erfolgreiche Insertion des P-
Elementes durch den w*-Phanotyp zu erkennen. Es wurden ca. 100 Eier bei
Raumtemperatur Gber 30 min gesammelt. Danach wurden die weiteren Schritte bei
18 °C durchgefihrt, um die Entwicklungsgeschwindigkeit der Embryonen zu
verlangsamen. Die Eier wurden mit einem Pinsel von der Agarplatte abgesammelt,
gewaschen, mit Hypochloridldsung fur 3 min dechorioniert und nach weiteren

Waschschritten auf einem Agarstreifen in einer Reihe nebeneinander ausgerichtet, so
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dass die Mikropyle auf einer Seite zu liegen kommt. Danach wurden die Eier mittels
eines auf einem Deckglas aufgeklebten, doppelseitigen Klebebandes abgenommen.
Die Eier wurden knapp hinter dem Rand des Glases aufgeklebt, so dass die
posterioren Enden der Embryonen zum Rand hin zeigen. Um den hydrostatischen
Druck zu vermindern, wurden sie fir 5 min in eine Trockenkammer mit Kieselgel
gegeben. Dadurch wurde die Wahrscheinlichkeit, dass die Embryonen beim
Einfuhren der Injektionsnadel platzen, herabgesetzt. Um ein weiteres Austrocknen zu
vermeiden, wurde mit Halocarbondl Uberschichtet, um den Gasaustausch auch
weiterhin zu ermdglichen. Das Deckglas wurde mit einem Tropfen Ol so auf dem
Objekttrager befestigt, dass das Deckglas ein wenig tberstand.

FUr die Injektion wurden das Eppendorf Microinjector-System und Femtotip-
Injektionsnadeln verwendet. Die Nadeln wurden mit Hilfe von Microloader Tipps mit
1,5 yl DNS beladen. Die DNS wurde vorher noch einmal kurz abzentrifugiert, um zu
vermeiden, dass Staub- und Schwebteilchen in die Injektionsnadel gelangen. Die
Nadel wurde in die Halterung des Injektionsapparates eingespannt und in den Focus
justiert. Die Injektionsnadel wurde vorsichtig in das Halocarbondl abgesenkt und auf
Durchlassigkeit gepruft. Die Injektionsmenge konnte durch Regulation der Druckluft
bestimmt werden. Die Injektion erfolgte durch das Zubewegen der Embryonen zur
Nadel.

Nach der Injektion wurden die Embryonen bis zum Schlipfen bei 18 °C in
Halokarbondl in einer Feuchtekammer belassen und die dann geschlipften Larven
(nach zwei bis drei Tagen) auf Standardfliegenfutter gebracht. Die daraus

hervorgehenden Adulten wurden einzeln mit w''®

+

dieser Kreuzungen wird nach w -Fliegen durchsucht. Gingen aus einer Kreuzung

rickgekreuzt. Die F1 Generation

transgene Tiere hervor, wurden die ersten vier Transgenen aus diesem Gefald

einzeln isoliert und mit w''®

ruckgekreuzt, um letztendlich nach weiteren zwei
Kreuzungen homozygote transgene Linien zu etablieren. Dabei konnte in den
meisten Fallen aus der Intensitat der Augenfarbung auf Homozygotie geschlossen

werden.
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3.4 Chromosomenlokalisation

Nachdem ein Transgen erfolgreich in eine Fliegenlinie eingebracht und diese
homozygot gekreuzt wurde, war es fur nachfolgende Experimente wichtig, das
Chromosom zu kennen, auf dem die Insertion stattgefunden hat. Dazu wurden
Fliegenlinien verwendet, die es durch bestimmte Markergene moglich machten, eine
Aussage Uber die Chromosomenlokalisation des Transgens zu treffen. Diese Fliegen
tragen genau definierte Balancerchromosomen.
Balancer sind kinstliche Chromosomen, denen verschiedene Eigenschaften gegeben
worden sind:

*durch verhinderte Rekombination werden der Balancer und sein

Schwesterchromosom im Genom stabilisiert.

» Markergene; durch diese kann man das Chromosom erkennen und verfolgen

* Letale Komponente; durch diese sterben Fliegen, welche den Marker

homozygot tragen, bereits wahrend der Embryonalentwicklung

Der Balancer wird zumeist bei Genen verwendet, welche eine letale Mutation

tragen. So wird der letale, homozygote Zustand verhindert, die Fliegen und alle

ihre Nachkommen sind heterozygot flr die Mutation. Er kann aber auch fur die

Lokalisation eines Transgens verwendet werden.

Die verwendeten Fliegenlinien waren entweder auf dem zweiten oder dritten

Chromosom markiert:

* Chromosom 2: w ; sal/CyO

Wichtig war hier der Fligelmarker CyO, die Fligel sind nach oben gebogen

* Chromosom 3: w;; D/TM3,Sb

Der Sb-Marker (stubble) war an der Verkurzung der Thoraxborsten zu erkennen
Zusatzlich tragen diese Linien einen w™ - Marker.
In der F1-Generation war noch nicht feststellbar auf welchem Chromosom das P-
Element liegt. Erst durch eine weitere Verpaarung der Fliegen untereinander, welche
phanotypisch rotaugig sind und CyO bzw. Sb’ tragen, konnte eine Aussage getroffen
werden. In der F2 Generation kam es zu einer Verteilung von P*/CyO” bzw. P*/Sb™ zu

P*/CyO" bzw. P*/Sb™ von 1:2, wenn das P-Element auf dem jeweiligen Chromosom
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lag. Wenn dies nicht der Fall war, kam es zu allerlei Kombinationen von Augenfarbe
und Marker bzw. Wildtyp.

Insertionen auf dem X Chromosom wurden Uber eine Verpaarung von transgenen
Mannchen mit w-Weibchen nachgewiesen. Erhielt man in der F1 Generation nur
weibliche transgene Nachkommen, hatte die Insertion tatsachlich auf dem X
Chromosom stattgefunden. Das erste Chromosom ist bei Drosophila melanogaster im
Vergleich sehr klein und die Wahrscheinlichkeit fur eine Insertion sehr gering. Daher

wurden nur die Chromosomen 2, 3 und X untersucht.

3.5 Gel-Elektrophoresen

Die Elektrophorese ist wohl die am meisten benutzte und auch wichtigste Technik im
Umgang mit DNS-, RNS und Proteinen. Die Elektrophorese umfasst alle Methoden,
bei denen geladene Molekile durch ein elektrisches Feld aufgetrennt werden.
Wichtige Faktoren fur die unterschiedliche Laufstrecke im elektrischen Feld sind

Ladung der Probe, Grofle und Konformation.

3.5.1 Gelelektrophorese von DNS und RNS

In einem Agarosegel kdbnnen Nukleinsauren im elektrischen Feld entsprechend ihrer
Grolke aufgetrennt, identifiziert und isoliert werden (Sambrook et al., 1989). Je nach
GroRe der aufzutrennenden DNS-Fragmente wurden 0,8 — 2 % Agarose in 0,5 x TBE
durch Erhitzen im Mikrowellenherd geldst. Nach Abkuhlung auf ca. 60 °C wurde der
Gellésung 0,4 ug/ml Ethidiumbromid zugesetzt und in einem Elektrophoreseschlitten
gegossen. Nach Erharten des Gels wurde die Gelkammer mit Laufpuffer (0,5 x TBE),
aufgeflllt und das Gel beladen. Die Auftrennung erfolgte bei konstanter Spannung (5-
10 V/cm). Kleine DNS-Fragmente von bis zu 100 bp wurden in héherprozentigen
Gelen (1,2 % - 2 %) aufgetrennt, wahrend grof3e Vektoren bereits mit 0,8 % - 1 %
Gelen eine gute Auftrennung zeigen. Die DNS-Fragmente wurden in einem Gel-

Dokumentations-System (E.A.S.Y Win32) mittels UV-Fluoreszenz sichtbar gemacht
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und dokumentiert. Im Fall von RNS-Proben wurde statt 0,5 x TBE 1 x MOPS-Puffer
verwendet (MOPS-Gel).

3.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Protein- oder Bakterienlysate wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-
Gelelektrophorese analysiert. Polyacrylamid-Gele sind quervernetzte Polymere aus
Acrylamid, N,N’-Methylenbisacrylamid, = Tetramethylendiamin (TEMED) und
Ammoniumperoxodisulfat (APS). Die Viskositat des Gels wird durch die Menge an
N,N’-Methylenbisacrylamid und Acrylamid eingestellt. Es wurden ausschlielich
vertikale Gele eingesetzt. Nach dem Giel3en des Sammelgels wurde mit Isopropanol
uberschichtet. Das Sammelgel wurde erst kurz vor Start des Gels gegossen, um
einen scharfen pH und Leitionensprung zwischen Sammel- und Trenngel zu
gewahrleisten. Die Proteinproben wurden vor Auftragen drei Minuten bei 95 °C in
SDS-Ladepuffer inkubiert. Die Elektrophorese erfolgt bei einer konstanten Spannung
von 20 - 150 V. Die Elektrophoresekammer wurde mittels Wasserkuhlung auf 20 °C

gekuhlt. Als Laufpuffer diente 1 x Lammli-Puffer.

3.5.2.1 Coomassie-Farbung

Der Nachweis von Proteinen in SDS-Pages erfolgte durch Coomassie-Farbung. Die
Farbung erfolgte durch Inkubation des Gels in Coomassie-Farbelosung fuir 30 min
und anschlielender Inkubation in Coomassie-Entfarbelésung, bis die Proteinbanden
gut sichtbar wurden. Die Farbung konnte durch Aufkochen der Lo&sungen

beschleunigt werden und erzielte ahnlich gute Ergebnisse.
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3.5.2.2 Silberfarbung

Eine sensitivere Methode zur Visualisierung von Proteinbanden in SDS-PAGE-Gelen
ist die Silberfarbung. Sie ist etwa um den Faktor 10 bis 100 sensitiver als die
Coomassie-Farbung. Zunachst wurde das Proteingel eine Stunde schittelnd in
100 ml Silber-Fixl6ésung fixiert, eine Stunde in dH,O gewassert und 30 min in 30 %
Ethanol gewaschen. Dann wurde das Gel 1 min in frisch angesetztem 0,02 %
Na,S,03 inkubiert und dreimal 30 sek mit dH,O gewaschen, bevor es 20 min in 50 ml
0,2 % AgNO; gefarbt wurde (im Dunkeln). Nach zweimal 1 min Waschen in dH20,
erfolgte die Entwicklung in 50 ml Silberentwicklungslésung, solange bis die
Proteinbanden sichtbar wurden. Die Entwicklung wurde durch zweimaliges Waschen
mit dH,O gestoppt. Alternativ wurde die Farbung auch mit dem PlusOne™ Silver

staining Kit der Firma Amersham Biosciences durchgeflhrt.

3.6 Isolierung von Nukleinsauren

3.6.1 Isolierung von genomischer DNS

Fur die Untersuchung von genomischen Bereichen, die au3erhalb der Exons liegen,
wurde eine PCR mit genomischer DNS durchgefihrt. Diese kann direkt aus Gewebe
isoliert werde. Zunachst wurden Larven, Puppen und Embryonen gesammelt, mit
dH>O gewaschen, in 200 pl Lésung A Uberfihrt und homogenisiert. Das Homogenat
wurde bei 70 °C fur 20 - 30 min inkubiert. Nach Zugabe von 14 pl 8M KOAc-Lésung
wurde fur 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden gefallte Proteine und
Gewebereste fiir 15 min bei RT abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde die DNS
mit dem 1,5-fachen an Isopropanol ausgefallt und 5 min bei 13 000 rpm pelletiert.
Nach zweimaligem Waschen mit 70 % Ethanol wurde das Pellet getrocknet und in
50 pl ddH,O geldst. Die resuspendierte DNS wurde spektralphotometrisch auf

Reinheit und Konzentration Uberpruft.
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3.6.2 Isolierung von RNS aus Drosophila-Larven

Je nach vorhandenem RNS-Gehalt der Proben wurde die RNS mit dem NucleoSpin®
RNA Il Kit (bis zu 70 mg Gewebe) oder dem NucleoSpin® RNA L Kit (bis zu 200 mg
Gewebe) von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben (Standard protocol for
isolation of total RNA) isoliert. Die in Lysispuffer Uberfuhrten Larven wurden elektro-
mechanisch homogenisiert. Eine im Puffer enthaltene Dnase | verdaute noch
vorhandene genomische DNS. Zur Verbesserung der Lyse wurden die
homogenisierten Proben vor der eigentlichen RNS-Isolierung 30 bis 60 min bei
Raumtemperatur (RT) auf einem Vortexer geschittelt. Die Menge an isolierter
Gesamt-RNS (in DEPC-Wasser eluiert) wurde spektralphotometrisch (s. Kap. 3.10)
ermittelt (BioPhotometer) und die Qualitat mittels eines Mops—Gels (s. Kap. 3.5.1)
Uberpruft. Die so gewonnene Gesamt-RNS wurde in Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktionen (RT-PCR) verwendet. Der Einsatz in RT-PCR war
durch eine im NucleoSpin®-Isolierungs-Protokoll enthaltene DNase-Behandlung

maoglich.

3.6.3 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach ldentifizierung der interessierenden DNS-Bande unter UV-Licht, wurde diese
mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten. Die Extraktion der DNS aus dem Gel
erfolgte mit dem NucleoSpin® Extract 2 in 1 Kit nach Herstellerangaben (Protocol for
DNA extraction from agarose gels). Die Extraktions-Effizienz und -Konzentration der

Eluate wurden danach auf einem weiteren DNS-Agarosegel Uberpruft.
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3.6.4 Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien

3.6.4.1 Plasmidisolierung mittels Mini-Praparation

Die Mini-Prap ist eine schnelle Methode, Plasmide zu isolieren, liefert aber im
Vergleich zur unter Kap. 3.6.4.2 beschriebenen Maxi-Prap nur sehr geringe und meist
auch weniger saubere Mengen des Plasmids. Sie wird daher meist far
Restriktionsverdaue, Ligations- und Klonierungstests eingesetzt. Die Methode basiert
auf dem Protokoll von Birnboim und Doly (Birnboim, 1979). Die gewiunschten
Bakterienkolonien wurden in 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Selektions-
Antibiotikum (Kanamycin 10 pg/ml und/oder Ampicillin 100 ug/ml) Uber Nacht bei
37 °C geschittelt. 1,6 ml dieser Uber-Nacht-Kultur wurden in ein Mikro-
zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und 30 sek bei 10 000 x g pelletiert. Das Bakterien-
Pellet wurde mit 200 pyl TELT-Puffer und 20 pl Lysozymlésung (10 mg/ml in TE)
versetzt und durch vortexen resuspendiert. Dann wurde die Losung 3 min bei
96 °C und 5 min auf Eis inkubiert. Die Reste aus Proteinen, Zellwand und
genomischer DNS wurden 8 min bei 10 000 x g pelletiert. Das Pellet wurde mit einem
sterilen Zahnstocher oder einer Pipettenspitze entfernt. Der Uberstand wurde
anschlie®end mit 100 pl Isopropanol versetzt, gevortext und dadurch die Plasmid-
DNS ausgefallt. Nach 5 min Zentrifugation bei 10 000 x g konnte das DNS-Pellet mit
70 % Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert und getrocknet werden. Die Plasmid-
DNS wurde dann in 25 - 50 pyl 10 mM Tris-HCI pH 8,0 geldst. 5 bis 10 ul dieser
Miniprap-DNS konnten dann fur Restriktionsverdaue verwendet werden. Positive
Klone wurden erneut selektiv ausplattiert (aus der 3 ml Uber-Nacht-Kultur) und bei
37 °C Uber Nacht inkubiert.
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3.6.4.2 Plasmidisolierung mittels Maxi-Praparation

Wurden fur spezielle Applikationen groRere Mengen oder hohere Reinheit (z.B.
Sequenzierung oder Transformation) der Plasmid-DNS bendtigt, wurden Maxi-
Praparationen mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit durchgefuhrt. Aus 200 ml
Bakterienkultur, die in selektivem LB-Medium mit dem gewinschten Klon angeimpft
und Uber Nacht bei 37 °C geschuttelt wurde, erfolgte die Plasmid-DNS-Isolierung
nach Herstellerangaben (QIAGEN Plasmid Purification Hand-book: Qiagen Maxi

Protocol).

3.7 DNS-Klonierungstechniken

Ziel der Klonierung ist das Einbringen und Vermehren eines Stlicks DNS in einem
meist bakteriellen System. Die DNS kann dabei von den unterschiedlichsten
Organismen kommen. Bakterien eignen sich besonders gut, da diese haufig Uber
sogenannte Plasmide verfigen. Dies sind doppelstrangige, ringférmige DNS-
Moleklle, die zusatzliche Erbinformationen wie Resistenzen und laut Schiegel
(Schlegel, 1992) eine Grofle von 1 — 1200 Kb besitzen. Plasmide werden sehr leicht
von Bakterien aufgenommen wund vermehren sich unabhangig von den
Chromosomen der Wirtszelle. Durch ihre Resistenzgene ist eine einfache Selektion

der gewunschten Klone moglich.

3.7.1 Restriktionsverdau von DNS

Die Restriktionsenzyme wurden entdeckt, als man untersuchte, wie sich Bakterien
gegen Viren schiutzen. Sie zerschneiden die eindringende DNS der Viren und
schitzen ihre eigene DNS durch Methylierung an entsprechenden Sequenzen. Die
Bakterien besitzen daflr ein entsprechendes Modifikationsenzym, das die eigene
DNS an Stellen methyliert, an denen das eigene Restriktionsenzym die DNS
angreifen wurde. Restriktionsenzyme spalten sequenzspezifisch an typischen Stellen

der DNS. Diese Stellen sind in der Regel palindrome Sequenzen von vier bis acht
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Basenpaaren. Man unterscheidet dabei 2 verschiedene ,Schnittmuster. Sehr viele
Restriktionsenzyme schneiden die palindrome Sequenz ungleich. Dadurch entstehen
Uberhange an den jeweiligen Stréangen, sog. ,Sticky ends* oder klebrige Enden. Wird
die Sequenz dagegen genau in der Mitte geschnitten, entstehen keine Uberhénge.
Solche Enden werden ,blunt ends“ genannt. Wahrend ,blunt end“ Fragmente mit
jedem anderen ,blunt end“ Fragment ligiert werden kdnnen, mussen bei ,sticky ends*
die Uberhange zueinander kompatibel sein.

Fur den Verdau von 1 uyg DNS wurden abhangig vom jeweiligen Enzym funf bis 20
Enzymeinheiten (Units, eine Unit entspricht der Enzymmenge, die in einer Stunde
1 ug DNS des Phagen Lambda bei optimaler Temperatur- und Pufferbedingung
vollstandig verdaut) verwendet. Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens das
Zwanzigfache des Volumens der zugesetzten Enzym/Glycerin-Lésung (i.d.R. 30 pl
bei 1 pl Enzym/Glycerin-Losung) und die Inkubationszeit ein bis zwei Stunden bei
optimaler Reaktionstemperatur (37 °C fur die meisten Enzyme) und idealen
Pufferbedingungen (eingestellt mit dem Puffersystem des jeweiligen Anbieters). Bei
Plasmid-DNS aus Minipraps wurde nach der Fraktionierung der Verdaureaktion 1
Mg/ul RNaseA zugesetzt, wenn das Insert kleiner als 700 bp war. Dadurch wurden
stérende RNS-Banden, die bis etwa 1 kB reichten, eliminiert. Nach Zugabe von DNS-
Ladepuffer (1 x) wurde die Verdauldosung zur Grélienbestimmung und Reinigung der
Fragmente in einem DNS-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Dem Verdau
eines Vektors folgte immer eine 5'-Dephosphorylierung mit Calf intestinal Alkaline
Phosphatase (CIP), um eine Religation des Vektors zu verhindern. Die
Dephosphorylierungsreaktion wurde mit 1 U Phosphatase pro ug Vektor bei idealen
Pufferbedingungen (Herstellerangaben) angesetzt und flir 1 h bei 37 °C inkubiert.

Anschlie3end wurde das Enzym bei 70 °C (20 min) inaktiviert.
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3.7.2 DNS-Prazipation

Zur Konzentrierung, Reinigung und Umpufferung von DNS aus walirigen Losungen
wurden Prazipitationen mit Hilfe von absolutem Ethanol durchgefuhrt. Dafur wurde
die Lésung mit NaAc (300 mM NaAc, pH 6,0) und dem 2,5-fachen Volumen an
100 %-igem Ethanol versetzt, gemischt und 10 Minuten zentrifugiert (10 000 x g). Das
DNS-Pellet wurde getrocknet und in ddH,0 geldst. Insertfragmente wurden nach dem
Verdau in einem Agarosegel aufgetrennt, ausgeschnitten und aufgereinigt (s. Kap.
3.6.3). Diese Methode ist auch bei Vektor-DNS moglich, bringt aber meist eine
geringere Ausbeute als die Fallung.

3.7.3 DNS-Ligation

Bei der Ligation werden zwei DNS-Fragmente zu einem DNS-Strang unter Bildung
von Phosphodiesterbindungen kovalent verknupft. Voraussetzung fur eine
erfolgreiche Ligation ist das Vorhandensein eines Phosphatrestes am 5'-Ende des
DNS-Strangs, der mit dem 3'-Ende des anderen DNS-Fragmentes verbunden wird
(Smith et al., 1970). Die Reaktion wird u.a. von der DNS-Ligase des Bakteriophagen
T4 unter ATP-Hydrolyse katalysiert. Vor der Ligation wurde die Konzentration der
aufgereinigten Vektor- und Insert-DNS auf einem Agarosegel verglichen. Das Insert
musste bei einer Ligation in einem drei- bis flinffachen molaren Uberschuss im
Verhaltnis zum Vektor eingesetzt werden. Die Ligation erfolgte mit Hilfe von 400 units
T4 DNS-Ligase in einem Gesamtvolumen von 20 pyl. Als Puffer diente 1 x T4 DNS-
Ligase Puffer. Reaktionsdauer und Temperatur variierten zwischen 10h (Uber Nacht)
bei 18 °C und 2 - 4 h bei Raumtemperatur (RT).
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3.7.4 Herstellung Hitzeschock-kompetenter Zellen

Zellen, die in der Lage sind, Fremd-DNS aufzunehmen, bezeichnet man als
kompetente Zellen. Bei E.coli-Zellen kann dieser zeitlich begrenzte Zustand durch die
Behandlung mit CaCl, oder RbCl, induziert werden (Mandel et al., 1970) (Dagert et
al., 1979). Um kompetente Bakterien herzustellen, wurden 2 ml einer Uber-Nacht-
Kultur des gewlnschten E.coli-Stammes zu 200 ml LB-Medium gegeben und bis
ODeoo = 0,5 wachsen gelassen (Schiuttler, 37 °C). Dann wurden je 100 ml Bakterien
10 min bei 800 x g und 4 °C zentrifugiert und das Bakterienpellet auf Eis vorsichtig in
je 25 ml steril filtrierter und auf 4 °C vorgekuhlter 0,1 M CaCl,-Losung (frisch
angesetzt) resuspendiert und eine Stunde auf Eis gestellt. Anschlielfend wurde
erneut zentrifugiert (10 min, 4 °C, 800 x g), das Bakteriensediment auf Eis mit je 6 ml
0,1 M CaCl,-Lésung (vorbehandelt wie oben) resuspendiert, je 1,5 ml Glycerin
hinzugefligt und vorsichtig gemischt. Diese Bakterien wurden entweder direkt zur
Transformation eingesetzt oder in vorgekuhlte Gefalde aliquotiert, mit flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

3.7.5 Transformation und Selektion

Die Transformation ist der eigentliche Vorgang, bei dem das Plasmid in die
kompetente Bakterienzelle eingebracht wird (Hanahan, 1983). Fur eine Trans-
formation wurde das 20- bis 40-fache Volumen kompetenter Bakterien im Verhaltnis
zur eingesetzten Plasmid-DNS (5 - 10 ng/ul) verwendet. Das Gemisch wurde 20 min
auf Eis inkubiert, 2 min einem 42 °C Hitzeschock unterzogen und erneut fur circa 5
min auf Eis gestellt. Um je nach Bedarf eine Resistenz gegen Antibiotika zu
entwickeln, wurden die transformierten Bakterien in 2- bis 4-fachem Volumen LB-
Medium (ohne Selektions-Antibiotikum) 30 bis 60 min bei 37 °C leicht schuttelnd
inkubiert, bevor sie auf LB-Agar ausgestrichen wurden. Je nach Plasmid wurden die
LB-Agar-Platten mit Kanamycin (25 pg/ml) und/oder Ampicillin (100 pg/ml) versetzt.
Fur Blau-Weil3-Selektion wurden die Platten zusatzlich mit 4 % X-Gal-DMSO-L6sung
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bestrichen. Nach dem Trocknen der Bakteriensuspension wurden die Platten mit der
Oberseite nach unten bei 37 °C 12 bis 24 h inkubiert.

Die Klonierung von PCR-Produkten (mit Taq Polymerase) erfolgte mit dem TOPO TA
Cloning® Kit nach Herstellerangaben (TOPO TA Cloning® Version N: TOPO®

Cloning Reaction and Transformation).

3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine schnelle Methode zur Vermehrung (Amplifikation) von DNS-
Abschnitten (Templates). Erst 1985 entwickelte Kary Mullis (Mullis et al., 1986) eine
wirtschaftliche Methode, fur die er 1993 den Nobelpreis fur Chemie erhielt. Die PCR
ist mittlerweile zu einer der wichtigsten Methoden im Umgang mit Nukleinsauren
geworden, da selbst geringste Mengen so stark vermehrt werden, dass weitere
Untersuchungen maoglich sind.

Die hier verwendete Methode ist modifiziert nach Innis (Innis, 1990). Ein typischer
PCR-Ansatz enthielt etwa 10 ng Template-DNS, die beiden Oligonukleotide in einer
Endkonzentration von 1 pM, dNTPs in einer Endkonzentration von 200 pM (d.h. je
200 uyM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in PCR-Puffer. Standardmaflig wurden die
Reaktionen in einem Volumen von 25 bzw. 50 upl mit Hotstart durchgefuhrt. Zur
Vermeidung von Kontaminationen wurden Pipettenspitzen mit Filtereinsatz benutzt.
Als Kontrolle auf Fremd-DNS innerhalb einer der verwendeten Reagenzien wurde
zusatzlich fur jedes Primerpaar ein Ansatz (H,O-Kontrolle) ohne Template angesetzt.
Die PCR-Reaktionen wurden in einem PTC-200 Peltier Thermal Cycler der Firma MJ

Research durchgefihrt.

3.8.1 Reverse Transkritase-PCR (RT-PCR)

Die RT-PCR ist ein halbquantitatives Verfahren, um die Transkriptionsstarke
verschiedener Gene zu bestimmen. Aus einer einzelstrangigen mRNS als Matrize

synthetisiert die in SuperScript™Il RNase H Reverse Transcriptase (RT) enthaltene
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Moloney murine leukemia Virus-Reverse Transcriptase (MoMuLV-RT) in 5'—» 3'-
Richtung einen komplementaren DNS-Strang, der anschliel3end in einer regularen
PCR vermehrt wird. Pro Reaktion wurde 1 ug Gesamt-RNS eingesetzt. Fur jede neu
isolierte RNS wurde aulRerdem eine Reaktion ohne RT (-RT-Kontrolle) angesetzt.
Dies sollte zeigen, ob eine Verunreinigung mit genomischer DNS trotz Dnase |-
Behandlung vorliegt. Zur Gesamt-RNS wurde pro Ansatz 1 pl 500 ng/ul Oligo(dT)12-18
in 11,5 pl Volumen nukleasefreiem H,O (12,5 ul Volumen in -RT-Kontrolle) gegeben
und 10 min bei 72 °C und 5 min bei 4 °C inkubiert. Dann wurden pro Ansatz 4 pl 5 x
First-Strand Buffer (im Lieferumfang enthalten), 2 ul 0,1 M DTT (ebenfalls enthalten),
1 pl 10 mM dNTP-Mix, 0,25 pl RNasin (40 U/ul) und 1 pyl RT (200 U/ul) zugegeben
(vgl. Tabelle 3.8-1). Die Reaktion erfolgte 50 min bei 42 °C mit anschlieRender RT-
Inaktivierung (15 min, 75 °C). Die gewonnene cDNS wurde in einem Endvolumen von

100 pl ddH, O aufgenommen.

l

Hybridisierungsansatz |11,75 yl |12,75 pl

DTT (10 mM) 2 ul 2 4l

RNasin 0,25yl |0,25 pl

Gesamtvolumen 20 pl 20 i

Tabelle 3.8-1: Erststrang-Reaktion

Von dieser cDNS-Lésung konnten jeweils 5 pl als Template-DNS in PCRs verwendet
werden. Diese PCRs wurden in 25 yl Reaktionsvolumen durchgefuhrt. Je nach
verwendetem  Primerpaar variierte die Anzahl an Zyklen und die
Annealingtemperatur. Nach einer PCR konnte die DNS in einer Gelelektrophorese

semiquantitativ analysiert werden.
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3.8.2 Real Time PCR

Ausgehend von cDNS als Template ermoglicht die Real Time PCR eine Analyse der
Expressionstarke der untersuchten Gene. Es wurden Primer bendétigt, die ein
100 - 200 bp groRRes Stick innerhalb der cDNS Sequenz des Gens amplifizieren und
eine Schmelztemperatur von 60 °C besitzen. Die Erstellung der Primer wurde durch
das Programm ABI-Prism Primer Express™ 1.5a unterstutzt. Als interne Kontrolle
wurden actin Primer verwendet. Der verwendete Real Time Puffer (SYBR Green PCR
Master Mix, Applied Biosystems) enthielt den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, der
in die DNS interkaliert. Die Fluoreszenz dieses Farbstoffes wird von der RT-PCR
Maschine (ABI Prism 7000 Sequence Detection System, Applied Biosystems) nach
jedem Zyklus gemessen und gibt so Aufschluss Uber die vorhandene Menge an DNS.
Pro Ansatz wurden 2 pul Oligonukleotide (10 pM), 12,5 pyl SYBR Green Master Mix
und 5,5 pl nukleasefreies H,O verwendet. Es wurden 40 Zyklen gefahren. Die
Auswertung erfolgte mit der ABI Prism 7000 Software und Microsoft Excel.

Fur jedes Experiment wurden Mehrfachbestimmungen durchgefuhrt, d.h. jeder
Ansatz wurde innerhalb eines Laufs dreimal parallel fur die Reaktion eingesetzt. Die
Rohdaten (CT, Counts) reprasentieren die Anzahl der Zyklen, die bis zum Erreichen
eines Schwellenwertes bendtigt wurden. Danach wurden alle Werte gemittelt und wie
im Handbuch des ABI Prism 7000 Sequence Detection Systems beschrieben mit der
Actin-Kontrolle normalisiert (dCT). Die erhaltenen Werte wurden weiter mit der
Normalkontrolle normalisiert (ddCT). Um die x-fache Anderung der Expression im
Verhaltnis zur gleich eins gesetzten Kontrolle zu erhalten, wurde dieser Wert (ddCT)

in die Funktion 2 eingesetzt (2°%T)

. Die Experimente wurden abhangig von der
resultierenden Standardabweichung mehrfach wiederholt, um eine statistische

Aussage treffen zu kénnen.
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3.9 Western-Transfer

Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen wurden durch Elektrotransfer auf eine PVDF-
bzw. Nitrozellulose-Membran (Immobilon-P) Ubertragen und imobilisiert (Towbin,
1979). Der Nachweis erfolgt immunochemisch tber Farb- oder Chemilumineszenz-

Visualisierung (Egger, 1994).

3.9.1 Nass-Transfer (Wet-Blot)

Die Membran wurde 1 min in Methanol aktiviert, 5 min in ddH,O gewassert und fur
mindestens 5 min in Western-Transferpuffer aquilibriert. Mit Hilfe eines Tragers wurde
die Membran zusammen mit dem Gel luftblasenfrei zwischen je drei Lagen Whatman
3MM-Papier feucht in Transferpuffer zusammengebaut. Der Trager wurde dann
senkrecht in die mit Transferpuffer geflllte Kammer so eingesetzt, dass die Membran
zur Anode (+) hin orientiert war. Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die
Membran erfolgte bei 4 °C flir mindestens 4 h mit 300 mA oder bei RT fir 7 h bei

20 V. Die angegebenen Werte waren jeweils fest am Netzgerat eingestellt.

3.9.2 Halbtrocken-Transfer (Semidry-Blot)

Der Semidry-Blot unterscheidet sich hauptsachlich in der eingesetzten Puffermenge
vom Wet-Blot. Wahrend beim Wet-Blot etwa 3 | Transferpuffer verwendet wurden,
handelte es sich beim Semidry-Blot nur um den in den Filtern aufgesaugten Puffer.
Der Aufbau des Blots entsprach dabei dem des Wet-Blots, jedoch in einer trockenen

Apparatur. Der Transfer erfolgte bei RT mit 1 mA/cm? der Membran fiir 2 h.
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3.10 Konzenzentrationsbestimmung von DNS- und RNS-Lésungen

Die Konzentration von Nucleinsauren kann durch photometrische oder
elektrophoretische Methoden festgestellt werden. Der photometrische Nachweis ist
meist weniger sensitiv, jedoch sehr viel einfacher und schneller. Durch Messung der
Absorption einer DNS-LAsung bei 260 nm und 280 nm in einem Spektralphotometer
ist Reinheit und Menge zu bestimmen. Die Absorption bei 260 nm ist dabei fast
ausschlie8lich auf die Eigenschaften der aromatischen Basen der Nukleinsauren
zurlckzufuhren. Dabei entspricht eine Absorption von 1 einer Losung etwa einer
Konzentration von 33 ug/ml einzelstrangiger (ss) DNS, 50 ug/ml doppelstrangiger (ds)
DNS bzw. 32 ug/ml RNS (Sambrook et al., 1989). Proteine adsorbieren bei 280 nm,
wodurch der Quotient aus 260 nm zu 280 nm ein Mal fur die Reinheit der Probe ist.
Fir DNS und RNS sollte dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.11 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Fir die Konzentrationsbestimmung von Proteinen gibt es eine Vielzahl von
Methoden. Die Bestimmung im Rahmen dieser Arbeit erfolgte ausschlieBlich
photometrisch. Eine schnelle aber auch anfallige Methode ist der Bradford-Test von
BioRad. Die Bindung von Coomassie Brillant Blau an Proteine im sauren Milieu
verschiebt das Absorptionsmaximum des Farbstoffs (465 nm ohne Protein, 595 nm
mit Protein). Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Mall fur die
Proteinkonzentration der Ldsung. Der Bradford-Test ist einer der einfachsten
Proteinbestimmungstests. Die kaufliche, fertige Stammldésung, bestehend aus
Farbstoff, Ethanol und Phosphorsaure wurde zur Probenlésung hinzugegeben und
nach 10 min bei Raumtemperatur die Absorption bei 595 nm im Spektralphotometer
gemessen. 800 pl ddH,O wurden mit 200 pl Bradford-Lésung vermischt und 980 ul
davon zu 20 pl der Proteinprobe gegeben. Lediglich eine Eichgerade war flr eine
genaue Konzentrationsbestimmung noétig. Die Eichgerade wurde mit einem
bekannten Proteinstandard (BSA) in unterschiedlichen Konzentrationen erstellt. Die

Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel.
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Eine weitere Methode (2-D Quant Kit, Amersham Biosciences) wurde flir Proben
verwendet, die in der 2D-Gelelektrophorese eingesetzt wurden. Der Puffer fur die
isoelektrische Fokussierung enthalt groRe Mengen an Harnstoff und Thioharnstoff,
die nicht mit der BCA-Reaktion bzw. dem Bradford-Test kompatibel sind. Das Prinzip
des 2-D Quant-Kits von Amersham beruht auf der quantitativen Prazipitation der
Proteine. Das Prazipitat wird in einer Losung resuspendiert, die Kupferionen enthalt,
welche an die Proteine binden. Gemessen wird die Menge an gebundenen
Kupferionen durch Zugabe eines colorimetrischen Reagenz, dessen Absorption
umgekehrt proportional zur Proteinkonzentration ist. Das genaue Vorgehen ist dem
Handbuch des Herstellers zu entnehmen. Fur die Bestimmung der

Proteinkonzentration wurden jeweils 5 und 10 pl der Proben verwendet.

3.12 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die 2-D Gelelektrophorese ist eine effektive Methode zur Analyse von komplexen
Proteingemischen. Das Proteingemisch wird nach zwei vollkommen unter-
schiedlichen und voneinander unabhangigen Parametern aufgetrennt. In der ersten
Dimension werden die Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Nettoladungen bzw.
der unterschiedlichen isoelektrischen Punkte durch isoelektrische Fokussierung (IEF),
in der zweiten Dimension durch SDS-PAGE in vertikalen Gelen entsprechend ihrer
molekularen Massen aufgetrennt. Um die 2-D Muster so weit wie moglich zu
standardisieren und Einfliisse von dritter Seite so gering wie mdglich zu halten, fihrt
man die Trennungen in beiden Dimensionen unter denaturierenden Bedingungen
durch.

3.12.1 Isoelektrische Fokussierung der IPG-Streifen

Der Probenauftrag erfolgte wahrend der Rehydratation der IPG-Streifen (Amersham
Biosciences) durch Mischen mit dem Rehydratationspuffer. Im Gegensatz zum
direkten Probenauftrag kdénnen so grolkere Mengen an Protein geladen und

Prazipitationen am Applikationsort vermieden werden. Die Rehydrierung erfolgte in
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Keramik-Streifen-Haltern entsprechend den Angaben des Herstellers. Die Streifen
wurden mit der Gelseite auf die Probe gelegt und mit je 700 pl Silikondl Gberschichtet.
Die Fokussierung erfolgte zeitlich in Abhangigkeit von der Lange der Streifen und
dem gewahlten pH-Bereich bei 20 °C. Bei Verwendung von 24 cm Streifen wurde
eine getrennte Rehydrierung und Fokussierung gewahlt. Hierbei werden die Streifen
zuerst in einer Immobiline-DryStrip-Reswelling-Kammer (Amersham Biosciences)
rehydriert und anschlielend in die Keramik-Streifen-Halter Gberfuhrt, in denen die IEF

durchgefluhrt wird.

3.12.2 Equilibrierung der IPG-Streifen

Die Elektrodenstreifen wurden in Kunststoffrohren mit Equilibrierungspuffer (6M
Harnstoff, 30 % Glycerin, 4 % SDS, 75 mM Tris-HCI 8,8, Aqua bidest. ad 200 ml)
gelegt. Die Equilibrierung erfolgt in zwei Schritten:
1. Equilibrierungspuffer + 100 mg DTT/10 ml, 15 min
2. Equilibrierungspuffer + 250 mg lodacetamid/10 ml, 15 min + 3 ng Coomassie
Brillant Blau R250

3.12.3 Auftrag der IPG-Streifen

Nach der Polymerisation der Gele und der Equilibrierung der IPG-Streifen wurden
diese unter Vermeidung von Luftblasen vorsichtig auf die Gele gelegt. Die
Agaroselosung (100 ml SDS Elektrophorese-Puffer, 0,5 g Agarose, einige Korner
Bromphenolblau) wurde erhitzt, bis sie vollstandig geldst war. Nach Abkudhlung auf
etwa 75 °C wurde diese Uber Streifen und Marker mittels Pipette blasenfrei
aufgetragen, um ein Verschieben der IPG Streifen wahrend der Elektrophorese zu

verhindern.
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3.12.4 Analyse der Gele

Im Anschluss an die Elektrophorese und die Silberfarbung wurden die
zweidimensionalen Gele der rechnergestiutzten Auswertung zugefuhrt. Dazu werden
die Gele mit einem handelstblichen Computer-Scanner eingelesen und mit Hilfe der
PDQuest-Software von Bio-Rad analysiert. Heutige Computer sind ausreichend
schnell, jedoch sollte man auf einen gentigend groRen Arbeitsspeicher (1024 MB)
achten, um die anfallende Datenmenge wahrend einer Analyse zu bewaltigen. Die
einzelnen Arbeitsschritte werden mit der PDQuest Version 6.1 ausgefluhrt.

Die Analyse erfolgt in vier Schritten:

Scan-Prozess — Spot Detektion — Matching & Editing — Datenanalyse

Fir den Scan-Prozess wird je nach Grolke des Gels ein genau definierter Ausschnitt
(12x16 cm bei 11 cm fir 1. Dimension) ausgewahlt und mit 600 dpi gescannt. Um ein
verlustfreies Bild flr die spatere Analyse zu erhalten, wird das Gel im Tiff Format
gespeichert. Die so gespeicherten Bilder werden in PDQuest eingelesen. Das
Programm bietet ein Verfahren zur automatischen Erkennung der Proteinspots an;
mit Hilfe der Funktion ,Spot Detection Wizard® lassen sich unter Verwendung eines
Korrespondenz-Gels benutzerdefinierte Parameter-Sets erstellen, mit denen alle
unter gleichen Versuchsbedingungen hergestellte Gele auf einem einheitlichen Level
bezlglich des Pre-Processings und der Sensitivitdt der Spoterkennung bearbeitet
werden. Dieser Vorgang erkennt automatisch einen Grofdteil der Proteinspots.
Trotzdem ist eine manuelle Nacharbeitung obligat. Artefakte auf dem Gel, nicht
vollstandig entfernte horizontale und vertikale Streifen, sehr dicht beieinander
liegende oder sehr grof3e Spots werden haufig nicht richtig eingeordnet bzw. nicht
erkannt. Wahrend des Matching- & Editing-Vorgangs werden die 2D Gele
miteinander verglichen und versucht Proteinmuster auf den jeweiligen Gelen in
Einklang zu bringen. Hierzu wird zuerst ein Standardgel erstellt, das als Referenz fur
die restlichen Gele dient. Ein Matchset in seiner unmodifizierten Form besteht jetzt
aus vier Bildern: einem Standard in Gel-Spot-Format, der noch identisch mit einem
der Mitglieder des Matchsets ist und den drei Mitgliedern. Jetzt schlie3t sich der

Uberarbeitungsschritt an, in dem die bei der automatischen Spot-Detektion
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entstandenen Fehler manuell korrigiert werden. Es empfiehlt sich, besonders beim
Mitglied, das als Standard fungierte, Sorgfalt walten zu lassen, da der Standard als
Referenz dient und spater nicht mehr modifizierbar ist. Als nachster Schritt folgt nun
das eigentliche Abstimmen (Matchen) der Gele. Dazu wahlt man besonders
charakteristische Spots aus, die man sowohl auf dem Standard als auch den anderen
Mitgliedern mit Hilfe eines Symbols markiert. Diese Orientierungspunkte oder auch
Landmarks genannt, dienen dazu, weitere unmarkierte Spots in der Nahe
automatisch zur Deckung zu bringen. Die Landmarks sollten moglichst Uber das
ganze Gel verteilt erstellt werden. Falls man auf einem Gel noch auffallige Spots
entdeckt (erkennbar an einer Farbkodierung: griin = automatisch erkannt, rot = nicht
erkannt), die trotz Vorhandensein in allen Mitgliedern auf diesem nicht erkannt
worden sind, kann man sie manuell anpassen. Die Normalisierung der Gele und der
jeweiligen Spots erfolgt durch Relativierung der Gesamtintensitat aller als gultig

definierter Spots beider Gele zueinander.

3.12.5 Ausschneiden der Proben

Ein entscheidender Faktor fur die spatere ldentifizierung von Proteinspots ist die
Reinheit und Menge des ausgeschnittenen Spots. Die gefarbten Spots wurden daher
mit ausgezogenen Pasteurpipetten unterschiedlichen Durchmessers ausgestanzt. Je
nach Durchmesser des Spots konnte so ein optimaler Bereich zur weiteren Analyse
gewonnen werden. Nach jedem Spot wurde die Pipette mit Methanol und dH,O

gewaschen, um ProteinUbertrage zu verhindern.

3.12.6 Trypsinverdau

Im 1D- oder 2D-Gel aufgetrennte Proteine kdénnen fir die massenspektrometrische
Analyse im Gel mit Trypsin verdaut und aus dem Gel eluiert werden. Die
ausgestanzten Proben wurden dafur in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefalie Uberfuhrt, die

vorher mit einer 24Gx1"" Kanule im unteren Bereich punktiert wurden. Die PCR-
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Reaktionsgefalle wurden dann in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Je
nach verwendeter Gelfarbung (Silber- oder Coomassie-Farbung) wurde ein
adaptiertes Protokoll zur Entfarbung verwendet. Die verwendeten Lésungen werden
nach jedem Schritt durch Zentrifugation (350 x g) entfernt.

Silber gefarbte Gelstliicke werden 10 min mit 15 pl dH,O gewaschen, zweimal je 10
min in 100 pl Lésung C im Dunkeln inkubiert und erneut dreimal 15 min mit 20 pl
dH>O gewaschen. Losung C besteht aus einer 1:1 Mischung aus 15 mM KsFe(CN)s
und 50 mM NayS;0s3. Losung C bewirkt, dass kolloidales Silber oxidiert und mit
Kaliumhexacyanoferrat komplexiert wird. Das Loslichkeitsprodukt der im Allgemeinen
schwer l6slichen Silbersalze wird im Zuge der Komplexbildung unterschritten.
Coomassie gefarbte Gelstiicke werden jeweils dreimal im Wechsel 10 min mit 15 pl
einer 1:1 Mischung aus 10 mM NH4HCOg3; : Acetonitrii (ACN) und 15 pul dH,O
gewaschen. Danach werden die Proben in einem gemeinsamen Protokoll prozessiert.
10 min 15 pyl NH4HCO3 gefolgt von 10 min 15 pl 50 % ACN in 5 mM NH4HCO:s.
Anschlieend werden die Proben bei 60 °C mit 10 mM DTT in 5 mM NH4HCO3 flir
15 min reduziert. Die nachfolgende Behandlung mit Jodacetamid fuhrt zur Alkylierung
von Thiolgruppen, um die erneute Ausbildung von Disulfidbricken dauerhaft zu
verhindern. Die Alkylierung findet in einer 55 mM Jodacetamidlésung 15 min bei RT
statt. Da Jodacetamid lichtempfindlich ist, erfolgt die Reaktion im Dunkeln. Danach
wird erneut gewaschen und entfarbt. Die Gelsticke werden jeweils dreimal im
Wechsel 10 min mit 15 yl NHsHCO3 und 10 min mit 15 pl einer 1:1 Mischung aus 10
mM NH4HCO; : Acetonitril (ACN) gewaschen. Die Proben werden nun in LoBind
Reaktionsgefalle (Eppendorf, Hamburg) uberfuhrt. Durch die Verwendung eines
speziellen Polypropylen-Kunststoffs wird eine erhdhte Proteinrickgewinnung
gegenuber normalen Reaktionsgefalien erreicht und gleichzeitig eine Verunreinigung
der Probe durch sonst Ubliche Silikonbeschichtungen verhindert. Die entfarbten
Gelstlicke werden nun fur 5 min in der ,Speed Vac“ getrocknet. Das Volumen
schrumpft dabei stark und ermoglicht eine bessere Aufnahme der Trypsinlésung. Es
folgt eine Inkubation bei RT Uber Nacht in 20 pl einer 20 pg/ml Trypsinlésung
(Vorgehen gemal den Herstellerangaben). Die Trypsinspaltung erfolgt C-terminal

von Lysin und Arginin und spaltet das Protein in kleinere Peptide nach einem
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festgelegten Muster. Am nachsten Morgen wird die Reaktion mit 5 pl 0,1%
Trifluoressigsaure (TFA) abgestoppt, die Proben fir 10 min in ein Ultraschallbad
gestellt und der Uberstand abgenommen. Die Gelstlicke werden erneut mit 20 ul 2/3
ACN/H,O Uuberschichtet und 2 - 3 h unter schitteln inkubiert. Danach werden die
Proben nochmals fiir 10 min in einem Ultraschallbad behandelt. Die Uberstéande aus
beiden Elutionsschritten werden vereinigt und in der ,Speed Vac* auf 10 - 20 pl

eingedampft.

3.12.7 Mikro-Entsalzung des tryptisch gespalteten Peptidgemisches

Geringe Flussigkeitsmengen konnen mit Zip-Tips entsalzt werden. Dies sind
Pipettenspitzen, die eine Cig-Matrix enthalten, die hydrophobe Bestandteile einer
Losung bindet, wahrend hydrophile Bestandteile in der Flussigkeit verbleiben.
Gebundene Molekule konnen anschlieBend mit einem stark hydrophoben
Losungsmittel wie z.B. Acetonitril eluiert werden. Die Zip-Tips werden vor
Verwendung mit 10 uyl ACN und 10 pl 50 % Acetonitril/H,0 aquilibriert und
anschliefend 2 x mit 10 yl 0,1 % TFA gespult. Die Probe wird durch mehrfaches auf-
und abpipettieren an die Matrix gebunden. Nach 3 x Waschen der Spitzen mit je 10 pl
0,1 % TFA werden die Peptide mit 5 yl 70 % ACN in 0,1 % TFA eluiert. 0,5 ul der
Proben werden vor dem Aufbringen auf die Maldi-Platte 1:1 mit Maldi-Matrix

(a-Cyano-4-hydroxy-Zimtsaure) gemischt und direkt gespottet.

3.13 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine physikalische Trennmethode, mit der auch in der
Proteinanalytik hochaufldésende Massenbestimmungen maoglich sind. Sie basiert auf
dem Prinzip, dass ionisierte Teilchen (Molekulionen, Fragmentionen) im Vakuum auf
einer bestimmten Strecke beschleunigt werden und anschlieBend in einem
Magnetfeld entsprechend ihrer Masse unterschiedlich abgelenkt werden. Die

Genauigkeit der Massenbestimmungen ist bei einer Auflésung von (m/Am) ~ 20 ppm
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sehr hoch. Der allgemeine Aufbau eines Massenspektrometers aus lonenquelle,
Trennstrecke und Detektor ist besonders entsprechend spezieller Anforderungen der
lonisierung der zu untersuchenden Teilchen in der Baueinheit lonenquelle sehr
differenziert. Die lonisation von Biomolekilen wird bevorzugt mit zwei Methoden
durchgefluhrt: Elektrospray-lonisierung (ESI) und Matrix-unterstitzte Laser-Desorption
(MALDI).

Aus den Massenspektren, bei denen die Proteine mit Elektrospray ionisiert werden,
erhalt man die Molekulmassen; die Erzeugung mehrfach geladener Molekulionen
erschwert allerdings die Analyse von Mischungen.

Bei der ESI wird die Probeldsung in eine Strecke mit einigen kV Potentialdifferenz
gespruht. Das Loésungsmittel im elektrostatisch geladenen Tropfchen verdampft im
Gasstrom. Das Makromolekll mit mehreren Ladungen z generiert ein Signal bei
niedrigem m/z. Fur Proteine gilt m/z = 600...2000 auch fur 200 kDa-Proteine. Bei der
MALDI-Methode geschieht die lonisation aus einer in eine feste Matrix
eingeschlossenen Probe durch gepulste Laserstrahlung und Verdampfung. Es
handelt sich um eine sanfte lonisation (meist) ohne Fragmentation. In der fur die
eigene Arbeit bevorzugten Tandem-Massenspektrometrie wird die Fragmentierung
ionisierter Proteine durch Kollisionen mit einem Neutralgas (CID = collision-induced
dissociation) bewirkt. Im Anschluss wird aus dem Molekularionen-Cluster ein einziges
monoisotopisches Cq,- lon isoliert und in einer zweiten Kammer analysiert. Fur die
Proteinanalytik besteht die Notwendigkeit der weitgehenden Vortrennung der zu
untersuchenden Proteine, da sonst die Zahl der detektierten Massen und/oder
Molekulfragmente so hoch ware, dass eine Zuordnung zum untersuchten
Proteingemisch schwierig wird. Zur Identifizierung der detektierten Massen werden
sinnvollerweise bestehende Datenbanken herangezogen. Der Informationsgehalt der
vollen MS-Spektren (Vorlauferionenspektren, ,precursor ion scan“) besteht in der
Massenbestimmung der lonen, welche in einem zweiten Analytikschritt dann

fragmentiert werden. Die MS/MS-Spektren liefern die Massen der Fragmentationen.
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3.14 X-Gal-Farbung

Bei der untersuchten Promoterfliegenlinie sug > LacZ lag der Sugarbabepromotor fur
sug homozygot auf dem X-Chromosom, und das LacZ-Gen homozygot auf dem
zweiten Chromosom vor. Die von dem LacZ-Gen -codierte B-Galactosidase
hydrolysiert das Substrat X-Gal, es entsteht ein blauer Farbstoff. Die Larven, zweites
Instar-Larvenstadium, werden auf Eis in Drosophila Ringer aufprapariert, in PBT
gewaschen und mit 4 % Glutaraldehyd in PBT 10 min fixiert. Danach wird wieder in
PBT gewaschen und schrittweise in X-Gal Farbepuffer Uberfuhrt. Fur die
Farbereaktion wird 1 ml Farbeléosung mit 20 pl 10 % X-Gal gemischt, auf 37 °C
vorgewarmt und die Larven hinzugegeben. Gefarbt wird je nach
Reaktionsgeschwindigkeit bei 20 °C oder bei 37 °C fur 15 min bis 1 h. Die Reaktion
wird durch Waschen in PBT gestoppt und die gefarbten Larven in 70 % und 100 %

Ethanol dehydratysiert. Eingebettet werden die Praparate in Kanada Balsam.

3.15 Glycintiterbestimmung in Larven Hamolymphe

Vor dem Ansetzen des Experiments wurden die Larven in einem Zellkulturnetz
ausgiebig mit dH,O von der Hefe freigewaschen und dann mit einem Pinsel auf eine
neue Apfelagarplatte ohne Hefe Ubertragen. Anschliefend wurden circa 200 Larven
in ein 0,5 ml PCR-Reaktionsgefall Uberfuhrt. Dieses wurde vorher mit einer diinnen
Nadel an der Unterseite durchbohrt und eine kleine Menge Watte eingesetzt. Watte
und Reaktionsgefal® wurden mit dH,O gewaschen und angefeuchtet, um spatere
Verluste von Hamolymphe zu verringern. Das 0,5 ml Reaktionsgefald wurde in ein
groReres 1,5 ml Reaktionsgefald eingefuhrt, welches vorher mit 5 yl dH20 gefillt und
an einer Feinwaage gewogen wird. Die Larven wurden vorsichtig mit einer Nadel
angestochen, leicht gequetscht und 5 min bei 6 500 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Anschlielfend wurde das 1,5 ml Eppi erneut gewogen und aus der Differenz die
Menge an Hamolymphe bestimmt. Zur Probenvorbereitung fur die ESI-MS-Messung
wurden die Proben mit 0,1 M HCI auf 1 ml aufgefullt. FUr die Umsetzung zum

Butylester wurden je 100 pl verwendet. Nach der Umsetzung erfolgte die Trocknung
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der Proben und anschlielend die Aufnahme in 1 ml Acetonitril/0,025% TFA
(50:50, v/v). Die chromatografische Auftrennung der Proben erfolgte isokratisch
(ACNY/0,05 % TFA, 30:70, v/v) an einer Multospher120RP18 AQ-5u Saule. Bei einem
Fluss von 0,25 ml/min wurden jeweils 20 pyl der derivatisierten Proben aufgetragen.
Die Messungen wurden an einem APl 365 Tandem-Massenspektrometer mit
Elektrosprayionisierung bei positiver lonisierung durchgefuhrt. Fur die ldentifizierung
und Quantifizierung des Glycinbutylesters wurden spezifische MRM-Signale mit
m/z = 132 und 76 amu bzw. m/z = 132 und 57 amu verwendet. Der Quadrupol Q1
war dabei auf einen festen Wert von m/z = 132 eingestellt und lie® nur den
Glycinbutylester durch. Die amu (atomic mass unit) Werte geben die resultierenden
Fragmente an, die an Q3 detektiert wurden. Der Butylrest hatte dabei eine Masse von
57 amu, wahrend der Glycinrest 76 amu aufwies. Zur Auswertung wurde das MRM-
Signal m/z = 132 und 76 amu ausgewahlt. Die Quantifizierung erfolgte Uber eine

interne Kalibrierung durch das Glycinisotop (Gly,C13,N15).
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4 Ergebnisse

Diese Arbeit befasst sich mit zwei Aspekten der nahrungsabhangigen Regulation von
Genen und Proteinen. Zum einen baut sie auf Erkenntnisse der Diplomarbeit
,Molekulare Analyse des am Fettabbau beteiligten zuckerinduzierten
Transkriptionsfaktors sugarbabe in Drosophila melanogaster (Meigen)‘ (Walther,
2003) und den Ergebnissen von Zinke (Zinke, 2002) zur Charakterisierung von
sugarbabe weiter auf. Zum anderen soll mit Hilfe der zweidimensionalen
Gelelektrophorese und der Massenspektrometrie die Identifizierung von

nahrungsabhangig regulierten Proteinen ermdglicht werden.

4.1 Charakterisierung von sugarbabe

Sug Uberexpressionsexperimente und anschlieRende Mikroarrays von Zinke zeigten
eine Repression mehrerer Lipasen (CG8093, CG6271, CG6277) auf mRNS Basis.
Wahrend der oben genannten Diplomarbeit konnte gezeigt werden, dass sugarbabe
als Transkriptionsfaktor an diese lysosomalen Lipasen in vitro binden kann. Durch
Generierung einer transgenen Fliege, die den sugarbabe Promotor zusammen mit
Gal4 exprimiert, sollte eine durch Zucker induzierbare Promotorlinie zur Verfligung
stehen. Vorteil dieses Konstrukts ware eine schnelle Aktivierung des Zielgens durch
Fltterung von Zucker. Hierfur wurden 2 Konstrukte kloniert, die unterschiedlich lange
Bereiche des sug Promotors abdeckten. Wahrend das langere der beiden etwa 1300
bp vor dem ATG Start des Gens abdeckt, Uberspannt das kleinere etwa 600 bp vor
dem Start des Gens (Abbildung 4.1-1). Das durch PCR amplifizierte DNS-Fragment
wurde in den P-Element-Vektor pCaSpeR kloniert. Nach Injektion und Entwicklung
der Embryonen konnte eine stabile transgene Fliegenlinie etabliert werden, die das
Sug-Gal4-Konstrukt enthielt.
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Abbildung 4.1-1:  Ubersicht der verwendeten Promotorbereiche zur
Herstellung einer transgenen Fliegenlinie. Gezeigt sind die verwendeten
Primer und deren Position, sowie die flr die spateren Klonierungen und
Uberprifungen wichtigen Restriktionsenzyme. Blau dargestellte Enzyme sind
dabei mehrfach innerhalb der Sequenz vorhanden, wahrend rot gefarbte
Enzyme nur einmal innerhalb der dargestellten Sequenz auftreten.

Wichtig fur nachfolgende Experimente war es, das Chromosom zu kennen, auf dem
die Insertion stattgefunden hatte. Dies wurde durch eine Chromosomenlokalisation
(vgl. Kapitel 3.4) erreicht. Abbildung 4.1-2 zeigt ein solches Kreuzungsschema,
nachdem eine Chromosomenlokalisation erfolgte. Die Lokalisation auf dem X
Chromosom wurde durch Ruckkreuzung von homozygoten Mannchen mit w

Weibchen erreicht.

Chromosom I Chromosom llI
§§.+ Sp . Dr 1.X Sp . Dr
[Sug] * X CyO Tm3 +’ [suq ] CyO Tm3
[sua]. + Sp . Dr gé + % Sp . Dr
CyO Tm3 X CyO' Tm3 CyO "'Tm3 CyO’ ' Tm3
[sual. ‘Dr sp 5
CyO "Tm3 CyO "Tm3

Abbildung 4.1-2: Kreuzungsschema zur Chromosomenlokalisation von sug.
Die verwendeten Abklrzungen sind im Text erklart.

Chromosom | ist aufgrund seiner GroRe nur in ganz wenigen Fallen von einer
Insertion betroffen und wurde daher nicht weiter beachtet. Bei der hier verwendeten

Balancer-Linie war im Gegensatz zum Standardansatz eine gleichzeitige
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Identifizierung der Chromosomen |l und Ill méglich. Diese Linie zeichnete sich durch
das Vorhandensein der Marker Sp (Sternopleural), Dr (Drop) und Sb (Stubble), sowie
die Balancer CyO (Curly of Oyster) und TM3 (Third multiple #3) aus. In der F1
Generation wurde nach Jungfrauen gesucht, die rote Augen und die beiden Marker
CyO sowie TM3 besassen und diese Fliegen erneut mit der Balancer-Linie verpaart.
In der daraus entstehenden F2 Generation sollte dann bei einer Lokalisation des
Konstrukts auf dem 2. Chromosom der sternopleural Marker (Sp) ausbleiben,
wahrend alle anderen Marker in verschiedenen Kombinationen auftreten sollten. Bei
einer Lokalisation auf dem 3. Chromosom wirde analog der Drop Marker (Dr) fehlen.
Wie sich in diesem Versuch zeigte, war sug auf dem X Chromosom lokalisiert. Die F2
Generation wies dabei eine zufallige Verteilung der Marker auf. Im Gegensatz dazu
zeigten alle F1 Weibchen der Verpaarung mit w° Weibchen rote Augen, wahrend die
F1 Mannchen alle weille Augen besalien. Diese Information war fur spatere
Experimente wichtig. Aufgrund der Lokalisation auf dem X Chromosom waren
lediglich die weiblichen Jungfrauen fur weitere Verpaarungsexperimente verwendbar.
Der nachste Schritt bei der Charakterisierung von sug und der Etablierung einer

transgenen sug-driver Linie war die ldentifizierung der Expressionsgewebe.

4.1.1 Lokalisation der Expression innerhalb von Drosophila
melanogaster Larven

Die Ergebnisse aus Zinke et al. von 1999, die eine Expression der RNS im
Fettkorper, den malphigischen Gefallen und des Mitteldarms zeigten, konnten auf
Proteinebene mit Hilfe von Antikérpern und auch mit der sug-Driver-Linie bestatigt
werden. Erfolgte bereits nach 1 h eine 15-fache Hochregulation der RNS fir sug
unter Zucker, so konnte erst nach ca. 4 h eine Farbung mit den Antikorpern
identifiziert werden. Die Driver-Linie zeigte dagegen erst nach ca. 12 h eine
eindeutige Farbung. Eine eingehendere Analyse des verwendeten Konstrukts und

Vergleich der C/EBP-Bindestellen zeigte, dass die erste Bindestelle nicht vollstandig
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im Konstrukt enthalten war. Dies konnte eine mogliche Erklarung fir die trage

Aktivierung der sug-Driver-Linie unter Zucker sein.

4.1.2 Beteiligung von sug am Insulin-Signalweg

Da sugarbabe ausschlieBlich durch Zucker aktiviert wird, liegt die Annahme nahe,
dass sug in direktem Kontakt mit dem Insulin-Signalweg steht oder aber ein vollig
unabhangiger, neuer Signalweg existieren kdnnte. Hierfur sollten verschiedene Null-
Mutanten des Insulin-Signalweges auf sugarbabe Expression unter Zucker getestet
werden. Ein groldes Problem war dabei, dass viele Null-Mutanten bereits in frihen
Larvenstadien letal bzw. keine entsprechenden Fliegenlinien verfugbar waren. Eine
Linie, die beide Bedingungen (nicht letal in frGhen Larvenstadien und Null-Mutante)
erfullte, war chico, das auch als Insulin-Rezeptor-Substrat oder kurz IRS bekannt ist.
Bindet Insulin an den Rezeptor (InR), wird dieser aktiviert und setzt eine Signalkette
innerhalb der Zelle in Gang, an deren erster Stelle CHICO steht. Das CHICO- oder
IRS-Protein ist ein wichtiges Glied in dieser Signalkette. Fehlt es, ist die Signalkette
unterbrochen und das Insulinsignal wird von der Zelle nicht wahrgenommen. Ahnliche
Phanotypen sind auch bei Diabetes Typ 2 oder Altersdiabetes zu beobachten. Dies
ist also ein recht guter Ansatzpunkt, um die Beteiligung von sug am Insulin-Signalweg
zu untersuchen. Fir den Versuch wurden 2 chico-Linien verwendet. Chico' wurde
durch die Insertion eines P-Elementes hergestellt, wihrend chico’® durch eine
synthetische Deletion mutiert wurde. Da homozygote chico- Larven keinen sichtbaren
Phanotyp besitzen, musste der vorhandene CyO-Balancer durch einen KrGFP-CyO-
Balancer ausgetauscht werden (Casso et al., 2000). Wie in Abbildung 4.1-3 gezeigt,
wurden die grun fluoreszierenden Larven gesammelt und als Grundlage flr einen
neuen Stock verwendet. Die ldentifizierung der homozygoten Mutanten wurde nach
Verpaarung von Individuen dieses Stocks in einem weiteren Schritt durch Auswabhl
der nicht fluoreszierenden Larven erreicht. Die so erhaltenen Larven wurden
anschlieRend mittels semiquantitativer RT-PCR (Reverse Transkriptase — PCR) auf

deren chico Expression getestet. Als Kontrolle dienten Wildtyp-Larven. Die
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Eisammlung der beiden verwendeten chico-Mutanten erfolgte dabei Uber einen

Zeitraum von 4 h und die RNS Extraktion in einem Alter von 48 h +/- 2 h.

) chico + Marker ¥
W Cy0 FX CyO,Kr-GFP ¥
w Marker + chico + Cyo o+
Cyo W Cyo, Kr-GFP F CyO, Kr-GFP F
(gruin fluoreszierend) (griin aber lethal)
W chico + w chico +
’ Cyo, Kr-GFP T+ ’ chico T+
(grun fluoreszierend) (homozygot; nicht floureszierend)

Abbildung 4.1-3: Kreuzungsschema fir den Austausch von Balancern.

Wie in Abbildung 4.1-4 A zu sehen ist, zeigten die chico-Larven keine Expression des
Gens. Die homozygoten Mutanten stellen also tatsachlich Null-Mutanten dar. In
weiteren Experimenten wurde die chico’-Mutante verwendet und deren Einfluss auf

die Expression von sugarbabe untersucht (Abbildung 4.1-4 B).
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Abbildung 4.1-4: Semiquantitative RT-PCR. (A) chico Expression in chico-
Mutanten und Wildtyp-Larven. (B) Expression von sugarbabe in Wildtyp- und
chico-Larven. Die jeweilige Gruppe wurde entweder mit Hefe (Y) oder mit einer 20
%-igen Zuckerlésung (S) uber einen Zeitraum von 4 h gefittert.

Da in Mikroarrays bereits gezeigt werden konnte, dass sugarbabe nach ca. 4 h
Zucker ein Maximum der Expression erreichte, wurde dieser Zeitraum als Referenz
fur die anstehenden Experimente verwendet. Ebenso wurde das Alter der Larven von

48 h beibehalten, um entwicklungsspezifische Anderungen zu minimieren. Die RNS
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wurde extrahiert und in RT-PCRs das Expressionslevel von sug gemessen
(Abbildung 4.1-4). Untersucht wurden Wildtyp und homozygote chico-Mutanten. Unter
Normalbedingungen, also Hefe, konnte keine sug RNS nachgewiesen werden. Unter
Zucker wird sug allerdings, wie schon in Mikroarrays gezeigt, stark induziert. Dies trifft
sowohl auf den Wildtyp, wie auf die chico-Mutante zu. Eine eindeutige Veranderung
der sug Expression konnte innerhalb der chico-Mutante zu keiner Zeit nachgewiesen
werden. Beobachtet man die Mikroarray-Daten bezuglich des Insulin-Rezeptors (InR)
unter Hunger und Zucker, so wird deutlich, dass unter Hunger eine 4-fache
Hochregulation stattfindet, unter Zucker die RNS-Menge des Insulin-Rezeptors aber
unverandert bleibt. Zusammen mit der Tatsache, dass eine Null-Mutation von chico
keine Veranderung der sugarbabe-Transkription hervorruft, I1asst darauf schlieRen,

dass sugarbabe sehr wahrscheinlich parallel zum Insulin-Signalweg agiert.

4.1.3 Beeinflussung der sug Expression durch akh-Zell-Knockout

Bei Saugetieren wird die Regulation der Blutzuckerhomeostase durch ein enges
Zusammenspiel der Antagonisten Glucagon und Insulin erreicht, die in den o- und j-
Zellen der Pankreas exprimiert werden. Das Insekten-Homolog zu Glucagon ist das
adipokinetische Hormon (AKH). Dieses Hormon zeigt nicht nur einen Effekt auf den
Kohlenhydrat-, sondern auch auf den Lipidmetabolismus, durch den es seinen
Namen erhielt. Akh wird in den Corpora-cardiaca-Zellen der Ringdrise exprimiert und
steht in engem neuronalen Kontakt zu den Insulin-produzierenden Zellen. Da
scheinbar kein Effekt durch Deaktivierung des Insulin-Signalweges auf die sug-
Expression erfolgte, wurde vermutet, dass akh einen Einfluss auf sug zeigen kdnnte.
Fur eine Untersuchung mussten daher die akh-produzierenden Zellen zerstort
werden. Dies erfolgte durch die Kreuzung einer akh-Gal4-Driver-Linie mit der
Apoptoselinie UAS-rpr/hid (Akh > RH) (Buch, 2006). Als Kontrolle wurden Wildtyp-
Larven und eine Kreuzung der akh-Gal4-Driver Linie mit der Reporterlinie UAS-LacZ
(Akh > Lacz) verwendet. Fur eine semiquantitative RT-PCR wurden 72 h alte Larven
verwendet, die vor der RNS-Extraktion jeweils fur 4 h mit Hefe (Y) oder Zucker (S)
geflttert wurden (Abbildung 4.1-5).
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Abbildung  4.1-5:  Nahrungsabhangige
Expression von sug in akh-defizienten
Drosophila melanogaster Larven.
Erklarungen zur Beschriftung siehe Text

Uberraschend war die Regulation von sugarbabe unter normalen Bedingungen (Hefe)
in Akh-RH-Larven. Hier scheint eine Induktion stattgefunden zu haben, wahrend unter
Zuckergabe keine signifikante Veranderung feststellbar war. Um diese Ergebnisse
weiter zu verifizieren, wurde der Versuch mit Hilfe von Realtime RT-PCR wiederholt.
Zusatzlich zur Expression von sug wurde auch der Transkriptionslevel von akh
Uberprift. Es zeigte sich, dass die Menge an endogener akh-mRNS in der zweiten
Kontrollgruppe mit Hefe (Akh-LacZ-Y) schon um circa 20 % und in akh-defizienten
Larven (Akh-RH-Y) um 70 % abnahm (Abbildung 4.1-6). Scheinbar hatte die Driver-
Linie bereits selbst einen Einfluss auf akh-Expression, so dass eine Absenkung von
20 % bei Akh-LacZ-Y zu beobachten war. Bei akh > RH handelte es sich also nicht
um eine vollstandige Null-Mutante, jedoch ist davon auszugehen, dass die
beobachtete Reduzierung des akh-Transkripts bereits ausreichen sollte, um etwaige

Missregulationen in beteiligten Signalwegen auszulésen.
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WT-Y Akh-LacZ-Y Akh-RH-Y WT-S Akh-LacZ-S Akh-RH-S
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Abbildung 4.1-6: Expressionsunterschiede von akh in akh-defizienten
Larven. Quantifizierung erfolgte mittels Realtime RT-PCR. Als Kontrolle
dienten Wildtyp-Larven (WT), welche auf 1 gesetzt wurden.

Unter Zucker zeigte sich ein ahnlicher Verlauf fur alle drei Fliegenlinien. Die
Absolutwerte waren allerdings im Vergleich zu Hefe gefitterten Larven circa zweifach
erhoht (Abbildung 4.1-6).

8,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

WT-Y Akh-LacZ-Y Akh-RH-Y WT-S Akh-LacZ-S Akh-RH-S
|Zsug 1,00 0,74 6,44 1,00 0,75 1,10

Abbildung 4.1-7: Expressionsunterschiede von sug in akh-defizienten Larven.
Quantifizierung erfolgte mittels Realtime RT-PCR. Als Kontrolle dienten
Wildtyp-Larven (WT), welche jeweils auf 1 gesetzt wurden, da die relative
Veranderung untersucht werden sollt.
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Die Realtime RT-PCR-Daten der Expressionsunterschiede von sug in akh-defizienten
Larven unter Hefe und Zucker konnten die Ergebnisse aus der semiquantitativen RT-
PCR bestatigen. Wahrend unter Zucker kein signifikanter Anstieg zu beobachten war,
stieg die sug-Expression in akh-defizienten Larven unter Hefe auf Uber das 6-fache
an (Abbildung 4.1-7).

4.1.4 Beteiligung von C/EBP am sug Signalweg

Eine Analyse des Promotorbereichs von sug konnte mehrere Bindestellen fur C/EBP
(CCAAT enhancer binding protein) aufdecken und war Grundlage fur die These, dass
C/EBP bei der Regulation von sug beteiligt sein konnte. Die Positionen der funf
C/EBP Bindestellen sind in Abbildung 4.1-8 gezeigt.

-1300 -1000 2500 ATG-Start
W
C/EBP

Abbildung 4.1-8: Ubersicht (iber mégliche C/EBP Bindestellen
innerhalb des sug Promotors

Texeira et al. (unpublizierte Daten) konnte in Mikroarray-Experimenten mit sl/bo-
Mutanten eine Fehlregulation von sug in Embryonen nachweisen und starkt die
Annahme einer mogliche Beteiligung von s/bo bei der sug Regulation. Im Folgenden
soll nun die Beteiligung von slbo innerhalb des sugarbabe Regelkreises untersucht

werden.
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Abbildung 4.1-9: Kreuzungsschema zur Erzeugung von transheterozygoten slbo Mutanten. Der Marker
ist homozygot letal und wird daher im Schaubild nicht gezeigt.

Abbildung 4.1-9 beschreibt das Kreuzungsschema zur Erzeugung transheterozygoter
slbo I-Mutanten. Die Verwendung zweier Fliegenlinien ermdglicht es, relativ einfach
transheterozygote Larven zu identifizieren. Sind beide Allele in einer Larve
vorhanden, so fluoresziert diese durch Aktivierung des Gal4-UAS-Systems (Brand
und Perrimon, 1993). Die Mutanten reagieren sehr empfindlich auf Nipagin, ein
Antipilzmittel, das dem normalen Fliegenfutter und den Apfelagarplatten
standardmaflig hinzugefugt wird. Dies machte es notwendig die Versuche auf
Nipagin-freien Apfelagarplatten durchzuflihren. Da ohne Nipagin die Platten innerhalb
weniger Stunden anfingen zu schimmeln, wurden sie nach spatestens 24 h
gewechselt. Die Sammlung erfolgte Uber einen Zeitraum von 8 h. Die Larven wurden
in einem Alter von 48 h +/- 4 h homogenisiert und die RNS extrahiert und fir RT-PCR
verwendet. Als Kontrolle wurden Wildtyp-Fliegen und heterozygote slbo-Mutanten

verwendet.

sugarbabe

Actin

Abbildung 4.1-10: Semiquantitative RT-PCR
von sug. Expressionsunterschiede von
sugarbabe in Wildtyp, heterozygoten und
transheterozygoten  slbo-Mutanten.  Actin
diente zur Normalisierung.
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Wie sich zeigte, entsprach die sugarbabe-Expression in slbo */" in etwa dem Niveau
der Wildtyp-Larven. Bei transheterozygoten Larven verringerte sich das Niveau
allerdings auf ca. 60 % des Wildtyps. Da die heterozygoten Larven keinen
signifikanten Unterschied zum Wildtyp aufwiesen, wurden weitere Experimente nur
noch mit Wildtyp und slbo “/-Larven durchgefuhrt. Zuerst galt es die Daten der
semiquantitativen RT-PCR in Realtime RT-PCR-Experimenten zu Uberprufen.

1,20

1,00

0,80 -
0,60
0,40
0,20
0,00
WT-Y WT-S slbo -/- Y slbo -/- S
(@sug 0,01 1,00 0,05 0,63

Abbildung 4.1-11: Expressionsunterschiede von sugarbabe in Wildtyp und transheterozygoten
slbo-Mutanten. Quantifizierung von sug mittels Realtime RT-PCR. Als Kontrolle dienten
zuckergefltterte Wildtyp-Larven (WT-S), welche gleich 1 gesetzt wurden. Da nur eine geringe
Expression von sug in normalgefutterten Larven vorhanden ist, wurde auf eine Normalisierung
mit diesen Werten verzichtet.

Auch hier zeigte sich eine Verringerung der sug-Expression um circa 40% in slbo /-
Larven. Gleichzeitig zeigte sich eine Erhohung des Grundlevels von sug unter
normalen Bedingungen (Hefe) in slbo /-Mutanten (Abbildung 4.1-11). Dies bedeutet,
dass slbo einen direkten Einfluss auf die sugarbabe-Expression hat. Die hier
gewonnenen Daten sollten nun in weiteren Experimenten bestatigt und die Kinetik der
beobachteten Effekte untersucht werden. Das Gesamtalter der Larven blieb dabei
unverandert, der Zeitraum der Zuckerfitterung wurde dagegen von 1 h bis 20 h
variiert (Abbildung 4.1-12 und Abbildung 4.1-13). Sieht man sich die Ergebnisse an,

fallt auf, dass die Kontrollen in den ersten Zeitpunkten ein, im Vergleich zu den
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spateren Werten erhohtes Level aufweisen. Wahrend bei der Wildtyp-Gruppe nur der
erste Wert (1 h) leicht erhoht ist, zeigt sich bei der slbo-Mutante ein deutlicher Anstieg
der sug-Expression bei 1 h und ein leichter Anstieg bei 4 h (Abbildung 4.1-12).
Normalisiert man auf WT-Y so ergibt sich eine 7-fache Erhdhung der Expression
innerhalb der slbo-Mutanten fur 1 h und 4 h (Daten nicht gezeigt). Es scheint, als
wlrde sug als Folge von Stress durch den Waschvorgang zusatzlich induziert. Je
langer Waschvorgang und RNS-Extraktion auseinander liegen, desto schwacher ist
die sug-Expression unter Hefe. Wildtyp-Larven reagieren weniger stark als die s/bo-

Mutanten auf diesen Stressfaktor.
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Abbildung 4.1-12: Expressionsunterschiede von sugarbabe in Wildtyp und
transheterozygoten slbo-Mutanten. Quantifizierung von sug durch Realtime
RT-PCR. Als Kontrolle dienten Wildtyp-Larven, die mit Zucker gefuttert wurden
(WT-S), welche gleich 1 gesetzt wurden.
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WT-Y WT-S slbo-Y slbo-S
@1h 1,00 46,72 1,00 3,94
H4h 1,00 177,72 1,00 23,72
Os8h 1,00 302,71 1,00 107,83
020h 1,00 142,50 1,00 118,28
Abbildung 4.1-13: Relative  Expressionséanderung von normal- und
zuckergefitterten Larven innerhalb der jeweils eigenen Gruppe. Die

normalgefitterten Larven der Wildtyp- und der Mutanten-Gruppe werden dabei
gleich 1 gesetzt. Weitere Angaben siehe Abbildung 4.1-12.

Uberraschenderweise ergibt sich ein véllig anderes Bild, sieht man sich die relative
Expressionsanderung innerhalb der jeweiligen Gruppe an (Abbildung 4.1-13). Die
Expression steigt im Wildtyp kontinuierlich an und erreicht nach 8 h einen Gipfel, um
nach 20 h auf einen circa halb so hohen Wert abzufallen. Ist s/bo allerdings nicht
vorhanden, so zeigt sich ein sehr viel langsamerer Anstieg der sug-Expression, der
nicht, wie beim Wildtyp, nach 20 h wieder absinkt, sondern kontinuierlich steigt. Die

absoluten Werte von Wildtyp und s/bo-Mutanten nach 20 h liegen relativ nahe

beieinander.

Zeitpunkt rel. Expressionsanderung slbo Expression
(Stunden auf Test-Nahrung) WT slbo (in % des WT)
1h 46,70 3,95 8,45
4h 177,70 23,70 13,39
8h 302,70 107,80 35,70
20 h 142,50 118,20 83,24

Tabelle 4.1-1: Vergleich der relativen Expressionséanderung zwischen Wildtyp (WT) und slbo-Mutanten.
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Die Wildtyp-Gruppe zeigt hier noch eine 142-fache Induktion, wahrend die sl/bo-
Gruppe eine 118-fache Erhéhung aufweist (Tabelle 4.1-1). Die verlangsamte Kinetik
der sug-Expression innerhalb der s/bo-Mutanten wird in Tabelle 4.1-1 noch einmal
verdeutlicht. Erreicht die relative Expressionsanderung bei slbo nach einer Stunde
Zuckerfutterung nur circa 9 % des Wildtyp-Wertes, so steigt dieser kontinuierlich an
und erreicht nach 20 h 83 % des Kontrollwertes. Langere Futterungsexperimente
wurden nicht durchgefuhrt, so dass zum jetzigen Zeitpunkt keine Aussage zum

weiteren Verlauf gemacht werden kann.
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4.2 Proteomik

Neben der Charakterisierung von sugarbabe und damit zusammenhangenden
Signalwegen, sollte mit dieser Arbeit eine Technik zur globalen Proteomanalyse am
Institut etabliert werden. Die dafir am geeignetsten erscheinende Technik war die
zweidimensionale Gelelektrophorese. Diese Technik existiert bereits seit 1975,
dennoch gibt es bisher nur wenige Arbeitsgruppen, die sich mit dem Proteom der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster befassen. Die Analysen beschranken sich
dabei meist auf Identifizierung und Charakterisierung des Proteoms in bestimmten
Kompartimenten. Differenzielle Analysen erfolgen nur sehr selten. Obwohl die
Technik fortwahrend optimiert wurde, sind auch heute noch etliche Probleme von der

Probenaufreinigung bis hin zur ldentifizierung einzelner Proteine vorhanden.

Protein-Isolierung Identifizierung durch MS
Wahl des pH Gradienten Analyse der Gele
Farbetechnik —>> Visualisierung

Abbildung 4.2-1: SchlUsselstellen der Proteomik. Die einzelnen Punkte bieten eine Reihe von
Alternativen, die sich unter bestimmten Umstanden gegenseitig ausschlielRen oder spater folgende
Schritte nachhaltig beeinflussen.

4.2.1 Probenvorbereitung

Fir die Isolierung von Proteinen wurde ein spezieller Puffer verwendet, der fur die
Isolierung von cytoplasmatischen und mitochondrialen Proteinen aus Drosophila
melanogaster optimiert wurde. Durch die Verwendung von mehreren zusatzlichen
Proteininhibitoren sollte eine Degradation der extrahierten Proben verhindert werden.
Ein weiterer wichtiger Schritt war die Aufreinigung der Proben. Wahrend mit dem ,2D

Cleanup Kit* aufgereinigte Proben eine ausreichend hohe Spannung bei der
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isoelektrischen Fokussierung erreichten, zeigten nicht aufgereinigte Larvenlysate
einen zu hohen Widerstand, so dass anstatt der benétigten 8 000 V nur circa 1000 V
erreicht wurden. Als Folge der geringen Spannung konnte keine ausreichende
Auftrennung in der ersten Dimension erreicht werden. In einem ersten Experiment
wurde festgestellt, dass die Wahl der fur die Farbung (Silber und Coomassie-
Farbung) verwendeten Schalen einen deutlichen Einfluss auf die Anzahl der zu
visualisierenden Spots hatte. So wurden zwei unterschiedliche Kunststoff-Schalen in
einem parallelen Ansatz verwendet. Die Gele wurden mit gemeinsam angesetzten
Ldsungen behandelt und in einem parallelen Ansatz entwickelt. Es zeigte sich, dass
die Silberfarbungen in Polypropylen (PP)- und Polyvinylchlorid (PVC)-Schalen einen
deutlichen Unterschied aufwiesen. Wahrend in PVC-Schalen nur eine geringe Anzahl
an Spots zu erkennen waren, konnten in PP-Schalen gefarbten Gelen bis zu 50 %
mehr Spots nachgewiesen werden.

Ausgehend von diesem Ergebnis wurden alle weiteren Experimente in speziellen
Polypropylen-Schalen durchgefuhrt. Soweit moglich wurden alle differentiellen Gele
(Gele von normal- und zuckergefutterten Larvenextrakten) gemeinsam in einer
Schale gefarbt, um mdgliche Abweichungen zu minimieren. Der erste Vergleich von
normal- mit zuckergefitterten Larven zeigte bereits ein viel versprechendes
Spotmuster (Abbildung 4.2-2). Auffallend war die Konzentration der Spots in der Mitte
der beiden Gele. Hier befindet sich der physiologische Bereich zwischen pH 5 und pH
8, in dem die meisten loslichen Proteine einer Zelle vorkommen. Da aber bereits in
diesem frihen Stadium mit nur wenig sichtbaren Spots (ca. 100 Punkte im Gel der
normalgefutterten Larven) einige Spots in den extremen pH-Bereichen unter pH 5
und Uber pH 8 zu finden waren, wurde fur die erste Dimension ein pH-Bereich von
3-10 fur spatere Experimente beibehalten, um einen mdglichst grof3en Bereich
abzudecken. Der Marker diente als Anhaltspunkt fur das Molekulargewicht der
jeweiligen Proteine. Sobald die ersten Landmarken identifiziert wurden, konnte auf

die Verwendung eines Markers verzichtet werden.
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Abbildung 4.2-2: Zweidimensionale Gelmuster differenziell gefltterter
Wildtyp Larven. Aufgetragen wurden je 40 ug Gesamtprotein auf einen pH
3—10 Strip. Fokussierung erfolgte mit 15 kVh und Auftrennung auf einem
10 %-igen SDS Gel. Farbung erfolgte durch Silberfarbung. Die
Orientierung der Gele ist in allen folgenden Experimenten gleich, so dass
auf die Einzeichnung von pH und Molekulargewichtsverlauf verzichtet wird.
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4.2.2 Untersuchung differentiell exprimierter Proteine in Drosophila
melanogaster

Wegen der nur geringen Anzahl an sichtbaren Spots wurde der Versuch wiederholt
und die doppelte Menge an Protein eingesetzt. Gleichzeitig wurde noch eine dritte
Versuchsgruppe eingefuhrt. Es sollten die Proteome von normal- (N) und
zuckergefltterten (Z) Larven, sowie gehungerte (H) Larven untersucht werden. Ziel
war es den experimentellen Aufbau in Anlehnung an die Mikroarray-Experimente von

Zinke et al. (Zinke, 2002) fur die Proteomanalyse zu benutzen.

Normal 1 Zucker
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Abbildung 4.2-3: Uberblick Uber verschiedenen 2D Gele. Aufgetragen wurden 80 g Protein. Strip: pH
3-10. Die Fokussierung erfolgte mit 15 kVh. Auftrennung auf einem 10 %-igen SDS Gel und
anschlieflender Silberfarbung. Die fir die Massenspektrometrie ausgeschnittenen Spots sind mit
Pfeilen markiert. Die Larven hatten ein Alter von 48 h und wurden fir 4 h den jeweiligen
Nahrungsbedingungen ausgesetzt.
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Um entwicklungsspezifische Unterschiede so gering wie madglich zu halten, wurde
eine Dauer von 4 h gewahlt, da zu diesem Zeitpunkt bereits Veranderungen im
Transkriptom erkennbar waren, entwicklungsbedingte Einfllisse aber als gering
eingeschatzt werden konnten. Aufgrund der technischen Begebenheiten wurden 2
Gelelektrophoresekammern verwendet. Damit zusammenhangend wurde je ein
Kontrollgel (N) pro Kammer mit einem Versuchsgel (Z oder H) zusammen aufgetrennt
(Abbildung  4.2-3), um Laufunterschiede, bedingt durch verschiedene
Gelelektrophoresekammern, auszugleichen. Beide Gele einer Kammer wurden
anschlielend gemeinsam gefarbt und entwickelt. Abbildung 4.2-4 zeigt
Uberlagerungen der einzelnen Gele miteinander. In (A) werden die beiden

Kontrollgele miteinander verglichen.

Abbildung 4.2-4: Uberlagerungen der zweidimensionalen Gele. (A) Qberlagerung von N1
(rot) und N2 (gruin). (B) Uberlagerung von N1 (rot) und Z (griin). (C) Uberlagerung von N2
(gran) und H (rot).

Es war erkennbar, dass durch die Verwendung zweier unterschiedlicher Gele
Laufunterschiede innerhalb der Gele auftreten, die zu einer Verschiebung der

Proteinmuster fihrten. Obwohl fur beide Gele die gleiche Probe und auch die gleiche
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Gellésung verwendet wurde, war eine genaue Uberlappung der Gele nicht mdglich
(Abbildung 4.2-4 A). Um dieses Problem zu umgehen, wurde versucht das Matching,
also die Uberlagerung bzw. Zuordnung der Spots zweier oder mehrerer Gele mithilfe
der Software PDQuest der Firma Bio-Rad durchzufihren.

Nach dem Vergleich der Gele miteinander wurden mehrere Spots ausgewahlt und fur
eine anschlieBende massenspektrometrische Bestimmung ausgeschnitten. Die
MALDI-TOF Messungen wurden am 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems,
Framingham, MA) durchgeflhrt.

Protein- Identifiziertes Gel Bemerkung

Spot Protein

1 Calreticulin N passend zu 8 und 14

2 PDI N Protein Disulfid Isomerase

3 Vha 68-2 N passend zu 9 und 15

4 -- N zu geringe Proteinmenge

5 Porin N

6 Enolase N

7 GAPDH | N passend zu 12

8 Calreticulin Z passend zu 1 und 14

9 Vha 68-2 Z passend zu 3 und 15

10 -- Z zu geringe Proteinmenge

11 -- Z zu geringe Proteinmenge

12 GAPDH | Z passend zu 7

13 EF 10-48D z stark reguliert unter Zucker

14 Calreticulin H passend zu 1 und 8

15 Vha 68-2 H passend zu 3 und 9

16 menschliches H Verunreinigung beim Trypsinverdau
Keratin

Tabelle 4.2-1: Mit Massenspektrometrie identifizierte Proteine. Die Spotnummern beziehen sich
auf Abbildung 4.2-3
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Die Resultate dieser Analyse sind in Tabelle 4.2-1 zusammengefasst. Zu diesem
Zeitpunkt war noch keine Software zur automatischen Proteinidentifizierung
vorhanden, so dass die Bestimmung manuell Uber die im World Wide Web
zugangliche Software Mascot (http://www.matrixscience.com/) erfolgte. Eine
Analyse mit MALDI-ToF-ToF war mit diesem Interface nicht moglich.

Die Ergebnisse =zeigten, dass ein Matching der Gele moglich war. Die
ausgeschnittenen Spots der jeweiligen Gele konnten in den meisten Fallen als
identische Proteine identifiziert werden (vgl. Spot 1, 8, 14 und 3, 9, 15). Spot 16
zeigte zudem eines der Probleme, die beim nicht automatischen und nicht
robotergestiutzen Prozessieren der Proben auftreten konnten. Die Verunreinigung
durch geringe Mengen an menschlicher Haut oder Haaren, wie sie zum Beispiel in
Staub vorkommt, reichte aus, um das eigentliche Signal des Proteins zu Uberdecken,
so dass eine eindeutige ldentifizierung unmoglich wurde. Eine sehr starke Regulation
zeigte Spot 13, der als Elongationsfaktor 1-0-48D identifiziert werden konnte.
Elongationsfaktoren nehmen Einfluss auf die Prozessierung von Proteinen und
konnen so die Regulation bestimmter Proteine auf Translationsebene steuern. Eine
solche Regulation kdonnte daher mit Hilfe von Mikroarrays nicht detektiert werden.
Dies zeigt die Fahigkeiten dieses Ansatzes zur Gewinnung neuer bisher unbekannter
Daten.

Ein Problem, das in diesem Experiment auffiel, war die bereits angesprochene
ungleichmaflige Entwicklung der Gele durch die verwendete Silberfarbung. Alle drei
Gele wurden mit der gleichen Menge Protein geladen und gleichzeitig gefarbt. Die
Spotmuster zeigten allerdings starke Unterschiede in der Gesamtfarbung sowie im
Hintergrund.

4.2.3 Proteomuntersuchung IPC defizienter Fliegen

Die Zerstorung der Insulin-produzierenden Zellen (IPC) der Fliegen wurden mit Hilfe
einer Kreuzung von InsP3-Gal4 und einer Apoptose-induzierenden Linie (UAS-
rpr/hid) erreicht (InsP3 > rpr/hid) (Buch, 2006). InsP3 bezeichnet dabei ein Konstrukt,
das die Promotorregion von dilp3 enthalt. Dilp3 ist eines von insgesamt 7 Drosophila
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Insulin-like peptides (Dilp), die Homologe der Vertebraten Insulin Rezeptor Substrate
(IRS) sind. Ein Vorteil des InsP3-Konstruktes war die erst im 3. Instar ansteigende
Expression. Die IPC wurden dadurch erst im spaten 3. Instar zerstort, wodurch eine
normale Larvalentwicklung moglich war und gleichzeitig entwicklungsspezifische
Einflusse verringert wurden. Als Kontrolle diente die Kreuzung mit einer UAS-LacZ-
Linie (InsP3 > LacZ). Fur die Versuche wurden ausschliellich weibliche Tiere
verwendet. Die spate Zerstérung der IPC sollte es ermoglichen, Hinweise Uber deren
Funktion im adulten Tier zu erhalten. Neben phanotypischen Beobachtungen wurde
auch eine genomweite Analyse |IPC-defizienter Fliegen mit Hilfe von Mikroarrays
durchgefihrt (Buch, 2006). Die erhaltenen Daten aus diesem Versuch zeigten, dass
lediglich sechs Gene mehr als dreifach positiv oder negativ reguliert waren. Da es
sich bei Insulin um eine als wichtig einzustufende Komponente des
Energiemetabolismus handelt, war dieses Ergebnis sehr Uberraschend, da mit einer
sehr viel starkeren und umfangreicheren Reaktion gerechnet wurde. Ausgehend von
diesen Daten wurde vermutet, dass der erwartete Effekt moglicherweise auf
Proteomebene erfolgen konnte. Es wurden adulte Fliegen der beiden Kreuzungen

verwendet, deren Proteine extrahiert und in gleichen Mengen fur 2D Gele eingesetzt.

4.2.3.1 Proteinregulation in IPC defizienten Fliegen

In einem ersten Versuch wurden die Proteine auf 11 cm Streifen mit pH 3-10 und
anschlie®end gemall ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Gele wurden mit
Silberfarbung visualisiert und mit Hilfe der Software PDQuest ausgewertet. Auch hier
zeigte sich erneut eine unterschiedlich starke Farbung beider Gele und machte eine
eindeutige Quantifizierung schwierig. Insgesamt wurden im Anschluss an die Analyse
45 Spots ausgeschnitten, die entweder eine Regulation zeigten, als Landmarken
dienen sollten oder ein interessantes Muster bildeten (Aconitase Spots (1, 2, 3, 24)
Abbildung 4.2-5). Abbildung 4.2-5 gibt einen Uberblick Uber die ausgeschnittenen
Spots und deren Positionen innerhalb der Gele, wahrend Tabelle 4.2-2 die
Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse zusammenfasst. Die

Identifizierung erfolgte mittels der Software GPS Explorer 3.0 der Firma Applied
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Biosystems. Dabei wurde eine kombinierte MS- und MS-MS-Analyse durchgeflnhrt.
Nach der MALDI-ToF-Messung wurden die finf starksten Peptide flir Tandem-
Massenspektrometrie automatisch ausgewahlt und erneut gemessen. Die Ergebnisse
beider Messungen wurden anschlieBend zur Identifizierung herangezogen. Da die
MS-MS-Messungen der eigentlichen Analyse vorangingen, konnte es vorkommen,
dass keine fur die Identifizierung relevanten Signale mittels MS-MS gemessen
wurden. Der resultierende MS-MS Score ist dabei kleiner 90% und wurde in den
folgenden Tabellen nicht weiter beachtet. Auf eine anschlieBende manuelle
Nachmessung wurde in der Regel verzichtet. Eine genauere Beschreibung und eine
Ubersicht (ber verwendete Einstellungen der jeweiligen Modi sind im Anhang

aufgefuhrt und erklart.

InsP3 > LacZ InsP3 > reaper/hid

Abbildung 4.2-5: Silbergefarbte 2D Gele. Aufgetragen wurden 250 pg Protein. Die fir die
Massenspekirometrie ausgewahlten Spots sind durch numerierte Pfeile markiert. Die roten Zahlen
reprasentieren die Spots, die auf beiden Gelen erkennbar sind und identische Proteine enthalten.
Schwarze Zahlen stehen flr Proteine, die gematched, aber als unterschiedliche Proteine identifiziert
wurden. Proteine, die nur auf einem der beiden Gele gefunden werden konnten, sind blau (LacZ) oder
grin (reaper/hid).

Auffallend war, dass nur wenige Spots identifiziert werden konnten, die nur auf einem
von beiden Gelen zu finden waren oder eine starke Regulation aufwiesen. Dazu
zahlten die Spots 4, 13 und 14 (s. Tabelle 4.2-2). Spot 4 (Phosphoglycerate Kinase

(PgK)) zeigte in IPC defizienten Fliegen einen starken Anstieg des Proteinlevels. Es
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handelte sich dabei um ein Protein, das 1,3-Bisphosphoglycerat in 3-Phosphoglycerat

umwandelt und damit ATP aus ADP bildet. Dieser Schritt ist als einziger Schritt in der

Glycolyse, bei dem ATP beteiligt ist, reversibel.

Spot | Protein Name Protein Pl Anzahl | Score | Score | MS-MS
Mw Peptide (%) Score
[kDa] (%)
1| CG9244 - Mitochondrial aconitase 86,20 | 8,49 25| 156,0 100,0
2 | Keratin, type Il cytoskeletal 1 [human] 66,20 | 8,16 18| 95,0 100,0
3 | CG9244 - Mitochondrial aconitase 86,20 | 8,49 16| 64,0 98,8
4 | CG3127 - phosphoglycerate kinase 44,24 | 7,01 12| 61,5 96,7
5 | CG3989-PA - ade5 47,71 | 8,31 16| 100,0 100,0
6 | CG3881-PA, isoform A 38,12 | 8,94 12| 69,0 99,4
7 | CG14792-PB, isoform B, stubarista 30,27 | 4,76 10 70,0 99,5
8 | CG8938-PA, isoform A, Glutathione S-transferase S1 27,65| 4,57 11| 130,0 100,0 99,8
9 | -- keine eindeutige Identifizierung
10 | CG9914 - Enoyl-CoA hydratase (RH68464p) 34,94 7,63 12| 85,0 100,0
11 | CG9916 - Cyclophilin 1 (SD01793p) 18,07 (?) | 8,43 6| 79,6 99,9 97,5
12 | CG12055-PA, GAPDH | 35,50 | 8,26 18 | 200,0 100,0 96,3
13 | CG8893-PA - GAPDH Il (phosphorylating) 35,53 | 8,75 11] 101,0 100,0 91,1
14 | CG7998-PA - L-Malat Dehydrogenase activity 35,52 9,2 13| 148,0 100,0 99,2
15 [ CG32954-PH, isoform H, alcohol dehydrogenase 27,83 6,9 15| 138,0 100,0
16 | CG32954 Chain B, Alcohol Dehydrogenase 27,73 7,7 9| 68,7 99,4
17 | -- keine eindeutige Identifizierung
18 | Keratin 10 [Homo sapiens] 59,02 | 5,09 16| 87,2 99,7
19 | CG4696-PA, muscle protein 20 20,29 | 8,76 10 70,3 99,6
20 | Keratin 10 [Homo sapiens] 59,02 | 5,09 17 97,1 100,0
21| CG8542-PA - hsc70-5 74,25 6,02 24| 149,0 100,0
22 | CG6647-PB, isoform B - porin 30,53 | 6,44 19| 180,0 100,0
23 | CG1721-PA - phosphoglycerat mutase 28,61| 6,41 11 70,3 99,6
24 | CG9244 - Mitochondrial aconitase 86,20 | 8,49 15| 55,6 87,2
25 | CG4233-PA - Glutamate oxaloacetate transaminase 2 43,95 8,60 12| 61,5 96,7
26 | - keine eindeutige Identifizierung
27 | CG2210 - awd (RH27794p) 17,22 | 7,82 7| 48,9 40,1
28 | similar to DROME Cyp1 [Drosophila yakuba] 16,78 | 6,89 7| 54,8 84,6
29 | CG4307-PA - Oscp 22,4| 9,64 1] 81,9 99,97
30 | CG12055 — GAPDH | 35,5( 8,26 12| 83,4 99.98

Tabelle 4.2-2: Ubersicht liber ausgeschnittene und identifizierte
Gele aus Abbildung 4.2-5. PI: Isoelektrischer Punkt des identifizierten Proteins. Anzahl Peptide: Anzahl
der Peptide, die mit Fragmenten der Datenbank Ubereinstimmen und zur ldentifizierung benutzt
wurden. Score: Mascot Score; Wert der angibt, ob eine zuféllige Ubereinstimmung vorliegt. Werte tber
60 werden als nicht mehr zuféllig angesehen. Ab 80 ist von einer 100 %igen Identifizierung
auszugehen. Score (%) und MS-MS Score (%): Konfidenzintervall; Werte groRer als 95 % werden als
signifikant angesehen.
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Spot 13 (GAPDH 1) ist ebenfalls in der Glycolyse beteiligt und zeigte ein geringeres
Proteinlevel in IPC defizienten Fliegen. Genauere Angaben zu Regulations-
mechanismen oder einer moglichen Abhangigkeit von PgK und GAPDH Il zu Insulin
sind derzeit nicht publiziert. Es konnte daher keine Aussage getroffen werden,
inwiefern eine mogliche Regulation von PgK oder GAPDH Il durch Insulin erfolgen
konnte.

Interessant war Spot 14, der nur bei InsP3 > LacZ Fliegen zu sehen war. Es handelte
sich dabei um ein Protein, das bisher nur wenig untersucht wurde und zu dem nur
wenige Daten vorhanden waren. Aufgrund von Sequenzhomologien wurde eine L-
Malat-Dehydrogenase-Aktivitat und eine Beteiligung am Malatmetabolismus und am
Trikarbonsaurezyklus abgeleitet. Diese Daten machten CG7998 zu einem
potentiellen Kandidaten fur weitere Untersuchungen, da es sich um ein Protein
handelte, das Bestandteil einer der wichtigsten Drehscheiben des
Zuckerstoffwechsels, dem Trikarbonsaurezyklus, war. Nach einer genaueren Analyse
der Gele zeigte sich allerdings, dass sich in der ersten Dimension des InsP3 >
reaper/hid Gels im basischen Bereich von pH 9-10 eine Licke bildete, die eine
Auftrennung der Proteine in dieser Region verhinderte. Somit konnte nicht eindeutig
geklart werden, ob CG7998 bei InsP3 > reaper/hid tatsachlich reprimiert wurde. Die
hier gefundenen Proteine waren alle nicht auffallig in der von Buch durchgefuhrten
Genomanalyse. Das Auffinden von Regulationen auf Proteinebene konnte
zusatzliche Daten liefern. Die Regulation von Transkripten erfolgt oftmals nicht in
Korrelation zur Proteinregulation, so dass Unterschiede zwischen Genom- und
Proteomdaten haufig festgestellt werden.

Von insgesamt 45 ausgeschnittenen Spots konnten 42 Proben einem spezifischen
Protein zugeordnet werden. Zieht man die weniger signifikanten Proben und diese mit
scheinbar unpassendem Molekulargewicht (z.B. Spot 11) ab, bleiben 40 Proteine
ubrig, die mit einem Konfidenzintervall von Uber 95 % identifiziert werden konnten.
89 % aller ausgeschnittenen Proteine wurden als eindeutig identifiziert eingestuft. Ein
weiterer wichtiger Faktor, der mit diesem Experiment recht gut untersucht werden
konnte, war das Zuordnen einzelner Spots auf unterschiedlichen Gelen (Matching).

Es wurden je Gel 18 Spots ausgewahlt und ausgeschnitten, die laut PDQuest
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zueinander gehorten. Von diesen 18 Proben konnte bei 14 dasselbe Protein
identifiziert werden. Dies bedeutete, dass bei 78 % die Zuordnung und Identifizierung
erfolgreich war. Kontaminationen durch Keratin verhinderten die Zuordnung weiterer
Spots. Die grof’e Anzahl an Proben, die bei einem solchen Ansatz erforderlich sind
und das Auftreten von Keratin in mindestens 3 Proben war Anlass, das bestehende
Protokoll des Trypsinverdaus zu Uberdenken und nach Moglichkeiten zu suchen, eine
schnellere Prozessierung zu erreichen und gleichzeitig die Kontamination durch

Fremdproteine zu verringern.

4.2.3.2 Optimierung des Trypsinverdaus und Verringerung der
Fremdkontamination

Die Erfahrungen, des vorangegangenen Experimentes, fuhrten zu weiteren
Verbesserungen des Trypsinverdaus, die im Folgenden kurz erlautert werden sollen.
Ziel der Verbesserungen war es, die Kontamination durch Keratin zu verringern.
Gleichzeitig sollte eine Mdglichkeit gefunden werden, den zeitintensiven Verdau im
Hochdurchsatzverfahren zu etablieren.
Im Standardprotokoll des Trypsinverdaus erfolgte der Pufferwechsel durch einfaches
pipettieren. Steigt die Anzahl der Proben auf Uber 20 an, so verdoppelte dieses
Vorgehen die Dauer des Protokolls und somit auch gleichzeitig die Moglichkeit einer
Kontamination. Fur einen schnellen Pufferaustausch standen mehrere Mdglichkeiten
zur Verfugung:
1) Die Verwendung von Vakuumpumpen in Verbindung mit Filtereinheiten
Wurden die Puffer mit Hilfe von Vakuumpumpen abgezogen, so fuhrte die
zusatzlich angesaugte Luft zu einer Erhohung des Kontaminationsgrades.
Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass durch Adhasions- und

Kohasionskrafte oftmals ein kleiner Rest Puffer in der Filtereinheit zurlick blieb.
2) Verschiedene Zentrifugationstechniken

Auch hier zeigten die Filtereinheiten ahnliche Effekte. Ersetzte man den Filter

durch Watte oder Stahlwolle, erhdhte sich erneut die Gefahr einer
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Fremdkontamination durch die eingefuhrten Materialen. Eine schnelle, einfache
und billige Methode wurde durch die Verwendung eines mit einer dunnen
Kanule gelochten 0,5 ml PCR-Reaktionsgefal’es erreicht. Die vorher zu
Problemen flhrenden Kapillar-, Adhasions- und Kohasionskrafte verhinderten in
diesem Fall das Auslaufen der Puffer durch das im Reaktionsgefal} existierende
Loch. Durch Zentrifugation konnte so ein schneller Austausch erfolgen (vgl. Kap.
3.12.6). Da oftmals Verunreinigungen durch haufiges Offnen und SchlieRen der
Reaktionsgefalle entstehen, wurde darauf weitgehend verzichtet. Eine
Abdeckung der Proben sollte allerdings trotzdem in Erwagung gezogen werden
um Verunreinigung durch Staub zu verringern. Bei einer grolden Anzahl von
Proben kann dieses System sehr leicht auch auf 96-well Platten erweitert

werden und ermoglichst so einen Hochdurchsatz-Verdau.

4.2.3.3 Vergleich der Silber- und Coomassie Brillant Blau Farbung
bei zweidimensionaler Gelelektrophorese

Die Silberfarbung ermdglichte die Visualisierung und Identifizierung einer Vielzahl von
Proteinspots, erschwert aber eine effektive Quantifizierung. Ziel dieses Experiments
war es die Unterschiede zwischen Silber- und Coomassie Brillant Blau (CBB)-
Farbungen genauer zu untersuchen. Die Proben wurden in der ersten Dimension auf
24 cm pH 3-10 Streifen fokussiert und anschliel3end Uber eine Distanz von 22 cm
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Durch die VergroRerung der ersten und zweiten Dimension konnte eine verbesserte
Auflésung erreicht werden, d.h. die raumliche Trennung der einzelnen Proteinspots
wurde erhdht. Die nétigen Gerate wurden mir freundlicherweise fur diesen Versuch
von der Abteilung Umweltmikrobiologie des Instituts fir Technische Chemie Bereich
Wasser- und Geotechnologie (ITC-WGT) des Forschungszentrum Karlsruhe zur
Verfugung gestellt. Da die Silberfarbung empfindlicher ist als die Coomassie Brillant
Blau-Farbung, wurden fir diese Gele 250 pug Protein aufgetragen, wahrend fir CBB
350 ug Protein verwendet wurde. Abbildung 4.2-6 zeigte sehr deutlich die Vor- und

Nachteile beider Farbemethoden. Die Coomassie Brillant Blau-Farbung war sehr gut
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reproduzierbar und zeigte nur geringe Anzeichen von horizontalen und vertikalen
Streifen, die eine Identifizierung der Proteinpunkte zusatzlich erschweren. Im
Vergleich zur Silberfarbung waren allerdings immer noch deutlich weniger Spots zu
identifizieren. PDQuest konnte ca. 950 Spots auf einem silbergefarbten Gel und ca.

700 Spots auf einem Coomassie gefarbten Gel detektieren.

InsP3 > LacZ InsP3 > rpr/hid
— .
= i -  CBB
i
. e | B
Silber-
farbung

Abbildung 4.2-6: Vergleich verschiedener Farbetechniken. Die Proben wurden mit 24 cm Streifen in
der ersten Dimension und 22 cm in der zweiten Dimension aufgetrennt. Visualisierung erfolgte mit
Coomassie Brillant Blau- und Silberfarbung. Die Lysate wurden aus 5 Tage alten adulten Drosophila
Fliegen extrahiert, aufgereinigt und aufgetragen. Die Fokussierung erfolgte mit 86 kVh. Die erste
Dimension verlauft von links (pH 3) nach rechts (pH 10). Die zweite Dimension von oben nach unten
mit abnehmendem Molekulargewicht.

Theoretisch ist die Silberfarbung um Faktor 100 sensitiver. In diesem Fall wird der
Faktor allerdings durch mehrere Bedingungen verringert. Zum einen verringert die
Streifenbildung die Detektion zusatzlicher Spots. Zum anderen musste das
Farbeprotokoll angepasst werden, um massenspektrometrisch kompatibel zu sein.
Dadurch wurde die Silberfarbung noch einmal um Faktor 10 insensitiver. Die

Reproduzierbarkeit war neben der Moglichkeit der Spotidentifizierung eine der
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wichtigsten Faktoren, die eine erfolgreiche Analyse des Proteoms voraussetzte. Beim
Vergleich der beiden silbergefarbten Gele miteinander wurde der gréflite Nachteil
dieser Farbung deutlich. Beide Gele wurden parallel mit gleichen Losungen
gegossen, aufgetrennt und anschlieRend gefarbt. Die Unterschiede im Spotmuster
waren allerdings betrachtlich und machten eine Zuordnung korrespondierender
Spots in der anschlie®enden Analyse nur bedingt mdglich. Gleichzeitig war durch die
unterschiedlich starke Farbung eine Quantifizierung schwierig. Wurden dieselben
Proben mit CBB gefarbt, so zeigte sich ein homogeneres Erscheinungsbild.
Farbeintensitat und Muster der Spots waren in beiden Gelen nahezu identisch, so
dass korrespondierende Spots einfach zugeordnet und anschlieRend quantifiziert
werden konnten. Die Anzahl der Spots war geringer als bei Verwendung der
Silberfarbung, die Vorteile und Einfachheit der Handhabung Uberwogen diesen
Nachteil allerdings bei Weitem. Die Analyse der Gele wurde daher mit Coomassie
Brillant Blau gefarbten Gelen durchgefuhrt und fur anschlieRende Experimente CBB

verwendet.

4.2.3.4 Analyse der Coomassie gefarbten InsP3-Gele

Die in Kapitel 4.2.3.3 beschriebenen Coomassie gefarbten Gele sollten nun naher
untersucht werden. Die Analyse erfolgte computergestutzt mit Hilfe des Programms
PDQuest der Firma Applied Biosystems. Nach Identifizierung der jeweiligen Spots
und Normalisierung erfolgte eine Quantifizierung aller Spots. Die Normalisierung
geschah durch Abgleichung der Gesamtintensitat aller zulassigen und identifizierten
Spots eines Gels. Theoretisch war dieser Normalisierungschritt auch bei
silbergefarbten Gelen maoglich. Durch den meist stark auftretenden Hintergrund und
die schnelle Sattigung von Spots sind die Daten eines solchen Gels aber nur schwer
zu interpretieren. Die Sattigung flhrte dazu, dass der Spots silbrig wurde und daher
heller erschien. Die eigentliche Intensitat (Grauwert des jeweiligen Spots) wurde so
vom Programm fehlinterpretiert. Die Software machte es maoglich, so genannte
~Spotsets” zu erstellen, d.h. es wurden Spots angezeigt und farblich hervorgehoben,

die einem bestimmten Kriterium entsprachen. Standardmafig wurde nach Spots
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gesucht, die mehr als 2-fach reguliert waren. Die automatische Spoterkennung der
verfugbaren Programme flihrte sehr haufig zu Artefakten und falsch-positiven Spots,
die in einem anschlieBenden, manuellen Bearbeitungsschritt korrigiert werden
mussten. Nach Ausschluss dieser Artefakte und falsch-positiven Spots zeigten sich
keine signifikant regulierten Spots mehr. Dies war sehr Uberraschend, da
angenommen wurde, dass eine Missregulation von Insulin einen drastischen Effekt
auf Genom und Proteom haben wirde. Allerdings decken sich die Ergebnisse der
Proteom- mit denen der Genomanalyse und starken so zusatzlich die bereits
vorhandenen Daten. Letztendlich scheint die Ablation der IPC’s keinen starken
Einfluss auf den Organismus zu haben. Obwohl keine Spots signifikant reguliert
waren, sollte untersucht werden, ob durch die Verwendung von CBB das
Spotmatching oder die Spotidentifizierung durch massenspektrometrische Analyse
beeintrachtigt wird. Aus diesem Grund wurden insgesamt 48 Spots ausgeschnitten
und untersucht. Die Software konnte dabei 44 der 48 Spots einander zuordnen.
Abbildung 4.2-7 gibt einen Uberblick Uber korrelierende, ausgeschnittene und

identifizierte Spots beider Gele, deren Analyse in Tabelle 4.2-3 zusammengefasst

wurde.
InsP3 > LacZ InsP3 > rpr/hid
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Abbildung 4.2-7: Coomassie gefarbte zweidimensionale Gele von InsP3 > LacZ und InsP3 > reaper/hid
Fliegen. Die flr die Massenspektrometrie ausgewahlten Spots sind durch numerierte Pfeile markiert.
Die roten Zahlen reprasentieren Spots, die auf beiden Gelen erkennbar sind und identisch Proteine
enthalten. Schwarze Zahlen stehen fur Proteine, die gematched, aber als unterschiedliche Proteine
identifiziert wurden. Proteine, die nur auf einem der beiden Gele gefunden werden konnten, sind blau
(LacZ) oder griin (reaper/hid).
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Protein Name Protein Pl Anzahl | Score | Score | MS-MS
Spot Mw Peptide (%) Score
[kDa] (%)

1| CG17246-PC - Scs-fp (phosphorylating) 72,80 6,65 22 | 159,0 100,0

2 | CG17246-PC - Scs-fp 72,80 6,65 23| 176,0 100,0

3 | CG5165-PA - Phosphoglucomutase 61,10 6,58 19 | 138,0 100,0

4| CG10120-PA - malic enzyme 64,50 6,08 27 | 248,0 100,0

5| CG2151-PA - Thioredoxin reductase-1 53,70 5,93 22 | 201,0 100,0

6 [ CG7430-PA 53,30 6,41 22 | 200,0 100,0 97,3

7 [ CG5178-PA - Actin 88F 42,07 5,29 15| 124,0 100,0

8 | CG4422-PA - GDI, GDP dissociation inhibitor 50,20 5,51 24| 211,0 100,0

9 | CG2985-PA - yolk protein 1 48,70 | 7,19(?) 20 | 184,0 100,0
10 | CG2985-PA - yolk protein 1 48,70 | 7,19(?) 21| 203,0 100,0
11 | CG4898-PJ - Tropomyosin 1 32,7 4,7 24 | 216,0 100,0 99,8
12 | CG4843-PB - Tropomyosin 2 32,90 4,74 22 | 176,0 100,0 92,6
13 | CG4843-PC - Tropomyosin 2 33,10 4,77 25| 217,0 100,0 99,1
14 | CG14792-PB - stubarista 30,2 4,76 11| 89,0 99,9 87,7
15 | CG1088-PA - Vha26, Vacuolar H+-ATPase subunit E 26,10 5,92 19| 185,0 100,0 85,5
16 | CG11793-PA - Sod, Superoxide dismutase 15,20 5,68 7| 61,7 96,9
17 | GA10880 - homologue to ribosomal protein $12 14,80 6,56 7| 63,2 97,8
18 | CG6647-PB - porin 30,50 7,79 22 | 240,0 100,0 99,9
19 | CG2852-PA 22,18 8,69 15| 143,0 100,0
20 | CG2210-PA - awd, abnormal wing discs 17,20 7,82 7| 579 92,4
21| CG3560-PA 13,60 7,82 13| 114,0 100,0
22 | -- keine eindeutige Identifizierung 30,53 6,44 19 | 180,0 100,0
23 | CG11001-PA - FK506-binding protein 18,33 9,03 8| 71,0 99,6
24 | CG12055-PA - GAPDH | 35,50 8,26 18 | 189,0 100,0 96,3
25 | CG8893-PA - GAPDH Il 35,53 8,75 17 | 157,0 100,0
26 | CG7998-PA - L-Malat Dehydrogenase activity 35,52 9,2 17 162 100
27 | CG2985-PA - yolk protein 1 48,70 | 7,19(?) 19| 172,0 100
28 | CG2985-PA - yolk protein 1 48,70 | 7,19(?) 21 202 100

Tabelle 4.2-3: Ubersicht liber ausgeschnittene und identifizierte Proteinspots der zweidimensionalen
Gele aus Abbildung 4.2-7. PI: Isoelektrischer Punkt des identifizierten Proteins. Anzahl Peptide: Anzahl
der Peptide, die mit Fragmenten der Datenbank Ubereinstimmen und zur Identifizierung benutzt
wurden. Score: Mascot Score; Wert der angibt, ob eine zuféllige Ubereinstimmung vorliegt. Werte Giber
60 werden als nicht mehr zuféllig angesehen. Ab 80 ist von einer 100 %igen Identifizierung
auszugehen. Score (%) und MS-MS Score (%): Konfidenzintervall; Werte grof3er als 95 % werden als
signifikant angesehn. Werte kleiner als 85 % wurden nicht eingetragen.

Von 48 Spots konnten 44 eindeutig identifiziert werden. Dies entsprach einer
Erfolgsrate von 91 %. Dabei ist allerdings auffallend, dass bei mehreren Proben
dasselbe Protein identifiziert wurde (Proben 9, 10, 27, 28) bei denen der angegebene
isoelektrische Punkt weit vom realen Wert abwich. Ausgehend vom Gel sollte dieser

bei ca. 5,5 liegen, wurde aber flr das entsprechende Protein laut Datenbank mit 7,19
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angegeben. Eine Fehlidentifikation konnte aufgrund der hohen Score bei allen vier
Proben ausgeschlossen werden. Die Verschiebung der isoelektrischen Punkte
musste also durch posttranslationale Modifikationen der Proteine hervorgerufen
worden sein. Nahm man diese 4 Proteine in die Berechnung der Matching-Effizienz
mit auf, so konnten von 44 korrelierenden Spots 42 eindeutig identifiziert und 21
Proteinen zugeordnet werden. Dies entspricht einer Effizienz von 95 %.

Damit konnte gezeigt werden, dass Coomassie gefarbte Gele eine fast ahnlich hohe
Sensitivitat wie silbergefarbte Gele aufwiesen. Sie sind sehr gut reproduzierbar und in
Korrelation zu bringen. Spots mit gleichem Proteingehalt weisen bei Coomassie-
Farbungen in der Regel eine vergleichbare Intensitat auf und ermdglichen zusammen

mit einer gleichmaRigen Farbung des Gesamtgels die Quantifizierung der Spots.

4.2.4 Proteomanalyse von differenziell gefiitterten Drosophila
melanogaster Larven

Nach anfanglichen Schwierigkeiten und Problemen, die durch die Verwendung der
Silberfarbung und durch fehlende Ausrustung bei der Analyse von differenziell
gefutterten Larven auftraten, sollte dieser Ansatz erneut untersucht werden. Die
Verwendung von Coomassie Brillant Blau R250 als Farbstoff sollte eine
Quantifizierung der Proteine durch die Software PDQuest ermdglichen und durch die
Verwendung der Analysesoftware GPS Explorer 3.0 eine automatisierte und
spezifische ldentifizierung der ausgeschnittenen Proteine durch Kombination der
Daten aus MALDI-ToF und Tandem-MS erreicht werden. Zusatzlich war es maoglich,
gleich grol3e Gelsticke auszuschneiden und diese im Hochdurchsatzverfahren mit
Trypsin zu verdauen. Damit waren nun die Vorraussetzungen geschaffen, differenziell
exprimierte Proteine verschieden gefitterter Larven zu identifizieren. Die Daten der
ersten Versuche mit differentiell gefitterten Larven zeigten kaum Veranderungen des
Proteoms bei einer vierstindigen Zuckergabe. Aus den bereits gewonnenen
Mikroarray-Daten war bekannt, dass eine verlangerte Zuckerfutterung eine starkere
Reaktion hervorruft. Die Zahl der regulierten Gene stieg dabei von 176 nach 4 h auf

437 nach 12 h an. Ein solcher Effekt sollte sich sehr wahrscheinlich auch im Proteom
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bemerkbar machen. Die Dauer der Zuckerfutterung wurde fir die Proteomanalyse
daher auf 16 h erhdht. Das Alter der Larven blieb dabei weiterhin bei 48 h. Die fur die
grolken 2D Gele (24 cm IEF) bendtigten Geratschaften waren zu diesem Zeitpunkt
nicht verfugbar, so dass auf eine kleinere erste Dimension (11 cm IEF)
zurtckgegriffen werden musste. Die Auflosung verringerte sich dadurch merklich.
Abbildung 4.2-8 gibt einen Uberblick Uber korrelierende, ausgeschnittene und

identifizierte Spots, die in Tabelle 4.2-4 zusammengefasst sind.

Abbildung 4.2-8: Referenzgele der Coomassie gefarbten zweidimensionalen Gele von normal- und
zuckergefitterten Larven. Gezeigt sind Gesamtgellibersicht und eine Vergrofierung des zentralen
Bereichs. Die fur die Massenspektrometrie ausgewahlten Spots sind durch numerierte Pfeile markiert.
Die roten Zahlen reprasentieren Spots, die auf beiden Gelen erkennbar sind und identisch Proteine
enthalten. Schwarze Zahlen stehen fir Proteine, die gematched, aber als unterschiedliche Proteine
identifiziert wurden. Proteine, die nur auf einem der beiden Gele gefunden werden, konnten sind blau
(Normal) oder griin (Zucker).
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Spot | Protein Name Protein PI Anzahl | Score | Score | MS-MS
Mw Peptide (%) Score
[kDa] (%)
1| CG9468-PA-1 115,38 | 5,25 26 277 | 100,00
2 | CG9429-PA - Calreticulin 47,12 4,4 17 129 | 100,00
3 [ CG9468-PA-2 115,38(?) | 5,25 16 127 | 100,00
4| CG8983-PA - ERp60 55,68 | 5,62 19 139 | 100,00
5[ CG8036-PC 68,67 | 6,66 29 245 | 100,00 79,8
6 | CG5320-PA - Gdh, Glutamate dehydrogenase 62,79 | 8,26 20 118 | 100,00
7 | CG5320-PF - Gdh, Glutamate dehydrogenase 61,34 | 8,44 23 158 | 100,00
8 | CG8280-PA - EF-1-048D 50,56 | 9,14 12 80 99,96
9 [ CG1803-PB - Regucalcin 33,68 | 6,02 16 147 | 100,00 84,8
10 [ CG5177-PA 31,29 | 6,63 17 119 | 100,00
11 | CG10160-PA - Ecdysone-inducible gene L3 35,80 6,6 12 83| 100,00
12 | CG1721-PA - Pglym78, Phosphoglyceratmutase 28,61 | 6,41 10 83 | 99,9811
13 | CG10120-PA - malic enzyme 85,23 | 6,82 28 214 | 100,00 98,7
14 | CG11654-PA - Adenosylhomocysteinase at 13 47,90 | 5,82 13 91 100
15 | CG6309-PA (CG31075-PA) 52,86 | 6,22 19 153 100
16 | CG10287-PA - Gasp 29,37(?) | 4,73 12 90| 100,00
17 | CG4696-PA, muscle protein 20 20,26 | 8,76 13 134 | 100,00

Tabelle 4.2-4: Ubersicht Giber ausgeschnittene und identifizierte Proteinspots der zweidimensionalen
Gele aus Abbildung 4.2-8. Beschreibung siehe Tabelle 4.2-3

Die Analyse der Gele und die anschlielfende Identifizierung der Proteinspots zeigte,
dass mehrere Proteine unter Zucker reguliert wurden. Dieser Effekt konnte in einer
Wiederholung fur die meisten Proteine bestatigt werden. Von insgesamt 14
Proteinen, die aufgrund einer visuellen Uberprifung der Gele eine Regulation
vermuten lielen, zeigten 9 Proteine eine mehr als 2-fache Induzierung oder
Reprimierung. Dabei enthalten waren auch Proben, die nur auf einem von beiden
Gelen detektiert werden konnten. Auffallend war bei der Uberpriifung der Daten, dass
eine Akkumulation von regulierten Proteinen in bestimmten Stoffwechselwegen zu
beobachten war (vgl. Tabelle 4.2-5). Von 9 signifikant regulierten Proteinen konnten 4
zum Zuckerstoffwechsel, 2 zum Proteinstoffwechsel und 1 Protein zu beiden
Stoffwechselwegen zugeordnet werden. Bei den von Zinke et al. durchgefihrten
Mikroarray Experimenten konnte ebenfalls eine Haufung in diesen beiden

Stoffwechselwegen beobachtet werden (Zinke, 2002).

90



Ergebnisse

Mikroarray | 2D Funktion und beteiligte Stoffwechselwege
Daten Gele

Protein Score | 4h 12h
CG4696-PA, muscle protein 20 134 nc 2 S | Zelladhasion; Muskel-kontraktion; -entwicklung
CG9468-PA-2 277 -4 -9 N | Kohlenhydratmetabolismus, lysosomale a-Manosidase
CG8280-PA - EF-1-048D 81 nc 1,1] 6,13 | Proteinbiosynthese; Transkriptions-regulation, -elongation
CG1721-PA - Pglym78 60 nc nc| 4,90 | Glycolyse
CG10287-PA - Gasp 91 nc| -1,7| 4,06 | Chitinmetabolismus
CG1803-PB - Regucalcin 147 nc nc| 2,55 | Kalziumabhangige Signaliibertragung
CG10160-PA — ImpL3 61 -3 nc| 2,16 | Glykolyse, Trikarbonsdurezyklus-intermedidr-Stoffwechsel
CG5177-PA 119 nc nc 1,84 | Disaccharid Stoffwechsel, Trehalose Biosynthese
CG8036-PC 204 2,00 31 1,38 | Pentosephosphatweg
CG10120-PA - malic enzyme 178 23 1,3 | 1,27 | Malat Stoffwechsel, Trikarbonsdurezyklus
CG11654-PA - Ahcy13 91 nc| -1,4 1,21 | C1-Stoffwechsel; Purinbasenstoffwechsel
CG8983-PA — Erp60 139 | -3,70| -7,4| -1,11 | Elektronentransport, Protein-faltung und Modifizierung
CG6309-PA (CG31075-PA) 153 -5,3 [ -17,9 | -2,46 | Aminosaure und Pyruvat Stoffwechsel
CG5320-PF — Gdh 118 nc nc| -3,20 | Glutaminsaure Katabolismus

Tabelle 4.2-5: Liste regulierter Proteine aus Abbildung 4.2-8. S: Proteinspot nur im Zuckergel
detektiert. N: Proteinspot nur im Normalgel detektiert. Mit roten Zahlen markierte Proteine sind nicht
signifikant (weniger als 2-fach) reguliert. Die Farbkodierung zeigt die Zugehorigkeit der Proteine zu
Zuckerstoffwechsel (griin) bzw. Proteinstoffwechsel (blau) an. nc: keine Regulation

Ein Vergleich der Genomdaten mit den Proteomdaten zeigte, dass in einigen Fallen
die Regulation vergleichbar war (CG9468, CG6309). Oftmals war zu beobachten,
dass keine Regulation innerhalb des Transkriptoms festgestellt werden konnte, die
Proteine aber sehr wohl reguliert wurden (CG8280, CG 10287, CG5320). Die Starke
der Proteinregulation ist im Vergleich mit den Mikroarray-Daten, die Maximalwerte

von bis zu 45-facher Anderung der Transkription erreichten, mit maximal 6-facher

Induktion nur gering.

Eine Interpretation der vorhandenen Daten ist derzeit relativ schwer. Da nur wenige

Daten existieren, kann keine direkte Aussage uber beteiligte Signalwege getroffen

werden. So sind erste Hinweise und mogliche Kandidaten vorhanden, diese missen

aber in weiteren Experimenten durch zusatzliche Ergebnisse gestutzt werden.

Die Massenspektrometrie ist dabei ein wichtiger Helfer und ermdglicht erst die

genaue

Identifizierung von

Veranderungen von Metaboliten zu

Proteinen

Identifizierung  beteiligter

und

interessanter

Proteine. Neben der

kann die Massenspektrometrie auch helfen,

untersuchen und aufzuspuren. Nachdem die
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Massenspektrometrie am Institut etabliert wurde, sollten nun auch Metabolomik-

Analysen durchgefihrt werden.

4.2.5 Glycinbestimmung in pumpless Larven

Die pp/ Mutante wurde bei einer Suche nach Larven mit Fressdefekten isoliert (Zinke
et al., 1999). Die Mutante betrifft ein Gen, das ein Homolog zu einer Untereinheit des
Glycin-Spaltsystems von Vertebraten ist. Dieses Enzym ist verantwortlich fir den
Abbau von freiem Glycin. Die Larven zeigen circa 36 h nach Eiablage die ersten
Anzeichen des Phanotyps. Die Nahrung wird nicht mehr geschluckt und akkumuliert
im Pharynx. Gleichzeitig beginnen die Larven das Futter zu verlassen und
umherzuwandern. Es wurde angenommen, dass durch die Mutation eine
Anreicherung von Glycin in der Hdmolymphe entstand und somit zur Ausbildung des
Phanotyps fuhrte. Eine Fltterung mit hohen Dosen Glycin fiuhrte ebenfalls zur
Ausbildung des Phanotyps und einer dosisabhangigen Verzogerung der Verpuppung
(Zinke et al, 1999). Aufgrund dieser Daten wurde die Hypothese aufgestellt, dass es
ein Aminosaure-abhangiges Signal aus dem Fettkorper gibt, welches dem Gehirn das
Beenden der Nahrungsaufnahme ubermittelt.

Zur Verifizierung der Annahme, dass pumpless zu einem Anstieg von Glycin in der
Hamolymphe fuhrt, sollte mit Hilfe der Massenspektrometrie der Hamolymph-
Glycingehalt von Wiltyp und pumpless Mutanten gemessen werden. Es wurden
Hamolymphproben von 36 h und 48 h alten Larven entnommenen und mit
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) untersucht. Als interner
Standard wurde den Proben vor der Messung ein Glycinisotop (Gly-C13,N15)
zugesetzt, das parallel gemessen wurde und zur Normalisierung diente. Die
eigentliche Normalisierung des Aminosauregehalts erfolgte Uber die Messung
mehrerer Aminosauren und der daraus resultierenden Gesamtaminosauremenge.
Verglichen wurden neben Glycin, Alanin, Arginin, Histidin und Prolin. Gemessen
wurde an einem API365 von Applied Biosystems, das vom ITC-WGT des

Forschungszentrums Karlsruhe zur Verfugung gestellt wurde. Die Messungen wurden
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von Dipl. Ing. Michael Nusser durchgefihrt, der mir bei diesem Projekt

freundlicherweise behilflich war.

Glycinmenge in WT und pp/ Larven

7
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2
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Abbildung 4.2-9: Kinetik des Glycintiters in Wildtyp und pp/ Larven

Abbildung 4.2-9 macht deutlich, dass tatsachlich ein Effekt auf den Glycintiter durch
die Mutation von pumpless auftritt. Im Alter von 36 h, also zum Zeitpunkt, zu dem die
ersten Phanotypen auftauchten, stieg der Glycingehalt in der Hamolymphe um ca.
das 5-fache an. Dies konnte also tatsachlich der Ausloser fur das Wanderverhalten
und den beobachteten Fressdefekt sein. Uberraschend war allerdings das fast
vollstandige Verschwinden von Glycin im Alter von 48 h.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein System etabliert, das die proteomweite Analyse
von Expressionsanderungen in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster ermaoglicht.
Dazu war es nétig, neue Techniken einzufiihren und zu optimieren. Ziel war es, mit
Hilfe von zweidimensionaler Gelektrophorese und Massenspektrometrie die
Proteome unterschiedlich gefutterter Larven zu untersuchen und zu vergleichen. Die
erhaltenen Daten sollten anschliefend mit bereits vorhandenen Mikroarray-Daten
verglichen und auf Korrelationen Uberpruft werden. Die Proteinanalyse ist eine seit
mehreren Jahrzehnten existierende und weit verbreitete Technik, deren
Analysemethoden kontinuierlich verbessert und neue Technologien entwickelt
wurden. Trotzdem haben diese Techniken Limits, welche die Beantwortung vieler
Fragestellungen weiterhin erschweren (Abschnitt 5.5).
In den Mikroarray-Analysen von Zinke et al. (Zinke, 2002) wurde gezeigt, dass
sugarbabe nach einer Stunde das am starksten regulierte Gen war. Es war daher
interessant herauszufinden, welche Faktoren auf sug wirken und eine so starke
Reaktion hervorrufen. Ausgehend von unterschiedlichen Nahrungsbedingungen wird
eine Signalkaskade aktiviert, die zur Expression von sugarbabe flihrt. Als
wahrscheinlichster Ausloser dieser Kaskade gelten hohe Kohlenhydrat-
konzentrationen in der Nahrung.
In Frage kommen folgende Signalwege:

1) Insulinsignalweg (ISW)

2) Ein vom ISW unabhangiger Signalweg

3) Ein mit dem ISW verknupfter Signalweg
In dieser Arbeit konnten erste Hinweise auf mdgliche Signalwege und beteiligte
Komponenten erarbeitet werden. Bis zur endgultigen Aufklarung aller beteiligter

Elemente wird aber noch einige Zeit vergehen.
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5.1 Regulation von sug durch Komponenten des Insulin-
Signalweges

Eine der Aufgaben von Insulin und dessen Signalkaskade ist die Anpassung des
Metabolismus an unterschiedliche Nahrungsbedingungen. Bei sugarbabe handelt es
sich um einen Transkriptionsfaktor, der in Abhangigkeit von Zucker stark reguliert
wird. Ein direkter Zusammenhang zwischen Insulin-Signalweg und sugarbabe-
Regulation ware sehr gut denkbar. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Insulin-
Signalweg an einer mdglichst frihen Stelle innerhalb der Signalkaskade unterbrochen
und die Expression von sug untersucht werden.

Es konnte bewiesen werden, dass chico-Mutanten keinen Einfluss auf die Regulation
von sug zeigten. Wurde den Larven Zucker geflttert, blieb das Expressionslevel
unverandert hoch. CHICO ist direkt mit dem Insulinrezeptor (InR) verknupft und
vermittelt die Aktivierung durch Insulin an die folgende Signalkaskade. Es scheint
daher unwahrscheinlich, dass eine direkte Verbindung zwischen Insulin-Signalweg
und sugarbabe-Signalweg existiert. Eine spater im ISW abzweigende Signalkaskade
kann derzeit aber nicht komplett ausgeschlossen werden, da bisher noch zu wenige
Komponenten des ISW untersucht wurden. Problematisch ist, dass viele Mutanten
des Insulin-Signalweges im homozygoten Zustand fruhzeitig letal sind und im
heterozygoten Zustand ein nur gering vermindertes Expressionslevel des jeweiligen
Gens aufweisen. Der Signalweg wird meist als lineare Kaskade dargestellt, die an
vielen Stellen Abzweigungen zu anderen Signalwegen besitzt. Es ist allerdings nicht
auszuschlieBen, dass ein ,Shuttle-System“® das Signal des InR an
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) weiterleitet und CHICO somit umgeht. Spater in
der Kaskade liegende Gene kdnnten so immer noch eine Wirkung auf sugarbabe
haben. Die schnelle Induktion der sug-Transkription durch Zucker ist allerdings ein
Argument gegen eine Regulation durch spater in der Signalkaskade gelegenen
Komponenten. Vermutlich wird sug durch einen vom Insulin-Signalweg
abgekoppelten aber verwandten Signalweg reguliert. Ein Kandidat fur die Regulation

von sugarbabe war slbo.
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5.2 akh Expression bei zuckergefitterten Larven

Wie in Abbildung 4.1-6 bereits gezeigt, erfolgte unter Zucker ein Anstieg der akh-
Expression. Dieses Ergebnis ist sehr Uberraschend. Als funktionelles Homolog zum
Saugetier-Glucagon (Van der Horst, 2003) sollte es nur bei einer Hypoglykamie oder
proteinreicher Nahrung ausgeschuttet werden, um den Glucosegehalt des Blutes
oder der Hamolymphe zu erhdhen. Durch zuckerreiche Nahrung sollte eine solche
Situation allerdings nicht auftreten, so dass diese Kinetik erst einmal widerspruchlich
erscheint. Eine mogliche Erklarung ware eine korrelierte Reaktion durch ein starkes
Ansteigen der dilp-Expression, die durch die Ausschuttung hoher Mengen an Insulin
nach einer gewissen Zeit zu einer Hypoglykamie-ahnlichen Situation fuhren kann. Als

Folge wirde die akh-Expression ebenfalls induziert.

5.3 akh als negativer Regulator der sugarbabe Expression?

In Kapitel 4.1.3 wurde bereits beschrieben, dass es sich bei akh um ein
blutzuckererhéhendes Hormon handelt. Die akh-ausschittenden Zellen der Corpora-
cardiaca stehen in engem Kontakt zu den Insulin-produzierenden Zellen und
regulieren so gemeinsam den Hamolymphzuckerspiegel. Abbildung 4.1-7 zeigt, dass
unter Zucker keine Missregulation von sugarbabe durch die Zerstdérung der akh-
produzierenden Zellen erfolgt. In Hefe gefltterten akh-defizienten Larven ist die
sugarbabe-Expression allerdings 6-fach erhdoht im Vergleich zum Wildtyp. Dies
bedeutet, dass akh unter normalen Bedingungen (Hefe) einen negativen Effekt auf
sugarbabe ausubt. Durch die Zerstorung der akh Zellen wird dieser Block aufgehoben
und die sug Expression erhoht sich. Die Funktion von akh ist die Erhdhung des Lipid-
und Trehalosegehalts der Hamolymphe, sollten diese durch energieverbrauchende
Prozesse zu stark absinken (Orchard, 1987). In Locusta migratoria konnten zwei
adipokinetische Hormone isoliert werden, die je eine der beiden oben beschriebenen
Funktionen Ubernahmen. In Drosophila konnte bisher nur ein AKH Protein identifiziert
werden, jedoch scheint es wahrscheinlicher, dass auch hier zwei verschiedene
Proteine vorhanden sind. Als Homolog zu Glucagon sollte eine niedrige

Glucosekonzentration in der Hamolymphe zur Aktivierung von akh und damit zu
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einem Abbau von Lipiden und Glycogen im Fettkorper fUhren. Gleichzeitig blockt akh
die sugarbabe-Expression. Die Reprimierung von sug bewirkt eine erhohte Aktivitat
der durch sug reprimierten Lipasen, wodurch zusatzliche Triacylglyceride Uber die
Darmwand aufgenommen werden kdonnen. Unter Zucker wird akh gehemmt und der
Block von sug aufgehoben. Die grofle Menge an verfigbarem Zucker macht die
Aufnahme und Verwertung von Lipiden bzw. deren Abbau im Fettkdrper Uberflussig.
Die Starke der beobachteten Veranderung der sug Expression in akh-defizienten

Larven zeigt, dass akh nicht allein fur die Regulation verantwortlich sein kann.

5.4 Sibo ist an der Regulation von sug beteiligt

Die C/EBP-Transkriptionsfaktor-Familie gehdrt zu einer Klasse von DNS-
Bindungsproteinen mit Namen bZIP-Proteine (Vinson et al., 1989). Diese Proteine
sind durch ihre basische Leuzinzipper-Struktur und der danebenliegenden DNS-
Bindungsregion, beides am C-Terminus des Proteins, charakterisiert (Abbildung
5.4-1).

——
BRLZ

Abbildung 5.4-1: Konservierte Doméanen von CG4354 (slbo). Gezeigt ist die gesamte Lange des
Proteins von 449 Aminosauren. Die identifizierten Domanen sind rot unterlegt. Die
Sequenzdatenbanksuche wurde mit NCBI Blast durchgeflhrt. BRLZ = basic region leucine zipper
(Basische Region Leuzinzipper)

Die Transaktivierung der Genexpression erfolgt durch Bindung an das cis-Element,
die CCAAT-Sequenz (Wedel et al, 1995). Die Familie der C/EBP-
Transkriptionsfaktoren besteht aus insgesamt sechs Mitgliedern. Dazu zahlen C/EBP
a (C/EBP), C/EBP B (NF-IL6), C/EBP vy (Ig-EBP), C/EBP & (NF-IL-6 b), C/EBP ¢
(CRP-1) und C/EBP ¢ (CHOP) (Vinson et al., 1993). Die Zielgene der C/EBP-
Familienmitglieder sind sehr mannigfaltig und in eine Vielzahl verschiedener
Prozesse involviert. So sind zum Beispiel Gene im Metabolismus, Zellzyklus,

Wachstumskontrolle (Wang, 2001), Hamatopoese, Lipogenese, Immunsystem und
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bei Krebs beteiligt (Vinson et al., 1993). Das Drosophila-Homolog der C/EBP-Familie
ist slbo (Slow Border Cells) und wurde 1992 von Montell (Montell, 1992) erstmals
beschrieben. Die hochste Homologie weist dabei C/EBP o auf. Die Leuzinzipper-
Struktur der Saugetiere ist weniger konserviert als die basischen Regionen. Wahrend
die Leuzinzipper-Domane von s/bo nur eine Identitat von 26 % zum Saugetier C/EBP
aufweist, sind 76 % der basischen Region identisch (Fassler, 2002). Vertebraten
C/EBP bindet die jeweilige DNS-Sequenz mit einer circa 20 Aminosaure langen
basischen Region. Der Leuzinzipper ist fur die Dimerisierung verantwortlich, zeigt
aber bei SLBO nur eine geringe Homologie zum Saugetier C/EBP. Es ist zu
vermuten, dass entweder keine Dimerisierung von SLBO stattfindet oder andere
Proteine binden, als dies bei C/EBP der Fall ist. Im N-terminalen Bereich fallt eine
Strecke von 23 Glutaminen auf, die durch eine opa (CAG/A)-Wiederholung codiert
wird (Montell, 1992). Es wird angenommen, dass Glutaminwiederholungen eine
Méoglichkeit darstellen essentielle Transkriptionsfaktoren zusammenzufihren, die
entfernt voneinander an der DNS binden. Da die Expression von sugarbabe durch
den Knock-out von s/bo nicht vollstandig reprimiert wird und gleichzeitig immer noch
eine Aktivierung der Transkription durch Zucker erfolgt (118-fache Induktion unter
Zucker nach 20 h), ist davon auszugehen, dass zusatzliche Transkriptionsfaktoren
oder Proteine an der Regulation beteiligt sind. Denkbar ware in diesem
Zusammenhang ein Komplex aus mehreren Proteinen, die zusammen mit SLBO zur
Aktivierung von sug fuhren.

Eine Kooperation von SLBO mit weiteren Proteinen, die zur Aktivierung der
Transkription von Zielgenen fuhrt, konnte durch Liu (Liu, 2001) gezeigt werden. Ein
maoglicher Partner von SLBO konnte JING, ein Zinkfinger Protein sein. Vergleichbare
Phanotypen lassen vermuten, dass beide Proteine in einem gemeinsamen Signalweg
agieren. jing konnte als Zielgen von SLBO identifiziert werden. Ergebnisse der
Homologen AEBP2 (JING) und C/EBP (SLBO) in der Maus zeigten, dass beide
Proteine an das gleiche Enhancer-Element des Adipozyt P2 Gens (He et al., 1999)
binden konnten. Es ist davon auszugehen, dass &ahnliche Parallelen auch in
Drosophila existieren, so dass eine Interaktion von SLBO und JING zur Aktivierung

bestimmter Zielgene, wie sugarbabe angenommen werden kann.
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Sicher ist zurzeit, dass akh unter normalen Bedingungen sug reprimiert, fur die
Aktivierung durch Zucker aber nicht zwingend notwendig ist. SLBO ist seinerseits bei
der Induktion durch kohlenhydratreiche Nahrung beteiligt, aber nicht allein fir die
starke Expression von sug verantwortlich. Daher sind zusatzliche Faktoren und
Signalwege sehr wahrscheinlich involviert. Diese Regelmechanismen aufzuklaren,
wird ein wichtiger Schritt zu einem umfangreichen Verstandnis der zuckerinduzierten
Aktivierung von sugarbabe sein. Abbildung 5.4-2 zeigt eine mogliche Regulation von
sug in Abhangigkeit der Hamolymph-Zuckerkonzentration unter Einbeziehung der
gewonnen akh- und slbo-Daten (Kapitel 5.3 und 5.4).

niedrige Zuckerkonzentration

akh sug
} Lipid-Abbau  Glycogen-Abbau 4 Lossen

Resorption von Fetten iber die Darmwand *

hohe Zuckerkonzentration

J_ slbo  Faktor X
akh —q_l sug
F o\

+Lipid—Abbau Glycogen-Abbau + Lipasen

Y

Resorption von Fetten Uber die Darmwand+

Abbildung 5.4-2: Modell der mit sug in Verbindung stehenden Signalwege.
Beschreibung siehe Text. Griin eingezeichnete Elemente stehen flir aktive
Komponenten. Das Fragezeichen beschreibt eine Abhangigkeit von slbo und
hoher Zuckerkonzentration. Ein direkter Einfluss konnte bisher nicht gezeigt
werden.
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5.5 Einschrankungen der Proteomik

5.5.1 Die Sensitivitat

Ein noch nicht geldstes Problem stellt die Detektion und Identifizierung von Proteinen
dar, die in sehr geringen Konzentrationen vorliegen.

Bei hochkomplexen Organismen, wie zum Beispiel Drosophila melanogaster, wird die
Bestimmung bestimmter Proteine noch durch die Tatsache erschwert, dass tausende
verschiedene Zelltypen mit unterschiedlichen Proteomen vorhanden sind. Die
Identifizierung eines schwach exprimierten Proteins aus einer kleinen Population von
Zellen ist nur mit grolRem Arbeitsaufwand zu bewerkstelligen. Man geht davon aus,
dass die derzeit erreichbare Empfindlichkeit von massenspektrometrischen
Techniken (MALDI-ToF: fmol) die Identifizierung von Proteinen erst ab einer
Kopienzahl von mindestens 10* Kopien pro Zelle erlaubt.

Studien konnten zeigen, dass sich der Unterschied zwischen hoch exprimierten
Proteinen und schwach exprimierten Proteinen uber 8-12 Groflenordnungen
erstrecken kann (Anderson, 1998) (Corthals, 2000). So betragt zum Beispiel der
Konzentrationsunterschied zwischen Albumin und Glukagon im humanen Serum 9
Groflenordnungen (Corthals, 2000). Vergleichbare Studien bei Drosophila
melanogaster fehlen. Die meisten bisher veroéffentlichten Publikationen beschreiben
lediglich das Proteom verschiedener Kompartimente oder Organe, ohne auf die
Quantitat der identifizierten Proteine genauer einzugehen. Es kann aber davon
ausgegangen werden, dass ahnliche Verhaltnisse von stark und schwach
exprimierten Proteinen auch in Drosophila vorliegen durften. Eine Reihe von Studien
in anderen Organismen hat gezeigt, dass bisher vor allem Proteine, die in héheren
Konzentrationen vorliegen, in 2D-Gelen gefunden und identifiziert wurden. So wurden
beispielsweise beim Hefe-Proteom-Projekt vor allem Proteine identifiziert, die als
stark exprimiert galten (Gygi, 1999). Fir Uber die Halfte der 6 000 Hefe-Gene, die als
weniger stark exprimiert galten, konnten die Proteine jedoch noch nicht

nachgewiesen werden (Corthals, 2000).
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5.5.2 Die Visualisierung — ein Flaschenhals der 2D basierten
Proteomanalyse

Die Massenspektrometrie besitzt mittlerweile die Fahigkeit, Proteine auch noch im
fmol Bereich zu detektieren. Allerdings ist diese Sensitivitdt nur in den wenigsten
Fallen wirklich zwingend notwendig. Vielmehr beschrankt bereits die Visualisierung
der Spots auf einem Gel die Identifikation weniger stark exprimierter Proteine durch
die Sensitivitat der Farbung. Fur Proteomanalysen ist die Silberfarbung eine weit
verbreitete Technik, da diese eine Nachweisgrenze von 1 ng/mm? besitzt. Im
Vergleich liegt die Grenze bei Coomassie Brillant Blau R250 bei etwa
100 ng — 1 pyg/mm?. Selbst die Silberfarbung liegt mit 1 ng noch weiter tiber der
Detektionsgrenze aktueller MALDI-ToF-Gerate und verhindert so das Ausschopfen
des vollen Potentials. Es wird daher seit Jahren versucht, Methoden zu entwickeln,
die nicht mehr auf 2D Gelen basieren bzw. die Detektion schwach exprimierter
Proteine zu verbessern.

1997 wurde erstmals die zweidimensionale differenzielle Gelelektrophorese (2D-
DIGE) (Unlu, 1997) beschrieben. Durch die Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an
die Proteine erreichte diese Technik eine Detektionsgrenze von 0,5 — 2 ng/mm? bei
einem linearen Arbeitsbereich von bis zu 6 Grélenordnungen. Durch das Koppeln
von verschiedenen Farbstoffen an unterschiedliche Proteinproben, anschlieRender
gemeinsamer Auftrennung und Visualisierung konnten zudem Laufunterschiede, wie
sie beim Lauf zweier Gele haufig auftreten, vollig eliminiert werden. Die in dieser
Arbeit aufgetretenen Probleme (Sensitivitat der Farbung, Matching der Gele und
Quantifizierbarkeit der Spots) waren mit dieser Technik fast vollstandig geldst.
Nachteil dieser Technik ist der hohe Anschaffungspreis flr die Reagenzien und des
bendtigten Fluoreszenzscanners.

Einige Arbeitsgruppen arbeiten derzeit an einer Auftrennungsmethode, die komplett
auf 2D Gele verzichtet. Bei diesen so genannten gelfreien Systemen erfolgt die
Auftrennung uber Flissigkeitschromatographie und anschlielender

massenspektrometrischer Analyse. Zwar konnen dadurch die Limitationen der
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gelbasierten Auftrennung umgangen werden, die Technik steht aber noch am Anfang

und ist nicht vollstandig ausgereift.

5.6 Der experimentelle Aufwand

Der Aufwand, quantitative Proteomstudien durchzufihren, ist im Vergleich zu
differentiellen mRNS-Studien immens. Wegen der begrenzten Proteinmenge, die auf
ein Gel aufgetragen werden kann, und der Empfindlichkeit, mit der man Proteine
identifizieren kann, sind fur grindliche Studien Vorfraktionierungen, der zu
analysierenden Proteingemische, sowie die Durchfihrung mehrerer isoelektrischer
Fokussierungen mit Uberlappenden pH-Bereichen unerlasslich. Hierfir sind
zusatzliche Gerate und Ausrustung notig, die oftmals sehr teuer und fur kleinere
Labors unerschwinglich sind. Da bisher weder die Durchfihrung der 2D-
Gelelektrophorese selbst, noch die computergestitzte differentielle Analyse der
aulRerst komplexen Proteinmuster voll automatisierbar sind, bendtigen solche
Analysen viel Zeit und sind aulierst kostenintensiv. Wiunschenswert ware daher eine
Technologie, die es ermdglicht, differentielle Proteomstudien ahnlich effizient wie die
auf RNS- oder DNS-Chips basierenden differentiellen mRNS-Analysen

durchzufthren.

5.7 Proteomik und RNS basierende Technologien

Die fehlende Mdoglichkeit, vorab determinierte Proteine gezielt im Gel zu identifizieren,
ist eine weitere Einschrankung der zweidimensionalen Gelelektrophorese und der auf
Massenspektrometrie beruhenden Identifizierung von 2D-Spots. Da selbst anhand
der vollstandigen Proteinsequenz das Laufverhalten eines Proteins im 2D-Gel nicht
exakt vorhergesagt werden kann bzw. posttranslationale Modifikationen eine teils
deutliche Verschiebung eines Proteins herbeifiihren, muss erst eine Vielzahl von in
Frage kommenden Spots ausgeschnitten und identifiziert werden. Dies ist ein sehr

zeitaufwendiger und teurer Prozess. Bei kleinen Gelen mit geringer Trennstrecke in
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den jeweiligen Dimensionen kann zudem eine Uberlagerung durch ein Protein mit
ahnlichem Laufverhalten die Identifizierung zusatzlich erschweren.

Aus diesem Mangel an direkter Adressierbarkeit folgt, dass es mittels klassischer
proteomanalytischer Verfahren nicht ohne weiteres mdglich ist, Ergebnisse
differentieller mRNS-Analysen auf Proteom-Ebene zu Uberprufen. Dies ist ein
besonderes Dilemma, da differentielle mRNS-Analysen zwar sehr effektiv und viel
schneller als differentielle Proteomanalysen durchzufihren sind, aber deren
Ergebnisse nicht grundsatzlich auf die Proteinebene Ubertragen werden konnen
(Anderson, 1997) (Gygi, 1999). So konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass die
Korrelation zwischen mRNS Menge und tatsachlich exprimiertem Protein in bis zu
40 % der Falle nicht vorhanden ist (Ideker et al., 2001). Abbildung 5.7-1 beschreibt
ein weiteres Problem beim Vergleich von mRNS- und Proteomanalysen.

Bei einer Transkriptomanalyse mit Hilfe von Mikroarrays kdnnen derzeit mit den in
unserem Labor hergestellten Chips circa 7 000 der insgesamt 18 000 Transkripte der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster detektiert werden. Dies entspricht einer
Abdeckung von 40 %.

- Genom : 15 000 Gene
Mikroarrays : 7 000 TranskKripte
2D Gel : 300 Proteinspots

Transkripte

Abbildung 5.7-1: Limitierungen der verwendeten Analysemethoden
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Geht man bei der Proteomanalyse von geschatzten 30 000 Proteinen in einer Zelle
aus (manche Angaben gehen von bis zu 200 000 aus) so erreicht ein Coomassie
gefarbtes Gel mit rund 300 detektierbaren Proteinspots gerade einmal eine
Abdeckung von 1 %. Durch Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen kdnnte dieser
Wert auf maximal 5 % gesteigert werden. Da, wie bereits erwahnt, circa 40 % der
Proteine abweichend zu deren Transkripten exprimiert werden, ist ein direkter
Vergleich und die Evaluierung der Mikroarray-Daten mit Hilfe von 2D-
Gelelektrophorese nur schwer durchfuhrbar. Vielmehr kann davon ausgegangen
werden, dass die mit Hilfe von 2D und Massenspektrometrie gewonnenen Daten

zusatzliche Informationen liefern, als bestehende zu verifizieren.

5.8 Validierung von Proteomdaten

Die Validierung neuer Techniken ist besonders wichtig, bevor man den mit ihnen
gewonnenen Daten Vertrauen schenken kann. Zahlreiche komplexe Technologien
sind in den vergangenen Jahren fur die Proteomanalytik entwickelt worden. Die
meisten Untersuchungen basieren aber nach wie vor auf der Kombination von
zweidimensionaler Gelelektrophorese zur Darstellung der Proteinmuster und
Massenspektrometrie zur l|dentifizierung der Einzelkomponenten. Damit aber die
Proteomik die in sie gesetzten Erwartungen erfullen kann, bedarf es standardisierter
Hochdurchsatzverfahren, die reproduzierbare, validierte Ergebnisse liefern. Die
Vergleichbarkeit der in verschiedenen Labors mit unterschiedlichen Geraten
gewonnenen Daten ist bisher kaum gegeben. In einer experimentellen Studie aus der
Arbeitstagung 2005 ,Mikromethoden in der Proteinchemie® hatten die maligeblichen
Geratehersteller von Massenspektrometern definierte, vorgegebene Proben mit
2D-Gelelektrophorese und MS analysiert. Keine der Analysen war vollstandig und die
Ubereinstimmung der prasentierten Ergebnisse war bestiirzend gering. Die
Schnittmenge lag zwischen zwei guten Resultaten bei nur wenigen Prozent. Dies
zeigt die auch heute noch existierende Problematik der Validierung von
Proteomdaten. Wahrend bei Mikroarrays die Daten durch RT — PCR relativ schnell

und einfach zu Uberprifen sind, existieren fiur die Uberpriifung von
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Proteinexpressionsanderungen keine  effektiven Methoden. Einzig mit
immunhistochemischen Methoden kann eine Kontrolle erfolgen. Dies wird aber durch
die Verfugbarkeit von Antikérpern stark eingeschrankt und kann nur erfolgen, wenn

das identifizierte Protein bereits charakterisiert und Antikorper verfugbar sind.

5.9 Vergleich von Daten der Proteom- und mRNS-Analyse
differenziell gefitterter Larven

Wie in Kapitel 4.2.4 gezeigt, konnten bereits mit diesem System zusatzliche Daten
zur mRNS-Analyse generiert werden. Viele der identifizierten Proteine wiesen eine,
zu den Mikroarray-Daten abweichende Regulation auf. Die dabei beobachteten
Unterschiede von Transkriptom- und Proteomregulation machen deutlich, wie wichtig
ein gemeinsamer Ansatz beider Techniken ist, um erfolgreich eine umfangreiche
Analyse nahrungsabhangiger Effekte auf einen Organismus zu erhalten. Gerade die
von den Transkriptomdaten abweichenden Ergebnisse geben zusatzliche
Informationen Uber mdgliche Regulations- und Steuermechanismen. Als Beispiel soll
hier kurz auf CG8280 eingegangen werden. Das Gen zeigte keinerlei Veranderungen
auf Transkriptionsebene. Das Protein wurde aber 6-fach hochreguliert und spielt fur
die Proteinbiosynthese selbst eine wichtige Rolle. Derzeit ist nicht eindeutig geklart,
ob die Hochregulation von CG8280-PA eine Aktivierung oder Deaktivierung bedeutet.
Proteine werden haufig durch Phosphorylierung und anderen posttranslationalen
Modifikationen in eine aktive oder inaktive Form Uberfuhrt.

Durch die Aktivierung bzw. Deaktivierung eines Elongationsfaktors konnte
beispielsweise die Translation weiterer Proteine reguliert werden. Es scheint daher
sehr wahrscheinlich, dass hier eine nahrungsabhangige Regulation auf Proteinebene
vorliegt, die unabhangig vom Transkriptom erfolgt und in Mikroarray-Experimenten
nicht erkennbar ist. Die Regulation von EF-1a-48D erfolgt nur unter Zucker, nicht
aber unter Hunger. (vgl. Abbildung 4.2-3). Dies bedeutet, dass nicht das Fehlen von
Nahrungsbestandteilen, wie zum Beispiel Aminosauren zu einer Regulation von
CG8280 fuhrt, sondern spezifisch ein durch Zuckerfitterung hervorgerufener Effekt

auftritt. Ein im Zusammenhang mit Insulin stehendes Protein dTOR (Drosophila
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Target of Rapamycin) reguliert ebenfalls in einer nahrungsabhangigen Weise die
Translation verschiedener Proteine. Unter normalen Futterbedingungen ist dTOR
aktiv und fuhrt zu einer Inhibierung von Thor. Dieses Protein kontrolliert seinerseits
die Initiation der Translation und bewirkt durch Bindung an den Initiationsfaktor

delF4E zu einer Inhibierung der Translationsmaschinerie.

Nahrstoffe

\/

dTOR

Thor

delF4E
Abbildung 5.9-1: Stimulation der Translationsinitiierung durch dTOR

Die negative Regulation von Thor bewirkt die Stimulation der Ribosomenbiogenese
und Initiation der Translation (vgl. Abbildung 5.9-1). Durch Nahrungsknappheit,
insbesondere durch Aminosaureknappheit (Hara, 1998), wird der Block von Thor
aufgehoben und delF4E geblockt. Der Tor-Signalweg ist eine aminosaureabhangige
Steuerung der Translation und steht in engem Kontakt zum Insulin-Signalweg. Die
Regulation von EF-10-48D konnte ebenfalls in Zusammenhang mit dem Insulin-
Signalweg stehen, ist aber im Vergleich zum Tor-Signalweg zuckerabhangig. Unklar
ist derzeit noch der Induktionsmechanismus von EF-10-48D. Die Tatsache, dass
G8280 nicht transkriptionell reguliert wird aber eine zuckerspezifische
Proteinexpression zeigt, macht dieses Gen/Protein zu einem interessanten
Kandidaten fur weitere Untersuchungen. Die Aufklarung von beteiligten Komponenten
des Signalweges und die Identifizierung von Zielgenen oder —proteinen sind fir ein

Verstandnis dieser Regulation essentiell.

106



Diskussion

5.10 pumpless hat einen Einfluss auf den Glycintiter der Himolymphe

Die Mutation in pumpless-Mutanten betrifft ein Gen, dessen Protein flr die H-
Untereinheit des Glycinspaltsystems (GCSH) kodiert (Abbildung 5.10-1). Zinke
(Zinke, 1999) konnte  zeigen, dass das Fattern ~ von hohen
Aminosaurekonzentrationen an Wildtyp-Larven den pumpless-Fressdefekt kopieren
konnte und dass es dabei zu einer Konzentrations-abhangigen Verzdgerung der
Verpuppung kam. Versuch 4.2.5 konnte zeigen, dass tatsachlich ein Anstieg der
Gylcinkonzentration gemeinsam mit der Ausbildung des Phanotyps zu beobachten

war.

Glycinspaltsystem

. H-Untereinheit

Glycin » G0, + NH; + C;-Einheit

Abbildung 5.10-1: Abbau von Glycin mit Hilfe des
Glycinspaltsystems.

Der gemessene Anstieg des Glycintiters in der Hamolymphe von Drosophila
melanogaster Larven bestatigt daher die Hypothese, die 1999 von Zinke aufgestellt
wurde (Zinke, 1999). Nach weiteren 12 h fallt die Konzentration von Glycin allerdings
drastisch ab. Dieser Abfall des Glycinlevels konnte als Kompensationsreaktion
gedeutet werden. Dies wurde allerdings bedeuten, dass es neben dem
Glycinspaltsystem weitere Mdglichkeiten gibt, Glycin abzubauen bzw. den Gehalt in
der Hamolymphe zu senken. Auch eine Einlagerung von Glycin in bestimmte
Gewebe, wie dem Fettkdrper, ware denkbar und wirde eine Verringerung des
Glycingehalts innerhalb der Hamolymphe bewirken. Da die Larven nach 48 h, trotz
eines niedrigen Glycinlevels, nicht wieder ins Futter zurlckkehren, scheint ein direkter
Zusammenhang des Wanderverhaltens mit einem Aminosaure-abhangigen Signal

des Fettkdrpers eher unwahrscheinlich. Der Versuch bewies, dass tatsachlich eine
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Glycinakkumulierung in pumpless Mutanten kurz nach dem Auftauchen der ersten
Phanotypen stattfindet, dieser Effekt aber nach weiteren 12 h wieder verschwindet
und sich ins Gegenteil umkehrt. Somit konnte zwar eine Frage beantwortet werden,
gleichzeitig warf dieses Experiment erneut neue Fragen auf, die es in weiteren

Versuchen zu klaren gilt.

5.11 Ausblick

Diese Arbeit zeigt, dass es maoglich ist, auch in einem kleinen Labor Techniken, wie
die zweidimensionale Gelelektrophorese und die Identifizierung von Proteinen mittels
Massenspektrometrie oder die Messung von Metaboliten, wie am Beispiel der
pumpless-Mutanten und Glycin gezeigt, zu etablieren und Antworten auf biologisch
relevante Fragen zu erhalten. Durch Verbesserungen in der Auflésung und der
Sensitivitat sollten Gele mit bis zu 1 500 Spots mdglich sein. Durch Vorfraktionierung
konnte dieser Wert noch einmal um Faktor 5-10 erhoht werden, so dass letztendlich
bis zu 15 000 Spots detektiert werden konnten. Eine Moglichkeit der Komplexitat von
Proteinproben zu begegnen, ware die Konzentration auf bestimmte Proteinspezies.
So ware es denkbar, lediglich phosphorylierte oder glycosylierte Proteine zu
untersuchen. Eine Auftrennung Uber geeignete Saulen wirde im Vorfeld die
Komplexitat stark verringern. Die Massenspektrometrie kann zudem zusatzlich,
unabhangig von 2D-Gelelektrophorese, flr eine Vielzahl von Experimenten benutzt
werden, in denen es darum geht, Proteine schnell und zuverlassig zu identifizieren.

Die bisher erzielten Ergebnisse im Bereich der differenziellen Genomanalyse sind
vielversprechend und lassen auf zusatzliche Daten und Einblicke in die komplexen

Netzwerke von Proteinregulationen und Signalwegen hoffen.
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6 Anhang

Die Einstellungen am Massenspektrometer sind essentiell flir die Generierung

brauchbarer Spektren. Auf den folgenden Abbildungen sollen die erfolgten

Anpassungen kurz erlautert werden.

6.1 Einstellungen fur MS-Messungen

6.1.1 Akquisition

Die Akquisition beinhaltet Gerateparameter beim Laserbeschuss, wie Beschussmuster
und Intensitat. In der Regel werden fir Kalibrierungsspots und Probenspots
unterschiedliche Intensitaten eingestellt Innerhalb des Instrumentenreiter (Abbildung
6.1-0-1 A) werden Massenbereich (Mass Range) und Massenoptimierung fur die
Messung eingestellt. Die Masse wird dabei in Dalton (Da) angegeben. Durch die
Einstellung ,Focus Mass” werden spezielle Gerateparameter auf diesen Wert optimiert.
Normalerweise wird hier der Mittelwert des Massenbereichs gewahlt.

A B

Instiument | Spectum| Spectum - Advanced| Automatic Cantrol | Digitizer | Instrument SDED"UMI Spectum - Advanced | Automatic Conticl| Digitizsr|
- Dperating Mods
IMS Reflector Positive

; d \Coumulate shot sub-spectur that p.
CID Cartrol A tion Contral———————
o CHSIEITER Shats/sub-spectium ISD
C D 0n & ClEr " Manual 1 Automatic
Total Shots/Spectum I'IUEIU
M5 Setting:

Mass Range (Da) 50000 o [4000.000 IR
After (20 sub-spectra are acquired [pass or Fail]
Focus Mass [Da)] IZDUU ooa

I After |4 sub-spectra pass acceptance

i~ Acquisition Mode

- M5/M3 Setting: I~ after |5 congecutive sub-spectra fail to pass acceptance
Precursor Mass (Da) |?553 ooo ¥ When out of search pattern positions.
~ Precursor Mass Window [Da]————————— ™ &fter sccumulated spectum reaches estimated 5/4 | 1000
@ pisone — [Enoon |+ [foEo0 Wit e af peaks ebve S/ treshod BT
' Helative [WCIDT resolution [FudHM| Sub-spectra sccepted befare 570 test stops I.‘j

—&cceptance Criteria

& Wetastable Suppressor OFF A N o
) Metastable Suppressar GH

£ Metastable Suppressor ON - optimized precursor ' Accept sub-spectra with estimated 5/M above |.?UU i}
Subrspecta for Optimized Precursor - |4 " Accept sub-spectia with base peak intensity within range

Base Peak | ntensity Fange 2000 to |E5000
—Base Peak Mass Rangs
MaLDI Matrix !a-Cyamo-zi-hydmx}lcmnamic acid L‘ & [4000.000 (D)

|anuunn Dalto
Total Shots/S pectium IWUU LG ] [% Erecursor Mass)

Abbildung 6.1-0-1: Einstellungen am Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer
(A) ,Instrument” (B) ,Spectrum*®
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Der Reiter ,Spectrum® beinhaltet Einstellungen zum Akkumulieren von Spektren. Durch

Akkumulieren kann unter

Umstanden das Signal/Hintergrund

(S/N)-Verhaltnis

verbessert werden. Uber zusétzliche Optionen ist es moglich, nur bestimmte Spektren

mit einem vorher eingestellten S/N-Verhaltnis fur die spatere Analyse zuzulassen.

Inslrumenll Speclruml Spectium - Advanced  Automatic Contral I Digilizar:

Sample Stage Mode

tove before every sub-spectrum [pass

—Search Pattern P,

|No Filer

" File Browse,.

[ 1
' Random |(‘ Uniform ¢ CenterBias ¢ Edge Bias

—Laser Intensity Mode

1+ Fived laser intensity |4?DD

" Adjust once at acquisition stark

= Adjust when acquiing from new search pattern position

METE: If laser adiustment Fails therr the acquisition wil be
terminated and the spectum accumulated so far wil be retumed

—Adjustment P.

Lazer Intensity Step Size ISD_

Laser [ntensity Hange IEDU_ ta IEJ[I_
Shots/fdiustment l25_

Base Feak [ntensity Range W to (30000

—Basze Peak Mazz Range
e |3SDU 0o (D)
ISDU 0ol [Dalito

v | [% Precursor Mass]

Abbildung 6.1-0-2: Einstellungen am Applied

Biosystems 4700 Proteomics
~Spectrum-Advanced*

Analyzer

Der Reiter ,Automatic Control“ steuert den Laserbeschuss (Abbildung 6.1-0-2). Hier

konnen Beschussmuster und Laserintensitat eingestellt werden. Das Muster wird Uber

.oearch Pattern Parameters” eingestellt.

Uniform: gleichmaRiger Beschuss uber den ganzen Spot

Center Bias: Beschuss nur in der Mitte des Spots

Edge Bias: Beschuss nur am Rand des Spots

FUr Kalibrierungsspots:

,Center Bias“ und eine Laserintensitat von 4 700.

Dieser Wert kann aber je nach Spektrum zwischen 4 500 und 4 800 variiert werden.
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Fur Probenspots:
,Center Bias“ und eine Laserintensitat von 5 200

Dieser Wert kann aber je nach Spektrum zwischen 5 000 und 5 300 variiert werden.

6.1.2 Aufbereitung

Das ,Processing“ ist fur die Spektrenerstellung wichtig. Hier wird festgelegt, welche
Kriterien ein Signal braucht, um als solcher ausgegeben zu werden (Abbildung
6.1-3 A), oder wie das Spektrum kalibriert werden soll (Abbildung 6.1-3 B). Bei ,Raw

Filtering / Peak Detection® werden alle Grundeinstellungen beibehalten.

A B

Raw Spectrum Fitering / Peak Detection | Calibrationl Raw Spectrum Filtering / Peak Detection  Calibration

— Raw Spectrum Filtering — Calbration Typ
Peak Width |50  Defaut % fntemal  © Extemnal

T

~ Internal Calibration - Peak Matching

™ Smooth > :
& SovitskyGolay | Gaussiar Min 5/M i2U
Paoints &oross Pesk (FHM| Eilter /idth
3 |- Mass Tolerance  +/- |2 Im.-"z _VJ

Folpmomial Hrdes Min Peaks to Match |4
|4 tdax Outlier Error I1 ] Ippm :J

¥ Use Monoisotopic Peaks Only
— Peak Detection —'weighted Fit

= glil Min S/ & S/ " Equal

- Reference Masses

Local Moise

]3
M azs | MHame | Type | Chrgl Compasition IA
; : 280

1000.000 12000 WTdDW Width 904,453 des-dugl-Bradykinin +1

5000000 18000 i 1296685 Angiotensin| P
tin Peak ‘width 1570.677 Glul-Fibrinopeptid... 1 +1 1)

atFulwidh |22 093087 ACTH([117) P4
Half Max [bins] 2465193 ACTH(18-39 r +1 |
EHtnosCCHE R o [ MS/MS Mode - Add Precursor Mass to Reference List Edi... |

¥ Flag Monoisatopic Peaks ¥ Cluster Area 5/M Optimization

= External Calibration Position/H esult
|H vI |
Adduct 3/N Threshold |10 |nteractive Mode - specify on the tManual Contral windaw
Generic Formula IEBHSND j'

Batch Mode - specifin the Spot Setd ol

Abbildung 6.1-0-3: Einstellungen am Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer "Processing
Method" (A) Signal Detektion (B) Kalibrierung

Bei der Kalibrierung muss zwischen Proben- und Kalibrierungsspots unterschieden
werden.

FUr Kalibrierungsspots:

,Calibration Type“ auf ,Internal“ und unter ,Min Peaks to Match® 4 einstellen. Dadurch
werden die gemessenen Massen mit den Referenzwerten des Kalibrierungsmixes

abgeglichen.
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Der Mix besteht aus den folgenden flnf Peptiden und deren monoisotopischen Massen:
des-Arg1-Bradykinin (904.468 Da) Angiotensin | (1296.685 Da)
Glu1-Fibrinopeptide B (1570.677 Da) ACTH (1-17) (2093.087 Da)

ACTH (18-39) (2465.199 Da) ACTH (7-38) (3657.929 Da)

Fur Probenspots:

,Calibration Type*“ auf ,External®.

Dadurch werden alle Messungen mit dem internen Standard abgeglichen.

6.2 Einstellungen fur MS-MS-Messungen

Werden Messungen im MS-MS-Modus durchgefihrt missen separate Akquisitions-,

.Processing“-Methoden innerhalb der Interpretations-Methoden erstellt werden.

6.2.1 Interpretation

Die Interpreationsmethoden enthalt Angaben fur die Auswahl der spater mit MS-MS zu
messenden Signale (Abbildung 6.2-1). ,S/N Filter gibt an wie stark sich ein Signal vom

Hintergrund abheben muss, um als tatsachliches Signal gewertet zu werden.

Per-spot Precursor Selection / Methods |

— Monoizotopic Precursar Selection for M5 /M5

Minirurn 5.2M Filter Iﬂ

—&dduct Ewclusion List- 1 Inclusion List——————————  ~Exglusion List——————————
il e J31 = oS ElE =]
Mass [Da) I Mass [Da] I Tolerance l - Masz (Da] I Tolerance i;‘
21.982 828.910 010 164.047 0.0
37.956 954,100 010 172,040 010
1020.100 I — 195060 0.0
1100100 010 212,032 010
Adduct Tolerance [mrz] +- IU.UE 1108200 o ;I 294 076 010 ;l
Exclude precursors within | 200 resolution
— Precursor Final Selection Criteria
r Precursor Sorting Order / Spot——  — First Precuisors to Skip / Spot—  — Max Precursors / Spot—
¢ Strongest Precursors First
IU 5
" ‘wieakest Precursars First
~ M5 /M5 Acquisition Order # Spot—
* Shongest Precursors First b awimum precursor: |1 2 = selected precursors + inclugion list precursors
1 Weakest Precursors First
- MS5/MS Method
Aoquistion | SteffentMSMS positive _i
Processing |StefferiMSME positive J _><-|

Abbildung 6.2-0-1: Einstellungen am Applied Biosystems
4700 Proteomics Analyzer ,Interpretation®
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Anhang

Die ,Inclusion List* enthalt Massen, die bei Vorhandensein explizit fur MS-MS
herangezogen werden sollen. Im Gegensatz dazu werden Signal der ,Exclusion List"
ignoriert. Hier kdnnen unerwinschte, dominante Signale eingetragen werden. ,Max
Precursors / Spot“ gibt an, wieviele Signale pro Spot mit MS-MS gemessen werden.
Unter ,MS/MS Methods“ werden die jeweiligen Akquisitions- und Aufbereitungs-
Methoden angegeben.

6.2.2 Akquisition und Aufbereitung

Einstellungen wie Massenbereich und optimierte Masse wurden bereits fur das MS-
Experiment definiert und muassen fur MS-MS-Messungen nicht erneut eingestellt
werden. ,CID Control* wird auf ,off* und ,Aquisition Control“ auf ,automatic eingestellt
(Abbildung 6.2-2 A). Die Laserintensitat wird auf 5 700 erhoht (Abbildung 6.2-2 B).

B

I anti Spectruml Spectium - Advanced | Automatic Enntml' D\glllzeli Instrum&ntl Spectruml Spectrum - Advance:
erating Mode Sample Stage Mod
’7 lMS'MS 1KY Pasitive Open | ’7 IMove befare every sub-spectum [pass or fal] LI

— icguisition Contral
" Manual 1% Automatic

— Search Pattemn P

~ CID Control
‘ © ODOn % CID O

IND File
— M5 Setting:
e " Fil ]
Mot Barga D8] W00 o [EEEE il _Howse.|
Focus Mass [Dal 1235,000 ' Random ‘ " Uniform % CenterBias ¢ Edge Bias
~M34MS Settings ~ Laser Intenzity Mode
Precursor Mass [Da) 1570.700 1% Fixed laser intensity |57UU
i Precursor Mass Window (Da]———————————————————— o Adjust once at acouisition start
€ dbsolute - |t.0oo0 + |2.500 ~ Adjust when acquiring from new search pattern position
= Relative 50.000 lution [Fw/HM NOTE: |Flaser adustment fails ther the acauisition will be
iesolition] I terminated and the spectium accumulated o far wil be retumed,
— Adjustment P
" Metastable Suppressor OFF
Lazer|ntensity Gtep Siz |50
% Metastable Suppressor ON At i
€ Metastable Suppressor ON - optimized precursor Laserlntensity Hange Iﬁ?flﬂ ta |£19[][I
Sub-specta for Optimized Precursor. (4 Shots/Adjustrent |25
Base Peak rtensity Fange 2000 to |3[][]UU
—Base Peak tazs Range
MALDI Matrin Ia—Eyann—-llrhydrnxycinnamic acid Ll fal IIZSU.UUU [Da]
IE[IU.!J[]D Dia]ta
Total Shots/Spectum  |1000 2 o) |1Uil [% Frecursar tass|

Abbildung 6.2-2: Einstellungen am Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer (A)
yInstrument” (B) ,Automatic Control"

Innerhalb der ,Processing“-Methode wurd im Reiter ,Calibration“ der ,Calibration Type*

auf “‘Default” gestellt.

113






Literaturverzeichnis

7 Literaturverzeichnis:

ADAMS, M. D., Celniker, S. E., Holt, R. A., Evans, C. A., Gocayne, J. D., Amanatides, P.
G., Scherer, S. E., Li, P. W., Hoskins, R. A., Galle, R. F., et al. (2000). The genome sequence
of Drosophila melanogaster. Science, 287, 2185-2195.

AEBERSOLD, R. H. et al. (1986). Electroblotting onto activated glass. High efficiency
preparation of proteins from analytical sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels for direct
sequence analysis. J Biol Chem, 261(9), 4229-4238.

ANDERSON, L., Seilhamer, J. (1997). A comparison of selected mRNA and protein
abundances in human liver. Electrophoresis, 18(3-4), 533-537.

ANDERSON, N. L., Anderson, N. G. (1998). Proteome and proteomics: new technologies,
new concepts, and new words. Electrophoresis, 19(11), 1853-1861.

ANDERSON, N. L., Matheson, A. D., Steiner, S. (2000). Proteomics: applications in basic
and applied biology [Review]. Current Opinion in Biotechnology, 11, 408- 412.

APWEILER, R., Hermjakob, H., Sharon, N. (1999). On the frequency of protein
glycosylation, as deduced from analysis of the SWISS-PROT database. Biochim Biophys
Acta, 1473(1), 4-8.

BAGGERMAN, G., Cerstiaens, A., De Loof, A., Schoofs, L. (2002). Peptidomics of the
Larval Drosophila melanogaster Central Nervous System. J Biol Chem, 277(43), 40368-
40374.

BAUER, M. (2004). Untersuchung erndhrungsabhéngiger Expressionsprofile im
Transkriptom der murinen Leber (Mus musculus) und Larven des Zebrafischs (Danio rerio).
Dissertation Universitit Heidelberg.

BEADLE, G. W., Tatum, E. L. (1941). Genetic Control of Biochemical Reactions in
Neurospora. Proc Natl Acad Sci U S A, 27, 499-506.

BEAVIS, R. C., Chait, B. T. (1989). Cinnamic acid derivatives as matrices for ultraviolet
laser desorption mass spectrometry of proteins. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, 3(12), 432-435.

BEAVIS, R. C., Chaudhary, T., Chait, B. T. (1992). a- Cyano-4-hydroxycinnamic Acid as a
Matrix for Matrix-Assisted Laser Desorption Mass Spectrometry. Organic Mass
Spectrometry, 27, 156-158.

BENZER, S. (1955). Fine Structure Of A Genetic Region In Bacteriophage. Proc Natl Acad
SciUS A, 41(6), 344-354.

115



Literaturverzeichnis

BERGGREN, K. et al. (2000). Background-free, high sensitivity staining of proteins in one-
and two- dimensional sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels using a luminescent
ruthenium complex. Electrophoresis, 21(12), 2509-2521.

BIRNBOIM, H. C., Doly, J. (1979). A rapid alkaline extraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA. Nucl Acid Res, 7, 1513-1523.

BJELLQVIST, B. et al. (1982). Isoelectric focusing in immobilized pH gradients: principle,
methodology and some applications. J Biochem Biophys Methods, 6(4), 317-339.

BJELLQVIST, B. et al. (1993). Micropreparative two-dimensional electrophoresis allowing
the separation of samples containing milligram amounts of proteins. Electrophoresis, 14(12),
1375-1378.

BRADFORD, M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry,
72, 248-254.

BRAND, A., Perrimon, N. (1993). Targeted gene expression as a means of altering cell fates
and generating dominant phenotypes. Development, 118, 401-415.

BROGIOLO, W., Stocker, H., Ikeya, T., Rintelen, F., Fernandez, R., Hafen, E. (2001). An
evolutionarily conserved function of the Drosophila insulin receptor and insulin-like peptides
in growth control. Curr Biol, 11, 213-221.

BUCH, S. (2006). Die Signaltransduktionswirkung von Insulin in der adulten Drosophila
melanogaster. Dissertation Universitdt Karlsruhe.

CASSO, D., Ramirez-Weber, F., Kornberg, T. B. (2000). GFP-tagged balancer chromosomes
for Drosophila melanogaster. Mech Dev, 91, 451-454.

CORTHALS, G. L., Wasinger, V. C., Hochstrasser, D. F., Sanchez, J. C. (2000). The
dynamic range of protein expression: A challenge for proteomic research [Review].
Electrophoresis, 21, 1104-1115.

DAGERT, M., Ehrlich, S. D. (1979). Prolonged incubation in calcium chloride improves the
competence of Escherichia coli cells. Gene, 6(1), 23-28.

DERISL J.L., Iyer, V. R., Brown, P. O. (1997). Exploring the metabolic and genetic control
of gene expression on a genomic scale. Science, 278(5338), 680-686.

EDMAN, P. (1950). Method of the determination of the amino acid sequence in peptides.
Acta Chem Scand, 4, 277-282.

EDMAN, P., Begg, B. (1967). A protein sequenator. Eur J Biochem, 1(1), 80-91.

EGGER, D., Bienz, K. (1994). Protein (western) blotting. Mol Biotechnol, 1(3), 289-305.
116



Literaturverzeichnis

FASSLER, J., Landsman, D., Acharya, A., Moll, J. R., Bonovich, M., Vinson, C. R. (2002).
B-ZIP Proteins Encoded by the Drosophila Genome: Evaluation of Potential Dimerization
Partners. Genome Res, 12(8), 1190-1200.

FENN, J. B. et al. (1989). Electrospray ionization for mass spectrometry of large
biomolecules. Science, 246(4926), 64-71.

GAROFALQ, R. S. (2002). Genetic analysis of insulin signaling in Drosophila. Trends
Endocrinol. Metab, 13(4), 156-162.

GARROLD, A. E. (1923). Inborn Errors of Metabolism. 2. Frowde, H. (Herausg.) Oxford
University Press London

GEMS, D., Partridge, L. (2001). Insulin/IGF signalling and ageing: seeing the bigger picture.
Curr Opin Genet Dev, 11, 287-292.

GRAVELEY, B. R. (2001). Alternative splicing: increasing diversity in the proteomic world
[Review]. Trends in Genetics, 17, 100-107.

GRAVELEY, B. R. (2005). Mutually exclusive splicing of the insect Dscam pre-mRNA
directed by competing intronic RNA secondary structures. Cell, 123(1), 65-73.

GYGI, S.P. (1999). Correlation between protein and mRNA abundance in yeast. Mol Cell
Biol, 19(3), 1720-1730.

HAMM, A. (2005). Untersuchung nahrungsinduzierter Anderungen des Expressionsprofils
der Maus (Mus musculus). Dissertation Universitit Karlsruhe.

HANAHAN, D. (1983). Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J Mol
Biol, 166, 557-580.

HARA, K., Yonezawa, K., Weng, Q. P., Kozlowski, M. T., Belham, C., Avruch, J. (1998).
Amino acid sufficiency and mTOR regulate p70 S6 kinase and eIF-4E BP1 through a
common effector mechanism [published erratum appears in J Biol Chem, 273, 22160]. J Biol
Chem, 273, 14484—-14494.

HE, G. P., Kim, S. and Ro, H. S. (1999). Cloning and characterization of a novel zinc finger
transcriptional repressor. A direct role of the zinc finger motif in repression. J Biol Chem,
274, 14678-14684.

HENZEL, W. J. et al. (1993). Identifying proteins from two-dimensional gels by molecular
mass searching of peptide fragments in protein sequence databases. Proc Natl Acad Sci

US A, 90(11), 5011-5015.

HEWICK, R. M. et al. (1981). A gas-liquid solid phase peptide and protein sequenator. J
Biol Chem, 256(15), 7990-7997.

117



Literaturverzeichnis

HODGES, P. E., Payne, W. E. and Garrels, J. I. (1998). The Yeast Protein Database (YPD):
a curated proteome database for Saccharomyces cerevisiae. Nucleic Acids Res, 26(1), 68-72.

HUTH-FEHRE, T., Gosine, J. N., Wu, K. J., Becker, C. H. (1992). Matrix-assisted laser
desorption Mass spectrometry of oligodeoxythymidylic acids. Rapid Communications in
Mass Spectrometry, 6(3), 209-213.

IDEKER T., Thorsson V., Ranish J. A., Christmas R., Buhler J., Eng J. K., Bumgarner R.,
Goodlett D. R., Aebersold R., Hood L. (2001). Integrated genomic and proteomic analysis of
a systematically perturbed metabolic network. Science, 292, 929-934.

INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM (2004).
Finishing the euchromatic sequence of the human genome. Nature, 431(7011), 931-945.

ISSAQ, H.J. (2001). The role of separation science in proteomics research [Review].
Electrophoresis, 22, 3629-3638.

JACOBS, G. H. (1992). Determination of the base recognition positions of zinc fingers from
sequence analysis. The EMBO Journal, 11(12), 4507-4517.

KARAS, M., Hillenkamp, F. (1988). Laser desorption ionization of proteins with molecular
masses exceeding 10,000 daltons. Anal Chem, 60(20), 2299-2301.

KATZENBERGER, J. (2004). Etablierung eines Systems zur genomweiten Analyse
nahrungsabhéngig regulierter Gene in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster.
Dissertation Universitédt Karlsruhe

KIMURA, K. D., Tissenbaum, H. A., Liu, Y., Ruvkun, G. (1997). Daf-2, an insulin receptor-
like gene that regulates longevity and diapause in Caenorhabditis elegans. Science,
277(5328), 942-946.

KLOSE, J. (1975). Protein mapping by combined isoelectric focusing and electrophoresis of
mouse tissues. A novel approach to testing for induced point mutations in mammals.
Humangenetik, 26(3), 231-243.

KUSSMANN, M., Nordhoff, E., Rahbeknielsen, H., Haebel, S., Rossellarsen, M., Jakobsen,
L., Gobom, J., Mirgorodskaya, E., Krollkristensen, A., Palm, L., Roepstorff, P. (1997).
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization mass spectrometry sample preparation
techniques designed for various peptide and protein analytes. Journal of Mass Spectrometry,
32, 593-601.

LANE, M. A., Ingram, D. K., Roth, G. S. (1999). Nutritional modulation of aging in
nonhuman primates. J Nutr Health Aging, 3(2), 69-76.

LEEVERS, S. J. (2001). Growth Control: invertebrates insulin surprises! Curr Biol, 11(6),
209-212.

118



Literaturverzeichnis

LEHNER, C. (1999). The beauty of small flies. Nat Cell Biol, 1, E119-E130.

LIU, Y., Montell, D. J. (2001). jing: a downstream target of slbo required for developmental
control of border cell migration. Development, 128, 321-330.

LOTTSPEICH, F. (1998). Bioanalytik. Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg.

LOTTSPEICH, F. (1999). Proteome analysis: A pathway to the functional analysis of
proteins [Review]. Angewandte Chemie International Ed. in English, 38, 2477-2492.

MANABE, T. (2000). Combination of electrophoretic techniques for comprehensive analysis
of complex protein systems [Review]. Electrophoresis, 21, 1116-1122.

MANDEL, M., Higa, A. (1970). Calcium-dependent bacteriophage DNA infection. J Mol
Biol, 53(1), 159-162.

MCCULLOCH, D., Gems, D. (2003). Body size, insulin/IGF signaling and aging in the
nematode Caenorhabditis elegans. Exp Gerontol, 38(1-2), 129-136.

METZGER, J. W. et al. (1994). Electrospray mass spectrometry and tandem mass
spectrometry of synthetic multicomponent peptide mixtures: determination of composition
and purity. Anal Biochem, 219(2), 261-77.

MONTELL, D. J., Rorth, P., Spradling, A. C. (1992). Slow border cells, a locus required for
a developmentally regulated cell migration during oogenesis, encodes Drosophila C/EBP.
Cell, 71, 51-62.

MULLIS, K, Faloona F, Scharf S, Saiki R, Horn G, Erlich H. (1986). Specific enzymatic
amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring Harb Symp Quant
Biol, 51, Pt 1, 263-273.

MYERS, E. W., Sutton, G. G., Delcher, A. L., Dew, I. M., Fasulo, D. P., Flanigan, M. J.,
Kravitz, S. A., Mobarry, C. M., Reinert, K. H., Remington, K. A., et al. (2000). A whole-
genome assembly of Drosophila. Science, 287, 2196-2203.

O'DONOVAN, C., Apweiler, R., Bairoch, A. (2001). The human proteomics initiative (HPI).
Trends Biotechnol, 19(5), 178-181.

O'FARRELL, P. H., (1975). High resolution two-dimensional electrophoresis of proteins. J
Biol Chem, 250(10), 4007-4021.

ORCHARD, 1. (1987). Review: Adipokinetic Hormones- an update. J Insect Physiol, 3 (3),
451-463.

PATTON, W. F. (2000). A thousand points of light: The application of fluorescence

detection technologies to two-dimensional gel electrophoresis and proteomics [Review].
Electrophoresis, 21, 1123-1144.

119



Literaturverzeichnis

PATTON, W. F., Beechem, J. M. (2002). Rainbow's end: the quest for multiplexed
fluorescence quantitative analysis in proteomics [Review]. Current Opinion in Chemical
Biology, 6, 63-69.

PAULING, L., Itano, H. A., Singer, S. J., Wells, 1. C. (1949). Sickle cell anemia: a molecular
disease. Science, 110, 543-548.

PRZYBYLSKI, M., Glocker, M. O. (1996). Elektrospray Massenspektrometrie von
Biomakromolekiilkomplexen mit nichtkovalenten Wechselwirkungen - neue analytische
Perspektiven fiir supramolekulare Chemie und molekulare Erkennungsprozesse (review).
Angewandte Chemie, 108, 879-899.

QUADRONI, M., James, P. (1999). Proteomics and automation. Electrophoresis, 20(4-5),
664-677.

ROTH, G. S., Ingram, D. K., Lane, M. A., (2000). Effects of reduced energy intake on the
biology of aging: the primate model. J Clin Nutr, 54(3), 15-20.

RUVKUN, G., Hobart, O. (1998). Ablation of insulin-producing neurons in flies: growth and
diabetic phenotypes. Science, 296(5570), 1118-1120.

SAMBROOK, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: A laboratory
manual. Cold Spring Harbor, New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

SANGER F., Tuppy H. (1951). The amino-acid sequence in the phenylalanyl chain of
insulin. I. The identification of lower peptides from partial hydrolysates. Biochem J, 49(4),
463-81.

SCHLEGEL, H. G. (1992). Allgemeine Mikrobiologie, 7. Auflage, G. Thieme Verlag,
Stuttgart.

SCHOOFS, L., Baggerman, G. (2003). Peptidomics in Drosophila melanogaster. Brief
Funct Genomic Proteomic, 2(2), 114-120.

SMITH, H. O., Wilcox, K. W. (1970). A restriction enzyme from Hemophilus influenzae I.
Purification and general properties. J] Mol Biol, 51, 379-391.

SIUZDAK, G. (1994). The emergence of mass spectrometry in biochemical research. Proc
Natl Acad Sci U S A., 91(24), 11290-11297. Review. Erratum In: Proc Natl Acad Sci U S A,
1995, 92(2), 646.

TANAKA, K., Waki, H., Ido, Y., Akita, S., Yoshida, Y., Yoshida, T. (1988). Protein and

Polymer Analysis up to m/z 100000 by Laser lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry.
Rapid Communications in Mass Spectrometry, 2, 151-153.

120



Literaturverzeichnis

TOWBIN, H., Stachlin T., Gordan J. (1976). Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proc Natl
Acad Sci U S A, 76, 4350-4354.

UNLU M., Morgan M. E., Minden J. S. (1997). Difterence gel electrophoresis: a single gel
method for detecting changes in protein extracts. Electrophoresis, 18(11), 2071-2077.

VANBOGELEN, R. A. et al. (1997). Escherichia coli proteome analysis using the gene-
protein database. Electrophoresis, 18(8), 1243-1251.

VAN DER HORST, D. J. (2003). Insect adipokinetic hormones: release and integration of
flight energy metabolism. Comp Biochem Phys, 136, 217-226.

VENTER, J. C. et al. (2001). The Sequence of the Human Genome. Science, 291(5507),
1304-1351.

VERTES, A., Irinyi, G., Gijbels, R. (1993). Hydrodynamic model of matrix-assisted laser
desorption mass spectrometry. Analytical Chemistry, 65, 2389-2393.

VIERSTRAETE, E., Cerstiaens, A., Baggerman, G., Van den Bergh, G., De Loof, A.,
Schoofs, L. (2003). Proteomics in Drosophila melanogaster: first 2D database of larval
hemolymph proteins. Biochem Biophys Res Commun, 304(4), 831-838.

VINSON, C. R., Sigler, P. B., McKnight, S. L. (1989). Scissorsgrip model for recognition by
a family of leucine zipper proteins. Science, 246(4932), 911-916.

VINSON, C. R, Hai, T., Boyd, S. M. (1993). Dimerization specificity of the leucine zipper-
containing bZIP motif on DNA binding: prediction and rational design. Genes Dev, 7, 1047-
1058.

WANG, H., lakova, P., Wilde, M., Welm, A., Goode, T., Roesler, W. J., Timchenko, N. A.
(2001). C/EBP alpha arrests cell proliferation through direct inhibition of Cdk2 and Cdk4.
Mol Cell, 8(4), 817-828.

WEDEL, A., Ziegler-Heitbrock, H. W. (1995). The C/EBP family of transcription factors.
Immunobiology, (Band 193), Nr. 2-4, 171-185.

WILDGRUBER, R. et al. (2000). Towards higher resolution: two-dimensional
electrophoresis of Saccharomyces cerevisiae proteins using overlapping narrow immobilized

pH gradients. Electrophoresis, 21(13), 2610-2616.

WILKINS, M. R. et al. (1996). Progress with proteome projects: why all proteins expressed
by a genome should be identified and how to do it. Biotechnol Genet Eng Rev, 13, 19-50.

WILM, M., Mann, M. (1994). Electrospray and Taylor- Cone theory, Dole's beam of
macromolecules at last? Int ] Mass Spectrom Ion Process, 136, 167-180.

121



Literaturverzeichnis

WILM, M., Neubauer, G., Mann, M. (1996). Parent ion scans of unseparated peptide
mixtures. Anal Chem, 68(3), 527-33.

WOLTERS, D. A., Washburn, M. P., Yates, J. R. (2001). An automated Multidimensional
protein identification technology for shotgun proteomics. Anal Chem, 73(23), 5683-5690.

YATES, J. R. et al. (1993). Peptide mass maps: a highly informative approach to protein
identification. Anal Biochem, 214(2), 397-408.

YENUSH, L., Fernandez, R., Myers, M. G. Jr., Grammer, T. C., Sun, X. J., Blenis, J., Pierce,
J. H., Schlessinger, J., White, M. F.(1996). The Drosohila insulin receptor activates multiple
signaling pathways but requires insulin receptor substrate proteins for DNA synthesis. Mol
Cell Biol, 16(5), 2509-2517.

ZINKE, 1., Kirchner, C., Chao, L. C., Tetzlaff, M. T., Pankratz, M. J. (1999). Suppression of
food intake and growth by amino acids in Drosophila: the role of pumpless, a fat body
expressed gene with homology to vertebrate glycine cleavage system. Development, 126(23),
5275-5284.

ZINKE, 1., Schiitz, C., Katzenberger, J., Bauer, M., Pankratz, M. (2002). Nutrient control of

gene expression in Drosophila: microarray analysis of starvation and sugar-dependent
response. The EMBO Journal, 21(22), 6162-6173.

122



	Zusammenfassung
	Abstract
	Inhaltsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungen
	1 Einleitung
	1.1 Proteine und Proteomik
	1.2 Grundlagen der Proteomik
	1.3 Nutrionomik
	1.4 Ernährungsabhängige Regulation von Genen
	1.5 Drosophila melanogaster als Modellorganismus für nahrungsbedingte Expressionsänderungen
	1.6 Ziel der Arbeit

	2 Material
	2.1 Bezugsquellen für Verbrauchsmaterialien und Chemikalien
	2.2 Bezugsquellen für Enzyme
	2.3 Bezugsquellen für Kits
	2.4 Bezugsquellen für Geräte
	2.5 Lösungen und Medien
	2.6 Fliegenlinien
	2.7 Vektoren und Plasmide
	2.8 Bakterienstämme
	2.9 PCR Primer
	2.10 Primersequenzen

	3 Methoden
	3.1 Fliegenhaltung
	3.2 Fütterungsexperimente
	3.3 Erzeugung transgener Fliegen
	3.4 Chromosomenlokalisation
	3.5 Gel-Elektrophoresen
	3.6 Isolierung von Nukleinsäuren
	3.7 DNS-Klonierungstechniken
	3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	3.9 Western-Transfer
	3.10 Konzenzentrationsbestimmung von DNS- und RNS-Lösungen
	3.11 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
	3.12 Zweidimensionale Gelelektrophorese
	3.13 Massenspektrometrie
	3.14 X-Gal-Färbung
	3.15 Glycintiterbestimmung in Larven Hämolymphe

	4 Ergebnisse
	4.1 Charakterisierung von sugarbabe
	4.2 Proteomik

	5 Diskussion
	5.1 Regulation von sug durch Komponenten des Insulin-Signalweges
	5.2 akh Expression bei zuckergefütterten Larven
	5.3 akh als negativer Regulator der sugarbabe Expression?
	5.4 Slbo ist an der Regulation von sug beteiligt
	5.5 Einschränkungen der Proteomik
	5.6 Der experimentelle Aufwand
	5.7 Proteomik und RNS basierende Technologien
	5.8 Validierung von Proteomdaten
	5.9 Vergleich von Daten der Proteom- und mRNS-Analyse differenziell gefütterter Larven
	5.10 pumpless hat einen Einfluss auf den Glycintiter der Hämolymphe
	5.11 Ausblick

	6 Anhang
	6.1 Einstellungen für MS-Messungen
	6.2 Einstellungen für MS-MS-Messungen

	7 Literaturverzeichnis


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /DEU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




