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1 Zusammenfassung

Der INAD-Signalkomplex ist ein integraler Bestandteil der G-Protein-gekoppelten Licht-
signaltransduktion im mikrovillaren Photorezeptor von Drosophila melanogaster. In die-
sem Komplex sind iiber die PDZ-Doménen des Geriistproteins INAD Phospholipase C-3
(PLCg), ePKC (augenspezifische Proteinkinase C) und der lichtabhéingige Ionenkanal
TRP verankert. Mit TRPL ist ein weiterer lichtabhéngiger Ionenkanal in die Bildung des
Rezeptorpotentials involviert. Fiir TRPL wird eine temporére Assoziation mit dem INAD-
Signalkomplex diskutiert. Die Funktion der Bildung des INAD-Signalkomplexes wird in
der Erhohung der Leitungs- und Wandlungsgeschwindigkeit sowie der Sicherung von Spe-
zifitdt und Sensitivitét der Signalverarbeitung gesehen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von Funktionen des INAD-Signalkom-
plexes durch rekombinante Co-Expression der Kernkomponenten des Komplexes sowie
der Expression von TRPL. Voraussetzung fiir die Herstellung von FExpressionskonstrukten
war die Isolierung und Uberpriifung von ¢cDNA-Sequenzen, die fiir die Hauptkomponenten
des INAD-Signalkomplexes kodieren. In Schneider2-Zellen wurde unter Verwendung der
erstellten Expressionskonstrukte die rekombinante Co-Expression der vier Signaltrans-
duktionsproteine TRP, INAD, ePKC und PLCS und von jeweils drei der Komponenten
etabliert. Die TRP / TRPL-Co-Expression iiberpriift eine magliche Heteromerisierung bei-
der Proteine. Durch Selektion und Charakterisierung von Linien basierend auf einzelnen
co-transfizierten Ausgangszellen (klonale Selektion) wird die Kenntnis des rekombinanten
genetischen Hintergrundes jeder einzelnen Zelle einer Kultur sichergestellt.
Immunochemische Nachweismethoden detektieren in untransfizierten S2-Zellen weder die
Expression von Kernkomponenten des INAD-Komplexes noch von TRPL. Aus Zelllinien
mit verifizierter Co-Expression der rekombinanten Proteine rDmePKC, rDmPLCS, rDm-
INAD und rDmTRP kénnen mehrerer INAD-Komplexkomponenten co-immunprézipitiert
werden. Diese Interaktionsstudien weisen die Bildung rekombinanter INAD-Signalkomplexe
beziehungsweise Teilkomplexe nach und identifizieren die Bildung des INAD-Komplexes
als Mechanismus unabhéngig von weiteren photorezeptorspezifischen Faktoren. Massen-
spektrometrische Analysen belegen fiir rekombinant exprimiertes TRP die Vollstdndigkeit
der Primérstruktur, eine Voraussetzung fiir die Funktionalitéit des Proteins. Die Funk-
tionsfahigkeit von rDmTRP zeigen elektrophysiologische Daten klonal selektierter S2-
Linien mit Co-Expression der vier Kernkomplexkomponenten. In diesen Linien wird im
Gegensatz zur Referenzlinie, die den INAD-Kernkomplex mit Ausnahme von TRP expri-
miert, ein auswértsgerichteter Ionenstrom detektiert. Elektrophysiologisch dokumentiert
wird weiterhin die Abhéngigkeit des TRP-basierten Ionenstroms von der Co-Expression
aller vier Hauptkomponenten des INAD-Komplexes. Fiir die rekombinante Co-Expression
der beiden Ionenkanalproteine TRP und TRPL kénnen weder durch Immunprézipitation
noch durch elektrophysiologische Analysen Belege einer Interaktion gefunden werden.
Die Etablierung und Charakterisierung der rekombinanten Co-Expression der vier Kern-
komponenten des INAD-Signalkomplexes zeigt erstmals, dass die funktionelle Expression
von TRP das Vorliegen dieser Komponenten als Signalkomplex erfordert.



2 Einleitung

Die Basis fiir Leben ist die Fahigkeit zur Interaktion mit der Umgebung: Lebende Zel-
len perzipieren Signale, leiten und verarbeiten diese weiter und reagieren in geeigneter
Weise auf sie. Die spezifische Umwandlung von (externen) Reizen in adiquate (intrazellu-
ldre) Antworten ist deshalb eine wichtige Funktion fiir lebende Zellen. Die Spezifitét der
Signalerkennung und -verarbeitung wird durch folgende Strategie garantiert: Zum einen
exprimieren Zellen eine Vielzahl von (Oberflichen-)Rezeptoren, die ausgewihite Ligan-
den detektieren. Auf der anderen Seite werden Komponenten eines Signalweges in ei-
nem Transduktionskomplex zusammengefaflt, um Signalfehlleitungen in nachgeschalteten
Transduktionsinstanzen, die haufig gleich oder sehr &hnlich sind, zu vermeiden. Dariiber
hinaus ermoglicht die Multiproteinassoziation die Integration von Signalen verschiedener
Rezeptoren (zur Ubersicht: PAWSON AND NasH, 2003).

Die Transduktion von Lichtreizen im visuellen System der Diptere Drosophila melanoga-
ster ist ein Paradigma fiir die Assemblierung von Signalproteinen in einem Multiprotein-

komplex.

2.1 Das visuelle System der Diptere Drosophila

melanogaster

Das visuelle System von Drosophila umfafit drei Typen sensorischer Organe: das Bolwig
Organ oder Larvalauge (bestehend aus 12 Zellen), drei Ocelli und zwei Komplexaugen. Die
Ocelli exprimieren ein einziges Rhodopsin-Gen kodierend fiir einen violett-sensitiven Rezep-
tor (PAPATSENKO et al., 2001). Das Expressionsmuster des Larvalauges ist unzureichend
charakterisiert. Bekannt ist die Expression der Rhodopsine (Rh) Rh5 und Rh6 mit maxi-
malen Absorptionen bei 442 nm bzw. 515nm Wellenldnge (PAPATSENKO et al., 2001).

Jedes der paarig angelegten Komplexaugen der adulten Fruchtfliege enthélt ca. 750 ele-
mentare Einheiten, genannt Ommatidien oder Facetten (Abbildung 2.1). Die einzelnen
Ommatidien setzen sich von der Augenoberfliche in Richtung optische Ganglien zusam-
men aus dem dioptrischen Apparat bestehend aus Cornea und Kristallkegel, aus vier
Semperzellen und den priméren Pigmentzellen sowie acht Photorezeptorzellen (R1 bis RS,
Nummerierung nach DIETRICH, 1909). Vom einfallenden Licht aus benachbarten Omma-
tidien werden die Photorezeptorzellen durch die sekunddren Pigmentzellen abgeschirmt.
Proximal wird das Auge durch die Basallamina von dem ersten optischen Ganglion, der
Lamina, abgegrenzt. Daran schlieflen sich Medulla und Lobula als weitere optische Gan-
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glien an. Die Photorezeptorzellen eines Ommatidiums sind kreisformig um einen intraom-
matidialen Raum angeordnet und bilden zur Mitte des Ommatidiums hin jeweils einen
Saum aus dicht gepackten Mikrovilli aus. Diese als Rhabdomere bezeichneten Strukturen
sind die lichtabsorbierenden Teile der Photorezeptorzellen. In diesen Membranen sind der
jeweils photorezeptorspezifisch exprimierte Lichtrezeptor Rhodopsin (ein integrales Mem-
branprotein) und die lichtabhingigen Ionenkandle TRP, TRPL (TRP-like) und TRP~y
lokalisiert. Weitere an der Phototransduktion beteiligte Komponenten (z.B. G-Protein,
INAD, PLCg, ePKC) sind als periphere Membranproteine intrazelluldr mit der rhabdo-
merischen Membran assoziiert. Im Gegensatz zu den peripher liegenden Rhabdomeren von
R1 bis R6, die sich iiber die gesamte Lénge des Ommatidiums erstrecken, sind die Mikro-
villisiume von R7 und R8 iibereinander angeordnet (R7 apikal, R8 basal, Abbildung 2.1)
und bilden ein zentrales Rhabdomer aus. Die Gesamtheit der Rhabdomere eines Omma-
tidiums wird als Rhabdom bezeichnet. Bei Drosophila sind, wie bei anderen Dipteren,
die einzelnen Rhabdomere durch extrazelluldren Raum separiert, der von einer intraom-
matidialen Matrix ausgefiillt ist. Diese Anordnung wird als offenes Rhabdom bezeichnet.
Von sieben benachbarten Rhabdomen sind die visuellen Achsen auf denselben Punkt der
Umwelt ausgerichtet. Wahrend die Axone von R1 bis R6 dieser Ommatidien mit dem glei-
chen visuellen Feld in der Lamina verschaltet werden, erfolgt die Verschaltung der Axone
der Photorezeptorzellen R7 und R8 erst im zweiten optischen Ganglion, der Medulla ob-
longata. Auferund der speziellen Anordnung der Sehzellen und der komplexen Art der
neuronalen Verschaltung zur Erhohung der Lichtempfindlichkeit wird dieser Augentyp als
neuronales Superpositionsauge bezeichnet (KIRSCHFELD, 1967).
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Komplexauges und Aufbau eines Omma-
tidiums (mikrovillarer Photorezeptor)
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2.2 Die visuelle Signaltransduktion in mikrovillaren

Photorezeptoren von Dipteren

Im Komplexauge von Dipteren lost einfallendes Licht, wie auch in lichtsensitiven Gewe-
ben, Organen, Organellen oder Membranbereichen anderer Organismen (z. B. Linsenauge
der Vertebraten, Paraflagellarkorper von Fuglena gracilis oder mikrobielle Rhodopsine,
(Bakterio-)Phytochrome und Kryptochrome als Lichtrezeptoren in Membranen von Pflan-
zen, Algen, Pilzen, Bakterien und Archaea), eine Kaskade von Transduktionsschritten aus.
Das Resultat in den Photorezeptoren von Dipteren ist eine Anderung der Tonenpermeabili-
tat der Photorezeptormembran, wodurch eine Membranpotentialdnderung generiert wird.
Die Phototransduktionskaskade im Komplexauge ist ein Paradigma fiir einen G-Protein-
gekoppelten Signalweg mit einer Phospholipase C3 als zentralem Effektor.

Der erste Schritt der Signaltransduktion ist die Absorption von Photonen durch den
Lichtrezeptor Rhodopsin. Wie andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ist Rhodopsin ein
Transmembranprotein und durchspannt mit sieben a-Helices die mikrovilldre Photorezep-
tormembran. Der Chromophor 3-Hydroxyretinal, ein Retinal-Derivat, ist iiber eine Schiff-
sche Base kovalent an das Apoprotein Opsin (in 7. Helix, bei Rhl an Lysin 319) gebunden
und ist parallel zur Membran orientiert (OVCHINNIKOV et al., 1982; APPLEBURRY AND
HARGRAVE, 1986). Die durch Absorption eines Lichtquants verursachte Isomerisierung des
Chromophors von 11-cis- zu all-trans-3-Hydroxyretinal induziert eine Konformationsénde-
rung des Opsins. Das photoaktivierte Rhodopsin (Metarhodopsin) koppelt an ein visuelles
heterotrimeres G-Protein, dessen a-Untereinheit zur Klasse der Gq-Proteine gehort. Visu-
elles Gaq wird in Drosophila retinaspezifisch exprimiert (LEE et al., 1990). Die Interaktion
mit Metarhodopsin stimuliert den Austausch von GDP zu GTP an der Gag-Untereinheit
und aktiviert damit das G-Protein, dessen Untereinheit Gaq vom Gfvye-Komplex disso-
ziiert. Im mikrovilliren Photorezeptor von Drosophila fungiert die a-Untereinheit Gaq
des aktivierten G-Proteins als Agonist fiir eine Phospholipase C3 (PLCg, Genprodukt
von norpA, BLOOMQUIST et al., 1988) durch direkte Bindung an das Enzym (BAHNER
et al., 2000). Die Interaktion zwischen Gaq und PLCgS ist bidirektional: PLCS wirkt fir
Gaq als GAP (GTPase aktivierendes Protein) und vermittelt so die Inaktivierung des
G-Proteins (CoOK et al., 2000). Die PLC/-katalysierte Reaktion hydrolysiert das Mem-
branlipid Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIP3) zu Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) (DEVARY et al., 1987). Sowohl IP3 als auch DAG sind intrazel-
luldre sekundére Botenstoffe und konnen individuell weitere biochemische Signalkaskaden
steuern. Im Endeffekt resultiert die Signalkaskade in der Offnung der Kationenkanile TRP
(Ca?"-selektiv, Einstrom bei hyperpolarisiertem Membranpotential: HARDIE AND MIN-
KE, 1992), TRPL (PHILLIPS et al., 1992, Ca?"-permeabler nicht-selektiver Kationenkanal:
Hu et al., 1994) und TRP~ (XU et al., 2000) in der Photorezeptormembran. Der genaue
Mechanismus der Signalleitung nach Aktivierung von PLCS bis hin zur Offnung der licht-
abhéngigen lonenkanéle ist nicht vollstdndig charakterisiert. Ks werden zwei kontrére Mo-

delle auf Grundlage der second messenger IPs (store-operated Ca?t entry-Modell) und
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DAG (DAG-Metabolisierung zu mehrfach ungesittigten Fettsduren, die die Kanalakti-
vierung vermitteln) diskutiert (siehe dazu Kapitel 2.3.2). Durch den hauptséichlich Na*-
und Ca?*-Tonen getragenen Tonenstrom entsteht ein depolarisierendes Rezeptorpotential
an der Photorezeptormembran. Die Terminierung der Photorezeptoraktivierung ist Vor-
aussetzung fiir eine erneute Aktivierung und erfordert die Inaktivierung aller beteiligten
Komponenten des Signalweges.
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Photorezeptorzelle Mikrovillire Membran: Phototransduktionskaskade

Abbildung 2.2: Schema der visuellen Signaltransduktionskaskade im Komplexauge von
Drosophila melanogaster

Dargestellt sind ausgewihlte Komponenten der Signalkaskade in einem Mikrovillus der Photorezeptor-
zelle. Rh: Rhodopsin, Gq: visuelles G-Protein, PLCS3: Phospholipase C3, ePKC: augenspezifische Prote-
inkinase C, INAD: inactivation no afterpotential D, TRP: transient receptor potential, TRPL: TRP-like,
TRP~: Protein der TRP-Familie, dFKBP59: Immunophilin FKBP59, PIPs: Phosphatidylinositol-4,5-
diphosphat, DAG: Diacylglycerol, PUFA: polyunsaturated fatty acids — mehrfach ungesittigte Fettsduren,
IP3: Inositol-1,4,5-triphosphat, SMC: submikrovillare Zisterne. Erlduterungen siehe Text.

2.3 Der INAD-Signalkomplex

Fiir das Verstdndnis der Signaltransduktion in lebenden Zellen ist die Entdeckung der Or-
ganisation von Komponenten der Transduktionskaskaden in supramolekularen Komplexen
von Bedeutung. Daten zur Organisation von Signalproteinen in Multienzymkomplexen
deuten auf eine Forderung der Verschaltung verschiedener Signalleitungsmechanismen
hin (MASLOV AND SNEPPEN, 2002). Die Komplexbildung erfolgt via Protein-Protein-
Interaktionsdoménen (z.B. PDZ, SH2 und SH3, PH, PTB, 14-3-3). Beispielsweise werden
durch 14-3-3-Proteine in Mammalia PKC, Raf und einige andere Signalproteine verankert
(AITKEN, 1995); Leonardo oder 14-3-3¢ (SWANSON AND GANGULY, 1992) ist ein Beispiel
eines Drosophila-Proteins dieser Familie und in die Photorezeptorentwicklung involviert
(KOCKEL et al., 1997). Multiproteinkomplexe sind neben der Signaltransduktion fiir ei-
ne Vielzahl an Funktionen von Bedeutung, darunter: Vesikel- und Proteintransport, En-
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dozytose, gezielte Proteolyse, Cytoskelettorganisation, Genexpression, Zellbewegung und
Axonleitung sowie Zellpolaritdt in Epithelien und neuronalen Zellen (Ubersicht: PAaw-
SON AND NASH, 2003). In Caenorrhabditis elegans vermittelt der LIN-2 / LIN-7 / LIN-10-
Komplex die Lokalisation der LET-23 Rezeptor Tyrosinkinase (RTK) in der basolateralen
Membran von polarisierten Vulva-Epithelzellen durch direkte Bindung der LET-23 RTK
an ein konserviertes Bindungsmotiv, das auch in Mammalia zu finden ist (KAECH et al.,
1998; LET-23 ist ein EGF-Rezeptor). Beispiele grofier bekannter Proteinkomplexe sind
das Inflammasom oder die ,,postsynaptische Dichte an neuronalen Synapsen, die die den-
dritische Antwort auf Neurotransmissionen kontrolliert (detaillierte Ubersichten: PAWSON
AND NASH, 2003).

Am Beispiel des INAD-Signalkomplexes wird neben héherer Geschwindigkeit der Signal-
wandlung die Sensitivitdt und Spezifitét von Signalwegen als Ziel der Organisation von
Proteinen in Komplexen diskutiert (TSUNODA AND ZUKER, 1999). In ,Synaptosomen®
bindet, zum Beispiel, ausschliellich ePKC an F-Aktin (MOCHLY-ROSEN AND GORDON,
1998). Durch Verankerung und damit restriktive subzelluldre Organisation kénnen Si-
gnalkomponenten vielfdltig und spezifisch eingesetzt werden. Proteinkinase C (PKC)-
Isoformen zeigen trotz begrenzter Substratspezifitdt und Aktivatorsensitivitit isoforms-
pezifische Funktionen (MOCHLY-ROSEN AND GORDON, 1998).

Die Entdeckung, dass auch in die Phototransduktion involvierte Proteine sich nicht frei
in der Photorezeptormembran bewegen sondern iiber das Geriistprotein INAD in einem
heteromeren Multiproteinkomplex organisiert sind (HUBER et al., 1996a; TSUNODA et al.,
1997; CHEVESICH et al., 1997), fiihrte zu neuen Vorstellungen {iber die Aktivierung, Re-
gulation und Deaktivierung der visuellen Signaltransduktion im mikrovilliren Photore-
zeptor von Dipteren. Der INAD-Signalkomplex besteht aus vier integralen Bestandtei-
len: dem multivalenten Gertistprotein INAD, der PLCS, dem lichtabhéngigen Ionenkanal
TRP sowie ePKC, einer augenspezifischen Proteinkinase C. Die Assoziation von ePKC mit
TRP iiber INAD impliziert eine funktionelle Relevanz der Proteinkinase fiir die Aktivie-
rung/Deaktivierung und Regulation des Ionenstroms durch den Ionenkanal, zumal sowohl
TRP als auch das Geriistprotein INAD Substrat der komplexassoziierten ePKC sind (Hu-
BER et al., 1996b; L1U et al., 2000). Dariiber hinaus wird die temporire oder dauerhafte
Assoziation von einer Reihe weiterer an der Phototransduktion beteiligter Komponenten
diskutiert (zum Beispiel Rhodopsin, TRPL: XU et al., 1998 oder ninaC-Genprodukt: WES
et al., 1999; siche Kapitel 2.3.5).

2.3.1 Das Geriistprotein INAD

Das von PAK et al., 1970 im Rahmen einer Suche nach Mutanten mit abnormalen Elek-
troretinogrammen elektrophysiologisch als INAD (inactivation no afterpotential D: ver-
dnderte Rezeptordeaktivierung, kein verlédngertes Nachpotential) charakterisierte Prote-
in umfaft fiinf PDZ-Doménen (TSUNODA et al., 1997, schematische Darstellung in Ab-
bildung 2.3). PDZ-Doménen (auch DHR: Discs-large homologous regions oder GLGF:

Gly-Leu-Gly-Phe-Motiv) sind 80-100 Aminosiuren lange Sequenzmotive, die Protein-
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Protein-Interaktionen vermitteln. Sie interagieren vorzugsweise mit duflersten C-Termini
definierter Konsensussequenz. Ebenso wurde allerdings die Interaktion mit internen Se-
quenzen beschrieben (VAN HUIZEN et al., 1998; HILLIER et al., 1999). Namensgebend fiir
PDZ-Doménen sind die drei Proteine, bei denen dieser Doménentyp erstmals beschrie-
ben wurde: post synaptic density (PSD-95), Discs-large (DLG) und zonula occludens-
1 (zo-1). PDZ-Doménen lassen sich nach ihren Erkennungskonsensusmotiven (Spezifitét
fiir Bindung verschiedener Peptidliganden) in zwei Klassen unterscheiden. PDZ-Doménen
vom Typl erkennen bei Interaktionspartnern das C-terminal gelegene Konsensusmotiv
S/T-X-V /I/L, wobei X fiir eine beliebige Aminoséure steht (S—Serin, T—Threonin, V-
Valin, I-Isoleucin, L-Leucin). Die Interaktion erfolgt zwischen dem Histidinrest der PDZ-
Doméne und dem Threonin / Serin des Bindungspartners (SONGYANG et al., 1997). Das
Erkennungsmotiv von PDZ-Doménen Typll lautet ¢-X-¢, wobei ¢ eine grof3e, hydropho-
be oder aromatische Aminosdure am C-Terminus des Bindungspartners bezeichnet. Hier
interagiert ein Valinrest der PDZ-Doméne mit Tyrosin / Phenylalanin des gebundenen
Peptids (DANIELS et al., 1998). Fiir einige PDZ-Doménen wurde Dimerisierung beschrie-
ben. Diese Interaktion erfolgt iiber eine 30 Aminoséuren lange C-terminale Ausdehnung
der PDZ-Doméne, die einen -hairpin-Finger bildet, dessen erster Strang die C-terminale
Struktur eines Peptidliganden nachahmt (HILLIER et al., 1999; TOCHIO et al., 1999). Die
exakte Struktur von PDZ-Doménen ist beschrieben bei HATA et al., 1998; MORAIS CAB-
RAL et al., 1996 und DOYLE, 1997. Auch fiir INAD ist die Interaktion mit einem weiteren
INAD beschrieben, wobei homo- und heterophile Interaktionen der PDZ-Doménen 3 und
4 vorkommen (XU et al., 1998; FANNING AND ANDERSON, 1999).

362 449 485 577 580 665

674 AS mit 74,3 kDa

Abbildung 2.3: INAD von D. melanogaster in schematischer Darstellung

Die Struktur von INAD mit der Lage der fiinf PDZ-Doménen (PDZ1-PDZ5) wurde nach TSUNODA et al.,
1997 dargestellt, wobei die Zahlen die Aminosdurepositionen angeben. S (Serin) und T (Threonin) indi-
zieren potentielle Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinase C. Die Phosphorylierungsstellen wurden mit
dem Programm phosphorylation site prediction for sequence (http://cbs.dtu.dk/htbin/pbase_predict.pl)
unter Verwendung des PROSITE PKC-Musters ermittelt.

Die PDZ-Doménen von INAD erkennen die Bindungsmotive sowohl vom Typl (PDZ2,
PDZ3, PDZ4) als auch vom Typ II (PDZ1). Fir PDZ2 ist die Interaktion mit ePKC be-
schrieben (ADAMSKI et al., 1998; KUMAR AND SHIEH, 2001). PDZ3 bindet TRP (SHIEH
AND ZHU, 1996; VAN HUIZEN et al., 1998) und dariiber hinaus auch ePKC (WES et al.,
1999). Die vierte PDZ-Doméne interagiert entweder mit TRP (WES et al., 1999) oder
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assoziiert mit ePKC (WES et al., 1999; TSUNODA et al., 1997). Die Typ II-Doméne PDZ1
interagiert mit PLCA (VAN HUIZEN et al., 1998; XU et al., 1998) unter Ausbildung ei-
ner Disulfidbriicke (KIMPLE et al., 2001). Fir INAD-PDZ5 wurde dariiber hinaus eine
Interaktion mit PLCA gezeigt (TSUNODA et al., 1997), die auf einer Interaktion mit ei-
ner unbestimmten internen Sequenz beruht (VAN HUIZEN et al., 1998). INAD-PDZ1 wird
ferner im Zusammenhang mit Membranassoziation diskutiert (TSUNODA et al., 2001).
Experimentelle Belege der Ligandenbindung an die einzelnen PDZ-Doménen von INAD
weisen auf Variationen beziehungsweise Mehrfachbindungen einzelner Komponenten hin;
PLCS3 zum Beispiel zeigt eine C-terminale Interaktion mit PDZ1 sowie PDZ5-Assoziation
iiber ein internes Motiv innerhalb der Gqa-Interaktionsstelle (VAN HUIZEN et al., 1998,
weitere Interaktionen: SHIEH AND ZHU, 1996; TSUNODA et al., 1997; ADAMSKI et al.,
1998; XU et al., 1998; WES et al., 1999).

Die Redundanz der potentiellen Interaktionsstellen einzelner Komplexmitglieder sowie die
Interaktion von INAD-Proteinen untereinander werden als Belege fiir Modelle der Bildung
von makromolekularen Signalkomplexeinheiten (Transducisome, TSUNODA et al., 1997)
beziehungsweise Signalnetzwerken (signaling plex: L1 AND MONTELL, 2000) interpretiert.
Dabei kommt INAD mit seinen fiinf PDZ-Doménen als Gertistprotein eine zentrale Rol-
le zu (Ubersichtsartikel: HUBER, 2001). INAD besitzt dariiber hinaus eine Calmodulin-
Bindungsstelle zwischen PDZ1 und PDZ2, die im Zusammenhang mit Ca?T-abhéngiger
Regulation diskutiert wird (XU et al., 1998). Eine Assoziation mit NINAC Myosin III im-
pliziert eine Interaktion zwischen INAD und dem cytoskelett (WES et al., 1999, siehe Ka-
pitel 2.3.5). Funktional wirkt INAD als regulatorische Untereinheit des TRP-Ionenkanals
(SHIEH AND ZHU, 1996). Das Protein ist in die negative feed back-Regulation der Photo-
transduktionskaskade involviert. Es ist als Mitglied des Kernkomplexes neben TRP auch
fiir die dauerhafte Verankerung des Signalkomplexes in der rhabdomerischen Membran
verantwortlich (L1 AND MONTELL, 2000). Dabei werden TRP und INAD unabhingig
voneinander zur Membran transportiert, jedoch in Abwesenheit des jeweils anderen Inter-
aktionspartners nicht stabil verankert. Eine intrinsische Membranassoziation von INAD
wird moglicherweise durch PDZ1 vermittelt, da INAD in Zellkultur ePKC co-lokalisiert
(TSUNODA et al., 2001).

2.3.2 TRP — Lichtabhingiger Kationenkanal der
TRP-Proteinfamilie

Das integrale Membranprotein transient receptor potential (TRP, MONTELL AND RuU-
BIN, 1989; WONG et al., 1989) wurde funktional als Ionenkanal identifiziert. Der Kanal
ist Ca?"-selektiv und operiert in Abh#ngigkeit von Licht (HARDIE AND MINKE, 1992).
Fiir die Assoziation von TRP mit INAD und damit dem Signalkomplex werden zwei im
C-terminalen Bereich lokalisierte Sequenzmotive diskutiert, zum einen ein distal vom C-
Terminus gelegenes PDZ-Interaktionsmotiv (Aminosdure 1264—-1266: 12 AS distal vom
COOH-Terminus, Typl; SHIEH AND ZHU, 1996) fiir die Bindung an Doméne 3 sowie die
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vier C-terminalen Aminoséuren von TRP (L1 AND MONTELL, 2000).

Fiir TRP-Proteine wird angenommen, dass es sich um strukturelle Komponenten von
Ca?"-Einstromkanilen handelt (SELINGER et al., 1993; BIRNBAUMER et al., 1996). Die
Proteinfamilie der TRP-Tonenkanéle ist durch gemeinsame Merkmale der Primérstruk-
tur charakterisiert (Zusammenstellung: CLAPHAM et al., 2001). Monomeres TRP enthélt
sieben hydrophobe Segmente. Sechs davon durchspannen die Membran mutmaflich als
Transmembrandoménen (S1-S6), wie aus Analogievergleichen zu spannungsgesteuerten
K*-Kanélen bei Vertebraten (CLAPHAM et al., 2001) beziehungsweise zu spannungsge-
steuerten Ca®"- und Na™-Kanaltransmembrandoménen (BOULAY et al., 1997) und Muta-
genesestudien abgeleitet wurde. Die Analogievergleiche legen dariiber hinaus eine Tetra-
merisierung von TRP zur Bildung eines funktionsfdhigen Kanals nahe. Die Kanalpore wird
dabei von den Aminosiduren gebildet, die sich jeweils zwischen der 5. und 6. Transmem-
branregion befinden. Zwischen den Mitgliedern der TRP-Familie bestehen die gréfiten Un-
terschiede im C-terminalen Bereich. Den héchsten Konservierungsgrad erreichen Segmente
in der S6-Transmembrandoméne, die vermutlich die grofite Bedeutung fiir die Kanalsteue-
rung besitzt. Dariiber hinaus zeigt die Primérstruktur von TRP-Kanilen am intrazellula-
ren N-Terminus ankyrindhnliche Sequenzen (Ankyrin: Adaptormolekiil zur Kopplung von
Membranproteinen an das Spektrin-basierte Membrancytoskelett). Die Anzahl variiert
zwischen einzelnen Unterfamilien: 2—4 Elemente bei kurzen und osm-9-dhnlichen TRPs,
keine bei Mitgliedern der M-Familie (lange TRPs). Kurze und lange TRP-Proteine be-
sitzen dariiber hinaus eine prolinreiche, zytosolische Region im proximalen C-terminalen
Bereich (CLAPHAM et al., 2001). Gemeinsam ist den Proteinen der TRP-Familie (Aus-
nahme: osm-9-dhnliche TRP-Proteine) eine TRP Doméne, ein 25 aminosiurenumfassendes
hochkonserviertes Segment lokalisiert im Anschlufl an die sechste Transmembrandoméne
(MONTELL et al., 2002). Sequenzahnlichkeiten unterteilen die TRP-Proteine (von Mam-
malia) in die Unterfamilien lange (oder Melastatin- = M), kurze (= C) und osm9- (oder
Vanilloid- = V) &hnliche TRP-Proteine (HARTENECK et al., 2000). Weitere Subfamilien
sind TRPP und TRPML mit entfernter Verwandtschaft (nach den Griindungsmitglie-
dern der jeweiligen Subfamilie PKD2 beziehungsweise Mucolipidin, MONTELL, 2001). In
Fliegen und Wiirmern ist dariiber hinaus noch TRPN beschrieben (z.B. Mechanosen-
sor NOMPC), eine TRP-Subfamilie mit einer grofien Anzahl Ankyrinrepeats (MONTELL
et al., 2002). NOMPC wurde kiirzlich auch fiir Vertebraten beschrieben (zum Beispiel
Zebrafisch, SID1 et al., 2003). Als Aktivierungsmechanismus gilt bei kurzen TRPs die
rezeptorvermittelte Stimulation von PLC-Aktivitdt, bei langen TRP-Proteinen ist der
Offnungsmechanismus unbekannt. Osm9-&hnliche TRPs antworten auf physikalische oder
chemische Stimuli.

Drosophila-TRP (DmTRP) und der zweite lichtabh&ngige Ionenkanal der Diptere, Dm-
TRPL, sind die zuerst beschriebenen Mitglieder der TRP-Proteinfamilie. Drosophila-
TRP und DmTRPL zdhlen zu den kurzen TRP-Kanilen. Sequenzanalysen ergeben fiir
Drosophila-TRP folgende Strukturmotive (Vergleich: Abbildung 2.4):

Kationenkanal-typische Transmembranregionen, eine TRP-Doméne (ein Motiv aus drei
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Abbildung 2.4: Strukturmodell von D. melanogaster-TRP

Die Aminosiurepositionen der sechs Transmembrandoménen (1-6) von TRP sind durch Zahlen ge-
kennzeichnet. Durch Alignments von DmTRP, DmTRPL, AnophelessTRP1, 2, 3 sowie Maus-TRPC1
und TRPC2 wurde ihre Lage verifiziert. Die Position potentieller PKC-Phosphorylierungsstellen
(S—Serin, T-Threonin), bestimmt mit dem Programm phosphorylation site prediction for sequence
(http://cbs.dtu.dk/htbin/pbase_predict.pl) unter Verwendung des PKC-PROSITE-Konsensusmotivs, ist
ebenfalls angegeben.

Weiterhin wurden folgende Strukturmerkmale kenntlich gemacht: *: potentielle ePKC-Phosphory-
lierungsstelle konserviert zur Sequenz von C. vicina-TRP; Ank: Ankyrin (Adaptormolekiil, das die Kopp-
lung von Membranproteinen an das Spektrin-basierte Membrancytoskelett vermittelt); CaM: Calmo-

dulin, in Verbindung mit einer putativen Bindungsstelle; **: neunfache Wiederholung des Motivs

DKDKKP(G/A)(D/A); ***: PDZ-Doméinen-Interaktionsmotiv.

Elementen, das eine Signatur fiir Proteine der TRP-Familie bildet; INTERPRO-Accession
No: PR01097), drei Ankyrin-Motive sowie ubiquitin-dhnliche Bereiche (Referenzen: Fly-
base). Im ebenfalls intrazelluldr gelegenen C-Termimus befinden sich eine Calmodulin-
Bindungsstelle, eine prolinreiche Region (wird in Zusammenhang mit [Thapsigargin-indu-
zierbarem) kapazitativem Ca*"-Einstrom [CCE] gebracht, siehe VACA et al., 1994) sowie
eine neunfache Wiederholung des hydrophilen Motives DKDKKP-(G /A)(D /A) (HUBER
et al., 1996a). Die Primérstruktur von DmTRP enthélt 18 potentielle Konsensusmotive
fiir PKC, zehn davon sind zwischen Calliphora vicina und Drosophila konserviert. Auf-
fallig ist eine Haufung im Intrazellularbereich am C-Terminus. Die Bedeutung der TRP-
Phosphorylierung (HUBER et al., 1996a; HUBER et al., 1998 fiir TRP von C. vicina; L1C
et al., 2000 fir DmTRP) durch ePKC, die mit TRP im INAD-Signalkomplex assembliert
ist, wurde bisher nicht geklédrt. Vermutet wird eine Inaktivierung des TRP-Kanals (HAR-
DIE et al., 1993; ADAMSKI et al., 1998). Moglicherweise dndert sich die Kanalkonformation
in Abhéngigkeit vom Phosphorylierungszustand und blockiert die Kanalpore.

Ionenkanéle liegen vielfach nicht in Form von Mono- oder Homomultimeren in Membra-
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nen vor, sondern sind mit anderen Proteinen zu heteromeren Komplexen verbunden. Ein
store operated (siehe unten), auswérts gerichteter Strom bei gemeinsamer rekombinanter
Expression von TRP und TRPL (in HEK 293T-Zellen), der bei singuldrer Expression
einer der Kanéle nicht mefibar ist, legt eine heteromultimere Assoziation von TRP und
TRPL nahe (XU et al., 1997). Gestiitzt, jedoch modifiziert wird diese Hypothese von
Daten die zeigen, dass nicht-INAD-gebundenes TRP nur in Anwesenheit von TRPL zur
Photoantwort beitragt (LEUNG et al., 2000).

Der Einstrom von Ca®" und Na' vermittelt durch TRP (und TRPL) depolarisiert die Pho-
torezeptorzelle. In Fliegen, mutant fiir TRP, &ndert sich der elektrophysiologische Phéno-
typ von einer anhaltenden in eine transiente Lichtantwort. Kapazitativer Ca?*-Einstrom
(store-operated Ca®* entry), wonach Ca?* aus intrazelluldren Speichern (submikrovillire
Zisternen: ER direkt hinter mikrovilldrer Photorezeptormembran) mobilisiert wird und die
Aktivierung der Ionenkanile vom Ca?"-Status (Fiillungszustand) dieser Speicher abhéngt,
wird als ein Modell fiir den noch nicht detailliert geklédrten Aktivierungsmechanismus dis-
kutiert. Aus extrazelluliren Bereichen einstrémendes Ca?t regeneriert die intrazelluldren
Speicher demnach. Das Modell wurde aus dem Zeitverlauf der TRP-abhéngigen Stréome in
Drosophila abgeleitet (HARDIE AND MINKE, 1992). Die Kopplung dieses postulierten Me-
chanismus an den sekundéren Botenstoff IP3, der im Prozess der TRP-Aktivierung durch
PLCp-Aktivitéat freigesetzt wird, widerspricht die Charakterisierung von IP3-Rezeptor-
Mutanten, die keine Defekte in der Phototransduktion aufweisen (ACHARYA et al., 1997;
RAGHU et al., 2000a). SWATTON et al., 2001 zeigten, dass es in D. melanogaster nur einen
IP3-Rezeptor gibt. Fin kontréres Modell favorisiert die Involvierung des zweiten von PLCS
gebildeten Botenstoffes DAG in die Aktivierung der lichtabhingigen lonenkanéle. Postu-
liert wird eine direkte Aktivierung der Kanéle durch mehrfach ungeséttigte Fettsduren
(PUFAs), die sich aus DAG metabolisieren lassen (CHYB et al., 1999). Arachidon-, Linol-
und Linolenséaure, mehrfach ungeséittigte Fettsduren, aktivieren rekombinant in Drosophi-
la S2-Zellen exprimiertes DmTRPL ebenso wie TRP- und TRPL-Kanéle in vivo (CHYB
et al., 1999). Die direkte Aktivierung der Kanéle durch PUFAs wird allerdings durch Ar-
beiten zum Einfluf3 von metabolischem Stress auf den Aktivierungsmechanismus in Frage
gestellt (Ubersicht: MINKE AND AGAM, 2003). Metabolischer Stress fiihrt zum Abbau
von zellulirem ATP. Im Dunkeln kann dadurch eine konstitutive Aktivitdt von DmTRP
und DmTRPL ausgelost werden. Dieser Aktivierungsmodus beeinflut ein Stadium der
Phototransduktionskaskade, das unterhalb der PLC-Aktivierung im Signalweg liegt. PU-
FAs (Linolensdure und andere langkettige Fettsduren) wirken als effiziente mitochondriale
Entkoppler, die zum ATP-Abbau in der Zelle fithren konnen. Die PUFA-vermittelte Ak-
tivierung von TRP und TRPL kénnte demnach indirekt iiber einen unbekannten ATP-

abhéngigen Mechanismus erfolgen.

2.3.3 Phospholipase C3 (PLCp5)

Der Begriff Phospholipase C (PLC) bezeichnet Phosphodiesterasen, die die Spaltung von
PIP;y (Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat, einem Membranphospholipid) katalysieren.
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Diese hydrolytische Spaltung generiert 16sliches IP3 (Inositol-1,4,5-triphosphat) und mem-
branstindiges DAG (Diacylglycerol). IPs fithrt zur Freisetzung von Ca®" aus intrazellu-
laren Speichern, wie beispielsweise Untersuchungen der TP3-Rezeptoren einer embryona-
len Zelllinie von Drosophila melanogaster zeigen (SWATTON et al., 2001). DAG aktiviert
verschiedene Isozyme der Proteinkinase C-Familie. PKC-Isozyme sind in verschiedene Si-

gnaliibertragungsprozesse involviert.

3 Bindungsdomine Gqo. l FCA
PDZ Typll-Inter-
aktionsmotiv

1095 AS mit 124,8 kDa

Abbildung 2.5: Modell der norpA-kodierten Phospholipase C3

Gekennzeichnet sind die funktionellen Regionen durch PH: Pleckstrin-Homologie-Domine (rund
100AS, PIP;-Bindung), EF: Helix-Turn-Helix-Doméine (Ca?"-bindende Domiinen), C2-Domiine:
Ca?* / Lipidbindungsdoméine (Ca®T-abhingige Phospholipidbindung oder IP4-Bindung; Ubersicht:
PROSITE- Pattern unter http://www.expasy.ch/) und Gga: a-Untereinheit des visuellen G-Proteins.

Die Unterteilung der PLC-Isozyme erfolgt nach Primérstruktur und Regulationsmodus
(Ubersicht in: CLAPHAM et al., 2001). Phospholipasen C werden in vier Subklassen un-
terteilt (CULLEN, 2001): PLCg3, PLC~, PLCS und PLCe, wobei PLCe erst 2001 charak-
terisiert wurde (SINGER et al., 2002). Gemeinsam sind den Phospholipase C-Isozymen
verschiedene Doménen: eine PH (Pleckstrin-homologe)-Doméne, vier EF-Hand-Motive,
die katalytische Doméne und eine C2-Doméne. PH-Doménen sind Sequenzen von rund
100 Aminoséduren, die in vielen Signalmolekiilen vorkommen. Die Funktion von Pleckstrin
ist unbekannt. Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass PH-Doménen spezifisch PIP,
binden (GST-PH-PLCé: RAUCHER et al., 2000; GST-PH-Grpl, GST-PH-DAPP1: FER-
GUSON et al., 2000; EGFP-PH-PLC4, DsRed-PH-PLC§: ZIMMERMANN et al., 2002). Prin-
zipiell sind PH-Doménen Substrat von PKC. Als EF-Hinde werden Ca?*-bindende Do-
ménen bezeichnet, die ebenso als Helix-Turn-Helix-Doménen bekannt sind.
Charakteristisch fiir Phospholipasen C/3 ist eine C-terminale Region mit signifikanten Se-
quenzhomologien iiber eine Spanne von etwa 250 Aminosiuren. Diese Region bindet spezi-
fisch Gag-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine und ist somit in die Aktivierung von
PLCS involviert (SINGER et al., 1997; SINGER et al., 2002). Inwieweit diese carboxytermi-
nale Region die GAP-Aktivitdt von PLCG vermittelt, ist nicht eindeutig geklért. Jiingste
Strukturanalysen der C-terminalen Doméne deckten auf, dass die Region drei Helices
ausbildet, die als Uberstruktur eine coiled coil-Form annehmen. Uber diese Struktur wer-
den PLCS-Dimere ausgebildet, die zur simultanen Bindung zweier Gaqg-Untereinheiten
befdhigt sind. Moglicherweise 148t sich iiber diese Effektordimerisierung ein Regulations-
mechanismus fiir G-Protein-gekoppelte Signalwege ableiten (SINGER et al., 2002).

Die PLCS (EC 3.1.4.11) im mikrovilliren Photorezeptor von Drosophila wird von dem
norpA-Gen (no receptor potential A) kodiert (BLOOMQUIST et al., 1988). NorpA ist ein
Homolog von PLC-$4 (KIMPLE et al., 2001). Der Phinotyp von norpA-Nullmutanten
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war bereits zuvor von PAK et al., 1970 und HOTTA AND BENZER, 1970 charakterisiert
worden: die elektrophysiologischen Ableitungen weisen kein Rezeptorpotential auf. Dem-
nach kommt dem Enzym eine herausragende aktivierende Rolle in der Phototransduktion
zu. PLCg ist ein integraler Bestandteil des INAD-Signalkomplexes und kann in diesem
durch Bindung an INAD co-immunpréazipitiert werden (HUBER et al., 1996a; TSUNODA
et al., 1997). Die Assoziation von PLCS mit INAD erfolgt iiber das C-terminale PDZ-
Typll-Erkennungsmotiv FCA in PLCG (SHIEH et al., 1997) an die erste (VAN HUIZEN
et al., 1998; XU et al., 1998) und/oder finfte (TSUNODA et al., 1997; VAN HUIZEN et al.,
1998) PDZ-Doméne von INAD. Abweichend von TSUNODA et al., 1997 charakterisiert
VAN HUIZEN et al., 1998 die Bindung von INAD-PDZ5 an eine PLCS-interne Region, die
mit der G-Proteinbindungssequenz iiberlappt. Verglichen mit weiteren Interaktionspart-
nern von INAD weist die Assoziation von PLCS und INAD weitere Besonderheiten auf.
Beide Proteine werden neben der PDZ-Doménen-Interaktion kovalent durch eine Disul-
fidbriicke (INAD-Cyss; und PLCS-Cysyg94: KIMPLE et al., 2001) verkniipft.

Es wurde gezeigt, dass transgen exprimierte PLCS ohne INAD-Assoziation ein abnormales
ERG (Elektroretinogramm) verursacht (langsamere Kinetik), was auf eine Regulation der
Aktivierung und Deaktivierung durch INAD-Kopplung schliefen 148t (SHIEH et al., 1997).
Die Assoziation von PLCS mit ePKC im INAD-Signalkomplex 146t eine Regulation ver-
muten, zumal D. melanogaster-PLCG 15 Konsensusmotive fiir PKC-Phosphorylierungen
aufweist. In in vitro-Phosphorylierungsexperimenten am INAD-Signalkomplex sowohl von
C. vicina (HUBER et al., 1998) als auch von D. melanogaster ( L1U et al., 2000) wurden
jedoch keine Hinweise fiir PLCG-Phosphorylierung durch ePKC gefunden.
NorpA-kodierte PLC/ ist, unabhéngig vom adaptierten Lichtzustand, hauptsédchlich mem-
branassoziiert (MCKAY et al., 1994).

2.3.4 ePKC: die augenspezifische Proteinkinase C

Der im elektrophysiologischen Phénotyp als inaC' auffilligen Mutante von Drosophila
(Fehlen eines verldngerten Nachpotentials und Inaktivierung des Rezeptors) fehlt eine
Proteinkinase C, die spezifisch in Photorezeptorzellen exprimiert wird (ePKC, SCHAEF-
FER et al., 1989). Die Familie der PKCs umfafit verwandte Serin- / Threoninkinasen, die
sich hinsichtlich ihrer Substratspezifitédt und Aktivatorsensitivitdt nur geringfligig unter-
scheiden. Aktiviert werden PKCs iiber einen Lipid-second messenger. Die Aktivierung der
meisten Mitglieder der PKC-Familie ist abhingig von Phosphatidylserin (PS) und DAG
sowie in verschiedenem Ausmafl von Ca?t. Aus Homologie und Aktivatorsensitivitit ergibt
sich die Aufgliederung in mindestens drei PKC-Subfamilien (Ubersicht: MOCHLY-ROSEN
AND GORDON, 1998). Klassische oder cPKCs (dazu zihlen «, 81 und 11, zwei alternative
Spliceformen mit 50 AS Sequenzvariation, und +) enthalten vier homologe Doménen (C1,
C2, C3, C4), die durch isozymspezifische variable (V-) Regionen unterteilt werden. Thre
Aktivierung ist abhingig von Ca?t, PS und DAG oder Phorbolester. Neuen oder nPKCs
(8, &, m, 0) fehlt die C2-Doméne. Die Aktivierung ist Ca®"-unabhiingig. Der Familie der
atypischen oder aPKCs (¢, A/7) fehlt die Homologiedoméne C2 sowie eine Hélfte von
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C1. Atypische PKC sind unabhingig von DAG, PS und Ca?*. PKCp oder auch PKD
entspricht keiner der bisher genannten PKC-Familien. PKCpu ist phospholipidabhéngig,
Ca?*-insensitiv und wird durch Phorbolester aktiviert. Sie enthilt zwei einzigartige hy-
drophobe Doménen im N-terminalen Bereich (putative Transmembransequenzen), besitzt
eine putative Pleckstrin-Homologiedoméne sowie eine abweichende katalytische Doméne.
InaC (ePKC) zihlt zu den klassischen, Ca®"-aktivierten PKCs, wie die strukturelle Unter-
teilung in C1—C4 und die entsprechenden V-Bereiche zeigt (Abbildung 2.6, EC 2.7.1.37).
Die Ca?*-abhiingige Aktivierung sowie die ePKC-Aktivierung durch S-Phorbol-12-myristyl-
13-acetat (PMA, DAG-Ersatz) und PS wurden experimentell gezeigt (SANDER, 1996). Ka-
talysiert wird die Ubertragung einer y-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP)
auf das Substrat. Spezifisch fiir ePKC ist die Kopplung der in vivo-Aktivitdt an die As-
soziation von ePKC an INAD (ADAMSKI et al., 1998). Fir ePKC, sowohl von D. me-
lanogaster als auch von C. wvicina, ist das Vorhandensein einer PKC-typischen Pseudo-
substratsequenz am Beginn der regulatorischen Domé&ne beschrieben (SANDER, 1996).
Pseudosubstratregionen werden als Autoinhibitorsequenzen fiir die katalytische Doméne

beschrieben.
active site  (C4
PseudosubstratY ]2] 1% 491 503 V5
DAG-i /PE- -und Phosphat- Substratbin-
m RKGAMKRK III/ paat- TII
57 64 Bmd‘un& 5 Bmdun |ndur1 Transfer-Region dungsstelle Pl)m-lntcr—
71 186 206 205 377 Proteinkinase-Domidne  bis 629 aktionsmotiv

700 AS mit 79,8 kDa

Abbildung 2.6: Strukturmodell von ePKC (EC 2.7.1.37)

Dargestellt ist die funktionelle Struktur mit Zahlenreferenz der Aminosdurepositionen, wobei DAG: Dia-
cylglycerol, PE: Phorbolester (kann DAG ersetzen), PS: Phosphatidylserin, V1-V5: variable Regionen
und C1-C5: konservierte Regionen kennzeichnet.

Sowohl TRP als auch INAD sind ePKC-Substrate (HUBER et al., 1996a; HUBER et al.,
1998; L1u et al., 2000), nicht aber die ebenfalls im INAD-Signalkomplex assoziierte PLCS3
(L1u et al., 2000), obwohl auch sie potentielle PKXC-Phosphorylierungsstellen (Erken-
nungssequenz: PROSITE-Pattern X-S/T-X-R/K) aufweist (siche 2.3.3). Die Bedeutung
der Phosphorylierungen ist bisher nicht gekldrt. Vermutet wird eine Deaktivierung der
Rhodopsin-vermittelten Signaltransduktion (RANGANATHAN et al., 1991), speziell eine
Inaktivierung des TRP-Kanals (ADAMSKI et al., 1998; HARDIE et al., 1993). Ebenfalls
nicht geklart ist, wieviele und welche der 18 potentiellen Phosphorylierungsstellen in
Drosophila-TRP (10 davon sind zwischen C. vivina und D. melanogaster konserviert)
i viwo phosphoryliert werden oder ob es bei mehreren Phosphorylierungen eine bevor-
zugte Reihenfolge beziehungsweise Abhéngigkeit gibt (Beispiel Proteinkinase CKI: N-
terminales S /T muss phosphoryliert sein oder Proteinkinase GSK3: C-terminal und 4 S
miissen praphosphoryliert sein). Die Funktion der INAD-Phosphorylierung liegt ginzlich
im Dunkeln, eventuell besteht ein Zusammenhang mit der negativen feedback requlation
von INAD (SHIEH AND ZHU, 1996). Aber auch hier ist nicht beschrieben, welche der
sieben (RFLP-Referenz: AE003458) potentiellen Phosphorylierungsstellen, die dem PKC-
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Konsensusmotiv (PROSITE-Pattern: X-S/T-X-R /K) entsprechen, in vivo durch Phos-
phatgruppen modifiziert werden.

Inaktive PKCs mit vornehmlich cytosolischer Lokalisation werden durch ihre hydropho-
ben, membranlokalisierten Aktivatoren im aktivierten Zustand mit der Plasmamembran,
Cytoskelettelementen, Kernen oder anderen subzelluldren Bestandteilen assoziiert. Die
PKC-Lokalisation ist abhingig von der Bindung an spezifische Ankermolekiile (RACK-
Receptor for activated C-kinase, RICK—Receptor for inactive C-kinase isozymes), die selbst
keine PKC-Substrate sein miissen. Finige PKC-bindende Proteine, die mit PKC {iber
Phosphatidylserin (PS) oder Lipidbriicken verbunden sind (C2-Doméne oder bei nPKC
variable Region), stellen auch Substrate der PKC dar. INAD verankert inaktive ePKC
und kann somit eine Funktion als ePKC-selektiver RICK haben. Fehlt die Bindung an
INAD wird ePKC proteolytisch abgebaut. Neben der Verankerung von PKC in der Nihe
zum Aktionsort im Rhabdomer scheint eine weitere Rolle von INAD der Schutz von ePKC
vor zelluldren Proteasen zu sein (MOCHLY-ROSEN AND GORDON, 1998). Die Selektivi-
tdat von INAD fiir ePKC im Vergleich zu anderen PKC-Isozymen sowie die aktivierungs-
oder PMA-induzierte Freisetzung der ePKC von INAD wurde bisher nicht beschrieben
(MOCHLY-ROSEN AND GORDON, 1998). Anzumerken ist, dass die in vivo-Aktivitdt von
der ePKC-Assoziation mit INAD abhéngig ist (ADAMSKI et al., 1998).

2.3.5 Weitere Assoziationspartner

Neben den vier Hauptkomponenten des INAD-Signalkomplexes (TRP: SHIEH AND ZHU,
1996, ePKC: HUBER et al., 1996b; ADAMSKI et al., 1998; XU et al., 1998, PLC3: HUBER
et al., 1996a; CHEVESICH et al., 1997 und INAD: HUBER et al., 1996a; TSUNODA et al.,
1997) wird eine Reihe von Proteinen als weitere Interaktionspartner des Signalkomplexes
diskutiert. Dazu zdhlen der Lichtrezeptor Rhodopsin (CHEVESICH et al., 1997; XU et al.,
1998; Interaktion mit PDZ3 und PDZ4), ein zweiter lichtabhdngiger Ionenkanal TRPL
(XU et al., 1998; Interaktion: PDZ3 und PDZ4), Calmodulin (CHEVESICH et al., 1997;
XU et al., 1998) und das NINAC-Genprodukt (Myosin I1I: WES et al., 1999; Interaktion:
PDZ1). Die INAD-Bindungspartner lassen sich in drei Klassen einteilen (L1 AND MON-
TELL, 2000): Klasse I-Bindungspartner sind fiir die Verankerung von INAD und dessen
Liganden, deren Lokalisation signalkomplexabhéngig ist, erforderlich. Diese Klasse umfafit
exklusiv TRP. Zur Klasse II zéhlen Proteine, deren Lokalisation und Stabilitdt von INAD
abhéngig ist: PL.C und ePKC. Die dritte Klasse umfafit die INAD-Interaktionspartner, die
INAD-unabhéngig in den Rhabdomeren lokalisiert werden (Rhodopsin, NINAC, TRPL).
Bindungspartner der Klassen I und II sind aufgrund ihrer Lokalisationsabhéngigkeit kon-
stitutiv an INAD gebunden. Den mutmaflich temporir assoziierten Mitgliedern der drit-
ten Klasse kommt vermutlich eine direkte Rolle in der Photoantwort zu, moglicherweise
sind sie an der schnellen Aktivierung und Deaktivierung beteiligt (L1 AND MONTELL,
2000).
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Transmembrandominen

1124 AS
mit 127,6 kDa

Abbildung 2.7: Modell von D. melanogaster-TRPL

In dieser Abbildung sind die Strukturdoménen von DmTRPL wiedergegeben als:

1-6: Transmembrandominen, Ank: Ankyrin, put. CaM: putative Calmodulin-Bindungsstellen,
*. Typl PDZ-Dominen-Interaktionsmotive, S: Serin und 7T: Threonin (potentielle PKC-
Phosphorylierungsstellen). Die Phosphorylierungsstellen entsprechen dem PROSITE PKC-
Konsensusmotiv und wurden ermittelt unter Verwendung der phosphorylation site prediction for
sequence (http://cbs.dtu.dk/htbin/pbase_predict.pl). Die Lage der Transmembrandoménen ist angege-
ben im Vergleich zu DmTRP, Anopheles-TRP1, 2, 3 und Maus-TRPC1 und C2.

Fiir TRPL, den zweiten lichtabhéngigen lonenkanal der mikrovilliren Photorezeptormem-
bran, wurde eine Interaktion mit dem INAD-Signalkomplex iiber Immunophilin FKBP59
dargestellt (GOEL et al., 2001). Hinweise fir eine Assoziation von TRPL mit dem INAD-
Hauptkomplex via INAD (XU et al., 1998) stehen im Gegensatz zu dem Fehlen geeig-
neter Interaktionsmotive fiir PDZ-Doménen im Vergleich von TRPL zu TRP (Abbil-
dung 2.7). Denkbar ist ebenso eine indirekte Assoziation von TRPL durch Ausbildung
heteromultimerer Ionenkanile in Verbindung mit TRP (siche Kapitel 2.3.2). Die nach-
gewiesene Translokation des TRPL-Kanals in Abhéngigkeit von Licht (BAHNER et al.,
2002) wirft weitere Fragen tiber die Assoziationen des lonenkanals, auch in Hinblick auf
stationédre und temporére Protein-Protein-Interaktionen, auf. Ebenso ist wenig iiber mog-
liche TRPL-Regulationsmechanismen bekannt; eine lichtabh#éngige Phosphosphorylierung
durch ePKC wie fiir TRP konnte bisher nicht belegt werden. Eine neuere Arbeit weist
dariiber hinaus das Vorhandensein eines dritten Ionenkanals, TRPv (XU et al., 2000) aus
der TRP-Proteinfamilie nach. Seine Beteiligung an der Phototransduktion wird kontrovers
diskutiert, da elektrophysiologische Effekte nur nach einer physischen Kopplung (Fusion)
an TRPL detektierbar sind.
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2.4 S2 — Embryonale Insektenzellen als

rekombinantes Expressionssystem

S2-Kulturen gingen aus einer der von Schneider 1972 angelegten priméren Zelllinien
von Drosophila melanogaster [Oregon-R] (SCHNEIDER, 1972) hervor. Die priméren Zellen
stammen aus spiten (2024 Stunden) Embryonen, bei denen es sich mutmafllich um eine
Makrophagenlinie handelt. Ein Indiz dafiir ist die Demonstration des Scavenger Rezeptor-
vermittelten Endocytosemechanismus in S2, der fiir embryonale Makrophagen charakte-
ristisch ist (ABRAMS et al., 1992). In S2-Zellen ist ebenso die Expression von Cecropinen
durch Lipopolysaccharide induzierbar. Die Expression dieser Defensivproteine mit wichti-
ger Rolle in der Immunantwort wird im larvalen Fettkorper und einer Auswahl an larvalen
Haemocyten von Drosophila induziert (SAMAKOVLIS et al., 1990). Dariiber hinaus ist die
Expression weiterer Gene beschrieben, die in Immunfunktionen involviert sind (zur Uber-
sicht: FERNANDEZ et al., 1999).

Molekular und biochemisch sind S2-Zellen bisher nur wenig charakterisiert, werden jedoch
fir die rekombinante Expression der verschiedensten Proteine erfolgreich (authentische
Prozessierung) eingesetzt. Dazu zéhlen intrazelluldre, sekretierte und membranassoziierte
Proteine. Sie bieten zudem eine Moglichkeit zur Charakterisierung von in S2 funktional
exprimierten Drosophila-eigenen Proteinen in Zellkultur. Beispielhaft dafiir ist die erste
funktionelle Charakterisierung des Drosophila-IPs-Rezeptors, der Ca?t-Kanile in Mem-
branen interner Ca?*-Speicher formt (SWATTON et al., 2001). Der genetische Hintergrund
von S2-Zellen wird als ménnlich charakterisiert (SMITH et al., 2000). Diese Einordnung
beruht einerseits auf dem Fehlen des Sxl1-(Sex-lethal-)Genproduktes, das fir die weib-
liche Differenzierung notwendig ist (RYNER AND BAKER, 1991). Zum anderen wird in
S2-Zellen MSL2 exprimiert, die limitierende Komponente fiir die Dosiskompensations-
maschinerie, deren Synthese durch SXL1 verhindert wird (BASHAW AND BAKER, 1995;
BASHAW AND BAKER, 1997; KELLEY et al., 1995; KELLEY et al., 1997). Fiir die rekom-
binante Expression von Proteinen ist die Wahl eines geeigneten Expressionssystems von
entscheidender Bedeutung. Neben Zuginglichkeit des Proteins und erzielbarer Ausbeute
spielt vor allem die Expression der nativen Proteinkonformation eine wichtige Rolle. Funk-
tionelle Analysen des Expressionsproduktes fordern nicht nur die korrekte Transkription
und Translation (codon usage), sondern auch die geeigneten posttranslationalen Modifi-
kationen (beispielsweise proteolytische Spaltungen, Verinderungen der Termini, Glyko-
sylierung, Lipidmodifikationen, Phosphorylierungen oder Disulfidbriickenbildungen). S2-
Zellen sind demnach ein pridestiniertes Expressionssystem fiir die funktionelle Analyse
von Drosophila-Proteinen in Zellkultur. Sie bieten die Moglichkeit zur korrekten Pro-
zessierung und Analyse von Drosophila-Proteinen in einem vom Ursprung differierenden
Gewebe- /Proteomhintergrund.

S2-Zellen besitzen ebenso Charakteristika, die fiir Untersuchungen von Drosophila-Ionen-
kanélen und Neurorezeptoren ideal erscheinen (YAGODIN et al., 1999). Im Gegensatz zur

weiten Verbreitung von spannungsabhingigen Ca?'-Kanilen in Insektenzellen (SKEER



18 2 FEinleitung

et al., 1995) besitzen S2-Zellen weder endogene spannungsabhingige Ca?t-Kanile noch
endogene Rezeptoren fiir verschiedene Klassen von Neurotransmittern und Neuromodula-
toren (YAGODIN et al., 1998). Die Untersuchung der intrazelluldren Kompartimente Zyto-
sol, Kern, Mitochondrien, Endoplasmatisches Reticulum (ER) und Lysosomen deckte auf,
dass nur ER und Lysosomen einen hoheren Ca2t-Basalgehalt aufweisen als das Zytosol

(YAGODIN et al., 1999).
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2.5 Problemstellung

Zelluldre Signalleitung ist fiir lebende Zellen von universeller Bedeutung. Die Organi-
sation einiger Proteine eines Signalweges zu makromolekularen Multiproteinaggregaten
wurde als ubiquitdres Merkmal der zellularen Signaltransduktion identifiziert. Der INAD-
Signalkomplex im mikrovilliren Photorezeptor von Dipteren ist ein Beispiel einer solchen
Multiproteinassoziation.

Diese Arbeit umfasst in erster Linie die Etablierung der rekombinanten Co-Expression
der Kernkomponenten des INAD-Signalkomplexes von Drosophila melanogaster in dem
rekombinanten Expressionssystem S2-Zellen. Die Charakterisierung und Analyse der co-
exprimierten INAD-Kernkomplexkomponenten in einem photorezeptorunabhéngigen Hin-
tergrund in Referenz zu assoziierten Linien mit singulidrer Komponentenexpression be-
ziehungsweise Co-FExpression von drei der vier Proteine kann helfen, offene Fragen zu
Funktionen des INAD-Signalkomplexes zu kldren. Neben rekombinanter Expression sind
Untersuchungen einzelner Aspekte der Signaltransduktion in Photorezeptoren von Droso-
phila melanogaster Bestandteil der vorliegenden Arbeit.

Im Vordergrund der Untersuchungen stehen folgende Fragen:

e Werden die vier Hauptkomponenten TRP, INAD, ePKC, PLCS in dem gew#hlten
Zellkultursystem (Schneider2-Zellen) vollsténdig und funktionsfahig exprimiert?

e Wo sind die exprimierten Proteine lokalisiert und existiert eine Abhéngigkeit der

Lokalisation von co-exprimierten Komplexkomponenten?

e Erfolgt die Assemblierung eines rekombinanten INAD-Signalkomplexes (rINAD-

Komplex) auflerhalb des Photorezeptorproteomhintergrundes?

e Resultiert die Co-Expression einer Auswahl von Komplexkomponenten in der Bil-

dung rekombinanter Teilkomplexe?

e Welchen Finfluss haben die einzelnen Komponenten des INAD-Signalkomplexes auf
elektrophysiologische Messungen? Hat das Fehlen von Komponenten im rINAD-
Komplex #hnliche Auswirkungen wie im mikrovillaren Photorezeptor?

e Welche Aussagen resultieren aus der Charakterisierung der rekombinanten Co-Ex-
pression der Ionenkanéle TRP und TRPL?

e Koénnen temporir assoziierte Interaktionspartner des INAD-Signalkomplexes iden-

tifiziert werden?
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3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Radiochemikalien, Verbrauchsmaterialien,
Antibiotika, Enzyme und Kits

Alle verwendeten Chemikalien waren von hochst erhéltlicher Reinheit (,per analysi®).
Wenn nicht anders vermerkt, wurden sie von den Firmen VWR International (Darmstadt),

Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Fluka (Neu-Ulm) und Sigma-Aldrich (Minchen)

bezogen. Weitere Materialien wurden bezogen von:

Radiochemikalien:
B-[*>S]-Methionin ICN Biomedicals GmbH (Eschwege)
(1000 Ci/mmol)
Enzyme:
Restriktionsendonukleasen — und MBI Fermentas (St. Leon-Roth), Stratage-
Puffer ne (Heidelberg), Invitrogen life technologies
(Karlsruhe)
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas (St. Leon-Roth), Invitrogen
life technologies (Karlsruhe)
QUICK-STICK™ Ligation Kit Bioline (Luckenwalde)
Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics (Mannheim)
Pfu-DNA-Polymerase Stratagene (Heidelberg)
Taq-DNA-Polymerase MBI Fermentas (St. Leon-Roth), Invitrogen
life technologies (Karlsruhe)
weitere DNA-Polymerasen Bioline (Luckenwalde)
(BIOTAQ™, ACCUZYME™, IM-
MOLASE™)
Antibiotika:
Ampicillin, Kanamycin, Chlor- Sigma-Aldrich (Miinchen)
amphenicol, Tetracyclin
Penicillin+Streptomycin Sigma-Aldrich (Miinchen), PAA Laborato-
(10000 U/ml+10 mg/ml) ries (Colbe)
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Hygromycin B

Zellkulturmaterial:

Zellkulturflaschen: 25 cm?, 75 cm?

Spritzen

serologische Einwegpipetten
(5ml, 10 ml)

90 mm-Platten

6-, 12-, 96-well-Platten

Fotales Kélberserum (FCS Gold,
synthetisch)
S2-Zellkulturmedium:
DES Expression Medium,
Drosophila-SFM
InsectExpress Sf9-S2

Transfektionsreagentien

Invitrogen life technologies (Karlsruhe), PAA
Laboratories (Colbe)

A. Hartenstein Laborbedarf (Wiirzburg),
Sarstedt (Niimbrecht)

B. Braun (Melsungen)

Roth (Karlsruhe), Sarstedt (Niimbrecht)

Nunc {iiber A. Hartenstein Laborbedarf
(Wiirzburg), Sarstedt (Niimbrecht)

Nunc tiiber A. Hartenstein Laborbedarf
(Wiirzburg), Greiner Bio-One (Frickenhau-
sen)

PAA Laboratories (Colbe)

Invitrogen life technologies (Karlsruhe)
PAA Laboratories (Célbe)

Calcium Phosphate Transfection Kit, Lipo-
fectin: Invitrogen life technologies (Karlsru-
he)

Insectogen, Metafectene: Biontex Laborato-
ries (Miinchen)

jetPEL Polyplus transfection SAS BP (Ill-
kirch, Frankreich)

Verbrauchsmaterialien:

HiTrap™-Sdaulen, Thermo Sequenase Cycle

Sequencing Kit

PVDF-Blotmembranen, Protein A-Agarose,
Molekulargewichtsstandard: Precision Plus
Protein™ Standards 10-250kDa

Rontgenfilme X-OMAT XAR-5-Filme, bezo-
gen iber Sigma-Aldrich (Miinchen)

Adjuvantien: ABM-ZK und ABM-N

Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

Bio-Rad Laboratories GmbH

(Miinchen)

EASTMAN KODAK Company
(Rochester)

Linaris (Bettingen)



22

3 Material und Methoden

DES Expression System, TRIzol®-Reagenz,
DNA-Groflenstandards:  SeeBlue  Plus2-
Leiter, 1 kb-Leiter, 1 kb Plus-Leiter
Ni-NTA, QiaExpressionist-System

CDP-Star™, Trypsin rekombinant Proteo-
mics Grade

Protein A/G-Agarose

Blotpapier Whatman 3MM
Kaniilen: 26Gx1/2”, 21Gx 2" 23Gx22/5”

CDP-Star, TNT® Coupled Reticulocyte Ly-
sate System

Kits zur Nukleinsdurereinigung:

Mini Plasmid Preparation Kit
NucleoBond® Mega Plasmid Preparation
UltraMobius™ Plasmid Preparation 1000 Kit
GFX™PCR DNA and Gel Band Purification
Kit

GLASSMILK®

3.1.2 Zellstamme

Gibco-BRL/Invitrogen life tech-
nologies (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Perbio  Science  Deutschland
GmbH (Bonn)
Schleicher&Schuell (Dassel)

B. Braun (Melsungen)

Promega (Mannheim)

Qiagen (Hilden)

BD Biosciences (Heidelberg)
Novagen (Bad Soden)
Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

(BIO 101, Inc., La Jolla, USA)

Fiir rekombinante Expressionen sowie zur Amplifikation von Konstrukten wurden die im
Anschlufl aufgefithrten Zellstémme verwendet.

3.1.2.1 Bakterien

Escherichia coli XL1-Blue MRFEF’ Stratagene, Heidelberg
FEscherichia coli M15[pREP4] Qiagen, Hilden

3.1.2.2 Eukaryotische Zellen

S2-Zellen (Drosophila-Schneider2-Zellen) Invitrogen life technologies, Karls-
ruhe
S2-Zellen, Linie Wii-P15 (S2P15) Martin Roth, Universitdt Wiirz-

burg (Biozentrum)
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3.1.3 Nukleinsduren

3.1.3.1 Vektoren und Konstrukte

pMT/V5-HisA
pCoHygro
pBSCIT SK-
pBSC KS—,
pBSCIT SK+
pEGFP-1
pGNorpA650/10

pcDNA3/DmTRP
DD7.1a — DmePKC
inaDN2

RTIE4
DmTRP3.1

pMT-DEST48
pENTR™AI-

Invitrogen life technologies, Karlsruhe

Invitrogen life technologies, Karlsruhe

Stratagene, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

laboreigen (Klonierung: aus ¢DNA-Subklon SHI181 in
pIBI31, Referenz: W.L. Pak)

laboreigen

SANDER, 1996

laboreigen (Klonierung: EST GH22204 und HL04263,
pBSC/DmINAD)

laboreigen (Klonierung: DmTRPL-EGFP-Fusion unter
Rh1-Promotor, pBSCII/Rh1-DmTRPL-EGFP)
Antigenexpression: BAHNER, 2001

Invitrogen life technologies, Karlsruhe

laboreigen (Klonierung: DmTRPL-HcRed-Fusion,

TRPLg-HcRed pENTR™A1-Vektor)

3.1.3.2 Oligonukleotide fiir PCR und Sequenzierung

Die in Auftragssynthese von MWG Biotech AG, Ebersberg produzierten Oligonukleotide
wurden fiir PCR-Reaktionen eingesetzt. PCR-Produkte fiir die Erstellung von Fusions-
proteinsequenzen enthalten Primer-vermittelte Erkennungssequenzen fiir Restriktionsen-
donukleasen (grafische Unterlegung der Sequenz). Fiir Sequenzierungen erfolgte die Mar-

kierung mit Cyb. Ein Teil der Sequenzierungsprimer wurde fiir Auftragssequenzierung

durch die Fa. MWG Biotech AG, Ebersberg erstellt.

Name Sequenz Anmerkungen

Sp6-Cyb 5-CATTTAGGTGACACTA-3 Angabe aus pcDNA3-
(MWG) G(pOT2-Vektor) Vektor (Invitrogen)
T7-Cy5 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ laboreigener Primer

NA1 5-AAAGACGACATTCGTAACGATGC-3 in frame-Fusion C-Term
(MWG) DmnorpA  EcoRI/Xhol

mit V5-His in pMT/V5-
HisA
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NA2(rev) 5-AATACTCGAGATTGATCTGGGAATCT in frame-Fusion C-Term

(MWG) TTGGCAC-3° —Xhol DmnorpA  EcoRI/Xhol
mit V5-His in pMT/V5-
HisA

FU1 5-GACAATACCCGGAGATTGACAGC-3 Fusion INAD-EGFP

(MWG)

FU2 5-AATAGGTACCGTGGCCTTGGGTGCCT Fusion INAD-EGFP

(MWG) CCGTACG-3 —Kpnl

INAD1 5-GATTCTATTGACTCTCAAGAGC-3 Sequenzanalyse

(MWG- GH27648/b, GI122204/1

Auftrag)

MTF 5-CATCTCAGTGCAACTAAAGG-3 Sequenzanalyse

(MWG- GH22204/1 (INAD)

Auftrag) in pMT

pc (MWG- 5-AATCTTCCGTGTCAGCTCCG-3’ Sequenzanalyse

Auftrag) GH22204/1 in pMT

INADX 5-CGTCAGAAGCATAGTAACTACG-3 Sequenzanalyse

(MWG- GH22204/1, GH27648 /b

Auftrag)

INADY 5-GATCTTGAGGCGCTTGTCGG-3’ Sequenzanalyse

(MWG- GH22204/1

Auftrag)

IN27A 5-ATGTCCGGTCAGTGAGTCGCG-3’ Sequenzanalyse GH27648

(MWG-

Auftrag)

IN27B 5-CATGCTGCTGGCCGTTAATCAG-3 Sequenzanalyse GH27648

(MWG-

Auftrag)

IN27C rev 5-CCCATCCACGTTCTTGAACACG-3 Sequenzanalyse GH27648

(MWG-

Auftrag)

IS1-Cyb 5-GAGCAGTCGATCTCAAGCAGCG-3 Sequenzanalyse

(MWG)

IS2-Cyb 5-GTCAGATCCGCGGAGCAATGGC-3 Sequenzanalyse

(MWG)

IS3-Cyb 5-CAGGAAGATGAATTTGGCTACACG-3 Sequenzanalyse

(MWG)

IS4-Cy5 5-GTCTGATGAGACTAAGTTTATCTTCG-3’ Sequenzanalyse

(MWG)

IS5-Cyb 5-CCAAGAAAGAGGAGGAAAAGCCAC-3 Sequenzanalyse

(MWG)

1S6-Cy5d 5-CGTTGACCTTATGAAAAAAGCAGGC-3 Sequenzanalyse

(MWG)
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3.1.3.3 cDNA-Banken und ESTs

Als Quelle fiir kodierende INAD-Sequenzen wurden folgende EST-Klone aus den Drosophila-
Kopf-cDNA-Banken GH und HL des Berkeley Drosophila Genom-Projekts bezogen: HLL04263,
GH22204, GH27648, HL.01354, GH15701, GH06072.

Dariiber hinaus wurde eine A-cDNA-Bank (SANDER, 1996), generiert aus Drosophila-

Kopfen, auf das Vorhandensein von INAD-Sequenzen untersucht.

3.1.4 Hiufig verwendete Losungen und Puffer

TXWP-Tritonwaschpuffer:
0,1% (v/v) Triton X-100, 100 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl pHS8, 4°C, 1 mM
PMSF (frisch)

TXEP-Tritonextraktionspuffer / Tritonlysepuffer:
1% (v/v) Triton X-100, 150mM NaCl, 50 mM Tris/HCI pH8, 4°C, 1 mM

PMSF (frisch)
3 %-TXEP-Tritonextraktionspuffer:
3% (v/v) Triton X-100, 100mM NaCl, 50mM Tris/HCl pHS8, 4°C, 1mM

PMSF (frisch)
5x SDS-Probenpuffer (Laemmli):
325 mM Tris/HCl pH6,8, 20% (w/v) SDS, 5% (v/v) (-Mercaptoethanol
(frisch)
6 x Glycerin/Bromphenolblau (BPB)-Puffer:
72% (v/v) Glycerin, 0,06 % (w/v) BPB
1x SDS-Probenpuffer:
65mM Tris/HCL pH6,8, 4% (w/v) SDS, 12% (v/v) Glycerin, 0,01 % (w/v)
BPB, 1% (v/v) S-Mercaptoethanol (frisch)
Elektrodenpuffer:
25mM Tris, 192mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH8,3 (Tris/Glycin zur pH-
Einstellung)
1xPBS (Phosphat-gepufferte Saline, S2-Zellkultur):
137mM NaCl, 3mM KCIl, 8 mmM Na,HPO,, 2mM KHyPO,
1x PBS (Phosphat-gepufferte Saline):
1,9mM NaH,PO,4, 8 mM NayHPO,, 150 mM NaCl, pH7,4
1x TBS-T (Tris-gepufferte Saline mit Tween)
50mM Tris/HCI pH 7,3, 50 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween20
BSA-Blockierungslosung
2% (w/v) BSA, 0,56% (v/v) Gelatine, 100mM NaCl, 0,1 % (w/v) NaNs, in
10 mM Phosphatpuffer pH 6,2
Aquilibrierungspuffer Western Blot NBT /BCIP
100 mM Tris/HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCly
semi dry-Blotpuffer
50 mM Tris-Base, 0,1 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol (frisch)



26 3 Material und Methoden

10x TA-Puffer
330mM Tris/Acetat pH 7,8, 660mM KAc, 100mM MgAc, 25mM DTT,

1mg/ml BSA
MP-Losung 1

50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA (100 pg/ml RNAse A)
MP-Losung 1T

0,2N NaOH, 1% (w/v) SDS
MP-Losung ITT

3M K-Acetat, 2M Essigsdure, pH 5,8
3x DNA-Probenpuffer

1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) BPB, 0,1M EDTA, 50% (v/v) Glycerin
0,2M Phosphatpuffer pH 6,2

27,6 ¢/1 NaHsPO4 mit 35,6 g/1 NasHPOy
Mowiol

29% (v/v) Glycerin, 17% (w/v) Mowiol4.88, 66 % (v/v) PBS (1,7% (w/v)
n-propyl-Gallate)

3.1.5 Kulturmedien
3.1.5.1 Kultur von Escherichia coli

LB (Luria Bertani)-Medium:
1% (w/v) Bactopepton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl, pH7,5
mit NaOH, steril

Permanentkulturmedium fiir E. colt

67 % Glycerin, 13,3mM MgCl,

Zur Selektion wurden Fliissigkulturen in LB-Medium supplementiert mit:
Ampicillin 50 bis 100 ug/ml Chloramphenicol 12,5 ug/ml
Kanamycin 25 bis 50 pg/ml Tetracyclin 12,5 ug/ml.

Fir LB-Platten (LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar, steril) erfolgte der Einsatz der Anti-
biotika in zweifacher Konzentration.

3.1.5.2 Kultur von Schneider2-Zellen (S2)

Die Haltung der Zellen erfolgt in Medien der gegebenen Zusammensetzung;:

Serumbhaltiges Expressionsmedium (a):
DES Expression Medium (mit 2mM L-Glutamin), 10 % (v/v) hitzeinaktivier-
tes FCS, 50 U/ml Penicillin G + 50 ug/ml Streptomycin

Serumbhaltiges Expressionsmedium (b):
Drosophila-SFM +2mM L-Glutamin, 10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS,
50 U/ml Penicillin G + 50 pg/ml Streptomycin
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Serumbhaltiges Expressionsmedium (c):

InsectExpress S9-S2, 10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS, 50 U/ml Penicillin
G 4 50 pg/ml Streptomycin
Serumfreies Expressionsmedium:
Drosophila-SFM + 2 mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin G + 50 ug/ml Strep-
tomycin
Selektionsmedium (Hygromycin B-Selektion):

Serumbhaltiges Expressionmedium (a), (b) oder (c¢) supplementiert mit

300 pg/ml Hygromycin B
Einfriermedium:
45% (v/v) frisches Expressionsmedium, 45% (v/v) Expressionsmedium aus

der Kultur, 10% (v/v) DMSO

3.1.6 Versuchstiere

3.1.6.1 Fliegen

Drosophila melanogaster

Tabelle 3.2: Zusammenstellung der verwendeten Drosophila-Stdmme

Name Charakterisierung Priméreffekt Referenz
inaCP?7 | Punktmutation TgoeA, | Expressionsprodukt PAK, 1979;
Primérstruktur VgD nicht funktionell SMITH et al.,
1991
inaCP?% | Punktmutation GargA, | Nullmutante PAK, 1979;
Translation bis W93 SMITH et al.,
1991
inaDP? | Punktmutation Tis99A, | Mutation in PDZ-Doméne | PAK, 1979;
Primérstruktur MysL 3 verhindert Interaktion mit | SHIEH AND
TRP NIEMEYER, 1995
maD1 amber nonsense Muta- | Nullmutante TSUNODA et al.,
tion an Pos. 811 1997
norpAT?* | 28 bp-Deletion Nullmutante PAK, 1979
(Pos. 2710-2737)
trpt343 Mutation unbestimmt | Nullmutante PAK, 1979
trpBY2 nonsense Mutation | Nullmutante NIEMEYER et al.,
(amber) an Pos. 302 1996
trp/trpl | Doppelmutante {rp™3*® | Nullmutante ScoTT et al,
und trpP? 1997
trp unbekannt in adulten Individuen kein | —

TRP-Protein nachweisbar
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Neben den als Wildtyp bezeichneten weidugigen Drosophilae A35 (white?3%) (Stamm
Oregon R) wurden die in Tabelle 3.2 aufgefiihrten Mutanten und transgenen Linien fiir
Experimente verwendet. Die Fliegenstdmme wurden auf Maismehlmedium bei 24°C ge-
halten. Das Alter der zur Préparation verwendeten Fliegen betrug zwischen einem und
sieben Tagen, fiir Mutanten des INAD-Signalkomplexes vorzugsweise 2 -4 Tage.

3.1.6.2 Kaninchen

Kaninchen beiden Geschlechts (Gewicht: 1,5-2,0kg) des Stammes ,New Zealand White“
wurden von der Firma Charles River (Sulzfeld) bezogen und fiir die Immunisierung ver-

wendet.

3.1.7 Verwendete AntikéGrper

Die folgende Zusammenstellung enthélt alle Antikorper, die im Rahmen dieser Arbeit fiir
immuncytochemische Markierungen, Western Blot Analysen und Immunprazipitationen

eingesetzt wurden.

Antiserum/gerei- erzeugt in: Verdiinnung Referenz

nigter Antikorper WB IC

o-DmTRP 4053 Kaninchen 1:1000 1:50 BAHNER, 2001

a-DmTRP 4088 Kaninchen 1:1000 1:50 diese Arbeit

a-DmINAD Kaninchen 1:1000 1:50 BAHNER, 2001

a-DmPLCS Kaninchen 1:1000 — BAHNER, 2001

a-CvePKC312_¢g3) Kaninchen 1:2000 1:50 SANDER, 1996

oa-EGFP Maus-Hybridoma 1:1500 — Anti-GFP Product Description

a-V5 Maus-Hybridoma  1:4000 1:200 Anti-V5 Product Description

ca-DmTRPLIIT Kaninchen 1:1000 BAHNER, 2001

o-Maus-1gG-AP* Ziege 1:25000 — Anti-mouse [gG Product Description

Protein A-AP* — 1:1000 — Sigma-Aldrich, Miinchen

o-Kaninchen-AlF488  Ziege — 1:150 MoBiTec GmbH, Gé&ttingen

o-Kaninchen-AlFb68  Ziege — 1:150 MoBiTec GmbH, Gé&ttingen

o-Maus-1gG-AIF660  Ziege — 1:150 MoBiTec GmbH, Gé&ttingen

o-Maus-1gG-AlF488  Ziege — 1:150 MoBiTec GmbH, Gé&ttingen

a-Kaninchen- Ziege — 1:100  Sigma-Aldrich, Miinchen
TRITC/Rhodamin

o-Maus-1gG-Cyb Schaf — 1:100 Dianova, Hamburg

*AP: alkalische Phosphatase-Konjugat
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3.1.8 Soft- und Hardware, spezielle Geréte

BioCapt Geldokumentationssy-
stem

Mikroskop Leica TCS SP (Leica
DMIRBE)

LSM-Software:

Alignmentprogramme

CCD-Kamera

Kamera-Software

offentliche Internetquellen

Bildbearbeitung

Digitalisierung: Western Blot

Membranen und Filme

Statistische Analysen

Dokumentensatzsystem

LTF Labortechnik, Wasserburg; BioCapt-
Software: Version 99.02s

Leica Camera AG, Solms

TCS NT Version 1.6.582 von Leica Lasertechnik
GmbH, Heidelberg

Leica Confocal Software von Leica Microsy-
stems Heidelberg GmbH, Heidelberg

Vector NTI (Informax, Los Angeles, USA)
jellyfish (LabVelocity Inc., San Francisco, USA)

Leica DC200 (Leica Camera AG, Solms)
Leica DC Twain Version 4, 1, 5, 0 (Leica Micro-
systems Ltd, Heerbrugg, Schweiz; 2001)

NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation): Pubmed, Sequenzdatenbanken
Flybase (National Institutes of Health, USA
(NIH) und Medical Research Council, London)
SIB (Swiss Institute of Bioinformatics): ExPA-
Sy proteomics Server, Swiss-Prot and TrEMBL
Datenbank, PROSITE-Datenbank

CorelDRAW 9, Corel DRAW 10, CorelPHOTO-
Paint 10 (Corel, Ottawa, Kanada)

Adobe Photoshop 6 (Adobe Systems GmbH,
Unterschleissheim)

CADET V1.60 (2003) by Oscar Contreras
Neat Image v2.2 Demo (1999-2002) by ABSoft

Flachbettscanner JX 330 (Sharp, Hamburg)

Microsoft Excel in Office 2000 (Microsoft, Un-

terschleissheim)

LATEX (Autoren: L. Lamport, D. E. Knuth)
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biflex IV~ MALDI-TOFF- Bruker Daltonics (Bremen)
Spektrometer
SONOPLUS Ultraschall-Homo- Bandelin electronics (Berlin)

genisator, HD2070 (UW2070
und GM2070 mit Sonotrode MS
72), Leistung: 70 W

3.2 Molekularbiologische Methoden

Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich um Standardprozeduren, die in SAMBROOK
et al., 1989 nachgelesen werden kénnen.

3.2.1 Isolierung von Nukleinsduren: Priparation von
Plasmid-DNA aus F. cols

(Mini- ) Praparation durch Alkalische Lyse

Nach BIRNBOIM AND DoLy, 1979 werden die Bakterien bei 37°C als 2 ml-Kulturen in
LB-Amp-Medium iiber Nacht (6 bis 8h) angezogen (Schiittler). Zum Ernten der Zel-
len werden die Kulturen in 1,5 ml-Reaktionsgeféfie iiberfithrt und bei 20800x g 20s in der
Tischzentrifuge sedimentiert. Dem Dekantieren des Uberstands folgt die Resuspension der
E. coli-Zellen in 100 ul MP-LosungI (vortexen). Nach Zugabe von 200 pl MP-Losung I1
wird mehrfach umgeschiittelt (nicht vortexen). Die Addition von 150 ul MP-Losung ITT und
das Mischen des Ansatzes schlieflen sich an. Zentrifugiert wird fiir 10 min bei 20800x g
in der Tischzentrifuge. Vom Uberstand werden 500 pl abgenommen, mit 1 ml technischem
Ethanol vermischt und 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Plasmide werden durch
Zentrifugation (10 min, 20800x g) sedimentiert und anschlieBend zweimal mit 500 pl 80 %
(v/v) Ethanol gewaschen (Zentrifugation 5min, 20800x g). Die DNA wird fiir 15 min luft-

getrocknet und das Pellet in 25 ul aqua bidest aufgenommen.

Mini- und Mega-Prdparationsprotokoll mittels Anionenaustausch an Silica-Material

Negative geladene DNA bindet unter Niedrigsalzbedingungen an positiv geladenes Silica-
Material (z.B. Membran, Saule). Das Material mit gebundener DNA wird unter hoheren
Salzbedingungen gewaschen zur Entfernung von RNA und Proteinen. Unter Hochsalz-
bedingungen erfolgt abschliefend die Elution der gereinigten DNA. Diese Methode der
Plasmidprédparation aus FE. coli dient der Gewinnung von hochreiner, besonders RNA-
freier DNA fiir Anwendungen wie Transfektionen oder Sequenzierung. Teilweise ist eine
Endotoxin-freie Aufreinigung von Plasmid-DNA mdoglich (UltraMobius-Kit, Fa. Novagen,
Bad Soden), die fiir Transfektionen von Bedeutung ist. Fiir die Préparation unterschied-
licher DNA-Mengen werden verschiedene Kits verwendet (siche Abschnitt 3.1.1). Die Iso-
lierung der Plasmid-DNA erfolgt entsprechend den Angaben des jeweiligen Herstellers
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(Manuals sind dem jeweiligen Kit beigefiigt: NucleoBond ® Plasmid Purification; Ultra-
Mobius™ Plasmid Preparation 1000 Kit; QIAprep Miniprep Handbook).

3.2.2 Reinigung von Nukleinsduren
3.2.2.1 PCR- und Gelbanden-DNA-Reinigung

Die DNA-Reinigung mit dem GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit von
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) erfolgt gemafl den Herstellerangaben. Fiir die
DNA-Reinigung aus Losungen (beispielsweise PCR-Ansatz) betrigt das Maximum der
eingesetzten DNA-Losung 100 pl pro Sdule. Eine GFX-Saule wird in einem collection tube
plaziert. Auf die Saule werden 500 ul Capture Buffer aufgetragen. Die DNA-Losung (bis
100 pl) wird in diesen Puffer transferiert. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren
schlielt sich eine Zentrifugation fiir 30s bei 10000 bis 16 000x g an. Zur DNA-Reinigung
aus Agarose-Gelbanden wird ein Maximalgewicht DNA-haltiger Agarose von 300 mg pro
Saule eingesetzt. Nach dem Auswiegen eines 1,5 ml-Mikroreaktionsgefafies wird die Aga-
rose/DNA auf 10 mg genau im Gefafl gesammelt (Zerlegung des Agaroseblocks in kleinere
Fragemente). Fiir jede 10 mg erfolgt die Zugabe von 10 ul Capture Buffer (max. 300 mg
Agarose/DNA + 300 ul Capture Buffer). Nach kraftigem Mischen wird der Ansatz zur
Auflésung der Agarose bei 60°C fiir 5 bis 15 min inkubiert. Der gesamte Ansatz (max.
600 pl) wird auf eine GFX-Saule, plaziert in einem collection tube, transferiert. Nach In-
kubation fiir 1 min bei Raumtemperatur wird fiir 30 s bei 10000 bis 16 000 x g zentrifugiert.
Der gesammelte Durchfluf3 der jeweiligen Praparation wird aus dem collection tube ent-
fernt. Auf die Saule im collection tube werden nun 500 ul Waschpuffer apliziert. Nach 30s
Zentrifugation bei 10000 bis 16 000x g wird die Séule in ein 1,5 ml-Reaktionsgefiafl pla-
ziert. Direkt auf die Oberseite der Glasfasermatrix der Sdule werden 50 pl Elutionspuffer
(Tris/HCl pH 8,0, 1 x TE pH 8,0 oder steriles aqua bidest) verbracht. Nach Inkubation fir
1 min bei Raumtemperatur erfolgt die Elution der gereinigten DNA durch Zentrifugation
fiir 1 min bei 10000 bis 16 000x g.

Alternativ erfolgt die Reinigung von PCR-DNA oder DNA in Gelbanden an Silica-Material
in hnlicher Weise mit dem Promega Wizard Purification Kit (Spritzenaufsatz) oder iiber
GLASSMILK® (Fa. BIO 101, Inc., La Jolla, USA) gemifl den Herstelleranweisungen.

3.2.2.2 Ethanolpréazipitation und Isopropanolprizipitation

Zur Reinigung und Anreicherung von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten aus walri-
gen Losungen werden zum Ansatz 1/20vol. 5M NaCl und 2,5vol. technisches Ethanol
zugesetzt. Nach Inkubation bei -20°C oder Raumtemperatur fiir mindestens 10 min (Tem-
peratur und Dauer abhéngig von Grofle der DNA-Molekiile und von der zu erzielenden
Ausbeute) wird bei 4°C und 10000x g bis 20000x g fiir 10 bis 15 min zentrifugiert. Das
DNA-Pellet wird zweimal mit 80 % (v/v) Ethanol gewaschen (Zentrifugation: 4°C, 5 min,

10000x g bis 20000x g) und nach dem Lufttrocknen in aqua bidest aufgenommen.
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Um das Volumen des Fallungsansatzes gering zu halten, empfiehlt sich statt der Verwen-
dung von Ethanol Isopropanol. Dazu werden der wifirigen DNA-L&sung 0,5 bis 1 vol. Iso-
propanol zugesetzt. Die Inkubation erfolgt bei -20°C bis Raumtemperatur fiir mindestens
10 min. Nach der Fallung wird die DNA mittels Zentrifugation (bei 4°C und 10000x g bis
20000x g fiir 10 bis 15 min) sedimentiert. Das Waschen erfolgt in 80 % (v/v) Ethanol, zen-
trifugiert wird bei 4°C, 5min und 10000x g bis 20000x g. Die luftgetrocknete DNA wird
in aqua bidest aufgenommen. Nachteilig an der Isopropanolfiallung kann sich das leichter
mitgefallte NaCl erweisen. Aullerdem ist auf sorgfiltiges Auswaschen des Isopropanols zu
achten, da Isopropanol schwerer fliichtig ist als Ethanol.

3.2.2.3 Phenolextraktion

Die Phenolextraktion dient vorrangig der Abtrennung von Proteinverunreinigungen aus
Nukleinsdurelosungen. Zum Ausgangsvolumen wird im Verhéltnis 1:1 ein Gemisch von
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugesetzt. Dem Vortexen folgt eine Zentrifu-
gation fiir 5 min bei 20 000 x g. Die waflrige (obere) Phase wird in ein neues Reaktionsgefaf3
iiberfithrt und mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt. Nach kraftigem Vortexen
wird fiir 5 min bei 20 000 x g zentrifugiert. Die wafirige Phase wird abgenommen. Sie ent-
hélt die gelosten Nukleinsduren, die beispielsweise durch Ethanolprézipitation gewonnen
werden konnen. Dabei wird die Inkubation des Féllungsansatzes bei -20°C zur Erhchung
der Ausbeute empfohlen.

3.2.3 PCR und Sequenzierung

3.2.3.1 PCR

Die Generierung und Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten erfolgt durch Ein-
satz der polymerase chain reaction mit spezifischen Primerpaaren (siehe Kapitel 3.1.3.2).
In Abhéngigkeit von Lange und Verwendungszweck des zu amplifizierenden DNA-Fragments
(Klonierung von kodierenden Sequenzen oder analytischer Nachweis definierter DNA-
Be-reiche) finden verschiedene DNA-Polymerasen Verwendung: Taq (Fa. Invitrogen li-
fe technologies, Karlsruhe; Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Roth), Native Pfu-Polymerase
(Fa. Stratagene, Heidelberg), BIOTAQ™, ACCUZYME™ und IMMOLASE™ (Fa. Bioline,
Luckenwalde). Diese DNA-Polymerasen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Genauigkeit
(proof reading activity), ihrer Thermostabilitdt und in Bezug auf die Fahigkeit zur Amplifi-
kation von Bereichen mit ausgeprigter Sekundarstruktur. Die PCR-Ansétze werden unter
Verwendung enzymspezifischer Puffer in Anlehnung an ein Standardprotokoll erstellt und
nach den Empfehlungen des jeweiligen Herstellers zur Optimierung der PCR-Reaktion
modifiziert. Fiir Nachweisreaktionen konnen die Volumina der Reaktionsansétze auf ein

Endvolumen von 25 ul oder 12,5 yl angepasst werden.
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Standard-PCR-Protokoll:
Komponente Volumen f.c.
10x Puffer (-MgCly) 5pl Ix
dNTP 10 mM 1pl 0,2mM
MgCly 50 mM 2ul 2mM
upstream Primer 25 pM 0,6 -2 ul 0,3-1uM
downstream Primer 25 uM 0,6 -2 pul 0,3-1uM
template DNA x pl 50 pg—0,75 ug
DNA-Polymerase 5U/pul 0,5 1 2,50
aqua bidest, ad 50 pl
Thermocycler-Programm:
Ix Schritt 1 (fakultativ) 94°C 2 min
25-3bx Schritt 2 94°C 30s
Schritt 3 primerabhéngig 30s—1min
Schritt 4 72°C (Polymerase-abhéngig) 1 min pro kb**
Ix Schritt 5 (fakultativ) 72°C (Polymerase-abhingig) 5 min— 7 min
1x Schritt 6 4°C 24h

*: Schmelztemperatur des Primers vermindert um 4 —8°C

**: fakultativ 4+ 5s dt (Zeitinkrement) pro Zyklus

3.2.3.2 Sequenzierung

Sequenzierungen von DNA erfolgen mit Cyb-fluoreszenzmarkierten Primern (siehe Ab-

schnitt 3.1.3.2) in Verbindung mit dem Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit (Fa.
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) nach der Kettenabbruch-Methode nach SAN-
GER et al., 1977. Dazu werden fiir jede DNA-Sequenz PCR-Reaktionen nach folgendem

Schema erstellt:

1 Sequenzieransatz 1 pg DNA

a 4 Reaktionen: 2 ul 10x Reaktionspuffer (Kit)

2 pul Primer 2,5pmol/ul (5—10pmol)
2 pl Thermosequenase (DNA-Polymerase)
ad 17 ul aqua bidest

In vier PCR-Gef#fle, die nach Basen markiert sind und je 4 ul des basenspezifischen (G, A,

T, C) ddNTP-Terminationsmixes enthalten, werden je 4 ul des Sequenzieransatzes iiber-

fithrt. Das Cycling Programm setzt sich wie folgt zusammen:
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Denaturierung der Proben 95°C 5 min
40-60x 95°C 30s
56°C (55-60°C) 30s
72°C 90s
1x 72°C 5min— 10 min
1x 4°C 24h

Nach Beendigung der DNA-Amplifikation werden jedem Reaktionsanatz 4 ul Stoplésung
(5 mg/ml Dextranblau in 100 % (v/v) deionisiertem Formamid) zugesetzt. Die Sequenzier-

reaktionen sind bis zur Ladung des Sequenziergels bei -20°C fiir maximal 1 Woche lagerbar.

Die Auswertung der Sequenzierreaktionen erfolgt halbautomatisch mit dem Sequenzierge-
rat ALFexpress-Sequencer (Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) unter Verwen-
dung von Acrylamidgelen beziehungsweise Long Ranger-Gelen. Die Gellsungen setzen

sich wie folgt zusammen:

Acrylamidlosung: 7M Harnstoff, 6 % (w/v) Acrylamid (19:1 AA zu Bis-
AA), 54mM Tris, 54 mM Borsdure, 1,2mM EDTA pH
8, 0,035% (w/v) APS und 0,088% (v/v) TEMED:

Long Ranger-Gellosung: kommerziell erhéltliche Losung geméf den Hersteller-

anweisungen.

Die 0,45 pm steril filtrierten Losungen werden entgast und mit TEMED sowie APS ver-
setzt. Die Polymerisation erfolgt bei Raumtemperatur fiir 2—3h zwischen den Thermo-
glasplatten des Sequencer. Die Elektrophorese erfolgt fiir 420 Minuten bei 1500 V, 38 mA
und 34 W und 50°C in Elektrodenpuffer (54 mM Tris, 54 mM Borsdure, 1,2mM EDTA
pH 8). Vor Ladung von 4 ul jeder Sequenzierreaktion wird die DNA der Proben durch
Denaturierung fiir 23 min bei 80 -90°C in Einzelstrangform tiberfiihrt.

3.2.4 Modifikation von DN A
3.2.4.1 DNA-Restriktion

Fiir die Fragmentierung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen werden Restriktions-
ansatze nach dem unten angegebenen Schema erstellt. Die Anséitze werden zur vollstandi-
gen Restriktion ein bis zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Zu beachten ist, dafl verschiedene
Restriktionsenzyme ein davon abweichendes Temperaturoptimum besitzen. Fiir préapara-
tive Zwecke wird das Ansatzvolumen unter Beibehaltung der molaren Verhéltnisse der
Komponenten zueinander vergroffert. Eine verlangerte Inkubation des Ansatzes zur voll-

stdndigen Restriktion kann dabei die Reduktion der Endonukleasemenge kompensieren.
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Volumen Komponenten
x pl DNA
1pl 10x TA-Puffer
1l RNase A (0,1 mg/ml)
0,5l Restriktionsenzym (2,5 U bis 5 U)
vl aqua bidest ad 10 pl

*330mM Tris/Acetat pH 7,8, 660 mM KAc, 100 mM MgAc, 25 mM DTT, 1 mg/ml BSA

Fiir die Generierung von Klonierungsfragmenten, die intern weitere der Erkennungsse-
quenzen fiir die Klonierungsrestriktion tragen, wird Partialrestriktion vorgenommen. Dazu
erfolgt die Erstellung eines praparativen Restriktionsansatzes mit verminderter Konzen-
tration an Restriktionsendonuklease. Die Verdnderung der Menge an partiell und voll-
stdndig geschnittenen DNA-Fragmenten wird in regelméfligem Zeitabstand durch Aga-
rosegelelektrophorese von 5 ul-Aliquots des Ansatzes iiberpriift. Ist das Verhéltnis der
DNA-Fragmente von unverdaut zu partiell und vollstindig verdaut verlagert, wird die
Fraktion partiell verdauter DNA durch Gelelektrophorese abgetrennt und gereinigt.

3.2.4.2 Dephosphorylierung von Vektorenden

Fiir Klonierungen iiber eine singulére Restriktionsschnittstelle werden die Enden des Vek-
tors zur Vermeidung der Vektorreligation ohne Insert dephosphoryliert. Nach Abschlufl
der Inkubation des Restriktionsansatzes wird die DNA mit Ethanol geféllt (Prozedur sie-
he 3.2.2.2). Das Pellet wird in 44 pl TE-Puffer (10mM Tris/HCl pH 7,5, 1 mM EDTA)
resuspendiert. Nach Zugabe von 5 ul Dephosphorylierungspuffer und 1 pl (1 U) Alkalische
Phosphatase wird der Ansatz bei 37°C fiir 2 h inkubiert. Die Zugabe von 0,5 1 0,5 M ED-
TA pHS stoppt die Reaktion. Der gesamte Ansatz wird anschliefend bei 65°C fiir 10 min
inaktiviert. Die DNA wird durch zweimalige Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe 3.2.2.3)

mit anschlieBender Ethanolfdllung wiedergewonnen.

3.2.4.3 DNA-Ligation

Das molare Verhéltnis von Vektor zu Insert unterscheidet sich bei dem Einsatz von sticky-
und blunt-end-Fragmenten. Bei sticky-end-Ligation betrdgt es 2 - 3 : 1 (Insert : Vektor),
bei blunt-Ligation bis zu 50 : 1. Ein Ligationsgemisch setzt sich wie folgt zusammen:

Volumen Komponenten
x pl Vektor-DNA
y ul Insert-DNA
1pl 10x Ligase-Puffer
0,5 pl Ligase (0,5U bis 1U)

7 il aqua bidest ad 10 pl
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Das Ansatzvolumen kann unter Beibehaltung der molaren Verhéltnisse der Komponen-
ten zueinander variiert werden. Das Volumen der zugesetzten Ligase sollte so gering wie
moglich gehalten werden, da das zur Lagerung enthaltene Glycerin die Reaktion beein-
triachtigt. Nach dem Mischen wird der Ansatz bei 14°C (bei blunt-Ligation hoher) tber

Nacht oder bei Raumtemperatur fiir mindestens 1h inkubiert.

3.2.5 Gentechnische Veridnderung von Organismen: F. coli

Proteinkodierende Sequenzen werden zur Amplifikation und Expression in Vektoren einge-
bunden. Die Amplifikation dieser Plasmide erfolgt durch Einbringung (Transformation) in
Escherichia coli und Nutzung der bakteriellen Replikationsmaschinerie. Die FKinbringung
von Plasmid-DNA in die Bakterien ist nur moglich, wenn diese transformationskompetent
sind. Die Uberfithrung in diesen Zustand erfolgt auf Basis von Rubidiumchlorid. Aus ei-
ner Vorkultur werden 50—200 ml Kultur in LB-Medium in einem grofivolumigen Behélter
(Volumenverhéltnis 1:10—1:30) angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODszg von 0,3—-0,6
inkubiert. Nach Inkubation auf Eis fiir 1h (fiir Stamm XIL-1 Blue MRF’) in Zentrifugen-
rohrchen (steril) werden die Zellen bei 750—1000x g und 4°C fiir 15 min pellettiert. Der
Uberstand wird verworfen. Die Zellen werden vorsichtig in 1/3 des Ausgangsvolumens
RF1-Losung (100 mM RbCl, 50 mM MnClsy, 30 mM K-Acetat, 10 mM CaClsy, 15% (w/v)
Glycerin, pH 5,8 mit Essigsdure, steril) resuspendiert. Im Anschlufl an die erneute Pellet-
tierung (750-1000x g und 4°C fiir 15 min) erfolgt die Aufnahme der Zellen in 1/12,5 des
Ausgangsvolumens RF2-Losung (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75mM CaCly, 15% (w/v)
Glycerin, pH 6,8 mit NaOH, steril) mit Inkubation auf Eis fiir 15 min. Unmittelbar an-
schlieBend werden die Zellen auf Eis aliquottiert und in fliissigem Sticksoff schockgefroren.
Die Aliquots sind bei -80°C lagerbar.

Kompetente Zellen des zu transformierenden E. coli-Stammes werden 15 min auf Fis aufge-
taut. Jedes 200 ul-Aliquot wird mit Ligationsprodukt versetzt. Nach vorsichtigem Mischen
(nicht vortexen) wird der gesamte Ansatz 45 min auf Eis inkubiert. Der anschlieBende Hit-
zeschock erfolgt fiir 3min bei 37-42°C, gefolgt vom Abkiihlen auf Raumtemperatur fiir
maximal 10 min und dem Zusatz von 200 ul LB-Medium. Die Inkubation erfolgt bei 37°C
unter leichtem Schiitteln fiir 60 —90 min. Die Zellen werden nun mit dem Trigalski-Spatel
auf Selektivplatten ausgestrichen und {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Bei ausreichend
Transformationsmaterial (z.B. bel Retransformation isolierter Plasmide zur Amplifika-
tion) kann die Transformationsprozedur verkiirzt werden. Dazu werden 200 pl kompetente

Zellen zum Ansatz gegeben. Das ausplattierte Gemisch wird bei 37°C inkubiert.

3.2.6 Rekombinante Expression in E. coli M15[pREP4]:
Antigenexpression

Aus 20 ml einer Vorkultur von M15[pREP4] mit Expressionsvektor in LB-Amp (100 pg/ml)/
Kan (25 pg/ml) wird eine 11-Kultur angeimpft. Die Kultur wéchst bis zu einer ODggo = 0,6
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bei 37°C. Von der Kultur wird 1 ml zur Analyse als uninduzierte Kontrolle abgenommen,
bei 20800x g fiir 1 min pellettiert und bei -80°C gelagert. Die Proteine werden mit 50 pul
1x SDS-Extraktionspuffer solubilisiert. In der verbliebenen Kultur wird mit 1 mM IPTG
(Isopropyl-3-D-Thiogalaktosid) die Expression der expressionsvektorkodierten Sequenzen
induziert (Expressionsvektoren: pQE30, pQE40; siehe auch: The QIAexpressionist). Die
Proteinexpression erfolgt wiahrend des weiteren Wachstums der Kultur bei 37°C fiir 4—
5h. Der Kultur wird anschliefend ein weiteres Aliquot (1 ml) als induzierte Kontrolle zur
Analyse entnommen und wie die erste Probe prozessiert. Die Bakterien der restlichen
Kultur werden bei 4000 x g fiir 10— 15 min pellettiert. Das Pellet ist bei -80°C lagerbar.

Zur Aufreinigung des Expressionsproduktes wird das Bakterienpellet in 16 ml Puffer B
(8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,POy, 0,01 M Tris/HCI pH 8) vollstindig resupendiert und auf-
geschlossen. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 8000x g und Raumtemperatur werden
50 pl Proteiniiberstand bei -80°C zur Analyse gelagert (Lysat, unaufgereinigte Kontrolle).
Der verbliebene Uberstand wird mit 4 ml Nickel-Agarose (Ni-NTA, Fa. Qiagen, Hilden)
versetzt und 2,5h bei Raumtemperatur gerithrt. Die Suspension wird 10 min bei 3000x g
und Raumtemperatur zentrifugiert. Von dem Uberstand werden 100 ul als flow through-
Kontrolle bei -80°C gelagert. Davon werden 10 ul auf einer SDS-PAGE {iiberpriift. Das
Nickel-Agarose-gebundene Expressionsprodukt wird nach folgendem Schema gewaschen:
2x 8ml Puffer B, 2x 8ml Puffer C (8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,POy, 0,01 M Tris/HCI
pH6,3) sowie 1x 4ml Puffer C mit 25 mM Imidazol, Zentrifugation jeweils 10 min bei
3000x g und Raumtemperatur. Die Elution des gereinigten Expressionsproduktes erfolgt
mit 3ml Puffer C mit 250 mM Imidazol fiir 15 min bei Raumtemperatur unter Drehung.
Die Nickelagarose wird durch Zentrifugation (10min, 3000x g, Raumtemperatur) sepa-
riert. Von einem 50 pl-Aliquot anfgereinigter Proteinlosung (Lagerung: -80°C) werden 10 ul
aufgereinigtes Protein mittels SDS-PAGE analysiert sowie 5 und 10 ul zur Proteingehalts-
bestimmung eingesetzt. Die gereinigte Proteinlosung ist bis zur Dialyse bei -80°C lagerbar.
Zur Immunisierung von Kaninchen (siche Abschnitt 3.6.8) eingesetztes Expressionspro-
dukt (Antigen) wird vor der Verwendung zur Immunisierung dialysiert. Dazu werden
vorbereitete Dialyseschliuche (siehe unten) mit aqua bidest gespiilt, die Proteinlosung
luftblasenfrei eingefiillt und die Schliuche mit Dialyseklemmen verschlossen. Die Dialyse
erfolgt iiber Nacht unter Rithren in 41 Dialysepuffer (140 mM NaCl, 3mM KCIl, 10 mM
NagHPO,, 2mM KH,PO, pH 7,22). Das dialysierte Protein (fiir eine komplette Immuni-
sierung ca. 1 mg benétigt) wird bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Die Vorbereitung

von Dialyseschlauchen wird wie folgt vorgenommen:

Schlduche zuschneiden 10-20cm

Schlduche kochen 10min  grofles Volumen 2% (w/v) NaHCOs3
1mM EDTA pHZ&,0

Schléduche spiilen aqua bidest steril

Schlduche kochen 10 min 1mM EDTA pH8,0

Lagerung bei 4°C bedeckt in EDTA-Lésung

vor Gebrauch Schlduche spiilen aqua bidest steril.
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3.3 Rekombinante Expression in eukaryotischer
Zellkultur: S2-Zellen

3.3.1 S2-Zell-Kultivierung

Die Kultivierung der in Suspension wachsenden S2-Zellen erfolgt in flachen Einweggeféfien
(25cm?, 75cm?, 6- und 12-well-Platten, 90 mm-Schalen). Die Zellen werden in den unter
3.1.5.2 angegebenen Medien mit einer Dichte zwischen 1x10°% und 2x 107 Zellen/ml bei
24°C kultiviert, wobei die minimale Zelldichte 0,5x 10° betrigt. Ab 5x10° Zellen/ml Kul-
tur beginnen S2-Zellen in serumhaltigem Medium zu verklumpen, wodurch die optimale
Kultivierung nicht ldnger gegeben ist. Ein erhéhter COo-Partialdruck ist zur Kultivierung
der Zellen nicht notwendig. S2-Zellen werden durch Zentrifugation fiir 2-3 min bei 1000x g
gesammelt, der Uberstand dekantiert und die Zellen in frischem Medium resuspendiert.

Zur langfristigen Lagerung kénnen von S2-Zellen gefrorene Zellstécke angelegt werden.
Zuerst wird von der Zellsuspension einer Kultur hoher Dichte (1,0-2,0x 107 Zellen/ml)
mittels Hamacytometer die exakte Zelldichte ermittelt (hohe Viabilitdt erforderlich). Die
Zellen werden bei 1000x g fiir 2—3 min bei 4°C pellettiert. Der Uberstand wird als Teil des
Einfriermediums aufbewahrt. Das Zellpellet wird in 1xPBS resuspendiert und anschlie-
flend erneut zentrifugiert (siehe oben). Die Zellen werden in einer Dichte von 1,1x 107
Zellen/ml in Einfriermedium (siehe 3.1.5.2) resuspendiert und als 1 ml-Aliquots in vorge-
kiihlte Kryogeféfle iiberfithrt. Das Einfrieren erfolgt kontrolliert in Raten. Langfristig wer-
den die Stocke bei -80°C beziehungsweise in fliissigem Stickstoff gelagert. Zur FEtablierung
von Kulturen aus gefrorenen Stocken werden Kryorohrchen schnell bei 30°C aufgetaut.
Kurz vor dem vollstdndigen Auftauen der Zellsuspension wird die Auflenseite der Rohr-
chen chemisch dekontaminiert. Die Zellen werden, in 5 ml frisches Medium transferiert, fiir
5—16h bei 24°C kultiviert. Sie sollten nach dem Auftauen eine Lebensfahigkeit von 60—
70 % aufweisen. Durch Zentrifugation bei 1000x g fiir 2—3 min wird das DMSO-haltige
Medium von den Zellen separiert. Der Uberstand wird entfernt und das Zellpellet in 5 ml
frischemm Medium resuspendiert. Die Kulturen werden bei 24°C weiter kultiviert, bis die
Dichte zur Teilung der Kultur beziehungsweise zur Erneuerung des Mediums erreicht wird.

3.3.2 Gentechnische Verdnderung eukaryotischer Zellen -

transiente und stabile Transfektionen

Die Finbringung der pMT-Vektor-basierten Expressionskonstrukte in S2-Zellen erfolgt
hauptséchlich durch CaPOy-vermittelte Transfektion. Dazu wird hoch gereinigte DNA
der verwendeten Plasmide eingesetzt (siehe 3.2.1).

Fiir jeden Transfektionsansatz werden in einer 6-well-Platte 3x 10° Zellen in 3 ml serum-
haltigem Expressionsmedium (1x 10° Zellen/ml) ausgesit. Die Zellen werden fiir 6 - 16 h
bis zu einer Dichte von 2-4x 10° Zellen/ml kultiviert. Pro Transfektion werden folgende

Losungen separat vorbereitet: Losung A umfasst 36 ul 2 M CaCly, x ul rekombinante DNA
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(19 pug) sowie zellkultur-steriles Wasser ad 300 ul; Losung B enthélt 300 pl 2x HBS (50 mM
HEPES, 1,5mM NaH,PO,, 280 mM NaCl pH7,1). Unter stindigem Mischen wird lang-
sam Losung A tropfenweise zu Losung B gegeben. Das Mischen wird weiter fortgesetzt und
der Ansatz fiir 30— 40 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das nach 30 min gebildete feine
Prézipitat wird durch das blduliche Schimmern der Losung erkennbar (Tyndall-Effekt).
Anschlieflend wird die Prazipitatlosung unter Mischen tropfenweise den vorbereiteten Zel-
len zugesetzt. Nach Inkubation fiir 16—24h im Inkubator wird die Calciumphosphatlo-
sung von den S2-Zellen entfernt. Die Zellen werden zweimal mit frischem serumhaltigen
Medium gewaschen. Nach zweitdgigem Wachstum kann die Induktion der rekombinan-
ten Expression in der logarithmischen Wachstumsphase vorgenommen werden. Dazu wird
den transfizierten Zellen aus einer 100mM Losung CuSOy4 bis zu einer Endkonzentra-
tion von 500—750 uM zugesetzt. Die Analyse der Proteinexpression erfolgt nach 24—-96 h,
i.d.R. werden die Zellen 48 h nach der Expressionsinduktion untersucht. Die Effizienz fiir
CaPOy-vermittelte Transfektion betrigt geméifl den S2-Zell-Vertreiberangaben 515 %.
Die beschriebene transiente gentechnische Verdnderung der S2-Zellen kann ebenso sta-
bil erfolgen. Dazu wird neben der Plasmid-DNA fiir die rekombinante FExpression der
Zielsequenz ein weiteres Plasmid (zum Beispiel pCoHygro) co-transfiziert, das fiir eine
Antibiotika-Resistenz (beispielsweise gegen Hygromycin B) unter einem konstitutiven Pro-
motor kodiert. Das empfohlene Verhaltnis Expressionsplasmid : Selektionsplasmid betrigt
bei CaPOy-vermittelter Transfektion 20: 1. Durch Zusatz des Antibiotikums zum Kultur-
medium erfolgt die Anzucht der mit dem Selektionsplasmid transfizierten S2-Zellen.

3.3.3 Selektion stabil transfizierter Linien

Zur Selektion stabil transfizierter Linien werden stabile Transfektionsansétze unter Ver-
wendung von pCoHygro erstellt (siehe 3.3.2). Zwei Tage nach Abschlufl der Transfektions-
prozedur (Entfernung des CaPOQ,) beginnt die Selektion co-transfizierter Zellen. In einem
Teil des Transfektionsansatzes wird zur Bestimmung der Transfektionseffizienz die Expres-
sion wie beschrieben induziert. Das verbleibende Aliquot wird zur Selektion eingesetzt.
Durch Zugabe von 300 pg/ml Hygromycin B werden die Zellen innerhalb der Kultur an-
gereichert, die pCoHygro enthalten. Durch die Selektion entsteht eine polyklonale Kultur,
die keine untransfizierten Zellen mehr enthélt. Die Wahrung des optimalen Verhéltnis-
ses von Expressions- zu Selektionsplasmid soll gewéhrleisten, dass die selektierte Kultur
ausschliellich co-transfizierte Zellen umfafit. Wahrend der Selektionsprozedur ist eine Re-
duktion des Kulturvolumens erforderlich, um die minimal erforderliche Zelldichte fiir den
Erhalt der Kultur nicht zu unterschreiten. Nach Abschlufl der Selektionsprozedur, die
mindestens vier Wochen umfafit, erfolgt die Expansion der Kultur.

3.3.4 Proteinextraktion aus S2-Zellen

Zum Nachweis rekombinant exprimierter Proteine und somit der Charakterisierung von

S2-Linien erfolgt die Proteinextraktion durch Zelllyse und Solubilisierung von Membran-
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proteinen mittels 1x SDS-Probenpuffer ohne BPB und Glycerin (siehe 3.1.4). Die indu-
zierten Zellen werden durch Zentrifugtion bei 1000 x g fiir 2 -3 min pellettiert, das Medi-
um entfernt und die Zellen in 1x PBS gewaschen. Nach erneuter Pellettierung erfolgt die
Resuspension der Zellen in 1/90vol. des Kulturvolumens im SDS-Puffer. Die DNA der
Lysate wird durch eine 23-gauge-Nadel geschert. Zentrifugation der Lysate bei 20000x g
fiir 10 min trennen die verbliebenen Zelltriitmmer vom Lysat ab. Bis zur Analyse konnen
die Proteinextrakte bei -80°C gelagert werden.

Der Nachweis von Proteininteraktionen ist nur in Zellextrakten mdoglich, die Proteine nicht
vollstandig denaturieren. Die Extraktion von Membranproteinen erfolgt in diesem Fall mit
Triton X-100. Die gewaschenen Kulturpellets werden dazu in 1/60vol. Tritonlysepuffer
mit 1 mM PMSF resuspendiert. Die Lyse erfolgt fiir 10 min bei 37°C mit anschlieBendem
Vortexen beziehungsweise fiir 20 min auf Eis bei instabilen Proteinen. Ungeloste Zellbe-
standteile werden durch Ultrazentrifugtion bei 100000x g fiir 10 min — 30 min abgetrennt.
Die gekléarten Lysate sind bei -80°C lagerbar.

3.4 Priparation biologischen Materials aus Kopfen

von D. melanogaster

Die Kopfe von D. melanogaster-Fliegen werden mit einer Rasierklinge auf einem Kiihl-
tisch abgetrennt und auf fliissigem Stickstoff gesammelt. Fiir die Gewinnung von relativ
reinem augenspezifischen Material konnen die Augenkappen mittels Rasierklinge von den
abgetrennten Kopfen separiert und fiir die weitere Verwendung gesammelt werden. Eine
Lagerung des gefrorenen Materials ist bei -80°C moglich. Fiir die Préaparation von Mem-
branvesikeln werden bis zu 250 Kopfe mit einem Mikro-Pistill in 100 ul Puffer A (50 mM
Tris/HCl pH 7,5, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM PMSF) auf Eis homogenisiert. Die
Abtrennung der Chitinreste erfolgt durch Zentrifugation bei 1000 -2000x g und 4°C fiir
1 min. Der Uberstand wird 30 min bei 100000 x g und 4°C zur Sedimentation der Membra-
nen zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes, der die loslichen Proteine enthilt,
kann durch Resuspension der pellettierten Membranen in entsprechenden Puffern die Pro-
teinextraktion erfolgen.

Die Gewinnung aller enthaltenen Proteine aus Kopfen und Augenkappen erfolgt durch
die direkte Homogenisation des Materials in TXEP/PMSF beziehungsweise in 1x SDS-
Probenpuffer. Das Material wird dazu mit einem Mikro-Pistill im Extraktionspuffer auf-
geschlossen. Die Extraktion der Proteine erfolgt fiir mindestens 10 min auf Eis (Tritonpuf-
fer) beziehungsweise bei Raumtemperatur (SDS-Puffer). Anschliefend werden die Proben
10 min bei 4°C und 100 000x g (Tritonextrakte) beziehungsweise 18°C und 20 000 x g (SDS-
Extrakte) zur Abtrennung unloslicher Bestandteile zentrifugiert. Die Extrakte werden bei
-80°C gelagert. Die Extraktion der Membranproteine isolierter Kopfmembranen erfolgt in
analoger Weise. Nach Resuspension der Membranen in Extraktionspuffer ist jedoch eine

Homogenisation nicht notwendig.



3 Material und Methoden 41

3.5 Immuncytochemie und Fluoreszenzmikroskopie

3.5.1 Analyse rekombinant exprimierter Fluorophore

Die Erstellung von Fusionskonstrukten aus der kodierenden Sequenz (CDS) fiir Fluoro-
phore und der CDS des zu analysierenden Proteins ermdoglicht den schnellen, exakteren
Nachweis rekombinant exprimierter Proteine und erleichtert Lokalisationsstudien. Die Ex-
pression von EGFP und HcRed wird direkt tberpriift. Fir die Fluoreszenzmikroskopie
werden induzierte Zellen mit 1x PBS gewaschen und anschlieflend in PBS resuspendiert.
Die entstandene Zellsuspension kann zur Dokumentation in Mowiol 4.88 eingebettet wer-
den. Ebenso ist eine direkte Dokumentation lebender Zellen in einem begrenzten Zeitraum
moglich. Die Analyse der Proben erfolgt an einem Fluoreszenzmikroskop durch Anregung
mit Licht der Wellenldnge 488 nm (EGFP) und 513nm (HcRed). EGFP emittiert Licht
mit A=507nm (FITC-Filter), HcRed kann mit dem TRITC-Filter analysiert werden.
Wurde der Fluorophor C-terminal an das zu untersuchende Protein angefiigt, belegt de-
tektierte Fluoreszenz die Expression der gesamten Fusions-CDS. Fluoreszenzmikroskopie
von (fusions-)exprimierten Fluorophoren kann, durch den Nachweis der rekombinanten
Expression, auch zur Bewertung der Viabilitdt einer Kultur eingesetzt werden.

3.5.2 DAPI-basierte Kernfirbung

Zur Féarbung chromosomaler DNA wird der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4’,6-Diamidino-
2-phenylindol, Dihydrochlorid) verwendet. Aus einer Stammlosung (0,2 mg/ml (w/v) in
aqua bidest) wird eine wifirige DAPI-Losung der Konzentration 4 pg/ml mit 0,01 % (v/v)
TX-100 zur Permeabilisierung der Proben erstellt. Die Proben werden fiir 15— 25 min in-
kubiert. Die Dokumentation der Farbung am Fluoreszenzmikroskop mittels CCD-Kamera
ist umgehend moglich mit einer Anregungswellenlidnge von 358 nm (Emissionsmaximum:
461 nm). Alternativ ist eine Versiegelung der Proben mit DAPI-haltigem Mowiol moglich.
Dazu wird der DAPI-Farbstoff in entsprechender Konzentration dem Versiegelungsmedi-
um zugesetzt. Nach Aushirtung des Mediums kann die Kernfarbung dokumentiert werden.

3.5.3 Immunomarkierung von S2-Zellen

Aliquots induzierter Kulturen werden vor der Verwendung fiir die Immuncytochemie mit
1x PBS gewaschen, um die vom Medium ausgehende Fluoreszenz der Proben zu senken.
2050 pl der erstellten Zellsuspensionen in 1x PBS werden auf einen Objekttrager aufge-
bracht, der zuvor mit einem Tropfen 0,01 % (v/v) Poly-L-Lysin-Losung beschichtet wurde.
Die Inkubation der Proben fiir 15 min bei Raumtemperatur ermoglicht eine Sedimentation
der Zellen auf dem beschichteten Objekttriger. Die Zellen werden durch Zugabe von PFA
(50-100 pl 4% (v/v) in PBS) fiir 5 min fixiert. Nach Entfernung der PFA-Losung werden
die Proben dreimal fiir 10 min mit 100 ul 1x PBS gewaschen. Es folgt die Blockierung un-

spezifischer Bindungen durch Inkubation der Proben in Blockierungslosung (0,5 % (v/v)
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Fischgelatine, 1% (w/v) Ovalbumin, 98,5 % PBS) fiir mindestens 30 min (100 ul). W&h-
rend dieser Inkubation erfolgt ebenfalls die Permeabilisierung der Zellen durch 0,1 % (v/v)
Triton X-100 im Blockierungspuffer, um intrazellulire fixierte Proteine fiir Antikorper zu-
ganglich zu machen. Primére Antikorper werden mit einem Verdiinnungsfaktor (siehe
Tabelle 3.1.7) in Blockierungslosung inkubiert. Die Antigenerkennung erfolgt bei 37°C
fiir 1h in einer feuchten Kammer oder iiber Nacht bei 4°C. Im Anschlufl an dreimaliges
Waschen mit 1x PBS fiir mindestens 5 min werden die fluorophorgekoppelten sekundéren
Antikoérper (1:100-200) in Blockierungspuffer auf die Proben aufgebracht und fiir 1-5h
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Ungebundene Antikérper werden durch Wa-
schen in PBS fiir dreimal 10 min entfernt. Die Objekttréiger werden kurz mit aqua bidest
gespiilt. Die Einbettung der Proben fiir die Dokumentation erfolgt in Mowiol 4.88 (Aus-
hértung iiber Nacht). Die Praparate sind, mit Ausnahme von rekombinant exprimierten

Fluorophoren, im Dunkeln bei 4°C mehrere Tage bis Wochen lagerbar.

3.5.4 Dokumentation von Fluoreszenzsignalen

Die Dokumentation von Fluoreszenzsignalen und korrespondierenden lichtmikroskopischen
Aufnahmen erfolgt durch konfokale Laserscanning Mikroskopie (Leica TCS SP) bezie-
hungsweise durch Aufnahme mikroskopischer Bilder mit einer CCD-Kamera (Leica DC200).
Konfokale Laserscanning Mikroskopie (KLSM) erméglicht die Darstellung diinner optischer
Ebenen eines Préaparates ohne Streusignale aus anderen Ebenen. Die ermittelte Intensitét
der Fluoreszenzsignale im Verhéltnis zu Kontrollen erméglicht die Vergleichbarkeit und
Bewertung von Proben. Es kénnen mehrere verschiedene Fluoreszenzsignale sowie ein
Transmissionsbild gleichzeitig aufgenommen und die Uberlagerung verschiedener Kaniile
dargestellt werden. Diese Uberlagerungsbilder (overlays) erméglichen die Dokumentation
von Co-Lokalisationen. Die detektierten Signalbilder konnen aus der mikroskopeigenen
Software in iibliche Grafikprogramme zur Bearbeitung transferiert werden (Kapitel 3.1.8).
Fiir die Detektion von UV-basierten Fluoreszenzsignalen (DAPI-Kernfirbung) und deren
Lokalisation im Vergleich zu anderen Proteinen/Zellstrukturen werden die durch konven-
tionelle Fluoreszenzmikroskopie erzeugten Signale (Anregungpap;: 358 nm, Emissionpap;:
461 nm) mittels CCD-Kamera dokumentiert. Die einzelnen Kanéle (Transmission, ver-
schiedene Fluoreszenzsignale) werden separat nacheinander dokumentiert. Eine Uberlage-

rung einzelner Kanile ist mit kommerziellen Grafikprogrammen (Kapitel 3.1.8) moglich.

3.6 Biochemische Methoden

3.6.1 Proteingehaltsbestimmung: Bicinchoninsiure-Assay

Die Bestimmung des Proteingehalts von Losungen wurde nach SMITH et al., 1985 vor-
genommen. Als Nachweisreagenz wird 1 ml Bicinchoninsdurelosung (Fa. Sigma-Aldrich,
Miinchen: Nay,CO3, NaHCO3, Na-Tartrat und Bicinchoninsdure in 0,2 M NaOH) mit 20 pl
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4% (w/v) CuSOy (Fa. Sigma-Aldrich) pro 50 pul Probenvolumen versetzt. Die Inkubations-
zeit der Mischung aus Probe und Nachweisreagenz bei 60°C betrigt 30 min. Nach Abkiih-
len des Reaktionsansatzes auf Raumtemperatur wird die Absorption bei 562 nm gemessen.
Anhand einer mitzufiihrenden Eichreihe mit BSA als Standard kann aus den gemessenen
Werten die Proteinkonzentration der untersuchten Probe errechnet werden. Diesem Assay
liegt folgendes Prinzip zugrunde: Im alkalischen Milieu werden Cu(II)-Ionen durch Pep-
tidbindungen zu Cu(I)-Ionen reduziert. Die Menge an Cu(I)-Ionen ist direkt proportional
zur Proteinmenge. Bicinchoninsdure bildet mit Cu(I)-Ionen stabile Komplexverbindungen

mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm.

3.6.2 SDS-PAGE: Natrium-Dodecylsulfat-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinextrakten erfolgt in vertikalen Flachgelen (Abmessungen:
6cmx8cmx0,75cm). Verwendet werden homogen konzentrierte Trenngele mit einer to-
talen Acrylamidkonzentration von 8 % (w/v) beziehungsweise 12 % (w/v) in einem diskon-
tinuierlichen Puffersystem (Sammelgelpuffer: pH 6,8, Trenngelpuffer: pH 8,8, Elektroden-
puffer: pH 8,3) nach LAEMMLI, 1970. Die exakte Zusammensetzung der Tris-Glycin-Gele
gibt Tabelle 3.3 wieder.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele

Trenngel Trenngel Sammelgel
8% T 12% T 6% T
Acrylamid 8% (w/v) | 12% (w/v) | 6% (w/v)
Bisacrylamid | 0,2% (w/v) | 0,3% (w/v) | 0,15% (w/v)
Tris/HCI
pH8 8 0,375 M 0,375 M -
pH 6.8 — — 0,125 M
SDS 0,1% 0,1% 0,1%
APS 0,05 % 0,05 % 0,1%
TEMED 0,075 % 0,075 % 0,15%

Die Einstellung der Acrylamid- und Bisacrylamid-Konzentration erfolgt aus kommerziell
erhéltlicher 40 %-Losung (Fa. Serva, Heidelberg; Mischungsverhéltnis 37,5:1). Die Lange
des Sammelgels betragt 1cm, die Trennung erfolgt iiber eine Distanz von 5cm. Bis zur
vollstdndigen Polymerisation werden die mit HoO oder 96 % (v/v) Ethanol tiberschichteten
Trenngele sowie die kompletten Gele nach Anfiigen der Sammelgele bei 55°C fiir 15 min
inkubiert. Die Elektrophorese wird in einer ,,2050 Midget“-Elektrophoresekammer (Fa.
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) bei konstant 20 mA pro Gel durchgefiihrt. Die
Zusammensetzungen von Puffern zur Ladung von Proben (1x und 5x SDS-Probenpuffer,
6 x Glycerin/BPB-Puffer) und zum Lauf der SDS-PAGE (Elektrodenpuffer) sind im Ab-
schnitt 3.1.4 aufgefiihrt.
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Fiir die Dokumentation von Proteinen mit geringerem Molekulargewicht erfolgte die Er-
stellung von Tricin-Gelen. Die Vorgehensweise sowie die verwendeten Apparaturen ent-
sprechen den Beschreibungen fiir Tris-Glycin-Gele. Die homogenen Trenngele, die Sam-
melgele und die Elektrodenpuffer besitzen folgende Zusammensetzung:

Trenngel: 16,5% totale Acrylamidkonzentration mit 0,87% Bis-
acrylamid (40 %-Losung, Fa. Serva, Mischungsverhéltnis
19:1), 1M Tris/HCl pH8,45, 0,1 % (w/v) SDS, 10% (v/v)
Glycerin, 0,125% (w/v) APS, 0,125% (v/v) TEMED

Sammelgel: 4% totale Acrylamidkonzentration mit 0,21 % Bisacrylamid
(40 %-Losung, Fa. Serva, Mischungsverhéltnis 19:1), 0,75M
Tris/HCl pH8,45, 0,075% (w/v) SDS, 0,07% (w/v) APS,
0,07% (v/v) TEMED

Kathodenpuffer: 0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,2

Anodenpuffer: 0,2M Tris pH&,9

Die Elektrophorese der vertikalen Flachgele erfolgte unter Kithlung der Gelapparatur (4°C,
Kiihlkreislauf) fiir 3h bei 35 -50mA pro Gel.

3.6.3 Coomassie-Fiarbung von SDS-PAGE-Gelen

Das SDS-PAGE-Gel wird in Coomassie-Firbelosung (0,2% (w/v) Serva Blue R, 50%
(v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsdure) unter leichtem Schiitteln fiir 30 —60 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Fiir die Proteinanfarbung gilt die RGT-Regel, d.h. bei 40°C erfolgt
die Farbung in 15 min bis 20 min. Zur Hervorhebung der Proteinbanden wird die Gelhin-
tergrundfirbung mit Entfarberlésung der Zusammensetzung 25% (v/v) Methanol, 10%
(v/v) Essigsdure tiber Nacht auf einem Schiittler bei Raumtemperatur (bei 40°C 45 min)
gesenkt. Wahrend der Entfirbung wird das Wechseln der Entfarbungslosung empfoh-
len (Regeneration der Losung: Adsorption des Coomassie-Farbstoffs an Aktivkohle). Fir
zeitverzogerte Dokumentation erfolgt die Geltrocknung auf Blotpapier (Whatman 3 MM)
mittels Geltrockner (Fa. Frobel Labortechnik, Typ G2000) mit Vakuumsaugpumpe bei
ca. 90°C fiir 1h.

3.6.4 Silbernitratfarbung von SDS-PAGE-Gelen

Nach dem Protokoll von HEUKESHOVEN AND DERNICK, 1988 wird das SDS-PAGE-Gel
fir 40—60 min oder iiber Nacht bei Raumtemperatur in Silberfarbelosung 1 (30% (v/v)
Ethanol, 10% (v/v) Essigsiure) leicht geschiittelt. Der 60-miniitigen Inkubation (oder
tiber Nacht) in Silberfarbelosung 2 (30% (v/v) Ethanol, 0,5M Natriumacetat, 0,2%
(w/v) Natrium-Thiosulfat, 0,5% (v/v) Glutaraldehyd (frisch, 25% Stammlésung)) folgt
dreimaliges Waschen in aqua bidest. Anschlielend wird das Gel fiir 30 min in Silberni-
tratlosung (0,1 % (w/v) AgNOs, 0,01 % (v/v) Formaldehyd) inkubiert. Nach zweimaligem
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kurzen Spiilen in HoO wird das Gel in Silberfarbelosung 3 (2,5 % (w/v) NaCOs, 0,01 %
(v/v) Formaldehyd) {iberfiihrt und entwickelt, bis die gewiinschte Farbintensitéit erreicht
ist. Die Entwicklungsreaktion wird gestoppt durch Austausch der Losung gegen 0,05 M
EDTA-Losung (pHS). In dieser Losung ist auch die Aufbewahrung des Gel fiir ldngere
Zeit unter Abdunklung moglich.

3.6.5 Western Blot Analysen
3.6.5.1 Elektroblotting (Semi-Dry und Tankblot)

Der Transfer von Proteinen aus SDS-PAGE-Gelen auf Membranen (z.B. PVDF) erfolgt
durch FElektroblotting. Dabei konnen die Proteine sowohl im semi-dry-Verfahren transfe-
riert werden als auch mittels Tankblotting.

sema-dry:

Das SDS-PAGE-Gel wird ebenso wie die PVDF-Blotmembran in semi-dry-Blotpuffer
(50mM Tris-Base, 0,1% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol (frisch)) fiir 10 min #quili-
briert. Um die hydophobe Oberfliche der Blotmembran benetzbar zu machen wird die
Membran zuvor kurz in Methanol getaucht. Die Elektroden der Blotapparatur werden
zur Herstellung der Leitfahigkeit mit aqua bidest benetzt. AnschlieSend erfolgt der Zu-
sammenbau des Blots luftblasenfrei in der gegebenen Reihenfolge: 3 Whatman-Papiere
(3MM, Blotpapier) getriankt mit Blotpuffer, PVDF-Membran, Gel (Markierung der Ta-
schen und Gelorientierung), gegebenenfalls Parafilmstreifen zur Abdeckung der Rénder
sowie weitere 3 Blotpuffer-getrankte Whatman-Papiere als Pufferreservoir fiir die Blot-
prozedur. Das Elektroblotting erfolgt fiir 1h bei 0,8-1 mA pro cm? Gelfliche.

tankblotting:

Das Tankblotten wird dquivalent zum semi-dry-Blotten mit folgenden Anderungen vor-
genommen: Der Blotpuffer setzt sich aus 192 mM Glycin, 20 mM Tris-Base, 0,01 % (w/v)
SDS sowie 20 % (v/v) Methanol zusammen. Dem Zusammenbau des beidseitig von zwei
Schwammen umgebenen Blots in den Halterungen der Tankblotapparatur folgt die Fiil-
lung des Tanks mit Blotpuffer. Zusédtzlich wird ein Kiihlaggregat in die Apparatur einge-
setzt. Das Blotten erfolgt unter Riihren des Blotpuffers fiir 1h bei 80 V.

Zur Aufbewahrung kann die Blotmembran nach dem Blotvorgang luftgetrocknet bei 4°C

oder Raumtemperatur gelagert werden.

3.6.5.2 Immunologische Detektion und Visualisierung membrangebundener
Proteine

Die Benetzbarkeit getrockneter Blotmembranen wird durch Inkubation in Methanol wie-
der hergestellt. Im AnschluB erfolgt die Aquilibrierung in TBS-T (50 mM Tris/HCl pH 7,3,
50 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween20) fiir 10 min unter Schiitteln. Zur Blockierung unspezi-
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fischer Bindungsstellen folgt die Inkubation in Blockierungslosung (5% (w/v) Skim milk
in TBS-T) fiir mindestens 1h oder iiber Nacht. Der primére Antikérper wird in TBS-
T verdiinnt (i.d.R. 1:1000, Abweichungen siehe 3.1.7) und die Blotmembran iiber Nacht
unter leichtem Drehen oder Schiitteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T
fiir 10 min folgt fiir die Verstiarkung der Visualisierung die Detektion des priméren An-
tikorpers durch entweder sekundéren Antikorper gegen IgG (bei monokonalen priméren
Antikorpern) oder Protein A (IgG-Erkennung bei polyklonalen priméren Antikérpern).
Fiir die Nachweisreaktion ist Alkalische Phosphatase (AP) an den sekundédren Antikor-
per/Protein A gekoppelt. Der Einsatz von Protein A-AP erfolgt 1:1000 einer Stammlo-
sung von 325 U /ml, fiir a-IgG-AP (IgG preus-AP, Fa. Sigma-Aldrich) 1:25000. Die Inkuba-
tionszeit der Blotmembran im sekundédren Nachweisreagenz betrégt 1 h. Dem dreimaligen
Waschen mit TBS-T folgt das Schwenken der Membran fiir mindestens 2 min in Aquilibrie-
rungspuffer (Zusammensetzung in Abhéngigkeit von der Nachweisreaktion). Die Visuali-
sierung der detektierten Proteinbanden erfolgt iiber eine Farbreaktion (mit NBT/BCIP-

Substrat) oder alternativ mittels Chemolumineszenz (CDP-Star™).

NBT/BCIP-Nachweis:

Der Farbnachweis wird im Dunkeln ohne Schiitteln in Aquilibrierungspuffer (100 mM Tris
pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCly) supplementiert mit 0,03 % (w/v) NBT und 0,015 %
(w/v) BCIP (X-Phosphat) vorgenommen, bis eine blau-violette Farbung erscheint. Dieser
Vorgang dauert einige Minuten. In Ausnahmefillen erfolgt die Inkubation der Membran
fiir mehrere Stunden in der Entwicklungslosung. Die Reaktion wird durch Spiilen der
Membran mit Wasser gestoppt und die Membran getrocknet.

CDP-Star-Nachweis:

Die Blotmembran inkubiert fiir 5 min in 1 % (v/v) CDP-STAR™-haltigem Aquilibrierungs-
puffer (100 mM Tris/HCI pH 9,5, 100 mM NaCl). Die Membran wird in Folie eingeschweif3t
und fiir 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert (Substratumsatz durch AP). Durch
Auflegen von Rontgenfilmen kann die Chemolumineszenz spezifisch detektierter Protein-

banden visualisiert werden.

3.6.5.3 Amidoschwarzfirbung von PVDF-Blotmembranen

Das Anfarben von Proteinen auf PVDF-Membranen erfolgt mit Amidoschwarz-Farbelosung
(0,1% (w/v) Amidoschwarz, 45 % (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsdure). Die Membran
wird zur Herstellung der Benetzbarkeit kurz in Methanol getaucht und anschlieffend in
die Farbelosung tiberfiihrt. Nach kurzer Inkubation wird der proteinfreie Membranhinter-

grund mit Entfarberlosung (Zusammensetzung siehe Coomassiefdrbung) entférbt.



3 Material und Methoden 47

3.6.6 Proteinanreicherung und Proteinaufreinigung

Immunprdzipitation

Zur Immunprézipitation Triton X-100- und PBS-extrahierter Proteine werden spezifische
monoklonale Antikorper aus Maus an Protein A /G-Agarose (Fa. Perbio Science Deutsch-
land GmbH, Bonn) und polyklonale Antikérper aus Kaninchen an Protein A-Agarose (Fa.
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) als Matrix gekoppelt. Die Menge an gekoppel-
tem Antikorper variiert in Abhéngigkeit vom Proteinextrakt, vom verwendeten Antikorper
und von der eingesetzten Menge an Matrix. Abweichungen von den zwei im folgenden be-
schriebenen Standardprotokollen sind an entsprechender Stelle gekennzeichnet.

In einzelnen Immunpréazipitationsexperimenten nach der unter 3.6.6.2 beschriebenen Me-
thode mit monoklonalen Antikoérpern kénnen zur Erhéhung der Ausbeute aus dem un-
gebundenen Proteiniiberstand die noch enthaltenen Immunkomplexe aus Antigen und

Antikorper erneut mit Protein A/G-Agarose prizipitiert werden.

IMAC (immobilisierte Metallaffinititschromatografie)

Die Anreicherung und Separation von spezifischen Proteinen aus Proteingemischen durch
IMAC basiert auf der Fihigkeit von Hexahistidinresten Ni?® und Co?* zu chelatieren.
Durch fusionierte Expression von Proteinen mit einer Hexahistidinsequenz konnen die
Proteine iiber diese Chelatbildung an Ni?*- oder Co?*T-gebundene Agarose an der Ma-
trix immobilisiert und damit sowohl separiert als auch angereichert werden. Fiir IMAC
konnen Urea-, Triton X-100- und PBS-Extrakte eingesetzt werden. Die Aufreinigungen

unterscheiden sich hinsichtlich der Ausbeute.

3.6.6.1 Immunprizipitation aus Drosophila-Kopf- oder
Augenkapp-Extrakten

Fiir eine Immunprézipitation aus Proteinextrakten gewonnen aus 50— 100 Kopfen bezie-
hungsweise Augenkappen werden zwischen 3 und 4 pg polyklonaler Antikérper (Abhéngig-
keit von Antikérperqualitit) an 10—25 pl Protein A-Agarose gekoppelt. Bei monoklonalen
Antikorpern werden 0,5—4 pg an 20—80 ul Protein A /G-Agarose-Matrix verankert. Dazu
wird die Matrix viermal mit 500 pul TXWP gewaschen. Die Matrix wird durch Zentrifugati-
on fiir 1 min bei 4°C und 20800x g abgetrennt. Die Uberstinde kénnen mit 1 ml-Spritzen
und Kaniilen (0,45 mmx25mm) abgezogen werden. Die Inkubationzeit der Matrix mit
Antikorper (affinitatsgereinigt, siehe 3.6.9) betrdgt 1 h bei 4°C unter Schiitteln. Das Volu-
men des Ansatzes wird mit TXWP auf 200—500 ul erhoht. Nach Entfernung der Antikor-
perlosung durch Zentrifugation wird die antikérpergekoppelte Matrix viermal mit 500 gl
TXWP gewaschen. Die Inkubation des Proteinextrakts mit den matrixgekoppelten Anti-
korpern erfolgt fiir 60 min—90 min bei 4°C unter Schiitteln. Nach Zentrifugation wird der
Extraktiiberstand abgetrennt. Die Immunprézipitate werden viermal mit TXWP gewa-
schen. Die Extraktion von der Matrix erfolgt durch Zugabe von 15 ul 1 x SDS-Probenpuffer
und Inkubation fiir 10 min bei 80°C. Die Matrix wird durch Zentrifugation abgetrennt.
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Das erhaltene Proteingemisch kann mittels SDS-PAGE separiert werden.

3.6.6.2 Immunprizipitation aus S2-Zellextrakten

Die Immunprézipitation aus S2-Zellextrakten erfolgt in Bezug auf die verwendeten Mas-
sen an Antikorper und Matrix in Anlehnung an Protokoll 3.6.6.1. Pro Ansatz werden
100—-200 pl S2-Zelllysat (Lysefaktor 1/60 Kulturvolumen, TX-100- oder PBS-Extrakte)
verwendet. Abweichend von oben angegebenem Protokoll werden die Extrakte zuerst mit
Antikorpern fiir 1h bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Die Gewinnung der gebildeten
Immunprézipitate erfolgt durch Supplementation mit der Matrix (Protein A- oder Prote-
in A/G-Agarose), Inkubation fiir 1 h bei 4°C unter Schiitteln, mindestens viermal Waschen
mit TXWP und Extraktion mit 15 ul 1xSDS-Probenpuffer unter Inkubation fiir 10 min
bei 80°C.

3.6.6.3 IMAC-Aufreinigung aus S2-Extrakten

Von einer S2-Linie, die stabil mit einem Hexahistidin-Fusionskonstrukt transfiziert wurde,
werden Zellen im logarithmischen Wachstum angezogen. Nach Induktion der Expressi-
on des kodierten Fusionsproteins und ausreichender Kultivierung zur Akkumulation von
Expressionsprodukt in den Zellen werden 20 ml Kultur bei 1000 x g pellettiert. Das Pel-
let wird in PMSF-haltigem 1xPBS aufgenommen und die Zellen werden durch Ultra-
schall aufgeschlossen (auf Eis: 6x10s 70 W). Membranen und Zelltrimmer werden aus
der 16slichen Zellfraktion durch Zentrifugation fiir 4 min bei 4°C und 20 800 x g abgetrennt.
Die Membranproteine des Pellets werden fiir 10 min bei Raumtemperatur mit 1 ml Ly-
sepuffer (1% (v/v) Triton X-100) extrahiert und das Lysat mittels Zentrifugation (siche
oben) von Zellfragmenten geklirt. Jeder der beiden gewonnenen Uberstinde wird mit
330 pl Ni-NTA fiir zwel Stunden bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Anschliefend wird die
durch Zentrifugation (5min, 4°C, 3000xg) separierte Nickelagarose zweimal mit 660 pl
PBS/PMSF gewaschen. Die Abreicherung von relativ unspezifisch an die Ni-NTA gebun-
denem Material erfolgt durch Waschen mit 750 ul PBS/PMSF /0,1 M Imidazol. Die Aga-
rose wird durch Zentrifugation wiedergewonnen: 1 min, 4°C, 20800x g. Die Elution der
Hexahistidin-Fusionsproteine von der von ihnen chelatierten Nickelagarose erfolgt durch
zunehmende Verdrdngung in drei Schritten: i) 750 ul PBS/PMSF/0,25 M Imidazol, ii)
750 ul PBS/PMSF /0,56 M Imidazol sowie iii) 740 ul PBS/PMSF/0,1M EDTA. Die Ni-
NTA wird jeweils separiert bei 20800x g und 4°C fiir 1 min. Die Proteinlosungen kénnen
bei -80°C gelagert werden.

3.6.7 Proteinfragmentierung fiir massenspektrometrische
Analysen

Die kontrollierte Fragmentierung von Proteinen mit Endoproteinasen fiir massenspek-

trometrische Analysen wird nach dem folgenden Standardprotokoll vorgenommen. Nach
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Exzision der gewiinschten Proteinbanden aus Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gelen wer-
den die Gelstiicke in Wiirfel mit einer Kantenldnge von ca. 1 mm geschnitten. Zur Entfar-
bung erfolgt das Waschen dieser Stiicke in 15 ul 10 mM NH4HCOj3 (Puffer): dem Vortexen
folgen 10 min Inkubation der Probe mit anschlieBender Abnahme des Uberstandes. Die
Gelfragmente werden nachfolgend fiir 10 min mit 15 ul 50 % Acetonitril in 5mM Puffer
inkubiert. Zur Reduktion der Proteinsulthydrylgruppen werden die Proben mit 10 mM
DTT in Puffer versetzt und die Reaktion fiir 15 min bei 60°C ermoglicht. Zur irreversiblen
Blockierung der Sulthydrylgruppen wird die DTT-Loésung entfernt und die Gelstiicke mit
55 mM Iodacetamid (IA) bei Raumtemperature fiir 15 min behandelt. Dabei kommt es
zur Modifikation der freien Cys-Gruppen zu Cys-CAM (CAM: Carbamidomethylgruppe).
Abwechselnd werden die Gelstiicke dreimal je 10 min in 15 ul Puffer beziehungsweise in
15 pl 5mM Puffer/50 % Acetonitril gewaschen. Die Trocknung erfolgt in einer speed vac fir
30 min. Die Trypsinierung erfolgt durch Zugabe von 2 pl Trypsinlosung (1:3-Verdiinnung
mit Puffer einer 100ng/ul Trypsinstammlésung) zu den getrockneten Gelstiicken. Die
Proben werden fiir 4—16h bei 20—37°C verdaut. Die Zugabe von 5 ul 0,1 % TFA stoppt
die Reaktion. Optional wird die Probe im Ultraschallbad behandelt. Vor der Verwendung
erfolgen mindestens 10 min Inkubation zur Diffusion der Probe aus den Gelstiicken. Die
Proteinlésung kann nun auf dem Probentrdger mit Matrix co-kristallisiert werden. Dazu
erfolgt die Mischung von 0,5 ul Probe mit dem gleichen Volumen an Matrix. Bei Verwen-
dung von chromatografischem Material zur weiteren Reinigung der Peptide ist ebenso eine
direkte Elution der Proben mit Matrix moglich. Die Matrix wird wie folgt erstellt: Eine
Spatelspitze pulverférmiger Matrixsubstanz (i.d.R. 4-OH-a-cyano-Zimtsiure, Fa. Sigma-
Aldrich, Miinchen) wird mit ca. 100 ul TA-Losung (0,1% TFA und Acetonitril 70:30)
iiberschichtet. Nach dem Vortexen inkubiert diese Mischung, bis sich ein Teil der Matrix
gelost hat. Der Uberstand aus der sich anschlieBenden kurzen Zentrifugation wird als Ma-
trix zur Co-Kristallisation eingesetzt. Die Kristallisation auf dem Probentréiger erfolgt an
der Luft und ist nach 5—-10min abgeschlossen.

3.6.8 Immunisierung von Kaninchen

Zur Produktion von polyklonalem Antiserum wird ein Kaninchen mit rekombinant ex-
primiertem Antigen immunisiert. Die Immunisierung wird nach folgendem Schema vor-
genommen: das Antigen wird in einer Konzentration von 0,25 mg/ml in PBS (137 mM
NaCl, 3mM KCl, 8 mM NayHPO,, 2mM KHsPOy4, pH 7,2) gelost und fiir die Immunisie-
rungen im jeweiligen Adjuvans (5—10 min bei 37 —-45°C im Wasserbad vorinkubiert) durch
5-miniitige Mischung emulgiert. Die ersten beiden Immunisierungen erfolgen mit komplet-
tem Adjuvans (ABM-ZK) im Abstand von 14 Tagen, die letzten beiden am Tag 28 und 56
mit unvollstdndigem Adjuvans (ABM-N, beide Fa. Linaris, Bettingen). Pro Immunisierung
wird 1 ml Antigen/Adjuvans-Emulsion am Riicken subcutan mit einer Kaniile 0,55 x 25 mm
in ca. drei Portionen injiziert. Die Testblutungen zur Uberpriifung des Immunisierungs-
verlaufs werden nach 38 beziehungsweise 66 Tagen an der Ohrvene vorgenommen. Mittels
Western Blot Analyse kann das Serum charakterisiert werden. Am 80. Tag nach der er-
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sten Immunisierung wird das Kaninchen zur Gewinnung des Antiserums ausgeblutet. Im
Anschlufl an die Betdubung mit Ketamin (Ketavet®, Fa. Parke-Davis GmbH, Freiburg)
erfolgt die Blutentnahme durch Herzpunktion. Das Immunserum wird nach Gerinnung
(15min, 37°C) und Kontraktion des Koagulats (bei 4°C iiber Nacht) mittels wiederholter

Zentrifugation (15min, 3000x g, 4°C) gewonnen.

3.6.9 Affinitédtsreinigung von Antiserum

Die Affinitatschromatografie zur Aufreinigung von Antikérpern aus Antiserum erfolgt
an HiTrap-Sdulen (Fa. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Zwischen 0,5mg und
10 mg Antigen werden gegen Kopplungspuffer (0,2 M NaHCOj3, 0,5 M NaCl, pH 8,3) unter
Zusatz von Natriumlaurylsarcosinat (f.c. 0,1 % (w/v)) zur Solubilisierung dialysiert. Die
Kopplung des Antigens an die Sdulen wird ebenso wie die Aufreinigung des Antikorpers
entsprechend der Anleitung des Herstellers vorgenommen.

3.6.10 in vitro-Translation

In vitro-Translationen werden mit dem TNT@® Coupled Reticulocyte Lysate System (Pro-
mega, Mannheim) geméfl den Empfehlungen des Herstellers (TNT@® Coupled Reticulocyte
Lysate Systems) unter Verwendung von [**S]-Methionin (>1000 Ci/mmol bei 10 mCi/ml)
durchgefithrt. Abweichend vom Protokoll werden die Ansétze mit einem Endvolumen von
25 ul erstellt. Als Kontrolle dient die in wvitro-Translation von Luciferase Control DNA
sowohl mit dem T3- als auch dem T7-Primer. Die Kontrolle ist Teil des verwendeten
Systems.

3.7 Spezifische Methoden dieser Arbeit

3.7.1 Verankerung vitaler S2-Zellen auf Oberflichen

Insbesondere fiir elektrophysiologische Messungen aber auch fiir die immuncytochemische
und fluoreszenzmikroskopische Differenzierung loslicher und membrangebundener Protei-
ne ist die Verankerung von vitalen rekombinant exprimierenden S2-Zellen auf Oberflichen
erforderlich. Die Fixierung auf Glas und Kunststoff ist durch Beschichtung mit Poly-L-
Lysin moglich. Dazu werden Tropfen einer wafirigen 0,1 % (v/v) Poly-L-Lysin-Losung auf
die Oberflache aufgebracht. Die Trocknung und Sterilisierung erfolgt unter einer Sicher-
heitswerkbank mit UV-C-Bestrahlung tiber Nacht. Die Probentréiger werden in Kulturge-
faflen mit expotentiell wachsenden S2-abgeleiteten Kulturen iiberschichtet. Nach zweitéigi-
gem Wachstum erfolgt unter Erneuerung des Mediums die Induktion der rekombinanten
Expression fiir 2 Tage. Die mit Zellen dicht behafteten Probentridger werden steril aus

den Kulturschalen entnommen, mit PBS gewaschen und sind fiir weitere Anwendungen
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einsatzbereit. Die erreichte Induktionsrate bei auf den Probentrégern verankerten Zellen

ist nur unwesentlich geringer als bei Zellen in Suspension.

3.7.2 Immuncytochemische/fluoreszenzmikroskopische
Differenzierung l6slicher und membrangebundener

Proteine in S2-Zellen

Das Prinzip der Differenzierung beruht auf der Entfernung l6slicher Proteine aus den Zel-
len vor der Fixierung. Die Auswertung erfolgt im Vergleich zu unbehandelten Proben.

S2-Zellen werden wie unter 3.7.1 beschrieben auf Objekttragern beziehungsweise Deck-
glasern verankert und die rekombinante Proteinexpression induziert. Proben, in denen die
l6slichen Proteine aus den Zellen entfernt werden sollen, werden fiir 5 min in Permeabili-
sierungspuffer (140 mM KCI, 10 mM NaCl, 2mM MgCly, 10 mM HEPES, 0,1 mM CaCls,
I,ImM EGTA pH7,2, 0,01 % (v/v) Triton X-100) inkubiert. Unmittelbar nach Entfer-
nung der Losung erfolgt die Fixierung der Zellen in 2% (w/v) PFA in PBS fiir 5 min. Im
Anschlufl an die Fixierungsprozedur von Proben und Kontrollen werden die Préparate
wie unter 3.5.1 beziehungsweise 3.5.3 beschrieben weiter behandelt. Fiir bereits Triton-
permeabilisierte Proben entfillt der Zusatz von Triton X-100 zur Blockierungslosung wih-

rend der immuncytochemischen Markierung.

3.7.3 Affinitdtsreinigung von Serum an S2-Lysaten

Der Einsatz des Serums a-CvePKC fiir Immunmarkierungen resultiert in einem sehr hohen
Hintergrund, der beispielsweise bei immuncytochemischer Markierung von S2-Zellen die
realen Signale maskiert. Eine Affinitdtsaufreinigung des Serums an seinem rekombinant
exprimierten Antigen ist nicht moglich. Zur Senkung der unspezifischen und Erhohung
der spezifischen Signale bei Immunmarkierungen erfolgt eine Abreicherung der unspezi-
fischen Bindungen. Das Serum wird dazu auf PVDF-Membranen inkubiert, auf denen
S2-Gesamtprotein fixiert ist.

PVDF-Membranstreifen (gefaltet zur Oberflachenvergrofierung) werden mit SDS-Extrakten
von S2-Zellen fiir mindestens 1h inkubiert. Nach Trocknung der Membranstreifen erfolgt
die partielle Abséttigung unspezifischer Proteinbindungen durch Inkubation in Blockie-
rungspuffer fiir S2-Immuncytochemie. Auf den kurz in TBS-T-Puffer gewaschenen PVDF-
Membranen wird anschlieend Serum bei 4°C inkubiert. Daraus resultiert eine Adsorp-
tion von den Serum- und Hamolytbestandteilen an den beschichteten Membranen, die
an S2-Zellproteine binden. Die Prozedur wird mehrfach wiederholt, bis das Serum farblos

erscheint.
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4.1 Erzeugung und Aufreinigung von Antiseren

gegen Komponenten des INAD-Signalkomplexes

4.1.1 o-DmTRP

Fiir den Nachweis von TRP durch Western Blot Analysen, vor allem aber zur Auf-
reinigung durch Immunprézipitation von rekombinant exprimierten und nativen INAD-
Signalkomplexen werden groflere Mengen eines spezifisch gegen DmTRP gerichteten An-
tikorpers bendtigt. Zur Erzeugung eines a-DmTRP-Immunserums wurde ein zur Expres-
sion kloniertes Drosophila melanogaster TRP-Antigen-Konstrukt (DmTRP3.1, Referenz:
BAHNER, 2001) heterolog in E. coli M15p[REP4] exprimiert. Das Antigen umfaflt den
C-Terminus des TRP-Proteins (Aminosduren 906-1275) mit einem berechneten Moleku-
largewicht von 37,6 kDa, der an Dehydrofolatreduktase (27kDa) und Hexahistidin fu-
sioniert ist. Die Antigenexpression und -aufreinigung erfolgte nach den Angaben in Ab-
schnitt 3.2.6. Das exprimierte Antigen im Bakterienlysat ebenso wie die aufgereinigte
Form zeigt Abbildung A.1 im Anhang. Im Anschlufl an Reinigung und Dialyse wurde
das Antigen zur Immunisierung von Kaninchen zur Produktion polyklonaler Antikérper
verwendet (siehe 3.6.8). Fiir Immunpréazipitationsexperimente erfolgte die Aufreinigung
des generierten Antiserums # 088 durch Affinitdtschromatografie am Antigen DmTRP3.1
(Prozedur unter 3.6.9). Die Spezifitdt der Detektion von DmTRP in D. melanogaster-
Extrakten wurde durch Western Blot Analysen vom Serum der Endblutung und der dar-
aus gereinigten Antikorper im Vergleich zu gereinigten Antikorpern aus dem Serum # 053,
ebenfalls erzeugt mit dem verwendeten Antigenkonstrukt, bestimmt (Abbildung A.2). Da-
bei zeigte sich, dass die Antikérper im Serum # 088 das Antigen spezifischer erkennen als
die Antikorper der Aufreinigung von # 053. Die Charakterisierung der Antigenerkennung
in Wildtypfliegen im Vergleich zu einer TRP-Nullmutante belegt die Spezifitdt von a-
DmTRP 4 gss fiir DmTRP. Unterstiitzt werden diese Daten durch den Nachweis von TRP
in PLCS-Nullmutanten und jungen INAD-Nullmutanten. In &lteren Fliegen ist aufgrund
der Instabilitdt komplexungebundener Proteine kein TRP mehr nachzuweisen.

52
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4.1.2 ao-DmINAD

Die Erkennung des D. melanogaster Proteins INAD erfolgte via a-DmINAD 4 g49- Antiserum
(Referenz: BAHNER et al., 2000). Das polyklonale Kaninchenantiserum ist gegen Epitope
des INAD-Proteins im Bereich der Aminosauren 281-465 (partiell PDZ-Doméne 2 sowie
PDZ3) gerichtet. Zur Erhohung der spezifischen Erkennung des Antigens, im besonde-
ren fiir Immunprézipitationsexperimente, wurde das bereits vorhandene Antiserum durch
Affinitdtschromatografie am Antigen aufgereinigt (Prozedur unter 3.6.9). Die Charak-
terisierung einer Antikorperaufreinigung gibt Abbildung 4.1 wieder. Die Spezifitiat des
a-DmINAD g49-Antikorpers fiir das DmINAD-Protein wird durch den Vergleich der An-
tikorperreaktionen bei Wildtypfliegen und der INAD-Nullmutante deutlich. Im Wild-
typ wird das 75kDa-Protein INAD erkannt. Das schwéchere INAD-Signal der TRP-
Nullmutante wird durch die geringere Stabilitét der Komplexproteine bei fehlender TRP-
Expression verursacht.

Im Vergleich zwei verschiedener S2-Zelllinien mit rekombinanter Expression (siehe unter
Punkt 4.4.2) werden rekombinante DmINAD-Expressionsprodukte ebenfalls spezifisch er-
kannt. Die Uberpriifung der a-DmINAD-Antikérper an trp-Nullmutanten im Vergleich
zu Wildtypfliegen sowie an S2-Zellen mit rekombinanter Expression von DmTRP erfolgte
vor dem Hintergrund der Kreuzreaktion des Immunserums #049 und verschiedener daraus
gereinigter Antikorperfraktionen mit dem TRP-Protein.
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Abbildung 4.1: Spezifitdt der Antikorper a-DmINAD 449 in Western Blot Analysen
SDS-Extrakte aus je 4 Kopfen von Wildtypfliegen (Spur 1), der INAD-Nullmutante (Spur 2) sowie der
TRP-Nullmutante (Spur 3) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert
(Coomassie-gefirbtes Proteinmuster als Ladungskontrolle). Die Immunodetektion zeigt fiir die Antikérper
o-DmINAD 4049 die spezifische Erkennung von DmINAD. In der dargestellten Antikdrperreinigung wird
keine bekannte Kreuzreaktion des Antiserums #049 mit DmTRP beobachtet. Die Charakterisierung
der Antikorperspezifitit erfolgte dariiber hinaus an SDS-Extrakten von S2-Zellen mit rekombinanter
Expression von DmTRP (Spur 4) und DmINAD-EGFP (Spur 5, S2-Linien charakterisiert unter 4.4.2)
zur Uberpriifung des AusmaBes der TRP-Kreuzreaktion mit rekombinantem DmTRP.



54 4 FErgebnisse

4.2 Sequenzvariationen bei Komponenten des

INAD-Signalkomplexes von D. melanogaster

Verschiedene kodierende Nukleinsduresequenzen weisen populations- und individuenspezi-
fische Differenzen auf. Vielfach handelt es sich um stille Mutationen, die keine funktionel-
len Auswirkungen haben. Resultieren Sequenzabweichungen der DNA in einer verdnderten
Primarstruktur kodierter Proteine, sind Einfliisse auf die Funktion der Proteine m&glich.
Fiir Komponenten des INAD-Signalkomplexes wurde deshalb gepriift, ob abweichende
Sequenzen bekannt sind.

4.2.1 Restriktionsfragmentlingenpolymorphismus (RFLP)

innerhalb der kodierenden Sequenz von INAD

Die Analyse publizierter Nukleinsiuresequenzen zu Beginn der vorliegenden Arbeit ergab
fiir die Signalkomplexkomponente INAD Sequenzabweichungen. Um mogliche Auswir-
kungen bestehender Sequenzunterschiede bewerten zu kénnen, erfolgte ein Alignment der
Sequenzen INAD-N (NCBI Annotation Project, Accession: XM080984, mRNA), INAD-S
(publiziert von SHIEH AND NIEMEYER, 1995, NCBI Accession: U15803) und INAD-V
(Celera-Sequenzierung des Drosophila-Genoms, NCBI Accession: AE003458) zur Lokali-
sation von Basenpaaraustauschen sowie moglicherweise resultierenden Verdnderungen der
Priméarstruktur des INAD-Proteins. Das Alignment zeigt 20 Basenpaaraustausche inner-
halb der kodierenden Nukleinsduresequenz (CDS, Anhang A.13), die jedoch zu keinem
Aminosiureaustausch fithren (Anhang A.12). Die Primérstruktur von INAD ist konser-
viert. Aus dem Sequenzunterschied an Position 1107 der DNA-Sequenzen in Anhang A.13
resultiert fir INAD jedoch ein RFLP fiir die Restriktionsendonuklease AflIT (Pos. 913-918
ORF, Exon 4). Im Gegensatz zu INAD-DNA-Sequenzen, die der Sequenz INAD-V bzw.
INAD-N entsprechen, wird die INAD-S-Sequenz an dieser Position von AfllT gespalten.
Da die Sequenzanalysen keine Verdnderung der Primérstruktur von DmINAD zeigen, kon-
nen sequenzabhingige Anderungen der funktionellen Proteinstruktur zwischen den ver-
schiedenen INAD-Formen ausgeschlossen werden. Abweichungen treten lediglich in PDZ2
auf, wie spétere stammspezifische Analysen zeigen (KUMAR AND SHIEH, 2001).

4.2.2 Priméirstrukturvariationen des TRP-Proteins

In offentlichen Sequenzdatenbanken finden sich gegenwiartig sechs publizierte differierende
Primarstrukturen des TRP-Proteins von Drosophila melanogaster. Zum einen ergeben sich
Unterschiede zwischen D. melanogaster-Wildtypstammen (z.B. QOVAEL: Stamm Berkley
im Vergleich zu Stamm Oregon R). Dartiber hinaus finden sich Unterschiede auch inner-
halb verschiedener Analysen eines Stammes (Oregon R: P19334, JU0092, AAA56928). Die
Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen DmTRP-Sequenzen und relevante
Unterschiede.
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Tabelle 4.1: Differierende Priméarstruktur von DmTRP

Sequenz Molekular- Lénge Variation Stamm
Accession No  gewicht [Da] [Aminosduren] [Position]
JU0092 143227 1275 5, 85, 86, 785 Oregon R
AAA28976 143242 1275 222, 785 unbekannt
QY9VAE1 142592 1275 188, 1008 Berkeley
JNOO15 142737 1274 147, 285-288, unbekannt
326329, 365,

367-374, 925, 1008

AAA56928 142773 1274 285-288, 326-329, Oregon R
365, 367-374
P19334 142589 1275 222, 785 Oregon R

4.3 Klonierung der INA D-Komplexkomponenten zur

rekombinanten Expression in S2-Zellen

Rekombinante Expression von Proteinen erfordert die Einschleusung der fiir das gewiinsch-
te Protein kodierenden Sequenz in das rekombinante Expressionssystem. Um eine korrekte
Ubersetzung der Nukleinsiuresequenz in die Proteinprimérstruktur zu gewahrleisten, wur-
den alle Konstrukte mit cDNA hergestellt.

Die vollstandige cDNA der norpA-kodierten PLC# stand fiir die Expressionsklonierung
zur Verfugung (Konstrukt pGNorpA650/10). Fir DmINAD, DmePKC und DmTRP war
im Rahmen dieser Arbeit die Verifizierung vorhandener Sequenzen beziehungsweise die
Tsolierung einer kodierenden Sequenz erforderlich. Geeignete Mittel zur Uberpriifung ei-
ner vollstdndigen und fehlerfreien Kodierung sind die beidseitig terminale Ansequenzie-
rung der kodierenden Sequenzen in Verbindung mit in wvitro-Translationsanalysen sowie

die Sequenzierung der Konstrukte.

4.3.1 Analyse von cDNA-Klonen auf Eignung zur
Expressionsklonierung

Vor Verwendung zur Expressionsklonierung wurde der Klon pcDNA3-DmTRP auf voll-
stindige Kodierung fiir D. melanogaster-TRP analysiert. Die Ansequenzierung erfolgte
5’-terminal mit T7 und 3’-terminal mit Sp6. Die erhaltenen Sequenzen lieflen sich dem

Exon 1 beziehungsweise Exon 14 der TRP-DNA-Sequenz von D. melanogaster zuordnen
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(Daten nicht gezeigt). Sie decken somit die gesamte TRP-kodierende Region ab. Die Eig-
nung des pcDNA3-DmTRP-Klons zur rekombinanten Expression wurde dariiber hinaus
mittels in vitro-Translation iiberpriift. Das erhaltene in vitro-Translationsprodukt hat eine
apparente Grofe von ca. 140kDa (siehe Abbildung 4.2) und entspricht somit dem Moleku-
largewicht von TRP (142,6 kDa), wie auch der Vergleich mit der C. vicina-TRP-Kontrolle
(CvTRP, dhnliches Molekulargewicht) zeigt.
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Abbildung 4.2: In vitro-Translationen von DmTRP- und DmePKC-cDNAs

Der Abbildungsteil A enthilt das Proteinmuster (Coomassie-Firbung) der durch SDS-PAGE aufgetrenn-
ten in vitro-Translationen. B zeigt die Autoradiografie des Polyacrylamidgels. Die Spuren dokumentieren
die Ergebnisse der in vitro-Translation folgender cDNA-Konstrukte unter den jeweils angegebenen Pro-
motoren: 1) CvTRP mit T7-Promotor, 2) DmTRP mit T7-Promotor, 3) Luciferase mit T7-Promotor
(Positivkontrolle), 4) DmePKC mit T3-Promotor und 5) Luciferase mit T3-Promotor. Die Spuren 6 ent-
halten den Molekulargewichtsstandard.

Klon DD7.1a entstammt einer Ausschleusung aus einer kopfspezifischen A-cDNA-Bank
von D. melanogaster (SANDER, 1996). Die inserierte cDNA war bereits durch termina-
le Sequenzierung als vollstiandig fiir ePKC kodierend identifiziert worden. Die Uberprii-
fung des DD7.1a-Konstruktes auf expressionsfihige Kodierung fiir ePKC erfolgte ebenfalls
durch in vitro-Translation. Das resultierende Produkt mit einem apparenten Molekular-
gewicht von etwa 7HkDa entspricht fast der berechneten Grofie von 79,8 kDa, fiir ePKC
(Abbildung 4.2).

4.3.2 Isolierung einer cDINNA-Sequenz mit vollstindiger

Kodierung fiir INAD von D. melanogaster

Grundlage der rekombinanten INAD-Expression ist die Isolierung einer ¢cDNA, die feh-
lerfrei fiir das gesamte INAD-Protein kodiert. Die ezpressed sequence tag (EST)-Klone
GH22204 und GH27648 (Fa. ResGen, Groningen [Niederlande|) wurden hinsichtlich ihrer
Vollstandigkeit und der fehlerfreien Kodierung fiir DmINAD analysiert. Die Restriktions-
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analyse beider EST-Klone ergab ein Muster, das den Erwartungen bei INAD-Kodierung
entspricht (Daten nicht gezeigt). In wvitro-Translationsversuche beider ¢cDNA-Klone mit
dem TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System (Fa. Promega, Mannheim) ergaben je-
doch nicht das erwartete INAD-Expressionsprodukt von ca. 75kDa (Abbildung 4.3). Die
Translationsversuche lieferten kein identifizierbares Translationsprodukt bei GH27648 be-
ziehungsweise resultierten bei GH22204 und einem weiteren EST-Klon (HL04263) in der
Produktion von Peptiden, die deutlich unter dem erwarteten Molekulargewicht von etwa
75 kDa liegen, was auf partielle Translation mit frithzeitigem Abbruch hindeutet. Zur Er-
mittlung der exakten Nukleotidabfolge wurden die EST-Klone GH22204 vollstindig und
GH27648 groftenteils (es fehlen: 1-569 sowie 1312-1383 CDS) sequenziert. Die Sequenzie-
rung erfolgte partiell als Auftragsleistung (Fa. MWG-Biotech, Ebersberg; Primer: INADI,
MTF, pc, INADX, INADY, IN27A, IN27B, IN27Crev) in Verbindung mit eigenen Sequen-
zierungsansitzen mit sequenzspezifischen Primern (IS1-Cy5 bis IS6-Cy5). Diese Analysen
ergaben, dass GH22204 eine 29 bp-Deletion in Exon 2 aufweist (Pos. 584-612 CDS), die in
einer Verschiebung des Leserahmens resultiert. Das neue Leseraster endet nach insgesamt
281 Aminosduren mit einem Stop-Codon. Der open reading frame (ORF) von GH27648
weist eine Punktmutation auf: Der Austausch GggsT erzeugt eine amber-Mutation in Exon
4, wodurch auch hier ein unvollstéindiges INAD-Expressionsprodukt von 298 Aminosauren
entsteht. Ein weiterer INAD-EST-Klon (HL04263, Fa. ResGen, Groningen [Niederlande))
weist ein Intron im Exon 5 (Pos. 1395 CDS, AS 465 zwischen PDZ3 und PDZ4) auf, das
ein Stop-Codon im ORF enthélt (erwartetes Expressionsprodukt 481 AS).

A Autoradiografie B a-DmINAD C Autoradiografie
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Abbildung 4.3: In vitro-Translationsexperimente von DmINAD-EST-Klonen zur Uber-
priifung der vollstdndigen und fehlerfreien Kodierung fiir DmINAD

Die Autoradiografie in A zeigt die in vitro-Translationen der DmINAD-EST-Klone GH22204 unter dem
T7-Promotor (Spur 1) und HL04263 unter dem T3-Promotor (Spur 2) sowie der Positivkontrolle Lucifera-
se unter dem T7-Promotor (3) und dem T3-Promotor (Spur 4). Die Uberpriifung des EST-Klons GH27648
unter dem T7-Promotor (Spur 7) in Referenz zur Luciferasekontrolle unter T7 (Spuren 5 und 6, verschiede-
ne cDNA-Konzentrationen) dokumentieren die Abbildungsteile B (Western Blot: Nachweisversuch eines
INAD-Translationsproduktes) und C {Autoradiografie). Keiner der untersuchten DmINAD-EST-Klone
fithrt zur Translation des 75 kDa-Proteins DmINAD.



58 4 FErgebnisse

untranslatierter
Bereich Stop (TAG) substituiert:
EST HI.04263 TGG GCCC

ﬂﬁst’f Apal

g .
4 1naDN2 —-sm
pBSC SK+

Abbildung 4.4: Vollstandige und fehlerfreie cDNA kodierend fiir D. melanogaster-INAD:
inaDN2 generiert aus HLL04263 und GH22204

Der DmINAD-cDNA-Klon inaDN2 ist integriert in den Vektor pBSC, wobei MCS die multiple cloning
site und AmpR die Kodierung fiir vermittelte Ampicillinresistenz bedeutet.

Die hohe Fehlerquote von EST-Klonen fiir INAD-Sequenzen erforderte einen Wechsel
der Methodik zur Isolierung der gewiinschten ¢cDNA. Das Scheitern verschiedener Ver-
suche zur Isolierung einer nativen expressionsfahigen INAD-Sequenz fiihrte zur Strategie
der Generierung der gewlinschten Sequenz durch Kombination bereits vorhandener Se-
quenzteile. Der gewiinschte INAD-¢cDNA-Klon entstand durch Klonierung aus den EST-
Klonen HL.04263 und GH22204. Dabei wurde der 5’-Bereich aus H1.04263 bis zur BglII-
Schnittstelle in INAD (Pos. 1203-1213 CDS) mit dem 3’-Bereich von GH22204 ab der
BgllI-Schnittstelle kombiniert (Abbildung 4.4). Der erzeugte Fusionsklon inaDN2 ent-
spricht in seiner Sequenz dem RFLP von NCBI-Accession: AE003458 (siche Anhang A.13).
Das Vorhandensein des in GH22204 fehlenden Nukleinsdurebereichs in inaDN2 wurde

durch Sequenzierung mit den Primern IS2 und IS3 verifiziert (Daten nicht gezeigt).

4.3.3 Herstellung von Konstrukten zur induzierbaren

Expression in S2

Auf Basis des S2-Expressionsvektors pMT/V5-His (3,5 kb, Fa. Invitrogen life technologies,
Karlsruhe) ist die Generierung von Konstrukten moglich, die induzierbar in S2-Zellen ex-
primiert werden. Die Induktion erfolgt durch Aktivierung des Metallothioninpromotors
mit CuSOy. Der Expressionsvektor pMT /V5-His bietet die Moglichkeit zur C-terminalen
Fusion der vektorkodierten Epitope Hexahistidin und V5 an die inserierte kodierende Se-
quenz (CDS). Sie konnen zur Detektion der Expressionsprodukte (z.B. Immuncytochemie,

Western Blot Analysen) sowie zur Aufreinigung der rekombinant exprimierten Proteine ge-
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nutzt werden (6 x His: Immobilisierte Metallaffinitéitschromatografie (IMAC) mittels Ni?*-
oder Co?*-Ionen, V5: a-V5-Immunprizipitation). Fiir die Expression in S2-Zellen erfolgte

die Generierung folgender Konstrukte:

e pMT/EGFP: kodiert fiir EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)

pMT/DmTRP: kodiert fur D. melanogaster-TRP

pMT/DmINAD-EGFP: kodiert fiir ein Fusionskonstrukt aus DmINAD und EGFP

pMT/DmePKC: kodiert fiir D. melanogaster-ePKC

pMT/DmnorpA-V5-His: kodiert fiir DmPLCS fusioniert mit V5 und Hexahistidin

pMT/DmTRPL-EGFP und pMT-DEST/DmTRPL-HcRed: kodieren fiir DmTRPL
fusioniert mit EGFP oder HcRed.

Die Klonierung der Konstrukte, Vektorkarten und die erwarteten Expressionsprodukte
sind detailliert in Anhang A.2 dargestellt.

4.4 S2-Zellkultursystem: Rekombinante Expression

in polyklonalen Linien

4.4.1 Charakterisierung von Ausgangslinien und Etablierung

der rekombinanten Expression

Als Stammkulturen fiir die Arbeit mit S2-Zellen standen die Linien S2 (Fa. Invitrogen life
technologies, Karlsruhe) und S2P15 (Bezug von Herrn Martin Roth, Wiirzburg) zur Ver-
fiigung. S2-Zellen wachsen nicht-adhérent in Suspensionskultur, bilden unter Schwerkraft-
einwirkung jedoch instabile Zellablagerungsschichten aus. Lichtmikroskopisch erscheinen
S2-Kulturen inhomogen beziiglich ihrer Groéfle und Morphologie. Beide Parameter hén-
gen vom Zellzyklusstadium der einzelnen Zellen ab. S2-Zellen konnen nicht synchronisiert
werden. Abbildung 4.5 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen der Stammkultur S2.

Das Wachstum von S2-Kulturen ist auf eine minimale Zelldichte von 5x 10° limitiert. S2-
Zellen verdoppeln sich unter optimalen Wachstumsbedingungen alle 3-4 Tage. Die Kultur
S2P15 weist eine leicht hohere Amplifikationsrate als die Kultur S2 auf (Daten nicht ge-
zeigt). Bei langerfristiger Kultivierung unter optimalen Wachstumsbedingungen (logarith-
mische Wachstumsphase) etabliert ein geringer Teil einer S2-Kultur Adhédrenz begleitet
von morphologischen Verdnderung (Abflachung der Zellen, Ausbildung von Filopodien,
siehe Abbildung 4.5 C und D), was als lichtmikroskopischer Wachstumsindikator genutzt
werden kann. Trypanblau-Viabilitédtstests kénnen die Bewertung des Wachstumszustandes
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von S2-Kulturen unterstiitzen. Biochemische und immuncytologische (Referenzen in 1C-
Dokumentationen, beispielsweise Abbildung 4.21 a oder 4.22 a und ¢) Charakterisierungen
von S2-Zellen dienen als Referenz fiir rekombinant exprimierende S2-Zellen. Die Western
Blot Analysen von Zellextrakten zeigen, dass die mutmafliche Makrophagenlinie S2 weder
die vier Hauptkomponenten des INAD-Signalkomplexes der Phototransduktionskaskade
noch TRPL oder das visuelle G-Protein exprimiert und somit einen Nullhintergrund dar-
stellt (Abbildung 4.6).

Abbildung 4.5: Lichtmikroskopische Aufnahmen von S2-Zellen

Dargestellt sind im Differentiellen Interferenzkontrast die Ubersicht einer S2-Kultur (A), einzelne Zellen

typischer Form (B) sowie ausgewéhlte adhérierende S2-Zellen (C und D) mit Filopodienbildung {weifle
Pfeile).

Die Lokalisation rekombinanter Expressionsprodukte in Bezug auf mogliche Restriktion
auf subzellulare Kompartimente erfordert Marker, die spezifisch bestimmte Zellkompar-
timente markieren. Die Etablierung entsprechender Marker fiir S2-Zellen war aufbauend
auf Erkenntnissen von Drosophila-Photorezeptoren vorgesehen. Die Lektine Wheat Germ
Agglutinin (WGA) und ConA (Concanavalin A aus Canavalia ensiformis; Affinitét zu ter-
minalen a-D-Mannosyl- und a-D-Glykosylresten; Aktivitit erfordert Ca?t und Mn?")
binden die Glykoproteine an Membranen der Photorezeptoren von D. melanogaster. In
S2-Zellen markieren sie entweder die Plasmamembran sehr ungleichméflig in unpermeabi-
lisierten Zellen (Anhang A.7) oder neben der Plasmamembran weitere intrazelluldre Struk-
turen bei Permeabilisierung der S2-Zellen und sind somit nicht zur exklusiven Markierung
der dufleren Membran geeignet. Fiir Mammalia-Zellkulturen etablierte Marker subzellu-
larer Kompartimente wie der Mitochondrien-markierende Antikorper gegen Cytochrom C
(a-Cytochrome C mAb clone 6H2.B4, Fa. Promega) markieren weder in Photorezeptorzel-
len von D. melanogaster noch in S2-Zellen entsprechende Strukturen (Daten nicht gezeigt).
Die Kernlokalisation in S2-Zellen ist durch DAPI-Férbung moglich (Bild 4.35).

Zur Ftablierung der Transfektion von S2-Zellen mittels CaPO4-Transfektion, der vom Ver-
treiber empfohlenen Methode zur Herstellung von rekombinanten S2-Linien, wurde das
Konstrukt pMT/EGFP eingesetzt. Die bestimmte CaPO,-Transfektionseffizienz fiir die-
ses Konstrukt schwankt zwischen ca. 0,5 % und 10 % (Referenzwert der Fa. Invitrogen life
technologies, Karlsruhe: 5-15%). Die Limitierung der Transfektionsrate auf einen Wert
unter 10% in Verbindung mit schlechter Reproduzierbarkeit hoherer Transfektionsraten
verhindert den Einsatz von transienten Transfektionen fiir die nachfolgende biochemische
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Abbildung 4.6: Charakterisierung von S2-Zell-Extrakten: Fehlen photorezeptorspezifi-
scher Proteine in Western Blot Analysen

S2-Zellen wurden unter Verwendung von SDS-Extrakten zur vollstdndigen Extraktion aller Proteine auf
intrinsische Expression ausgewihlter Phototransduktionsproteine tiberpriift. Eine positive Referenz (1)
sind SDS-Extrakte aus Kopfen von D. melanogaster-Wildtypfliegen (abhéngig vom Nachweisantikérper
2-5 Kopfe / Spur). Bei der zweiten Positivkontrolle handelt es sich um 2—4 ul SDS-Extrakt aus trans-
fizierten S2-Zellen nach Expressionsinduktion: * —im Rahmen dieser Arbeit hergestellte stabile Linien
mit vorwiegend singuliirer Expression des nachzuweisenden Proteins, 3—Linie S2-DmTRPL-EGFP und
4—Linie S2-[TRP;TRPL-EGFP;INAD]| Klon B8 (im verwendeten Extrakt wurde zuvor rtDmINAD nach-
gewiesen). Die Spuren 2 enthalten SDS-Extrakt der iiberpriiften Stammlinie S2P15. Das Proteinmuster
im mittleren Abbildungsteil dokumentiert exemplarisch die Separierung der extrahierten Proteine durch
SDS-PAGE. Zu beachten ist die Molekulargewichtsdifferenz zwischen nativem (>) und rekombinantem
INAD bezichungsweise TRPL durch EGFP-Kopplung sowie ein leicht differierendes Molekulargewicht
rckombinanter DmcePKC.

Analyse der transfizierten Zellkultur. EGFP-exprimierende Zelllinien zeigen deutlich die
Bedeutung des Verhéltnisses von rekombinant exprimiertem Protein zum Gesamtprote-
ingehalt fiir den direkten biochemischen Nachweis von Expressionsprodukten in Western
Blot Analysen aus Zellextrakten. Durch EGFP-Fluoreszenz gekennzeichnete S2-Linien
liefern bei niedrigen Expressionsraten (abhidngig unter anderem von der Transfektionseffi-
zienz) keine Signale in EGFP-Western Blot Analysen mit unterschiedlichem Gesamtpro-
teingehalt pro Probe. Abbildung 4.7 B belegt, dass durch spezifische Anreicherung mittels
a-EGFP-Immunprézipitation das Vorhandensein des rekombinanten Expressionsproduk-
tes EGFP im Immunprézipitat im Gegensatz zum Extrakt gezeigt werden kann. Eine
Abschéitzung des Verhéltnisses von rekombinantem Protein zu Gesamtproteingehalt ist
in polyklonalen wie auch monoklonalen Linien bei fluoreszenzmarkiertem Fxpressionspro-
dukt durch Bestimmung des Anteils an detektierten exprimierenden Zellen im Vergleich
zur Gesamtzellzahl in Verbindung mit der Einschédtzung der Expressionsstérke innerhalb

der Kultur (Intensitdten der Fluoreszenzsignale) moglich.

Die limitierende Effizienz der fiir S2-Zellen etablierten Transfektionsmethode erfordert
fiir biochemische Analysen und aussagekriftige immuncytochemische Untersuchungen die
Etablierung stabil transfizierter S2-Linien durch den Einsatz von Selektionsmarkern zur
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Abbildung 4.7: Stabil transfizierte Linien: Schematischer Versuchsablauf und Charak-
terisierung der Expression in der stabilen Linie S2-EGFP

A: Schematische Darstellung der Stratgie zur Selektion stabil transfizierter Linien mit idealisiertem
Verlauf. Im realen Experiment erfolgt ebenso die Transfektion einiger Zellen mit entweder Selektions-
plasmid oder Expressionskonstrukt. Die etablierte Kultur enthiilt nach Abschlufl der Selektion immer
einen Anteil an Zellen, die Resistenz gegen das Selektionsantibiotikum besitzen ohne Expression des
Co-Transfektionskonstruktes zu zeigen. Durch den Anteil dieser Zellen wird die maximale Expressions-
rate limitiert. B dokumentiert die Expression von EGFP in einer Linie stabil transfiziert mit dem Plas-
mid pMT/EGFP. Rekombinant exprimiertes EGFP ist innerhalb der gesamten Zelle (mit Ausnahme
des Zellkerns) lokalisiert. Western Blot Analysen erfolgten unter Verwendung von Zellen mit und ohne
Induktion der rekombinanten Expression durch CuSOy4. Die Spuren 1 und 2 wurden mit 10 pl Tritonex-
trakt beladen (1: induziert, 2: uninduziert). Es wird kein EGFP nachgewiesen. Die Spuren 3 (induziert)
und 4 (uninduziert, leakage expression durch Fluoreszenzmikroskopie verifiziert) zeigen die a-EGFP-
Immunprézipitationen aus den Tritonextrakten.

Anreicherung transfizierter Zellen. Die Herstellung stabiler rekombinanter S2-Linien er-
folgte durch Co-Transfektion des Selektionsplasmides pCoHygro (3.1.3.1), das Resistenz
gegeniiber Hygromycin B (ein aminoglykosidisches Antibiotikum produziert von Strepto-
myces hygroscopicus, Inhibition der Proteinsynthese) vermittelt. PCoHygro kodiert Hy-
gromycin B Phosphotransferase, ein Fnzym, das Hygromycin B durch Phosphorylierung
inaktiviert. Nach Abschluf3 der Selektion ist der Anteil an rekombinant exprimierenden
Zellen in einer Kultur im Vergleich zu transienter Transfektion deutlich gestiegen. Im
Vergleich zur Rate bei transienter CaPQO,-vermittelter Transfektion von EGFP (5-10%)
wird nach der Selektion in Abhédngigkeit von den Induktionsbedingungen eine EGFP-
Expression von 25-82 % erzielt. Die singuldre Transfektion einiger Zellen mit dem Selek-
tionsplasmid mit der folgenden Co-Anreicherung dieser Zellen in der selektierten Kultur
limitiert die maximal erreichbare Expressionsrate. Die Etablierung stabil transfizierter
Linien ist in Abbildung 4.7 A schematisch dargestellt, Abbildungsteil B zeigt die stabile
Expression von EGFP.
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4.4.2 Etablierung der Expression von
INAD-Signalkomplexkomponenten: Charakterisierung
polyklonaler S2-Transfektionskulturen

Die Konstrukte pMT/DmTRP, pMT/DmePKC, pMT/DmINAD-EGFP und pMT/Dm-
norpA-V5-His (Referenz: Kapitel 4.3.3) wurden zur Erzeugung von S2-Linien stabil so
transfiziert, dass jeweils eine der INAD-Komplexkomponenten exprimiert wird. In den
durch Hygromycin B-Zusatz selektierten stabilen polyklonalen Linien S2-DmTRP, S2-
DmePKC, S2-DmINAD-EGFP und S2-DmPLC-V5-His konnten die rekombinanten FEx-
pressionsprodukte (rDmTRP, rDmePKC, rDmINAD-EGFP und rDmPLC3-V5-His) so-
wohl immuncytochemisch als auch biochemisch durch Western Blot Analysen nachgewie-
sen werden (4.8-4.11). Diese Analysen zeigten die Moglichkeit der Expression aller vier

Hauptkomponenten des INAD-Signalkomplexes im gewéhlten rekombinanten System und

charakterisieren das singulére Verteilungsmuster jeder Komponente in S2-Zellen.
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Abbildung 4.8: Rekombinant exprimierte DmePKC in einer stabilen Linie S2-DmePKC
Die Immuncytochemie zum Nachweis der rekombinanten Expression von DmePKC belegt bei Inkubation
der DmePKC-Zellen mit a-ePKC-Serum (C und F, D: Hellfeld DIC, E: Fusionsbild aus ePKC-Signal und
Hellfeld) im Vergleich zu einem Kontrollansatz ohne ePKC-spezifisches Antiserum (A, B) das Vorhanden-
sein von rDmePKC. Der Abbildung F kann die subzellulire Verteilung von rDmePKC entnommen werden.
G dokumentiert den biochemischen Nachweis von rDmePKC in Western Blot Analysen im Vergleich zu
untransfizierten Zellen (Negativkontrolle) und zu DmePKC isoliert aus Fliegenkopfen (Pk: Positivkon-
trolle). Das Fehlen 15slicher rDmePKC in Triton X-100-Extrakten beruht vermutlich auf der Instabilitét
von ePKC bei Extraktion unter unvollstiindig denaturierenden Bedingungen.

Die biochemischen Detektionen der rekombinant exprimierten Proteine durch Western

Blot Analysen zeigen fiir einige Fxpressionsprodukte ein von den Berechnungen und von
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Abbildung 4.9: Expression von rekombinantem Drosophila-TRP in S2-Zellen

Abbildung A zeigt den immuncytochemischen Nachweis von tDmTRP in S2-DmTRP in Referenz zur
lichtmikroskopischen Aufnahme (B, Differentieller Interferenzkontrast [DIC]). Die Uberlagerung des
Fluoreszenz- und des Hellfeldkanals (C) erlauben keine Riickschliisse auf die mdgliche Anreicherung von
rDmTRP in der Plasmamembran. Die Abbildungsteile D und E zeigen das subzelluldre Verteilungsmu-
ster des rckombinanten Proteins. In F ist der biochemische Nachweis von rDmTRP in SDS-Extrakten der
Zellen durch Western Blot Analyse abgebildet (Pk: Positivkontrolle, V1-V4: 1-4 ul Extrakt).

der Fliegenkontrolle abweichendes apparentes Molekulargewicht in der gelelektrophoreti-
schen Auftrennung (siche rDmePKC und rDmINAD-EGFP, Abbildungen 4.8 und 4.11).
Die Abweichung kann nicht vollstdndig auf die hohe geladene Proteinmenge zuriickgefiihrt
werden, wie der Nachweis von tDmPLCSB-V5 in Abbildung 4.10 belegt: die Beladung der
Gelspur mit einer hohen Gesamtproteinmenge beim Nachweis von rDmPLCSF-V5 (von
Fliegenkontrolle abweichendes Molekulargewicht durch Kopplung von tags) resultiert hier
in keiner Verdnderung der elektrophoretischen Mobilitéat. Dariiber hinaus dndert, sich das
scheinbare Molekulargewicht der rekombinanten Proteine in Abhéngigkeit vom Extrak-
tionspuffer, wie besonders deutlich rDMINAD-EGFEP bei SDS- und Tritonextraktion zeigt.
Dieses Verhalten ist jedoch nicht spezifisch fiir die rekombinanten Fxpressionsprodukte der
S2-Zellexpression, sondern vielmehr ein weiter verbreitetes Phdnomen, wie die Untersu-
chungen von Signalkomplexproteinen von Drosophila exemplarisch fiir DmePKC belegen
(Abbildung 4.11 H). Die Ursachen wurden nicht weiter im Detail analysiert. Die Nach-

weise des rekombinanten Expressionsproduktes in Extrakten von Linien transfiziert mit
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Negativkontrolle S2-DmPLC-V5-His  S2-DmPLC-V5-His: IMAC-Anreicherung
S2-DmPLC-V5-His anti-V5 aus PBS- und Tritonextrakten
mit sek. Ak

A D

Silber
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2 Elution 0,5 M IA induzierte Kultur

3 EDTA-Eluton uninduzierte Kultur

4 EDTA-Elution induzierte Kultur

5 Molekulargewichtsstandard

6 Positivkontrolle: Drosophila A35 (Triton)
—t

20um IA: Imidazol

Ubetlagerung
PLCB-V5
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Abbildung 4.10: Expression von Drosophila-PLCS in S2-DmPLC-V5-His

Die immuncytochemische Detektion von rDmPLCS-V5-His via V5-tag und die Verteilung des Expressions-
produktes innerhalb der S2-Zellen sind in A-J dargestellt (LSM-Aufnahmen, Hellfeld: Differentieller In-
terferenzkontrast, sek. Ak: sekundirer Antikorper). Mittels IMAC (Protokoll siehe 3.6.6) kann das re-
kombinante Expressionsprodukt angereichert werden. Die verschiedenen Elutionen der IMAC-Reinigung
sowohl aus Triton- als auch aus PBS-Extrakten sind im Abbildungsteil K zusammengefasst. Die Western
Blot Analyse der Aufreinigung aus expressionsinduzierten und uninduzierten Zellen belegt biochemisch
das Vorhandensein von rDmPLCB-V5-His, zeigt dariiber hinaus aber auch die leakage expression der
Metallothioninpromotor-gesteuerten rekombinanten Expression.

pMT/DmINAD-EGFP weisen eine weitere Eigenart auf: unabhingig vom verwendeten
Extraktionspuffer wird immer mehr als ein Expressionsprodukt immunologisch markiert,
ein Phénomen, dass ebenso fiir rtDMTRPL-EGFP beobachtet wird (Referenz z.B. Ab-
bildung 4.6) und offensichtlich fiir die fusionierte EGFP-Expression charakteristisch ist.
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Abbildung 4.11: Singuldre rekombinante Expression von Signalkomplexkomponenten:
Detektion von tDmINAD-EGFP in S2-DmINAD-EGFP

Die fluoreszenzmikroskopische Detektion von rDmINAD-EGFP sowie die Subzellularlokalisation im ge-
samten Cytoplasmabereich sind unter A-E (A, C: EGFP-Fluoreszenz; B, C: DIC; E: Uberlagerungsbild)
dargestellt. Der biochemische Nachweis von rDmINAD-EGFEFP in Zellextrakten durch Western Blot Analy-
sen (F) zeigt mehrere Expressionsprodukte ({fDmINAD-EGFP sowie stabilere Translationszwischenstufen
oder Abbauprodukte), deren jeweiliges apparentes Molekulargewicht in Abhingigkeit vom Extraktions-
detergenz differiert (Pk: Positivkontrolle, TX-100: Triton X-100). Extraktionsanalysen von DmePKC,
isoliert aus Kopfen von D. melanogaster, belegen eine allgemeinere Giiltigkeit des Phinomens differieren-
der apparenter Molekulargewichte in Abhingigkeit vom Extraktionspuffer (G, *: SDS-Solubilisierung von
Membranen pellettiert nach der PBS-Extraktion).

Die Extraktion aus S2-Zellen erfolgt aus Zellen mit kontinuierlich induzierter Expression.
Somit werden neben vollsténdig translatierten rekombinanten Proteinen ebenso alle Zwi-
schenstufen extrahiert. Eine mogliche Erklarung der verschiedenen Expressionsprodukte
ist die Anreicherung distinkter Zwischenprodukte der Translation EGFP-fusionierter Se-
quenzen in S2-Zellen, eventuell in Abhangigkeit der verénderten codon-usage von EGFP.
Andererseits sind ebenfalls diskrete Abbauprodukte vorstellbar.

Fir rDmINAD-EGFP belegt die detektierte EGEFP-Fluoreszenz die vollstdndige INAD-
Expression aufgrund der C-terminalen Fusion von EGFP. Fiir rDmePKC dagegen kann
die vollstandige Fxpression des ePKC-Konstruktes weder durch Immunoblot noch durch
Immuncytochemie bestétigt werden. Das Molekulargewicht des detektierten rekombinan-
ten Proteins in S2-Zellen erinnert an das abweichende Molekulargewicht bei in wvitro-
Translation des vollstdandigen ¢cDNA-Klons (siche Abbildung 4.2). Ob das differierende
Molekulargewicht von rDmePKC auf fehlenden posttranslationalen Modifikationen oder
einem raschen Abbau beruht, konnte nicht identifiziert werden.

Rekombinant exprimiertes DmTRP ist bei Tritonextraktion nicht nachweisbar, obwohl

SDS-Extraktion der gleichen Zelllinie die heterologe TRP-Expression anzeigt. Ein analoges
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Verhalten zeigt das Membranprotein rDmTRPL-EGFP (siche Abbildung 4.36). Die 16sli-
che rDmePKC ist ebenfalls nur schwer in TX-100-Extrakten nachweisbar, was im Falle von
ePKC jedoch auf die hohere Instabilitat des Enzyms unter unvollstéindig-denaturierenden
Extraktionsbedingungen zuriickzufithren ist.

Analysen der subzelluldren Verteilung der rekombinanten Fxpressionsprodukte zeigen in
immuncytochemischen Dokumentationen fiir alle vier exprimierten Komponenten ein dhn-
liches Muster: die rekombinanten Signalkomplexproteine weisen eine gleichméfige Vertei-
lung innerhalb des Cytoplasmas auf. Die Muster erlauben keine Korrelation lokaler An-
reicherungen mit Subzellularstrukturen und damit keine Aussage beispielsweise iiber An-
reicherung von TRP in der Plasmamembran. Versuche zur Detektion von rDmTRP in der
S2-Plasmamembran durch Antikorper, die an extrazellulédre Schleifen binden, scheiterten
an der niedrigen Antigenizitét der in Anlehnung an JUNGNICKEL et al., 2001 ausgewéhl-
ten Extrazellularbereiche von DmTRP und DmTRPL (Daten nicht gezeigt). Keines der
analysierten rekombinanten Proteine weist eine Kernlokalisation auf.

4.4.3 Optimierung von Transfektion und Expressionsraten

Voraussetzung fiir die rekombinante Co-Expression der vier INAD-Kernkomplexkomponen-
ten ist die effiziente Etablierung rekombinant exprimierender S2-Linien sowie die Repro-
duzierbarkeit der rekombinanten Expression fiir Charakterisierungen. Als beeinflussende
Parameter der induzierbaren rekombinanten FExpression wurden die Kultivierungsbedin-
gungen vor und wihrend der Expressionsinduktion (Abbildung A.16) sowie die Starke der
Expressionsinduktion bestimmt (Abbildung A.15). Optimal ist die Induktion einer Kultur,
die ca. 10-14 Tage im logarithmischen Wachstum gehalten wurde, mit 750 M CuSOy, fiir
zwei Tage. Es gelang nicht, die Effizienz CaPO,4-vermittelter Transfektion durch Variation
verschiedener Transfektionsparameter (Zellzahl, Oberflichenverhiltnis, DNA-Menge und

-Reinheit) reproduzierbar iiber 10 % zu erhohen.

Das aus hoher Letalitidt von S2-Zellen wahrend und kurz nach CaPO,-Transfektionen
resultierende starke Absinken der Zelldichte sowie die Verdnderungen der Medienzusam-
mensetzung (starke Kristallprézipitation auch nach Entfernung von CaPQOg-haltigem Me-
dium) fithren oft zum Absterben des gesamten Transfektionsansatzes. Sowohl Lipofek-
tion als auch der Einsatz kationischer Polymere zur Vermittlung von nicht-viraler DNA-
Einbringung in Zellen ist fiir S2-Kulturen kaum charakterisiert beziehungsweise als in-
effizienter im Vergleich zur CaPOg-vermittelten Transfektion beschrieben. Lipofektions-
versuche (Lipofectin: Fa. Invitrogen life technologies, Karlsruhe; Insectogen und Meta-
fectene: Fa. Biontex Laboratories, Miinchen) von S2- und S2P15-Zellen, optimiert nach
den Angaben des Herstellers der jeweiligen Reagenz, bestétigen mit Transfektionsraten
unter 1% die allgemeine Ineflizienz der S2-Zelltransfektion mittels kationischer Reagen-
tien nach {iblichen Transfektionsprotokollen (Daten nicht gezeigt). Gleiches gilt fiir die
Analyse der S2-Transfektionspotenz des polykationischen Polymers jetPEI (Fa. Polyplus
transfection SAS BP, Illkirch, Frankreich). Durch Generierung von Linien S2-S konn-
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Konstrukte:
fluoreszierende pMT-DEST/
Zellen in Y% DmTRPL-HcRed,
MT/
12,00 P
Konstrukt DmINAD-EGFP
pMT-DEST/
10,00 | pmTRPL-HcRed
8,00
6,00
4,00
2,00
, | I
A8 A8-S S2P15-§*
(a) Wirkung serumfreier Kultivierung auf die (b) Lichtmikroskopische Dokumentation der Letalitit
Lipofektionseffizienz von Lipofectin von Posttransfektionskulturen
Angegeben sind Mittelwerte aus 3 Zdhlungen Einen Tag nach der Transfektionsprozedur wurden Zel-

pro Transfektionsansatz (* EGFP-Fluoreszenz, len einer CaPO4:DNA-Prézipitation (A, B) und einer
fiir A8 und A8-S HcRed-Fluoreszenz). -S kenn-  Lipofektionsreaktion (C, D) lichtmikroskopisch im Dif-
zeichnet die Kultivierung von Zellen unter ferentiellen Interferenzkontrast dokumentiert. Die Pfei-
serumireien Bedingungen. le markieren sterbende und tote Zellen.

Abbildung 4.12: Dokumentation ausgew#hlter Parameter mit Einfluss auf die Etablie-
rung stabil transfizierter S2-Linien

te die Lipofektionseffizienz deutlich erhoht werden. Dazu werden S2-Zellen iiber einige
Passagen hinweg unter serumfreien Bedingungen kultiviert. Nach mehreren Passagen in
Medium ohne FCS-Zusatz konnen die Zellen der Linie S2-S fiir Lipofektionen verwen-
det werden. Am Beispiel der erneuten Transfektion der bereits stabil transfizierten Linie
A8 belegt die Abbildung 4.4.3 (links) die positive Wirkung serumfreier Kultivierung zur
Erhohung der Transfektionseffizienz. Lipofektionsinhibierende Serumbestandteile werden
effizienter entfernt als bei allgemein {iblichem Waschen der Zellen in serumfreien Medium
vor der Lipofektion. Serumfrei kultivierte S2-Zellen ermoglichen eine Lipofektionseffizienz
mit Lipofectin (Fa. Invitrogen life technologies, Karlsruhe) von ca. 10 %, wie eine Kon-
trolltransfektion mit S2P15-S-Zellen zum Lipofektionsexperiment der Linie A8 zeigt. Im
Kontrast zur hohen Letalitit CaPOy-basierter Transfektionen ermoglicht die sehr scho-
nende Lipofektion (vergleichende lichtmikroskopische Analysen in Abbildung 4.4.3 rechts)
von S52-Zellen eine zuverldssige und effiziente FKtablierung stabil transfizierter Linien. Die
zweifach unabhéngige Generierung von Linien INAD-Komplex durch Lipofektion in Ka-
pitel 4.5.1 belegt dies exemplarisch.
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4.4.4 Duale Co-Expression von Komplexkomponenten

Ziel dieser Arbeit ist die Co-Expression der vier Hauptkomponenten des INAD-Signalkom-
plexes. Im néchsten Schritt wurde deshalb untersucht, ob die gemeinsame Expression
von zwei INAD-Komplexkomponenten mdoglich ist. Ausgew#hlt wurden DmePKC und
DmPLCg. Die CDS von PLC/ ist in Fusion mit einem tag aus dem V5-Epitop und Hexa-
histidin kloniert, was die Nachweis- und Differenzierungsmaoglichkeiten (vor allem immun-
cytochemisch) begiinstigt. Die Abbildung 4.13 gibt eine Zusammenfassung der biochemi-
schen und immuncytologischen Analysen der Linie S2-DmePKC/DmPLCS. Die gemein-
same Expression beider Komponenten in S2-Zellen ist nachweisbar (Western Blot: A, B,
Immuncytochemie: C). Die in S2-Zellen exprimierte rDmePKC liegt in einer Form vor, die
ein vom Fliegenwildtyp abweichendes Laufverhalten in SDS-PAGEs aufweist: rDmePKC

ist um wenige Dalton kleiner (4.13 A). Diese Form entspricht einer von zwei detektier-
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Abbildung 4.13: Duale Co-FExpression von rDmePKC und rDmPLC3-V5-His

A und B zeigen die Immunodetektion von rDmPLCS und rDmePKC in Tritonextrakten aus S2-DmePKC/
DmPLCg-Zellen. C enthilt die immuncytochemisch nachgewiesene Lokalisation von rDmPLCS-V5 (a-
V5, a-mouse-AlF488: griin) und rDmePKC (a-ePKC, a-rabbit-TRITC: blau, Co-Lokalisation: tiirkis). In
D sind Immunprézipitationsexperimente (IP) aus S2-DmePKC/DmPLC/ mit anti-V5 zusammengestellt.
Die Spuren sind wie folgt beladen: 1) IP 200 ug Gesamtprotein / 2 ug anti-V5, 2) IP 50 ug Gesamtprote-
in /0,5 pg anti-V5 und 3) IP (LV) 250 pug Gesamtprotein / 1 pg anti-V5 (LV: Lysatvorreinigung (Senkung
unspezifischer Bindung) durch IP mit a-clathrin (monoklonal Maus)). Durch a-V5 und a-DmPLCS kann
rDmPLCS-V5-His angereichert im Immunprizipitat detektiert werden. Pk, Nk: Positiv-, Negativkontrolle
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baren Formen in Koépfen/Augen von D. melanogaster. Die Immuncytochemie zeigt, dass
die beiden Konstrukte pMT/DmePKC und pMT/DmnorpA-V5-His in einer Zelle mit
iiberlappendem Verteilungsmuster co-exprimiert werden. Eine Interaktion der Proteine
kann jedoch nicht abgeleitet werden. Die immuncytochemischen Daten deuten dariiber
hinaus auch die singuldre Expression einer Komponente in verschiedenen Zellen der po-
lyklonalen Linie an. Die rekombinante PLCS 148t sich mittels V5-Antikoérper immunpra-
zipitieren, wie der Western Blot Nachweis sowohl mit a-V5 als auch a-DmPLCS zeigt
(Abbildung 4.13 D). Die biochemisch und immuncytochemisch verifizierte Co-Expression
von rDmePKC und rDmPLC3-V5-His zeigt, dass mehrere Konstrukte gleichzeitig in den-

selben S2-Zellen exprimiert werden konnen.

4.5 Rekombinante Expression des
INAD-Signalkomplexes in S2-Zellen

4.5.1 Generierung und Charakterisierung polyklonaler
INAD-Komplex-Linien

Die Verifizierung der rekombinanten Co-Expression von DmePKC und DmPLCS resul-
tierte in der Co-Transfektion aller vier Hauptkomponenten des INAD-Komplexes von D.
melanogaster in S2-Zellen. Die Konstrukte wurden im gleichen molaren Verhéltnis zuein-
ander mittels Lipofektion in eine der im Rahmen dieser Arbeit generierten Linien S2-S
eingebracht. Das Verhéltnis Expressionskonstrukte zu Selektionsplasmid pCoHygro betrug
1:10. Pro Ansatz (A, B) wurden je 8x 108 Zellen mit 8 ug DNA-Konstruktmischung trans-
fiziert. Die Expressionsinduktion mit 750 uM CuSO, am Folgetag der Transfektion ergab
nach zweitdgiger Induktion eine INAD-EGFP-Expressionsrate und damit Transfektions-
effizienz von 12,43 % + 3,66 % fiir den Ansatz A sowie 12,79 % £+ 2,11 % fiir die Lipofektion
B. Die Mittelwerte ergeben sich aus der Auszéhlung von drei zufillig ausgewéhlten Be-
reichen der Proben (rDmINAD-EGFP-exprimierende Zellen bezogen auf Gesamtzellzahl).
Durch parallele Transfektion entstanden zwei unabhéngige polyklonale stabil transfizierte
Linien: INAD-Komplex A und INAD-Komplex B (Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC]). Nach
zweiwochiger Selektion wurden beide Kulturen geteilt und die entstandenen vier Sub-
kulturen differierenden Selektionsbedingungen unterzogen. Die Selektion der Kulturen A
und B erfolgte weiterhin nach dem Standardprotokoll. Durch Selektion der verbliebenen
beiden Subkulturen mit der zweifachen Hygromycin B-Konzentration wurden die Linien
INAD-Komplex AhH und BhH generiert. Die Analyse der Expressionsrate der Kulturen,
gemessen als Anteil INAD-EGFP-exprimierende Zellen pro Gesamtzellzahl, zeigt keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschieden selektierten Kulturen (Tabelle 4.2).
Die immuncytochemischen Analysen zum Nachweis der rekombinanten Expressionspro-
dukte DmTRP, DmePKC und DmPLC3-V5 sowie die Fluoreszenz von rDmINAD-EGFEFP
zeigen die Co-Fxpression der vier Hauptkomponenten des INAD-Signalkomplexes im Cy-
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INAD-EGFP DmePKC INAD-EGFP DmTRP INAD-EGFP

A H| & 3
Hellfeld Uberlagerung  Hellfeld Uberlagerung Helifeld Uberlagerung

(a) Immuncytochemische Detektion der rekombinant exprimierten INAD-Komplexkomponenten
Die Expressionsprodukte rDmePKC, rDmTRP, rDmPLC3-V5 wurden nach Erkennung durch o-Cv-
ePKC, a-DmTRP und a-V5 mit Cy5-gekoppelten sekundiren Antikérpern markiert (blau, in der
Uberlagerung rot). Rekombinant exprimiertes DmINAD-EGFP fluoresziert griin.  Mafstab: 10 um
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(b) Rekombinante Hauptkomponenten des INAD-Komplexes: Immunoblot-Detektion
Durch Western Blot Analysen wird in Tritonextrakten (4 pl je Spur) verschiedener polyklonaler Linien
INAD-Komplex (A, AhH, B, BhH) die rekombinante Expression von rDmINAD-EGFP und rDmPLCg-
V5 dokumentiert. Die Linien INAD-EGFP P2 und P5 dienen als Positivkontrolle fiir rDmINAD-EGFP-
Expression und als Negativkontrolle fiir die Expression von rDmPLCS3-V5.

Abbildung 4.14: Nachweis rekombinanter Co-Expression der Kernkomponenten des
INAD-Signalkomplexes in stabilen polyklonalen Linien INAD-Komplex
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toplasma der S2-Zellen (Abbildung 4.14a). Sie deuten auf eine Co-Lokalisation der re-
kombinanten Proteine hin. Unklar bleibt, ob die Plasmamembran in die Lokalisation in-
volviert ist. Verdnderungen des subzelluldren Verteilungsmusters einzelner Komponenten
im Vergleich zur singuldren Expression in Abhéngigkeit von co-exprimierten Proteinen
kénnen nicht nachgewiesen werden (Referenzen: Abbildungen 4.8-4.11). Die Auswertung
immuncytochemischer Daten der Linien INAD-Komplex A, B, AhH und BhH wird durch
die Polyklonalitdt der Linien erheblich behindert. Neben der beobachteten Zellzyklus-
abhéngigen Schwankung der Expressivitét 1463t sich ebenso die Penetranz der rekombinan-
ten Co-Expression aller Komponenten innerhalb der Kulturen nicht bestimmen. Damit
ist die Ableitung genereller Aussagen nur in begrenztem Umfang moglich.

Tabelle 4.2: Expressionsraten nach differenzierter Hygromycin B Selektion von stabil
transfizierten S2-Linien INAD-Komplex

Linie EGFP-fluoreszierende Zellen Standardabweichung
INAD-Komplex (Mittelwert n=3)
A 50,00 % 14,46 %
B 46,43 % 8,00 %
AhH 53,23 % 10,16 %
BhH 45,49 % 16,59 %

In Extrakten aus Zellen der polyklonalen Linien INAD-Komplex wird durch Western Blot
die Expression von rDmPLCB-V5-His und rDmINAD-EGFP verifiziert (Bild 4.14b). Die
spezifische Erkennung von rDmPLCG-V5-His via a-V5 ist durch Vergleich mit reinen
INAD-EGFP-Linien gegeben. Die Detektion, besonders der Expressionsprodukte rDm-
TRP sowie rDmePKC, erwies sich jedoch als schwer reproduzierbar, ein eindeutiger Nach-
weis ist nicht moglich. Die Fignung von S2-Zellen zur Co-Expression der vier Kernkom-
ponenten des D. melanogaster-INAD-Komplexes belegen vor allem die immuncytochemi-
schen Daten. Diese deuten jedoch an, dass nicht alle Zellen vier Konstrukte co-exprimieren.

4.5.2 Selektion monoklonaler Linien

Die schwere Reproduzierbarkeit von Ergebnissen polyklonaler Linien INAD-Komplex ei-
nerseits sowie die fehlende Homogenitét der stabil selektierten Kultur zum anderen ver-
hindern die Analyse der Kulturen mittels Verfahren, die individuelle S2-Zellen ansprechen.
Dazu zéhlen vor allem immuncytochemische Lokalisationen und elektrophysiologische Ab-
leitungen. Durch die Vereinzelung von Zellen einer Linie und separate Kultivierung dieser
Zellklone ist die Generierung klonaler Zelllinien méglich (klonale Selektion). S2-Zellen,
deren minimale Kulturdichte 0,5x 10° betréigt, benstigen wihrend der klonalen Selektion
die Supplementierung mit weiteren S2-Zellen als feeder layer. Diese werden im Laufe der
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Expansion des Ausgangszellklons durch Hygromycin B-Selektion sukzessiv aus der ent-
stehenden klonbasierten Kultur entfernt. Kritischer Punkt der klonalen Selektion ist die
initiale Verdiinnung der zu selektierenden Kultur, um eine Vereinzelung von Zellen mit
hoher Wahrscheinlichkeit sicherzustellen. In allen dargestellten Selektionen klonaler S2-
Linien erfolgte die Verdiinnung der Kultur auf 100 Zellen / ml. Jeweils 10 pl der verdiinnten
Kultur wurden pro Selektionsansatz einer Linie als Ausgangsmaterial zur Expansion von
Zellklonen verwendet. Die Etablierungszeit klonaler Linien umfasst die vierwochige Hy-
gromycin B-Selektion zur sukzessiven Entfernung der S2-feeder-Zellen sowie die Expansion
der 200 pl-Selektionsansétze zu etablierten Linien im Verlauf weiterer vier Wochen. An-
hang A.3 gibt einen Uberblick aller erstellten klonalen Selektionen und dokumentiert den
Verlauf der Vereinzelungsprozesse. Am Ende des Selektionsprozesses und der Etablierung
vorausgewéhlter Linien (Kriterium: EGFP-Fluoreszenzrate) erfolgte die Auswahl potenti-
eller Linien fiir weiterfithrende Analysen durch biochemische Nachweisbarkeit der Expres-
sionsprodukte aller transfizierten Konstrukte. Dieser Nachweis setzt ein Mindestniveau
an Penetranz und Expressivitdt eines Konstruktes voraus und erhdht damit die Wahr-
scheinlichkeit der Auswahl von Linien, die wie angestrebt einer stabil alle transfizierten

Konstrukte exprimierenden Zelle entstammen (Monoklonalitét).

4.5.3 Charakterisierung der monoklonalen S2-Linien
INAD-Komplex

Die Generierung einer genetisch einheitlichen Zelllinie INAD-Komplex (Komp[INAD;TRP;
PLC;ePKC]) erfolgte aus der polyklonalen Linie INAD-Komplex B durch klonale Selek-
tion (Selektionsprozess siche auch 4.5.2). Primér wurden geeignete zellklonbasierte Linien
nach homogener INAD-EGFP-Expression in allen lebenden Zellen ausgewahlt. Die an-
schlieffende Analyse dieser Linien auf Expression aller vier Komplexkomponenten erfolgte
sowohl immuncytochemisch als auch biochemisch durch Western Blot Analysen. Aufgrund
der Kopplung der biochemischen Nachweisbarkeit rekombinanter Fxpressionsprodukte an
Schwellenniveaus der Expression ermoglichten die biochemischen Untersuchungen dar-
iiber hinaus die Auswahl von Zellklonen mit einem Mindestexpressionsniveau aller vier
INAD-Komplexkomponenten. Im Hinblick auf beabsichtigte Analysen einer Bildung re-
kombinanter INAD-Signalkomplexe ist die Auswahl von Linien, in denen keine extreme
Unterrepresentation einer Komponente die Komplexbildung limitiert, wiinschenswert.
Die Linien INAD-Komplex E4 und A8, resultierend aus dem Selektionsprozess von zellklon-
basierten Linien (siche auch Anhang A.3), erfiillen alle erforderlichen Kriterien. Es werden
alle Komplexkomponenten exprimiert und die EGFP-Signalrate betragt 100 % der leben-
den Zellen, wie wiederholte Bestimmungen verifizierten. Die Abbildungen 4.15 und A.7
charakterisieren die rekombinante Expression der Kultur E4 immuncytochemisch, die im-
muncytochemische Detektion und Lokalisation der rekombinant exprimierten Proteine in
der Linie A8 dokumentiert die Abbildung 4.16. Diese Dokumentationen weisen fiir beide
Linien die rekombinante Expression der vier Hauptkomponenten des INAD-Signalkom-
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INAD-Komplex Klon E4

El

INAD-EGFP
EGFP-Fluoreszenz

Co-Lokalisation

-

MaBstab: 10 um

(a) Immuncytochemischer Nachweis und subzellulére Verteilung
A1-A3 sowie E1-E3 dokumentieren rDmINAD-EGEP-Fluoreszenz. B1-B3 zeigen die Lokalisation von
rDmePKC. Die immuncytochemische Markierung von rDmTRP zeigen die Abbildungsteile F1-F3.
C1-C3 und GI-G3 weisen rDmPLCF-V5 (Markierung durch o-V5) nach. D1-D3 belegen die Co-Loka-
lisation von rDmINAD-EGFP, rDmePKC und rDmPLC3-V5-His und H1-H3 weisen Co-Lokalisation
auch fiir INAD, TRP und PLCS-V5-His nach.

INAD-Komplex Klon E4

-Fluoreszenz)

(b) Optische Querschnitte der Kultur INAD-Komplex Klon E4: die Co-Lokalisation zeigt in unter-
schiedlichen optischen Ebenen differierende Quantitéiten der rekombinanten FExpressionsprodukte.

Abbildung 4.15: Rekombinant exprimierte INAD-Signalkomplexkomponenten in INAD-
Komplex Klon E4 (Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC(])
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plexes nach. Problematisch fiir die Dokumentation immuncytochemischer Ergebnisse sind
die zellzyklusabhéingig deutlich variierende Expressivitit sowie die geringe Grofie der S2-
Zellen. Insbesondere das Transmembranprotein DmTRP ist nur mit geringer Signalstér-
ke markierbar. Geringe methodische Variationen zwischen einzelnen Proben resultieren
bei Detektionen nahe am Hintergrundsignal in scheinbaren Unterschieden zwischen den
Proben. Der Zusatz untransfizierter S2-Zellen als interne Negativkontrolle ermoglicht ei-
ne Feineinstellung der Negativschwellenwerte jeder einzelnen Probe und somit eine ver-
stiarkte Signaldokumentation (Abbildung A.7). Damit ist es moglich, Zellen mit geringer
Expressivitit von untransfizierten, nichtexprimierenden Zellen zu unterscheiden. In Uber-
einstimmung mit den Daten der polyklonalen Kultur sind rDmePKC, rDmPLC3-V5-His,
rDmINAD-EGFP und rDmTRP im gesamten Cytoplasmabereich verteilt, wobei rDm-
TRP aufgrund seines Transmembrancharakters mutmafllich gebunden an cytoplasmati-
sche Membranen vorliegt. Die rekombinanten Expressionsprodukte co-lokalisieren, aller-

INAD-Komplex Klon A8
INAD-EGFP :

EGFP-Fluoreszenz

MaBstab:
10 pm

(a) Nachweis und Co-Lokalisation von rDmePKC, rDmINAD-EGFP sowie rDmPLC3-V5
A, E, I zeigen die Fluoreszenz von rDmINAD-EGEP. C, G, K weisen durch a-V5-Markierung rDmPLC-
V5 nach und B, F, J dokumentieren rDmePKC. D, H, L belegen die Co-Lokalisation von INAD, ePKC
und PLCB-V5 in A8.
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INAD-Komplex INAD-EGFP
Klon A8 mit S?2  (EGFP-Fluoreszenz)

A

Co-Lokalisation

C

Q:o

o ‘

Uberlagerung der Hellfeld
Fluoreszenzen

(b) Detektion und Co-Lokalisation von tDmTRP, rDmPLCS-V5 und rINAD-EGFP
Konfokalmikroskopische Aufnahmen dokumentieren den immuncytochemischen Nachweis der rekombi-
nanten Co-Expression von rtDmINAD-EGFP (A), rtDmTRP (B) und rDmPLC3-V5-His (C). Als interne
Negativkontrolle erfolgte der Zusatz von S2-Zellen zu A8 zur Verifizierung schwach exprimierender Zellen.
In A8 co-lokalisieren auch rDmTRP, rDmINAD-EGFP und rDmPLCS bei Co-Expression, wie die Uber-
lagerung der Fluoreszenzkaniile (D) zeigt. E enthilt die lichtmikroskopische Darstellung der Zellen (DIC).
Die Pfeile markieren ausgewéihlte probeninterne Negativkontrollen.

Abbildung 4.16: Immuncytochemische Charakterisierung der rekombinanten Expres-
sionsprodukte in INAD-Komplex Klon A8 (Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC(])

dings nicht ubiquitidr in homogenen Quantitédten. Daraus resultiert ein inhomogenes Co-
Lokalisationsmuster sowohl zwischen verschiedenen Zellen als auch innerhalb einer Zel-
le, wie optische Querschnitte durch die Kulturen S2-DmINAD-Komplex zeigen (Abbil-
dung 4.15b). Inwieweit die Plasmamembran in die Lokalisation der rekombinant expri-
mierten Proteine involviert ist, 148t sich aus den gewonnenen immuncytochemischen Da-
ten nicht ableiten. Immuncytochemisch kénnen keine von den singulédren Fxpressionen der
Komponenten abweichenden Lokalisationsmuster bedingt durch Protein-Protein-Assozia-
tionen festgestellt werden.
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Abbildung 4.17: Biochemischer Nachweis der Co-Expression von rDmTRP, rDmINAD-
EGFP, rDmePKC und rDmPLCg in den klonalen Linien INAD-Komplex E4 und A&
Die Western Blot Analysen zeigen als positive Kontrolle SDS-Extrakte aus Fliegenkdpfen (Spur 1). Der
Nachweis der rekombinanten Expressionsprodukte erfolgte durch Immunprizipitationen (IP) mit den
angegebenen Antikorpern. Als Prizipitationskontrollen fiir Spezifitit erfolgte die Inkubation von Extrakt-
aliquots mit der Prézipitationsmatrix ohne Antikérper (Spuren 3 und 5). Die Prézipitationen erfolgten
aus Extrakten der Linie Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC] Klon E4 (Spuren 2 und 3) sowie Klon A8 (Spuren
4 und 5). Die Spur * enthilt als Negativkontrolle Extrakt aus untransfizierten S2-Zellen.

Die rekombinante Co-FExpression der Hauptkomponenten des INAD-Signalkomplexes in
den ausgewihlten klonal selektierten Linien E4 und A& wird verifiziert durch biochemi-
sche Experimente. Ausgewéhlte Beispiele sind in Abbildung 4.17 zusammengestellt. Die
Experimente zur biochemischen Verifizierung der Co-Expression von rDmINAD-EGFEFP,
rDmPLCB-V5-His, rDmePKC und rDmTRP zeigen die Grenzen des S2-Expressionssystems
unter dem Metallothioninpromotor fur die biochemische Nachweisbarkeit rekombinan-
ter Co-FExpressionsprodukte. Trotz der Generierung klonaler Linien war es im Gegen-
satz zu Linien mit singulédrer oder dualer Expression von INAD-Komplexkomponenten
nicht moglich, die rekombinante Co-Expression der vier Hauptkomponenten des INAD-
Signalkomplexes in Western Blot Analysen von Extrakten deutlich und zweifelsfrei zu
dokumentieren. Erst nach Anreicherung der Expressionsprodukte durch Immunprézipita-
tion ist die zweifelsfreie biochemische Dokumentation moglich.

Der Effekt sinkender Expressionsniveaus der einzelnen rekombinanten Produkte bei Co-
Expression mehrerer Proteine unter dem gleichen Promotor ist in Abbildung 4.18 am
Beispiel von rDmINAD-EGFP visualisiert. Diese Abbildung dokumentiert den Nachweis
der EGFP-Fluoreszenz von rtDmINAD-EGFP in E4 und A8 im Vergleich zu Klon a-H7 mit

rekombinanter Co-Expression von drei Proteinen (Referenzen fiir a-H7 in Abschnitt 4.5.4).
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a-H7 E4

EGFP-Fluoreszenz

Belichtungszeit

Verstarkungsfaktor 1 3,5
Hellfeld sv ol IRt e
Belichtungszeit 2,55

Verstirkungsfaktor 1

Abbildung 4.18: Absinken des Expressionsniveaus von rDmINAD-EGFP mit steigender
Zahl an Co-Expressionsprodukten

Die klonal selektierten Linien 4 und A8 co-exprimieren die vier Hauptkomponenten des INAD-
Signalkomplexes, rDMINAD-EGFP, rtDmTRP, rDmePKC und rDmPLCS-V5-His, rekombinant. Klon a-
H7 der klonalen Selektion Komp[INAD;TRP;ePKC] co-exprimiert drei Proteine rekombinant: rDmINAD-
EGFP, rDmTRP und rDmePKC (Referenzen in Abschnitt 4.5.4). Fiir eine adéiquate Dokumentation der
rDmINAD-EGFP-Fluoreszenz der dargestellten Linien ist eine Anpassung der Belichtungszeit und des
Verstirkungsfaktors in Abhingigkeit der verwendeten Linie erforderlich.

Um dhnliche beziehungsweise identische Signalintensitdten dokumentieren zu kénnen, ist
im Vergleich zu a-H7 bei E4 und A8 bei gleichbleibender Belichtungszeit eine Verstérkung
um den Faktor 3,5 bis 4,5 notwendig. Fin weiteres fluoreszenzmikroskopisches Beispiel die-
ses limitierenden Effekts ist im Zusammenhang mit der rekombinanten Co-Fxpression von
DmTRPL im Rahmen dieser Arbeit dargestellt (siche in Abschnitt 4.7.3, Abbildung 4.41).
Die Auswirkungen auf biochemische Versuche zeigt die vergleichende Prézipitationsana-
lyse zweier S2-Linien mit Co-Expression von je drei Konstrukten im Vergleich zu A8
und E4 unter identischen Prézipitations- und Nachweisbedingungen in Abbildung 4.27.
Im Gegensatz zu den Linien mit Co-Expression von drei Konstrukten ist bei a-DmTRP-
Immunpréazipitation aus der gleichen Extraktmenge A8 und E4 rDmTRP im Prézipitat
nicht detektierbar. Die erfolgreiche rekombinante Expression in den Linie A8 und E4 war
zuvor anhand der rDmMINAD-EGFP-Fluoreszenz iiberprift worden.

Die Kenntnis des rekombinanten genetischen Hintergrundes jeder individuellen Zelle der
monoklonalen Kulturen sowie die maximale Penetranz der rekombinanten Co-Expression
qualifizieren die Kulturen A8 und E4 fiir die Gewinnung von Einblicken in die Signalkom-
plexbildung und in Funktionen des INAD-Signalkomplexes.
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4.5.4 Klonal selektierte Linien mit Co-Expression mehrerer
Komplexkomponenten: Basis der Etablierung von

Teilkomplexen

Die Untersuchungen funktioneller Aspekte des INAD-Signalkomplexes erfordern, eben-
so wie Analysen der Assemblierungsmechanismen, den Vergleich der Komplexsituation
(Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC]) zu Referenzsituationen, in denen einzelne Komplexkom-
ponenten fehlen. Die polyklonalen Linien INAD-Komplex—ePKC (synonym: Komp[INAD;
TRP;PLC]), INAD-Komplex—TRP (Komp[INAD;ePKC;PLC]), INAD-Komplex-PLCS
(Komp[INAD;TRP;ePKC]) sowie INAD-Komplex-INAD (Komp[ePKC;TRP;PLC]) ent-
standen durch Lipofektion von S2-S-Kulturen mit dquimolaren Mengen der Konstrukte
kodierend fiir die entsprechenden Komplexkomponenten (nachzuschlagen unter 4.3.3). Die
Co-Transfektion von pCoHygro im Verhéltnis 1:10 ermoglichte die anschlielende Selektion
stabiler Linien mit Hygromycin B. Im besonderen fiir Experimente mit Einzelzellanalysen
wurden die generierten Referenzlinien mit Co-Expression von je drei der vier Haupt-
komponenten des INAD-Signalkomplexes klonal selektiert (Ubersicht in Anhang A.3).
Der primére Screen erfolgte, wie fiir INAD-Komplex beschrieben, tiber rDmINAD-EGEP-
Expression und den Anteil an EGFP-fluoreszierenden Zellen im Vergleich zur Gesamtzell-
zahl. Eine Ausnahme hiervon stellt die Durchmusterung der Selektionen INAD-Komplex—
INAD (KomplePKC;TRP;PLC]) dar. Aufgrund des Fehlens eines gekoppelt exprimier-
ten Fluoreszenzmarkers war die biochemische Bewertung der Selektionslinien vorgesehen.
Die erste Auswahl geeigneter Klone erfolgte durch Western Blot Analysen von SDS-
Zellextrakten auf zweifach beladenen Gelen hinsichtlich der ePKC-Expression. Die re-
kombinante ePKC-FExpression positiv getesteter oder fraglicher Linien wurde mit weiteren
Western Blot Analysen iiberpriift.

In INAD-EGFP-monoklonalen beziehungsweise den ePKC-positiv getesteten Linien folgte
dem priméren Screen die Verifizierung der Co-Expression weiterer Komponenten durch
Immunoblot und Immuncytochemie. Die Abbildungen 4.19 —4.22 dokumentieren die Veri-
fizierung der Expressionsprodukte co-transfizierter Konstrukte in den ausgewéhlten Klo-
nen aller teilkomplexexprimierenden Linien. Bei der Bewertung der Penetranz der Expres-
sionsprodukte innerhalb der dargestellten klonalen Linien sind die limitierenden Einfliisse
der Immuncytochemie zu beriicksichtigen: i) rDmTRP ist (besonders bei Co-Expression
mehrerer rekombinanter Proteine) in immuncytochemischen Analysen mit a-DmTRP un-
abhédngig vom sekundédren Antikoérper nur mit Signalstdrken markierbar, die vielfach den
Schwellenwert der Negativkontrolle nur minimal {iberschreiten und in der Dokumenta-
tion verloren gehen; ii) das Ausmafl der unspezifischen Bindungen des anti-ePKC-Serums
reduziert die detektierbare Signalstérke erheblich.

Die subzelluldren Lokalisationen der rekombinanten Expressionsprodukte in den ausge-
wéhlten klonalen Linien weisen weder zwischen den Linien mit Co-Expression mehrerer
Komplexkomponenten noch im Vergleich zu Linien INAD-Komplex einen Unterschied auf.
Es konnen keine spezifischen Muster identifiziert werden, die auf wechselseitig bedingte
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Abbildung 4.19: Nachweis der rekombinanten Fxpression der Komplexkom-
ponenten rDmePKC, rDmTRP und rDmINAD-EGFP in selektierten Klonen
Komp[INAD;TRP;ePKC]: Klon a-H5 (Spur 2) ist positiv fiir die Co-Expression
der drei INAD-Signalkomplexkomponenten

Die Spuren der Western Blot Analysen von SDS-Extrakten und der a-DmTRP-Immunpréizipitaton
sind beladen mit: 1) Positivkontrolle: Extrakt aus Drosophila-Kopfen, 2) S2-a Klon a-H5, 3) S2-a
Klon a-H7 und 4) Positivkontrolle: Extrakt aus S2-Zellen mit stabiler Co-Expression mehrerer INAD-
Komplexkomponenten. Klon a-H5 zeigt ein sehr hohes Niveau an rDmePKC-Expression verglichen mit
der verwendeten Positivkontrolle und im Vergleich zu weiteren Linien. Die Spur * belegt die Spezifitéit der
Immunprézipitation fiir rIDMTRP. Diese Negativkontrolle ist mit der a-DmTRP-IP aus S2-INAD-EGFP
Klon Al beladen (in Abwesenheit spezifisch erkannter und prézipitierter Proteine zeigt sich ein hohes
Niveau an unspezifischer Adsorption des Zellextraktes).
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(a) Biochemische Analyse von Linien der klonalen Selektion INAD-Komplex—DmePKC
Die dargestellten Western Blots wurden mit folgenden Nachweisantikérpern inkubiert: A) a-EGFP,
B) a-V5, C) a-DmTRP, und D) o-DmINAD. Klon 2-D12 co-exprimiert tDmINAD-EGFP, tDmTRP
und rDmPLCA-V5-His. Bei Verwendung gleicher Extrakmengen (2 ul) wird in der Kontrolllinie INAD-
Komplex kein rtDmTRP detektiert. Pk: Positivkontrolle, Nk: Negativkontrolle



4 Ergebnisse

Negativkontrolle: S2-Komplex—ePKC S2-Komplex—ePKC
S2 mit sekundirem Klon 2-D12 mit S2 Klon 2-D12 mit S2
Antikorper anti-TRP anti-ePKC
INAD- A F ¢ ’ K
Markierung
(EGFP-

Fluoreszenz)

ﬂberlagerung
der Fluoreszenz-
kanale

Hellfeld

(b) Immuncytochemische Lokalisation der Expression von rDmPLC3-V5, -tDmTRP sowie

rDmINAD-EGFP im Klon 2-D12

Abbildung 4.20: S2-Komp[INAD;TRP;PLC|: Dokumentation des Zellklons 2-D12
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Negativkontrolle: S2 b-E12
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(a) Immuncytochemischer Expressionsnachweis in Komp[INAD:ePKC;PLC] Klon b-E12
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(b) Biochemische Analyse: rekombinante Expression in Komp[INAD;ePKC;PLC) b-E12

Abbildung 4.21: Charakterisierung von Klonlinien der Selektion INAD-Komplex-TRP

Nk: 52P15  Komp[ePKC/TRP;PLC] cAH12  Nk: 52P15
Al Pl . s A2 o
DmPLCB-V5
(V5-Markierung
mit AIF488)

Hellfeld FEap tr e 7 | A . TR

Uberlagerung _ . : . >
der Kanile g o B "' I - : der Kanile

(a) Immuncytochemie: Monoklonalitdt fiir rDmTRP sowie fir rDmPLCA-V5 und subzelluldre
Lokalisation beider rekombinanter Proteine in Kompl[ePKC;TRP;PLC] cAH12
Nk beschreibt die Verwendung von untransfizierten Zellen S2P15 als Negativkontrolle fiir die unspezifische
Hintergrundreaktion der verwendeten priméren Antikdrper a-V5 und a-DmTRP.
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(b) Biochemische Dokumentation rekombinanter Expressionsprodukte in Klon cAH12
Der Immunprizipitationsansatz aus S2-DmINAD-EGFP Klon Al (Nk-IP) zeigt, dass TRP-Protein
spezifisch nur aus Linien co-transfiziert mit pMT/DmTRP prizipitiert wird.

Nk: S2P15 Klon cAH12 Nk: S2P15 Klon cAH12
D D

a-ePKC

Hellfeld Hellfeld
ellfelc

chr]-'-un"rung :
der Kanile

(¢) Immuncytochemische Uberpriifung der rDmePKC-Expression in Komp[ePKC;TRP;PLC] cAH12 mit
a-ePKC-Serum priadsorbiert an S2-Extrakten und ungereinigt. Als sekundérer Antikorper wurde
a-Maus-AlF488 verwendet. Die untransfizierte Linie S2P15 dient als Negativkontrolle (Nk).

Abbildung 4.22: Dokumentation der Linie Komp[ePKC;TRP;PLC] Klon cAH12
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Co-Lokalisation einzelner Komponenten hindeuten.

Der Klonalitétsstatus mehrfach rDmePKC-positiv getesteter Linien der Selektion INAD-
Komplex-INAD mit Co-Expression von rDmePKC, rDmTRP und rDmPLCS-V5-His wur-
de durch Immuncytochemie fiir mehrere Expressionsprodukte bestimmt. Die Abbildun-
gen 4.22 a sowie ¢ zeigen diese Analysen fiir den selektierten Klon cAH12. Die Dokumenta-
tion belegt fiir diesen Klon eine Penetranz von 100 % sowohl fiir rDmPLC3-V5-His als auch
rDmTRP. Diese Daten im Vergleich zu Analysen der Linie ¢cIC1 mit 100 % Penetranz fiir
rDmTRP aber vereinzelten Signalen fiir rDmPLCSF-V5-His und rDmePKC (Daten nicht
dargestellt) argumentieren stark fiir die Monoklonalitét von cAH12. Unterstiitzt werden
sie von der rDmePKC-1C-Analyse fiir cAH12 (Abbildung 4.22 ¢), die Monoklonalitét auch
fiir rtDmePKC in cAH12 nahelegt. Die Auswirkungen geringer Penetranz auf die biochemi-
sche Nachweisbarkeit der Expressionsprodukte ist fiir die immuncytochemisch charakte-
risierte Linie cIC1 in Abbildung 4.22 b wiedergegeben. Obwohl in immuncytochemischen
Experimenten die Expression von rDmePKC und rDmPLCB-V5-His in verschiedenen Zel-
len nachgewiesen werden konnte, erscheint die Linie cIC1 in Western Blot Analysen fiir
beide rekombinanten Proteine negativ.

Zusammenfassend wird festgestellt, dass mit den klonal selektierten Linien a-H5 (Komp
[INAD;TRP;ePKC]), b-E12 (Komp[INAD;ePKC;PLC]), 2-D12 (Komp[INAD;TRP;PLC])
und cAH12 (Komp[ePKC;TRP;PLC]) geeignete Referenzlinien zu den Klonen A8 und E4
(Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC]) fiir eine Vielzahl von Untersuchungen generiert wurden.
Die immuncytochemischen Dokumentationen der subzelluldren Lokalisation rekombinan-
ter Proteine in co-exprimierenden S2-Linien erlauben jedoch keine Aussagen iiber die
Assemblierung von Teilen eines rekombinanten INAD-Signalkomplexes.

4.5.5 Charakterisierung klonal selektierter Referenzlinien mit

singuldrer Komponentenexpression

Die Herstellung monoklonaler Linien mit singulérer Fxpression von Komplexkomponen-
ten ermoglicht die Erhebung von Referenzdaten der einzelnen Komponenten zu Analysen
der INAD-Komplex- beziehungsweise Teilkomplexexpression. Die Selektion monoklonaler
Referenzlinien erfolgte wie unter 4.5.2 beschrieben fiir die stabil transfizierten polyklona-
len Linien S2-DmPLC-V5-His, S2-DmePKC, S2-DmINAD-EGFP sowie S2-DmTRP.

Die Identifikation einer monoklonalen INAD-EGFP-Linie erfolgte via fluoreszenzmikro-
skopischer Durchmusterung klonal selektierter Linien auf eine EGFP-Fluoreszenzrate von
100% aller lebenden Zellen. Die Linien S2-INAD-EGFP A1 und B1 erfiillen dieses Kri-
terium unter optimalen Wachstumsbedingungen. Die Expressionsraten fiir DmINAD-
EGFP wurden mehrfach zur Verifizierung der Monoklonalitdt der Linien bestimmt. Die
EGFP-Fluoreszenz der monoklonalen Linie INAD-EGFP Al ist exemplarisch im An-
hang in Bild A.8 dokumentiert. Die Daten zeigen eine unterschiedliche rDmINAD-EGEFP-
Expressivitit einzelner Zellen (schwache Expression markiert durch einen Pfeil). Fehlende

Fluoreszenz einzelner Zellen in der Abbildung (Markierung: Pfeilspitze) kann verschiedene
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Ursachen haben. Die Viabilitat der Kulturen erreicht nie 100 %. Zudem wird die Fluores-
zenz von Zellen mit niedriger Expressivitét, die ausserhalb der Fokusebene liegen, bei der
konfokalmikroskopischen Dokumentation nicht erfasst.

Die Durchmusterung klonal selektierter Linien auf Expression von tDmPLCS3-V5 erfolgte
biochemisch in Western Blot Analysen. Mehrfach positiv getestete Linien der Selektion
wurden folgend immuncytochemisch in Hinblick auf die Penetranz der rDmPLC3-V5-
Expression analysiert. Der Klon BA3 zeigt bei unterschiedlicher Expressivitit eine Pe-
netranz fiir rDMPLCA-V5 von fast 100 % (Darstellung A.9). Die immuncytochemischen
Markierungen wurden durch Mischung der Linie BA3 mit S2P15 als interne Negativkon-
trolle verifiziert (Daten nicht gezeigt). Ursachen fehlender Markierung einzelner Zellen in
der Dokumentation sind bereits fiir rDmMINAD-EGFP erldutert.

Der klonale Selektionsansatz S2-DmePKC wurde ebenfalls biochemisch durchmustert. In
Western Blot Analysen erfolgte die Identifizierung von DmePKC-exprimierenden Linien
mit a-CvePKC-Antikorpern. Die Analyse des Klonalitdtsstatus der ausgewéhlten Kandi-
datenlinien ePKC AA3 und ePKC AC12, mit biochemischem Nachweis von rDmePKC in
verschiedener Stédrke (Anhang, Bild A.10), erfolgte durch immuncytochemische Markie-
rung. Die Charakterisierung der klonalen Linie AA3 mit a-CvePKC ergab Monoklonalitét
(Daten nicht gezeigt), jedoch ging diese Linie wiahrend dauerhafter Kultivierung verloren.
Die Linie AC12 exprimiert rDmePKC auf einem niedrigeren Niveau, wodurch bei dem
gegebenen Niveau der Antikorper-Hintergrundreaktion von a-CvePKC eine zweifelsfreie
Identifizierung dieser Linie als monoklonal nicht méglich war (Hintergrundreaktion von
a-CvePKC dokumentiert am Beispiel von cAH12 in Abbildung 4.22c¢).

Zur Generierung einer monoklonalen Linie S2-DmTRP wurde der klonale Selektionspro-
zess mehrfach unter Verwendung einer DmTRP-positiv getesteten polyklonalen S2-Linie
angewendet (Referenz: Kapitel 4.5.2). Die Uberpriifung der resultierenden Linien auf Ex-
pression von rDmTRP erfolgte mit Western Blot Analysen. Aus zwei Selektionsansétzen
gingen mehrere in ersten Analysen positiv getestete Klone hervor. In beiden Selektionen
starb ein Teil der erstmals TRP-positiv getesteten Linien wahrend der Expansion in eine
stabile Kultur ab. Die verbliebenen Linien zeigten in Folgeanalysen zur Verifizierung der
rDmTRP-Expression und Bestimmung des Klonalitdtsstatus keine TRP-Signale mehr.
Wiederholte Anzuchten der Kulturen zur Erzielung eines optimalen Expressionszustan-
des resultierten jeweils im gleichen negativen Ergebnis. Die Versuche der Etablierung einer

monoklonalen Kultur S2-DmTRP endeten immer mit dem Verlust der TRP-Expression.
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4.6 Funktionelle Analysen an S2-Linien mit
rekombinanter Expression von

INAD-Signalkomplexkomponenten

4.6.1 MALDI-TOFF-Analyse: Rekombinante Expression des
vollstindigen DmTRP-Proteins

Fiir Analysen zur INAD-Signalkomplexassemblierung bei rekombinanter Expression der
beteiligten Komponenten in S2-Zellen ist die vollstdndige und funktionelle Expression der
einzelnen Komponenten von Bedeutung. In die Assemblierung des Signalkomplexes ist der
C-Terminus von TRP involviert, der iber ein PDZ-Doménen-Interaktionsmotiv mit INAD
verbunden ist. Insbesondere das Vorhandensein des PDZ-Doménen-Interaktionsmotivs
von TRP ist somit von Interesse, da INAD-ungebundenes DmTRP fehllokalisiert ist und
in einer drastischen Verdnderung des elektrophysiologischen Phénotyps (ERG-Messungen)
bei mutanten Fliegen resultiert. Die Expression des vollstédndigen TRP-Proteins kann
durch Western Blot Analysen mit a-DmTRP4ss nicht iiberpriift werden.
Massenspektrometrische Analysen sind ein effizienter Weg zur Charakterisierung von
Proteinen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Charakterisierung des rekombinant in
S2-Zellen exprimierten TRP-Proteins von Drosophila melanogaster in Zusammenarbeit
mit Frau Kristina Hartmann MALDI-TOFF-Spektren (matriz-assisted laser desorption
jonisation, time-of-flight-Analyse) erstellt. Die Isolierung von rDmTRP-Protein erfolgte
durch Immunprézipitation (IP) mit a-DmTRP #088 aus Tritonextrakten im besonderen
von Zellen der Linien S2-DmTRP, INAD-Komplex Klon E4 und AS8. Durch SDS-PAGE
separierte TRP-Banden wurden aus den Gelen ausgeschnitten und zur massenspektro-
metrischen Analyse mit Trypsin definiert fragmentiert. Die Analyse der Peptidgemische
erfolgte unter Verwendung der Matrix a-cyano-4-Hydroxy-Zimtsiaure. Als Referenz wur-
de DmTRP, gewonnen durch o-TRP-IP aus Kopfen von A35-Fliegen (Wildtyp), einge-
setzt (Abbildung 4.23). Die Abbildung 4.24 zeigt zwei exemplarische Spektren erhalten
von Wildtypfliegen-TRP und rekombinant exprimiertem rDmTRP. Die detektierten Frag-
mentmuster (Zusammenstellung 4.25) werden in der MASCOT-Datenbanksuche eindeutig
als DmTRP identifiziert. Die Spektren der detektierten Peptide beider Proben unterschei-
den sich geringfiigig. Die detektierbaren Fragmente stammen jedoch {ibereinstimmend
fast ausschliefllich aus cytoplasmatisch beziehungsweise extrazelluldr lokalisierten Regio-
nen. Eine Ausnahme bildet die putative Transmembranregion 1, die sowohl bei Prazipita-
tion von TRP aus Fliegen als auch aus rekombinanten Zellen detektiert wird (DmTRP-
Aminosauresequenz 334—355). Die Detektion des N- und des C-Terminus im Spektrum
von rDmTRP belegt die rekombinante Expression des vollstdndigen TRP-Proteins von D.
melanogaster in S2-Zellen. Die Funktionalitdt des rDmTRP-Proteins, besonders hinsicht-
lich der Interaktionsfahigkeit mit INAD, scheint somit gesichert.

Vor dem Hintergrund ausgeprégter Priméarstrukturvariationen des TRP-Proteins von D.
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Abbildung 4.23: Anti-TRP-Immunprézipitationen zur Gewinnung von DmTRP und
rDmTRP fiir Massenspektrometrie

Die Abbildung zeigt Immunprizipitationen (IP) nach Auftrennung durch SDS-PAGE und Coomassie-
Fiarbung des Proteinmusters. Die erhaltenen TRP-Proteinbanden wurden ausgeschnitten und massen-
spektrometrisch analysiert. Die Prizipitation der Referenzproben erfolgte aus Tritonextrakten von je-
weils 700 D. melanogaster-Képfen. Die Gewinnung von rDmTRP erfolgte aus Tritonextrakten verschie-
dener Linien mit (Co-)Expression des Proteins. Im Proteinmuster der Prizipitation aus Zellen der Linien
INAD-Komplex ist kein Co-Prézipitationsprodukt erkennbar. Zum einen 16sen extrem stringente Wasch-
bedingungen zur Gewinnung von méoglichst reinem Material fiir die Massenspektrometrie (IP aus S2 zeigt
einen sehr hohen unspezifischen Hintergrund im Vergleich zur Prizipitation aus Fliegenkdpfen) einen Teil
der Proteininteraktionen. Ausserdem liegt in co-exprimierenden Zellen immer ein Teil der rekombinanten
Proteine ungebunden vor. IP-K bezeichnet Kontrollansitze, bei denen es sich um IP-Ansitze ohne Pri-
zipitationsantikdrper handelt. Diese sind zur eindeutigen Identifizierung von rDmTRP-Proteinbanden im
hohen Prizipitationshintergrund erforderlich.

melanogaster (unter 4.2.2) erfolgte iiber den computerunterstiitzten MASCOT-SEARCH
hinaus eine eingehende Analyse der massenspektrometrischen Daten sowie der Suchergeb-
nisse mehrerer unabhéngiger Messungen. Eines der Hauptkriterien stellte dabei die Suche
nach den moglichen polymorphen Fragmenten dar sowie die Gewichtung der MASCOT-
Ergebnisse in Abhéngigkeit von der gewihlten Fehlertoleranz. Demnach entspricht die
untersuchte TRP-Aminosiduresequenz von A35-Fliegen mit hoher Wahrscheinlichkeit, der
Sequenzreferenz AAA28976. Fiir die rekombinant in S2-Zellen exprimierte cDNA-Sequenz
von D. melanogaster-TRP kann bereits aufgrund der N-terminalen Sequenzierung im

Rahmen dieser Arbeit die Referenz JU0092 ausgeschlossen werden. Die Auswertung der
MALDI-TOFF-Daten spricht auch bei rDmTRP fiir die Sequenz AAA28976.
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Abbildung 4.24: MALDI-TOFF-Analyse: Vergleich der Massenspektren von immunpré-
zipitiertem TRP aus Wildtyp-Fliegen (D. melanogaster) und S2-Zellen mit rekombinanter
DmTRP-Expression nach Trypsinfragmentierung
In den dargestellten Spektren sind alle Fragmente mit Molekulargewicht und Aminosidureposition ge-
kennzeichnet, die bei computergestiitztern Datenbankvergleich (MASCOT-Search) als TRP identifiziert
wurden. Die Tolleranzgrenze der dargstellten Analysen fiir Molekulargewichtsabweichungen betrug dabei
fiir die Fliegenprobe 0.10% und fiir -IDmMTRP 0.05 %. Die jeweils identifizierten TRP-Fragmente sind in
den schematischen Darstellungen von TRP gekennzeichnet: Fliege — rot, rekombinante S2-Zellen — griin,

nicht zweifelsfrei zugeordnete Fragmente (siehe Abbildung 4.25) —

grau beziehungsweise heller griin. Diese

Abbildung entstand in Zusammenarbeit mit Frau Kristina Hartmann.
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Identifizierte TRP-Fragmente der Fliegen-

MALDI-TOFF-Analyse
Probe und von rekombinantem rDmTRP aus S2-Zellen

Abbildung 4.25

Die identifizierten Sequenzen sind farbkodiert: schwarz / grau: es werden identische / abweichende Sequen-

zen identifiziert zwischen Fliegen und Zellen, rot / griin: nur in Fliegen / Zellen identifizierte Sequenzen,

orange / olivegriin: ungesicherte Zuordnung von nur in Fliegen / Zellen gefundenen Fragmenten. Peptid-
modifikationen sind angegeben als: MSO-Methioninsulfoxid, CAM-Carbamidomethylgruppe. MH™ be-

zeichnet die einfache Protonierung der Fragmente.
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4.6.2 Co-Immunprézipitationsstudien

Die immuncytochemischen Lokalisationen rekombinanter Proteine in S2-Linien mit Fx-
pression mehrerer INAD-Komplexkomponenten dokumentieren die Co-Lokalisation der
Expressionsprodukte (Kapitel 4.5.1, 4.5.3 und 4.5.4). Die Frage einer Interaktion der re-
kombinanten Proteine bleibt jedoch bestehen. Interaktionen zwischen den rekombinanten
Proteinen lassen sich durch Co-Immunprézipitationen nachweisen. Die Untersuchung von
Interaktionsmustern kann Hinweise auf die Bildung des Signalkomplexes und moglicher-
weise {iber zugrundeliegende Mechanismen geben.

Die Abbildung 4.26 A und B zeigt Immunprézipitationsstudien von polyklonalen Linien,
die die vier Hauptkomponenten des INAD-Signalkomplexes exprimieren. Teil der Un-
tersuchungen sind ebenfalls Ansétze zur Identifizierung unspezifischer Signale. Sie um-
fassen einerseits die Immunprézipitation (IP) aus einer S2-Linie mit singuldrer Expres-
sion einer INAD-Komplexkomponente (rDmINAD-EGFP) als auch die Inkubation von
Zellextrakten in IP-Ansétzen ohne Einsatz von Antikorpern. Die Immunprézipitation
von tDmTRP (4.26 B) zeigt die Co-Prézipitation von rDmPLCS-V5 und rDmePKC.
Das Geriistprotein INAD, iiber den die beiden co-prazipitierten Proteine mutmafllich an
TRP gekoppelt sind, kann im Prézipitat nicht nachgewiesen werden. Die Prézipitati-
on von rDmPLCB-V5 iiber das C-terminal fusionierte V5-Epitop (4.26 A) resultiert in
der detektierbaren Co-Prézipitation von rDmePKC und rDmINAD-EGFP. In diesem Co-
Immunprézipitationsansatz kann kein rDmTRP dokumentiert werden. Die Interaktion
von rDmINAD-EGFP mit rDmPLC3-V5 wurde durch a-EGFP- und a-DmINAD-Co-
Immunprézipitation bestatigt (Daten nicht gezeigt). Die Bindung von PLCS-V5 an INAD
ist insofern bedeutsam, als das PDZ-Interaktionsmotiv von PLCS durch C-terminale Fu-
sion von weiteren Aminosduren (Kodierung V5- und Hexahistidin-tag) nun distal vom
C-Terminus des Proteins lokalisiert ist und damit im Gegensatz zur postulierten endter-
minalen Lokalisation aller PDZ-Interaktionsmotive steht (SONGYANG et al., 1997).

Aus den polyklonalen Linien INAD-Komplex war der Nachweis einer gemeinsamen Co-
Prézipitation der vier Hauptkomponenten des rINAD-Komplexes nicht moglich. Die dar-
gestellten Immunprézipitationen aus verschiedenen Linien mit Co-Expression der vier
Hauptkomponenten des INAD-Signalkomplexes im Vergleich zu Kontrollen belegen jedoch
mehrfach tiberlappend Interaktionen zwischen diesen Komponenten und somit indirekt die
Bildung eines rINAD-Komplexes bestehend aus diesen vier rekombinanten Proteinen.
Die Bildung eines INAD-Signalkomplexes nach rekombinanter Expression der vier Haupt-
komponenten wurde auch in den klonal selektierten Linien INAD-Komplex Klon E4 und
Klon A8 mittels Immunprazipitation untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente sind
in Abbildung 4.26 C zusammengefasst. Die Abbildung gibt wieder, dass bei a-EGFP-
Prézipitation mit rDmINAD-EGFP die Proteine rDmPLC3-V5-His und rDmePKC im
Immunprazipitat nachgewiesen werden kénnen. Eine Interaktion zwischen rDmTRP und
rDmINAD-EGFP belegt die Prézipitation mit a-DmTRP. Die Co-Immunprézipitation
von rDmePKC mit rtDmINAD-EGFP wurde in mehreren Experimenten iiberpriift und
fiir beide Klone bestétigt. Fine exemplarische Verifizierung der Co-Prézipitation von
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Abbildung 4.26: Co-Immunprézipitationen aus Linien Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC]
A: Die Co-Immunprézipitation (IP) erfolgte mit a-V5 iiber rDmPLCS3-V5-His. Dokumentiert sind fol-
gende Proben separiert durch SDS-PAGE 1: Molekulargewichtsstandard, 2: IP aus INAD-Komplex (po-
lyklonal), 3: IP aus S2-INAD-EGFP und 4: Kopfextrakt aus D. melanogaster als positive Kontrolle.

B: Co-Immunprizipitiert wurde mit a-DmTRP. Die Spuren der SDS-PAGE-Gele sind beladen mit Pri-
zipitaten der Linien: 1) INAD-Komplex A, 2) INAD-KomplexB, 3) INAD-Komplex AhH, 4) INAD-
Komplex BhH und 5) INAD-EGFP -S5. In Spur * wurde Extrakt aus polyklonalen Linien INAD-Komplex
ohne Prizipitationsantikérper auf der Protein A-Matrix inkubiert.

C: Die Gele wurden mit Proben des Immunprézipitationsexperiments wie folgt geladen: 1), 6) Positiv-
kontrolle: SDS-Extrakt aus Drosophilakdpfen (in Abhingigkeit vom Antikorper 2-4 Kopfe); 2), 3) INAD-
Komplex Klon E4; 4), 5), 7), 8) INAD-Komplex Klon A8. Die griinen Pfeile kennzeichnen rDmINAD-
EGFP, DmTRP ist mit einem roten Pfeil gekennzeichnet und DmINAD mit einer griinen Pleilspitze.
Nachgewiesen wurden (co-)prézipitierte Proteine via Immundetektion mit den angegebenen Antikérpern.
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rDmePKC bei rtDmINAD-EGFP-Prézipitation ist in Abbildung 4.17 dargestellt. Hinter-
grund der gesonderten Uberpriifung ist zum einen eine Instabilitit dieser Interaktion
bei Prézipitationen mit a-DmINAD (BAHNER, 2001, Seite 59), deren Ursache nicht ein-
deutig geklart ist. Von Bedeutung ist die Dokumentation der ePKC-INAD-Interaktion,
neben der Co-Immunprézipitation von rDmePKC mit anderen Komponenten des rINAD-
Signalkomplexes, aber vor allem fiir den Beleg der vollstdndigen Expression des Konstruk-
tes pMT/DmePKC in S2-Zellen, da das PDZ-Doméneninteraktionsmotiv von rDmePKC
final C-terminal lokalisiert ist. Offensichtlich unterscheiden sich rDmePKC aus S2-Zellen
und die native DmePKC trotz differierender apparenter Molekulargewichte (Referenzka-
pitel 4.4.2) nicht hinsichtlich der Lange ihrer Priméarstrukeur.

Die IP-Analysen sowohl der polyklonalen Linien INAD-Komplex als auch der Klone E4
und A8 belegen redundant die Interaktionen zwischen den vier rekombinant exprimierten
Komplexproteinen unabhéngig von fusionierten Sequenzen und damit indirekt die Bildung
eines rINAD-Signalkomplexes in S2-Zellen. Ein direkter Nachweis der Interaktion aller vier
Komponenten miteinander in einem IP-Ansatz, wie das fiir die Immunprazipitation des
INAD-Signalkomplexes aus Wildtyp-Fliegen moglich ist (Beispiel: Abbildung 4.23), war
jedoch mit keinem der Co-Immunprézipitationsanséitze erfolgreich. Insbesondere der di-
rekte Nachweis der Interaktion von rtDmTRP und rDmINAD-EGFP erwies sich auch in
klonal selektierten Linien als schwierig.

Der Nachweis der Assemblierung eines rekombinanten INAD-Signalkomplexes bei rekom-
binanter Co-Expression der Hauptkomponenten dieses Komplexes in S2-Zellen veranlas-
ste Analysen einer Teilkomplexbildung. Diese kénnen moglicherweise Hinweise liefern, wie
und wo der INAD-Signalkomplex zusammengesetzt wird. Die vergleichende Immunpra-
zipitation in Abbildung 4.27 aus den stabilen klonalen Linien Komp[INAD;TRP;ePKC]
a-H5 und Komp [ePKC;TRP;PLC] cAH12 belegt die Bildung eines rekombinanten INAD-
Teilkomplexes bestehend aus rDmTRP, rDmINAD-EGFP sowie rDmePKC in a-H5. Die
Notwendigkeit der Co-Expression von rDmINAD-EGFP zur Assoziation eines Teilkomple-
xes belegt die Probe cAH12: es erfolgt keine Co-Prézipitation rekombinant exprimierter
Proteine zusammen mit rDmTRP. CAH12 weist dariiber hinaus die Spezifitit der Co-
Prézipitationen aus a-H5 nach: weder rDmePKC noch rDmPLCS-V5-His binden unspe-
zifisch in nachweisbaren Mengen an die Prézipitationsmatrix. Die dokumentierten Pha-
notypen von Komp{INAD;TRP;ePKC] a-H5 und Komp[ePKC;TRP;PLC] cAH12 beziig-
lich des Immunprazipitationsverhaltens entsprechen der norpA- bezichungsweise inalD-
Nullmutante von D. melanogaster. Das Fehlen von Belegen der Komplexbildung in A8 in
Abbildung 4.27 ist zuriickzufithren auf das sinkende Expressionsniveau der einzelnen Kom-
plexproteine mit steigender Zahl der Co-Expressionsprodukte. Es ist vergleichsweise mehr
Material fiir eine adaquate Co-Prézipitation rekombinanter Komplexkomponenten, wie sie
in Abbildung 4.26 C dargestellt ist, erforderlich. Im vorliegenden Versuch unterschreiten
die aus A8 prézipitierten Mengen von rDmTRP sowie rDmePKC die Detektionsschwelle.
Lediglich rDMINAD-EGFP deutet eine Co-Prézipitation an.
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Abbildung 4.27: Co-Immunpréizipitationsanalyse von Komp[INAD;TRP;ePKC| a-H5
im Vergleich zu Komp[ePKC;TRP;PLC] cAH12: Die Assemblierung von Teilkomplexen
erfordert die Co-Expression von rDmINAD-EGFP.

Die Immunprizipitationen erfolgten aus gleichen Extraktmengen (Tritonextrakte, 1400 pl), um die Ver-
gleichbarkeit von Linien mit differierenden Co-Expressionen zu gewihrleisten. Nach Separierung der Pro-
teine durch SDS-PAGE wurden die (co-)prizipitierten Proteine mit den angegebenen Antikérpern nach-
gewiesen. Dargestellt sind die Proben: 1) SDS-Extrakt aus Fliegenkopfen (Positivkontrolle), 2) INAD-
Komplex Klon A8, 3) Komp[ePKC;TRP;PLC| Klon cAH12 (Negativkontrolle: keine unspezifische Prizipi-
tation co-exprimierter Komponenten), 4) Komp[INAD;TRP;ePKC] Klon a-H5 sowie 5) INAD-Komplex
Klon E4. Klon a-H5 zeigt die Assemblierung eines rekombinanten Teilkomplexes bestehend aus rDm-
TRP, rDmePKC und rDmINAD-EGFEP. Die prizipitierten Proteinmengen an rDmTRP und rDmePKC
unterschreiten in den Prizipitationsexperimenten der Linien A8 und E4 die Nachweisschwelle aufgrund
sinkender Expressionsniveaus bei steigender Konstruktzahl. Der Nachweis von rDmINAD-EGFP weist
jedoch auf erfolgreiche Co-Prézipitation hin.

4.6.3 Detergenz-basierte Differenzierung léslicher und

membrangebundener Proteine

Das Geriistprotein INAD umfasst fiinf PDZ-Doménen. Fiir einige PDZ-Doménen-Proteine
wurde die Bindung von PIP, iiber die PDZ-Doménen beschrieben (ZIMMERMANN et al.,
2002) und damit ihre Assoziation mit Membranen. In cytologischen Analysen mit Deter-

genzbehandlung unfixierter Zellen wurde deshalb untersucht, ob Hinweise fiir eine Mem-
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branassoziation von INAD gefunden werden. Die Permeabilisierung von Zellen stellt keine
vollstandige Auflosung der Zellmembranen dar. Eine Vielzahl von Membranassoziatio-
nen sowie die Integration von Membranproteinen in Membranen bleiben unbeeintréich-
tigt. Lediglich 16sliche unverankerte Proteine sollten durch die pordsen Zellmembranen
ausgewaschen werden. Die Digitonin-basierten Untersuchungen von rDmINAD-EGFP in
Klon Al erfolgten wie unter 3.7.2 beschrieben. Als Kontrolle fiir das Verhalten von Mem-
branproteinen unter den Bedingungen der Digitonin-Permeabilisierung wurde die Linie
rDmTRPL-EGFP Klon A3 (Referenzen: Abschnitt 4.7.1) untersucht. Wie rDmINAD-
EGFP ist rDmTRPL-EGFP durch Fusion eines Fluorophors gut zuginglich fiir fluores-
zenzmikroskopische Untersuchungen.

Die Analyse von rDmTRPL-EGFEP zeigt eine unverinderte Verankerung des rekombinan-
ten Transmembranproteins in Membranen trotz Detergenzbehandlung der Zellen (Abbil-
dung 4.28). Die lichtmikroskopische Analyse belegt, dass die vor der Fixierung permea-
bilisierten Zellen morphologisch, und damit grofle Teile der zellularen Membranen, intakt
sind. Im Gegensatz dazu wird rekombinantes rDmMINAD-EGFP aus morphologisch intak-
ten, Digitonin-permeabilisierten Zellen nahezu vollstdndig ausgewaschen. Dieses Ergebnis
zeigt, dass rTDmMINAD-EGEP bei rekombinanter Expression in S2-Zellen in 16slicher Form
vorliegt. Es gibt keine Hinweise auf eine Membranassoziation von rDmINAD-EGFP, bei-
spielsweise iiber Vermittlung durch PDZ-Doménen.

INAD-EGFP Klon Al TRPL-EGFP Klon A3
(EGFP-Fluoreszenz) (EGFP-Fluoreszenz)

unbehandelt Digitonin unbehandelt Digitonin

Abbildung 4.28: Loslichkeit von rDmINAD-EGFP im Vergleich zur Membranassoziation
von rDMTRPL-EGFP bei rekombinanter Expression in S2-Zellen
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4.6.4 Elektrophysiologische Charakterisierung des
rekombinanten IINAD-Signalkomplexes

Die physiologischen Auswirkungen der Co-Expression der vier Hauptkomponenten des
INAD-Signalkomplexes von D. melanogaster in S2-Zellen wurden durch elektrophysiolo-
gische Messungen untersucht. Die whole cell recordings (WCR) der charakterisierten Li-
nien INAD-Komplex Klon A8 und F4 zeigen einen robusten lonenstrom mit einer grof3en
auswérts und einer kleinen einwérts gerichteten Komponente (Abbildung 4.29a und b).
In Abhédngigkeit des verwendeten Zellklons differieren die elektrophysiologischen Daten
hinsichtlich der Amplitude und Robustheit der Antwort (AS8: deutlich grofiere Amplitu-
de des Auswértsstroms), die Gesamtaussage beider elektrophysiologischen Messungen ist
dagegen identisch. Im Vergleich zu den Daten der Kontrollen ohne Expressionsinduktion
(Beispiel Klon E4 in Abbildung 4.29 a), untransfizierten S2-Zellen (oberes Panel der Ab-
bildung 4.29b) und im besonderen zu denen der teilkomplexexprimierenden Referenzlinie
b-E12 (Komp[INAD;ePKC;PLC]) ohne Co-Expression von rDmTRP (Abbildung 4.29 ¢)
belegen die Frgebnisse von Klon E4 und Klon A8 die TRP-Abhéngigkeit des detektierten
Ionenstroms. Der in exprimierenden Zellen der Linien E4 und A8 gemessene lonenstrom
wird weder in S2-Zellen noch in uninduzierten Zellen von E4 und A8 oder in exprimie-
renden Zellen von b-E12 detektiert. Der Datenvergleich von E4, A8 und b-E12 zeigt so-
mit die Funktionalitdt von rDmTRP bei Co-Expression der vier Hauptkomponenten des
INAD-Signalkomplexes in S2-Zellen. Im Detail ergibt sich, dass der dargestellte auswarts-
gerichtete Tonenstrom spezifisch auf rDmTRP zuriickgefiithrt werden kann. Der einwérts-
gerichtete Anteil des lonenstroms findet sich ebenfalls in mehreren Referenzlinien und ist
somit nicht TRP-spezifisch. Er resultiert vielmehr aus S2-endogenen Kanélen und zeigt
eine Abhiingigkeit von Ca?" (Abbildung 4.29b, oberes Panel). Die Darstellungen belegen
dariiber hinaus eine konstitutive Aktivitdt von rDmTRP bei der Expression eines rINAD-
Signalkomplexes in S2-Zellen. Fortfiihrende WCR-Analysen der Linie A8 zeigen eine In-
hibition des TRP-abhiingigen Ionenstroms nach Zugabe von La" (Abbildung 4.30). Eine
Inhibition durch La3t ist charakteristisch fiir TRP-Kanile von D. melanogaster und somit
ein weiterer Anhaltspunkt fiir TRP als Basis des auswértsgerichteten lonenstroms in den
Linien E4 und AS8. Sichtbar wird der La®"-Effekt bei einer Konzentration von 50 uM. Die
Amplituden der gemessenen lonenstrome innerhalb einer Zellklonlinie unterscheiden sich
reproduzierbar in Relation zur Anwesenheit beziehungsweise zum Fehlen von Ca?t und
Mg?*. In Abwesenheit von Ca?' und Anwesenheit von Mg?" ist die Amplitude des aus-
wartsgerichteten Tonenstroms hoher. Zur Enthiillung der Einfliisse einzelner Komplexkom-
ponenten auf den Gesamtionenstrom wurden, neben der Linie Komp[INAD;ePKC;PLC]
b-E12, die Linien Komp[ePKC;TRP;PLC] cAH12, Komp[INAD;TRP;ePKC] a-Al und
Komp[INAD;TRP;PLC] 2-D12 im Vergleich zu den Linien INAD-Komplex A8 und E4
(Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC]) analysiert. Die Daten der Linie cAH12 (Abbildung 4.31)
zeigen keinen lonenstrom vergleichbar zum TRP-abhéngigen lonenstrom von A8 oder E4,
obwohl die Expression des rekombinanten TRP-Proteins sowohl immuncytochemisch als
auch biochemisch verifiziert wurde (Abbildung 4.22). Die Bindung an INAD und damit
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(a) INAD-Komplex Klon E4: uninduzierte und induzierte rINAD-Komplexexpression im Vergleich
Die dargestellen whole cell recordings der Linie E4 erfassen Ionenstrome in Abhéngigkeit von der ange-
legten clamp-Spannung. Die stufenweise Anderung der an den Zellen angelegten clamp-Spannung von
-100mV bis +100mV (linke Spalte) resultiert bei Expression der vier Kernkomponenten des INAD-
Signalkomplexes in einer Erhohung der Amplitude des Ionenstroms. Der detektierte Ionenstrom umfasst
einen grofleren auswirtsgerichteten und einen kleineren einwirtsgerichteten Anteil. Die kontinuierliche

Erhshung der angelegten Spannung (rechts unten) resultiert ebenfalls in einem Ionenstrom.
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(b) Negativkontrolle S2 ohne rekombinante Expression und INAD-Komplex Klon A8
WCR-Messungen untransfizierter S2-Zellen (oberes Panel) zeigen einen Ca?*-abhiingigen einwirtsgerich-
teten Ionenstrom durch S2-endogene Ionenkaniile. Die Co-Expression von tDmTRP, rDmPLCS-V5-His
rDmePKC und rDmINAD-EGFP in Klon A8 resultiert bei stufenweiser Anderung des an die Zellen an-
gelegten clamp-Potentials in einem auswirtsgerichteten Ionenstrom mit hoher Amplitude. In Abwesen-
heit von Ca®* ist die Amplitude des Ionenstroms weiter erhoht. Die kontinuierliche Anderung der clamp-
Spannung zeigt deutlich eine Auswirtsgleichrichtung des detektierten Tonenstroms (unteres Panel, rechts).
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(c¢) Komp[INAD;ePKC;PLC] Klon b-E12: physiologischer Einfluss der rekombinanten Co-Expression
von INAD-Signalkomplexkomponenten ohne rDmTRP auf S2-Zellen

In S2-Zellen mit rekombinanter Co-Expression der drei INAD-Kernkomplexproteine rDmPLCB-V5-His,
rDmINAD-EGFP und rDmePKC umfasst der in WCR-Messungen detektierte Ionenstrom keine aus-
wirtsgerichtete Komponente mit hoher Amplitude. Sowohl bei stufenweiser Anderung des clamp-Poten-
tials als auch bei Spannungsrampen wird lediglich ein einwértsgerichteter Ionenstrom detektiert. Dieser
Ca?*t-abhingige Ionenstrom steht nicht in Verbindung mit der Expression der drei rekombinanten Prote-
ine sondern wird durch S2-endogene Ionenkanéle verursacht (Vergleich Abbildungsteil (b) oberes Panel).

Abbildung 4.29: Elektrophysiologische Charakterisierung der TRP-Kanéle nach Co-
Expression von rDmINAD-EGFP, rDmTRP, rDmePKC und rDmPLCA-V5-His in S2-
Zellen: Identifizierung rDmTRP-abhéngiger Tonenstrome in whole cell recordings (WCR)
in Referenz zu Kontrolllinien.

Die Messungen der WCR erfolgten bei stufenweiser Anderung des clamp- Potentials und bei Spannungs-
rampen an individuellen Zellen. Die ionischen Bedingungen wihrend der Messungen wurden durch die
Badlosung (mM: 130 Na-Gluconat, 10 TES) und die Pipettenlosung (mM: 140 K-Gluconat, 10 TES) ein-
gestellt, wobei +Ca?t 1,5 mM Ca?* und Mg?+ 4mM Mg?t in der Badlésung angeben. Die elektrophysio-
logischen Registrierungen (WCR-Daten) wurden von Herrn Dror Segal (Hebrew-Universitéit Jerusalem,
Israel) durchgefiihrt und fiir diese Abbildung zur Verfiigung gestellt.
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an den INAD-Signalkomplex stellt offensichtlich eine wichtige Voraussetzung fiir die Ka-
nalaktivitdt von rDmTRP im rekombinanten System S2 dar. Ein dem der Linie cAH12
dhnliches elektrophysiologisches Verhalten zeigt die Linie Komp[INAD;TRP;ePKC] a-A1l
mit fehlender Expression von rDmPLCS-V5-His. Auch hier kann keine TRP-Kanalaktivitét
bestimmt werden (Abbildung 4.33). Die Anwesenheit von rDmPLCS-V5-His in Verbin-
dung mit der Kopplung des Enzyms {iber tDmINAD-EGFP an rDmTRP ist demnach
Voraussetzung fiir die Funktionalitdt von tDmTRP als Tonenkanal. Die elektrophysiologi-
schen Charakteristika bei Fehlen von rDmePKC im rekombinanten Signalkomplex sind in
Abbildung 4.32 wiedergegeben. Abweichend von den elektrophysiologischen Eigenschaften
von ePKC-Nullmutanten (beispielsweise inaC P?%?) mit abnormalem aber nachweisbarem
Ionenstrom zeigt die Linie 2-D12 keinen TRP-abhéngigen Tonenstrom. Die Co-Expression
von tDmTRP, rDmINAD-EGFP und rDmPLCS-V5-His fiir 2-D12 wurde mehrfach ge-
priift (Beispieldaten in Abbildung 4.20).

Die dargestellten elektrophysiologischen Daten belegen, dass rDmTRP bei Co-Expression
mit rDmMINAD-EGFP, rDmePKC und rDmPLC3-V5-His in S2-Zellen funktionale Ionen-
kanéle bildet. Fiir funktionelle TRP-Kanaéle ist die Co-Expression aller Kernkomponenten
des INAD-Signalkomplexes notwendig sowie die Assoziation dieser Proteine in einem re-
kombinanten INAD-Signalkomplex.
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Abbildung 4.30: Inhibierender Einfluss von La" (50 uM) auf den TRP-abhéingigen lo-
nenstrom in INAD-Komplex A8
Die elektrophysiologischen Registrierungen (WCR-Daten) wurden von Herrn Dror Segal (Hebrew-

Universitéit Jerusalem, Israel) durchgefiihrt und fiir diese Abbildung zur Verfiigung gestellt. Die ionischen
Bedingungen wihrend den Messungen entsprachen denen in Abbildung4.29.
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Abbildung 4.31: Funktionen von INAD: Analyse des TRP-abhéngigen lonenstroms in
S2-Zellen mit Expression von rINAD-Komplex in Abwesenheit von rDmINAD-EGFP,
Klon cAH12

Die elektrophysiologischen Registrierungen (WCR-Daten) wurden von Herrn Dror Segal (Hebrew-
Universitit Jerusalem, Israel) durchgefiihrt und fiir diese Abbildung zur Verfiigung gestellt. Die ionischen
Bedingungen wihrend den Messungen entsprachen denen in Abbildung4.29.
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Abbildung 4.32: Elektrophysiologische Untersuchung der ePKC-Funktion im rekombi-
nanten INAD-Signalkomplex, Klon 2-D12 mit fehlender Expression von rDmePKC

Die elektrophysiologischen Registrierungen (WCR-Daten) wurden von Herrn Dror Segal (Hebrew-
Universitit Jerusalem, Israel) durchgefiihrt und fiir diese Abbildung zur Verfiigung gestellt. Die ionischen
Bedingungen wihrend den Messungen entsprachen denen in Abbildung4.29.
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Abbildung 4.33: Rekombinante PLCS (rDmPLCB-V5-His) im rekombinanten
INAD-Signalkomplex: Elektrophysiologische Analyse der Funktion durch rINAD-
Komplexexpression ohne rDmPLC3-V5-His, Klon a-Al

Der elektrophysiologisch analysierte Klon a-Al entspricht in seinem Expressionsmuster dem in Abbil-
dung 4.19 dokumentierten Klon a-H5 der klonalen Selektion Komp[INAD;TRP;ePKC]. Im Unterschied
zu a-Hb5 ist das Expressionsniveau von rDmTRP und von rDmePKC niedriger. Die elektrophysiologi-
schen Registrierungen (WCR-Daten) wurden von Herrn Dror Segal (Hebrew-Universitit Jerusalem, Is-
rael) durchgefithrt und fiir diese Abbildung zur Verfiigung gestellt. Die ionischen Bedingungen wihrend
den Messungen entsprachen denen in Abbildung4.29.

4.7 TRPL - Analyse gebildeter Ionenkanile durch

Expression im rekombinanten System S2

4.7.1 Singulire heterologe Expression von rDmTRPL-EGFP

Das Konstrukt pMT/DmTRPL-EGFP wurde, in Co-Transfektion mit pCoHygro, via Li-
pofektion (Insectogen) in S2-Zellen zur rekombianten Expression in einem photorezeptor-
unabhéangigen Hintergrund eingebracht. Die fluoreszenzmikroskopische Detektion des C-
terminal gelegenen EGFPs zeigt die Expression des vollstédndigen Fusionskonstruktes und
somit des gesamten DmTRPL an. Die Abbildung 4.34 dokumentiert die Fluoreszenzsigna-
le der stabilen polyklonalen Linie S2-DmTRPL-EGFP. Aus den konfokalmikroskopischen
Aufnahmen, im besonderen aber aus der Dokumentation mit einer CCD-Kamera geht
hervor, dass tDmTRPL-EGFP eine niedrigere EGFP-Fluoreszenzintensitéit aufweist als
singulér exprimiertes EGFP und rDmINAD-EGFP (Referenzen: 4.7B [EGFP], 4.11C
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[DmINAD-EGFP]). Der konfokalmikroskopischen Dokumentation sind nur die Zellen mit

hoher rDMTRPL-EGFP-Expressivitiat zuginglich. Die Autofluoreszenz von S2-Zellen im

gelben Spektralbereich stort den Detektionsprozess. Neben schwéicheren rDmTRPL-EGEFP-
Fluoreszenzsignalen im cytoplasmatischen Bereich ist ein von EGFP und den rekombinant

exprimierten Kernkomponenten des INAD-Signalkomplexes abweichendes Verteilungsmu-

ster zu beobachten: rDMTRPL-EGFP grenzt den Kernbereich (DAPI-Farbung der DNA

in Abbildung 4.35) der S2-Zellen durch lokale Anhdufung scharf vom Cytoplasma ab.

Hellfeld EGFP-Fluoreszenz Fusionsbild

- I « B

10pm

EGFP-Fluoreszenz Hellfeld EGFP-Fluoreszenz Hellfeld

Abbildung 4.34: Differierende Signalstérke und Lokalisation der rDmTRPL-EGEFP-
Fluoreszenz in S2-DmTRPL-EGFP

Die Kamerabilder (A-C) der Expression von rDmTRPL-EGFP dokumentieren die vorwiegend schwache
EGFP-Fluoreszenz des rekombinanten Proteins sowie die charakteristische Verteilung mit lokalen Aggre-
gationen. Der Pfeil markiert eine nicht-exprimierende Zelle, die Pfeilspitze ein typisches schwaches Fluo-
reszenzsignal. Die Abbildungen D—G charakterisieren die subzellulire Verteilung von rDmTRPL-EGFP
dokumentiert durch konfokale Laserscanningmikroskopie.

Die Membranbindung von tDmTRPL-EGFP zeigen biochemische Analysen der Linie S2-
DmTRPL-EGFP in Abbildung 4.36 A. Rekombinat exprimiertes DmTRPL-EGFP kann
nur in SDS-Extrakten der gesamten S2-Zellen beziehungsweise in separierten Membranen
detektiert werden. Die Western Blot Analysen detektieren zwei diskrete Banden in Ex-
trakten aus S2-DmTRPL-EGFP. Das Auftreten von zwei diskreten Produkten scheint an
die EGFP-Fusionsexpression gekoppelt zu sein: Western Blot. Analysen von rDmINAD-
EGFP zeigen ein addquates Muster von mindestens zwei Banden (Vergleich beispielswei-
se Abbildung 4.6). Die apparenten Molekulargewichte der in SDS-Extrakten detektierten
rDmTRPL-EGFP-Banden betragen ca. 150 kDa und 145 kDa und weichen damit nur ge-
ringfiigig vom erwarteten Molekulargewicht von 152,6 kDa ab. Die Immundetektion von
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DmTRPL-EGFP DNA-Matkierung Ubetlagerung
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Abbildung 4.35: Abgrenzung der S2-Kernregion durch Anh&ufung von rDmTRPL-
EGFP mutmaflich in umgebenden Membransystemen

Die Abbildung zeigt exemplarische Kamerabildreihen rDmTRPL-EGFP-exprimierender Zellen, bei denen
der Zellkern durch DAPI-Markierung der DNA visualisiert wurde. Die Pfeilspitze markiert die scharfe
Abgrenzung der Kernregion durch rDmTRPL-EGFP-Anreicherung an der Kernhiille.
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Abbildung 4.36: Nachweis der Fxpression von rDmMTRPL-EGFP in S2-Zellen durch Im-
munoblot

Abbildung A: Aus Zellen der Linie S2-DmTRPL-EGFP Klon A3 und untransfizierten Zellen erfolgte
die Extraktion von Proteinen mit SDS beziehungsweise PBS. Die pellettierten Zellmembranen der PBS-
Extraktion wurden ebenfalls mit SDS extrahiert. Die durch SDS-PAGE separierten Proben wurden auf
PVDF-Membranen transferiert und rtDmTRPL-EGFP mit a-DmTRPL detektiert. Positive Kontrolle ist
die DmTRPL-Detektion in SDS-Extrakten aus 5 Kopfen vom Fliegenwildtyp. Abbildung B zeigt eine Ver-
gleichsanalyse zur Extrahierbarkeit von rDmTRPL-EGFP. Aus rDmTRPL-EGFP-exprimierenden Zellen
wurde das rekombinante Protein -DmTRPL-EGFP extrahiert und mit o-EGFP immunprizipitiert (IP).
Dargestellt sind folgende Proben (IP-K: Immunprézipitation ohne Antikérper): Extraktion mit 1% TX-
100 (IP (1) und IP-K (2)), Extraktion mit 3% TX-100 (IP (3) und IP-K (4)) und Extraktion mit 1%
TX-100+ 0,1 % SDS (IP (5) und IP-K (6)).
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rDmTRPL-EGFP in Triton X-100-Extrakten scheiterte mehrmals mit a-DmTRPL und
a-EGFP (Daten nicht gezeigt). Die schwere Zugénglichkeit fiir rDMTRPL-EGFP durch
Triton X-100-basierte Zelllyse mit 1 %-Tritonpuffer ist problematisch fiir Immunprézipi-
tationsexperimente. Folgeanalysen deckten auf, dass die quantitative TX-100-Extraktion
von TRPL durch Idngere Inkubation der Proben bei mindestens Raumtemperatur moglich
ist (Daten nicht gezeigt). Ebenso férdert der Zusatz von SDS in geringer Konzentration
die Proteinextraktion in nicht vollstandig denaturierendem Rahmen, der Immunprazipi-
tationen noch ermoglicht (Abbildung 4.36 B).

Einen Hinweis auf die Involvierung der Plasmamembran in die Lokalisation von rtDmTRPL-
EGFP und damit unabhéngigen Transport des Proteins zur Zellmembran gibt die Behand-
lung der rDmTRPL-EGFP-exprimierenden Zellen mit TRITC-markiertem WGA ohne
vorherige Permeabilisierung (Vergleich: Abbildung A.14 im Anhang).

Fiir ausgewihlte Analysen von rekombinant in S2-Zellen exprimiertem DmTRPL-EGFP
erfolgte die Selektion klonaler Linien. Den Selektionsverlauf gibt Anhang A.3 wieder. Die
beiden Linien TRPL-EGFP A3 sowie TRPL-EGFP B4 zeigen eine optimale Expressions-
rate von 100 % Fluoreszenzsignal der lebenden Zellen und erfiillen damit das Kriterium
der Monoklonalitét.

4.7.2 Elektrophysiologische Charakterisierung von rDmTRPL-
EGFP: Bildung funktioneller Ionenkanile in S2

Die Analyse der Funktionalitdt von rtDmTRPL-EGFP erfolgte elektrophysiologisch mit-
tels whole cell recordings (WCR). Die Abbildung 4.37 dokumentiert die Messungen der
Linie S2-DmTRPL-EGFP Klon A3 in Anwesenheit von Ca?t und unter Ca?*-freien Be-
dingungen. Unter beiden Bedingungen werden konstitutive lonenstrome gemessen, deren
Amplituden jedoch differieren. Die Art der Abhéngigkeit des Stroms von der angelegten
Haltespannung zeigt eine strikte Auswértsgleichrichtung: die Amplituden im positiven
Bereich der Strommessungen dominieren die negativen Amplituden. Besonders deutlich
wird die Auswiirtsgleichrichtung des Gesamtionenstroms unter Ca?t-freien Bedingungen.
In Anwesenheit von Ca?' sinkt die Amplitude des auswirtsgerichteten Ionenstroms in
den dargestellten Messungen moglicherweise durch Ca?*-bedingte TRPL-Inhibition. Dar-
iiber hinaus enthiillen die WCR-Daten mit kontinuierlicher Anderung der Haltespannung
einen geringen S2-endogenen Ionenstrom in Abhéngigkeit von Ca?*, der die Messungen
der TRPL-Kanile partiell iiberlagert (Dokumentation eines S2-endogenen lonenstroms in
Abbildung 4.29b). Ein Einfluss von endogenen Kanélen ist ebenso an den Amplituden bei
konstanter clamp-Spannung von -100 mV bis +100 mV erkennbar, die einen S2-endogenen
Einwértsionenstrom belegen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass rekombinant in S2 exprimiertes DmTRPL-EGFP funk-
tionelle Kanile bildet. Diese Kanéle sind ebenso wie DmTRPL-basierte konstitutiv aktiv

und zeigen strikte Auswartsgleichrichtung des Ionenstroms.
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Abbildung 4.37: Whole cell recordings der Linie S2-TRPL-EGFP Klon A3

Die blauen Pfeile kennzeichnen einen Ca2t-abhingigen S2-endogenen Ionenstrom. Die rDmTRPL-EGFP-
Abhéngigkeit des detektierten lonenstroms wird durch den Vergleich mit der elektrophysiologischen Cha-
rakterisierung von S2-Zellen in Abbildung 4.29 b, oberer Teil, deutlich. Jedes Datenset représentiert eine
individuelle Zelle. Die ionischen Bedingungen wiihrend der WCR-Messungen wurden durch die Badls-
sung (mM: 130 Na-Gluconat, 10 TES) und die Pipettenlosung (mM: 140 K-Gluconat, 10 TES) eingestellt,
wobei +Ca?t 1,5mM Ca?* in der Badlosung angibt. Die elektrophysiologischen Registrierungen (WCR-
Daten) wurden von Herrn Dror Segal (Hebrew-Universitit Jerusalem, Israel) durchgefithrt und fiir diese
Abbildung zur Verfiigung gestellt.

4.7.3 Co-Expression von TRPL mit ausgewihlten
INAD-Komplexkomponenten

Fiir die Analyse moglicher Wechselwirkungen von TRPL mit weiteren Komponenten des
Signaltransduktionsweges im mikrovilliren Photorezeptor von Dipteren erfolgte die Co-
Expression von DmTRPL-EGFP mit ausgewahlten INAD-Signalkomplexkomponenten in
S2-Zellen. Die durch Lipofektion und Hygromycin B-Selektion etablierte stabile polyklo-
nale Linie S2-e4 exprimiert rDmTRPL-EGFP in Kombination mit rDmTRP, wie die
immuncytochemische Analyse zeigt (Abbildung 4.38). EGFP-Fluoreszenz markiert dabei
rDmTRPL-EGFP und rDmTRP wurde mit anti-DmTRP-Antikorpern detektiert. Beide
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rekombinant exprimierten Proteine co-lokalisieren partiell.

Abbildung 4.38: Co-Expression von rDmTRP (rot) und rtDmTRPL-EGFP (griin) in
S2: Nachweis und subzellulare Verteilung der Expressionsprodukte mit Co-Lokalisation

(gelb) in optischen Querschnitten einer Zelle

Die Proteine DmTRP und DmTRPL weisen iiber 40 % Aminosdureidentitit auf (PHILLIPS
et al., 1992), unterscheiden sich jedoch deutlich in der distalen C-terminalen Region hin-
sichtlich ihrer Primérstruktur. Der Antikérper a-DmTRP4oss erkennt das TRP-Protein
im C-terminalen Bereich, was eine Kreuzreaktion mit DmTRPL unwahrscheinlich macht.
Die exklusive Erkennung von DmTRP durch a-DmTRP 4ss mit fehlender DmTRPL-
Kreuzreaktion wurde aufgrund der Bedeutung fiir die Analysen DmTRP / DmTRPL-co-

exprimierender Linien experimentell verifiziert (Abbildung A.11).

Aus S2-e4 gingen durch klonale Selektion die Linien e-H2 und e-A8 hervor (Selektionsbe-
schreibung in Kapitel 4.5.2). Beide Linien zeigen unter optimalen Wachstumsbedingungen
eine induzierte rDMTRPL-EGFP-Expression von 100 % der lebenden Zellen und sind so-
mit monoklonal fiir rDMTRPL-EGFP. Die immuncytochemische Analyse der Klone e-H2
(Abbildung 4.39) und e-A8 (siche Anhang A.6) zeigt fiir beide Linen die Co-Expression
und partielle Co-Lokalisation von rDmTRPL-EGFP und rDmTRP. Die Co-Expression
von rDmTRP wird biochemisch durch Immunprézipitation mit folgender a-DmTRP-
Immundetektion fiir die Linien e-H2 und e-A8 verifiziert (Abbildung 4.40).

Die Untersuchungen der im Rahmen dieser Arbeit generierten S2-Linien mit rekombinan-
ter Expression von Signalmolekiilen der Phototransduktion von D. melanogaster legen
nahe, die lonenkanalproteine TRP und TRPL auch gemeinsam rekombinant vor dem
Hintergrund des rINAD-Signalkomplexes zu analysieren. Sowohl biochemische als auch
elektrophysiologische Untersuchungen der Co-Expression von TRP und TRPL kénnen kei-
ne Interaktion beider Proteine nachweisen beziehungsweise keinen Einfluss von TRP auf
den TRPL-abhéngigen Ionenstrom detektieren (Punkt 4.7.4). Die physiologischen Ana-
lysen des rekombinanten INAD-Signalkomplexes in Referenz zu denen der Teilkomplexe
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Abbildung 4.39: Dokumentation der rekombinanten Expression und subzelluldre Loka-
lisation von rDMTRP und rDmTRPL-EGFP in Klon e-H2 (S2-[TRP;TRPL-EGFP])
Nk: Negativkontrolle, pAk: primérer Antikérper

belegen, dass rDmTRP nur bei Co-Expression der vier Hauptkomponenten des INAD-
Komplexes funktional ist (Abschnitt 4.6.4).
Die Beobachtung sinkender Expressionsniveaus bei steigender Zahl an co-transfizierten

Expressionskonstrukten deutet an, dass der biochemische Nachweis aller exprimierten
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Abbildung 4.40: Biochemische Dokumentation der rekombinanten DmTRP-Expression
in den rDMTRPL-EGFP monoklonalen Linien S2-e-H2 und S2-e-A8

Die TX-100-Extrakte der Linien S2-[DmTRP;DmTRPL-EGFP] Klon H2 (Spur 2) und Klon A8 (3) sowie
der Negativkontrolle (Nk-IP) S2-DmINAD-EGFP Klon Al (4) wurden mit a-DmTRP immunprézipitiert.
Als positive Kontrolle fiir den Immunoblot wurde SDS-Extrakt aus drei Fliegenkopfen verwendet (1).

Proteine in Linien mit Co-Expression von fiinf Konstrukten schwierig bis unmoglich
ist. Zur Sicherstellung der Co-Expression von rDmINAD-EGFP, rDmePKC, rDmTRP
und rDmPLC3-V5-His in den angestrebten Linien Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC;TRPL]
erfolgte daher die Verwendung der INAD-Komplex-Klone FE4 und A8 als Ausgangsli-
nien der Transfektionsprozedur. Anhand der EGFP-Fluoreszenz des rDmINAD-EGFP-
Fusionsproteins kann stellvertretend die Expression des rINAD-Komplexes visualisiert
werden. Fiir den Nachweis der TRPL-Expression in einem rDmINAD-EGFP-Hintergrund
erfolgte die Erstellung und Transfektion eines TRPL-Fusionskonstruktes mit C-terminaler
Kopplung des rot fluoreszierenden Proteins HcRed (pMT-DEST/DmTRPL-HcRed). Ana-
log zu C-terminalem EGFP weist fusioniertes HcRed die korrekte Expression nach. Die
resultierenden Linien A8-rDmTRPL-HcRed und E4-rDmTRPL-HcRed (polyklonal fiir
rDmTRPL-HcRed) zeigen bei fluoreszenzmikroskopischer Analyse die Co-Expression von
rDmINAD-EGFP und rDmTRPL-HcRed in ausgewdhlten Zellen (Dokumentation fiir
A8-rDmTRPL-HcRed in Abbildung 4.41). In diesen Linien wird in einem hohen Anteil
der Zellen transfiziert mit rDmTRPL-HcRed durch die Expression des neu transfizier-
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ten Konstruktes die Visualisierung von rDmINAD-EGFP via EGFP-Fluoreszenz unter-
driickt. Mutmaflich ist die Expression von rDmTRP, rtDmePKC und rDmPLC3-V5-His
in diesen Zellen ebenfalls drastisch reduziert. Fiir Einzelzellanalysen empfiehlt sich die
fluoreszenzmikroskopische Verifizierung der detektierbaren Co-Expression von rDmTRPL-
HcRed und rDmINAD-EGFP, wobei beide Fluoreszenzen eine stark reduzierte Intensitét
gegeniiber singuldrer Expression zeigen (Abbildung 4.41).

S2-DmTRPL-HcRed S2-[INAD-EGFP;TRPL-HcRed] A8-DmTRPL-
HcRed
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Abbildung 4.41: Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation der rDmTRPL-HcRed-
und der rDmINAD-EGFP-Expression in Linien polyklonal fiir rDmTRPL-HcRed: Co-
Expressionprodukte senken die Fluoreszenzintensitét des jeweils untersuchten Fluorophor-
Expressionsproduktes drastisch

Die Bilder wurden aufgenommen mit der CCD-Kamera Leica DC200 am Mikroskop Leica TCS SP (Leica
DMIRBE). Angegeben sind die Belichtungszeiten sowie der Verstirkungsfaktor bei gleichbleibender In-
tensitit des Durchlichtes beziehungsweise des Anregungslichtes fiir die Fluoreszenzen. Die Erhchung von
Belichtungszeit und Verstirkungsfaktor dokumentieren die fallende Fluoreszenzsignalintensitit mit stei-
gender Zahl der Co-Expressionsprodukte. Die vergéferte Darstellung ausgewihlter Zellen der erstellten
Bilddokumentationen unterstiitzt die Analyse der subzelluldren Verteilungsmuster. Ausgewihlt wurden
jeweils die Zellen mit den stéirksten Fluoreszenzintensititen.

Die pCoHygro-basierte stabile Transfektion von pMT-DEST/DmTRPL-HcRed in die be-
reits Hygromycin B-resistenten Linien E4 und AS resultierte in der Etablierung von Kul-
turen, die iiber mehrere Passagen hinweg mit unverdnderter Penetranz rDmTRPL-HcRed
co-exprimieren (untersucht: 10 Passagen). Offensichtlich kommt es erneut zur stabilen In-
tegration des transfizierten Konstruktes.

Als Referenz zur Co-Expression von rDmTRPL-HcRed in A8-DmTRPL-HcRed und E4-
DmTRPL-HcRed unter Bedingungen an der Grenze des verwendeten Expressionsystems
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wurden die stabilen polyklonalen Linien S2-DmTRPL-HcRed zur Untersuchung der singu-
laren rDmMTRPL-HcRed-Expression und S2-[INAD-EGFP;TRPL-HcRed] zur Bewertung
der Co-Expression erstellt und die rekombinanten Expressionsprodukte in Abbildung 4.41
dokumentiert. Das Lokalisationsmuster von tDmTRPL-HcRed stimmt in allen generier-
ten Linien unabhéngig von Co-Expressionsprodukten iiberein. Rekombinantes DmTRPL-
HcRed ist vielfach in Aggregationen innerhalb der gesamten Zelle lokalisiert. Dieses Muster
entspricht den intensiven KEGFP-Fluoreszenzsignalen der Linie S2-DmTRPL-EGFP Klon
A3. Die zusétzliche homogene Verteilung innerhalb der rekombinant exprimierenden S2-
Zellen ist im roten Fluoreszenzkanal mit hoherem Hintergrundsignalniveau im Gegensatz

zum EGFP-Nachweis nur in geringerem Ausmafl dokumentierbar.

4.7.4 Interaktionsanalysen: Assemblierungsstudien an
co-exprimiertem rDmTRPL-EGFP und Charakterisierung
physiologischer Einfliisse der Co-Expression

Ein unzureichend analysierter Aspekt der Phototransduktion im mikrovilldiren Photore-
zeptor von D. melanogaster ist die diskutierte Bildung funktioneller heteromerer Kanle
aus TRP- und TRPL-Proteinuntereinheiten. Die dokumentierte Interaktion beider Kanal-
proteine bei rekombinanter Expression in HEK 293T-Zellen (XU et al., 1997) l4sst Fragen
zur generellen Assemblierung offen, da eine stabile Assoziation von TRP und TRPL im
Fliegenphotorezeptor im Gegensatz zur Interaktion von TRP und INAD nicht mehrfach
unabhéngig belegt werden konnte. Ebenso ungeklirt ist der Beitrag moglicher heterome-
rer Kanéle zur Photorezeptorantwort. Die heterologe Co-Expression von DmTRP und
DmTRPL-EGFP in einem weiteren photorezeptorunabhéngigen Hintergrund (S2-Linien
e-H2 und e-A8) kann Beitrige zur Kldrung offener Fragen leisten. Mogliche Interaktionen
zwischen TDmMTRPL-EGFP und den Co-Expressionsprodukten wurden mittels Immun-
prézipitation und Analyse von Co-Prézipitationsprodukten untersucht.

Die Versuche in Darstellung 4.42 dokumentieren beispielhaft mehrfache Versuche zur Co-
Prézipitation von rDmMTRP und rDmMTRPL-EGFP aus co-exprimierenden Linien (e, e-H2,
e-A8). Die Abbildung zeigt die Prézipitation von rDmTRPL-EGFP aus S2-[TRP;TRPL-
EGFP] mit a-EGFP. Wenn rDmTRP co-préazipitiert wird, dann nur in Mengen, die im
Immunoblot nicht nachweisbar sind. Das Vorhandensein von rDmTRP im Extrakt wurde
durch Prézipitation mit a-DmTRP gezeigt. In keinem der IP-Ansétze mit a-DmTRP oder
a-EGFP gegen rDmTRPL-EGFP konnten beide Proteine erfolgreich co-prézipitiert wer-
den. Es erfolgt ausschliefllich die Préazipitation des direkt erkannten Proteins. Festzuhalten
ist, dass bei exklusiver FExpression der beiden lichtabhéngigen lonenkandle DmTRP und
DmTRPL der Photorezeptoren von Drosophila in einem photorezeptorunabhéngigen Hin-
tergrund (S2-Zellen) keine biochemisch durch Immunprézipitation detektierbare Bildung
heteromultimerer Kandle aus beiden Kanaluntereinheiten erfolgt.

Protein-Protein-Interaktionen kénnen, neben Co-Immunprézipitationen, auch durch die

Analyse der wechselseitigen physiologischen Wirkungen charakterisiert werden. Neben ei-
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Abbildung 4.42: Co-Immunpréizipitationsanalysen aus S2-[TRP;TRPL-EGFP] mit Co-
Expression von rDmTRP und rDmTRPL-EGFP

Die Proben sind gekennzeichnet durch: 1) IP aus S2-[TRP;TRPL-EGFP], 2) IP ohne Antikérper (Ne-
gativkontrolle) aus S2-[TRP;TRPL-EGFP] und 3) IP aus S2-DmTRPL-EGFP als Positivkontrolle fiir
immunpréizipitiertes -IDMTRPL-EGFP. Die DimTRP-Detektion in Western Blot Analysen wird verifiziert
durch Drosophila Kopfextrakte (*, positive Kontrolle).

ner Zahl weiterer photorezeptorspezifisch exprimierter Proteine mit Einfliissen auf die
Aktivitdt von TRPL durch Proteininteraktionen (Referenzen unter 2.3.2) ist die TRPL-
Regulation durch TRP bei heterologer Co-Expression in HEK-Zellen anhand von elek-
trophysiologischen Daten beschrieben worden (XU et al., 1997). Zur Analyse einer Wech-
selwirkung von rDmMTRPL-EGFP mit rDmTRP im rekombinanten Expressionssystem S2
wurden die Ionenstrome (WCR) in der Linie e-H2 in Referenz zur singuléren rDmTRPL-
EGFP-Expression gemessen. Aus den beispielhaften Daten der Abbildung 4.43 leitet sich
ab, dass die Co-Expression von tDmTRPL-EGFP und tDmTRP zu keiner Verdnderung
der elektrophysiologisch erfassten Parameter gegeniiber der singuldren rDMmTRPL-EGFP-
Expression fiihrt. Es sind weder Verdnderungen der Amplitude (verschiedene Stromstér-
ken im Rahmen der Messungen einzelner Zellen miissen beriicksichtigt werden) noch der
Regulation (weiterhin konstitutive Aktivitéit) nachzuweisen. Die WCR-Daten zeigen kei-
nen Hinweis auf eine physiologische Aktivitdt von rDmTRP in e-H2.

Die Interaktionsanalysen einer physischen Kopplung von rDmTRP und rDmTRPL-EGFP
(Co-Immunprizipitationen) konnen in Ubereinstimmung mit Untersuchungen physiologi-
scher Einfliisse von rtDmTRP auf rtDmTRPL-EGFP (whole cell recordings) keine Hinweise
auf Heteromerisierung beider Kanaluntereinheiten im rekombinanten System S2 belegen.
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Abbildung 4.43: Elektrophysiologische Analyse des rDmTRPL-EGFP-abhingigen lo-
nenstroms bei Co-Expression von rDmTRP und rDmTRPL-EGFP

Die Abbildungsteile dokumentieren whole cell recording-Analysen individueller Zellen der Linien S2-
DmTRPL-EGFP Klon A3 (A, siehe auch Abbildung 4.37) und von S2-[TRP;TRPL-EGFP] e-H2 (B).
Die ionischen Bedingungen wihrend der WCR-Messungen wurden durch die Badlésung (mM: 130 Na-
Gluconat, 10 TES) und die Pipettenlésung (mM: 140 K-Gluconat, 10 TES) eingestellt, wobei +Ca?"
1,5mM Ca?t in der Badlosung angibt. 7 deutet an, dass eine Heteromerisierung umstritten ist und
nicht belegt werden kann. Die elektrophysiologischen Registrierungen (WCR-Daten) wurden von Herrn
Dror Segal (Hebrew-Universitit Jerusalem, Israel) durchgefiihrt und fiir diese Abbildung zur Verfiigung
gestellt.
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4.8 Paramyosin - Identifizierung eines neuen

Interaktionspartners des INAD-Komplexes?

Die Funktionen des INAD-Signalkomplexes stehen im Zusammenhang mit den Funktionen
der Komplexmitglieder. Neben der Assoziation der Kernkomplexkomponenten des INAD-
Komplexes wird die Anbindung weiterer Proteine, moglicherweise temporéar, diskutiert.
Die Identifizierung temporérer Interaktionspartner des INAD-Signalkomplexes kann hilf-
reich fiir das Versténdnis der Komplexfunktionen sein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erfolgten Immunprézipitationen des INAD-Signalkomplexes aus Képfen von D. melano-
gaster fiir Untersuchungen der verschiedensten Aspekte. Im Vergleich beispielsweise zur
Immunprézipitation des rekombinanten INAD-Signalkomplexes aus S2-Zellen zeigen diese
Prazipitationen hauptséichlich die vier zentralen Komponenten INAD, ePKC, PLCS und
TRP (Beispiele in Abbildung 4.44 A). Dariiber hinaus ist in einigen Féllen eine weitere
prominente Proteinbande im Immunpréazipitat zu beobachten. Diese Bande besitzt auf
SDS-PAGE-Gelen ein apparentes Molekulargewicht von etwa 105 kDa (4.44 A).
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Abbildung 4.44: Immunprézipitationen des INAD-Signalkomplexes aus Wildtypfliegen
und Mutanten co-prézipitieren ein weiteres Protein: pl105

Einige Immunprizipitate aus Tritonextrakten von Kopfen zeigen neben Kernkomponenten des Kom-
plexes ein weiteres Protein: pl05 (A). Das Fehlen einzelner Komplexkomponenten im Immunprazipi-
tat dargestellter Mutanten beruht mutmafBlich auf der beschriebenen raschen Degradation von INAD-
Komplexkomponenten in Mutanten. Immunprézipitationen aus Triton X-100-Extrakten ganzer Fliegen
zeigen lichtabhéngig Schwankungen der Co-Priizipitation von pl05 mit dem INAD-Signalkomplex (B).

Eingehendere Analysen zur Identifizierung der Bedingungen, unter denen pl05 mit dem
INAD-Signalkomplex co-prézipitiert, identifizierten in mehreren Analysen eine Abhén-
gigkeit der Co-Prézipitation von den Lichtbedingungen (Beispielabbildung 4.44 B). Wird
in diesen Experimenten der INAD-Komplex aus Fliegen prézipitiert, die an Raumlicht
adaptiert sind, erfolgt die Co-Prézipitation von p105 als sich vom Hintergrund deutlich
abhebende Bande im Proteinmuster. Im Gegensatz dazu steht das Prézipitationsmuster
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aus dunkeladaptierten Kontrollfliegen: das Protein pl105 ist nur sehr schwach im Pro-
teinmuster zu identifizieren. Die exakten Lichtbedingungen der Co-Immunprézipitation
von pl05 mit dem Signalkomplex konnten jedoch nicht bestimmt werden, da die Re-
produzierbarkeit der lichtabhéngigen Co-Prazipitation durch verschiedene Experimente
in Frage gestellt wird. Einerseits ist p105 teilweise unter Raumlichtbedingungen in Ver-
bindung mit Blaubelichtung (2-3h) zur anhaltenden Aktivierung der Phototransduktion
im Immunprézipitat nicht nachweisbar. Andererseits zeigen Kontrollproben aus Kopfen
dunkeladaptierter Fliegen, die im Rotlicht prapariert wurden, co-prézipitiertes pl05 (Da-
ten nicht gezeigt). Obwohl die exakten Co-Prézipitationsbedingungen nicht zweifelsfrei
geklart sind, spricht die Zugénglichkeit von p105 bei Prazipitation mit a-DmTRP, mit
a-DmTRPLIIT und mit a-DmINAD fiir eine robuste und eher spezifische Interaktion die-
ses Proteins mit dem INAD-Signalkomplex. Diese beobachteten Proteinassoziationen sind
Hintergrund der Versuche zur Identifizierung von p105 durch Massenspektrometrie.

Fiir massenspektrometrische Analysen wurden die bendtigten Materialmengen durch Pra-
zipitation aus ganzen Fliegen mit a-DmTRP beziehungsweise a-DmTRPLIII nach dem
Standardprotokoll (Abschnitt 3.6.6.1) gewonnen. Die Exzision von pl105 aus SDS-PAGE-
Gelen schloss sich an die Coomassie-Féarbung des Proteinmusters an (Banden der Abbil-
dung 4.44 B). Das erhaltene Material wurde tryptisch fragmentiert und anschliefiend in
Matrix (a-cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure, Protokoll siehe unter 3.6.7) fiir MALDI-TOFF-
Analysen auf dem Probentrager kristallisiert. Die erhaltenen Massenspektren der beiden
unabhéngigen Proben identifizierten pl05 bei computergestiitzter Datenbankrecherche
(MASCOT-Search) in beiden Féllen als Paramyosin von D. melanogaster mit einem Mo-
lekulargewicht von ca. 102kDa (Massenspektrum der a-DmTRP-IP in Abbildung 4.46).
Paramyosin ist charakterisiert als Komponente des Kerns dicker Filamente von Invertebra-
ten. Es ist kein Homolog von Vertebraten bekannt. Paramyosin kommt besonders haufig
in nicht-fibrilliren Muskeln vor und ist hauptséchlich in der Flugmuskulatur untersucht.
Fiir Paramyosin ist die Interaktion mit Myosin beschrieben. Die Isolierung des Mate-
rials fiir massenspektrometrische Analysen durch Immunprézipitation aus ganzen Fliegen
legt bei einer Identifizierung des untersuchten Proteins als Muskelfilamentkomponente die
Uberlagerung mit Verunreinigungen aus Muskelgewebe nahe. Um Artefakte dieser Art zu
umgehen, erfolgte die Prazipitation des INAD-Signalkomplexes bei verschiedenen Licht-
bedingungen (Raumlicht und Blaubelichtung versus Dunkeladapation und Rotlicht) auch
aus isolierten Membranen separierter Kopfe. Das Prézipitationsmuster einer a-DmTRP-
Prézipitation, dargestellt in Abbildung 4.45, dokumentiert die Co-Prézipitation von p105
mit dem INAD-Signalkomplex auch aus isolierten Kopfmembranen. Das durch MALDI-
TOFF-Analyse erhaltene Massenspektrum (nicht dargestellt) dieser Bande identifiziert
das Protein ebenfalls als Paramyosin.



116

4 Ergebnisse

kDa
150 —

100 —

75

50

37

DmTRP
DmPLC(

p105

DmINAD

Abbildung 4.45: Co-Immunprézipitation von pl05 mit dem INAD-Signalkomplex aus
isolierten Kopfmembranen von D. melanogaster
Das dargestellte Proteinmuster einer a-DmTRP-IP wurde durch Coomassie-Féarbung visualisiert. Die Im-
munprizipitation erfolgte unter differierenden Lichtbedingungen aus Extrakten gewonnen aus isolierten
Kopfmembranen von je 600 Fliegenktpfen. Die fehlende Co-Immunprazipitation von ePKC im Prote-
inmuster beruht vermutlich auf Degradation der im Vergleich zu den {ibrigen Hauptkomponenten des
INAD-Komplexes instabilen DmePKC.
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(a) MALDI-TOFF-Massenspektrum von pl105: Identifizierung als Paramyosin
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(b) Massenspektrometrische Analyse des Trypsinverdaus von pl05: Identifizierung als Paramyosin.

MHT bezeichnet einfach protonierte Peptide.

Abbildung 4.46: MALDI-TOFF-Massenspektrum von pl05 (Préparation: a-DmTRP-
[P aus ganzen Fliegen) nach tryptischer Fragmentierung
Die massenspektrometrische Identifizierung von p105 erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Kristina Hart-

mann. Das dargestellte Spektrum sowie die computergestiitzte Auswertung wurden dankenswerterweise

zur Verfiigung gestellt.

Die dargestellten Studien belegen eine Co-Prézipitation von pl105, identifiziert als Para-

myosin, mit einer oder mehreren Komponenten des INAD-Signalkomplexes, wobei der

oder die direkten Interaktionspartner sowie der Interaktionsmechanismus ungeklart blei-

ben.
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Der INAD-Signalkomplex ist integraler Bestandteil der Phototransduktion im visuellen
System der Diptere Drosophila melanogaster. Als Funktionen werden beschleunigte Si-
gnalleitung und -wandlung, erhdhte Signalspezifitdt sowie die korrekte Lokalisation und
Verankerung der Signalmolekiile in den lichtabsorbierenden Strukturen der Photorezep-
torzellen, den Rhabdomeren (hochgeordnete mikrovilldre Membranstrukturen) diskutiert.
Die Komplexfunktionen basieren auf den Eigenschaften und Funktionen der einzelnen
INAD-Komplexkomponenten. Unumstritten ist die Bildung eines Haupt- oder Kernkom-
plexes aus den Proteinen INAD, TRP, PLCS und ePKC. Kontrovers wird dagegen die
Anbindung weiterer Molekiile als Bestandteile des Komplexes diskutiert. Eine ungekldrte
Frage ist die vorgeschlagene temporire Assoziation des zweiten lichtabhéngigen Ionenka-
nals TRPL mit dem INAD-Signalkomplex. Wichtige offene Punkte im Zusammenhang
mit dem INAD-Signalkomplex sind weiterhin der exakte Offnungsmechanismus und die
Deaktivierung von TRP sowie TRPL, der Mechanismus und Ort der Komplexbildung
sowie der Transport der Komplexproteine beziehungsweise von Teilkomplexen zur Photo-
rezeptormembran. Eine Heteromerisierung von TRP- und TRPL-Kanaluntereinheiten als
regulatorische Wechselwirkung ist umstritten.

Die Herstellung von Expressionskonstrukten und die Etablierung der rekombinanten Co-
Expression von TRP, ePKC, INAD und PLCS in S2-Zellen im Rahmen dieser Arbeit
bilden die Basis fiir Analysen der Kernkomponenten des INAD-Signalkomplexes in einem
photorezeptorunabhéngigen Hintergrund. Zentrale Aspekte dieser Arbeit sind die Gene-
rierung, Dokumentation und Analyse von Zelllinien mit Co-Expression der vier Kern-
komponenten des INAD-Signalkomplexes und von Linien, die jeweils drei der vier Kom-
ponenten co-exprimieren. Analysiert wurden Interaktionen der rekombinanten Proteine
in Hinblick auf die Bildung von INAD-Komplexen beziehungsweise Teilkomplexen, um
Hinweise auf Mechanismen der Komplexbildung zu erhalten. Die elektrophysiologische
Charakterisierung des TRP-Kanals in Abhéngigkeit von rekombinant co-exprimierten
INAD-Komplexkomponenten soll Einfliisse einzelner Komplexkomponenten auf den TRP-
abhéngigen Ionenstrom erstmals unabhéngig von weiteren photorezeptorspezifischen Fak-
toren identifizieren. Es wurde ausserdem untersucht, ob die Kanalproteine TRP und TRPL

bei rekombinanter Expression in S2-Zellen heteromultimere Kanéle bilden.

118
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5.1 Co-Expression in S2-Zellen:
Systemcharakterisierung zur Analyse von

Funktionen des INAD-Signalkomplexes

Eine Vielzahl von Co-Transfektionen im Rahmen vorliegender Arbeit mit Nachweis der
Expressionsprodukte (Beispiele: INAD-Komplex oder S2-[TRP;TRPL-EGFP]) belegen
die Eignung von S2-Zellen zur heterologen Co-Expression mehrerer Proteine. Sie stehen
damit in FKinklang mit publizierten Co-Expressionen in S2-Zellen, beispielsweise der LIN-
Komplexkomponenten LIN-2, -7 und -10 von C. elegans (KAECH et al., 1998) oder von
DmTRPL und DM1 (muskarinischer Acetylcholinrezeptor, YAGODIN et al., 1998).

Die Transfektionsversuche legen die Begrenzung des Niveaus rekombinanter Expression
auf einen bestimmten Anteil des Gesamtproteingehalts einer S2-Zelle nahe. Bei Co-Trans-
fektionen mehrerer Konstrukte, deren rekombinante Expression von dem identischen Pro-
motor getrieben wird, erfolgt die Fxpression der einzelnen Proteine auf einem Niveau
deutlich unter dem einer singuldren rekombinanten Expression in S2. Dieser Effekt wird
durch Expression von Fluorophoren direkt visualisiert, beispielsweise durch die rDmINAD-
EGFP-Expression in Klon a-H7 (Komp[INAD;TRP;ePKC]) und in INAD-Komplex Klon
A8 oder Klon E4. Obwohl jede der Linien unter optimalen Kultivierungs- und Expres-
sionsbedingungen eine rDmMINAD-EGFP-Expression in 100 % der lebenden Zellen zeigt,
unterscheidet sich neben den Zellzyklus-abhingigen Variationen der Expressivitdt inner-
halb einer Linie die Signalstédrke zwischen den Linien signifikant. Dieser Effekt resul-
tiert nicht aus der Individualitéit klonaler Linien. A8 und E4, beides Linien der Selektion
Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC], zeigen gegeniiber der Linie a-H7 den gleichen Effekt. Alle
drei Linien wurden nach dem gleichen Gesichtspunkt (biochemisch nachgewiesene Expres-
sion aller transfizierten Komponenten) ausgewéhlt. Besonders deutlich wird die Verdnde-
rung des Expressionsniveaus bei Vergleich der HcRed-Fluoreszenzintensitéit in den poly-
klonalen Linien S2-DmTRPL-HcRed und S2-[INAD-EGFP;TRPL-HcRed], da das Co-
Expressionsprodukt rDmINAD-EGFP im Versuchsansatz iiber seine EGFP-Fluoreszenz
ebenfalls nachgewiesen wird. Aufgrund abnehmender Nachweisbarkeit und Zuginglichkeit
der rekombinanten Expressionsprodukte fiir funktionelle Analysen ergibt sich fiir das Ex-
pressionssystem eine Limitierung der Anzahl co-exprimierter Produkte.

Die geringe Transfektionseffizienz fiir S2-Zellen verhindert die routineméflige transiente
Transfektion fiir biochemische Analysen. Die Etablierung stabil transfizierter Linien ist
erforderlich. Die Variabilitdt des Mengenverhéltnisses der rekombinant exprimierten Pro-
teine zueinander zwischen verschiedenen transfizierten Zellen einer polyklonalen Kultur
wird bei klonalen Selektionen deutlich. Beispielsweise wird in verschiedenen Zellklonen
der Selektion Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC] mit nachgewiesenem (Western Blot) hohen
Expressionsniveau von rDmTRP in Western Blot Analysen kein tDmINAD-EGFP de-
tektiert, obwohl die primére Auswahl aller analysierten Klone aufgrund der Fluoreszenz
von tDMINAD-EGFP erfolgte (Daten nicht gezeigt). Die Etablierung und Auswahl klonal

selektierter Linien, fiir die biochemisch die Expressionsprodukte aller transfizierten Kon-
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strukte nachgewiesen werden konnen, stellt zwei wichtige Punkte sicher. Einerseits werden
alle rekombinanten Proteine auf einem Mindestniveau exprimiert und andererseits ist das
Verhéltnis der rekombinanten Fxpressionsniveaus zueinander stabil. Die ausgewahlten
Zelllinien der einzelnen klonalen Selektionsexperimente dieser Arbeit erméglichen die ro-
bust reproduzierbare Datengewinnung besonders in Einzelzellanalysen.

Die Ausgangslinien S2 und S2P15 exprimieren keine der Hauptkomponenten des visuellen
INAD-Signalkomplexes auf einem Niveau, das biochemische oder immuncytochemische
Analysen dokumentieren kénnen. Ebenso kann keine Expression des zweiten lichtabhén-
gigen lonenkanals TRPL oder der v-Untereinheit des visuellen heterotrimeren G-Proteins
(Gq) nachgewiesen werden. Diese Daten kennzeichnen S2-Zellen als einen Photorezep-
tornullhintergrund, die demnach fiir die funktionelle Analyse von Teilen oder einzelnen
Komponenten der Phototransduktionskaskade von D. melanogaster nach rekombinanter

Expression geeignet sind.

5.2 Heterologe Expression von Proteinen der
TRP-Proteinfamilie

5.2.1 Heterologe Expression von DmTRP und DmTRPL

Als Grundlage zur Nutzung von S2-Zellen als geeignetes System zur Co-Expression meh-
rerer Proteine, insbesondere der Phototransduktionskaskade, erfolgte die Etablierung der
rekombinanten Expression von DmTRPL und DmTRP. Die Charakterisierung dieser Fx-
pressionen im Vergleich zu publizierten heterologen Expressionen in anderen Systemen
ist notwendig fiir die Bewertung darauf aufbauender Analysen. Wichtige Aspekte sind
der Entwurf von Konstrukten, die bekannte Interaktionen oder Regulationsmechanismen
der Expressionsprodukte nicht beeintréchtigen, die vollstdndige und korrekte Expression
beider TRP-Proteine sowie die Dokumentation von Parametern mit moglichem Einfluss
auf die Funktionalitét (beispielsweise die subzelluldre Lokalisation).

Die rekombinante Expression von DmTRPL erfolgte mit C-terminaler Kopplung des Fluo-
rophors EGFP beziehungsweise HcRed. Die Fusionsexpression dient der schnelleren und
leichteren Nachweisbarkeit und Lokalisation des Expressionsproduktes rDmTRPL-EGFP.
Ein weiterer Aspekt ist die mutmafllich verbesserte Expressivitdt eines TRP-Proteins
durch Bindung an EGFP. Dariiber hinaus ermoglicht die Detektion des Fusionskonstruk-
tes via EGFP-Fluoreszenz bei C-terminaler EGFP-Fusion den Nachweis der vollstandigen
Expression des TRPL-Proteins ohne Verschiebung des Leserasters oder Abbruch der Ex-
pression. Die Expression von rDmTRPL-EGFP wurde anhand von EGFP-Fluoreszenz und
a-DmTRPL-Immunodetektion dokumentiert. Fiir TRPL ist keine direkte C-terminale
Interaktion (z.B. mit PDZ-Dominen) oder Regulation belegt, die durch Expression als
Fusionsprotein beeintrachtigt oder unterbunden werden kénnte. Potentielle Regulations-
interaktionen, beispielsweise mit Calmodulin oder Immunophilin FKBP59, erfolgen intern
distal vom C-Terminus. Fiir das Fusionskonstrukt wird deshalb davon ausgegangen, dass
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es keine Eigenschaften aufweist, die die Charakteristika der TRPL-Expression {iberlagern.
Der Tonenkanal DmTRPL ist bei Expression in verschiedenen Systemen konstitutiv aktiv
(Sf9-Insektenzellen: HU et al., 1994; HU AND SCHILLING, 1995 unter basalen nicht-stimu-
lierenden Bedingungen; HARTENECK et al., 1995; KUNZE et al., 1997; Xenopus-Oocyten:
LAN et al., 1996; HEK 293T: XU et al., 1997; COS- und HEK-Zellen: HAMBRECHT et al.,
2000; CHO: ZIMMER et al., 2000). Rekombinant exprimiertes TRPL zeigt ebenso in S2-
Zellen konstitutive Aktivitat wahrend ausgedehnter whole cell recordings (WCR; HARDIE
et al., 1997; YAGODIN et al., 1998; HARDIE AND RAGHU, 1998). Die elektrophysiologi-
schen Daten dieser Arbeit belegen in WCR-Analysen die konstitutive Aktivitdt in S2-
Zellen auch fiir rDMTRPL-EGFP. In rtDmTRPL-EGFP exprimierenden Zellen wird ein
Ionenstrom detektiert, dessen Charakteristika denen fiir rDmTRPL publizierten entspre-
chen (Referenzdaten in: HU et al., 1994; XU et al., 1997, HARDIE et al., 1997; KUNZE et al.,
1997). Dazu zéihlen die strikte Auswirtsgleichrichtung (Strom-Spannungsbeziehung), kon-
stitutive Aktivitét oder bedingte Inhibition durch Ca?*, die in einigen Fallen beobachtet
wird (HARDIE AND RAGHU, 1998). Die fiir rDmTRPL publizierten Daten stimmen gut
mit den in situ-Messungen in trp-Mutanten iiberein (Beispiel Permeabilitétsraten: gerin-
ge/fehlende Ca*-Selektivitit bei bestehender Kationenleitung, sieche dazu REUSS et al.,
1997; HARDIE et al., 1997; HARDIE AND MINKE, 1992). Der -tDmTRPL-EGFP-getragene
TonenfluBl wird teilweise von einem geringen Ca?t-abhiingigen S2-endogenen Ionenstrom
iiberlagert, wie Messungen mit kontinuierlicher Anderung des clamp-Potentials zeigen.
Die Membranbindung von rDmTRPL-EGFP belegen cytologische Experimente, die un-
ter Verwendung von Detergentien zwischen loslichen und Membranproteinen differen-
zieren. Weiterhin wird in PBS-Extrakten aufgebrochener Zellen mit rDmTRPL-EGFP-
Expression nach Abtrennung der Membranen im Gegensatz zu den Extrakten aus den
separierten Membranen kein tDmTRPL-EGFP nachgewiesen. EGFP hat keinen Einflufl
auf die Membranlokalisation von DmTRPL. Die partielle Co-Lokalisation von rDmTRPL-
EGFP und extrazelluldr bindendem WGA wird als Hinweis interpretiert, dass die Integra-
tion von rDmMTRPL-EGFP in die Plasmamembran unabhéngig von weiteren photorezep-
torspezifischen Faktoren erfolgt. Die gemessenen WCR-Daten von S2-DmTRPL-EGFP
A3 unterstiitzen diese Sichtweise. WCR-Daten zeigen Strom- oder Spannungsénderun-
gen iiber die dussere Zellmembran an, wobei aufgrund der Kinetiken fast ausschliefllich
Anderungen bedingt durch Tonenkanile erfasst werden. DmTRPL ist somit intrinsisch
kompetent fiir den Transport zur Plasmamembran.

Die rekombinante Expression des lichtabhéngigen Ionenkanals DmTRP ist bisher nicht in
S2-Zellen beschrieben. Die heterologe Expression des DmTRP-Proteins beschrinkt sich
auf die Systeme HEK (XU et al., 1997; XU et al., 2000), Xenopus-Oocyten (PETERSEN
et al., 1995) und Sf9 Insektenzellen (VACA et al., 1994; Hu et al., 1994), in denen TRP
von Calliphora vicina, einer nahen verwandten Diptere, ebenfalls erfolgreich exprimiert
werden konnte (HARTENECK et al., 2002). Im Gegensatz zu TRPL ist heterologes TRP
nicht intrinsisch konstitutiv aktiv, mehr selektiv fiir Ca** gegeniiber Na* und wird im
rekombinanten System durch die Leerung interner Ca?*-Speicher aktiviert. Diese Leerung
kann via Thapsigargin induziert werden. TRP agiert somit als store operated channel
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(SOC). Verantwortlich fiir die Thapsigargin-vermittelte Aktivierung von TRP ist eine
Prolin-reiche Region im C-Terminus (fehlt in TRPL), wie VACA et al., 1994 vermuten
und SINKINS et al., 1996 nachweisen konnen. MONTELL, 1999 vergleicht die Figenschaf-
ten TRP-abhéngiger Leitfahigkeit in vitro (Daten basierend auf VACA et al., 1994; XU
et al., 1997) und in vivo (Daten: HARDIE AND MINKE, 1992; NIEMEYER et al., 1996;
REUSS et al., 1997) ausfiihrlich und stellt Ahnlichkeiten fest. Dazu zihlen das Verhalt-
nis der Durchléssigkeit von Nat zu Ca?t, die Ca?*-vermittelte Inaktivierung sowie die
Inhibition durch La®* und Mg?*. Im Kontrast zu rDmTRPL unterscheiden sich die Ei-
genschaften der TRP-abhéngigen Kanéle zwischen trplMutanten und heterolog expri-
mierten DmTRP-Kanélen aber auch deutlich (REUSS et al., 1997). Beispielsweise zeigt
der lichtaktivierte Ionenstrom eine strikte Auswartsgleichrichtung, die in heterologen Sy-
stemen nicht beobachtet wird (MONTELL, 1999). Ein weiteres signifikantes Beispiel ist
die Permeabilitdt fiir divalente lonen, was zu der Frage fiithrt, ob nicht durch die jeweils
gegebenen unterschiedlichen Bedingungen zwei verschiedene Kanéle untersucht werden
(REUSS et al., 1997). Vor diesem Hintergrund des bestehenden Untersuchungsbedarfs der
DmTRP-Problematik wurde als Teil dieser Arbeit die Moglichkeit der rekombinanten Ex-
pression von DmTRP in S2-Zellen eruiert. Die Erstellung des Konstruktes erfolgte ohne die
Kopplung weiterer Sequenzen, um mogliche Regulationsmechanismen und Interaktionen,
beispielsweise die INAD-Bindung iiber proximale oder distale C-terminale PDZ-Doménen-
Interaktionsmotive (SHIEH AND ZHU, 1996; VAN HUIZEN et al., 1998; WES et al., 1999; L1
AND MONTELL, 2000), nicht zu beeinflussen. Mehrfach unabhéngig nachgewiesen wurde
das Expressionsprodukt rDmTRP immuncytochemisch und biochemisch durch Western
Blot Analysen und Immunprézipitationen in singulér und co-transfizierten Linien (Be-
trachtung von Co-Expressionen unter 5.2.2 und 5.3). Die MALDI-TOFF-Analysen des
durch a-DmTRP-Préazipitation partiell gereinigten Expressionsproduktes identifizierten
das préazipitierte Protein eindeutig als DmTRP (MASCOT-Search und Vergleich mit Re-
ferenzprobe aus Wildtyp-Fliegen). Die Massenspektren belegen die rekombinante Expres-
sion des vollstédndigen DmTRP-Proteins, da sowohl N- als auch C-Terminus identifiziert
werden konnten. Die Unterrepresentation der TRP-Transmembranregionen in den Mas-
senspektren ist auf fehlende Fragmentierung durch Trypsin in stark hydrophoben Berei-
chen und daraus folgende Artefakte der Probenaufbereitung (beispielsweise ineffiziente
Elution groflerer Fragmente aus dem Gelmaterial) zurtickzufithren, méglicherweise in Ver-
bindung mit geringerer lonisation wihrend der massenspektrometrischen Messungen. Die
Analyse der publizierten TRP-Referenzen ergab, dass fiir D. melanogaster sechs verschie-
dene Primérstrukturen des TRP-Proteins identifiziert worden sind. Im Gegensatz zu bei-
spielsweise INAD mit RFLP aber hoch konservierter Primérstruktur unterscheiden sich
die veroffentlichten TRP-Sequenzen an mehreren Stellen mit einem Ausmaf bis zu acht
aufeinanderfolgenden Aminoséuren, was Unterschiede aufgrund von Sequenzierfehlern un-
wahrscheinlich macht. Diese Sequenzunterschiede beruhen einerseits auf der Analyse ver-
schiedener D. melanogaster-Stamme, andererseits sind mindestens drei Sequenzen dem
Stamm Oregon R zugeordnet. Stellt man in Rechnung, dass die TRP-Primérstrukturen
von Fliegenstédmmen unterschiedlicher Laboratorien erhalten wurden, spricht das fiir eine
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hohe Variabilitdt der Regionen mit Sequenzunterschieden. Die mehrfache massenspektro-
metrische Analyse des rekombinant exprimierten und des Fliegen-DmTRPs identifizierte
die Sequenz AAA28976 mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir beide Proben, wobei die Ergeb-
nisse fiir natives DmTRP eindeutiger sind. Weitere stammspezifische Abweichungen sind
jedoch nicht ausgeschlossen, da massenspektrometrisch bei tryptischem Verdau aufgrund
ihrer Groflen nicht alle entstandenen Fragmente erfasst werden kénnen. Die Sequenzva-
riationen der TRP-Proteine liegen ausserhalb bisher identifizierter funktional relevanter
Bereiche von TRP. Es wurden keine Referenzen iiber Analysen und funktionelle Auswir-
kungen der Priméarstrukturunterschiede von DmTRP gefunden.

Polyklonale Linien S2-DmTRP wurden mehrfach klonal selektiert. Es konnte keine mono-
klonale TRP-Linie etabliert werden. Die Anzucht selektierter Linien resultierte entweder in
ihrem Absterben oder im Verlust der rDmMTRP-Expression. Exprimierte Fluorophore und
die IMAC-Aufreinigung von rDmPLC3-V5-His belegen die leakage-Expression transfizier-
ter Konstrukte bei expotentiellem Wachstum der S2-Kulturen. Wahrend der Expansion
klonaler TRP-Linien mit starkem logarithmischen Wachstum wird mutmaflich rDmTRP
exprimiert. Die Monoklonalitdt in Verbindung mit der leakage-Fxpression ist moglicher-
weise fiir das Absterben der Kulturen verantwortlich: in allen Zellen wird iiber einen
langeren Zeitraum hinweg rDmTRP auf dhnlichem Niveau exprimiert. Obwohl singuldr
exprimiertes TRP nicht als konstitutiv aktiv charakterisiert wird, konnte rDmTRP un-
ter den Bedingungen der Kulturexpansion einen negativen Einfluff auf den Tonenhaushalt
der Wirtszellen ausiiben (zum Beispiel durch Porenbildung in intrazelluliren Membra-
nen). Fehlende Regulation mit konstitutiver Aktivitdt der TRP-Kanéle und der daraus
folgende unkontrollierte Ca?*-Ionenstrom fiihrt im Fliegenphotorezeptor zur retinalen De-
generation (MINKE AND AGAM, 2003; RAGHU et al., 2000b). Dieser Vorgang, beobachtet
in einer Reihe von D. melanogaster-Mutanten, wird ausgelost durch metabolischen Stress
und fiihrt auch in Dunkelheit zu rascher Degeneration. Der toxische Anstieg von zelluldrem
Ca" wird auch als Mechanismus fiir Gehirnschiden diskutiert, die durch Ischémie (man-
gelnde Sauerstoffversorgung) induziert werden (MINKE AND AGAM, 2003). Vermutlich ist
die rDMTRP-Menge bei singulédrer Expression ein kritischer Faktor im Selektionsprozess.
Die Selektion klonaler Linien mit Co-Expression weiterer Komponenten ist erfolgreich
(Anhang A.3). Moglicherweise ist in diesem Zusammenhang von Bedeutung, dass die ho-
he Zellmortalitédtsrate der heterologen TRP~-Expression mit konstitutiver Kanalaktivitat
bei Co-Transfektion von TRPvy und DmTRPL nicht mehr gegeben ist (XU et al., 2000),
was mit wechselseitiger Regulation begriindet wird. Neben einem sinkenden rDmTRP-
Niveau bei Co-Expression haben eventuell co-exprimierte INAD-Komplexkomponenten
in den etablierten S2-Zellderivaten einen regulatorischen Einfluss auf rDmTRP. Ein Un-
terschied zwischen offensichtlich nicht toxischer Expression von rTRPL- /I TRPL-EGFP
und der rTRP-Expression ist die unterschiedliche Ionenselektivitat der gebildeten Kanéle,
wobei 'TRP selektiver fiir Ca®" ist (Beispieldaten: Expression in HEK 293T-Zellen mit
Peo:Py, fiir TRP ~10, fir TRPL ~3: XU et al., 1997).

Neben vollsténdiger und korrekter Expression erfordert die Funktionalitdt von TRP-
Proteinen offensichtlich die korrekte subzelluldre Lokalisation, wie Untersuchungen rekom-



124 5 Diskussion

binanter TRPC-Proteine (Ionenkanéle in Mammalia) belegen. Nicht alle TRPC-Proteine
sind intrinsisch kompetent fiir den Transport zur Plasmamembran. Einige translozieren
nur im Co-Transport mit kompetenten TRPCs, wobei nur TRPC-Untereinheiten festge-
legter Struktursubfamilien Heteromere ausbilden (HOFMANN et al., 2002). Verantwort-
lich fiir den Transport ist die N-terminale Region oberhalb der Ankyrin-Repeats. Die
Transportmechanismen sind moglicherweise jedoch komplexer, wie mTRPC2 andeutet:
bei Expression in Zellen (als GFP-Fusion) bleibt mTRPC2 in Endomembranen stecken.
Keines der bekannten TRPC-Proteine konnte einen Co-Transport zur Plasmamembran
bewirken. Eine Behandlung mit ,chemischen Chaperonen“ zur Beseitigung einer mog-
licherweise inkorrekten Faltung als Ursache fehlender Plasmamembranlokalisation von
mTRPC2 scheiterte ebenfalls (HOFMANN et al., 2000). Die schwere Zuginglichkeit von
rDmTRP in S2-Zellen fiir biochemische Analysen mit milden Detergentien oder niedriger
Detergenz-Konzentration ist ein Indiz fiir eine Membranassoziation, zumal die Solubili-
sierbarkeitsproblematik ebenso fiir membrangebundenes rDmMTRPL-EGFP und natives
Fliegen-TRP sowie -TRPL besteht. Der direkte Nachweis von tDmTRP in der Cytoplas-
mamembran war nicht moglich. Einerseits fehlen fiir Co-Lokalisationsstudien von rDm-
TRP mit der Plasmamembran oder der extrazelluldaren Oberfliche geeignete S2-Marker.
Zum anderen scheiterte die Generierung von Antikorpern zur exklusiven FErkennung ex-
trazellular lokalisierter Regionen des DmTRP- beziehungsweise DmTRPL-Proteins an der
offenbar niedrigen Antigenizitdt der ausgewahlten Bereiche. Die Auswahl der extrazelluls-
ren Schleifen erfolgte in Anlehnung an die erfolgreiche Etablierung derartiger Antikorper
fir mTRPC2 (JUNGNICKEL et al., 2001) und mTRPC1 und basierte auf Homologieverglei-
chen von DmTRP und DmTRPL mit 22 TRP-Proteinen von Mensch/Maus/Ratte sowie
mit TRP-Proteinen von Anopheles gambiae zur Verifizierung der Transmembranbereiche
und folglich auch der Extrazellularbereiche. Die Sequenzen der Schleifen unterscheiden
sich jedoch betrachtlich und bilden damit die Grundlage fiir differierende Antigenizitit.
Die subzelluldre Verteilung von rDmTRP in S2 gibt jedoch auch keine Hinweise auf eine
Anreicherung des rekombinanten Proteins in intrazelluldren Kompartimenten, die Bildung
groferer Aggregate oder eine exklusiv cytoplasmatische Lokalisation unter Ausschluss der
Plasmamembran und fehlenden Plasmamembrantransport. Zudem scheint fiir TRP der
Transport in die Mikrovilli-Membranen unabhéngig zu sein von Hauptkomponenten des
INAD-Signalkomplexes: im Photorezeptor der C. vicina-inaD-Mutante (rpa) wurde unab-
héngiger Transport beobachtet (HUBER et al., 2000). Zu dhnlichen Ergebnissen kommen
auch TSUNODA et al., 2001 und L1 AND MONTELL, 2000.

5.2.2 Heterologe Co-Expression von DmTRP und DmTRPL

Die Identifizierung von zwei Tonenkanalproteinen der TRP-Familie im Fliegenphotorezep-
tor warf die Frage einer Interaktion beider Proteine auf. Die heterologe Co-Expression
von DmTRP und DmTRPL in Xenopus-Oocyten (GILLO et al., 1996) und in HEK 293T
(XU et al., 1997) legen einen synergistischen Effekt der beiden Proteine nahe beziehungs-
weise weisen direkte Interaktion nach. Neben TRP / TRP- und TRPL / TRPL-Kanilen
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tragen demnach TRP / TRPL-Kanile in bedeutendem Umfang zum Rezeptorpotential
bei. Die dargestellte TRP / TRPL-Heteromerisierung in HEK-Zellen basiert auf elektro-
physiologischen und biochemischen Daten. Gegen eine Heteromerisierung sprechen nach
REUSS et al., 1997 n vivo-Messungen. Diese zeigen, dass die lichtaktivierte Wildtyp-
Leitfahigkeit quantitativ durch Addition der in frp- beziehungsweise trpFMutanten ge-
fundenen verbleibenden Leitfdhigkeiten erhalten werden kann. TRP / TRPL-Heteromere
sind nur dann konstistent mit der in vivo-Analyse, wenn sie exakt die gleichen Kigen-
schaften aufweisen wie TRPL-Homomere allein. Die von XU et al., 1997 dargestellten in
vitro-Figenschaften der TRP / TRPL-Heteromere unterscheiden sich allerdings signifikant
von denen von TRPL. Der auswértsgerichtete Strom in TRP / TRPL-co-exprimierenden
HEK-Zellen erinnert zwar an die Lichtantwort im Photorezeptor, muss allerdings nicht
zwingend von TRPL herriithren (REUSS et al., 1997). Als eine Erklarungsmoglichkeit der
beobachteten Strome in HEK-Zellen wird die Aktivierung endogener Stréme durch die
heterologe Expression von DmTRP und DmTRPL aufgefiihrt. Dariiber hinaus wére eine
Interaktion in vitro durchaus moglich, die in vivo nicht beobachtet wird (REUSS et al.,
1997). Gegen eine in vivo-Interaktion beider TRP-Proteine argumentieren auch SCOTT
AND ZUKER, 1998. LEUNG et al., 2000 dagegen fanden in elektrophysiologischen Untersu-
chungen an inaD-Mutanten Hinweise, die auf TRP-TRPL-Interaktion hindeuten kénnten:
der Beitrag von INAD-ungebundenem TRP zur lichtaktivierten Leitfdhigkeit erfordert die
Anwesenheit von TRPL. Favorisiert wird eine TRP-TRPL-Interakion im Zusammenhang
mit der diskutierten Bildung tetramerer Kanile aus TRP-Proteinuntereinheiten nach dem
Vorbild des Vanilloid-Rezeptors. Fiir diesen Vertreter der Mammalia-TRP-Proteine konn-
te die Ausbildung solcher Einheiten gezeigt werden (KEDEI et al., 2001). Argumentativ
unterstiitzt werden Uberlegungen zur TRP / TRPL-Heteromerisierung auch durch Un-
tersuchungen an den zu DmTRP und DmTRPL néher verwandten TRP-Proteinen der
Mammalia, TRPC (HOFMANN et al., 2002). Die Heteromultimerisierung von DmTRP und
DmTRPL ist gegenwartig weiterhin umstritten. Die Darstellung einer direkten Interaktion
von DmTRP mit DmTRPL in vivo (siehe XU et al., 1997) durch Co-Immunprizipitation
aus Kopfen von D. melanogaster miissen vor dem Hintergrund aktueller Forschung neu
bewertet werden. Neben der mehrfach belegten Assoziation DmTRP / DmINAD wird die
Interaktion von DmTRPL und DmINAD (XU et al., 1998; in Sf9-Zellen: GOEL et al.,
2001) dokumentiert, wobei TRPL neben direkter Interaktion mit INAD iiber ein weiteres
Protein, dFKBP59, mit INAD in Verbindung stehen kann (GOEL et al., 2001, ausfiihrliche
Diskussion in Kapitel 5.2.3).

Die Analyse der gemeinsamen rekombinanten Expression von DmTRP und DmTRPL
in S2-Zellen, besonders in der klonalen Linie e-H2, untersucht eine mogliche Hetero-
merisierung der beiden TRP-Proteine in einem System unabhéngig vom Photorezeptor
und bietet damit eine Referenz zu den Untersuchungen in HEK-Zellen. In verschiede-
nen Linien S2-[TRP;TRPL-EGFP]| wurden beide Expressionsprodukte mit unabh#ngi-
gen Methoden mehrfach nachgewiesen. Die Subzellulardistribution stimmt fiir rDmTRP
und rDMTRPL-EGFP mit den singuldren Expressionsmustern iiberein: die rekombinan-
ten Proteine sind in der gesamten Zelle mit Ausnahme des Zellkerns lokalisiert. Rekom-
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binantes DmTRP und rDmTRPL-EGFP co-lokalisieren. Der Nachweis eines einzelnen
Expressionsproduktes in einigen Zellen ist bedingt durch die Detektionsmethode: im-
munfluoreszenzmarkiertes TRP fluoresziert stets deutlich schwicher als TRPL-EGFP
und unterschreitet bei niedriger Expressivitat die Dokumentationsschwelle. Zur Untersu-
chung von Protein-Protein-Interaktionen stellen Immunprézipitationen mit Analyse der
Co-Prazipitationsprodukte eine geeignete Methode dar. Die Uberpriifung einer Hetero-
multimerisierung von rDmTRP und rDmTRPL mittels Immunprazipitation konnte keine
Co-Préazipitation und somit Interaktion beider Proteine in co-exprimierenden S2-Zelllinien
verifizieren. Um methodische Artefakte als Ursache des Scheiterns einer Co-Prézipitation
von tTDMTRP und rDmTRPL-EGFP auszuschliefen beziehungsweise schwache Interak-
tionen beider Proteine detektieren zu konnen, erfolgte die elektrophysiologische Charak-
terisierung der rDmMTRP /rDmTRPL-co-exprimierenden klonalen Linie e-H2. Die erhal-
tenen WCR-Messungen von e-H2-Zellen entsprechen in ihren Eigenschaften denen von
singuldrer TRPL-EGFP-Expression. Es kann von TRP weder ein Einflu auf die Am-
plitude (Schwankungen im Rahmen der rDmTRPL-EGFP-Messungen) noch die Regula-
tion (weiterhin konstitutive Aktivitit, keine Anderung der Strom-Spannungsbeziehung)
des TRPL-EGFP-getragenen Gesamtionenstroms nachgewiesen werden. Die vorliegenden
elektrophysiologischen Daten der Linie e-H2 sprechen gegen eine Interaktion von TRP
und TRPL mit Regulationsfunktion bei rekombinanter Fxpression in S2-Zellen. Sie ste-
hen im Einklang mit den dargestellten biochemischen Interaktionsanalysen aus S2-Linien
mit Co-Expression beider TRP-Proteine. Eine Erklarung der differierenden Ergebnisse
bei rekombinanter TRP / TRPL-Co-Expression in HEK- und S2-Zellen besteht in einer
moglichen Expression von Faktoren in HEK-Zellen, die eine Verbindung von TRP und
TRPL ermoglichen beziehungsweise herstellen. Denkbar ist auch das Fehlen von Faktoren
in S2-Zellen, die fiir die Aktivitdt von INAD-ungebundenem TRP (LEUNG et al., 2000)
erforderlich sind. Offen bleibt die Frage nach dem Anteil von TRPL-assoziiertem TRP in
Anwesenheit des Komplexgeriistproteins INAD, das TRP in der Photorezeptormembran
verankert, (L1 AND MONTELL, 2000; TSUNODA et al., 2001).

5.2.3 TRPL — Interaktionspartner und der INAD-Komplex

Die Involvierung von DmTRPL in die Phototransduktion ist trotz eines geringeren Bei-
trags (verglichen mit DmTRP) zur Photoantwort, den erst die trpl-Nullmutante enthiill-
te, unumstritten. Kontrovers diskutiert wird dagegen die Anbindung von TRPL an den
INAD-Komplex und das Verhéltnis zu DmTRP. Im Verlauf dieser Arbeit erschienen meh-
rere Publikationen, die sich mit der Thematik der TRPL-Interaktionen auseinandersetzen.
XU et al., 1998 zeigten die Interaktion von TRPL mit INAD, wohingegen PAULSEN et al.,
2000 keine Assoziation finden. Diskutiert wird deshalb eine substéchiometrische (TRPL:
TRP im Photorezeptor ~1:10, siehe beispielsweise XU et al., 2000) und temporare Assozia-
tion von TRPL (und weiteren dynamischen Interaktionspartnern) mit dem Signalkomplex
(L1 AND MONTELL, 2000). Die Problematik der TRPL-INAD-Interaktion wurde darauf-
hin erneut untersucht, vorrangig in dem rekombinanten System Sf9-Insektenzellen. Dabei
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fanden GOEL et al., 2001 in reziproken Co-Immunprézipitationsstudien aus TRPL / INAD-
co-exprimierenden Zellen in beiden Féllen die Interaktion dieser zwei Proteine, die sie in
Immunprazipitationen aus co-exprimierenden S2-Zellen bestétigen konnten. Physiologi-
sche Konsequenzen einer TRPL-Anbindung an INAD sind bislang nicht charakterisiert.
MONTELL, 1999 postuliert die Involvierung einer dritten Kanaluntereinheit, aus der TRP-
Proteinfamilie in den lichtabhéngigen Tonenstrom im mikrovilliren Photorezeptor. Diese
konnte bestehende Diskrepanzen zwischen elektrophysiologischen in wvitro- und in wvivo-
Messungen erkldren. Beispielsweise wiirde die Frage beantwortet, wie TRPL in vivo in
trp-Mutanten reguliert wird, da in diesen Mutanten keine konstitutive TRPL-Aktivitét be-
obachtet wird, wie sie fiir die heterologe Expression von TRPL (in Abwesenheit von TRP)
charakterisiert ist. Laut MONTELL, 1999 kommt es hypothetisch zur Bildung von TRP-
Homo-, TRP / TRPL-Hetero- und TRPL / TRP~-Heteromultimeren. Die Identifizierung,
Analyse und rekombinante Expression zur Untersuchung von Eigenschaften, Interaktionen
und Regulationsmechanismen des Proteins TRP~ (XU et al., 2000) zeigen das Vorhan-
densein eines dritten, eng zu den lichtabhéngigen Kanalproteinen DmTRP und DmTRPL
verwandten Proteins in Drosophila. Dieses Protein wurde stark angereichert in Drosophila-
Photorezeptorzellen nachgewiesen und bildet bei singulédrer rekombinanter Expression in
HEK-Zellen einen nicht-regulierten lonenkanal. TRP~y wird als weitere regulatorische Un-
tereinheit fiir TRPL angesehen, die in trp-Mutanten mit fehlenden TRP- und postulierten
TRP~ / TRPL-Kaniélen die verbleibende lichtaktivierte Leitfdhigkeit erklirt. Die Involvie-
rung von TRP~y in die Phototransduktion ist jedoch umstritten, da bisher in vivo keine
direkten Interaktionen mit DmTRPL physiologisch belegt sind. Lediglich die rekombinan-
te Expression eines Fusionskonstruktes aus DmTRPL und DmTRP~ in HEK 293T-Zellen
resultiert in einer Verdnderung der elektrophysiologisch charakterisierbaren Eigenschaften
von r'TRPL (Fusionskonstrukt: TRP~y-10 Glycinreste-TRPL), die Co-Expression beider
Proteine ist nicht ausreichend. Obwohl beispielsweise die C-terminale Fusion des cyto-
plasmatisch lokalisierten EGFPs keine elektrophysiologisch messbaren Auswirkung auf
DmTRPL hat, wie die in dieser Arbeit vorgestellten Daten belegen, kann ein Effekt der
physischen Kopplung eines mutmaflichen Transmembranproteins an TRPL moglicherwei-
se die Figenschaften des gebildeten Kanals modifizieren. Bisher wirft die Charakterisierung
von DmTRP~ mehr Fragen auf als beantwortet werden und gibt Raum fiir Spekulationen
itber die Funktion und die Art der Involvierung dieses Proteins in die Lichtantwort.

Von besonderem Interesse ist die Identifizierung einer neuen Komponente, die mit Dm-
TRPL interagiert und in die TRPL-Regulation eingebunden ist: Immunophilin FKBP59
(dFKBP59: GOEL et al., 2001). Immunophiline nmfassen hauptsichlich Proteine einer
Rezeptorfamilie, die das Immunsuppressiv FK506 binden (FKBP-Proteine). Neben der
FKBP-Ahnlichkeit besitzt dFKBP ein TPR-Motiv (Tetratricopeptid-Repeat). Proteine
mit TPR-Motiv sind mit Multiproteinkomplexen verschiedenartigster Funktionen asso-
ziiert, (Chaperone, Zellzyklus, Transkription, Protein-Transport-Komplexe). Praferentiell
erfolgt die Interaktion iiber das TPR-Motiv mit WD-40-Repeat-tragenden Proteinen, ein
Strukturmotiv, dass beispielsweise auch 3-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine be-
sitzen. Das beschriebene TRPL-Interaktionsmotiv (LP-Dipeptid, mit P kritisch fiir Inter-



128 5 Diskussion

aktion) entspricht einem anderen Interaktionsmotiv fiir FKBPs, das von der Interaktion
FKBP52 mit dem IP3-Rezeptor-Kanalprotein (CAMERON et al., 1997) abgeleitet ist (Go-
EL et al., 2001). Es folgt fast unmittelbar der sechten Transmembranregion von DmTRPL
und hat deshalb eine ideale sterische Position zur Regulation der Kanalpore. Dieses Motiv
findet sich in abgewandelter Form auch in TRP, allerdings wurde bisher keine Interaktion
DmTRP/dFKBP59 gezeigt. Fura- Assays belegen, dass die Interaktion mit dFKBP59 den
Ca?*-Einstrom via TRPL hemmt (GOEL et al., 2001). Die Interaktionen von TRPL, INAD
und dFKBP59 werden in dieser Arbeit durch rekombinante Co-Expression von jeweils zwei
Komponenten untersucht. Folgende Interaktionen werden belegt: DmTRPL / dFKBP59,
DmTRPL / DmINAD sowie DmINAD /dFKBP. Ob die Assoziationen miteinander um
die entsprechenden Interaktionspartner konkurrieren oder gleichberechtigt nebeneinander
bestehen, bleibt auferund dualer Co-Expression unbeantwortet.

Alle dargestellten Untersuchungsansitze befassen sich mit singuldren Wechselwirkungen
von TRPL durch heterologe Co-Expression eines potentiellen Interaktionspartners. Es gibt
jedoch keine Erkenntnisse {iber mégliche wechselseitige Beeinflussung der Interaktionen.

5.2.4 Regulationsmechanismen TRPL- und TRP-abhingiger

Tonenstrome

Gegenwértige Sichtweisen der Phototransduktion beruhen auf einer Vielzahl von Daten,
die die Generierung des lichtabhingigen Ca?T- und Nat-getragenen Rezeptorpotentials
in mikrovillaren Photorezeptorzellen von D. melanogaster unter Involvierung TRP- und
TRPL-abhéngiger lonenkanéle belegen. Wiahrend die TRP-basierten Kanéle den Haupt-
anteil der lichtinduzierten Photorezeptorantwort vermitteln (Ca?t / Na*-Einstrom), wird
TRPL eher fiir Feinmodulationen verantwortlich gemacht: BAHNER et al., 2002 konnten
zeigen, dass funktionelle TRPL-Kanéle bei dunkeladaptierten Fliegen im Gegensatz zur
Lichtsituation in der Photorezeptormembran angereichert sind. Diese Kanalanreicherung
ermoglicht eine erhohte Sensitivitédt im schwachen Hintergrundlicht.

Fiir heterolog exprimiertes TRPL lassen sich die zahlreich beschriebenen regulatorischen
Einfliisse wie folgt zusammenfassen: Im Gegensatz zur Situation im Photorezeptor besitzt
rekombinant exprimiertes DmTRPL per se ein Grundniveau an konstitutiver Aktivitét
(Referenz sind zusammengestellt im Abschnitt 5.2.1). Durch verschiedene Einfliisse, die
Prozesse im Photorezeptor simulieren, kann die konstitutive TRPL-Grundaktivitit er-
hoht werden. Ein zentraler Aspekt ist die TRPL-Aktivierung {iber einen Prozess unter
G-Protein- und PLC-Beteiligung. Belege dafiir sind: ) G-Protein-aktivierende Mechanis-
men erhohen die TRPL-Aktivitdt: co-exprimierte heptahelikale Rezeptoren (aktivieren
PLCQ) fithren bei Stimulation durch Agonisten G-Protein-gekoppelter Rezeptoren zu ei-
nem auswartsgerichteten Ionenstrom (Sf9-Zellen, HARTENECK et al., 1995; KUNZE et al.,
1997); die Co-Expression des muskarinischen Acetylcholinrezeptors aktiviert TRPL ver-
mittelt iber ein Pertussis-Toxin-insensitives G-Protein (S2 -Zellen, YAGODIN et al., 1998);
II) G-Proteinaktivitét vermittelt die TRPL-Aktivierung: eine stabilisierte Form von GTP
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fithrt zur Aktivierung von TRPL (Xenopus-Oocyten, LAN et al., 1996); direkte Ga-11-
vermittelte Aktivierung ist dokumentiert (OBUKHOV et al., 1996) und III) PLC-Aktivitét
ist Uber die erzeugten Produkte (DAG und IPj) in die Aktivierung von TRPL involviert
(ungekldrt ist, tiber welches der beiden Produkte die weiteren Schritte der Signaltransduk-
tion vermittelt werden): die Aktivierung von PLC-Signalwegen verstirkt den TRPL-Strom
(COS-Zellen, HAMBRECHT et al., 2000); ein Aktivierungsmechanismus tiber IP3 (ein Pro-
dukt von PLCG-Aktivitédt) wird beschrieben (Sf9-Zellen, DONG et al., 1995); die Zugabe
von PUFAs (metabolisierbar ans DAG, einem Produkt von PLCS-Aktivitdt) aktiviert he-
terologes TRPL (CHYB et al., 1999, PUFA-Aktivierung wird auch im Photorezeptor beob-
achtet). Gegen eine [P3-vermittelte Aktivierung der lonenkanile spricht allerdings, dass in
Fliegenmutanten mit Defekt im IP3-Rezeptor keine Defekte in der visuellen Signaltrans-
duktion beobachtet werden. Ein zweiter bedeutender Aspekt der TRPL-Regulation ist die
Rolle Ca?*-abhingiger Prozesse. Beschrieben sind: 1) die Co-Expression mit einem Rezep-
tor, der in Ca?*-Signaltransduktionswege eingebunden ist (M5 muskarinischer Rezeptor),
vermittelt eine TRPL-Regulation dhnlich zum Photorezeptor (Sf9-Zellen, Hu AND SCHIL-
LING, 1995); II) in TRPL wurden Calmodulin-Bindungsstellen identifiziert (WARR AND
KELLY, 1996); 111) die Thapsigargin-Applikation induziert einen TRPL-Aktivitdtsanstieg
(Sf9-Zellen, ESTACION et al., 1999; COS-Zellen, HAMBRECHT et al., 2000) und IV) TRPL
wird durch Ca*" und Calmodulin (CaM) aktiviert (Xenopus-Oocyten, LAN et al., 1996);
fiir die trans-Stimulation von TRPL durch CCE (kapazitativer Ca?"-Einstrom, neuer:
SOCE - store-operated calcium entry) ist die Bindung von CaM iiber das zweite CaM-
Bindungssequenzmotiv (CBS-2) wichtig (ESTACION et al., 1999; Calmodulin-Einfluss in
CHO-Zellen: ZIMMER et al., 2000). Fiir tDmTRPL in S2-Zellen stellen HARDIE AND
RAGHU, 1998 fest, dass die ermittelten Daten mit dem Modell einer TRPL-Aktivierung
iiber G-Protein- und PLC-vermittelte Prozesse konsistent sind, aber weder Ca2* noch IPs
die primédren Aktivatoren des Kanals sind.

Ebenso sind hemmende Einfliisse auf rDmTRPL beschrieben. Im Gegensatz zur zahlreich
dargestellten Erleichterung der TRPL-Aktivierung durch Ca?* berichten HARDIE AND
RAGHU, 1998 iiber einen inhibierenden Effekt der Freisetzung von caged-Ca?* in S2-Zellen
in einigen Fillen. Die Bedingungen konnten allerdings nicht bestimmt werden. Die in der
vorliegenden Arbeit vorgestellten WCR-Messungen stiitzen einen inhibitorischen Einfluss
von Ca?t auf den DmTRPL-abhingigen Tonenstrom: unter Ca?*-freien Bedingungen wer-
den reproduzierbar deutlich hohere Ionenstromamplituden bei singulérer Expression von
rDmTRPL-EGFP in S2-Zellen erzielt. GOEL et al., 2001 identifizieren das Immunophilin
dFKBP59 als inhibierend wirksamen Interaktionspartner von TRPL.

Heterolog exprimiertes TRP ist nicht konstitutiv aktiv sondern agiert als SOC, was bedeu-
tet, dass die Aktivierung durch Leerung interner Ca?"-Speicher erfolgt (Darstellung der
TRP-Eigenschaften unter 5.2.1). Die beobachtete Aktivitdt wird durch Co-Expression
von INAD beeinflusst. In Anwesenheit von INAD geht der beobachtete store operated
Ca*" entry via TRP INAD-konzentrationsabhéingig verloren (Calliphora vicina-TRP in
Sf9-Zellen, HARTENECK et al., 2002), was auf regulatorische Einfliisse der TRP-INAD-
Assoziation hindeutet. Mit Ausnahme des dargestellten Experiments wurde der Einfluss
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von INAD-Signalkomplexkomponenten auf rekombinant exprimiertes TRP bisher jedoch
nicht untersucht. Der Einfluss des INAD-Kernkomplexes auf TRP-lonenstrome wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstmals untersucht und wird unter 5.3 diskutiert.

Die zusammengetragenen und dargestellten Daten sind konsistent mit der Vorstellung di-
stinkter TRP- und TRPL-Kanéle im Photorzeptor von D. melanogaster. Moglicherweise
bildet TRP~ einen dritten Ionenkanal im Photorezeptor, da bei heterologer Expression in
HEK-Zellen ein konstitutiver Ionenstrom detektiert wird dhnlich zur Situation singulérer
TRPL-Expression (XU et al., 2000). Aktiviert werden die TRP- und TRPL-Kanile (mog-
licherweise auch TRP#) lichtabhéngig unter Involvierung des visuellen G-Proteins und von
norpA-kodierter PLCG. Die Entkopplung der INAD-TRP-Interaktion mit resultierender
Fehllokalisation von TRP fiithrt zum nahezu vollstandigen Verlust der Signaltransduktion
(TSUNODA et al., 1997). Die INAD-vermittelte Verankerung von TRP im Rhabdomer
bindet das Ionenkanalprotein demnach an Regulationsmechanismen seiner Aktivitdt an.
Ahnliches ist fiir die TRPL-Aktivitét vorstellbar. Die Interaktion von TRPL mit INAD ist
sowohl bei rekombinanter Expression als auch im Photorezeptor von Drosophila gezeigt
(GOEL et al., 2001). In trp-Mutanten, auf die sich in vivo-Daten iiber TRPL stiitzen,
verbleiben ca. 25% des INAD-Wildtypniveaus im Rhabdomer (TSUNODA et al., 2001)
und konnten TRPL-Regulationsmechanismen vermitteln, die die in heterologen Syste-
men beobachtete konstitutive Aktivitét von TRPL unterbinden. Denkbar ist, dass das
verbleibende rhabdomerlokalisierte INAD auch in #rp-Mutanten dFKBP59 im Rhabdo-
mer lokalisiert und die beschriebene inhibitorische Interaktion dFKBP / TRPL unterstiitzt
(Interaktionen von INAD, TRPL und dFKBP sowie regulatorischer Einfluss von dFKBP
siche GOEL et al., 2001). Zusammengenommen ergibt sich daraus eine alternative Erkl&-
rungsmoglichkeit zur TRPL-Heteromerisierungshypothese (XU et al., 2000) fiir die in vivo
fehlende konstitutive TRPL-Aktivitat in trp-Mutanten.

Differierende Interaktionen und Regulationen der verschiedenen TRP-Kanalproteine mo-
dulieren moglicherweise den Einsatzbereich distinkter TRP-Kanéle im mikrovillaren Pho-
torezeptor. BAHNER et al., 2002 belegen beispielsweise fiir TRPL eine Funktion in der
Adaptation an verschiedene Lichtbedingungen. Die belegte lichtabhéngige Translokation
von TRPL aus den Rhabdomeren heraus als Adaptationsmechanismus kénnte notwendig
sein zur Kompensation einer temporidren TRPL-Abkopplung von INAD und den assozi-
ierten Regulationsmechanismen. Abgeleitet aus heterologen TRPL-Expressionen ist freies
TRPL mutmaflich konstitutiv aktiv. Die Hypothese distinkter TRP-Kanéle, aktiviert
iiber den Prozess G-Protein-aktivierter PLCG-Aktivitdt und mit differierenden Regula-
tionsmechanismen, ist konform mit den Feststellungen von NIEMEYER et al., 1996: TRP
und TRPL miissen keine heteromeren Kanéle bilden - die Mutanten trp und trpl besitzen
jeweils nur das verbleibende TRP-Protein und antworten dennoch auf Lichtaktivierung
woraus folgt, dass beide Kanéle zur Wahrnehmung des intrazelluldren Botenstoffes fa-
hig sein miissen, der die lichtaktivierte Leitfdhigkeit vermittelt; dartiber hinaus benotigt
keines der beiden Kanalproteine die vorherige Aktivierung des anderen Kanalproteins.
Ein weiterer Aspekt differierender Regulationsmechanismen der DmTRP- und DmTRPL-
Kanéle wére auch im Zusammenhang mit ePKC-abhéngiger Phosphorylierung denkbar.
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Fiir TRPL konnte bisher keine ePKC-abhéngige Phosphorylierung gezeigt werden. Neben
fehlendem Nachweis, bedingt durch mutmaflich nur temporire Assoziation von TRPL mit
dem INAD-Signalkomplex, ist es moglich, dass TRPL vergleichbar zu PLCS (L1u et al.,
2000) nicht phosphoryliert wird (beide Proteine besitzen PKC-Konsensusmotive). Fiir he-
teromere Kanéle reicht moglicherweise die Phosphorylierung einer Kanaluntereinheit zur
Inaktivierung aus. Fehlende ePKC-abhéngige TRPIL-Phosphorylierung ist vielleicht aber
Teil eines abweichenden Mechanismus, der differenzierte Steuerung distinkter Kanile un-
ter gleichen Lichtbedingungen und damit Adaptation an verschiedene Lichtverhéltnisse
ermoglicht. Ebenso ist eine TRPL-Steuerung durch Phosphorylierung von INAD nicht
ausgeschlossen. Eine Situation &hnlich zur Adaptation an verschiedene Lichtbedingungen
ist die Perzeption unterschiedlicher Temperaturen. Fir die Temperatursensitivitit der
Mammalia ist belegt, dass verschiedene Kanalproteine, im iibrigen Mitglieder der TRP-
Proteinfamilie, in die Wahrnehmung verschiedener Temperaturbereiche involviert sind
(TRPV1 [Vanilloidrezeptor Subtyp 1]: CATERINA et al., 1997; TRPV2 [Vanillloidrezeptor-
dhnlich Typ 1]: CATERINA et al., 1999; TRPV3 und TRPV4: GULER et al., 2002; TRPMS8
[=CMR1]: MCKEMY et al., 2002 und PEIER et al., 2002).

5.3 Co-Expression von zentralen Komponenten des
INAD-Signalkomplexes von D. melanogaster in

einem photorezeptorunabhingigen Hintergrund

Eine Vielzahl von Komponenten, die in ihrem Zusammenwirken die Photorezeptorantwort
auf perzipierte Lichtsignale vermitteln, wurden in Mutagenese-Experimenten identifiziert.
Die Durchmusterung der erzeugten Fliegenmutanten erfolgte mit differierenden Metho-
den (Einblicke: genetischer Screen: PAK, 1979 und PAK, 1995; revers-genetischer Ansatz
[Screening von Western Blots zur Nullproteinidentifizierung]: DOLPH et al., 1993 mit trpl-
Identifizierung durch NIEMEYER et al., 1996). Allerdings sind in vielen Mutanten der
Phototransduktionskaskade weitere Komponenten, vor allem die Kernkomponenten des
INAD-Signalkomplexes, instabil und es kommt zur retinalen Degeneration. Funktions-
analysen einzelner Komponenten werden weiterhin begrenzt durch das Fehlen geeigneter
Mutanten und durch den nicht exakt definierten photorezeptorspezifischen Hintergrund,
wie die kiirzliche Identifizierung weiterer Proteine mit Einfluss auf die Phototransduktion
(beispielsweise dFKBP59 oder TRP#y) zeigt. Die Auswirkungen einer Mutation kénnen
iiberlagert oder modifiziert werden. Die Analyse einzelner und definiert zusammengestell-
ter Komponenten in einem vom Photorezeptor unabhéngigen genetischen und vor allem
Proteomhintergrund wird erméglicht durch rekombinante Fxpression. Durch rekombinan-
te Expression ist ebenfalls eine schnelle Analyse von Struktur-Funktionsbeziehungen an
gezielt mutierten Proteinen moglich. Ausserdem sind beispielsweise S2-Zellen als rekom-
binantes Expressionssystem fiir elektrophysiologische Analysen (patch clamp-Messungen,

besonders Einzelkanalableitungen) besser zugénglich als Photorezeptoren.
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5.3.1 Co-Expression der vier INAD-Kernkomplexkomponenten

Fiir die Signaltransduktion im mikrovilliren Photorezeptor von D. melanogaster wur-
de die Bildung eines Multiproteinkomplexes identifiziert. Im INAD-Signalkomplex einge-
bunden sind TRP, ePKC, INAD und PLCS (HUBER et al., 1996a; CHEVESICH et al.,
1997; TSUNODA et al., 1997). Als Haupttriiger des lichtabhiingigen Ca?'-Einstroms in
die Photorezeptorzellen nimmt die Untersuchung der Regulation von TRP eine zen-
trale Rolle ein. Versuche, TRP rekombinant zu exprimieren, fithrten entweder zu kei-
ner funktionellen Expression oder resultierten in der Bildung von Kanélen mit Cha-
rakteristika, die deutlich von denen des nativen TRP abweichen (Zusammenfassung der
rekombinanten TRP-Expressionen im Abschnitt 5.2.1). Eine mogliche Ursache fiir die
Unterschiede kénnte im Fehlen der weiteren Komponenten des INAD-Signalkomplexes
in den rekombinanten Expressionssystemen begriindet sein. Daher erfolgte im Rahmen
des dargestellten Dissertationsprojektes erstmals die Etablierung der rekombinanten Co-
Expression einerseits aller vier Hauptkomponenten des INAD-Komplexes und zum an-
deren von jeweils drei der Komponenten in variierenden Kombinationen. Die Expres-
sion von rDmePKC, rDmINAD-EGFP, rDmTRP und rDmPLCS-V5 wurde biochemisch
durch Immunprézipitationen, IMAC und Western Blot Analysen sowie immuncytoche-
misch verifiziert. Die Analyse der subzelluldren Distribution der rekombinanten Protei-
ne ergibt bei singuldrer Expression, unabhéngig von der Zugehorigkeit zu Klassen wie
integrale oder periphere Membranproteine oder cytoplasmatische Proteine, eine nahe-
zu homogene Verteilung innerhalb der gesamten S2-Zelle mit Ausnahme des Zellkerns.
Dieses Lokalisationsmuster dndert sich fir keine der rekombinant exprimierten Kompo-
nenten in Abhéngigkeit von der Co-Expression weiterer Kernkomponenten des INAD-
Signalkomplexes, wie die immuncytochemischen Lokalisationsmuster der klonal selektier-
ten Linien Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC] A8 und E4, Komp[ePKC;TRP;PLC] cAHI12,
Komp[INAD;ePKC;PLC] b-E12, Komp[INAD;TRP;ePKC] a-H5 und Komp[INAD;TRP;
PLC] 2-D12 belegen. Ebenso stimmen die Co-Lokalisationsmuster aller Linien iiberein.
Ursache der Proteinlokalisationen innerhalb der gesamten Zelle ist mutmaflich die subzel-
luldre Struktur von S2-Zellen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von S2-Zellen (YA-
GODIN et al., 1999) enthiillen die Verteilung eines Netzwerks von tubulidrem Endoplas-
matischen Reticulum innerhalb der gesamten Zelle. Die Synthese rekombinanter Proteine
innerhalb der gesamten S2-Zelle iiberdeckt moglicherweise co-expressionsabhéngige Re-
lokalisationen. Die Lokalisationsdaten der co-exprimierenden S2-Linien erlauben somit
keine Differenzierungen zwischen einer Co-Lokalisation aufgrund assemblierter INAD-
Teilkomplexe und der losen Verteilung von Co-Expressionsprodukten, wie sie in der Linie
Komp[ePKC;TRP;PLC] mit fehlendem Geriistprotein erwartet wird. Abweichende Lo-
kalisationsmuster exprimierter INAD-Komplexkomponenten (INAD und ePKC in CHO-
Zellen, TSUNODA et al., 2001) beruhen mutmaBlich auf einer differierenden Subzellular-
struktur, beispielsweise in polarer strukturierten Zellen, die eine Differenzierung zwischen
dem Syntheseort und der endgiiltigen Lokalisation des Proteins erlauben.

Die zur Expression von rDmINAD verwendete DmINAD-cDNA, inaDN2 (Sequenz ent-
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spricht INAD-N /INAD-V unter A.13), hat mutmaflich keinen Einfluss auf dargestellte
Ergebnisse. Die Analysen publizierter INAD-Aminoséduresequenzen ergeben trotz abwei-
chender Nukleinsdureabfolge eine hochkonservierte INAD-Primérstruktur und schlieffen
somit funktionelle Differenzen aus (Sequenzanalysen im Anhang unter A.13 und A.12).
Die einzige Ausnahme davon bildet die im Verlauf der Entstehung dieser Arbeit publizierte
natiirliche Variation der INAD-Proteinsequenz (PDZ2) mit unterschiedlicher Bindungs-
stirke fir ePKC (KUMAR AND SHIEH, 2001).

Die generierten klonalen Linien Komp[INAD;TRP;PLC;ePKC], Komp[ePKC;TRP;PLC],
Komp[INAD;ePKC;PLC], Komp[INAD;TRP;ePKC| und Komp[INAD;TRP;PLC] sind ge-
eignet, erstmals komplexere Wechselwirkungen der Kernkomplexkomponenten des INAD-
Signalkomplexes isoliert von ihrem Umfeld im Photorezeptor reproduzierbar zu untersu-
chen. Im Mittelpunkt der Analysen stehen folgende Fragen: I) wird der INAD-Signalkom-
plex autonom assembliert, II) resultiert die rekombinante Co-Expression von TRP, INAD,
¢PKC und PLCg in der Bildung funktioneller TRP-Ionenkanéle und III) welchen Einfluss
haben die co-exprimierten Komplexkomponenten auf die Funktion der TRP-Kanéle und

damit die Modulation des TRP-abhéngigen lonenstroms.

5.3.2 Assemblierung eines rekombinanten INAD-Komplexes

Verschiedene unabhéngige Publikationen beschéftigten sich mit Einfliissen auf die Bil-
dung des INAD-Signalkomplexes. Der INAD-Signalkomplex liegt im Photorezeptor, mit
Riicksicht auf Protein-turn over, stationédr vor. Messungen zum Verbleib von TRP in der
rhabdomerischen Membran finden eine Reduktion um 25% nach neun Tagen (INAD-
Halbwertszeit: 5,5d, L1 AND MONTELL, 2000). Der Versuch belegt eine relative Konstanz
der INAD-Signalkomplexe in den lichtsensitiven Membranen, da ohne Komplexanbin-
dung die TRP-Lokalisation nicht mehr auf die Mikrovilli beschrankt ist sondern sich {iber
die gesamte Plasmamembran erstreckt (TSUNODA et al., 1997). Aus Immunprézipitions-
untersuchungen an Drosophila-Mutanten ging hervor, dass verschiedene PDZ-Doménen
differierende und hoch-spezifische Targets besitzen (TSUNODA et al., 1997). Diese Expe-
rimente legen ferner nahe, dass die Interaktion zwischen einem Geriistprotein und dem
jeweiligen Partner unabhéngig von weiteren Interaktionspartnern entsteht. Die Interak-
tion von TRP und INAD wird als Kern zum Aufbau und Verbleib des Komplexes in der
rhabdomerischen Membran dargestellt, wobei der Transport beider Proteine zur Mem-
bran unabhéngig voneinander erfolgt (L1 AND MONTELL, 2000 und TSUNODA et al.,
2001). Erste Belege fiir eine Praassemblierung von ePKC und PLCS an INAD, bevor
INAD die rhabdomerische Membran erreicht, finden TSUNODA et al., 2001. Demnach
kidme INAD eine entscheidende Rolle im zielgerichteten Membrantransport zu. Die Frage
nach der Involvierung zusétzlicher Faktoren in den Mechanismus der Komplexetablie-
rung fithrt zu NINAC (Myosin III). NINAC besitzt eine INAD-Bindungsstelle, das C-
terminale PDZ-Doménen-Interaktionsmotiv VDI (Interaktion mit PDZ1, KIMPLE et al.,
2001). WEs et al., 1999 konnten jedoch zeigen, dass NINAC nicht fiir die Lokalisation
des INAD-Signalkomplexes erforderlich ist sondern vermutlich in einen Prozess zur sta-
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bilen Termination der Phototransduktion involviert ist. Fiir Rhodopsin, PLCG, ePKC
und TRPL wird festgestellt, dass sie fiir die rhabdomerische Verteilung von INAD ent-
behrlich sind (L1 AND MONTELL, 2000). PSD-95 ist ein weiteres PDZ-Doménenprotein
und Gertist eines Komplexes. Es wurde gezeigt, dass der Transport von PSD-95 in das
postsynaptische Kompariment vesikelabhéngig ist und nach der Assemblierung von Kom-
plexkomponenten erfolgt (EL-HUSSEINI et al., 2000). Ein dhnlicher Mechanismus koénnte
dem INAD-Signalkomplextransport zugrunde liegen. Zusammengefasst sind weder der
Ort der Komplexbildung noch die Form des Transports der einzelnen Komponenten be-
ziehungsweise des praassemblierten Komplexes zur mikrovillaren Photorezeptormembran
bekannt und es fehlen ebenso Informationen iiber die Involvierung weiterer Faktoren in
den Zusammenbau des INAD-Signalkomplexes.

Die erfolgreiche Co-Expression der vier Hauptkomponenten (lichtabhéngiger Ca?'-Ionen-
kanal TRP, augenspezifische Proteinkinase C, norpA-kodierte Phospholipase C-5 und Ge-
ristprotein INAD) des INAD-Signalkomplexes von D. melanogaster in S2-Zellen wirft die
Frage auf, ob die rekombinante Co-Expression der Komponenten in einem photorezeptor-
unabhingigen Hintergrund ausreichend ist fiir die Assemblierung des INAD-Signalkom-
plexes. Die generierten S2-Linien mit Co-FExpression der Kernkomponenten des INAD-
Signalkomplexes wurden durch Immunprézipitationen mit Analyse der Co-Prézipitations-
produkte auf Interaktionen zwischen den rekombinanten Proteinen untersucht. Die Im-
munprézipitationen aus den Linien INAD-Komplex, im besonderen den zellklonbasierten
Linien A8 und E4, wurden mit Antikorpern gerichtet gegen verschiedene Komponenten
des mutmafBlichen Komplexes vorgenommen. Die Analysen mit a-DmTRP prazipitieren
zusammen mit tDmTRP spezifisch tDmePKC und rDmPLCSG-V5 aus polyklonalen Li-
nien. Die Anwesenheit dieser Komponenten legt die Interaktion zwischen rDmTRP und
rDmINAD-EGFP nahe, da die Prazipitation des INAD-Komplexes aus D. melanogaster
die Anwesenheit des Gertistproteins INAD erfordert (Kapitel 2.3.1) und keine direkte
Interaktion beider Proteine mit TRP unter Ausschluss von INAD (inaD-Nullmutante)
erfolgt. Die direkte Interaktion von rDmTRP mit rDmINAD-EGFP in S2-Zellen doku-
mentieren die Daten der a-DmTRP-Préazipitation aus Klon A8. Prézipitationsuntersu-
chungen mit a-V5 und a-EGFP resultieren ebenfalls in Co-Préazipitationen von mehre-
ren Komponenten des rINAD-Signalkomplexes in nachweisbarer Quantitit, wie die dar-
gestellten Experimente in Abbildung 4.26 dokumentieren. Allerdings kann rDmTRP in
beiden Immunprézipitaten nicht nachgewiesen werden. Unspezifische Wechselwirkungen,
beispielsweise zwischen a-DmINAD und DmTRP, schrénken die Nachweisbarkeit der Pro-
teininteraktionen ein. Festzuhalten ist, dass durch den redundanten direkten und indirek-
ten Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen die Bildung eines rekombinanten INAD-
Signalkomplexes, bestehend aus den vier rekombinant in S2-Zellen exprimierten Kom-
ponenten, nahegelegt wird. Analog wurde die Etablierung von Teilkomplexen und somit
eine mogliche Praassemblierung durch Immunprézipitation untersucht. Wie erwartet, ist
in Abwesenheit des Geriistproteins rDmINAD-EGFP in der Linie Komp[ePKC; TRP;PLC]
cAH12 keine Co-Prazipitation der rekombinanten Expressionprodukte moglich. Dieses Er-

gebnis stimmt mit den Untersuchungen von inaD-Nullmutanten (D. melanogaster) iiber-
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ein. Ebenfalls vergleichbar zur Situation im Photorezeptor resultiert die Expression von
nur drei INAD-Komplexkomponenten unter Einbeziehung von INAD in der Bildung ei-
nes Teilkomplexes. Beispielhaft dargestellt ist die Co-Préazipitation von rDmINAD-EGFEP,
rDmePKC sowie tDMTRP aus der Linie a-Hb, die damit dem Prézipitationsverhalten
einer norpA-Nullmutante entspricht. Die Bildung stabiler rekombinanter INAD-Teilkom-
plexe stiitzt die Sichtweise einer voneinander unabhéngigen Anbindung der INAD-Interak-
tionspartner an das Geriistprotein, die TSUNODA et al., 1997 darstellen.

Die Immunprézipitationsuntersuchungen an rekombinant co-exprimierenden S2-Zellen wei-
sen erstmals nach, dass die Bildung rekombinanter INAD-Signalkomplexe beziehungsweise
Teilkomplexe keine weiteren photorezeptorspezifischen Komponenten erfordert. Vielmehr
handelt es sich um einen selbstorganisierenden Prozess, vermutlich unter Involvierung
von allgemeinen intrazelluldren Transportmechanismen. Die Erkennung und Bindung von
PDZ-Interaktionsmotiven an PDZ-Doménen erfolgt vermutlich spontan. Diese Beobach-
tung wird gestiitzt durch mehrere Untersuchungen mit Peptiden von Targetproteinen
(nachzuschlagen beispielsweise in RANGANATHAN AND Ross, 1997; FUH et al., 2000).
Die Immunprézipitationen des INAD-Signalkomplexes aus rekombinant exprimierenden
S2-Zellen unterscheiden sich in zwei Punkten von denen aus Photorezeptormembranen
von D. melanogaster: 1) Im Gegensatz zum stochiometrischen Verhéltnis der vier Haupt-
komplexkomponenten zueinander im Prézipitat aus Photorezeptormembranen, in denen
die INAD-Signalkomplexe stark angereichert sind, erfolgt die Prézipitation von Kompo-
nenten des rINAD-Komplexes substochiometrisch: die jeweils direkt prézipitierte Kom-
ponente 143t sich im gefarbten Proteinmuster identifizieren wohingegen co-prézipitierte
Proteine nur durch spezifische Immunmarkierung detektierbar sind; II) in keinem Pré-
zipitationsansatz konnen alle vier rekombinanten Signalmolekiile nachgewiesen werden.
Entweder liegt ein Teil der rekombinant exprimierten Proteine immer komplexungebun-
den in den S2-Zellen vor oder ein Teil der Interaktionen zwischen den Komplexkompo-
nenten wird wahrend der Prézipitationen gelost. Ursache der unterschiedlichen Préazi-
pitationsergebnisse ist hauptséchlich der deutlich geringere Anteil an exprimiertem und
assembliertem Komplex im Verhéltnis zum Gesamtproteingehalt in S2-Zellen verglichen
mit Photorezeptorzellen. Dieses Verhéltnis bestimmt den weitaus hoheren Hintergrund
an unspezifisch préazipitierten Proteinen als methodisches Artefakt bei Immunprézipita-
tionen aus S2-Zellen verglichen mit nahezu hintergrundfreien INAD-Komplexen prazipi-
tiert aus Fliegenkopfen. Diese unspezifisch gebundenen Proteine behindern einerseits die
effiziente Prazipitation des rINAD-Komplexes und iiberlagern zum anderen die Immun-
markierung der Co-Prézipitate. Ein Bild dhnlich zur Prézipitation aus S2-Zellen ergibt
sich bei der Immunprazipitation des INAD-Signalkomplexes aus ganzen Fliegen (Referenz:
Abbildung 4.44 B): die Co-Prézipitation der Komplexkomponenten erfolgt substochiome-
trisch und das Immunprézipitat umfasst einen hohen unspezifischen Hintergrund. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass ein Teil der fehlenden stochiometrischen Assemblierung des
rekombinanten INAD-Signalkomplexes in S2-Zellen auf einem Préparationsartefakt bei
Immunprézipitation beruht.

Fiir PLCS sind zwei differierende Interaktionen mit INAD beschrieben: A) die Bindung
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einer nicht ndher definierten internen Region von PLCS an INAD-PDZ5 (vAN Hul-
ZEN et al., 1998) und B) eine schwefelbriickenbasierte Interaktion des PDZ-Doménen-
Interaktionsmotivs von PLCS (FCA) mit PDZ1 von INAD. Die schwefelbriickenbasierte
Interaktion wird mehrfach als sehr stabil beschrieben: I) da die Disulfidbriicke kritisch
fiir die high-affinity-Heterotetramerbildung aus INAD und PLCJS ist und als Absicherung
einer konstitutiven Assoziation dient, wird sie sogar in der reduzierenden Umgebung eu-
karyotischer Zellen gebildet (KIMPLE et al., 2001) und II) die Nutzung der letzten fiinf
Aminoséduren von norpA-kodierter PLCS ist aufgrund kovalenter Interaktion als affini-
ty purification tag moglich (KIMPLE AND SONDEK, 2002). Die rekombinante Expression
von PLCS in S2-Zellen erfolgte als rtDmPLCB-V5-His. Durch die C-terminale Fusion der
beiden Epitope V5 und Hexahistidin wird das C-terminale PDZ-Interaktionsmotiv von
PLCS in die Primérstruktur des Fusionsproteins hinein verlagert und damit moglicher-
weise die Interaktionsfahigkeit gestort. Die dargestellten Immunprézipitationsexperimente
belegen eine robuste Interaktion der Proteine rDmINAD-EGFP und rDmPLC3-V5-His
in S2-Zellen. Die offensichtliche Festigkeit der Interaktion rDMINAD-EGFP - rDmPLCS3-
V5-His spricht fiir die Ausbildung beider beschriebenen Interaktionen. Ein Erhalt der
Interaktionsfahigkeit mit PDZ-Doménen bei Verlagerung der Interaktionsmotive distal
vom unmittelbaren C-Terminus wirft moglicherweise ein neues Licht auf die umstritte-
ne Frage des PDZ-Interaktionsmotives von TRP: endterminal (L1 AND MONTELL, 2000,
pull down assay) oder 12 Aminosduren vom COOH-Terminus entfernt (SHIEH AND ZHU,
1996, ermittelt in ligand overlay assays mit mehreren Fusionsproteinen). Obwohl PDZ-
Doménen-Interaktionsmotive endterminal charakterisiert sind, wird die strukturbeding-
te Assoziation von Doméne und Interaktionsmotiv vermutlich nicht zwingend durch ei-
ne Verldngerung des Peptides unterbunden. PDZ-Interaktionen mit internen Peptidse-
quenzen wurden zudem in den letzten Jahren mehrfach dokumentiert (Referenzen unter:
http://www.expasy.org/prosite/, PROSITE cross-reference: PS50106, PDZ). Eine mogli-
che PDZ-Doménen-basierte Interaktion mit INAD iiber nicht endterminal gelegene Motive
wére dann auch fiir TRPL denkbar. Mogliche PDZ-Interaktionsmotive bestehen 12 und
15 Aminosduren vom C-Terminus entfernt: die Aminosduren 1107-1112 der DmTRPL-
Sequenz entsprechen mit SDISSI zweimal direkt hintereinander einem PDZ-Doménen-
Interaktionsmotiv vom Typl. Die TRPL-Interaktion mit INAD muss jedoch nicht auf
PDZ-Doménen begrenzt sein.

Der Nachweis der unabhéngigen Bildung von rINAD-Signalkomplexen als Folge der re-
kombinanten Co-Expression fithrt zu der Frage, ob TRP im rekombinanten Signalkomplex
funktional ist.

5.3.3 Funktionalitit von rDmTRP im rINAD-Signalkomplex

und Einfliisse assoziierter Komplexkomponenten

Im Wildtyp von D. melanogasterliegt TRP eingebunden im INAD-Signalkomplex vor. Die
Bildung eines rekombinanten INAD-Signalkomplexes in den S2-Linien Komp[INAD;TRP;
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PLC;ePKC] unter Einbindung von rDmTRP generiert fiir Untersuchungen von rDmTRP
erstmals ein Umfeld vergleichbar zur Situation im mikrovilldren Photorezeptor. Von be-
sonderem Interesse ist daher das physiologische Verhalten dieser rDmTRP-Proteine. Die
in dieser Arbeit dargesteliten elektrophysiologischen Analysen (whole cell recordings) zei-
gen fiir den rekombinanten INAD-Signalkomplex in den beiden klonalen Linien A8 und
E4 einen konstitutiven lonenstrom. Der detektierte Ionenstrom in den Linien E4 und
AR besitzt eine grofle auswirts gerichtete Komponente, ein Charakteristikum von TRP-
Kanélen, sowie eine kleine einwérts gerichtete. Der Vergleich mit der S2-Linie b-E12,
die alle INAD-Kernkomplexkomponenten mit Ausnahme von TRP exprimiert, enthiillt,
dass der dargestellte auswartsgerichtete Ionenstrom spezifisch auf rDmTRP zuriickge-
fithrt werden kann. Die kleinere einwértsgerichtete Komponente des Ionenstroms wird in
der Referenzlinie ebenfalls detektiert und ist somit nicht spezifisch fiir TRP. Vergleiche mit
weiteren untersuchten Linien, beispielsweise S2, zeigen, dass die einwértsgerichtete Kom-
ponente von S2-endogenen Kanilen verursacht wird und Ca?*-abhéngig ist. Die Steuerung
S2-endoger Kanile durch rekombinante Co-Expression von rDmINAD-EGFP, rDmePKC
und rDmPLC3-V5-His wird nicht beobachtet. Aus diesen Darstellungen folgt, dass in S2-
Zellen bei rekombinanter Expression der Hauptkomponenten des INAD-Signalkomplexes
mit Bildung eines rINAD-Signalkomplexes rDmTRP funktional exprimiert wird. TRP-
charakteristische Parameter, wie beispielsweise die Inhibition durch La3t, kénnen nach-
gewiesen werden.

Die in Photorezeptoren von D. melanogaster beobachteten Charateristika des TRP-Ionen-
kanals sind neben intrinsischen Eigenschaften des TRP-Proteins bedingt durch regulato-
rische Wechselwirkungen von TRP mit Effektoren. Zu diesen Effektoren gehort INAD.
INAD ist erforderlich fiir die rdumliche Lokalisierung von TRP im Rhabdomer der Pho-
torezeptorzelle. Dariiber hinaus bindet INAD TRP an ePKC an, eine Voraussetzung fiir
die ePKC-abhingige Phosphorylierung und damit mutmaflich Inaktivierung von TRP-
Kanilen. Die Aktivierung von TRP iiber PLC3-vermittelte Prozesse steht ebenfalls mit
INAD in Verbindung durch Assemblierung von PLCS und TRP im INAD-Signalkomplex.
Im rekombinanten System S2, speziell in den klonalen S2-Linien a-H5 (Komp[INAD; TRP;
ePKC]), 2-D12 (Komp[INAD;TRP;PLC]), b-E12 (Komp[INAD;ePKC;PLC]) sowie cAH12
(Komp[ePKC;TRP;PLC]), sind die exprimierten Komponenten des INAD-Komplexes, im
Gegensatz zu Fliegenmutanten mit Defekten in Proteinen der Phototransduktion, abge-
koppelt von weiteren photorezeptorspezifischen Interaktionspartnern bekannter und vor
allem unbekannter Natur und damit einem gezielten Studium der individuellen Funktion
auf den INAD-Signalkomplex und im besonderen auf den TRP-abhéingigen lonenstrom
zuganglich.

Der in A8 und E4 (Komp[INAD; TRP;PLC;ePKC]|) detektierte TRP-abhéngige lonen-
strom ist gekoppelt an die Anwesenheit von rDmPLC3-V5-His: die WCR-Messungen von
Klonen der Selektion Komp[INAD;TRP;ePKC] kénnen keinen rDmTRP-abhéngigen Ilo-
nenstrom nachweisen, obwohl die rDmTRP-Expression verifiziert wurde. Entweder ist eine
konstitutive Aktivitdt von rDmPLCF-V5-His im rekombinanten INAD-Signalkomplex fiir
die Aktivitét von rDmTRP erforderlich oder das Fehlen des rekombinanten Phospholipa-
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seproteins resultiert in einer verénderten, inaktiven Konformation von rtDmTRP oder des
rINAD-Komplexes im Vergleich zu den rINAD-Signalkomplexen in den Klonen A8 und
E4. Mit den vorliegenden WCR-Messungen ist keine Unterscheidung zwischen diesen bei-
den Situationen moglich. Fehlende Lokalisation in der Plasmamembran kann als Ursache
ausgeschlossen werden, da PLCS und ePKC fiir die INAD-Lokalisation entbehrlich sind
(L1 AND MONTELL, 2000).

Die WCR-Messungen der Linie cAH12 (Komp[ePKC;TRP;PLC]) detektieren ebenfalls
keinen Tonenstrom mit TRP-Abhéngigkeit. Im Vergleich zur Situation mit Expression al-
ler vier Kernkomplexkomponenten in den Klonen A8 und E4 zeigt das die Bedeutung von
rDmINAD-EGFP fir die Funktionalitdt von rDmTRP deutlich. Die Co-Expression des
Aktivators rDmPLC3-V5-His sowie des mutmafllichen Inaktivators rDmePKC ist nicht
ausreichend, eine physische Kopplung an rDmTRP vermittelt tiber das Geriistprotein
rDmINAD-EGFP ist erforderlich fiir die Aktivitdt von rDmTRP-basierten Ionenkanélen.
Unklar bleibt fiir das rekombinante System, ob die Enzymaktivitéit der Proteine rDmePKC
und rDmPLCS fiir funktionelle TRP-lonenkanéle erforderlich ist oder ob rDmTRP in Ab-
wesenheit der Proteine eine nicht-aktivierbare Konformation einnimmt. Im mikrovilldren
Photorezeptor von inaD-Nullmutanten ist die elektrophysiologische Antwort dramatisch
verandert, es verbleibt jedoch ein restliches Rezeptorpotential. Offensichtlich beruht die-
ses Rezeptorpotential auf dem Vorhandensein mindestens eines weiteren lichtabhéngi-
gen Ionenkanals, TRPL, dessen Regulation bisher ebenfalls nicht vollstédndig geklart ist.
Selbst die Analyse einer inaD,trpFDoppelnullmutante kann die Auswirkungen eines Feh-
lens von INAD auf TRP nicht abschlieffend kliren, da die Involvierung eines weiteren
TRP-Proteins, TRP~, in die Phototransduktion nicht geklért ist. Dariiber hinaus existie-
ren eine Reihe weiterer photorezeptorspezifischer Faktoren mit nicht eindeutig bestimm-
ter Funktion. Die Unterbrechung moglicher (temporirer) INAD-Anbindungen weiterer
Proteine verursacht mutmafllich einen Teil des mutanten Phinotyps. Ausserdem werden
in Abwesenheit von INAD zumindest die INAD-Komplexproteine rasch degradiert. Die
Analysen im rekombinanten System, speziell unter Verwendung der Referenzlinie cAH12,
stellen eine Alternative fiir funktionelle Studien dar.

Die elektrophysiologischen Messungen der Linie Komp[INAD;TRP;PLC] 2-D12 unter-
scheiden sich {iberraschenderweise nicht von den Daten der Linien Komp[INAD;ePKC;PLC]
beziehungsweise Komp[ePKC;TRP;PLC]: es wird kein rDmTRP-abhingiger Ionenstrom
detektiert. Obwohl die Aktivitdt von rDmePKC bei Co-Expression in verschiedenen S2-
Linien nicht gezeigt ist, hat das Fehlen des gesamten Proteins offensichtlich dramati-
sche Auswirkungen auf die iibrigen Mitglieder des rINAD-Signalkomplexes. Die ePKC-
abhéngige Phosphorylierung von INAD und TRP wird im Zusammenhang mit der Deak-
tivierung der Photorezeptorantwort gesehen, da inaC-Nullmutanten (inaC kodiert ePKC)
bei einem nachweisbaren Ionenstrom elektrophysiologisch Inaktivierungsdefekte zeigen.
Eine ePKC-Funktion im TRP-Aktivierungsmechanismus wird nicht diskutiert. Einfliisse
von ePKC auf die Assemblierung des INAD-Komplexes oder auf den Transport prias-
semblierter Teilkomplexe sind ebenfalls nicht beschrieben. L1 AND MONTELL, 2000 und
TSUNODA et al., 2001 schlieflen sogar, dass die Lokalisation von INAD und TRP unab-
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héngig von ePKC ist. Da die Linien A8 und F4 die Bildung von rINAD-Komplexen mit
funktionalem rDmTRP als Bestandteil der Plasmamembran belegen, verbleiben zwei al-
ternative Erklarungsmoglichkeiten der Resultate aus 2-D12. Entweder ist die Anwesenheit
des rDmePKC-Proteins unabhéngig von der PKC-Aktivitdt erforderlich fiir die Ausbil-
dung einer funktionalen Konformation des gesamten rINAD-Komplexes oder rDmePKC
ist neben weiteren Funktionen involviert in den Aktivierungsmechanismus von rDmTRP.
Auf Basis der WCR-Analysen dieser Arbeit kann keine Aussage getroffen werden, welche
der beiden Moglichkeiten Ursache des beobachteten elektrophysiologischen Verhaltens ist.
Zusammenfassend wird festgehalten, dass die Etablierung eines assemblierten rINAD-
Signalkomplexes mit funktionalem rDmTRP und von S2-Zelllinien mit rekombinanten
Teilkomplexen einen wichtigen Schritt in der Analyse der Funktionen des INAD-Signalkom-
plexes darstellt. Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals direkt, dass die Anbindung von
TRP an den INAD-Signalkomplex die physiologischen Eigenschaften des lonenkanals un-
ter Ausschluss weiterer photorezeptorspezifischer Faktoren verdndert. Die Funktionalitét
von rDmMTRP ist jedoch an die Co-Expression aller INAD-Kernkomplexkomponenten ge-
koppelt. Die ermittelten elektrophysiologischen Daten kénnen keine spezifischen Finfliisse
einzelner Komponenten ausmachen. Die Analysen im rekombinanten System zeigen, dass
das Fehlen einer Komponente des rINAD-Komplexes die Funktionalitdt des gesamten
Komplexes beeintréchtigt. Das spricht fiir die Ausbildung einer spezifischen funktiona-
len Konformation von tDmTRP bedingt durch die Konformation des gesamten rINAD-
Komplexes. In elektrophysiologischen Messungen am mikrovilliren Photorezeptor werden
diese Effekte von weiteren Proteinen iiberlagert, die an der visuellen Signaltransduktion
beteiligt sind. Fine Ausnahme davon stellt das Fehlen des Aktivators PLCG dar: ohne
norpA-kodierte Phospholipase erfolgt keine Anderung des Rezeptorpotentials. Die gene-
rierten S2-Linien bilden Basis und Ansatzpunkt fiir zukiinftige Analysen verschiedenster
Aspekte der INAD-Komplexabhéngigen Signaltransduktion. Fin Beispiel dafiir ist die Be-
stimmung der TRP-Einzelkanalleitfdhigkeit in den Linien A8 und E4. Die erste direkte
Messung dieses Wertes kann beispielsweise Auskunft geben, ob TRP-Kanile eine geringe
Einzelleitfihigkeit besitzen und koordiniert agieren, wie von HAAB et al., 2000 postuliert

wird.

5.4 Paramyosin - temporire Assoziation mit dem
INAD-Signalkomplex?

Die Identifizierung der Assoziation wichtiger Signalmolekiile der Phototransduktion in ei-
nem Multiproteinkomplex ist ein Meilenstein der Untersuchungen zum Verstdndnis der
Signalwandlung und -leitung im Auge von D. melanogaster. Folgende Analysen zu Auf-
bau und Regulation des INAD-Signalkomplexes zeigten jedoch rasch deutlich, dass die
untersuchten Prozesse komplexer sind. Allein die Frage nach der Zusammensetzung des
INAD-Komplexes erwies sich als schwierig zu beantworten. Neben den vier Hauptkom-
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ponenten sind weitere Assoziationspartner beschrieben, deren Status jedoch nicht eindeu-
tig geklart ist (Darstellung: Kapitel 2.3.5). Prominentestes Beispiel dafiir ist TRPL: die
unter anderem in rekombinanten Co-Immunprézipitationsexperimenten gezeigte TRPL-
Interaktion mit INAD (GOEL et al., 2001) steht versus die belegte lichtabhéngige TRPL-
Translokation zwischen Rhabdomer und intrazellularen Membrankompartimenten (BAH-
NER et al., 2002). Diskutiert wird daher eine Dynamik des INAD-Signalkomplexes mit
temporiren Interaktionen. Experimentelle Belege fehlen jedoch. Allerdings ist fiir ver-
schiedene identifizierte Proteine mit Einfluss auf die visuelle Signaltransduktion (NINAC
Myosin III, INAF, dFKBP59, TRP~) der Mechanismus ihrer Wirkung beziehungsweise
ihre Funktion unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiteres Protein identifiziert, dass mit dem INAD-
Signalkomplex immunprézipitiert werden kann: pl05. In weitgehend hintergrundfreien
Co-Immunprézipitationsexperimenten des INAD-Komplexes aus Wildtypfliegen erschien
im Proteinmuster, neben den vier Hauptkomponenten, sporadisch eine weitere Protein-
bande. Verschiedene Analysen zeigen einen Zusammenhang der Co-Prézipitation von p105
mit den Lichtbedingungen wéhrend der Fliegenanzucht. P105 wére damit ein Kandidat
fiir tempordre Komplexassoziation. Allerdings konnten keine Lichtbedingungen (Qualitét,
Intensitét, Belichtungsdauer) identifiziert werden, unter denen p105 robust reproduzierbar
im Vergleich zu einer Dunkelkontrolle verstéarkt co-prézipitiert wird. Massenspektrometri-
sche Analysen von pl05, co-prazipitiert aus ganzen Fliegen zur Gewinnung von ausrei-
chend Material, identifizierten das untersuchte Protein als Paramyosin. Paramyosin von
D. melanogaster wurde hauptsichlich als Bestandteil von Muskulatur identifiziert (ViI-
NOs et al.,, 1991). Es ist ein stab#dhnliches Molekiil aufgebaut aus Dimeren monomerer
cotled coil-Strukturen. Paramyosin bildet eine helikale Netzstruktur aus, die einen Teil
des Kerns von dicken Filamenten bildet. Paramyosin interagiert mit Myosin, speziell nur
mit dem alpha-helikalen Stab von leichtem Meromyosin (zusammengefafit bei BECKER
et al., 1992). Dabei formt es einen parakristallinen Kern mit dem Motorprotein Myosin
auf der Oberflache. Mit oder ohne Myosinpartner kénnte Paramyosin die Funktion haben,
die Intermedifrfilamente in Vertebraten erfiillen (L1U et al., 2003). Die Gewinnung von
pl05-Material durch Co-Immmunprézipitation unter Verwendung ganzer Fliegen schlief3t
eine mogliche Kontamination des Co-Prézipitationsproduktes p105 mit Proteinen aus ver-
schiedenen Geweben, darunter vor allem Muskulatur (beispielsweise aus dem Thorax) ein.
Um die Reinheit zu erhohen, wurde p105 aus isolierten Membranen separierter Kopfe pré-
pariert. Das Massenspektrum dieses Materials identifizierte p105 erneut als Paramyosin.
Die Préparation von p105 aus isolierten Kopfmembranen in Verbindung mit der Zuging-
lichkeit des Proteins durch Co-Prézipitation mit verschiedenen Antikérpern (a-DmTRP,
a-DmTRPL, a-DmINAD) sprechen gegen unspezifische Co-Prézipitation von Paramyosin
mit dem INAD-Komplex und gegen eine unspezifische Kreuzreaktion eines Antikorpers
mit p105. Die Identifizierung von p105 als Paramyosin erméglicht gezielte Studien, die eine
Interaktion des Proteins mit dem INAD-Signalkomplex untersuchen kénnen, beispielswei-
se die Generierung von a-Paramyosin-Antikérpern fiir Co-Immunprézipitationsanalysen

aus Kopfmembranen, die Untersuchung des Paramyosinexpressionmusters in Kopfen von
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D. melanogaster oder die rekombinante Co-Expression.

Uber die Funktion einer méglichen tempordren Assoziation von Paramyosin mit dem
INAD-Signalkomplex kann nur spekuliert werden. Prioritét in weiteren Analysen hat die
Identifizierung des exakten Interaktionspartners, unter anderem durch Untersuchung von
Fliegen mutant fiir eine oder mehrere Komponenten des INAD-Signalkomplexes. Denk-
bar wire eine Interaktion mit INAD, da fiir PDZ-Doménen auch die Bindung direkt
cytoskelettassoziierter Elemente angegeben wird (TSUNODA et al., 2001). Mit NinaC ist
bereits die Involvierung eines Proteins mit Cytoskelettcharakter in die Phototransduktion
beschrieben, wobei auch hier die exakte Funktion ungeklért ist. Denkbar wire die Beteili-
gung an Prozessen wie Transport, Lokalisation oder Verankerung. Die Verifizierung einer
lichtabhéngigen Bindung von pl05-Paramyosin an den INAD-Komplex wire der erste
Beleg fiir Dynamik des INAD-Signalkomplexes mit temporédren Interaktionen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

AA

Ac

Ak

AP
APS
AS
ATP
BCIP
bp / kb
BPB
BSA
bzw.
CaM
CAM
CBS
CCE
cDNA
CDS
Cv
Cys-CAM, Cys-PAM
Da /kDa
DAG
DIC
Dm
DNA
dNTP, ddANTP
DTT
EDTA
EGF
EGFP
EGTA
ePKC
ERG
EST
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Acrylamid

Acetat

Antikorper

alkalische Phosphatase

Ammoniumpersulfat

Aminoséuren

Adenosin-5’-triphosphat
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-toluidinsalz
Basenpaare / Kilobasen

Bromphenolblau

bovine serum albumine, Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Calmodulin

Carbamidomethylgruppe

CaM-Bindungssequenzmotiv

capacitative calcium entry, kapazitativer Ca’T-Einstrom
complementary DNA, komplementére Desoxyribonukleinsdure
coding sequence, kodierende Sequenz

Calliphora vicina

Carbamidomethylcystein, Cysteinyl-S-Propionamid
Dalton / Kilodalton

Diacylglycerol

Differentieller Interferenzkontrast

Drosophila melanogaster

Desoxyribonukleinséure

Desoxynukleotidtriphosphat, Didesoxynukleotidtriphosphat
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsdure

epidermal growth factor

Enhanced Green Fluorescent Protein

Ethylenglycol-bis-(-aminoethylether)-N,N N’ N’-Tetraessigsdure

augensperzifische (eye-specific) Proteinkinase C
Elektroretinogramm

expressed sequence tags
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Fa.
f.c.
FCS
FITC
FKBP
GAP
GDP, GTP
G-Protein
HBS
HEPES
His
IA
IC
i.d.R.

IgG
IMAC

INAD
P

P,
PTG
LSM
MALDI-TOFF
MOPS
MSO
NBT
Nk
OD
ORF
PBS
PCR
PDZ
PFA
PIP,
Pk
PLC
PMA
PMSF
PUFA

RFLP

Firma

final concentration, Endkonzentration

fetal calf serum, Fotales Kalberserum
Fluorescein-Isothiocyanat

FK506-bindendes Protein (FK506: Immunsuppressiv)
GTPase aktivierendes Protein
Guanosin-5’-diphosphat, Guanosin-5 ‘-triphosphat
Guanosinnukleotidbindendes Protein
HEPES-gepufferte Saline
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonséure
Hexahistidin

lodacetamid

Immuncytochemie

in der Regel

Immunglobulin G

immobilized metal affinity chromatography,
immobilisierte Metallaffinitédtschromatographie
mactivation no afterpotential D

Immunpréazipitation

Inositol-1,4,5-triphosphat
Isopropyl-3-D-Thiogalaktosid
Laserscanningmikroskop bzw. Laserscanningmikroskopie
matriz-assisted laser desorption ionization time of flight Analysator
3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure
Methioninsulfoxid

Nitroblautetrazolium(chlorid)

Negativkontrolle

optische Dichte

open reading frame, offener Leserahmen
Phosphat-gepufferte Saline

polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
post synaptic density disc-large zo-1-Doméne
Paraformaldehyd
Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat

Positivkontrolle

Phospholipase C

G-Phorbol-12-myristyl-13-acetat
Phenylmethylsulfonylfluorid

poly unsaturated fatty acids, mehrfach ungeséttigte Fettsduren
kennzeichnet rekombinant exprimierte Proteine

Restriktionsfragmentléngenpolymorphismus



158 6 Abkiirzungsverzeichnis
RNA Ribonukleinséure
S2 Drosophila-Schneider2-Zellen
SDS, SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat, SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
SOC, SOCE store-operated channel, store-operated calcium entry
TBS Tris-gepufferte Saline
TEMED N.N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin
TES N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]-2-aminoethansulfonsiure
TFA Trifluoressigséure
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TRITC Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat
TRP, TRPL transient receptor potential, transient receptor potential-like
TX-100 Triton X-100
uv ultraviolettes Licht
vol. Volumen
v/v, w/v Volumen pro Volumen, Gewicht pro Volumen
WB Western Blot
WCR whole cell recordings
WGA Wheat Germ Agglutinin
z.B. zum Beispiel
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A.1 Antigen DmTRP3.1 und Antiserum
CM—DmTRP#Qgg

— 250
— 148
Dimere aus
DmTRP3.1 ——
Antigen
DmTRP3.1

Abbildung A.1: Rekombinante Expression des Antigens DmTRP3.1 in E. coli

Die Proteine von Proben der rekombinanten Expression und Aufreinigung des Antigens DmTRP3.1 wur-
den durch SDS-PAGE aufgetrennt und Coomassie-Farbung visualisiert. Das Gel wurde beladen mit:
SDS Extrakt aus E. coli vor (Spur 1) und nach (2) IPTG-Induktion der Expression von DmTRP3.1,
Harnstofflysat der DmTRP3.1-exprimierenden E. eoli vor der Reinigung (3) und nach Bindung von Dm-
TRP3.1 an die Nickel-Agarose (4) sowie das zur Immunisierung eingesetzte Antigen DmTRP3.1 nach der
IMAC-Reinigung (5).

A B 3 S
@-DmTRP  o-DmTRP  a-DmTRP Eig x, & Sia f_.“;c
#088 1:100 #088 1:1000 #053 1:1000 A Q & ZTaE Qg
(Endbl) (HiTrap) (HiTrap) SESEENNSEREE \Da
kD
! 2 DmTRP —150
A * [—200 — - o e -
— 80
—120
100 |- TRP #088 — 60
— (gereinigt)
— 80 — 40
Wildtypfliegen SDS-Extrakt aus  Triton-Extrakt
Kopfmembranen  aus Kopfen

Abbildung A.2: Sperzifitdt des Antiserums a-DmTRP 40gs in Western Blot Analysen

Die Spezifitit der DmTRP-Detektion durch a-DmTRP 4 0gs (Serum und antigengereinigter Antikorper)
in Extrakten von Wildtypfliegen wurde durch Western Blot Analysen sowohl im Vergleich zu antigen-
gereinigtem o-DmTRP 4953 (A) als auch unter Verwendung von D. melanogaster-Mutanten {iberpriift
(B). In Abbildung A wurden pro Spur SDS-Extrakte aus 5 Kopfen von Wildtypfliegen (A35) aufge-
tragen (Endbl.: Serum der Endblutung; HiTrap: antigengereinigter Antikorper). B weist die Spezifitéit
der Erkennung von DmTRP durch a-DmTRP yoss in WildtypHiegen (A35), TRP-Nullmutanten (¢rp>42),
INAD-Nullmutanten (inaD1, *: Alter 6-7 Tage, **: Alter 1-2 Tage) und PLCA-Nullmutanten (P?4) nach.
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A.2 Charakterisierung erstellter Konstrukte zur

induzierbaren Expression in S2

e EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)
Mit einer Variante des aus Aequoria victoria stammenden Green Fluorescent Protein
erfolgte die Generierung des Konstruktes pMT/EGFP durch EcoRI/NotI-Klonierung
von EGFP aus pEGFP-1 (Fa. BD Biosciences Clontech, Heidelberg; Referenz: Li-
ving Colors@ User Manual) in pMT/V5-HisA. Das entstandene Konstrukt hat ei-
ne Grofie von 4,3kb mit einem erwarteten Expressionsprodukt von ca. 25kDa.
PMT/EGFP diente als Kontrolle fur verschiedene Aspekte der induzierbaren re-
kombinanten Expression in S2-Zellen. Dazu zéhlt zum einen die schnelle Uberprii-
fung der Transfektions- und Expressionseffizienz. Das hergestellte EGFP-Konstrukt
wurde dariiber hinaus zur Optimierung der Zellkulturhaltung, Transfektion und der

Expressionsbedingungen genutzt.

o D. melanogaster-TRP
Der lichtabhéngige Ionenkanal TRP von Drosophila melanogaster (DmTRP) wur-
de aus pcDNA3-DmTRP Kpnl/NotI (Schnittstellen des Vektors) in pMT/V5-HisA
tiberfiihrt. Das entstandene Konstrukt pMT/DmTRP hat eine Groie von 7,7 kb und
kodiert fiir ein Protein mit einem erwarteten Molekulargewicht von 142,6 kDa.

o D. melanogaster-ePKC
Die kodierende Sequenz fiir die augenspezifische Proteinkinase C (DmePKC) wur-
de Spel/Apal aus dem Ausgangsvektor pBSC in pMT/V5-HisA eingebracht. Die
Konstruktgrofie von pMT /DmePKC betrdgt 5,9 kb mit einem erwarteten 79,8 kDa-

Expressionsprodukt (keine fusionierten Sequenzen).

o D. melanogaster-INAD

Fiir die rekombinante Expression des Geriistproteins INAD von D. melanogaster er-
folgte die Erstellung eines Fusionskonstruktes, wobei im Expressionsprodukt INAD
N-terminal an EGFP fusioniert ist. Das Konstrukt pMT/DmINAD-EGFP entstand
in mehreren Teilschritten. Ein EcoRI / Pstl-Fragment der INAD-kodierenden Se-
quenz aus dem Konstrukt inaDN2 (siehe Abbildung 4.4) wurde in pEGFP-1 tiber-
fiihrt. Eine PCR-~-Amplifikation der C-terminalen Sequenz von INAD mit dem Pri-
merpaar FUL / FU2 wandelte das Stop-Codon in eine Kodierung fiir Threonin (T
um und stellte gleichzeitig einen einheitlichen Leserahmen mit EGFP her. Die-
ses PCR-Fragment wurde Pstl/Kpnl in das INAD-pEGFP-1-Zwischenkonstrukt
iiberfithrt und somit die INAD-Kodierung komplettiert sowie der durchgehende
ORF fiir INAD-EGFP hergestellt. Das vollstandige INAD-EGFP-Fusionskonstrukt
wurde aus dem pEGFP-1-Vektor EcoRI / Notl in pMT/V5-HisA tberfithrt (Abbil-
dung A.3). Das Konstrukt pMT/DmINAD-EGFP weist eine Grofe von 6,3 kb auf.
Erwartet wird ein FExpressionprodukt mit einem Molekulargewicht von 99,3 kDa.
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untranslatierter
Bereich Stop (TAG)
EST HL04263 substituiert: AC

HL04263 —
EcoR1 sFP- Notl

Start DmINAD

Abbildung A.3: Schematische Darstellung von pMT/DmINAD-EGFP
MCS: multiple cloning site, Amp-R: Ampicillinresistenz-Kodierung

e D. melanogaster-norpA (PLCS)

NorpA, die kodierende Sequenz fiir D. melanogaster PLCG, wurde aus dem Kon-
strukt pGNorpA650/10 als N-terminale Fusion zu den pMT-Vektor-internen Tags
V5 und Hexahistidin kloniert. Das entstandene Konstrukt erhielt die Bezeichnung
pMT/DmnorpA-V5-His. Fiir die Erstellung des Fusionproduktes wurde zuerst ein
Xbal/EcoRI-Fragment von norpA aus dem Konstrukt pG650NorpA /10 in pMT /V5-
HisA iiberfiithrt. Dabei wurde die Kompatibilitdt der Xbal- zur Spel-Schnittstelle
in pMT/V5-HisA genutzt. Ein 500 bp-Fragment der fehlenden norpA-Kodierung
entstand durch PCR mit den Primern NA1 /NA2(rev), wobei das Stop-Codon zu
Lysin (K) mutiert wurde (Mutation Tjg33A). Dieses PCR-Fragment wurde nach
EcoRI(partial) / Xhol-Restriktion in das pMT /norpA-Zwischenkonstrukt eingefiigt,
wobei pMT /DmnorpA-V5-His entstand. Die korrekte Einfiigung der Mutation des
Stop-Codons in den Leserahmen des Fusionskonstruktes wurde mittels Sequenzie-
rung tiberpriift (Daten nicht gezeigt). Das Konstrukt hat eine Gréfle von 6,8 kb und
kodiert ein Fusionsprotein des erwarteten Molekulargewichts von 128,9kDa. Die
Struktur von pMT/DmnorpA-V5-His ist in Abbildung A.4 dargestells.

o D. melanogaster-TRPL
Die Erstellung des Konstruktes pMT/DmTRPL-EGFP erfolgte durch EcoRI / Notl-
Klonierung der Kodierung fiir die Fusion DmTRPL-EGFP aus dem Konstrukt RT-
1E4 (laboreigenes Konstrukt) in pMT /V5-HisA (Abbildung A.5). Aus der Expression
des 7,6 kb-Konstruktes wird ein Produkt von 152,6 kDa erwartet.

Das Konstrukt pMT-DEST/DmTRPL-HcRed wurde durch Rekombination unter
Verwendung der Gateway®-Technologie (Fa. Invitrogen life technologies, Karlsru-
he) erstellt. Die Fusionskodierung DmTRPL-HcRed (laboreigenes Konstrukt) stellt
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Stop substituiert durch K
Xbal

Start

Abbildung A.4: Schematische Darstellung von pMT/DmnorpA-V5-His
MCS: multiple cloning site, Amp-R: Ampicillinresistenz-Kodierung

v RTIE4 v

EcoRI

Stop substituiert

Notl

MCS

pMT/
DmTRPL-
EGFP

Abbildung A.5: Schematische Darstellung von pMT/DmTRPL-EGFP
MCS: multiple cloning site, Amp-R: Ampicillinresistenz-Kodierung

eine C-terminale Fusion von HcRed (aus pHcRedl, Fa. BD Biosciences Clontech,
Heidelberg) an die CDS von DmTRPL mit modifiziertem Stop-Codon dar. Das Fu-
sionskonstrukt DmTRPL-HcRed in einem Entry-Vektor (pENTR™) des Gateway®
Systems, ebenfalls ein laboreigenes Konstrukt (pENTR™A1-TRPLx-HcRed), sowie
der Destination-Vektor pMT-DEST48 wurden als Ausgangsvektoren der Rekom-
binationsreaktion eingesetzt. Mit Ausnahme der Modifizierungen fiir die Verwen-
dung als Destination-Vektor entspricht pMT-DEST48 dem S2-Expressionsvektor
pMT/V5-HisA. Das Konstrukt pMT-DEST/DmTRPL-HcRed besitzt eine Grofe
von ca. 7,7kb.
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A.3 Klonale Selektion: Ubersicht generierter L
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A.4 Charakterisierung ausgewéihlter klonal

selektierter S2-Linien

Nk (PLCB-BA3) S2-[TRP;TRPL-EGFP] A8
a-TRP ohne pAk

TRPL-EGFP
(EGFP-

Fluoreszenz)

DmTRP
(Markierung
mit AIF568)

Hellfeld

Ubetlagerung £
der Kanile

Abbildung A.6: Charakterisierung der rekombinanten Expressionsprodukte der Linie
e-A8 (S2-[TRP;TRPL-EGFP])
Nk: Negativkontrolle, pAk: primérer Antikorper
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Negativ- INAD-Komplex INAD-Komplex
kontrolle S2 Klon E4 Klon E4 und S2

INAD-EGFP
( ol

Uberlagerung
der Fluoreszenz-

kanile .

Hellfeld

Abbildung A.7: Verifizierung rekombinanter Expressionsprodukte in INAD-Komplex
E4: Immuncytochemische Detektion von rDmTRP und rDmPLC3-V5

Durch Konfokalmikroskopie dokumentieren A-E S2-Zellen (inkubiert mit sekundéren Antikdrpern) als
negative Kontrolle. Die Detektionsschwellenparameter der Negativkontrolle sind Basis immuncytoche-
mischer Analysen der rekombinanten Expression in Klon E4 (F-J). Verifiziert werden Signale durch
zugemischte S2-Zellen als probeninterne Negativkontrollen der Dokumentation (K—Q). Probeninterne
Negativkontrollen erhohen die Sensitivitdt der Dokumentation (Feineinstellung der Detektionsschwellen-
parameter moglich) wihrend sie Hintergrundsignale, verursacht durch primére Antikérper, iiberpriifen.
Die Pfeile zeigen unmarkierte S2-Zellen.
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INAD-Markierung Hellfeld Ubetlagerungsbild
(EGFP-Fluoreszenz) der Kanile

A . B C

2
=¥
[
Q
H]
A
<
Z
N
WD

Abbildung A.8: Monoklonalitéit der S2-Linie INAD-EGFP A1l
Zellen mit geringerer Expressivitdt von rDmINAD-EGFP sind durch einen Pfeil markiert. Die Pfeilspitze
kennzeichnet Zellen ohne EGEFP-Fluoreszenz, die ausserhalb der Fokusebene der Dokumentation liegen.

DmPLCB-V5 Hellfeld Ubetlagerung
(V5-Markierung der Kanile
mit AIF488

A

S2-PLCB-AC7
S2-PLCB-BC4

L S2-PLCB-BA3

S2-PLCB BA3

SDS-Extrakte

Abbildung A.9: PLCB-BA3: S2-Linie mit monoklonaler PLCS-V5-His-Expression
Die Pfeile kennzeichnen Zellen mit starker rDmPLC3-V5-His-Expression. Die Pfeilspitze markiert schwi-
chere rekombinante Expression.
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kKDa 1 2 3 4

150—
oa-ePKC

100—

75— |W—— g | DmePKC

50 —

SDS-Extrakte

Abbildung A.10: Biochemische Dokumentation (Western Blot Analysen) der
rDmePKC-Expression klonaler DmePKC-Linien
Die Spuren dokumentieren den DmePKC-Nachweis in SDS-Extrakten der Proben 1: Positivkontrolle

Fliegenkopfe, 2: S2-ePKC Klon BA1, 3: S2-ePKC Klon AA3 sowie 4: S2-ePKC Klon AC12.

A.5 Differenzierung zwischen DmTRP und
DmTRPL mit a-DmTRP s

IP o-TRP - -
s 3 Z
5 R & A 58 G5 2
2 a 2 5 25 e 2 &
; . > v
s B & 5 B SEN=SC 5 £
2 e R 8 E g g s 2 85 & g
e 3 T 0o 2@ 5 4 M-
2 B2 E & B g E 5 kR E
B B v Eog Eg B9 2 g
R R B B 2 VI B> S B4
s P P =¥ [= 9 P Py a9} ~ (= [=9 ~
kDa [l ] b = —f I—l :—4I — —_— — — —
250 — _—
150 — o - DmTRP —— =
— F—— Kreuzreaktionen
100 — im Immunprizipitat
75— I ol B
o-DmTRP Proteinmuster: Silberfirbun
g

Abbildung A.11: Die Differenzierung zwischen rDmTRP und rDmTRPL-EGFP ist mit
a-DmTRP #088 spezifisch moglich: in S2-DmTRPL-EGFP ist kein Prézipitationsprodukt
detektierbar.

Negativkontrollen der Immunprézipitation (IP) sind Ansitze ohne Prizipitationsantikérper (IP-K). Po-
sitivkontrolle fiir die TRP-Erkennung ist die Prazipitation aus der Linie INAD-Komplex, die TRPL in

keiner Form exprimiert.
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A.6 Analyse von D. melanogaster-IN AD-Sequenzen

Alignment INAD Amincsduresequenz:

N: Sequenz aus dem NCBI Annotation Project (NCBI Accession: XM080984, mRNA)
S: Sequenz publiziert von Shieh und Niemeyer, Neuron 14 (1), 201-210 (1995),
NCBI Accession: U15803
V: Sequenz aus der Celera-Sequenzierung des Drosophila-Genoms
(NCBI Accession: AE003458, mRNA Flybase-Annotation: CG3504)

1 11 21 31 41 51 61 71
INAD-P-N MVQFLGKQGTAGELIHMVTLDKIGKKSFGICIVRGEVKDSPNTKTTGIFIKGIVPDSPAHLCGRLKVGDRILSLNGKDVR
INAD-P-V MVOFLGKOGTAGELIHMVTLDKTGKKSFGICIVRGEVKDSPNTKTTGIFIKGIVPDSPAHLCGRLKVGDRILSLNGKDVR
INAD-P-S MVOFLGKQGTAGELIHMVTLDKTGKKSFGICIVRGEVKDSPNTKTTGIFIKGIVPDSPAHLCGRLKVGDRILSLNGKDVR
Consensus mvgflgkggtagelihmvtldktgkksfgicivrgevkdspntkttgifikgivpdspahlcgrlkvgdrilslngkdvr
81 91 101 111 121 131 141 151
INAD-P-N NSTEQAVIDLIKEADFKIELEIQTEFDKSDEQQAKSDPRSNGYMQAKNKFNQEQTTNNNASGGQGMGOGQGQGQGMAGMNR
INAD-P-V NSTEQAVIDLIKEADFKIELEIQTFDKSDEQQAKSDPRSNGYMQAKNKEFNQEQTTNNNASGGQGMGQGQGOGOGMAGMNR
INAD-P-S NSTEQAVIDLIKEADFKIELEIQTFDKSDEQQAKSDPRSNGYMQAKNKFNQEQT TNNNASGGQGMGQGQGQGQGMAGMNR
Consensus nsteqgavidlikeadfkieleiqgtfdksdeqggaksdprsngymgaknkfngeqttnnnasggqgmgggqgqgggmagmnr
161 171 181 191 201 211 221 231
INAD-P-N QOSMOKRNTTFTASMROQKHSNYADEDDEDTRDMTGRIRTEAGYEIDRASAGNCKLNKQEKDRDKEQEDEFGYTMAKINKR
INAD-P-V QQSMOKRNTTFTASMRQKHSNYADEDDEDTRDMTGRIRTEAGYEIDRASAGNCKLNKQEKDRDKEQEDEFGYTMAKINKR
INAD-P-S QQSMOKRNTTFTASMRQKHSNYADEDDEDTRDMTGRIRTEAGYEIDRASAGNCKLNKQEKDRDKEQEDEFGYTMAKINKR
Consensus qgsmgkrnttftasmrgkhsnyadeddedtrdmtgrirteagyeidrasagncklnkgekdrdkeqedefgytmakinkr
241 251 261 271 281 291 301 311
INAD-P-N YNMMKDLRRIEVQRDASKPLGLALAGHKDRQKMACFVAGVDPNGALGSVDIKPGDE IVEVNGNVLKNRCHLNASAVEKNV
INAD-P-V YNMMKDLRRIEVQRDASKPLGLALAGHKDRQKMACFVAGVDPNGALGSVDIKPGDE IVEVNGNVLKNRCHLNASAVEKNV
INAD-P-S YNMMKDLRRIEVORDASKPLGLALAGHKDROKMACFVAGVDPNGALGSVDIKPGDEIVEVNGNVLKNRCHLNASAVEFKNV
Consensus ynmmkdlrrievgrdaskplglalaghkdrgkmacfvagvdpngalgsvdikpgdeivevngnvlknrchlnasavfknv
321 331 341 351 361 371 381 391
INAD-P-N DGDKLVMITSRRKPNDEGMCVKPIKKFPTASDETKFIFDQFPKARTVOQVRKEGFLGIMVIYGKHAEVGSGIFISDLREGS
INAD-P-V DGDKLVMITSRRKPNDEGMCVKPIKKFPTASDETKFIFDQFPKARTVQVRKEGFLGIMVIYGKHAEVGSGIFISDLREGS
INAD-P-S DGDKLVMITSRRKPNDEGMCVKPIKKFPTASDETKFIFDQFPKARTVOQVRKEGFLGIMVIYGKHAEVGSGIFISDLREGS
Consensus dgdklvmitsrrkpndegmcvkpikkfptasdetkfifdqgfpkartvgvrkegflgimviygkhaevgsgifisdlregs
401 411 421 431 441 451 461 471
INAD-P-N NAELAGVKVGDMLLAVNQDVTLESNYDDATGLLKRAEGVVIMILLTLKSEEAIKAEKAAEEKKKEEAKKEEEKPQEPATA
INAD-P-V NAELAGVKVGDMLLAVNQDVTLESNYDDATGLLKRAEGVVTIMILLTLKSEEAIKAEKAAEEKKKEEAKKEEEKPQEPATA
INAD-P-S NAELAGVKVGDMLLAVNQDVTLESNYDDATGLLKRAEGVVTMILLTLKSEEAIKAEKAAEEKKKEEAKKEEEKPOEPATA
Consensus naelagvkvgdmllavngdvtlesnyddatgllkraegvvtmilltlkseeaikaekaaeekkkeeakkeeekpgepata
481 491 501 511 521 531 541 551
INAD-P-N EIKPNKKILIELKVEKKPMGVIVCGGKNNHVTTGCVITHVYPEGQVAADKRLKIFDHICDINGTPIHVGSMTTLKVHQLE
INAD-P-V EIKPNKKILIELKVEKKPMGVIVCGGKNNHVTTGCVITHVYPEGQVAADKRLKIFDHICDINGTPIHVGSMTTLKVHQLF
INAD-P-S EIKPNKKILIELKVEKKPMGVIVCGGKNNHVTTGCVITHVYPEGQVAADKRLKIFDHICDINGTPIHVGSMTTLKVHQLF
Consensus eikpnkkilielkvekkpmgvivcggknnhvttgevithvypeggvaadkrlkifdhicdingtpihvgsmttlkvhglf
561 571 581 591 601 611 621 631
INAD-P-N HTTYEKAVTLTVFRADPPELEKFNVDLMKKAGKELGLSLSPNEIGCTIADLIQGQYPEIDSKLORGDIITKFNGDALEGL:
INAD-P-V HTTYEKAVTLTVFRADPPELEKFNVDLMKKAGKELGLSLSPNEIGCTIADLIQGQYPEIDSKLORGDIITKFNGDALEGL
INAD-P-S HTTYEKAVTLTVFRADPPELEKFNVDLMKKAGKELGLSLSPNEIGCTIADLIQGQYPEIDSKLORGDIITKENGDALEGL
Consensus httyekavtltvfradppelekfnvdlmkkagkelglslspneigctiadligggypeidsklgrgdiitkfngdalegl
641 651 661 671 681 691 701 711
INAD-P-N PFOVCYALFKGANGKVSMEVTRPKPTLRTEAPKA
INAD-P-V PFQVCYALFKGANGKVSMEVTRPKPTLRTEAPKA
INAD-P-S PFOVCYALFKGANGKVSMEVTRPKPTLRTEAPKA
Consensus pfgvcyalfkgangkvsmevtrpkptlrteapka

Abbildung A.12: Alignment von publizierten INAD-Sequenzen: Proteinprimérstruktur
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Alignment INAD DNA-Sequenz:

N: Sequenz aus dem NCBI Annotation Project (NCBI Accession: XM080984, mRNA)
S: Sequenz publiziert von Shieh und Niemeyer, Neuron 14 (1), 201-210 (1995),
NCBI Accession: UL5803
V: Sequenz aus der Celera-Sequenzierung des Drosophila-Genoms
(NCBI Accession: AE003458, mRNA Flybase-Annotation: CG3504)

1 11 21 31 41 51 61 71
INAD-N —-—-GCACTTTTCAATGGACTCARATCGGGCGCAGCCAACGCGGAATATTCACAAATAATAATTAAGTGAAAACCCATAA
INAD-V AGGCGCACTTTTCAATGGACTCAAATCGGGCGCAGCCAACGCGGAATATTCACAAATAATAATTAAGTGAAAACCCATAA
INAD-3 AGGCGCACTTTTCAATGGACTCARATCGGGCGCAGCCAACGCGGAATATTCACAAATAATAATTAAGTGARAACCCATAA
Consensus aggcgcacttttcaatggactcaaatcgggcgcagccaacgcggaatattcacaaataataattaagtgaaaacccataa
81 91 101 111 121 131 141 151
INAD-N CAATAAATATTCGATATTACATTTGAGCTTAATTC-GGTGCGCTTAATGTCCGGTCAGTGAGTCGCGAGTTTTITGGCTAG
INAD-V CAATAAATATTCGATATTACATTTGAGCTTAATTC-GGTGCGCTTAATGTCCGGTCAGTGAGTCGCGAGTTTTTGGCTAG
INAD-S CAATAAATATTCGATAATACATTTGAGCTTAATTCTGGTGCGCTTAATGTCCGGTCAGTGAGTCGCGAGTTTTTGGCTAG
Consensus caataaatattcgata tacatttgagcttaattc ggtgcgcttaatgtccggtcagtgagtecgecgagtttttggetag
161 171 181 191 201 211 221 231
INAD-N GATTACGGAGCAGTCGATCTCARGCAGCGAG GGTTCAGTTCCTGGGCAAACAGGGCACCGCGGGTGAGCTCATTCAC
INAD-V GATTACGGAGCAGTCGATCTCAAGCAGCGAGGATGGTTCAGTTCCTGGGCAARCAGGGCACCGCGGGTGAGCTCATTCAC
INAD-5 GATTACGGAGCAGTCGATCTCAAGCAGCGAGEATGGTTCAGTTCCTGGGCARACAGGGCACCGCGGGTGAGCTCATTCAC
Consensus gattacggagcagtcgatctcaagecagegaggatggttecagttectgggeaaacagggeaccgegggtgagetecatteac
241 251 261 271 281 291 301 311
INAD-N ATGGTGACCCTGGACAAGACGGGCAAGAAGTCCTTCGGCATCTGCATAGTGCGCGGCGAGGTGAAGGATTCGCCCAACAL
INAD-V ATGGTGACCCTGGACAAGACGGGCAAGAAGTCCTTCGGCATCTGCATAGTGCGCGGCGAGGTGAAGGATTCGCCCAACAL
INAD-S ATGGTGACCCTGGACAAGACGGGCAAGAAGTCCTTCGGCATCTGCATAGTGCGCGGCGAGGTGAAGGATTCGCCCAACAL
Consensus atggtgaccctggacaagacgggcaagaagtcctteggecatcectgcatagtgecgeggcgaggtgaaggattegecccaacac
321 331 341 351 361 371 381 391
INAD-N CAAGAC@ACCGGCATCTTCATCAAGGGCATTGTGCCCGACAGTCCCGCGCATCTGTGTGGTCGCCTAAAGGTTGGCGATC
INAD-V CAAGACEACCGGCATCTTCATCAAGGGCATTGTGCCCGACAGTCCCGCGCATCTGTGTGGTCGCCTAAAGGTTGGCGRTC
INAD-S CAAGAC%ACCGGCATCTTCATCAAGGGCATTGTGCCCGACAGTCCCGCGCATCTGTGTGGTCGCCTAAAGGTTGGCGATC
Consensus caagacflaccggcatcttcatcaagggecattgtgecccgacagtoccgegeatetgtgtggtegeoctaaaggttggegate
401 411 421 431 441 451 461 471
INAD-N GGATCCTCTCGCTCAACGGAAAGGATGTGCGCAACTCCACCGAACAGGCGGTCATCGATCTCATCAAGGAGGCGGACTTC
INAD-V GGATCCTCTCGCTCAACGGAAAGGATGTGCGCAACTCCACCGAACAGGCGGTCATCGATCTCATCAAGGAGGCGGACTTC
INAD-S GGATCCTCTCGCTCAACGGAAAGGATGTGCGCAACTCCACCGAACAGGCGGTCATCGATCTCATCAAGGAGGCGGACTTC
Consensus ggatcctctcgctcaacggaaaggatgtgcgcaactccaccgaacaggcggtcatcgatcectcatcaaggaggeggactte
481 491 501 511 521 531 541 551
INAD-N ARGATCGABCTGGAGATTCAGACCTTCGACAAGAGCGATGAGCAGCAGGCCAAGTCAGATCCGCGGAGCAATGGCTACAT
INAD-V RAGATCGAﬁCTGGAGATTCAGACCTTCGACHAGAGCGATGAGCAGCAGGCCARGTCHGRTCCGCGGAGCAATGGCTACAT
INAD-S AAGATCGABCTGGAGATTCAGACCTTCGACAAGAGCGATGAGCAGCAGGCCAAGTCAGATCCGCGGAGCAATGGCTACAT
Consensus aagatcgiﬁctggagattcagaccttcgacaagagcgatgagcagcaggccaagtcagatccgcggagcaatggctacat
561 571 581 591 601 611 621 631
INAD-N GCAGGCCAAGAACAAGTTCAABCAGGAGCAGACCACCAACAACAATGCGTCCGGAGGTCAGGGAATGGGGCAAGGTCAGG
INAD-V GCAGGCCAAGAACAAGTTCAREBCAGGAGCAGACCACCAACAACAATGCGTCCGGAGGTCAGGGAATGGGGCAAGGTCAGG
INAD-5 GCAGGCCAAGAACAAGTTC CAGGAGCAGACCACCAACAACAATGCGTCCGGAGGTCAGGGAATGGGGCAAGGTCAGG
Consensus gcaggccaagaacaagttcaallcaggagcagaccaccaacaacaatgecgtcococggaggtcagggaatggggecaaggteagg
641 651 661 671 681 691 701 711
INAD-N GTCAGGGTCAGGGAATGGCTGGCATGAACCGGCAGCAATCGATGCAGAAGCGGAATACCACATTCACGGCCTCGATGCGT
INAD-V GTCAGGGTCAGGGAATGGCTGGCATGAACCGGCAGCAATCGATGCAGAAGCGGAATACCACATTCACGGCCTCGATGCGT
INAD-S GTCAGGGTCAGGGAATGGCTGGCATGAACCGGCAGCAATCGATGCAGAAGCGGAATACCACATTCACGGCCTCGATGCGT
Consensus gtcagggtcagggaatggctggcatgaaccggcagcaatcgatgcagaagcggaataccacattcacggectegatgegt
721 731 741 751 761 771 781 791
INAD-N CAGAAGCATAGTAACTACGCCGACGAGGATGACGAGGACACCCGGGACATGACCGGTCGCATTCGCACGGAGGCGGGTITA
INAD-V CAGAAGCATAGTAACTACGCCGACGAGGATGACGAGGACACCCGGGACATGACCGGTCGCATTCGCACGGAGGCGGGTTA
INAD-S CAGAAGCATAGTAACTACGCCGACGAGGATGACGAGGACACCCGGGACATGACCGGTCGCATTCGCACGGAGGCGGGTTA
Consensus cagaagcatagtaactacgccgacgaggatgacgaggacacccgggacatgaccggtecgecattecgecacggaggegggtta
801 811 821 831 841 851 861 871
INAD-N TGAGATCGATCGAGCATCCGCCGGTAATTGCARACTEAABAAGCAGGAARAGGATCGCGACAAGGAGCAGGAAGATGAAT
INAD-V TGAGATCGATCGAGCATCCGCCGGTAATTGCARACT) GCAGGARAAAGGATCGCGACAAGGAGCAGGAAGATGAAT
INAD-S TGAGATCGATCGAGCETCCGCCGGTAATTGCAAACTEAATAAGCAGGAAAAGGATCGCGACAAGGAGCAGGAAGATGAAT

Consensus tgagatcgatcgagalltccgecggtaattgecaaact aaiaagcaggaaaaggatcgcgacaaqqagcaggaagatgaat
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INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S8
Consensus

881 891 901 911 921 931 941 951

TTGGCTACACGATGGCTAAGATCAACAAGCGGTACAACATGATGAAGGATCTGCGCAGGATCCGAGGTCCAGAGGGACGCC
TTGGCTACACGATGGCTAAGATCAACAAGCGGTACAACATGATGAAGGATCTGCGCAGGATCGAGGTCCAGAGGGACGCC
TTGGCTACACGATGGCTAAGATCAACAAGCGGTACAACATGATGAAGGATCTGCGCAGGATCGAGGTCCAGAGGGALGLC
ttggctacacgatggctaagatcaacaagcggtacaacatgatgaaggatctgecgcaggatcgaggtccagagggacgce

961 971 981 991 1001 1011 1021 1031

AGCAAGCCACTGGGACTCGCACTCGCTGGCCACAAGGACCGCCAGAAGATGGCCTGCTTTGTTGCCGGTGTGGATCCCAA
AGCAAGCCACTGGGACTCGCACTCGCTGGCCACAAGGACCGCCAGAAGATGGCCTGCTTTGTTGCCGGTGTGGATCCCAA
AGCAAGCCACTGGGACTCGCACTCGCTGGCCACAAGGACCGCCAGAAGATGGCCTGCTTTGTTGCCGGTGTGGATCCCAA
agcaagccactgggactcgcactcgetggecacaaggaccgccagaagatggectgetttgttgecggtgtggateecaa

1041 1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111

CGGAGCATTGGGIAGCGTGGACATEARACCGGGCGACGAGATCGTCGAGGTCAACGGCAATGTGCTEAAGAATCGCTGCC
CGGAGCATTGGGIAGCGTGGACATE CCGGGCGACGAGATCGTCGAGGTCAACGGCAATGTGCTEAAGAATCGCTGCC
CGGAGCATTGGGEAGCGTGGACA CCGGGCGACGAGATCGTCGAGGTCAACGGCAATGTGCTEAAGAATCGCTGCC

cggagcattggglagecgtggacataallccgggegacgagategtecgaggtcaacggecaatgtgetaagaategetgece

1121 1131 1141 1151 1161 1171 1181 1191

ACTTGAACGCETCCGCCGTGTTCAAGARCGTGGATGGGGATAAGCTCGTGATGATCACCTCGCGACGCAAGCCCAACGAT
ACTTGAACGCITCCGCCGTGTTCAAGARACGTGGATGGGGATAAGCTCGTGATGATCACCTCGCGACGCAAGCCCAACGAT
ACTTGAACGCETCCGCCGTGTTCAAGAGBCGTGGATGGGEGATAACGCTCGTGATGATCACCTCGCGACGCAAGCCCAACGAT
acttgaacgalltcegecgtgttocaagaljecgtggatggggataagetegtgatgatecacctegegacgecaageccaacgat

1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271

GAGGGCATGTGCGTCAAGCCCATCAAGAAGTTCCCCACCGCGTCTGATGAGACTAACTTTATCTTCCGACCAGTTTCCCAR
GAGGGCATGTGCGTCARGCCCATCARABAAGTTCCCCACCGCGTCTGATGAGACTARGTTTATCTTCGACCAGTTTCCCAR
GAGGGCATGTGCGTCAAGCCCATC AAGTTCCCCACCGCGTCTGATGAGACTAAGTTTATCTTCGACCAGTTTCCCAA
gagggcatgtgcegtcaageccatcaallaagttocecccacegegtetgatgagactaagtttatettegaccagttteeocaa

1281 1291 1301 1311 1321 1331 1341 1351
GGCGCGCACGGTGCAGGTGCGCAAGGAGGGTTTCCTGGGCATCATGGTCATCTATGGCAAGCACGCTGAGGTGE
GGCGCGCACGGTGCAGGTGCGCAAGGAGGGTTTCCTGGGCATCATGGTCATCTATGGCAAGCACGCTGAGGTGE
GGCGCGCACGGTGCAGGTGCGCAAGGAGGGTTTCCTGGGCATCATGGTCATCTATGGCAAGCACGCTGAGGTGG
ggcgegeacggtgeaggtgegeaaggagggtttecoctgggoatcatggteatctatggoaagecacgetgaggtgg

1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 1431

GCATTTTCATCTCGGATCTGAGAGAGGGATCGAATGCCGAGTTGGCGGGCGTGAAAGTGGGCGACATGCTGCTGGCCGTT
GCATTTTCATCTCGGATCTGAGAGAGGGATCGAATGCCGAGTTGGCGGGCGTGAAAGTGGGCGACATGCTGCTGGCCGTT
GCATTTTCATCTCGGATCTGAGAGAGGGATCGAATGCCGAGTTGGCGGGCGTGAAAGTGGGCGACATGCTGCTGGCCGTT
gcattttcatctcggatctgagagagggatcgaatgccgagttggcgggcgtgaaagtgggecgacatgectgectggeecgtt

1441 1451 1461 1471 1481 1491 1501 1511

AATCAGGATGTAACACTGGAATCCAACTACGATGATGCTACTGGACTGCTTAAACGTGCCGAGGGCGTAGTGACCATGAT
AATCAGGATGTAACACTGGAATCCAACTACGATGATGCTACTGGACTGCTTAAACGTGCCGAGGGCGTAGTGACCATGAT
AATCAGGATGTAACACTGGAATCCAACTACGATGATGCTACTGGACTGCTTAAACGTGCCGAGGGCGTAGTGACCATGAT
aatcaggatgtaacactggaatccaactacgatgatgctactggactgcttaaacgtgccgagggcgtagtgaccatgat

1521 1531 1541 1551 1561 1571 1581 1591

TCTATTGACTCTCAAGAGCGAGGAGGCGATARAGGCTGAGAAGGCEGCGGAAGAGAAARAGARGGAGGAGGCCARGARAG
TCTATTGACTCTCAAGAGCGAGGAGGCGATAAAGGCTGAGAAGGCEBGCGGAAGAGAARAAGAAGGAGGAGGCCAAGAAAG
TCTATTGACTCTCAAGAGCGAGGAGGCGATAAAGGCTGAGAAGGCAGCGGAAGAGAALAAAGAAGGAGGAGGCCAAGAAAG
tctattgactctcaagagocgaggaggcgataaaggctgagaaggolgeggaagagaaaaagaaggaggaggcecaagaaag

1601 lell 1621 1631 1641 1651 1661 1671

AGGAGGAAAAGCCACAGGAACCCGCCACAGCCGAGATCAAGCCGAACAARAAGATACTCATTGAGT TGAAGGTGGRAAAG
AGGAGGAAAAGCCACAGGAACCCGCCACAGCCGAGATCAAGCCGAACAAAAAGATACTCATTGAGTTGAAGGTGGAAAAG
AGGAGGAAAAGCCACAGGAACCCGCCACAGCCGAGATCAAGCCGAACAARAAGATACTCATTGAGTTGAAGGTGGARAAG
aggaggaaaagccacaggaacccgecacagccgagatcaageccgaacaaaaagatactcattgagttgaaggtggaaaag

1681 1691 1701 1711 1721 1731 1741 1751

AAGCCAATGGGCGTCATCGTCTGCGGCGGCAAGAACAACCATGTCACGACTGGCTGTGTAATCACCCACGTTTATCCGGA
AAGCCAATGGGCGTCATCGTCTGCGGCGGCAAGAACAACCATGTCACGACTGGCTGTGTAATCACCCACGTTTATCCGGA
AAGCCAATGGGCGTCATCGTCTGCGGCGGCAAGAACAACCATGTCACGACTGGCTGTGTAATCACCCACGTTTATCCGGA
aagccaatgggcgtcatcgtetgeggeggcaagaacaaccatgtcacgactggetgtgtaatcaccecacgtttatecgga

1761 1771 1781 1791 1801 1811 1821 1831

GGGACAAGTGGCAGCCGACAAGCGCCTCAAGATCTTTGACCACATTTGCGATATAAATGGTACGCCAATCCACGTGGGAT
GGGACAAGTGGCAGCCGACAAGCGCCTCAAGATCTTTGACCACATTTGCGATATAAATGGTACGCCAATCCACGTGGGAT
GGGACAAGTGGCAGCCGACAAGCGCCTCAAGATCTTTGACCACATTTGCGATATAAATGGTACGCCAATCCACGTGGGAT
gggacaagtggcagccgacaagcgcctcaagatcectttgaccacatttgecgatataaatggtacgccaatccacgtgggat

1841 1851 1861 1871 1881 1891 1901 1911

CCATGACGACACTGAAGGTCCATCAGTTATTCCACACCACATACGAG GCGGTCACCCTAACGGTCTTCCGCGCTGAT
CCATGACGACACTGAAGGTCCATCAGTTATTCCACACCACATACGAG GCGGTCACCCTAACGGTCTTCCGCGCTGAT
CCATGACGACACTGAAGGTCCATCAGTTATTCCACACCACATACGAG GCGGTCACCCTAACGGTCTTCCGCGCTGAT
ccatgacgacactgaaggtccatcagttattccacaccacatacgagaallgeggtcaccctaacggtcttecgegetgat
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INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

INAD-N
INAD-V
INAD-S
Consensus

1921 1931 1941 1951 1961 1971 1981 1991

CCTCCGGABCTGGAARAGTTTAACGTTGACCTTATGAARRRAGCAGGCAAGGAGCTGGGCCTGTCGCTETCTCCCAACGA
CCTCCGGABCTGGAARAGTTTAACGTTGACCTTATGARRARAGCAGGCAAGGAGCTGGGCCTGTCGCTETCTCCCAACGA
CCTCCGGAACTGGAAAAGTTTAACGTTGACCTTATGAARRAAAGCAGGCAAGGAGCTGGGCCTEGTCGCTETCTCCCAACGA
ccteeggalictggaaaagtttaacgttgaccttatgaaaaaagcaggcaaggagetgggectgtegetBtcteccaacga

2001 2011 2021 2031 2041 2051 2061 2071

AATTGGATE%ACCATCGCGGACTTGATTCAAGGACAATACCCGGAGAT GACAGCAAACTGCAGCGCGGCGATATTATCA
AATTGGATGEACCATCGCGGACTTGATTCAAGGACAATACCCGGAGATAGACAGCARACTGCAGCGCGGCGATATTATCA
AATTGGATGEACCATCGCGGACTTGATTCAAGGACAATACCCCGAGATEGACAGCAAACTGCAGCGCGGCGATATTATCA
aattggatggaccatcgcggacttgattcaaggacaatacccggagat gacagcaaactgcagcgecggocgatattatea

2081 2091 2101 2111 2121 2131 2141 2151

CCAAATTCAATGGCGATGCCTTGGAGGGTCTTCCGTTCCAGGTGTGCTACGCCTTGTTCAAGGGAGCCAACGGCAAGGTA
CCAAATTCAATGGCGATGCCTTGGAGGGTCTTCCGTTCCAGGTGTGCTACGCCTTGTTCAAGGGAGCCAACGGCAAGGTA
CCAAATTCAATGGCGATGCCTTGGAGGGTCTTCCGTTCCAGGTGTGCTACGCCTTGTTCAAGGGAGCCAACGGCAAGGTA
ccaaattcaatggcgatgccttggagggtcttcegttceccaggtgtgectacgecttgttecaagggageccaacggcaaggta

2161 2171 2181 2191 2201 2211 2221 2231

TCGATGGAAGTGACACGACCCAAGCCCACTCTACGTACGGAGGCACCCAAGGCO GACGATCCTCATTCTCCTCCTC
TCGATGGAAGTGACACGACCCAAGCCCACTCTACGTACGGAGGCACCCAAGGCOTAGAGACGATCCTCATTCTCCTCCTC
TCGATGGAAGTGACACGACCCAAGCCCACTCTACGTACGGAGGCACCCAAGGCOTAGAGACGATCCTCATTCTCCTCCTC
tcgatggaagtgacacgacccaageccactctacgtacggaggecaccecaaggegqtagagacgatectecattetectecte

2241 2251 2261 2271 2281
CGGTAGCGAAGCAGTGCAGCAATTCAATARAAAGAACCRAACAATT
CGGTAGCGAAGCAGTGCAGCAATTCAATARAAGAACCAACAATT
CGGTAGCGAAGCAGTGCAGCAATTCAATAAAAGAACCAACAATT
cggtagcgaagcagtgcagcaattcaataaaagaaccaacaatt

Abbildung A.13: Alignment von publizierten INAD-Nukleinsduresequenzen (CDS)

Kennzeichnung von Start und Stop des ORF (open reading frame) in rot

Unterlegung von Basenpaaraustauschen mit grauen Boxen

A.7 Charakterisierung extrazellulirer WGA-
Markierung von S2-DmTRPL-EGFP-Zellen
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TRPL-EGFP

Pfeilspitzen:

intrazellulire plasmamem- '
brannahe EGFP-Lokali- v
sation von C-terminal
EGFP-markiertem TRPL

extrazellulire Markierung

der Plasmamembran durch
WGA- (TRITC-markiert) <
Bindung an Zuckerreste

Maf3stab:
Sum

Signaliiberlagerung von
EGFP und TRITC:

Co-Lokalisation intra-
(TRPL-EGFP) und
extrazellulirer (WGA)
Plasmamembranmarker
markiert durch Pfeile

Abbildung A.14: Markierung DmTRPL-EGFP-exprimierender S2-Zellen mit TRITC-
WGA — extrazelluldre Markierung der Plasmamembran

Zellen der Linie S2-DmTRPL-EGFP wurden nach Expressionsinduktion unpermeabilisiert mit WGA
(TRITC-gekoppelt) inkubiert. Die Abbildung zeigt eine Serie von 30 aufeinanderfolgenden optischen
Schnitten durch eine Zelle mit Detektion von DmTRPL-EGFP und WGA (TRITC). Die Aggregationen
der WGA-Markierung verhindern die eindeutige Co-Lokalisation der extrazelluliren WGA-Markierung
mit der intrazelluliren DmTRPL-EGFP-vermittelten (EGFP intrazellulir) Markierung der Plasmamem-
bran durch eine vielfache Signalstirke.
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A.8 Rekombinante S2-Expression: Abhingigkeit von

Wachstumszustand und Induktionsstarke

EGFP-Signalrate in Konstrukt:
% Gesamtzellzahl pMT XEGFP
100,00

Mittelwerte: drei
80.00 Auszihlungen
e eines Induktions-
ansatzes
60,00
40,00

20,00 E.
0

250uM  500uM  750uM  1000uM 1250uM 1500uM  ui  CuSOy-
Konzen-

81d Induktion 82d Induktion a40n

Abbildung A.15: Zusammenhang zwischen rekombinanter Expressionsrate und Induk-
tionsstérke (angegeben als CuSO4-Konzentration)

Die Analyse der rekombinanten Expression in S2-EGFP durch fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der
Rate EGFP-exprimierender Zellen zeigt ein Maximum nach zwei Tagen Induktion mit 750 pM CuSOy.
Ui kennzeichnet die basale rekombinante Expression in uninduzierten Zellen.

EGFP-Signalrate in Konstrukt:
% Gesamtzellzahl pMT/EGFP
100,00
80,00 i
60,00

40,00
20,00 |j
0 4 S
0d 8d

16d
Expressionsinduktion 2d, CuSO4 750uM

Abbildung A.16: Einfluss des Wachstumszustandes auf die Expressionsrate
Die Kultivierung von S2-EGFP vor der Expressionsinduktion zur Bestimmung der Expressionsrate er-

folgte unter optimalen Bedingungen fiir 0, 8 und 16 d. Die Abbildung gibt Mittelwerte errechnet aus drei
Auszihlungen eines Ansatzes wieder.
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