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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei der Phototransduktionskaskadelnosophila melanogastdrandelt es sich um einenG-
Protein gekoppelten Signalweg, an dessen Ende die OffnungrB&onenkanale steht.
Wesentliche Komponenten des Signalweges, wie Rhodopsin und dd€arPR unterliegen
einer reversiblen Phosphorylierung. Wird Rhodopsin durch einfallendes Licht aktiviert,
werden an dessen-Cerminus Serund ThrReste phosphoryli¢r Diese Phosphorylierung
spielt eine Rolle bei der Internalisierung des Rezeptors. DeiKaR& ist an mindestens 28
Stellen phosphoryliert. Die Stelle Ser936 des-KRMals wird im Dunkeln phosphoryliert und

im Licht dephosphoryliert. Diese Phosphomgliey moduliert das zeitliche
Auflésungsvermdgen des Auges. Sowohl Rhodopsin als aueB9BBRverden durch die
Phosphatase RDGC, die im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, dephosphoryliert.

RDGC auBrosophila melanogastést die zuerst beschriebene Phosphatase aus der Klasse
der Proteinphosphatasen mit Efanden (PPEFs), einer bislareniguntersuchten Klasse der
PhosphatasenAuch weildie humane RDG&Homologe PPEF und PPEE eine wichtige
Rolle in der Krebsforschusgiekn, ist es wichtig nahere Informationen tber diese Klasse der
Phosphatasen zerlangen

Es ist bereits bekannt, dass RDGC in drei unterschiedlichen Isoformen exprimiert wird, die im
Folgenden als RDE& RDG® und RDGET bezeichnet werden. Wahrendirf die beiden
Isoformen RDGS und-L der Ursprung bereits geklart war, lagen fur die dritte Isoform RDGC

M keine Informationen vor. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass RD@Ech die
Nutzung eines alternativen Translatie8tartcodons und alt@ativem SpleiRen aus der RNA

der kirzeren Isoform entsteht.

Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation der unterschiedlichen Isoformen zeigten eine
Membranassoziation der beiden Isoformen RENGEGnd RDGL, wohingegen RDG&Ein der
I6slichen Fraktionefunden wurde. Die Membranassoziation von PPEFS€aakganberuht

auf der Nterminalen Acylierung der Proteine. Putative Acylierungsstellen werden auch im N
Terminus der membranassoziierten Isoformen RIMGAQnd RDGC, nicht aber in der
I6slichen Isofon RDGE gefunden. Die rekombinante Expression gefolgt von einer
immuncytochemischen Untersuchung der Lokalisation der verschiedenen-RbBiG@nen

und von Acylierungsmutanten in S2ellen legt eine Rolle der Acylierung fir die Assoziation
mit der Plasmamembran nahe. Eine Acylierungn RDGEL aus der Fliegkonnte dartber
hinaus auch mit Hilfe eines biochemischen Assays nachgewiesen werden.

Um die Enzymaktivitat der unterschiedlichen Isoformervitro zu untersuchen, wurde als
Beispiel fur eine léslichaind eine membrangebundene Isoform RDBD&QnNd RDGC
rekombinant in SfZellen exprimiert, aufgereinigt und auf ihre Aktivitat untersucht. Weitere



Zusammenfassung

Untersuchungen konnten nicht durchgefuihrt werden, da bei keiner der beiden Isoformen eine
Aktivitat festgestdt werden konnte.

Fur die funktionale Charakterisierung der unterschiedlichen RB&Grmen, wurden in
dieser Arbeit Fliegen mit unterschiedlicher Zusammensetzung der Ro@@nen
untersucht. Diese Mutanten wurden teilweise im Zuge der Arbeit mit Héfe CRISPR/Cas
Systems hergestellt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Hyperphosphorylierung von
Rhodopsin, wie sie idgCG%-Mutanten gefunden wird, auch dann verhindert wird, wenn
nicht alle drei Isoformen von RDGC exprimiert werden. Auch die mit der
Hyperphosphorylierung von Rhodopsin einhergehende Degeneration der
Photorezeptorzellen konnte auf3er in dedgCGNullmutante in keiner der untersuchten
Mutanten gefunden werden.

Untersuchungen der TRPephosphorylierung zeigten, dass keine der drei Isoform
essentiell fur die Dephosphorylierung von TEI36 ist. Allerdings zeigte sich, dass der
Gesamtgehalt an zur Verfigung stehenden RDGC, insbesondere die Menge avl R@6
Einfluss auf die Kinetik der Dephosphorylierung von-g8¥36 hat. Eine erhoatExpression

von RDG®M in Abwesenheit von RDEEfuhrt zu einer schnelleren Dephosphorylierung von
TRP an der Stelle S936. Eine solche Anderung der Kinetik konnte in einer Fliege mit
Uberexprimiertem RDGSE nicht gezeigt werden und war daher nicht aufeliedbhte Menge

des entsprechenden Proteins zuriickzufthren.

Alles in allem konnte gezeigt werden, dass die drei RDGC Isoformen eine unterschiedliche
subzellulare Lokalisation aufweisen, die auf Unterschiede-hemhinus zurlickzufiihren ist.

Dies ist mdoglicerweise der Grund fur die unterschiedliche Geschwindigkeit der
Dephosphorylierung von TRIS936 durch RDEE und RDGWMI. Zudem sind alle drei
Isoformen in der Lage, Rhodopsin zu dephosphorylieren.
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Summary

The Drosophila melanogastephototransduction cacade is a {protein coupled signaling
pathway that finally results in the opening of TiRR channelsEssential components of the
phototransduction cascade, especially rhodopsin and TRP undergo a reversible light
dependent phosphorylation. If rhodopsis activated by an incoming light stimulus, its C
terminal Thr and Setresidues get phosphorylated. Phosphorylation of thée@ninus isa
signalfor the internalization of the receptor. The TRP channel is known to be phosphorylated
at least at 28 residuesAmong these site$er936 is the only phosphorylation sitéich is
phosphorylated in the dark arllecomes dephosphorylated in the light. This phosphorylation
modulatesthe temporal resolution of the eye. Rhodopsin as well as3&®¥ are substrates

of the phosphatase RDGC, which isfiveusof this work.

Drosophila melanogasteRDGC is the firstescribedmember of the class of phosphatases
with EF hands (PPEFs). TIREP classf phosphatasess only poorly characterized As the
human RDGC homologues PRE&d PPEE play an important role in cancer studiesjs
important to better understand this class of phosphatases.

It is already known that RDGC is expressatrge different isoforms thataccording to their
molecular weight arecalled RGDS, RDG® and RDGC in this study While the origin of
RDGES and RDGLCisunderstood no information about the origin of RD@Cwas available.
The present work shosthat RDGEM is generated byusing an alternative translation start
codon andanalternative spke site within the RNA of the short Isoform.

Analysis of the subcellular localization of the three isoforms showed membrane association of
RDG&M and RDGC, whereas RDGS was found in the soluble fraction. Membrane
association of PPEF @ elegandias been reportedo be caused by ferminal acylation.
Putative acylatiorsites arealso found in the membrane associated REN6@nd RDGC
isoforms but not in the salble RDG{ isoform. Recombinant expression followed by
immunocytochemical Analysis of the different RDGC isoforms and their acydagomutants

in S2 cellgpoint to acylation in the Nerminus as areason for membrane association. In
addition, acylatio of the Nterminus of RDGC isolated from flieswas directly prove by
usinga biochemical assay.

In order to determine then vitro activity of RDGC isoforms, the soluble isoform RISG@d
the membrane associated isoform RDG@ere expressed in Sflllseunsing the baculovirus
system.The two isoformgould beextractedand purified but couldnot be used to determine
the enzymatic activity as they both did not show any activity.

To functionally characterize the three isoforms, flies with different RDGC expression patterns
were analysedMost of themutants that were used in these studies were genedain this
work by the CRISPR/Cas9 systédther mutants were obtained from public resourcés a
result, it was shown that rhodopsin hyperphosphorylation that is foundigC° mutants is

3
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prevented by the expression of any RDGC isoform. Retinal dej@rera phenomenon that
is caused byhodopsin hyperphosphorylation is also owlyservedin the rdgG° mutant but
not in any of the other mutantthat we investigated here

Regarding TRP channel phosphorylation none of the three RDGC isofonaisdabry for
the dephosphorylation of TRP at Ser9B®wever the results revealethat the total amount
of RDGC that is available, in particular the amount of REIGHfectsthe kinetics of the TRP
S936 dephosphorylation. An increased expression of RD@Ehe absence of RDGEleads
to a faster dephosphorylation of TRE®36. Such a change in T6936 dephosphorylation
kinetics was not observed in flies overexpressing RB@GCarrdgCnullmutant background
and thereforecannot be attributed tahe increasecamount of the corresponding protein.

Taken together tfs studyshows that the three RDGC isoforms differ in their subcellular
localization due tovariable amino acid sequencastheir Ntermini. This nay be the reason
for kinetic differences in the deplsphorylationof TRPS936 by RDGE or RDG®I. Apart
from these findings, all RDGC isoforms are able to dephosphorylate rhodopsin.



Einleitung

1 Einleitung

Lebewesen sind in ihrer Umwelt den unterschiedlichsten Reizen ausges@tzidurch
sensorische Systenuetektiert werden kénnenZur Aufnahme und Verarbeitung dieser Reize
wurden im Laufe der Evolution die unterschiedlichsten Mechanismen entwickelt. Diese
Mechanismen funktionieren Uber verschiedene Signalwege und mit unterschiedlichster
Geschwindigkeit. Daele Lebewesen auf eine besonders schnelle Verarbeitung visueller Reize
angewiesen sind, ist es kaum verwunderlich, dass es sich bei dem Seisptomeeinen
schnellen Signalweg handelt. Eine schnelle Umwandlung der visuellen Reize in ein elektrisches
Sigral, welches dann im Gehirn weiterverarbeitet werden kann, ist gerade bei fliegenden
Lebewesen fir die Orientierung im dreidimensionalen Raum wichtig. Die Lobullaplatte im
Gehirn ist direkt mit dem Flugapparat vBnosophila melanogastererbunden, wodurckeine
schnelle Flugbewegung nach einem Reiz midglicd (Frye und Dickinson 20Q1Aufgrund

dieser direkten Verbindung héngt die Geschwindigkeit einer Flugbewegung, zum Beispiel bei
einer Flucht, von der Geschwindigkeit der Antwort auf einen visuellen Reiz ab. Die
Verarbeitung visueller Reize im Komplexauge Dovsophilamelanogasteiist der schnellste
G-Protein gekoppelte Signalweg, der bislang bekan{Ranhganathan et al. 1991)

Ebenso wichtig wie eine schnelle Reizantwort, ist die korrekte und rasche Abschaltung des
Signalweges. DurcHie schnelle Inaktivierung wird sichergestellt, dass die Refraktarzeit
maoglichst geringgehalten wird. Je kirzer die Refraktarzeit ist, desto schneller ikann
nachgeschalteten Neuronerin neues Aktionspotential ausgelost werden. Aul3erdem
ermoglicht die shnelle Aktivierung und Deaktivierunder Phototransduktionskaskade eine
schnelle Anpassung an die Anderung auRerer Einflisse, was fiir das Uberleben der Fliege
essentiell ist.



Einleitung

1.1 Das Komplexauge von Drosophila melanogaster

Um die genaueren Vorgange im Kdeyauge von Drosophila melanogasteméher
untersuchen zu koénnen, ist zunachst ein grundlegendes Verstandnis der Funktion dieser Art
von Augen notwendig.

Drosophila melanogastdresitzt zwei Komplexaugen, die jeweils aus ca. 800 einzelnen Augen,
den sogenanten Ommatidien aufgebaut sind. Jedes Ommatidium besitzt einen dioptrischen
Apparat, welcher aus der Cornea, dem Kristallkegel und vier Semperzellen besteht. Im
dioptrischen Apparat werden einfallende Lichtstrahlen gebindelt und zu den
darunterliegenden Pdtorezeptorzellen weitergeleitet. In jedem Ommatidium gibt es acht
Photorezeptorzellen, von denen die RezeptorzellerRRIperipher angeordnet sind. R7 und

R8 liegen Ubereinander, was dazu fihrt, dass im Querschnitt eines Ommatidiums immer nur
sieben Photeezeptorzellen zu sehen sind. Jeder Photorezeptor besteht aus dem Zellkdrper
und dem Rhabdomer, welches aus einem dicht gepackten Mikrovillisaum besteht.
Abbildungl.1 Azeigt ein elektronenmikroskopisches Bild dassophilaKomplexauges

AuBerdem ist ein Schnitt durch das Komplexauge sowie die nachgeschalteten optischen
Ganglien Abbildung 1.1 B) gezeigt. Einfallendes Licht wird durch die Linsen in die
Photorezeptorzellen geleitet, dort weitergeleitetiiber die Phototransduktioskaskade
verstarkt und in elektrische Reize umgewandelt. Uber die Lamina und Medulla wird das Signal
in die Lobula und die Lobulaplatte weitergééti Aul3erdem zeigteAbbildungl.1 C die
schematische Darstellung eines einzelnen Ommatidiums. Ein Ommatidium besteht aus der
cornealen Linse, dem Kiristallkegel und den abschirmenden Pigmentzellen. Nachgeschaltet
finden sich die Rhabdomere fRb sowie die Ubeinanderliegenden Rhabdomere R7 und R8.
Das Ommatidium endet in einem Axon.
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Abbildung 1.1 Aufbau desDrosophilaKomplexaugesA) Elektronenmikroskopische Aufnahme des Kaxgliges von
Drosophila melanogastenit ca. 800 Einzelommatidien. (Foto von J. Kumar, Indiana University) B) Schematsgsehnitt

durch das Komplexauge und nachgeschalt&anglienvon Drosophila melanogasterO-Ommatidium, @ornea, PC
Kristallkegel, RRezeptozelle, LaLamina, MeMedulla. (Verandert nach Kirschfeld8l® C) VergréRerung eines einzelnen
Ommatidiums im Langsind im Querschnitt. Im Langsschnitt sind in Grau die Linse und der darunterliegende Dioptrische
Apparat eingezeichnet, in Rot sind diénpiiren und sekundéren Pigmentzellen dargestellt. In Blau und Schwarz sind die acht
Photorezeptorzellen RR8 mit ihren Rhabdomeren zu sehen. Im Querschnitt sind die Photorezeptorzellen eingebettet in die
Pigmentzellen zu sehen. Dabei ist der Zellkdrpeerejaden Rezeptorzelle in Blau und das dazugehérige Rhabdomer in
Schwarz dargestellt. Da die Rezeptorzellen R7 und R8 ibereinander liegen, sind im Querschnitt immer nur sieben
Photorezeptorzellen zu sehen. Die Vergré3erung eines Photorezeptors zeigtl#énpée und én Mikrovillisaum, der das
Rhabdomer bilde(verandert nach Wolff unéReady 1993

Die eigentliche Verarbeitung von Lichtreizen in elektrische Signale, die das Gehirn verwerten
kann, erfolgt in den Rhabdomeren der Photorezeptorzellen. Die einzelnen Komponenten, die
fur diesen Prozess notwendig sind, sitzen entweder dauerhaft in der dmedschen
Membran oder werden einer lichtabhangigen Translokation zwischen dem Rhabdomer und
dem Zellkérper unterzogen. Den Prozess der Umwandlung von ldoglektrische Impulse
bezeichnet man als Phototransduktionskaskade. Dabei handelt es sich enGé&irotein
gekoppelte Signalkaskade. Die Phototransduktionskaskade wird diiecAbsorption von
Photonen durch den Sehfarbstoff Rhodopsin in dé&hotorezeptorzellen gestartetDie
Lichtabsorption bewirkt ein&onformationsdnderung des sieben Transmembli@manen
umspannenden Rezeptors Rhodopsin (RH). Rhodopsin besteht aus einem proteinogenen
Anteil, dem Opsin wh dem Chromophor Retinal. De&chromophorisomerisiert durch
Absorption einesinfallende Photos vominaktiven 11cis3-Retinal in das dke alltrans
Retinal Das inaktive Rhodopsin wird so in seine aktive Form, das Metarhodopsin (M)
umgewandelt und aktiviert damit das visuellg €Protein. Durch den Austausch des an das G
Protein gebundene GDP zu GTP zerfallt dasP@tein in zwei Teid R-Ad®/ RhP RA S i 4
P'YOSNBAYKSYGONBMYSKSR G F1UGABASNI RAS t K23&aLXK:
membrangebundene Phosphatidylinos#gb-bisphosphat (PHpin das I6sliche Inositel, 3,5
Triphosphat (IB) und das membranstandige Diacylglyce@AG) spaltet. Als Folge dessen
werden die beiden lonenkandle TRP und TRPL gedffnet und der damit einhergehende
Kationeneinstrom fiihrt zu einer Depolarisation der Ze{Montell 2012) Uber den
Offnungsmechanismus der beiden Kanale wird derzeit kontrovers diskutiert. Eine aktuelle
Hypothese machdie Depletion von PHRndirekt fiir die Offnung verantwortlich. Durch die
Spaltung von PtFkommt es zu einer Freisetzung von Protonen und damit zu einem lokalen
Abfall des pHNertes. Mit Hilfe eines fluoreszierenden ktlikators konnte diese lokale
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Ansauerung experimentell belegt werdd€rluang et al. 2010Eine andere Hypothese besagt,
dass DAG selbst zu einer Aktivierung vBRUNd TRPL fuhKDelgado et al. 2014)

Zudem sorgt das Abspalten des Inositolrings aus der Membran fir eine Struktur&dnderung in
der Membranselbst. Dadurch kdnnten die beiden Kanédle TRP und TRPL auf eine mechanische
I NIIT dzy R 2SAaS 3S| F7Fy-Baiiccad ODNR AR LR aSNI2ey G 8Y S
Zusammenziehen der Rhabdomere in Folge eines Lichtstimulus gezeigt welatdire und

Franze 2012)Im Gegensatz dazu wird behauptet, dass die Offnung der Kaigile im
Zusammenhang mit der Abspaltung vonRils der Membraroder der Anderung des pH
Wertes geschiehtDelgadcet al. 2014) Stattdessen wirken mehrfach ungeségte Fettsauren
(PUFAs) alsgdnisten fur den Offangsmechanismug¢Chyb et al. 1999; Lev et al. 2012)
Allerdings konnte bislang kerLipase gefunden werden, dieHtabhéngig PUFAs aus DAG
freisetzt (Leung et al. 2008Pie Offnung der Kanale TRP und TRPL fiihrt zum Einstrom von
Kationen hauptsachlich Caund Na. C&* spielt bei der Phototransduktionskaskade eine
entscheidende Rolle. Es wird hauptsachlichriden TRRanal in die Zelle transportiert.
Dabei wird eine Konzentration von 0;22 mM an freiem C# in den Photorezeptorzellen
erreicht(Postma et al. 1999)

Da bei der Signaltransduktion im Auge eine sehr schnelle Signalweiterleitung besonders
wichtig ist, sind die entscheidenden Bestandteile der tBtnansduktionskaskade in
raumlicher N&he lokalisiert. Um diese rdumliche Nahe dauerhaft zu gewahrleisten, bindet das
Geriistprotein INAD Ifactivation no afterpotential DO RAS t[ /i ¥ RAS | dz3
Proteinkinase C (ePKC) sowie den lonenkanal TRP an sich. Fir eine Verankerung des gesamten
Komplexes in der Rhabdomermembran ist INAD zusatzlich an das Klasse Ill Myosin NINAC
gebunden, welches wiederum an das rhabdomemsEifktin gebunden vorliegtAbbildung

1.2 zeigt schematisch den Aufbau und den Ablauf der Phototransduktionskaskade.

PIPzT: DAG

InsP3

TRP TRPL

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der Phototransduktionskaska®eA y t K212y O KASNIJ K_ 0 G NR¥F1
Rhodopsin (R) und wandelt dieses durch eine igardtionséanderung des Chromophors Retinal in das aktive Metarhodopsin

(M) um. Dadurch kommt es am-®otein zum Austausch von GDP zu GTP und damfreisetzundR SNJ 1 F G £ @ G A A OKS
PYOSNBAYKSAGP® 5AS3E Schleszir SpdlfuyNBs MBmbSanlipidkhosphatidylindsral5-Bisphosphat

(PIR) in das lésliche Inositdl,3,5Triphosphat(IPs;) und das weiterhin membransténdige Diacylglycerol (DAG) kommt. Es

kommt zur Offnung der lonenkanile TRP und TRPL was wiederum zum Einstrom von Katigvesentichen C&" undNa-

und damit zur Depolarisation der Rezeptorzelle fi(Hatz und Minke 2009)

Die Depolarisation in den Photorezeptoren fihrt dazu, dass Vesikel mit dem Neurotransmitter

Histamin in Richtung Synaptischem Bpandern. An der prasynaptischen Membran kommt
8
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es zur Exozytose und damit zur Ausschittung von Histamin in den Synaptischen Spalt. Kommt
es hierbei zur gleichzeitigen Ausschittung von Histamin aus mehreren Photorezeptoren und
wird damit ein Schwellenwen Histamin Uberschritten, wird ein Reiz tber die Lamina und

die Medulla weitergeleitet und in der Lobulla und der Lobullaplatte verarbeitet. So gelangt der
urspringlich als Photon eintretende Reiz als elektrisches Signal in das Gehirn. Signale, die aus
verarbeiteten Reizen der Photorezeptorzellen R7 und R8 kommen, werden direkt in die
Medulla projiziert.

Bei der Deaktivierung der Phototransduktionskaskade spielen mehrere Faktoren eine Rolle.
So bildet das Calcitdnindende Protein Calmodulin (CaM) Komplexié dem eingestromten
C&*, um dadurch die Phosphatase RDG&ir(al degeneration O zu aktivieren. RDGC
dephosphoryliert ~ Metarhodopsin,  wobei  die Identifikation der  genauen
Phosphorylierungsstellen Teil dieser Arbeit ist. Aul3erdem aktivieren diese K@ntjpeCaM
Kinase Il, die Arrestin 2 phosphoryli¢cee und Montell 2004; Kahn und Matsumoto 1997;
Cassill et al. 1991Arrestin 2 bindet an das aktive Metarhodopsin, was dieses daran hindert,
weitere GProteine zu aktivieren. Metarhodopsin wird im Anschluss entweder abgebaut,
durch langwdlges Licht (570 nm) in Rhodopsin photokonvertiert oder Chromophor
enzymatischin 1l-cisRetinal umgewandeltund mit dem Opsin wieder zum inaktiven
Rhodopsin verbunderkin weiterer Aspekt der Deaktivierung ist die Inaktivierung voruhigdP
TRPldurch das eingestromte Ca Wird ein bestimmter Schwellenwert an €a&rreicht, so
wird vermutlich die Affinitat der Kanale gesattigt und damit ein negatives feedback
eingeleitet. Auf diesem Wege kommt esr Inaktivierung der beiden Kandldardie 2012;
Reuss et al. 1997ind zur Deaktivierung dd?hototransduktionskaskade

1.2 Phosphatasen

In der Natur gibt es einige Wege zur Regulation von Proteinen und damit zur Aktivierung und
Deaktivierung verschiedener Prozesse. Bei diesen Regulationen spielen Enzyme eine
entscheidende Rolle. Der wichtigste Mechanismus, mit denen sie arbeiten ist neben der
allosterischen und der kompetitiven Proteinhemmung vor allem das Prinzip der
Phosphorykrung. Dabei wird die Phosphorylierung von Kinasen und die Dephosphorylierung
von Phosphatasen durchgefihrt. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Dephosphorylierung,
weswegen die Kinasen hier nicht naher betrachtet werden.

Das Grundprinzip der Dephospiylierung ist in allen Klassen der Phosphatasen gleich: Durch
die Hydrolyse von phosphorylierten Proteinen kommt es zur Spaltung von
Phosphorsaureestern und damit zur Einlagerung von Wasser und zur Abspaltung des
Phosphatrestes (#bbildungl.3).
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Abbildung 1.3 Die von einer Phosphatase katalysiertdydrolysereaktion.Durch die Hydrolyse ddPhosphatgruppe mit
Wasser spaltet eine Phosphatase die Phosphatgruppe ab (verandert nach Wikipedia).

Obwohl es auch noch andere Phosphataseklassen gibt, werden hier nur die Protein
Phosphatasen behandelt. Die Proteinphosphatasen sind wiederum in vieeKlasterteilt
(Camps et al. 2000; Mumby und Walter 199%kalsche Phosphatasen, Ser/Tpezifische,
Tyrspezifische oder dualspezifische Proteinphosphatasen. Die wichtigste Klasse ist dabei die
Klasse der Ser/THapezifischen Phosphatasen. Wie der Name bereits vermuten lasst,
dephosphorylieren diese Phosphatasemopphorylierte Proteine an den Aminosauren Serin
und/oder Threonin.

Innerhalb dieser Enzymklasse gibt es wiederum die Klasse dét-ablEngigen
Proteinphosphatasen (MPP) und die Phosphoproteinphosphatasen (F&&)rd 1996)

Obwohl die Klasse der Phosphoproteinphosphatasen universell in allen Organismen zu finden
ist, sind von den Unterfamilien PP1, PP2A, PP2B, PP5 und PPEF/PP7 lediglich die ersten vier
gut untersucht. Die Klasse der PPEFs, der Proteinphosphatasen-HanEén, hingegen ist
weitestgehend unerforschiDie DrosophilaPhosphatase RDGC gehért zur Hander PPEFs

und wird in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Der Aufbau aller PPEFs ist im Grunde gleich: Die katalytische Domaneirist Gterminal

von weiteren Domanen flankiert und teilweise von einem Insert unterbrochen. Des Weiteren
befinden sib in der Regel-@&rminal zur katalytischen Domé&ne-H&nde in unterschiedlicher
Anzahl. In Vertebraten und Einzellern zeigen sich bis zu sedh&rtge, wohingegen andere
Organismen nur Sequenzen zeigen, die denen veHdgEen dhneln, aber nicht funktiah
sind. Uber die ERande in den PPEFs wird?Qgebunden. Die Menge des gebundenerfCa
wird wahrscheinlich tGber die Anzahl derlE&nde reguliert. Ein weiteres Motiv, das fur PPEFs
typisch ist, ist das Kotiv Uber das Calmodulin an die PPEFs bind&kildungl.4). Diese
strukturellen Eigenschaften deuten auf eine stark*@dhangige Regulation der PPEFs hin.

I-c

Abbildung 1.4 Schematische Darstellung des Aufbaus von PPERs bislang bekannten PPEFs besitzen ifreNninus ein
IQ-Motiv, Uber das die PPEFs an Calmodulin binden. Die katalytische Doméane wird haufig, almnréctdurch ein Insert
unterbrochen. €Terminal finden sich die fiir diese Proteinklasse namensgebendefaide.

IQ-Motiv Katalytische Doméne EF-Héande

Insert

PPEFs werden hauptsachlich in sensorischen Neuronen exprimiert. So auch RDGC, die erste
jemals entdeckte PPEfSteele et al. 1992)Sie wurde in der Retina voBrosophila
melanogastergefunden (Steele und O'Tousa 1990RDG&Homologe finden sich auch in

10



Einleitung

anderen Klassen von Organismen wie beispielsweiggagnorhabditis elegansder auch
innerhalb der Klasse der Vertebraten.

PPEF au€. elegansvird als CePPEF bezeichnet und nur ithatd des Nervensystems und
dort in primaren sensorischen Neuronen exprimiert. Es ist sowofl. ialegansls auch in
Zellkultur (293zellen) Gber den N'erminus membranassoziiert. ImTérminus liegt eine
Myristoylierung an Glycin2 sowie eine Palmitoyliey an Cystein3 vor. Eine Mutation dieser
Stellen fuhrt dazu, dass es nicht langer zu einer Anlagerung der Fettsdureoesteat. kAls
Folge darausst CePPEF in Zellkultur deutlich schwacher mit der Membran assoziiert. In
transgenenC. elegansvurde CePPE#urch Mutieren der Palmitoylierungsstelieerandert

und war in Folge dessen nicht langedean Dendriten, Axonen und Cilien lokalisiggamulu

und Nathans 2001)

Die in Vertebraten exprimierten Homologe PPEF1 und PPEF2 sind im Gegensatz zu RDGC nicht
an der Dephosphorylierung von Rhodopsin betef{therman et al. 1997%ondern spielen

eine Rolle in der Apoptose, Stressantwort, Zellproliferation, Onkogenese und der
Zelldfferenzierung(Park et al. 2017)Die Analyse von humanem Gewebe ergab, dass PPEF1
und auch PPEF2 hauptsachlich in den Hoden und im Gehirn exprimiert watgrberg et

al. 2014) Die humane PPHEFwurde in einer aktuellen Publikatiofifark et al. 2017als

negativer Reglil i 2 NJ R S dProgralidni &Nl Qedth 5¢PDCD® A RSY G A FAT A SNI @
an der Regulation des Transkriptionsfaktors p53 beteiligt und fuhrt damit zum Zelizyklus
Arrest oder zur Apoptose. Uber die Dephosphorylierung von PDCD5 istl RPERfalls an

dieser Regulation beteiligt. Die Uberexpression von PPEF A549Zellen (Lungenkrebs

Zellen) fuhrt zu einer Deaktivierung von PDCD5 und unterdriickt dadurch sowohl die Antwort
auf einen DNASchaden als auch den Zelltod. Im Umkehrschluss wurde bei einemdoaok

von PPER PDCDS5 aktiviert, was zu einer gesteigerten Antwort auf einen Etepakidierten
DNASchaden und verstarkter Apoptose flhrt.

Abgesehen von diesen Daten ist Uber die Klasse der PPEFs kaum etwas bekannt. Am besten
untersucht ist die Phospitase RDGC Drosophila melanogasteba sich diese Arbeit naher

mit der RDGC beschatftigt, wird bereits bekanntes Uber die RDGC im folgenden Kapitel
gesondert behandelt.

1.3 RDGC

Die Phosphatase RDGC ist eine Phosphatase aus der Klasse der Serin/Hireghiatasen

und tragt inren Namen auf Grund des Phéanotyps der Nullmutareasophila melanogaster
Diese gehdrt zu einer Gruppe von Mutanten, bei denen die Mutation unter anderem zu einer
relativ schnellen Degeneration der Photorezeptorzellen fiiatirial degeneration). Derselbe
Phé&notyp zeigt sich noch bei zwei weiteren Mutanten, welchedgs und rdgBbezeichnet
werden.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der dritten Mutante, die schwere retinale Degeneration
aufweist. NacltdgAundrdgBwurde diese ardgCbenannt. Die retinale Degeneratidieruht
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in dieser Mutante darauf, dass das RRG€protein Rhodopsit in derrdgGNullmutante
hyperphosphoryliert vorlieg(Vinds et al. 1997)Hyperphosphoryliertes RH1 bildet stabile
Komplexe mit Arrestin2, wodurch weniger Arrestin2 zur Verfligung steht, um Metarhodopsin
zu inaktivieren. Die RHArrestin2 Komplexe werden aus der rhabdomerischen Membran in
den Zellkorper interalisiert und fihren so zu einer gesteigerten Apoptose in den
Photorezeptoren(Allowayet al. 2000) Diese Degeneration ist lichind zeitabhangig und
kann dadurch verhindert werden, dass die Fliegen konstant im Dunkeln gehalten werden.

DasrdgCGen inDrosophilanelanogastercodiert fur vier unterschiedliche mRNAs, wobei drei
der mRNAsrdgCGRF-RGund-RH sich lediglich in untranslatierten Bereichen unterscheiden
und in dieselbe Proteinvariante translatiert werden. Dabei handelt es sich um ein 746
Aminosauren grol3es Protein mit einem Molekulargewicht von BB&. Die vierte mRA-
Variante (dgGRB wird in ein 661 Aminosduren langes Protein mit einem Molekulargewicht
von 75,5 kDa translatiert. Die beiden Proteinvarianten unterscheiden sich-Trarminus,
wobei die lange Isoform{ierminal 85 zusatzliche Aminosauren besitzt.

Genregion des Chromosoms 3R

B 20250k o ) . 20260k R
rdgC
rdgC Transkripte
rdgC-RH ! - — I
rdgC-RG H PR ——
rdgC-RF ! - —
TAGC-RB m—imim it

vorhergesagte RDGC Proteinvarianten
Epitop des a-RDGC-Antikorpers

1Q-Motiv katalytische Doméne EF-Hénde
N [ | _ C RDGC-S (75,5 kDa)

N] || I | C RDGC-L (84,9 kDa)

Abbildung 1.5 Schematische DarstellundesrdgCGenokus, seiner Transkripte und vbergesagten ProteinvarianterDer
rdgGSenlokus irDrosophila melanogastdiegt auf dem Chromosom 3R. Es werden die vier Transkidgil€RH,-RG,-RF

und -RBgebildet. Aus diesen vier unterschiedlichen Transkripten werden zwei unterschiedliche Proteinvaaiagédegitet
N-terminal befindet sich das Calmodulin bindendeNiQtiv, gefolgt von der Katalytischen Doméane, die in RDGC nicht von
einem Insert unterbrochen ist.-@rminal von der katalytischen Doméane liegen dieHaiRde, die fur die CaBindung
notwendig sind.

Neben der Lange unterscheiden sich die beiden Isoformeleinersten 5 Aminosauren der
kurzen Isoform. Eine Untersuchung von Extrakten aus WHBLggen zeigte jedoch eine
dritte Isoform, die bei der Analyse Uber Westernbloit einem "-RDGEAntikdrper eine
Grole zwischen den bekannten 75,5 kDa und 84,9 kDee&tf(Lee und Montell 2001 Der
Ursprung dieser dritten Isoform ist micbekannt.

Das restliche Proteihesteht in beiden Fallen aus einerat@&tminalen IQMotiv, welches fur
die Bindung von CdCalmodulin zustandig ist, einer katalytischen Doméane und einem EF
HandMotiv mit dem direkt C& gebunden werden kann @bbildung1.5).
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Beide Isoformen des RDGC binden direkt an Calmodulin, was sowohl in Anwesenheit als auch
in Abwesenheit von Cageschieht. Allerdings verbessert die Anwesenheit vo#" G
Bindefahigkeit von Calmodulin an RD@®@e und Montell 2001)Ein bereits seit langerem
bekanntes Zielprotein von RDGCR3t1(Steele und O'Tousa 199@elches am T erminus
dephosphoryliert wird. Die genauen Stellen, an denen Rhodopsin phodgtbwird und an

denen RDGC als Phosphatase wirkt, sind noch nicht bekannt.

Neben der Dephosphorylierung von RH1 ist RDGC auch an der lichtabh&ngigen
Dephosphoylierung von TRP beteilig/oolstra et al. 2017; Katz et al. 201Dabei ist die
lichtabhéangige Phosphorylierungsstelle S936 ifre@ninus des TRP betroffen. Wie genau die
Beteiligung der RDGC aussieht, soll im Verlauf dieser Arbeitsuicte werden.
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1.4 DieRhodopsire von Drosophilamelanogaster

Die Photorezeptoren der Komplexaugen und Ozellennarsophila melanogastemthalten
insgesamt sechRhodopsie. Rhodopsine bestehen adem proteinogenen Anteil Opsin und
dem Chromophor 1icis3-Hydroxyretinal{Zuker 1996)Dieser Chromophor liegt im inaktiven
Zustand als ItisRetinal vor und wird bei der Aktivierung durdle Absorption vorLicht in
all-trans-Retinal umgewandelt.

In Drosophila melanogastergibt es mehrere Rhodopsine, die sich in ihren
Absorptionsspektren unterscheiden. Das HaRptodopsin RH1, welches in den
Photorezeptorzellen RR6 vorliegt, hat sein Absorptionsmaximum bei 480 nm. HZ&lén
finden sich die beiden im ultravioletten Lickbsorbierenden Rhodopsine RH3 und RH4, in R8
Zellenfinden sich RH5 und RH6, welche im blauen und griinen Licht absorii&eerenga
und Arikawa 2008)Wahrend diesdiinf Rhodopsine alle im Komplexauge vorkommen, wird
das imblauen absorbierende RH2 in den Ozellen gebra(febllock und Benzer 1988)

Das Hauptrhodopsin RH1 Drosophila melanogastdtann nach seiner Aktivierung und der
damit einhergehenden Umwandlung in Metarhodopsin durch die ernéisorption eines
Photons wieder zu Rhodopskonvertiert werden. Diese Photokonversion wird auch als
Photo-FlipFlop bezeichnetDa Metarhodopsin ein Absorptionsmaximum bei % hat, ist
oranges oder rotes Licht fir diese Rickumwandlung besonders effektiv.

Bei der Belichtung mit blauem Licht wird sehr viel Metarhodopsin im Vergleich zum Rhodopsin
(70% Mzu 30% RH1) gebildéStavenga und Hardie 201Dadurch, dass in der Zelle weniger

Arrestin 2 als Rhodopsin vorliegt, reicht diese Menge so nicht aus,|esr\gtarhodopsin zu
binden(Kiselev und Subramaniam 199k kommt daher zu einer andauernden Aktivierung

RSNJ { A3yl f 1}t all RBpralongeddpolariangss yi ISYW¥I2 8B y(Mlinke £ ¢ Ot !
2012) Das PDA findet sich nur in weil3dugigen Fliegen, nicht aber in rotdugigen. Das rote
Schirmpigmentabsorbiertblaues Lichtund reflektiert rotes LichtAuf diese Art und Weise

wird nicht mehr Metarhodopsimgeneriert, alArrestin2 zur Deaktivierung zur Verfiigung steht

(Dolph et al. 1993)

RH1 unterliegt in den Photorezeptoren einem Gleichgewicht aus Recycling, Abbau und
Neusynthese (Abbildungl.6).
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Abbildung 1.6 Rhodopsinl Gleichgewicht iDrosophila melanogasterRhodopsirwird Gber die Bindung an Rab5 in das
friihe Endosom aufgenommen. Von dort aus kann es iiber Rab7 zur Endozytose in das spite Endosom KuenAigii/8

wird das Autophagosom aktiviert und Rhodopsin im Lysosom abgebaut. Der Transport in das Lysosatarkatinauch

direkt Uber Tetraspaniedingte Fusion miteim spaten Endosom erfolgen. Alternativ zum Abbau kann Rhodopsin aus dem
frihen Endosom auch tber den Retromerkomplex recycelt werden und wird mit Hilfe von Rabl11 und Crag zuriick in die
Rhabdomere transportiert. Der dritte Weg ist die Neusynthese, bei Hed&osin aus dem Endoplasmatischen Reticulum
(ER) in den Goldipperat und dann in die Rhabdomere transportiert wiveérandert nach Schopf und Huber 2017)

Bei der Aktivierung und der Deaktivierung von RH1 spielt der Phosphorylieradgsige
wichtige Rolle. Nab der Aktivierung wird Rhodopsin durch dig-Protein gekoppelte
Rezeptorkinase {gprkl) phosphoryliert(Lee et al. 2004)nd lieg nun als phosphoryliertes
Metarhodopsin (Mp) vor. Durch defEinstrom von Ca-lonen bindet Calmodulin an das freie
Ca&*und aktiviert so die Phosphatase RD@EEe und Montell 2004 ie das phosphorylierte
Rhodopsin dephoghoryliert. AuRerdem sorgt der €& almodulinKomplex dafir, dass
Arrrestin2 aus der Bindung an NINAC gelost \{liid et al. 2008)Das freie Arrestin2 wird
durch die C#-abhangige Kinase CamKll phosphoryliert und bilkdemplexe mit dem
MetarhodopsirfLu et al. 2009) Metarhodopsin wird entweder durch langwelliges Licht
(570nm) in Rhodopsin konvertiedder der Chromophoenzymatisch recycelian das Opsin

gekoppeltund soRhodopsimgeneriert(Wang und Montell 2007; Yau und Hardie 2009)

Die exakten Phosphorylierungsstellen von RH1 sind bislang unbekannt. Feststeht, dass die
Phosphorylierung im-Cerminus des RH1 stattfindé¥inds et al. 1997Dies wurde mit Hilfe

einer Fliege untersucht, in der derf@rminusverkirztwar und die in Folge dessen keine
Phosphorylierung zeigte. In Abwesenheit von RD&mmt es allerdings zu einer
Hyperphosphorylierung von RH1, was zu stabilen RH1Mor8plexen fuhrt. Es kommt zu

einer Clathrirabhangigen Endozytose von Rhodopsin.

Die Phosphorylierung von Rhodopsin, aber auch von Arrestin spielt zudem eine wicliegge Ro
fur die Aufrechterhaltungder korrekten Struktur der Rhabdomere. Kommt es wie oben
beschrieben zu einer Hyperphosphorylierung von Rhodopsin, fluhrsedimu einer
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Degeneration der Photorezeptorzell@idristaponyte et al. 2012pie Phobrezeptorzellen R1
R6 zeigen bereits nach drei Tagen im-Halikel Zyklus eine beginnenden Degeneration,
wohingegen R7 bzw. R8 erst nach 5 Tagen imduelkel Zyklus beginnen zu degenerieren
(Steele und O'Tousa 1990)n R7 und R8 wird nicht RHdondern RH3/4 bzw. RH5/6
exprimiert, was den Unterschied in der Degeneration erklaren k&ia.Internalisierung der
stabilen RH1/ArrKomplexe iniiert die retinale Degeneratian

1.5 Der TRFKanal

Der TRKanal audDrosophila melanogastewar Namensgeber fir eine ganze Klasse von
lonenkanalen, die sich mit unterschiedlichen Aufgaben in sehr vielen Organismen
wiederfinden. TRiKanale sindunter andereman sensorischersignalwegen beinsehen,
Riechen, Horen, Schmecken, Tasten sowie Tempemagfinden oder auch an osmotischen
Prozessen beteiligtBalemans et al. 2017Pie Klasse der THRRnéle ist in zwei Gruppen
unterteilt: Gruppe 1 besteht aus den funf Unterfamilien TRERRV, TRPM, TRPN und TRPA.
Gruppe 2 enthalt die zwei Unterfamilien TRPP und TRPMblgdung 3.7.

16



Einleitung

TRPC

cTRP-3
cNOMPC

TRPN
NOMPC

TRPM

TRPV

Nan =
OSM-9
dTRPA1

TRRA cTRPA1

Pain

TRPP

AMO
cPKD-2

TRPML

Abbildung 1.7 Die Familie der TRRanéle.Die sieben Unterfamilien der TR®Rné&le mit ihren Unterkksen. IrDrosophila
melanogasteund Caenorhabditis elegarsind alle sieben Unterfamilien vertreteBas Symbol der Fliege steht fiiosophila
melanogastey die grinen Wirmer symbolisieren elegansdie Maus symbiolisiernus musculusnd derFisch symbolisiert

den ZebrafiscliCioffi et al. 2009)

Neben den irAbbildungl.7 aufgefiihrten Spezies, die fur die wissenschaftliche Forschung von
grolBer Wichtigkeit sind, kommen TiREnale unter anderem auch im Menschen vor.
Wahrend inDrosoplila melanogastelinsgesamt 13 verschiedene FR&néle bekannt sind
(Montell 2005) sind es im Mensche27 (Venkatachalam und Montell 20Q7)RP und TRPL in
Drosophilagehéren zur Familie der klassischen -‘KRéle (TRPC)
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Der TRMKanal ist der wichtigste lonenkanal bei der PhototransduktionDmosophila
melanogaster Seinen Namen erhielt der TiRBnal aufgrund des Phanotyps der Nullmrmiga

von Drosophila Diesea dzii Y1 S 1T SA 3G tQrsigntrecepdPpy i Fy G BBt @=
bedeutet, dass in diesen Fliegen trotz anhaltender Belichtung eine vollstdndige Repolarisation
einsetzt(Cosens und Manning 1969; Minke et al. 1975)

TRP ist ein nmabrangebundenes Protein mit secisansmembrandoméanefMontell und

Rubin 1989)und wird in den RAbdomeren gefunden, wo es tber das Gerustprotein INAD in
einem grofRen Komplex gebunden vorliegt. Es ist der entscheidende Kanal fir den Einstrom
von Calciurdonen in die Photorezeptorzellen. Fir seine Offnung kommen mehrere Faktoren
in Betracht, die irl.1bereits erortert wurden.

Fur den TRIRanal wurden ibrosophila28 Phosphorylierungsstellen gefundeaine davon
N-terminal und 27 @erminal. Die Phosphorylierung erfolgt zum Teil lichtabhangig. An 15 der
gefundenen Stellen findet sich bei Belichtung eine Hochregulierung der Phosphorylierung
wéhrend es nur eine einzelne Stell@RPS936- gibt, die im Minkeln starker phosphoryliert
vorliegt(Voolstra et al. 2010; Voolstra et al. 2013)

Die Phosphorylierundes TREKanals an der Stelle S936 spielt eine entscheidende Rolle bei
der Lichtadapation (Voolstra et al. 2017)Wildtypischen Fliegen zeigén licht-adaptierten
Zustanckine hohere zeitliche Auflésung in der Reizantwortdszillierendem Licht als dunkel
adaptierte Fliegen. Es zeigte sich, sigfiegen, bei denen TFED36 nicht phosphoryliert
werden kann, die zeitliche Auflésung unabhéngig von den Adaptionsbedingungen der von
lichtadaptierten WildtypFliegen entspricht. Im €yensatz dazu zeigen Fliegen, die eine
dauerhafte Phosphorylierung an T8B36 imitieren, das zeitliche Auflosungsvermégen
dunkel adaptierter WildtyperiKatz et al. 2017)

Da in vorherigen Arbeitef/oolstra et al. 201/ DGC als eine Phosphatase fir die Stelle S936
im TRP Kanal gefunden wurde, ist ein wesdmlicAspekt dieser Arbeit die genauere
Untersuchung dieser Interaktion.

1.6 Genetische Manipulation durch CRISPR/@as

CRISPRO(stered regulatory interspacedshort palindromic repeat) ist ein System, das in
Prokaryoten weit verbreitet ist. Es dient dort detkEnnung und dem Abbau von fremder
DNA. Diese ist in der Regel aufgenommene Ph&aygeA. Die Verwendung von CRISPR/Cas fur
gentechnische Manipulationen ist relativ neu, wird aber in unterschiedlichsten Organismen
verwendet.

In Drosophila melanogastewird das CRISPR/CaS9stem verwendet, um in Genen oder
Teilen von Genen Unterbrechungen, Deletionen, Insertionen, Austausche oder sogar Tags
einzufihren(Bassett et al. 2013; Gratz et al. 2013; Gratz et al. 2014; Kondo und Ueda 2013;

Lee et al. 2014; Port et al. 2014; Ren et al. 2013; Sebo et al. 2014; Xue et al. 2014; Yu et al.

2013; Yu etl. 2014)
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Fur eine erfolgreiche Mutation mit diesem System bendétigt es zum einen die Endonuklease

I Fadps 6Sft OKS FTNNJ SAySy 52LJJISf &GN y3IoNHzZOK &2
wbh! & o63wb! 0d CNNJ RAS 3Iwb!  ANukedRider§ Hefidh eithA St a S
oProtospacerAdjacentM2 G0 A Ta 6t ! a,benddid. NWirdlziud &K gRNA in Fliegen

injiziert die Cas9 exprimieren, bindet die gRNA an Cas9 und fuhrt die Nuklease so an die
Zielsequenz. Dort sorgen die beiden Nukleaseuntereinheitem Cas9 fir einen
Doppelstrangbruch der DNA. Um diesen Bruch zu reparieren, gibt es nun mehrere

al 3t AOK1{SAGSYyd® 9AyS aSsiHomdbGousieads2 Ry Ry B@ ISl I W
dem die Enden des Doppelstrangbruchs einfach wieder ligiert werddseiRann es sowohl

zu Deletionen als auch Insertionen kommen. Fiur das gezielte Editieren wird in der Regel das
aK2Y2RRNBOUSR NBLI ANX Ol 5w0 @SNB-HomelGgias LYy R
Templat fir eine gerichtete Reparatgenutzt Dazu wird nebe der gRNA auch DNA die von
homologen Sequenzen flankiert wird injiziert. Moglich ist dabei auch eine Insertion von
grolReren Sequenzen wie beispielsweise einem Tag. Diese homologe DNA kann wiederum
sowohl als dsDNAls auch wie idlieser ArbeitalsssDNAvorgelegt werden. ssDNBonoren

kénnen aufgrund der maximal synthetisierbaren Gro3e nur fir kleinere Modifikationen bis
~200Nukleotideneingesetzt werder{Gratz et al. 2015)

NHEJ / <-:77%952:\1/\ \ HDR

Genomic 5’ = = — - 3

5’ == .3 DNA 3 == 5
3 == ==5 Repair 5’ 3
template 3’ _L/- — O

l Premature

stop
Indel mutation codon Precise gene editing
5 u= —— - 3 5 u o e— . -3

3'-- ——--5' 3,--_’ ‘_--5'

Abbildung1.8 Schematische Darstellung des CRiSRR9 Systemélber die GuideRNA (sgRNA) wird die Zielsequenz erkannt

und durch die Genschere Cas9 ein Doppelstrangbruch (DSB) induziert. Fir die Reparatur des DSB kann entweder ein NHEJ
(nonhomologous end joining) oder ein HDR (homoldiggcted repair) durchgefiihrt welen. Beim HDR wird zusétzlich zur
d3wb! SAy &2 3 S¢¥mplatymiti§idiert,cib® dab deNdite Veranderungen eingeflihrt werden kénnen. Ohne

a NB L-Jlerhphbikommt es zu einer Religation des DSB, wodurch es zu Deletionen oder Insertionen kammé¢@kelle

Bild:Ran et al. 2013)
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1.7 Fragestellung der Arbeit

Die Klasse der PPEFs ist im Menschen an vielen Prozessen beteiligt, die in der Medizin und
dabei hauptséachlich in der &vsforschung eine Rolle spielen kdnnen. Dennoch ist tUber die
gesamte Klasse dieser Phosphatasen bislang wenig bekannt.

Auch inDrosophila melanogastem der es nur eine PPEF, die RDGC, gibt, ist die RDGC nicht
vollstandig charakterisiert. Im Zuge dies@rbeit wird eine ndhere Charakterisierung
durchgefuihrt. Dabei soll zunachst der Ursprung der dritten Isoform auf genetischer Ebene
geklart werden. Um diesen Nachweis zu erbringeind die cDNA aus Wildtypliegen in den
TOPGVektor ligiert und irE. colikloniert. Diese Klone werden anschliel3end mit Hilfe einer
KoloniePCR analysiert. AufRerdem soll die Existenz der mittleren fRfoa@n auf
Proteinebene gezeigt werden. In Folge der Analyse der mittleren Isof@nchew Mutanten
hergestellt, die unterschiiche Kombinationen der RD&$bformen exprimieren.

Fur alle drei Isoformen soll die subzellulare Lokalisation untersucht und Grinde fur die
verschiedenen Lokalisationen gefunden werdeie Untersuchung der katalytischen Aktivitat
unterschiedlicher Isofanen soll mit RDGC, welches rekombinant in-Zfen exprimiert
wird, untersucht und im Anschluss einigen Tests unterzogen werden.

RDGC spielt eine Rolle in der Dephosphorylierung von RH1, was im Zuge dieser Arbeit ndher
untersucht wrd. Dabei soll zunaaih massenspektrometrisch ermittelt werden, an welchen C
terminalen Stellen Rhodopsin phosphoryliert wird. Da esdgCG%-Nullmutanten zu einer
Hyperphosphorylierung von RH1 kommt, besteht ein Teil dieser Arbeit darin, einen Assay zum
Nachweidieser Hyperphosphorylierung zu etablieren. Dieser Assay soll dazu genutzt werden
die unterschiedlichen Mutanten zu untersuchamd so zu ermitteln, welche Isoformen fir

die Dephosphorylierung von RH1 verantwortlich sind.

Da RDGC neben der Dephosphoryiigy von RH1 auch an der Dephosphorylierung von TRP
an S936 verantwortlictsi (Voolstra et al. 2017Wwird der Einfluss der drei Isoformen bei der
Dephosphorylierung von TRIS936mit Hilfe der generierten Mutanten untersuchiDabel

liegt der Fokus sowohl auf der lichtabhangigen Dephosphorylierung anrsicuf der Kinetik

dieser Dephosphorylierung. Der Nachweis des Phosphorylierungszustands von TRP soll mit
Hilfe eines phosphospezifischen AntikorpeérsTRPpS936) erbracht welen.
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2 Material und Methoden

2.1 Haufig verwendete Puffer und Losungen

2.1.1 Fliegenzucht

Losung/ Puffer Zusammensetzung

Fliegenfutter 5 % (w/v) Maismehl

3,2 % (w/v)Saccharose

1,2 % (w/v) Bactd\gar

2,4 % (w/v) Frischhefe

0,5 % (v/v) Propionséaure
0,0064 %v/v) 4
Hydroxybenzoemethylester
EtwasAscorbinsaure

2.1.2 Injektionslésungen

Lésungen/Puffer Zusammensetzung
Injektionspuffer 5 mM KCI
0,01 mM NakPQ-Puffer
pH 6,8
Embryavaschlésung 50%DanKlorixn HO
Eiablageplatten 15 g BacteAgar

175 miBio-Apfelsaft

16 g DGlucose

500l EtOH

5ml 10 % Nipagin in EtOH
250l HAc (konz.)
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2.1.3 Molekularbiologisches Arbeiten

Ldsungen/Puffer

Zusammensetzung

TAEPuffer

40 mM TrisAcetat
1mM EDTA
pH 8,0

AgaroseGel

0,754 %(w/v) Agarose in 1 x TAE

EtBr

10 mg/ml in HO (fertige L6sung)

RF1LGsung

100 mM RbCI

50 mM MnCl

30 mM Kaliumacetat
10 mM CagGl

15 % (v/v) Glycerin
pH 5,8

RF2L6sung

10 mM MOPS

10 mM RDbCI

75 mM CaGl

10 % (v/v) Glycerin
pH 6,8

DEPG&Nasser

0,1 % DEPC in®

2.1.4 Protein- und DNAExtraktion

Losung/Puffer Zusammensetzung
SD&Extraktionspuffer 4% (w/v) SDS
1 mM EDTA

75mM TrisHCI, pH 6,8

Extraktionspuffer fur bakterielle DNA

1% {/v) Triton X100 in HO

SquishingPuffer (Single Fly DNA)

10 mM Tris pH 8,2

1 mM EDTA

25 mMNacCl

200 puM/ml Proteinase K
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2.1.5 SDSGelelektrophorese

Losung/Puffer Zusammensetzung
5x SDS Ladepuffer 0,5M TrisHCI, pH 6,8
170 mM SDS
53 0 @Mefoaptoethanol

100 pg/ml Bromphenolblau

2 x SDS Ladepuffer

0,2 M TrisHCI, pH 6,8

68 MM SDS

2%06 O k-HMeércaptoethanol
100pg/ml Bromphenolblau

5x SD$ adepuffer fur Losungen ohne SD]

0,5M TrisHCI, pH 6,8
20%(v/v) SDS

5 0 @NMefoaptoethanol
100 pg/ml Bromphenolblau

SDSPAGH aufpuffer

25 mM Tris
200 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

4 x SDFAGE Sammelgelpuffer

0,5M TrisHCI, pH 6,8
0,4% (wiv) SDS

4 x SDFAGE Trenngelpuffer

1,5M TrisHCI, pH 8,8
0,4% (w/v) SDS

AcrylamidL6sung

30% Acrylamid:N,MBisacrylamid (37,5:1)

Ammoniumpersulfat

10% APS ind@

Coomassieolloidal

20% (v/v) Methanol
20% (v/v) RotBlue 5x Konzentrat
in O

2.1.6 WesternBlot

Ldsung/Puffer Zusammensetzung
TankblotPuffer B 48 mM Tris
39mM Glycin

0,0375% (w/v) SDS

Blockierlésung

5 % Milchpulver in TBB

ECLLOsung A 0,1M TrisHCI, pH5,8
0,25% (w/v) Luminol

ECLLOGsung B 0,11% (w/v) pHydroxycumarinsaure in
DMSO

HO2 30% in HO

TBST 10mM Tris
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150mM NacCl
0,1% (v/iv) Tween 20
pH 7,5

2.1.7 Immunprazipitation

Lésung/Puffer

Zusammensetzung

Triton-Extraktionspuffer (TXEP)

50mM Tris
150mM NacCl
1% Triton X100
pH 8,0

DigitoninExtraktionspuffer

50mM Tris
150mM NaCl
4 % Digitonin
pH 8,0

Triton-Waschpuffer (TXWP)

50mM Tris
100mM NacCl
1% Triton X100
pH 8,0

Inhibitoren-Mix (Extraktionspuffer)

10>g/ml Aprotinin

10 mM Benzamidin
10>g/ml Pepstatin A
50>g/ml Leupeptin

10 mM Natriumfluorid

1 mM Orthovanadat
50>M APMSF

10 mMi -Glycerophosphat
500 nM Cantharidin

Inhibitoren-Mix (Waschpuffer)

10>g/ml Aprotinin
10 mMBenzamidin
10>g/ml Pepstatin A
50>g/ml Leupeptin
50>M APMSF

500 nM Cantharidin
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2.1.8 Subzellulare Fraktionierung

Ldsungen/Puffer

Zusammensetzung

Extraktionspuffer (XEP)

50 mM Tris
150mM NacCl
50 uM APMSF
pH 8,0

Extraktionspuffemit Hydroxylamin

50 mM Tris
150mM NacCl

50 uM APMSF

1 M Hydroxylamin
pH 8,0

HEPES

20 mM HEPES
50 UM APMSF
pH 7,6

HEPESDS

20 mM HEPES
50 uM APMSF
4 %(wlv) SDS
pH 7,6

2.1.9 AcyHBiotin Austausch

Lésungen/Puffer

Zusammensetzung

Lysepuffer (pH 7,5)

50 mMTrisHCI

150 mM NacCl

10% (v/v) Glycerin

1 % (v/v) IGEPAL ®80
pH 7,5

Lysepuffer (pH 7,2)

50 mM TrisHCI

150 mM NacCl

10% (v/v) Glycerin

1 % (v/v) IGEPAL ®6A0
pH 7,2

Lysepuffer (pH 6,2)

50 mM TrisHCI

150 mM NacCl

10% (v/v) Glycerin

1 % (VIVIGEPAL G830
pH 6,2
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2.1.10 Arbeiten mit Bakterien

Material und Methoden

Lésungen/Puffer Zusammensetzung
LBMedium fertig von Carl Roth
15 g/L in HO lésen
LBAgar fertig von Carl Roth
409g/L in HO losen
NZ¥Medium 10g/L Trypton
5 g/L Hefeextrakt
5 g/L NaCl
12,5 mM MgGl
12,5 mM MgS®
2.1.11 Transfektion in SZellen
Lésungen/Puffer Zusammensetzung
2Xx HBS 50 mM HEPES
1,5 mM NaHPQ
280 mM NacCl
pH 7,1
2 M Cagl 2 M CagClin RO

Induktionsldsung

100 mM CuSgin HO

2.1.12 Ni-NTAAufreinigung

Losungen/Puffer

Zusammensetzung

Lysepuffer

50 mM NaHPQ
300 mM NacCl
10 mM Imidazol
pH 8,0

Waschpuffer

50 mM NaHPQ
300 mM NacCl
20 mM Imidazol
pH 8,0

Elutionspuffer

50 mM NaHPQ
300 mM NacCl
250 mM Imidazol
pH 8,0
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2.1.13 Immuncytochemie

Losung/Puffer Zusammensetzung

Fixierungslésung 2 % bzw. 460 Paraformaldehyd in PBS
pH 7,2

Phosphatpuffer 0,1 M NaHPQ
0,1 M NaHPQ
pH 7,2

PBS 17,5 mM NaCl

8,41 mM NaHPQ
1,86 mM NakPQ
pH 7,2

PBST 0,1 % (v/v) Triton 400
in PBS pH 7,2

PBST + BSA 0,3 %(v/v) Triton X100
1 % (w/v) BSA
in PBS pH 7,2

PBST + Milchpulver (PBSW) 0,1 % (v/v) Triton 400
1 % Milchpulver
in PBS pH 7,2

Blockingpuffer 0,5 % (v/v) Fischgelatine
0,1 % (v/v) Ovalbumin
in PBS pH 7,2

Eindeckelmedium 25,6% (m/v) Mowiol.88
2,5% (w/v) nPropytGallat
51% (v/v) Glycin in %PBS

PolyL-Lysin 0,01% Polyl.-Lysin in KO

2.1.14 ERGMessungen

Ldsung/ Puffer Zusammensetzung

DavenportLosung 1 mM CaGl

2 mM KCI

100 mM NacCl
1,8 mM NaHC®
pH 7,2

Chlorinierungslésung 2M KCI
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2.1.15 Chemikalien

Material Hersteller

bioton-BMCC ThermoFisher Scientific

Fetal Bovine Serum (FBS) ThermoFisher

GFPTrap_M Chromotek (Planegilartinsried)
DN} OSQa LyaSoOid aSRA ThermoFisher

D NI O S QHMediuny GnSuppfemented | ThermoFisher

Hydroxylamin Sigma

Immersionsdl (Immersol 518F)

Carl Zeiss (Jena)

<Phosphatase

New England BioLabs (Ipswich, England)

N-ethylmaleimid

ThermoFisher Scientific

Ni-NTA Agarose

Qiagen (Hilden)

PiercéM Protein AAgarose

Thermo fisher Scientific

PiercéM Protein GAgarose

Thermo fisher Scientific

Proteinase K

New England Biolabs

RotiQuant 5x

Carl Roth (Karlsruhe)

TranslT@nsect Transfection Reagent Mirus
Trypan Blue ThermoFisher
Voltalef Ol S10 Voltalef
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Bezeichnung Genotyp Quelle

rdgCo¢ w;+rdgdoeh Steele und O'Tousa990
rdgCoy+ w;+rdg oY+ in dieser Arbeit hergestell
Wildtyp W;+;+ Laboreigen
rdg@WI00126GFSTF.1] yw;Mi{PT-GFSTF.1}rd§®126¢ | Bloomington Stock Centr
(#60143) GFSTF.1]

CRISPRasq#51323)

yw,vasCas9;+;+

Bloomington Stock Centrg

TM3,Sb

yw;+;+/TM3,Sb

Laboreigen

TM3,Ser yw;+;+/TM3,Ser Laboreigen
rdgCMyc/TM3 yw;;rdgCMyc/TM3,Sb in dieser Arbeit hergestell
rhl>ttd14-myc yw;P[y+,pRh1+ttd1-4nyc];+ Cerny et al.2015
rdgC#42457) yw;;Mi{MIC}MI06989 Bloomington Stockentre
rdgC=M yw;+; rdgM in dieser Arbeit hergestell
rdgC® yw;+; dgC® in dieser Arbeit hergestell
rh1>rdgCS yw;P[y+,pRh1+rdgS];+ Schillo, 20@
rh1>rdgCS/Cyo yw;P[y+,pRh1+rdgS]/Cyo;+ Schillo, 20Q
sine oculi5(#105892) ;S04 KyotoStock Centre
eya (#2285) ey, Bloomington Stock Centrg
ninal’ yw;;ninal’ O'Tousa et aJ1985
rh1CT S>A yw;P[ninafS357,358.362,367.371AT343 Kiselev et a)2000

ninag’
rh1856 w;Py+,pRhirh1259;ninal’ Vinos et al.1997
arr2® w;arr2,st Dolph et al, 1993
trpP343 yw;+;trg343 Pak et al., 1979

2.3 GrolRenstandard

GroRenstandard

Hersteller

Prestained Proteinmarker Precision Plus
Protein™ Standards All Blue (258 kDa)

BioRad (Freiburg)

Unstained Proteinmarker Precision Plus
Protein™ Standards All Blue (258 kDa)

BioRad (Freiburg)

1 kb DNA Ladder

New England BioLabs (Ipswich, England)

100 bpDNA Ladder

New England BioLabs (Ipswich, England)
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2.4 Gerate
Gerat Modell Hersteller
Geldokumentation Alpha Imager Alpha Inootech
Binokular - Stem 2000 CarlzZeiss (Jena)

- GLEDS Nikon

Brutschréanke Verschiedene Modelle Binder (Tuttlingen)
Dokumentationssystem Chemie Dot XRS+ BioRad (Freiburg)
Westernblot
Eismaschine AF 103 Scotsman
Elektrophoresekammer Mini Protean Il BioRad (Freiburg)

(Protein)

Electrophoresis Cell

ERGApparatur

- Differenzverstéarker - EXT08 - NPI electronic

- FaradayKifig - BNCG6090A - National Instruments

- LEDs (blau/orange) - MS3LILHY30 - Roithner Lasertechnik

M3L1-HB-30

- Messkarte - PS1152A - National Instruments

- Mikromanipulator - NPI electronic

- Neutralgraufilter - PLEMO2M - Linos

- Netzgerat - Conrad (Stuttgart)

- Sammellinsen - Linos

- Stimulationsgenerator - National Instruments

Feinwaage XB220A Precis (Schweiz)

Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Z1mit CarlZeiss (Jena)

Apotome

Gefriermikrotom CM30505 Leica Microsystems
(Bensheim)

Glaskapillarzieher PCG10 Narishige (Japan)

Homogenisator Fast Prep24 MP Biomedicals (Eschwegge

Kaltlichtquelle KL1500 LCD Schott

KihtTischzentrifuge

Centrifuge 5415 R

Eppendorf (Hamburg)

Laufkammer (Westernblot)

Mini Protean Tetra Cell

BioRad (Freiburg)

Lichtmikroskop Primo Star Zeiss (Jena)

Lotstation PS1152A Voltcraft (Schweiz)
Magnetrihrer RH basic 2 IKA? (Staufen)
Massenspektrometer LTQOrbitrap XL ThermoFisher Scientific
Netzteil Power Pack'HC BioRad (Freiburg)
Photometer BIOPhotometer Eppendorf (Hamburg)
PipettensatZNG 1607/65) | Research 3120 Eppendorf (Hamburg)
Rollenschiittler TRM 50 IDL(Nidderau)

Sieb

6-2380 (45 und 25 Mesh)

Neolab (Heidelberg)
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Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg)
Tischzentrifuge Minispin Eppendorf (Hamburg)
Trockenblockheizerkiihler | GrantBio PCH1 Grant Instruments (Englanc
Ultrazentrifuge Optima TL Beckman Coulter (Brea,
USA)
Vortexer REAX top Heidolph (Schwabach)
Waage EW Kern (Balingen)
Wasseraufberéungsanlage | Synergy UV Millipore (Schwabach)
Wasserbad 1004 GFL

2.5 Software

Anwendung Name
Bildbearbeitung Photoshop CS2
DNADokumentation Alphalmager 2.0

Diagramme und Statistik

- MS Office Excel 2007
- GraphPad Prism 4

ERGMVessung WIinWCP V4.8.6

Fluoreszenzmikroskopie Zen2

MS-Analyse - Progenesis L-0IA Version 4.1
- Scaffold 4

Textbearbeitung MS Office Word 2007

WesternBlot Dokumentation - Quantity One
- Image Lab

2.6 Verbrauchsmaterial
Material Hersteller

BakterienKulturrohrchen

Greiner BieOne

Blotpapier Whatman 3 mm

Schleicher & Schuell (Dassel)

Eppis (1,5 ml und @l)

Greiner BieOne

FalconTubes (15 ml und 50 ml)

Greiner BieOne

Fliegengefalie

Greiner BieOne

Glaskapillaren (Borosilicate glass) 10 cm

Sutter Instruments

Kanulen

B.Braun (Melsungen)

Objekttrager und Deckglaser

Carl Roth (Karlsruhe)

PapPefi

Daido Sangyo Ca. (Japan)

PCRTubes

Greiner BieOne

Petrischalen 55 mm

Carl Roth (Karlsruhe)

Pipettenspitzen

Sarstedt
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PVDRMembran

BioRad (Freiburg)

Tissue Tek

ThermoFisher Scientific
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2.7 Molekularbiologische Kits

Material und Methoden

Anwendung Kit

RNAAufreinigung RNeasy Mini Kit (Qiagen)

cDNASynthese Super Script 11l First Strand Synthesis
(Invitrogen)

cDNA Aufreinigung - QIAquick PCRurification Kit (Qiagen)

PolymeraseKit - Phusion High Fidelity DNA Polymerase

(New Englandiolabs)

- Taq DNA Polymerase E (Genaxxon)
-ExactRun proofreading Polymerase
(Genaxxon)

PlasmidDNAIsolation

- QlAprep Spin Mini /Midi Prep Kit (Qiager
- Plasmid DNA Purification Mini Prep Kit
(Genaxxon)

- PureLinkMHiPure Plasmid DNA Minipreg
Kit (ThermoFisher)

Aufreinigung PGRrodukt

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

Gelextraktion

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
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2.8 Primarantikorper

Antikorper erzeugt in Verdinnung Referenz

h-RDGC Kaninchen 1:1000 (WB) Aus der

Epitop: AS882-661 1:50 (IC) Arbeitsgruppe

aus RDGG

h-i -Tubulin(E7, Maus 1:1000 (WB) Developmental

monoklonal) Studies Hybridoma
Bank

h-INAD Kaninchen 1:2000 (WB) Voolstra et al., 2015

Epitop: AS 28550

h-INAD Kaninchen 1:2000 (WB) Voolstra et al., 2015

pT170/pS174

Epitop:

T(pT)FTA(PS)MRQC

h-Rhodopsinl (4C5,| Maus 1:1000 (WB) Developmental

monoklonal) Studies Hybridoma
Bank

h-Rhodopsinl Kaninchen 1:1000 (WB) (Bentrop et 4 1997)

(polyclonal; Epitop:

AS 237258)

h-TRP (MAb83F6, | Maus 1:1000 (WB) Developmental

monoklonal) Studies Hybridoma
Bank

h-TRPpS936 Kaninchen 1:1000 (WB) Voolstra et al., 2010

Epitop:

CADEV(pS)LADD

h-Myc (9B11, Maus 1:1000 (WB) ThermoFisher

monoklonal) 1:50 (IC) Scientific
(Massachusetts,
USA)

h-V5 (E10/V4ARR, Maus 1:1000 (WB) ThermoFisher

monoklonal) 1:200 (IC) Scientific
(Massachusetts,
USA)
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2.9 Sekundarantikérpemund Fluoreszenzfarbstoffe

Antikorper erzeugt in Verdinnung Referenz
h-Kaninchen IgG Ziege 1:10000 (WB) Sigma (Munchen)
HRP

h-Kaninchen IgG Ziege 1:10000 (WB) Sigma (Miinchen)
HRP

h-Maus Ziege 1:100 (IC) Invitrogen
AlexaFluor488 (Karlsruhe)
gekoppelt

h-Maus Cy5 Schaf 1:100 (IC) Dianova
gekoppelt

Phalloidin - 1:600 (IC) Invitrogen
AlexaFluor546 (Karlsruhe)
gekoppelt

DAPI - 1:1000 (IC) Sigma Aldrich
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2.10verwendete Primerund Oligonukleotide

Name Sequenz

RdgC_R p - BGACTTCTTAGGATCGATTACTDBIEGA
WR3I/ UFI NpWCGATCCGTACCCGTAGAEC

rdgGmyc_F p-GTCGATTTGACCTTAGGACTHI@TT
rdgCmyc_R p WAACAAGAAGTCCTAAGGTGCAAAT
rdgC_mitte2_R | p WCAAGAAGATCGTCCAATTTTCOAPGT
RAgCRF_F_Kpnl| p -PAGGTACCCTACGCAGCTGQGPGT
RAgCRB_F_Kpnl| p - PAGGTACCGATGAGAACGCTATCEGA
Rdg@Gmid-Kpnl_F| p - PAGGTACCATGGGTTGCATAAATTFAARAA
RdgC_Xhol_R | p-BAGCTCGGACTTCTTAGGATCGATOAECTTT
RdgC_Kpnl_R | p WAGGTACCTTAGGACTTCTTAGGATC@ATT

RdgGPB_Xbal F

p - BTCTAGAGATGAGAACGCTATCEGAG

RdgGPF_Xbal_F

p WTCTAGACTACGCAGCTGCGUGT

RAgGPB_mitte | p BCTGCATAAGAACGGT GT
M13_F p ‘BTAAAACGACGGC@A®
M13 R p BPAGGAAACAGCTAT@GAE

RdgGMid C3A_F

p-¥
ATCTAGATCGGGGTACCATGGGTGCCATAAATTTAAAAAAGCACG
ow

RdgGMid C3A_R

p-BCTTTATGCTTTTTTAAATTTATGGCACCCATGGTACCCGGAT

RdgGC5A_F p BCGCAGGCACACGGCGCTGCGTAGRATG

RdgGC5A_R p ‘WATGCTACGCAGCGCCGTGTGC@T@CGC

RAgGC7A F p WTCGGTGCGCAGGGCCACGCAGETGCGT

RdgGC7A R p WCGCAGCTGCGTGGCCCTGCGCACEGAT

RAgGC5+7A_F | p PCATCGGTGCGCAGGGCCACGGCGCTGCGTAGCATGG

RAgGC5+7A F | p WCCATGCTACGCAGCGCCGTGGCCCTGCG@ABCGATG

RdgGindel F | p @TCGTCCTTTCGGTTA®CAC

myc-sODN p ALGCTGGTTGTGGAACSBEBGATCCCACGGACAGTCGCAAAGT
ATCGATCCTAAGAAAAGTGRGAAGCTGATCAGCBASACCTGTA/
GGTCAAATACCAGAAGATBACAAAGTAGCATTATTGTTTGGGCH
AGTTCTG Q

rdgCshortgRNA_| p BTCGTGCATCAAAATGGATGAGKAA

F

rdgCshortgRNA_| p WAACTTCTCATCCATTTTGATGICA

R

rdgGMyc_F p BTCGATTTGACCTTAGGACTT®TT

rdgGMyc_R p WAACAAGAAGTCCTAAGGTGAART
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2.11 DrosophilaZucht und-Haltung

Fur die Haltung debDrosophilaFliegen wurden spezielle Kunstst@gfalle mitStandard
MaismehiNahrmediumverwendet. Die Fliegen wurden im Brutschrank (Binder) befQ8
22°C bzw. 23C gehalten. Bei 1& gehaltene Fliegen wurden nachTiagenFliegendie bei

22°C gehalten wurde nach 10Tagenund Fliegen die bei 25°C gehalten wurdennach

7 Tagen in neue Gefalde umgesetzt. Fur alle Versuche wgafem nicht anders vermerkt1
5 Tage alte Fliegen verwendet.

2.12 Belichtung

Fur manche Versuche ist eine bestimmte Belichtung Flergennétig. Dazu wurden die
Fliegen in farbigen Plastikboxen oder direkt mit neutralweil3em Licht belichtet.
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Abbildung 2.1 Transmissionsspekiren der verwendeten FarbfilteBestimmt mit Hilfe eines Spektralphotometers.
(Verandert nach O/oolstra)

Dunkelgehaltene Fliegen wurden fir die Dauer der Dunkelinkubation in lichtundurchléassigen
Holzboxen gelagert. Falls nicht andeesmerkt, erfolgte die Hellbzw. Dunkeladaptation bei
Raumtemperatur.
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2.13Injektion in DrosophilaEmbryonen

Zur Injektion inDrosophilaEmbryonenerfolgte die Ablage der Eier auf Apfelagarplatten mit
etwas Frischhefe. Nach 3finutiger Ablage wurden die Eier mit Hilfe der Embrycnen
Waschlésung abgel6st und gewaschen. Wahrend des nachstern3dyklues wurden die
bereits gewaschenen Embryonen meleinande auf einem Deckglas mit Tesasfen
aufgereht und injiziert Bei der Injektion wurden27 pl der entsprechendenDNA mit
10x Injektionspuffer gemischt und ungeldste Bestandteile fimi bei 4°C und 20008 g
abzentrifugiert. Das Gemisch wurde den Injektionskapillaren aufgezogen und im Bereich
der Polzellen in die entsprechenden Fliegen injiziert. Dabei wurde ein Injektionsdruck von 450
630hPa mit einem Haltedruck von 8®a fur die Injektionsdauer von 6012 s angelegtEs
erfolgte eine Tocknung tiber Orangegel fiir@minund eine anschlieBende Uberschichtung
mit VoltaletOl. Die uberschichteten Embryonen wurden fir die weitere Entwicklung auf
Apfelagarplatten mit Hefe im Brutschrank beiI&jehalten.

2.14 DrosophilaKreuzung

Fur die Kreuzum unterschiedlichebrosophilaMutanten wurden jungfrauliche Weibchen in
einem 6StundenzZyklus bei 28C abgesammelt. Im Folgenden sind die Kreuzungsschemata
der in dieser Arbeit hergestellten Fliegen zu finden:

2.14.1 rdgC%9+

Zur Herstellung einer Fliege, die nur ein wildtypischdgGAllel besitzt, wurdenrdgCGo6-
Mutanten mit wildtypischen Fliegen verkreuzt:

1) rdgC® (') x wt (I , Jungfrauen)
2) rdgCo%+

Aus 2) wurde nur die erste Generation verwendet.

2.14.2 rdgGMyc

1) yw,vasaCas9/FM7;+/rdgGMyc (injiziert) X yw;++TM3,Sb
(Einzelkreuzungen jH /Il Transgenund $/1 )
2) yw,vasaCa®;+;rdgGMyc/TM3,SKll ) X yw;+;4 TM3,Sefl )
(Einzelkrezungen je 1 x 51 )
3) yw,vasaCas9Y;+;rdgGMyc/TM3,Ser inter se
4) yw;+;rdgCMyc
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2.14.3 rdg®Sund rdg(®sM

Schrit 1) bis 3 immer in Einzelkreuzungen mét 11 /Il Transgen und % /I

1) yw,vasaCas9/FM7;«injiziiert) X rdgCGoe

2) vasaCas9;+;rdgC(mut)/rdge® X rdgCGoe

3) ++;rdgC(mut)/rdg€® X yw;+TM3,®

4) yw;+;rdgC(mut)/TM3,Sb X yw;+;rdgC(mut)/TM3,Sb

5) yw;+;rdgC(mut)

2.15Generieren einer Mutante mit CRISRFas9

2.15.1 Das CRISPBRas9System

Das Qustered Regulatory Interspace hort Palindromic Repeats (CRISRBystem ist ein
System, dasirspriinglich aus Bakterien stammtalei wird ViruEDNA gespalten und in den
CRISPRbschnitt des bakteriellen Genoms integriert. Komnd 2u einem erneuten
Virenbefall, wird der CRISPPRschnitt transkribiert und die dazu passende AWDMA mit

Hilfe derCasProteinschere zerscliten. Dieses Syste findet auch in anderen Organi&n
Ffa aDSy2YS SRA(By¢AE Gdn@retiting brayioht®y éndzgaade, die in
diesem Fall aus einer RNA besteht (Guide RNA; gRNA), welche komplementéar zu der zu
mutierenden DNASequenz ist. In dieser Arbeit wurdBmosophilaverwendet, bei denen im
Genom bereits die CasSchere integriert ist. Bindet die gRNA an die entsprechende Sequenz,
schneidet Cas9 an dieser Stelle und fiihrt zu einem Doipaetsoruch. Uber zellgene
Repaaturmechanismen wird di®NA repariert, was haufig zu Mutationen fuhrt.

A~ s oA~

DiebeidenhybridisiertenOligonukleotide rdgényc_Fund rdgGmyc_R wurda in denpCFD3
dU6:3gRNA/ektor ligiert Dazu wurden sowohl die Oligomere als auch der Vektor zunachst
mit dem Restriktionsenzym Bbsl in Puffer 2.1 verdaut, per Agdeatelektrophorese
aufgetrennt und gereinigt (2.17.5und 2.17.9. Bei den beiden Oligomeren wurde eine

t K2 aLJK2 NE { -Enfe\dizgetihrt: Dazu pvlié folgendeReaktion angesetzt:

Tabelle2.1 Zusammensetzung Phosphorylierung der rdiytgc Oligomere

Komponente Volumen
rdgCshortgRNA_F (100 uM) 1l
rdgCshortgRNA_R (100 uM) 1l

10X T4 Ligasiuffer 1l
T4Polynukleotidkinase (10000 U/ml) 0,5 ul
HO ad 10 pl

Die Reaktion erfolgte fur 3@in bei 37°C und wurde fur &in bei 95°C abgestoppt. Die
Ligation erfolgte Uber eine TdigaseZ.17.6, das ligierte Konstrukt wurde in kompetent&.
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coliXL1 blue transformiert2(17.7 und positive Klone Uber Ampicillin selektiert. Ein positiver

Klon wurde per Sequenzierung bestatijeben desem VektorY 2 y & (i NMz]| § simgigNRS R
0N YRSRA h($s®ON2 yce)DN $zierfiDRs mysODNwurde als Templat fiir

die Rep&ld G dzNJ @S NI S y-Eh8eidesdinGLokuy” deo Mydag einzufithren. Im
Injektionsmix wurda 100ng/pl des ssODNsowie 250ng/pl des pCFDdAU6:3gRNA
Vektorkonstrukts verwendet und ig,M{vasCas9}ZrRAwW!18/FM7¢cFliegen (Bloomirtgn

#51323) injiziert. Anschlielend wurden die geschlipften Fliegen verkreuzt und mittels

2 SAGSNyot20 Iyl feaasSNh MycARikoHerd A SN 6 dzNRS YA
Das zweite Projekt, fur das das CRISB89System verwendet wurdayar die Herstellung

von Fliegen, denen die kleinen RDIS@ormen fehlen.Dazu wurde in der genomischen

Region des ersten Exons vordgGRB mit Hilfe des CRISRERas9Systems ein
Doppelstrangbruch eingefuhrt. Es wurddie hybridisierten OligomenmglgCshorgRNA_F und
rdgCshortgRNA_sdbwie der VektqpCFD31U6:3gRNAit dem Enzym Bbsl in Puffer 2.1 (NEB)
verdaut. Es folgte eine Agare&elelektrophorese der verdauten Oligomere und des Vektors

mit anschlieBender Gelextraktion und Aufreinigung 24.7.9. Flr eine besserg&igation

wurden die Oligomerd ¥ ROWRPY LIK 2 & LIK 2 NéEntleAdepidsphaizie. | Y o
Dazu wurde folgende Reaktion angesetzt:

Tabelle 2.2 Zusammensetzung Phosphorylierung delgCshortgRNAliomere

Komponente Volumen
rdgCshortgRNA_F (100 uM) 1l
rdgCshortgRNA_R (100 pM) 1l

10X T4 Ligaskuffer 1l
T4Polynukleotidkinase (10000 U/ml) 0,5 ul
HO ad 10 pl

Die Reaktion wurde fur 3@in bei 37°C durchgefuhrt und im Anschluss fimi bei 95°C

abgestoppt. Die Oligomere wurden mit einer-DAIA Ligase in den vorbereiteten pCFD3
dU6:3gRNA/ektor ligiert §.2.17.9 und in kompetenteE. coliXL1 blue Zellen transformiert.

Die Selektion erfolgte Uber Ampicillin und ein positiver Klon wurde anschlielRend per
Sequenzierung bestatigiEin Injektionsmix mit fug/u DNA wurde iny,M{vasCas9}ZH

2A WB/EM7cFliegen injiziert. Die injizierten Fdien wurden mitrdgCGP-Fliegen verkreuzt

dzy R RAS bl OK{2YYSYy YAGGSta 2SadadSNyotz2d Fylf
RDGEANtikorper.
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2.16 Praparation des biologischen Materials

2.16.1 Praparation vonDrosophilaKopfen oder-Augen fur Westernkot Analysen

Fliegen des zu untersuchenden Genotyps wurden entsprechend dem Experiment belichtet.
Soweit nicht anders vermerkivurden belichtete Fliegen im Helleimter dem Licht des
Binokularsund dunkel gehaltene Fliegen im Dunkeln bei Rotlichb (68) prapariert. Fur die
Praparation ganzer Kopfe wurden die Fliegen in ein Falcontube uberfuhrt, in flissigem
Stickstoff gefroren und durch kraftiges Schutteln die Kopfe von den Rumpfen getrennt. Die
Kopfe wurden auf einem Kihlakku unter einem Binokular sortied in den entsprechenden
Puffer Uberfihrt. Bei mehr als 100 Képfen wurdepsdiin einem mehrstockigen Sieb mit
unterschiedlich grol3en Einsétzen von den Korpern getreDabei wurden die Kdorper mit
einem 45 MeskEinsatz zurickgehalten und die Kopfe minemn 25MeshEinsatz
aufgefangen.

Bei der Praparation von Fliegenaugen wurden die Fliegen ebenfalls in ein Falcontube
Uberfihrt und auf Eis betaubt. Auf einem Kihlakku unter einem Binokular wurden die Képfe
mit Hilfe eines Skalpells abgetrennt und anschlieBend die Augen mit dem Skalpell
abgeschnitten. Die Augen wurden in den entsprechenden Puffer Gberfihrt und verarbeitet.
Soweit nich anders vermerktwurden je Kopf oder je zwei Augeni#iPuffer verwendet. Die
Kopfe bzw. Augen wurden mit Hilfe eines Pistills homogenisiert und fimidObei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Abtrennung der Chitinreste wurde beiQ2ir 10 min bei
16000x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.

2.16.2 Praparation vonDrosophilaAugenfiur die Immuncytochemie

Entsprechend belichtete Fliegen wurden in ein Falcontube Uberfihrt und auf Eis betaubt. Mit
einem Skalpell wurde der Kopf vom Rumpf abgetrennt undiéel DerRissel wurde entfernt

und die Kopfhélften in Fixierlosung 42 PFA in PBS) fir @in fixiert. Zur Entfernung der
Uberschissigen Fixierlosung wurden die Augeri@min in 0,1M Phosphatpuffer (pH 7,2)
gewaschen. Um die Augen zu entwéassern deardiese zunachst bei Raumtemperatunmdi

in 10% Saccharose, dann 80n in 25 % Saccharose und abschlieBend Uber Nachtait

50% Saccharose infiltriert. Am darauffolgenden Tag wurden die entwasserten Augen in kleine
Aluformen mit TissueTek eiabettet und in flissigem Stickstoff eingefrorebie Lagerung
erfolgte bei-80°C.
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2.16.3 Praparation vonDrosophilaKopfen oderAugen fur die Immunprazipitation

Die entsprechend belichteten Fliegen wurden in Falcontubes Uberfuhrt und in flissigem
Stickstoff gé&roren. AnschlieRend wurden die Képfe mechanisch durch kraftiges Schutteln des
Tubes von den Rumpfen getrennt. Bei Immunpraatmnen (IPs), die per Westeriab
Analyse ausgewertet wurden, wurden 50 Kopfe verwendet und das Sortieren der Kopfe
erfolgte van Hand. Fir massenspektrometrische Analysen wurden 300 Kopfe bendétigt, welche
durch ein mehrstoéckiges Sieb mit unterschiedlich gro3en Einsatzen sortiert wurden. Wurden
fur die IP Augen anstelle der Kdpfe verwendet, so wurden die Fliegen in einem Falcauftube
Eis betaubt und die Kopfe mit einem Skalpell vom Korper getrennt. Die Augen wurden
ebenfalls mit einem Skalpell entfernt und in den entsprechenden Puffer tberfuhrt. Fur IPs mit
Auswertung per Westerrlbt wurden 100 Augen verwendet, fir massenspektronsehe
Analysen wurden ca. 1000 Augen bendtigt.

Sowohl die Kopfe als auch die Augen wurden (bei beiden Analyseverfahren) in 100 pl
gekuhltem TXEP homogenisiert und anschlie3end mit weiteren 400 pl TXEP aufgefullt. Zur
Extraktion wurde fur 3@nin auf Eisnkubiert und von Zeit zu Zeit geschuttelt. Die festen
Bestandteile wurden 1énin bei 16000x g und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand fiir die

IP weiterverwendet.

2.16.4 Praparation vonDrosophilaKopfen fur einen EirlkopfFWesternblot

Fur die Proteinextrakbn aus einzelnen Kopfen wurde das zu untersuchende Tier mit CO
betaubt und mit Hilfe eines Skalpells der Kopf abgetrennt. Der Kopf wurde in ein Eppendorf
Gefald mit 1qul SDSExtraktionspuffer tberfihrt und mit Hilfe einer wei3en Pipettenspitze
homogenisiert. Nach einer Inkubation von mhih bei RT wurden 2/l 5x Laepuffer
(4%SDS) zugesetzt und die Probe entweder®@PC gelagert oder tin bei 95°C inkubiert

und anschlieBend per SIPAGE und Westernblot analysiertZs20.2und 2.20.4.

2.16.5 Praparation von bakterieller DNA fir KolonieCR

Zur Isolation von DNA aus Bakterien fur eine anschlieRendeniéétCR wurde von den
entsprechenden AgaPlatten fir die zu untersuchende Anzahl an Kolonien jeweils eine halbe
Kolonie mit einer weil3en Pipettenspitze abgenommen. Die halbe Kolonie wurde in gith 200
Reaktionsgefald mit 50 1% Triton XLOO Uberflihrt.Es folgte eine Inkubation bei 6& fur
10min. Die so gewonnene DNA wurde entweder direkt weiterverarbeitet oder €& 4
gelagert.

2.16.6 SingleFly DNAPraparation

Eine Fliege wurde in ein P@Rbe Uberfuhrt und auf Eis betdubt. f0 Squishingpuffer
wurden in einer gelben Pipettenspitze aézogen, die Fliege mit der Pipettenspitze
homogenisiert und der Puffer aus der Spitze entleert. Es folgte ein Verdau mit der beigeflgten
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Proteinase K fur 3tin bei 37°C gefolgt von einer Inaktivierung bei 95 fir 5min. Die
Lagerung der genomischen DNA erfolgte b¥C4

2.17 Molekularbiologische Methoden

2.17.1 RNAlsolierungausDrosophilaKdpfen mit Trifast

Ca.100 Fliegen wurden in einem Falt¢obe in flissigem Mgefroren und durch Schitteln die
Kopfe von den Rumpfen getrennt. Di&pfe wurden in 30@ Trifast homogenisiert und mit
weiteren 700l Trifast aufgefullt. Das Gemisch wurde 10 min béC4und 12D00xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisshGefaR tberfuhrt und @in bei RT inkubiert.
Es wurden 20@l Chloroform zugegeben und ¥5per Hand geschuttelt. Es folgte eine
3 minitige Inkubation bei RT bevor die Phasentrennung fiumitbbei 4°C und 12D00x g
erfolgte. Die obere wassrige Phasarde abgenommen und diBNA mit 500ul Isopropanol
geféllt. Dazu wurde das Gemisch furrith bei RT inkubiert und digNA bei 4°C fur 10 min
bei 12000x g pelletiert. Das Pellet wurde mitrtil 75%Ethanol gewaschen und flnmbin bei
7500xg erneut pdletiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet an der Luft
getrocknet.DastrockenePelletwurdein 100ul DEPS&Nasser (RNae frei) fir 10minbei55°C
gelost

Zur Reinigung der RNA wurde d&d\easyKit von QIAGEN verwendet und nach
Herstelleranghen durchgefihrt. Der optionale DNAS®rdau wurde ebenfalls entsprechend
dem Handbuch durchgefiithund die gereinigte RNA in Rd&afreiem Wasseeluiert. Die
Lagerung von RNA erfoégbei-80 °C.

2.17.2 cDNASynthese auProsophilaKop-RNA

Zur Synthese vooeDNA aus der isolierten RNA wurde d@sSupecript® Il Firsstrand
Synhesis System for RFCR (fetechnologies) verwendet. Entsprechend dem Handbuch
wurde fur 5min bei 65°C die Sekundarstruktur der RNA aufgebrochen und anschlieRend mit
den mitgeleferten Oligo(dtjo-Primern 50min bei 50°C die cDNA synthetisiert. Zur
Inaktivierung der Reversen Transkriptase wurde die Reaktimm3oei 85°C inkubiert. Ein
anschlieBender 2finutiger Verdau bei 37C mit RNase H diente dem Abbau der RNA. Die
Lageung der cDNA erfolgte be20 °C.

2.17.3 PCR zur Amplifikation bestimmter Genbereiche

Fur die PolymerasKetterreaktion wurde das Phusion® High Fidelity Polymerase Kit (NEB)
verwendet. Diese Polymerasist besonders schnell und weislabei eine sehr hohe
Genauigkit (proof reading activity auf. Fur die Amplifikation bestimmter Bereiche wurden
spezifische Primerpaare verwendet. Ein allgemeines Protokoll Kabelle2.3 entnommen
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werden. Von Genaxxon existiert dieselbe Polymerase unter einem anderen Namen
(ExactRun). Diese wurde mit den Puffern des Phusion® High Fidelity Polymerase Kit

verwendet.

Tabelle2.3 AllgemeineZusammensetzunger PCRReaktionmit Phusion/ExactRun

Komponente 20 ul Ansatz 50 pl Ansatz
5x Phusion HF Puffer 4au 10 pl

10 mM dNTRMix 0,4 ul 1l

25uM Forward Primer 0,4 ul 1 pl

25 UM Reverse Primer 0,4 ul 1
TemplatDNA variabel variabel
ExactRudNA Polymerase | 0,2 pl 0,5 ul
Nuklease freies Wasser ad 20 ul ad 50 pl

Die AnnealingTemperatur wahrend der PCR ist abhangig davon, welche Schmelztemperatur
die verwendeten Primer besitzen und daher variabel. Gleiches gilt fur dierDder
Elongationsschritte. Diese hangt davon ab, wie grof3 das zu amplifizierendStD&kASt. Be
Primern mit einer angehéngten Enzymschnittstelle wird ein  zweiphasiges
Temperaturprogramm gefahren. Dabei erfolgt das Annealing in der erdtasePmit eier
Temperatur, die ahand der Schmelztemperatur ohne die Schnittstellen berechnet wird. In
der zweiten Phase wird mit der eigentlichen Annealleghperatur der gesamten Primer
verfahren. Tabelle2.4 zeigt ein allgemein gultiges Temperaturprogramm fir die HUR.
entsprechenden Temperaturprogramme finden sich direkt bei den zugehdrigen Ergebnissen.

Tabelle2.4 Temperaturprogrammnfir PCRmit Phusion/ExactRun

1-PhasenPCR 2-PhasenPCR

Schritt Temperatur| Zeit Zyklen| Temperatur | Zeit Zyklen
Anfangsdenaturierung 98 °C 30s 98 °C 30s
Denaturierung 98 °C 10s 98 °C 10s
Annealing 4572 °C 20 s 2533 | 4572 °C 20 s 10
Elongation 72 °C 10-30 72 °C 10-30 s

S pro pro kB

kB
Denaturierung - - 98 °C 10s
Annealing - - - 4572 °C 20 s 23
Elongation - - 72 °C 10-30 s

pro kB

Schlus<Elongation 72 °C 7 min 72 °C 7 min
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Bei manchemAnwendungen komines nicht auf eine méglichst fehlerfrefeamplifikation des
PCRProduktes an. Bei diesen Versuchen wird gerne die-Piadgmerase verwendet, die

deutlich gunstiger istk £ & Sa t 2f & YSNJI & SAKtiviay ginil. Aach Ni@rlgeiF NB | R
werden spezifische Primer verwendetlie bei den entsprechenden Versuchen angegeben
sind.Tabelle2.5 zeigt ein allgemeines Schema fur eine AmplifikationdaitTagPolymerase.

Das dazugehdrige allgemeine Temperaturprogramm Keatrelle2.6 entnommen werden.

Tabelle2.5 Allgemeine Zusammensetzung P&Raktion mit TagPolymerase

Komponente 20 yl Ansatz
10x complete buffer E 2 pl

10 mM dNTRMix 0,5 ul
25uM Forward Primer 0,5 ul

25 puM Reverse Primer 0,5 pl
TemplatDNA variabel

HF Tag DNRolymerase E | 0,1 pl
Nuklease freies Wasser ad 20 ul

Tabelle2.6 Temperaturprogramm fiir PCR mit Ta&Rplymerase

Schritt Temperatur| Zeit Zyklen
Anfangsdenaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 5068 °C 1min |2534
Elongation 72 °C 1 min

pro kB
Schlus<Elongation 72 °C 7 min

2.17.4 KoloniePCR

Um schnell sehr viele Proben gleichzeitig zu untersuchen, wurde eine KBIORe
durchgefuhrt. Da es hierbei nicht auf eifghlerfreie Replikation ankommt, wurde mit der
TagPolymerase gearbeitet. Bei den KoloRERSs in dieser Arbeit wurden immer die beiden

t NAYSNJ wR3I/ yFI NpWYWYC dzy R wRIA/ YYAOLGGSHYw GOSNB Sy

der PCHRReaktion verendet:

Tabelle2.7 Allgemeine Zusammensetzung der Reaktion fiir die KoleRiéR

Komponente 20 pl Ansatz
10x complete buffer E 2 ul

10 mM dNTRMix 0,5 pl
25uMwR 3/ YF I Np Yyo,5ul
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25 yMRdgC_mitte2_R 0,5 pl
TemplatDNA 3ul

HF Tag DNA Polymerase E| 0,1 pl
Nuklease freies Wasser ad 20 ul

Es wurde mit folgendem Temperaturprogramm gearbeitet:

Tabelle2.8 Temperaturprogramm fiir Kolonie?CR

Schritt Temperatur| Zeit Zyklen
Anfangsdenaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 53 °C 1min |34
Elongation 72 °C 2 min
Schlus€longation 72 °C 7 min

Die PCHrodukte wurden im Anschluss per Agar@delelektrophorese untersucht.

2.17.5 Restriktionsverdau der DNA

Um die amplifizierten Genabschnitiie den entsprechenden Vekttigierenzu kbnnenwurde
zunéchst sowohl die InseBNA als auch der Vektor einem entsprecheneéezymatischen
Verdau unterzogenFur die Kontrolle potentiell positiver Klone wurde ein diagnostischer
Verdau in einem Volumewon 20ul durchgefuhrt. Die Zusammensetzung der Verdau
Reaktion kanrnTabelle2.9 entnommen werden.

Tabelle2.9 Restriktionsverdau

Komponente Diagnostischer Verdau Prapaativer Verdau
10 x Puffer 2 pl 4 ul

Enzym 0,2 ul 0,4 ul

DNA 1ug 3 Ug

Wasser ad 20 pl ad 40 pl

Ein diagnostischer Verdau wurde fth3%h bei 37°C im Brutschrank inkubienyéhrendein
praparativer Verdau Uber Nacht bei 3Z im Brutschrankerfolgte. Im Falle eines
diagnostischen Verdaus wurdeine erfolgreicher Verdau mit Hilfe einer Agarese
Gelelektrophorese uberprift (2.20.1). Der praparative Verdau wurde ebenfalls tber eine
AgaroseGelelektrophorese aufgetrennt undie verdauten Produkte zu reinigerDie
entsprechende Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitteth mit dem QIAgick Gel
Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben inklusive aller optionalen Schritte gereinigt.
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2.17.6 Ligation von Inserund VektorDNA

Die amplifizierteyerdauteund gereinigteDNA wurdello S NJ S A ySSy Rigatio a fleh
p -Hzy" REnde# deinsert und der VektotDNA mit Hilfe einersfDNALigase nach folgendem
Schemag. Tabelle2.10) ligiert. Um zu kontrollieren, ob der Verdau des Vektoollstandig
war und es daher nichtu einer Religation kommen konntewurde ein Kontrollansatmit
verdautemund aufgereinigtenVektor, aberohne InsefDNA mitgefuhrt.

Tabelle2.10 Ligation von Insertund VektorDNA

Komponente Ligationsansatz Kontrollansatz
Vektor-DNA 50 ng 50 ng
InsertDNA 3-4,5 fache stdchiometrisch| -

Menge des Vektors
Ligasepuffer 1l 1l
T4-DNALigase 1l 1l
Wasser ad 10 pl ad 10 pl

DieLigation erfolgte fir 1%nin bei RT. AnschlieBend wurdepisdirekt zur Transformation in
Bakterien verwendet. Der restliche Ansatz wurde tUber Nacht béCllgiert und gig am
darauffolgenden Tam die entsprechenden Bakterigransformiert.

2.17.7 Herstellung chemisckkompetenter Bakterien und Transformation

Zur Transformation wurdeshemisch kompetent&scherichia cokL1 blue verwendet. Zur
Herstellung chemisch kompetenter Zellarde eine 2 ml Vorkultur der Zellen in-M&dium
mit Tetracyclin angesetzDer StammE. coliXL1 blue besitzt eine TetracyeResistenz,
wodurch sich wahrend der Herstellung kompetenter Zellen eine Selektion durchfiihrén lass
Mit 100l der Vorkultur wurdeeine 50ml Ubemacht-Kultur in LBMedium mit Tetracydh
angesetzt. Inl dieser UberachtKultur diene als Inokulum von 20l LBMedium mit
Tetracyclin. Die Kultivierungyfolgte bei 250pm und 37°C. Die 20@nl-Kultur wurde bis zu
einer ORoo von 0,30,6 inkubiert und die Zellen bei°€ und 0D00x g fur 15min pelletiet.
Die Zellen wurden in 68l RFiLOsung(sterilfiltriert) resuspendiert und fur h auf Eis
inkubiert. Cannwurde erneut pelletiert (1D00x g, 4°C, 15min), der Uberstand verworfen und
die Zellen in 16nl RF2L6sung (sterilfiltriert) aufgenommen. Nachner Inkubation von
15 min auf Eis wurdedie Zellen in vorgekihlte Gefél3e aliquotiert, in flissigeraihgefroren
und bis zur Weiterverwendung bed0 °C gelagert.

Fur die Transformation wurden die Zellen fur rith auf Eis aufgetaut, mit-3 pl des
Ligationsansatzes vermischt und weitereriid auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei
42 °C fur Imin und eine anschlieRende Inkubation auf Eis fimi2 Zu de& Zellen wurde
250l vorgewarmtes NZWedium mit 2M Glukose gegeben und furhl bei 37°C im
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Bakterienschttler inkubiert. Von den transformierten Zellen wurden 50 pl und 100 juBauf
AgarPlatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und tildacht bei 37C
inkubiert.

2.17.8 PlasmidDNAEXxtraktion und-Aufreinigung

Eswurden einzelne Kolonien in jerdl LBMedium mit dem entsprechenden Antibiotikum
angeimpft und Gber Nacht bei 3T und 250pm geschiittelt.Fir die Praparation grol3erer
Mengen Plasid-DNA wurden die #nl Kulturen fir 8 Stunden bei 3T inkubiertMit 250 pl
aus dieser Kultur wurden 281 LBMedium mit Antibiotikum inokuliert und tber Nacht bei
37 °C inkubiert.

Zur Extraktion aus Flussigkultur wurdemach KulturvolumeasQIAGENPlasmid Mini oder
Midi Kit verwendet. Dabei wurde nach Herstellerangaben verfahren und die optionalen
Schritte berlcksichtigt. Bei der Verwendung des QIABEBmMIidMidi Kits wurde mit dem
QIAFilterKit gearbeitet. Bei der Isopropanol/Ethanolfallung wupeleeils fur 1h bei 4°C und
5000x g zentrifugiert. D@ DNA wurde bei beiden Kits in Wasgelost.

Fur die Reinigung von DNA wurde das QlAquickFRREiRcationKit oder das QIAquick Gel
Extraction Kit verwendet, abhangig davon, ob die DNA in Lésungimd&el vorlagDie
Durchfiihrung erfolgte in beiden Fallen gemal der Anleitung des Herstellers, wobei optionale
Schritte ausgefihrt wurderEluiert wurde in beiden Féllen miVasser. Falls bereits vor der
Extraktion/Aufreinigung nur sehr geringe Konzetibmen an DNA zur Verfugurgjanden,
wurden die zu den Kits passenden MinEi8t&ulen verwendet um das Elutionsvolumen so
gering wie mogliclzu halten und damigleichzeitig eine héchstmégliche Konzentration zu
erhalten.

2.17.9 QuikChange Lightnin§ite-Directed Mutagenes

Zur gezielten Einfihrung von Punktmutationen in ein Gen, das bereits im entsprechenden
Plasmid vorliegt, wurde das QuikChange Lightning[@rectedMutagenesis Kiton Agilent
Technologies verwendet. Die bendtigten Primer wurden #lerstellerangaben entsprechend
entworfen (Primersequenz £.10 und von der Firma Metabion synthetisiert.

Fir die Mutagenese wurde folgendes Reaktionsgemisdesetzt:
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Tabelle2.11 Zusammensetzung Mutagenese Reaktion

Komponente 50 pl Ansatz
10x Reaktionspuffer 5ul
dNTRMix 1p

125 ng/ulMutageneseprimerF | 1 ul
125 ng/ulMutageneseprimer_ R | 1 ul

TemplatDNA 30ng
QuickSolution reagent 1,5ul
Nuklease freies Wasser ad D ul

QuickChange Lightning Enzym | 1 pl

Fur die Amplifikation wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

Tabelle2.12 Temeperaturprogramm flir Mutagenese

Schritt Temperatur| Zeit Zyklen
Anfangsdenaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 20 s

Annealing 60 °C 10s 18
Elongation 68 °C 2,5 min
Schlus<Elongation 68 °C 5 min

Dadie eingesetzte PlasmiONA im Gegensatz zu der neu synthetisierten DNA methyliert war,
wurde das EnzymDpnl zum Verdau der nichmutierten Ausgang®NA verwendet.
Dpnlerkennt spezifisch nur methylierte DNA.

Dazu wurde nach der Mutagene&eaktion zu jedm Ansatz Jul Dpnlzugegeben und die
Gemische fur Bnin bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA abweichend zu den
Herstellerangaberentsprechend2.17.7in selbst hergestellte kompetent&. coliXL1blue
Zellentransformiert Die Selektion erfolgte tber Ampicillin.
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2.18 Arbeiten mit S2Zellkultur

2.18.1 Kultivierung vonS2Zelen

Die S2ZZellkultivierung erfolgte i25 ml Flaschen. Dazu wurde zunéchst 1 miZ8ten (in
DMSO haltigem Medium beB0 °C gelagert) schnell im 3€ Wasserbad aufgetaut. Kurz vor
dem vollstéandigen Auftauen wurdeedAul3enseite deGefalesmit 70% Ethanol desinfiziert
und die aufgetauten Ze&lh zu 4 ml frischem S@edium (mit10%FBS und % PEN/STREP)
zugegeben. Bei 2C erfolgte das Wachstum bis zu einer Dichte torl(® Zellen/ml.
AnschlieRend wden die Zellen mit Medium abgenommebei 500xg 10 min bei RT
pelletiert und in 5 ml frischem Medium resuspendiert. Die weitere Kultivierung erfolgte bei
27°C, wobei die Kultur alle-8 Tagepassagiertwurde. Fur die Passagierung wurde jeweils
1 ml der aktuellen Kultur in i frischem Medium aufgenommen und bei ZZ inkubiet.

2.18.2 Klonierung fur SZellen

Zur Expression in &&llen wurdadgGSund rdgGL aus cDNA amplifiziert. Dabei wurden die
flankierenden Primer RdgeB_Kpnl_F bzw. RdgC_PF _Kpnl_F RagC_Xhol R zur
Amplifikation verwendet.Die PCHProdukte wurden mittels @aroseGelelektrophorese
aufgetrennt, isoliert und gereinigt (8.20.1und2.17.8. AnschlieRend wurdenidgereinigten
PCRProduktewie auch der pMAv5/His AVektor mit den Enzymen Kpnl und Xhol verdaut (s.
2.17.9, erneut Uber ein 26 Agarosegel aufgetrennt und gereinigid anschlie3end mit einer
T4DNALigase ligiertg.2.17.9. Das Plasmi{onstrukt wurde in kompetent&. coliXL1 blue
transformiert (s.2.17.7 und auf B-Platten mit Amplicillin selektiertZur Bestatigung einer
erfolgreichen kKonierung wurden einzelne Klone in-M&dium mit Ampicillin angezogen, die
PlasmidDNA isoliert und ein Testverdau durchgefiihrt. Die Bestatiguiodgte auf einem 26
Agarosegel.

RdgGM konnte nicht direkt mit den entsprechenden Restriktionsschnittstellen aus cDNA
amplifiziert werden. Daher wurde fur die P®Raktion zunachst ein Primerpaar verwendet,
bei dem der Forward NJA Y S NJ-UTR (REpSIndel) ¥hd der ReverBeimer flankierend

im o -Bnde lag. Um die Fehlerquote bei der Amplifikation moglichst gering zu halten, wurde
die proof-reading Polymeras&xactRun verwendet. Die PBRaktion wurde Uber ein %
Agarosegel aufgetrennt, isoliert dngereinigt. Um an die P&Rodukte einen Adberhang
anzuhangen wurden 1l des gereinigten PGRodukts mit 2ul Puffer E, 0,5l dNTPs, 2,8l

H>O und Q2 pl TagPolymerase fir 15 min bei 7€ inkubiert. Es folgte erneut eine Trennung
mittel AgaroseGdelektrophorese mit anschliel3ender Isolation uReinigung. Dieses PCR
Produkt wurde in den TORDAVektor ligiert, in kompetentde. coliXL1 blue transformiert
und mit Ampicillin selektiert. Ein positiv selektierter Klon wurde sequenziert und diente als
Templat fur die folgende PCReaktion.
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Im zweiten Schritt wurdedgGM mit den Restriktionsschnittstellen amplifiziert. Dazu wurde
eine PCR mit einem Primerpaar, dedgCM flankiert und die Schnittstellen fur die
Restriktionsenzyme Kpnl und Xhol enthaddM_Kpnl_F und RdgC_Xhol_R) durchgefihrt.
Das PCRrodukt wurde auf einem % Agarosegel aufgetrennt, isoliert und gereinigt. Es folgte
ein Restriktionsverdau mit den Enzymen Kpnl und Xhol, gefolgt von einer erneuten Agarose
Gelelektrophorese und der I&gion und Aufreinigung des Produkts. Das verdaute und
gereinigte PCRrodukt wurde in den ebenfalls verdauten und gereinigten pX&IHiSA-
Vektor ligiert (s.2.17.9. Es folgte die Transformation in kompeterte coliXL1 blue mit
anschlieBender Selektion auf AmpicHlialtigem Medium. Ein positiver Klon wurde per
Sequenzierung bestatigt.

2.18.3 Transiente Transfektion und Proteininduktion in &&llen

Die Expression von Proteinen in-Zdlkultur erfolgte Gber pMbasierte Konstrukte, die
transient transfiziert wurden. Dazu wurden pro TransfektionsansatzmB Kultur
(1x1C Zellen/ml) in35mm Petrighalen ausgesat und fir 24 h bei A7 kultiviert. Fljeden
Transfektionsansatz wurden 300 pl Lésung A3BM CaGl, xpul (=19ug) rekombinante
DNA, ad 30@u HO) langsam und unter standigem Mischen 200pul Loésung B2AxHBS)
zugetropft. Das Gemisch wurde fur-80 min bei RT inkubiert. Wahrend dieseaitbildet sich
ein Prazipgat ausDNA und dem Caaus Das Gemisch wde anschlieRend langsam zu den
ausgesaten Zellen getropft und weitere 24 h bei°€7inkubiert. Vor der Induktion der
Proteinexpression wden die Zellen fir 5 min bei 206y bei RT elletiert und das Cagl
haltige Medium abgenommen. Die Zelleurden vorsichtig in 3 ml frischem $2edium
resuspendiert und die Proteinexpression durch die Zugabe vah 180mM Cu®s induziert.
Nach einer 24 stiindigen Expressionrden die Zellen weiteverarbeitet. Bei Zellen die zu
immuncytochemischen Analysen verwendetrden, wurde vor der Zugabe des CufSéin
Poly-L-Lysin beschichtetes Deckglas mit der beschichteten Seite nach oben in die
Zellkulturschale gelegt.

2.19 Arbeiten mit Sf9Zellen

2.19.1 Kultivierung von Sf%ellen

Sf9 Zellen(Spodoptera frugiperdawurden gemalfd Herstellerangaben in DMSO haltigem
Medium in flissigem Stickstoff gelagellazu wurden die Zellen bis zu einer Konzentration

von 1x10 bis 2x10 Zellen/ml kultiviert, fir SGmin be 100x g pelletiert und der Uberstand

verworfen. Die Zellen wden anschlieRendin@C] I £ 6 SY o ONE 2 LINBa SNII G A 2y
medium mit 10%FBS und 7,%DMSO) resuspendiert und in Cryogefal3e tberfuhrt. In
Ermangelung eines automatischen Frosters vearddie Zellenzunachst bei-20°C und
anschlieRend beB0 °C gelagert
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Zur Verwendung von tiefgefrorenen Zellen wurden diese schnell b&C &fgetautind das
enthaltene DMSO sofort mit varS ¢ N NI (i S Y-Mediuxd r@itS EBSverdunnt. Die
Konzentration vitaler Zellen wurde mit Hilfe von Trypan Blue bestimmt und die Zellen mit einer
Dichte von 3x1®bis 5x10 Zelleninl ausgesat. Die Kultur wurde fir die nachsten zwei
Passagen bei einer Konzentration von $ti6 1x16Zelen/ml gehalten. AnschlieRend wurde
immer dann passagiert, wenn eine Konfluenz vori80% erreicht wurdeDie Zekn wurden
bei27°CAy DNJI OSQa % EBS Anti¥6PEXN/STRERImalten

2.19.2 Klonierung der RDG{Boformen fiir die Verwendung im Bao-Bac Sgtem

Fur die Expression in Sfellen wurde RDGE als l6sliche Variante und RDIGGlIs
membrangebundene Proteinvariante kloniert. Da beide Varianten bereits im\g/His A

Vektor vorlagen, wurden diese Klone als Templat fur die PCR zum Einfigen dedpasse
Schnittstellen verwendet. Es wurde fur beide Varianten der ReMeriseer rdg&pnl_R und

der entsprechende ForwarBrimer (rdgC_PB_Xbal F bzw. rdgC_PF_Xbal_F) verwendet. Die
Sequenzemler Primer kdnner2.10enthommen werden.

Im Anschluss wurden die P®rRodukte mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
aufgereinigt und mit Xhol und Kpnl in Puffer 2.1 (NEB) verdaut. Der Vektor pFastBateB w
ebenfalls mit Xhol und Kpnl verdaut. Anschlie3end wurden die verdaute® ROBkte sowie

der verdaute Vektor auf einem% Agarosésel mit EtBr aufgetrennt und die entsprechenden
Banden ausgeschnitten. Es folgte eine Aufreinigung mit dem QIlAquidkxteattion Kit und
eine anschlieBende Ligation der PRiRdukte in den Vektor. Dazu wurde wie 2nl7.6
beschrieben eine Fdigase verwendet. Diglerten Produkte wurden i&. coli XL1 bluBellen
transformiert und mit Hilfe von LBgarplatten mit Ampicillin auf eine positive Ligation
selektiert. Es wurde je ein positiver Klon fiir beide Varianten sequenziert.

2.19.3 Transfektionvon Sf3Zellen (Bado-BacSystem)

Die passendefenlonstrukte im pFastBaB-VektorwurdenA y 12 YLISG Sy (i S® a a !
DH10Bat&Bakterien (Thermo Fisher) transformiedbazu wurden die Zellen auf Eis
aufgetaut, mit der entsprechenden DNA gemischt und fur weiterenB0auf Eisnkubiert.
Der darauffolgende Hitzeschock wurde furstbei 42°C durchgefuhrt. Nach weiterennin

auf Eis wurden die Zellen mit 9p0vorgewarmtem S.O.®ledium fir 4 Stunden bei 37C
inkubiert. AbschlielRend wurde aufi&gar mit entsprechendem Aibiotikum und XGal/IPTG
zur BladWeilsSelektion positiver Klone ausplattierDie PlasmieDNA wurde mit dem
PureLinkM HiPure Plasmid DNA Miniprep Kit (ThermoFish&cientifi) nach
Herstellerangaben isoliert. Fir die Elution der DNA von der Saule wurddudienspiffer auf
65°C erhitzt. Auf diese Weise lassen sich sehr grof3e Plasmide besser eluieremleNach
Elution mit 900 pl Elutionspuffer wurden 680Isopropanol zugezben und die DNA fur &in

bei 12000x g und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde inl 70%igem Ethanol gewaschen (12
000xg, 5min, 4°C). Die geféallte DNA wurde fir @n an der Luft getrocknet und
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anschlieend in 50l Wasser (68C) gel6stMittels PCRmit den Klonierungsprimern RdgC
PB_Xbal_F bzw. RdGE_Xbal_End RdgC_Kpnl Wurden die Klone identifiziert, bei denen

eine Rekombination des Konstrukts aus dem pFastB¥cAB/ RI & . I OYAR | dza
EfficiencDH10Bat™a SNF 2t INBA OK ¢ N

Die eigetliiche Trad FS1 GA2Yy SNF2t 30S-LYASOH At RBYy RB&0 (nic
(Mirus). Dazu wurden jeweils ,BY f DN} OSQa L yupile®énted ang R A dzY
3x1C Zellerdmlin 6-WellPlattenausgesatind tiber Nacht bei 27C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden 2B des jeweiligen Bacmilonstrukts (Jug/ml) mit 5ul des
TransIT@nsect Transfection Reagent in 260 ASNHZYFNBEASY DNF OSQa
Supplemented gemischt. Diese Mischung wurde fumib bei Raumtemperatur inkubiert. In

dieser Zeit formen sich Komplexe adsr DNA und dem Transfektiofeagenz.Nach den

15 min wurde das Gemisch vorsichtig zu detien getropft und fir 4& bei 27°C inkubiert.

Nach 4& zeigten siclerste Azeichen aier viralen Infektio. Sichtbare Anzeichen waren
dabei eine VergroRerung des Zelldurchmessems vergrof3erter Zellkern, Verklumpen der
Zellen sowie ein Ablésen der Zellkultunv®oden der Zellkulturflasche

Dietransfizierten Zellen wurded8h nach de Transfektion mit dem Medium abgenommen
und die Zelltrtitmmer 2 min bei 500y abzentrifugiert. Im geklarten Uberstand war der erste
Virusstock P1, der bei°€ lichtgeschuitzt gelagert wurde.

2.19.4 Virusamplifikation

Da es sich bei P1 um einen Virus mit einernr ggeringen Virustiter handeltyurde eine
Amplifikation des Virustiters durchgefuhrt. Dawurden zunachstsml Sf9Kultur mit einer
Dichte von Z 10° Zellen/mImit dem Virus P1 nach folgender Berechnung infiziert:

o )= 2V T UARIOAT T AT
ARMOE COOA YT T EATNO I—————————

Es wurde ein MOI = 0,1 und ein geschatzter Virustitek 2@ pfu/ml verwendet, womit sich
ein Virusnokulum von0,2 mlergah Nach 48 wurden die Zelltrimmer bei RT und 509 fur

5 min abzentrifugiert und der Ubetand als Virusstock P2 bef@ aufbewahrt. Es erfolgte auf
demselben Weg eine weitere Amplifikation in @20 Sf9Kultur mit 0,8ml Inokulum(P2) Der
so erhaltene Virusstock P3 wurde im weiteren Verlauf der Arbeit verwendet.
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2.20Biochemische Methoden

2.20.1 Agarcse-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA wurde eine Agar@elelektrophorese durchgefuhrt. Dabei
erfolgte die Elektrophorese auf einemPdAgaroseGel. Aufgrund der negativen Ladung der
Nukleinsauren wandern diese zum Pluspol des angelegten elektriseh@smund trennen sich
dabei ihrer Grol3e nach auburch den Zusatz vod5 pg/ml Ethidiumbromid im Agarosegel
kann dieses mit der DNA interkalieren und durch Belichtung mitidM sichtbar gemacht
werden. Die Aufnahme der Signale erfolgte mit Hilfe Agdha Imager® (Alpha Innotech).

2.20.2 Diskontinuierliche SD®AGE

Entsprechend der GrofRe der zu untersuchenden Preteimurden unterschiedlich
konzentrierte SD&ele hergestellt. Welche Konzentration schlussendlich verwendet wurde,
kann den einzelnen Versuchen enthommen werden. Die genaue Zusammensekzsing
Trem- bzw. Sammelgels kann

Tabelle2.13 entnommen werden.

Tabelle2.13 Zusammensetzunder SDSGele

Komponenten Trenngel Sammelgel
6 % 8% 10 % 12% [|45%

H0 2,9 ml 2,5ml 21ml | 1,2ml

30 % Acrylamid 1,6 ml 2ml 24nm |0,3ml

(Acrylamid:Bisacrylamid=37,5:

4x SD9renngelpuffer (pH 8,8)| 1,5 mli 1,5ml 1,5 mi 1.5ml |-

4x SDSSammelgelpuffer (ph - - - - 0,5ml

6,8)

TEMED 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul 3ul

10 %APS 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 20 pl

Die entsprechen@.16.1hergestellten Praparate wurden mit 5x SD&lepuffer versetzt und
fur 1 min bei 95°Czur vollstandigen Denaturierung erhitZraparatein denen Rbdopsin

(RHL) nachgewiesen werden g@l] wurden nicht erhitzt da RHL sonst Multimere bildet.
Neben den Proteinextrakten wurdeusatzlichein GréfRenstandard (BioRAD, PrexmisPlus
Prestained bei Westernblos und Precision Plus Unstained fiir CoomaBéidungen)
aufgetragen.

Fur die Elektrophorese wurde pro Gel eine Stromstarke von 3@ngélegt und die Spannung
auf maximal 250 V begrenzt. In dem t&m langen Sammelgeurden die Proben zunachst
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zu scharfen Banden komprimiert, die dann im anschlieRenden cen Engen Trenngel
aufgetrennt wurden.

2.20.3 CoomassigFarbung von SDBAGEGelen

Zur Farbung er Proteine in SDBAGESelen wurdedas Gel in einer kolloidalen Coomassi
Losung (606 Wasser, 28 Methanol, 206 Roti@lue 5x Konzentrat) Gber Nacht unter
Schitteln inkubiert. ZUEntfarbung des Hintergrunds wde dasgefarbte Gel fir 4®0min in
Wassergelagert Zur Dokumentation wurden die Gele gescannt und am PC beeirbei
(Photoshop CS2)

2.20.4 WesternHdot und Inkubation mit Antikérpern

In der vorliegnden Arbeit wurde der Westernblot als Taidtb durchgefihrt, da so
hochmolekulare Proteine am besten aus deDS&el auf die Membran transfert werden.

Als Membran wurde, soweit nicht anders vermergine PVDiMembran verwenlet. Diese
musste vor dem Tankdt zur Aktivierung kurz in Methanol getaucht werden. Anschliel3end
wurden sowohl die Membran als auch die bendétigten Whatrtaherpapiere, die Filtergpds
und das SDS&el fur 15 min in Tankitpuffer B aquilibriert. Das Zusammenbauen erfolgte
nach Herstellerangaben und fir den Transfer der Pretauf die Membran wurden 35MmA
und eine maximale Spannung von Nangelegt. Nach b wurde de Apparatur vieder
auseinandegebaut und der prgiained Marker mit blauem KugelschreibeaichgezogenDie
Membran wurde in ein Falcombe mit 20 ml Blockierlésung tberfuhrt und fur 30in bei RT
geschuttelt. Nachdem so die unspezifischen Bindungsstellen abgesattidgemyuvurde die
Membran tUber Nacht auf dem Rollenschuttler mit dem primaren Antikérper (verdinnt in
BlockierldsungVerdinnung s2.8) inkubiert. Am darauffolgendermag wurde die Membran
3x5min mit je 20ml TBST gewaschenum nichtgebundenen Antikérper zu entfernen.
AnschlieBend wurde & bei B YA & R SHorsetadistrperoxmase) gekoppelten
sekundaren Antikorper inkubiert. Auch daicht-gebundene sekundare nfikérper wurde
durch 3x5min Waschen in 20nI TBST entfernt. Die Detektion erfolgt mittels
Chemilumineszenz.

2.20.5 Antikdrper-Detektion mittels ECL

Um diemit demHRPgekoppeltenAntikbrper markieten Proteine nach dem Westerfdi auf
einer PVDMMembran nachzuweisenwurde eine ChemilumineszerReaktion genutzt.Das
verwendete Pipettierschema kann

Tabelle2.14 entnommen werden.Die gekoppelte Peroxidassetzt dabei das in der ECL
L6sung enthaltene Luminol um, wodurch Lichtitiert wird. Dieses Signal wurdeit der
Chemie Dot (BioRad) detektiert
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Tabelle2.14 Pipettierschema EGLOsung

Losung Volumen
Lésung A 2ml
Lésung B 200 pl
HO 0,6 pl

2206+ f ARASNHzy 3 R ROGAArikorpdrsNA G NG RS& h

LY 1 dz N6 S NLINRDGSYitikogper fiRdbialitative Untersuchungen verwendet
werden kann, wurde eine Antikdrpervalidierung durchgefuhrt. Dazu wurden Extrakte aus
Wildtypen undrdgCPe-Fliegen in ansteigendem Verhéltnis gemischt und ein Westernkitot m

R S Y-RDG@Antikorper durchgefiihrt (sAbbildung2.2).

B
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Anteil Wildtypextrakt in rdgC3°® = 75
o S
o {;\ N QQ\Q E)'_' 50
s ¥ ¥ & L @ 3
@ 25 %
75— — === |RDGC 3
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Anteil an wildtypischem Extrakt [%]

Abbildung22+ I £ A RA SNHzy 3 R SROGEARtiKOEerds iwdrden idterachiédiiche Anteile aus Kopfextrakten
wildtypischer Fliegen mit Kopfextrakten ardgCGP&-Mutanten aufgefillt, so dass der Gesamtproteingehalt in allen Spuren
gleich war. A) zeigt einen exg@larischen Westernblot. Es wurden insgesamt 3 Kopfaquivalente je Spur aufgetragen und mit
R S Y-RDG@Antikdrper nachgewiesen. GréRe (in kDa) und Position des molekularen GréRenmarkers ist links dargestellt. In
B) wurde die Quantifierung aller detektiegn Banderaus drei Wiederholungen mit einer linearen Regression dargestellt.

Fur eine Quantitative Analyseurde das Signal aus Extrakten aus Wildtypen al$940dd das
Signal aus derdgCP-Mutanten als ®ofestgelegt. Die Signale der anderen Gemischelen

in Relation zu diesen beiden Werten gesetzt und eine Regressionsgerade angelegt. Es zeigte
sich, dass ein anndhernd linearer Zusammenhang zwischen der Menge arPRIl&aCund

der Starke des Antikdrpersignals besteht. Darum wurde in dieser Arbeith dDGE
Antikorper zur quantitativen Bestimmung des RBG#halts in unterschiedlichen Fliegen
verwendet.

2.20.7 Hydropathie-Blot

Zur Einschatzung der Membrandhigangigkeit eines Proteins wurde die Proteinsequenz nach
Motiven durchsucht, die einerméglichen Membrandurchgangnzeigen. Dazu wurden
Hydropathe-Blots nach Kyte und Doolittle mit Hilfe eines Webtools von ProtScale
(http://web.expasy.org/protscaleKyte und Doolittle 1982durchgefuhrt. Es wurde ein
Fenster vorl9 AminosalNBS y dzy R SAY fAYSINBA agSAIKG O NR
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erhaltenen Hydropathe-Blots zeigt ein Wert >1,6 einen wahrscheinlichen
Membrandurchgang an.

59



Material und Methoden

2.20.8 Subzellulare Fraktionierung von Szllen

Fur die Bestimmung der subzellularen LokalisationRateinen in SZellen wurde fir jedes

zu untersuchende Protein ein Ansatz arZ&fHlen ausgesat, transient transfiziert und induziert
(s. 2.18.2. Nach 24 stindiger Proteinexpression wurden die Zellen mit dem Medium
abgenommen und Ein bei 100 g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde mitrl XEFRPuffer

(50 mM NacCl, 50 mM Tris, pH 8.0, 50 uM APMSF) gewaschen und anschlieRepdX&ER0
Puffer romogenisiert. Es folgte ein Ultrazentrifugationsschritt fur i@ bei 4°C und
100000xg um die membrangebundenen Proteine im Pellet abzutrennen. Die l6slichen
Proteine im Uberstand wurden abgenommen und mit 22,5DS adepuffer (20 SDS)
versetzt. @s Pellet wurde drei Mal mit 2Q@d XEFPuffer gewaschen und dabei jeweils erneut
fur 10min bei 4°C und 10@00x g abzentrifugiert. Nach dem Waschen wurde das Pellet in
90 pl SDsExtraktionspuffer gelést und mit 22,8 Ladepuffer (#6 SDS) versetzt. wsirden
jeweils 20ul auf ein SD&el aufgetragen und anschliel3end per Westernblot analysiert.

2.20.9 Subzellulare FraktionierungusDrosophilaKdpfen

Zur Bestimmung der Proteinlokalisation in Fliegen wurde eine subzellulare Fraktionierung
durchgefihrt. izu wuden 45 Fliegenkopfe drei&lin 30ul HEPE8uffer (20 mM HEPES, pH
7.6, 50 pM APMSF) homogenisiert. Jedem Homogenisationsschritt folgte ein
Zentrifugationsschritt von min bei 4°C und2500xg zur Abtrennung der groben
Zelltrammer. Das gepoolte Homogednavurde fur 10min bei4°C und 10@00xg
zentrifugiert und die im Uberstand befindlichen Proteine abgenommen und miti25D$S
Puffer (20% SDS) versetdDas Pellet wurde drévial mit je 200ul HEPEBuffer gewaschen

und anschlieBend erneut fir I@in bei4d°C und 10@00xg abgetrennt. Um
membrangebundene und membranassoziierte Proteine voneinander zu trennen, wurde im
dritten Waschschritt das geltste Pellet in zwal 100ul aufgeteilt und erneut zentrifugiert.

Ein Pellet wurde in 4fl SDSExtrakionspuffer gelost und mit 11,2f Ladepuffer (46 SDS)
versetzt. Das andere Pellet wurde in ISXEFPuffer mit 8M Harnstoff geldst und fur Bin

bei RT inkubiert. Anschlie3end wurde furrhbh bei4 °C und 10@00x g zentrifugiert. Der
Uberstand mitden darin enthaltenen membranassoziierten Proteinen wurde abgenommen
und mit 11,2541 Ladepuffer (286 SDS) versetzt. Das Pellet wurde inu4sDS
Extraktionspuffer und 11,2fl Ladepuffer (#6 SDS) geltdim weiteren Verlauf wurden je 7,5
Kopfaquivaleng auf ein SD&el aufgetragen und per Westernblot analysiert.

2.20.10 Nachweisder Palmitoylierung mit DTT oder-Mercaptoethanol

Fur den Nachweis einer Palmitoylierung wumdie in 2.20.9beschrieben eine subzellulare
Fraktionierung durchgefuhrt. Der Extrakt wurde nach dem Waschen ebenfalls halbiert und
erneut fur 10min bei 4°C und 100 0089 zentrifugiert. Ein Pellet wurde in 4% XERPuffer

mit 2 %I -Mercaptoethanol oder alternativ in 4l XERPuffer mit 5mM Dithiothreitol O T
gelést und fir h bei RT inkubiert. Sowohl-Mercaptoethanol als auch DTT stehen im
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Verdacht Palmitoylierungen abzulosddi et al. 2013)Daszweite Pellet wurde in XEPuffer
geldst und ebenfalls fur & inkubiert. AnschlieRend wurde nochmals furrhith bei 4°C und
100 000x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgenommen und mit 1fi)25adepuffer
(20% SDS) versetzt, wahrend die Pelle#b ul SDSExtraktionspuffer mifil,25ul Ladepuffer
(4% SDS) gelést wurden. Es wurden jeweils 7,5 Kopfaquivalente p&YA®ESgetrennt und
mittels Westernblot analysiert.

2.20.11 Immunprazipitation ausDrosophilaKopf- oder -Augenextrakten

Fur eine Immunprazipitation (IP) wurden Extrakte aus 300 Kopfen oder 1000 Augen
verwendet. Diese wurden entspreche@dL6.3hergestellt und mit den daraus resultierenden
Uberstanden weitergearbeitet.

Fur die IP muss im Vorfeld der zu verwendende Antikdrper an entsprechende Agadese
Magnetbeads gebunden werde Dabei wurden fur Antikérper aus Kaninchen Protein A
gekoppelte Beads und fur Antikérper aus Maus Protein-gé&oppelte Beads verwendet. Es
wurden 50ul Beads 3x mit je 600 TXWP gewaschen und anschlie3end npig Antikorper

in 100l TXWP fur b be 4°C und 100@pm inkubiert. AnschlieRend wurde der nicht
gebundene Antikorper 2x mit je 6Q0 TXWP und 1x mit 6Q0 TXWP+Inhibitoren
ausgewaschen.

Bei GFP getaggten Proteinen wurde ein kommerziell erhéltliches ProduktT(&H®,
Chromotek) verwendetbei dem ein GFRntikoérper aus Alpaka kovalent an Beads gebunden
vorliegt.

Die Extrakte wurden anschlieRend zu den Begaelppelten Antikorpern gegeben und flr

1 h bei 4°C und 1000pm geschiittelt. Im Anschluss wurden nicht gebundene Proteine 4x mit
je 600l TXWP+Inhibitoren ausgewaschen. Die Elution der préazipitierten Proteine erfolgte
zwei Mal mit 151 2xSDS adepuffer fir 10 min bei 88C. Bei IPs in denen Rhodopsin
prazipitiert wurde, erfolgte die Elution bei 2€, da sich sonst Multimere desddbpsins
bilden.

2.20.12 Immunpréazipitation aus SZellen

Die Immunprazipitation aus S&llen diente der Aufreinigung des Uberexprimierten Proteins.
Dazu wurden 24 nach der Induktion der Proteinexpression mehrere Schalen mit Zellkultur
gepoolt und die Zellen fib min bei 20k g bei RT pelletiert. Die Zellen wurden anschliel3end
mit 1ml PBS (pH 7,4) gewaschen. Die Lyse der Zellen erfolgte 20000
TXERP-50uM APMSF fir 2émin auf Eis. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer bei
100000xg bei 4°C fur 10 minabzentrifugiert. Vom Uberstand wurden 10 als
Inputkontrolle abgenommen, der Rest wurde fur die Immunprazipitation verwendet.

Fur die IP wurden 10R00ul Zelllysat mit 31g Antikorper fir Ih bei 4°C und 1000pm
inkubiert. Um die so entstandenen Rrgitate zu isolieren, wurden dem Gemisch 20 pl Protein
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A- oder ProteinG-gekoppelte Agarosebeads zugesetzt unéh bei 4°C mit 100Gpm
geschuttelt. Die Proben wurdenxdmit je 600ul TXWP + 50m APMSF gewaschen und zwei
Mal mit je 15ul 2x SD&adepufer eluiert.

2.20.13 Aufreinigung von lt-getaggten Proteinen mit NNTAAgarose

Fur eine NNTAAufreinigung wurden die entsprechendersigetaggten Proteine in S2ellen
Uberexprimiert. FUr eine native Proteinaufreinigung erfolgte die Lyse in einem harnsiefffre
Lysepuffer. Das im Lysepuffer geltste-2ediv Bakterienpellet wurde mit Hilfe des FastRrep
24 Homogenisators und der Matrix D aufgeschlossen. Dazu wurden 3 Impulse fis jee20
6,5m/s verwendet. Zwischen zwei Impulsen wurden die Extrakte aufefagert.

Pro 1ml Zelllysat wurden 501 NENTAAgarose zugegeben und das Gemisch fiirbki 4°C

und 1000rpm inkubiert. AnschlieBend wurden nicht gebundene Proteine it je 1ml
Waschpuffer ausgewaschen. Zur Elution wurden 58lutionspuffer verwendet. Durch die
hohe ImidazeKonzentration wurde das Protein von der Saule verdrangt. Anschliel3end
wurden die Proben mit Hilfe einer SPBGE analysiert.

2.20.14 Zellaufschluss und NNTAAufreinigung

Um fir die Immunprazipitation ausreichemtotein zu haben, wurden 210 Zellen/ml Sf9
Zellenin40rf DNJ OSQa LyaSoid a SHkRB&it 16dRIidizISrY My § SR Y
nach der Infektion wurden die Zellen mit dem Medium abgenommen umanSoei RT und 1

000x g abzentrifugiert.

Die Zellen wurden mit 3nl PBS pH=7,4 gewaschen und das Pellet anschlielBendnin 4
Lysepuffer mit Pb6 Igepal GA&30 und 5QuM APMSF resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte
mit dem FastPrep®4 von MPBiomedicals mit Hilfe der Matrix D. Dazu wurden di¢eidm
Lysepuffer in 4«1 ml aufgeteilt und vier Mal mit /s jeweils 206s homogenisiert. Nach
jedem Homogenisationsschritt folgte eine Inkubation auf Eis fiarb

Das Lysat wurde gepoolt, ein Aliquot abgenommen und der Rest miful200NTA
Agaroselads bei £C fur 1h unter Schutteln inkubiert. Im Anschluss wurde drei Mal mit je
1 ml Waschpuffer gewaschen und die gereinigten Proteine drei Mal mit j¢ Blutionspuffer
eluiert. Die einzelnen Schritte wurden mittels SBXSGE und anschlieendem Wasblot
oder Coomassi-arbung tberpruft.

2.20.15 AcylBiotin-Austauscheaktion

Fur die Anreicherung von RDGC wurden zunachst50 Kopfe vomdgGmyc/TM3Fliegen
oder in der Kontrolle von Wildtypliegen in 50Qu Lysepuffer2 (50mM TrisHCI, pH 7,5,
150mM NaCl, 186 Glycerin und % IGEPAL &80) mit Proteaseinhibitoren (Inhibitor
cocktail, Roche) und 58M N-ethylmaleimid homogenisiert. Das-&hylmakimid musste
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frisch angesetzt werden, da die Lésung in Wasser unstabil isthyNmaleimid wurde
gebraucht, um freie Cysteinreste irreversibel zu blockieren. Die Homogenate wurden fur
20 min bei 4°C inkubiert.

Fir die Prazipitation von RDGC wurdemg® -Myc-Antikorper an 5Qul magnetische Protein
GBeads (Dynabeads) gekoppelth(14°C) und anschlieRend firh3bei 4°C mit den
Homogenaten inkubiert. Im Anschluss wurdex 3mit je 500ul Lysepuffer ohne N
ethylmaleimid gewaschen und jede Probe halbi&ine Halfte der Beads wurde fuhlbei

22 °C mit 50Qul Lysepuffer (pH 7,2) mitMl Hydroxylamin (Sigma) und die andere Halfte mit
500l Lysepuffer (pH 7,2) ohne Hydroxylamin inkubiert. Hydroxylamin wurde dazu
verwendet, ThioesteBindungen, die bei Raltoylierungen vorhanden sind zu spalten. Es
folgte ein Waschschritt mB00 pl Lysepuffer (pH 6,2). Um die so frei gewordenen Cysteine zu
markieren, wurden die Proben mit,3ul 8 uM biotin-BMCC (ThermoFisher Scientificllit

ml Lysepuffer (pH 6,2) flirh bei 4°C markiert. Abschlieend wurden die Beadsit 500l
Lysepuffer (pH 6,2) undxX3mit 500 ul Lysepuffer (pH 7,5) mit Proteaseinhibitoren gewaschen.
Zur Elution wurder25ul 2 x SDS adepuffer fur 10Gmin bei 80°C verwendet. Die Proben
wurden per SDSPAGE aufgetrennt, geblottet und mit HB&koppelten Streptavidin
nachgewiesen. AlsY2 Yy i NRf S gdzZNRS SAy -REGAKdpEO f 2
durchgefhrt.

2.20.16 Detektion der tiefenPseudopupille

In den Komplexaugen vddrosophila melanogastd&dcommt es béder richtigen Betrachtung

zu einem Phanomen, das sich tiefe Pseudopupille nennt. Auf Grund der Superposition kommt
es zu einer virtuellen Uberlagerung der Rhabdomere benachbarter Ommatidiezinem
definierten Abstand ist diese Uberlagerung als trapeales Muster, das dem Muster eines
einzelnen Rhabdomers entspricht, sichtbBieses Phanomen kann nieclivasy mit Hilfe

eines Lichtmikroskops nachgewiesen werdes. wurde einrMZ 16 F Stereomikroskop mit
einer DFC420 -Kamera (Leica) verwendet um diefe Pseudopupille aufzunehmen. Die
Belichtung erfolgteantidromischmit einer Kaltlichtquelle KL 1500 LCD (Schott).
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2.20.17 ProteinbestimmungnachBradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein Bradfdssay durchgefihrt. Fur eine
Kalibrierung wurde zunachst eine EichgeradéeRinderSerumalbumin (BSA) als Eichprotein
durchgefiihrt. Dazu wurden aus einemy)/ml Stammlosung folgende LosungenWasser
hergestellt:0 pg/ml, 1ug/ml, 5pg/ml, 10pug/ml, 15pug/ml und 20ug/ml. Jeweils 80 ul der
hergestellten Losungen wurden mit 2Q0RotiQuantx gemischt.

Nach 5minutiger Reaktion wurde die Absorption bei 59 im Eppendorf Photometer
gemesen und im Photometer autontiach als Kalibrierung verrechnet

Zu messende Proteine wurden in adser verdinnt und dannm Verhéltnis 4:1 mit
RotiQuant5x gemischt. Auch hier erfolgte die Messung bei B86m Eppendorf Photometer,
welches die Proteinkonzentration direkt angibt. Zur Berechnung der eigentlichen
Proteinkonzentration galt:

Proteinkonzeliration = gemessene Proteinkonzentration x Verdunnungsfaktor

2.20.18 Phosphataseassay

Zur Bestimmung der Aktivitat rekombinant exprimierter Phosphatase wurdie @itro-Assay

nach Critz und Honkanen (199%)it dem Substrat par&itrophenylphosphat (pNPP)
durchgf NKNI & ! £ & t 23440 PabsphafadeNREB] BitgefiilzNEs Svurden S
800! y A U &Phd3phatdse oder alternativ0Olig rekombinantes Protein in jeweils 100
Phosphatasepuffer (2s:M MOPS (pH 7,0), OM KCI, 0,5nM DTT, InM MnC}, 5mM EGTA,

0,1 mg/ml BSA, 5,5,M CaCl 5 pg/ml Calmodulipfur 1 h adaptiert. Nach der Zugabe von
100ul 1mM pNPP erfolgte die Aktivitatsbestimmung nach dnd nach 16h bei 30°C. Die
Reaktion wurde bei 4160m im Photomete durch einen Farbumschlag ingl@e bestimmit.

2.20.19 Zeitreihe

Um die Kinetik lichtabhdngiger Prozesse reproduzierbar zu untersuchen, wurde ein
Versuchsaufbau etabliert, in dem sowohl die Lichtintensitas, alich die Lichtqualitat
konstant waren. Es wurde eine weil&ED (350mA, 35 000 Luk verwendet. Die zu
belichtenden Fliegen wurden in ein seitlich abgedunisee@=fa? mit lichtundurchlassigem
Sopfen transferert, in dem mit einemdefinierten Abstand vonl cm von unten belichtet
werden konnte. Die Zeitintervalle wurden manuell geschal@irekt nach Ablauf des
jeweiligen Zeitintervalls wurden die Fliegen in flissigem Stickstoff schockgefrostet.
Anschlie3end wurden durch Schutteln die Kopfe abgetrenntjeneils 10 Kopfe in 4@l SDS
Extraktionspuffer homogenisiert. Nach einer Inkubation furnii bei RT wurden 10l

5x SD8 adepuffer zugegeben und fiurndin bei 95°C inkubiert. Die groben Bestandteile
wurden fir 5min bei RT und 16000g abzentrifugiet. Es wurdeneweils drei Kopfaquivalente

per SDSAGE aufgetrennt under Westernblot mit den-TRP und dem h-TRPpS936
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Antikorper inkubiert. Dazu wurden SIPAGE und Westernblot zweMal parallel
durchgefuhrt.

2.21 Immuncytochemie

2.21.1 Immuncytochemievon S2Zellen

Fur die Immuncytochemie von Z2llen wurden diese wie iB.18.2beschrieben transient
transfiziert und die Proteinexpression induzieflabei wurde wahrendier Induktion ebr
Proteinexpression eindiy-L-Lysin beschichtetes Deckglas in die Schale mit dedef&h
gelegt. 24 Stunden nach der Induktion wurde das Medium entfernt und das beschichtete
Deckglas mit inl PBS (pH 7,4) gewaschBie Zellen wurden zunachst fur irin in eiskaltem
Methanol inkubiert und anschlieend 18in in 4%Paraformaldehyd fixiert. Das Fixans wurde

in drei Waschschritten mit je 500 pl RBAusgewaschen und die Zellen anschlielend inu200
PBSIM blockiert. De Inkubation mit dem prim@&@n Antikdrpererfolgte in 200ul PBSM uber
Nacht bei £C in einer feuchten Kammer.

Am darauffolgenden Tag wurde erneut drei Mal mit je 500 pl-PB@waschen und die
Préaparate anschlieBend fur 2 mit dem sekundaren Antikogy inkubiert. Neben dem
sekundarenAntikdrper wurde DAPzur Farbung der Zellkerne verwendet. Diese Inkubation
erfolgte ebenfalls in 2001 PBSAM.

Nach der Inkubation mit dem sekundéaren Antikdrper und DAPI wurde erneut drei Mal mit je
500 pl PBS gewascén, die Deckglaser kurz Wasser hgespilt und die Praparate
anschlieend in Mowiol eingedeckelt. Die Detektion erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop
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2.21.2 Immuncytochemie vorDrosophilaAugen

Aus den entsprechend.16.2 praparierten Fliegenaugen wurden an einem Cryomikrotom
10um dinne Schnitte hergedte Diese Schnitte wurden aufoR-L-Lysin beschichtete
Deckglaser aufgenommen. Zur Fixierung wurden die SchnitteiiOn 2%PFA inkubiert.
UberschiissigeRaraformaldehyd wurde anschlieRend mit PBS (pH 7,2) entfemb (8in,

50 pl) und dieSchnitte daraufhin mit PBSBSAur 30 min in der feuchten Kammdalockiert.
Die Inkubation mit dem priméren Antikdrper in der entsprechendéerdiinnung (in
PBST+BSA) erftdgiber Nacht bei 4C in der feuchten Kammer. Bei der Untersuchung-GFP
getaggter Proteine war eine Inkubation mit Antikdrpern nicht nétig. Hierlgréodirekt eine
Inkubation mit Phalloidin und DAPI in PBBSAfur 2h in der feuchten Kammer. Bei
Praparaten mit primarem Antikérper wurden die Schnitte am Folgetag drei Mal mit jg& 50
PBS gewaschen und die Inkubatimit dem sekundéren AntikdrpeiPhdloidin und DAPI
erfolgte in Blockingpuffer fur B in der feuchten Kammer. Nach daveistiindigen Inkubation
wurden die Senitte in beiden Fallen 3mit 50ulPBS gewszhen, kurz inNVassergeschwenkt
und in Mowiol eingedeckelt. Die Detektion erfolgte anean Fluoreszenzmikroskop.

2.22 Massenspektrometrie

2.22.1 In-GelVerdau

Die Proteine wurden einem 4@elVerdau mit Trypsin nach Shevchenko efSilevchenko et
al. 2001z ugefuhrt. Dazu wurden die entsprechenden Gelbanden ausgeschnitenkleinert
undmit je 200pl KO fir 5min bei 1000 pm hydriert.Die folgenden Sctite erfolgten, soweit
nicht anders vermerkbei Raumtemperatur und die Uberstandeirden verworfen Zunachst
wurde fir 10 min bei 1000pm mit 150ul Acetonitril inkubiert. Es folgteine 30 mindtige
Inkubation bei65°C und1000rpm in 100ul DTFL6sury 100mM NHHCQ, 10mM DTY,
gefolgt von einer erneuten 1@inutigen Inkubation mit 15@Q0 Acetonitril bei 2000pm. Die
Gelstiicke wurdefiir 20 min in 85ul lodacetamidLosung100mM NHHCQ, 55mM IAA im
Dunkeln inkubiert und anschlieBed® min mit200 ul 200mM NHHCQ und 10min in 150ul
Acetonitril gwaschen. Das Vorquellarfolgte 30min mit 25ul 10ng/ul Trypsin in 40nM
NHHCQ auf Eis undder eigentliche Verdauiber Nacht bei 37C.Abgestoppt wurde der
Verdau mit 1ul 10% TFA.

Die getockneten Peptide wurden in O%biger FA gel6st unohit Hilfe des EASML.C 1000
Systems welches mit einem @&xactive Plus Massenspektrometer und einer EH@#y
Nanoelektrospray lonenquelle (alles Thermo Fisher Scientific) gekoppelgetegnnt. Dazu
wurden die Peptide direkt auf eine EASpray Saule2(>m, 100 A PepMapRSLC C18, 25 cm x
75>m, Thermo Fisher ScientifiaifgetragenDie Auftrennung erfolgtéei einer konstanten
Temperatur von 38C und einer Flussrate von 28lmin mit einem Gradienten von 2 % bis
40% L6sungsmittel B innerhalb von 40 mimd bis zu 90% Lésungsmittel Binerhalb von
5min. Es folgte einsokratischer Fluss bei 9% fir 10min mit anschlielBendm Gradienten
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von 90% bis zu 26 Losungsmittel B innerhalborv 5 min und einer abschlieRenden
Re&uilibrierung mit 2 Losungsmittel B fur XBin. Als Losungsmittel wurde ein Gemisch aus
LosungA (0,5% Essigsaure) urddsungB (0,5% Essigsaure in Acetonliil.O (80/20, V/V))
verwendet.Detektiert wurde mit einelOrbitrap mit einer Auflésung von DO (m/z = 200),
einer Maximalen Injektionszeit (MIT) von 12@ sowie einem Wert fur die automatische
Verstarkungsregelung (AGC) vom 1. Die interne Kalibrierung der Orbitrap erfolgte mit
Hilfe vonLockMassen aus der Raumlyflsen et al. 2005)

2.22.2 Messung

Fur die Messung des RDG®GIC Peptids wurden MS/MSpektren der 12 haufigsten

t SLIAARDG2NI NdzZFSNJI Ay RSNJI hNBAGNI LI ISYSNASNI ® 5
O2fttAaAz2y RAA&A&A2O0AI (A 2y dvon 63600 einerY hofmaliseteyf S NJ |
Kollisionsenergie von 28/und einerintensitatgrenze von I 10° durchgefiihrt. Als Bereich

fur die Ladung der lonen der Fragmentierung wurde +2 bis +5 und eine Grol3e \ddal,6
festgelegt.Als weitereParameter wurde diex | dzii 2 Y I 4§ A O 3| X Y0° utdeifiel N2 f &
maximale Injektionsze{MIT) von 120ms eingestellt. Um eine mehrfache Fragmentierung der

lonen zu verhindern wurden die Vorlaufedonen in einem 1@pm-Fenster fur 2G
ausgeschlossen. Die gefundenen Massen wurden gegen eine Modifizierte Datenbank
(UP000000803Version GCA _000001215.4) abgeglichen. In diBsesophila melanogaster
Proteomdatenbank wurde das vorhergesagte Protein B@ntfernt und durch die Sequenz

des vorhergesagten RD@®LCersetzt. Als Suchparameter wurdeypgn als Vedauungsenzym
eingesetzt, zweaugeassene Spaltungen und aul3erdem eine Massentoleranz yagmbfur
Peptidvorlaufer und 0,0Da fur Fragmentionemrlaubt. Als feste Modifikation wurde die
Carbamidomethylierung von Cysteinresten und als variable Modifikation die Oxidation von
Methionin festgelegtEin RDGGS spezifisches Peptid wurde in demselben Versuchsaufbau
gefunden. Dazu wurde mit den oben genten Parametern gearbeitet, allerdings wurde

gegen die unmodifizierte Datenbank gesucht.

Fur die Bestimmung der PhosphorylierungssteNem RHZlerfolgte der InGelVerdau wie
oben beschriebenkir die Messung wurden NaA@ESIMS/MS Experimente durchgeiit

und dazu ein ACQUITY nadBLC System gekoppelt an eine Orbitrap verwendet. Die
verdauten Peptide wurden auf einer Vorsaulec@ x 18Qum, Symmetry C18, |3m
Partikelgrof3e) entsalzt und anschlieRend auf einer revepebsed Cl&aule (25 cm x
75um, BEH 130, 1,idm Partikelgréf3e) getrennt. Es wurde ein Gradient vawACN zu
40%ACN in 0,26 FA innerhalb von 6@in bei einer Flussrate von 250'min verwendet.
Detektiert wurde mitm/z=400 bei einer Auflésung von 60000. FUr die sieben am haufigsten
vorkommenden Peptidvorlaufer wurde Fragmemierungsspektren erstellt. Fragmentiert
gdZNRS YAl aO2ftAadarAzy AYRddzOSR RAAA2QWASAZ2Y A
Suchparameter wurde ein Trypsinverdau angegeben und eine Massentoleranz ppm i@
Peptidvorlaufer und 0,08Da fur Fragmentionen angesetzt. Eine felgtedifikation war die
Carbamidomethylierung von Cysteinresten und als variable Modifikationen wurden Oxidation
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von Methionin und Phosphorylierung von Serin, Threonin oder Tyrosigefiesjt. Gesucht
wurde gegen eine feste Datenbank (NCBInr_20160130 database).

2.23 Elektroretinogramm (ERGj)on Drosophila melanogaster

2.23.1 Das HEektroretinogramm

Die elektrischen Vorgangeie im Zuge eines einfallenden Lichtquants im AugeDmasophila
melanogasterstattfinden, lassen sich mit Hilfe eines Elektroretinogramms darstellen und
messen. Dabei wird die Anderung des elektrischen Potentials zwischen eineniéssner
Referenzelektrode gemessdbie Referenzelektrodeird in den Kopund die Messelektrode

in das Auge der Fliege eingestochen. Dadurch wird die Summe der Potentialanderung
mehrerer Photorezeptorzellen als extrazellulare Ableitung gemesSemessen wird in der
Regel mit zwei unterschiedhen Lichtqualitaten, die zumireen im Absorptionsmaximum von
Metarhodopsin (orange, 580 nm) und zum anderen im Absorptionsmaximum von Rhodopsin
(blau, 480 nm) liegen.

2.23.2 Versuchsaufbau

Da fur eine erfolgreiche Messung eine absolute Bewegungslosigkeit der Fliege wichtig war,
wurden die entprechenden Fliegen in einer gelben Pipettenspitze 200 pl) fixiert. Dazu
wurde die Fliege soweit in eine abgeschnittene Pipettenspitzrigfet, bis nur der Kopf zu
sehen war. AnschlieBend wurde der Kopf am Russel mit eMamLotkolben und einer
BienenwachsColophoniumMischung (3:1) fixiert. Fur die eigentliche Messung wurde eine
Elektrode aus chloriniertem Silberdraht in einer Glaskapillare mit Daveiygstng als
Referenzelektrode in den Kopf eingestochen. Die Messelektrode, aufgebaut wie die
Rekrenzelektrode, wurde in das Auge eingestoché&im das System zum einen vor
elektrischen Interferenzen von auf3en und zum anderen vor Fremdbeleuchtung zu s¢hitzen
befindet sich d¢ gesamte Messapparatun einem dunklen Faradagaig. Auf diese Art
konnte eine Anderung des elektrischen Potentials bei einem ankommenden Lichtreiz
gemessen werden. Die Verstarkung des Signals erfolgte mit einem-2E$A
Differenzverstarker, die Umwandlungnd die Dokumentatiorerfolgte mit einer PC16221-
Messkarte. Als Softwamgurde das Programm WinWCP 4.8&wendet Fur die Messungen
wurden orangeng<wviax= 590 nmpzw. blaug<vax= 470 nm)EDanit einer Lichtintensitat von

2,22 mWi/cnt (orange) bzw. 1,38WW/cn¥ (blau) genutzt Das Licht wurde mit Hilfe eines
Linsensystems fokussiert und die Intensitat bei Bedarf mit Neutralgraufiltern im Strahlengang
abgeschwacht.
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2.23.3 Verwendetes Messprotokoll

Um mdglichst konstante Ausgangsbedingemgu haben, wurden alle Fliegen vor der
Messaung fur drei Minuten dunkel adaptiert. Im Anschluss wurde das jeweilige Messprotokoll
durchgefiihrt. Wurden bei einer Fliege mehréviessungerhintereinander durchgefihrt, so
erfolgte dazwischenein kurzer Orangelichtpuls gefolgt veimer Durkeladapation von drei
Minuten.

PDA Test 20 blau

Mit diesem Protokoll wurde der Zeitpunkt des Eintritts in das PDA bei unterschiedlichen
Mutanten bestimmt. Dazu wurden zunéchst zv@angeichtpulse (Neutralfilter log 2) und
anschlielend 20 Impulse mit Blaulicht (Nelfiiter log 3,4) verwendet. Fur die Auswertung
wurden die maximalen Amplituden wahrend der einzelnen Blaulichtpulse gemessen.
AuRerdem wurde der Blaulichtpuls bestimmt, bei dem zum letzten Mal eifiransient zu
sehen war. Da der Eintritt idas PDAInter anderem dann umsachneller erfolgt, je mehr
phosphoryliertes Rhodopsin vorliegt, kann mit diesem Protokoll ein Rickschluss auf den
Phosphorylierungsgrad von Rhodopsin in unterschiedlichen Mutanten bei verschiedenen
Bedingungen gezogen werden.

2.24 Statistishie Auswertung

Fur die Statistische Auswertung wurde fir jedes Experiment, das mehrfach durchgefihrt
wurde der Standardfehler (SEM, standard error of the mean) berechnet. Dazu wurde zunachst
die Standardabweichung bestimmt und durch die Wurzel der AnzahWdederholungen
geteilt:

i
YOO —
e

Mit s = korrigierte Standardabweichung und n = Anzahl der Wiederholungen

Fur den Vergleich von Datenpunkten und der Bestimmung der Signifikanz wurde eine
Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) durchgefabrivude eine einfaktorielle
ANOVA durchgefuhrt, was bedeutet, dass getestet wirdsichdie Mittelwerte mehrerer
Stichproben unterscheiden. Diese Stichproben unterscheiden sich in einer unabhangigen
Variablen. In diesem Fall ist die unterscheidende Varidele Genotyp der betrachteten
Fliegen. Mit der einfaktoriellen Varianzanalyse wird allerdings nur festgestellt, ob es
signifikante Unterschiede in einer Gruppe von Mittelwerten gibt. Deswegen werden
verschiedene PodtocTests nachgeschatte
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5dzyySidQa ¢Said

5SN) 5dzyySiiaQa ¢Sad 6ANR AYYSNI RIYY @SNBSYRSI
Kontrolle verglichen werderDabei werden Mittelwertpaare im kleinen Stichprobenumfang
untersucht. Eine Varianzhomogenitat, also die gleiche Variaaikeim untersuchten Guppen

ist nicht notwendig. Unterschiede werden ab einem Wert vor Q05 als signifikant
bezeichnet.

Least Significant DiffereneBonferroni Test

Bei dieser Methode werden mehrere Messpunkte miteinander verglichen. Um dabei die
AlphafehlerKumulierungzu neutralisieren, wird die Bonferre#iorrektur angewandt. Bei der
AlphafehlerKumulierung handelt sich um die Erhdéhung der Wahrscheinlichkeit des
Alphafehlers, also einem Fehler der ersten Art, durch mehrfaches Vergleichen einer
Stictprobe. Bei der Bonferrof{orektur ist ein Unterschied daher erst dann relevant, wenn

p <0,05/n ist. Dabei ist n die Anzahl der Tests, mit der diese Stichprobe verglichen wird. Die
BonferrontKorrektur wird immer dann eingesetzt, wenn verschiedene Datekf®ieines
Datensatzes miteinander verglichen werden.

70



Ergebnisse

3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Resultate aus den Versuchen zur Charakterisierung der Phosphatase
RDGC gezdigDie Ergebnisse werden in digrioBe Saulen unterschieden. Zunéachst werden

die drei Isoformen auf Genund Proteineben chrakterisiert und Mutanten mit
unterschiedlicher Zusammensetzung dieser Isoformen hergestellt. AnschlielBend wird die
subzellulare Lokalisation untersualmd die Iséormen rekombinant in Zellkultur exprimiert.
Abschliel3end erfolgtine funktionelle Chrakterisierung der unterschiedlichen Isoformen.

3.1 Charakterisierung der RDGC Isoformen und die Herstellung von Mutanten
mit verandertem Expressionsmuster der RDGC Isofonme

3.1.1 Drosophila melanogasteexprimiert drei RDGC Isoformen

Die Phosphatase RDGC wirdDrosophila melanogasteiurch dasrdgGGen codiert. Von
diesem einen Gen ausgehend, werden vier unterschiedliche nFdgAenzen transkribiert.
Dabei werden wiederum dierdi mMRNAStrangadgGRFE -RGund-RHin ein ca. 84 kDa grol3es
Protein translatiert, wahrend die vierte mRMI§CRBfUr ein kleineres, ca. 72 kDa grol3es
Protein codiert. Fur die Analyse der beiden Varianten auf Proteinebene wurde eine
WesternblotAnalyse ér Proteine aus wildtypischen Kopfen durchgefiuhrt. Um dabei die
Proteinbanden bestmdglich zu trennen, erfolgte die FBSE Uber ein 1 ¥iges SDG&el und
RSNJ bl OKg S A a-RDGANtikdrgers EAbbilduggs.1) h

Wlldtyp
rdgc 06
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Abbildung3.1 Ein Westernblot vorDrosophilaY 2 LJT S E (i NJ-RD&GArikovpar zeigh drei ProteinvariantenExtrakte

aus wildtypischen Fliegen zeigen bei cakDa drei voneinander abgegrenzte Banden, die inrdg&Nullmutante (dgCGP)

fehlen. Im vergroRBerten Ausschnitt ist deutlich erkennbar, dass uUber der kleinsten Bande eine weitere Bande zu sehen ist.
Pro Spur wurden drei Kopfaquivalente aufgetragénSNJ bl OKgSA a4 RSa t NPRDSAnKorpes RE2f 3G S
Grof3e (in kDa) und Position der Molekulargewichtsmarker ist links angegeben.

Anstelle der erwarteten zwei Banden bei ca. 76 unckB& wurdenY A i RRDGE b
Antikorper drei Banden nachgewiesen. Die dritte Bande lag knapp oberhalb der kleineren
RDGEBande und konnte imdgCGNullmutanten nicht nachgewiesen werden. Obwohl diese
dritte RDG@soform auf Proteinebene in der Literatur bereits bescherelworden ist (Lee
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und Montell, 2001), konnte ihr Ursprung bis jetzt nicht geklart werden. Um die drei
unterschiedlichen Isoformen im Folgenden unterscheiden zu kdnnen, wurde das kleinste
Protein als RDGE (vonshort), das mittlere als RD@Z (Mid) und da& grofdte als RDAC
(Long) bezeichnet. Auf RNAnd DNAEbene wurden die BezeichnungelyGS, rdgeM und

rdgCGL eingefihrt.

Da es fur das Erscheinen der dritten Bande keine Erklarung gab, wurde zunéachst auf
genetischer Ebene nach einem Grund fir deren Auftreten gesucht. Dazu wurde RNA aus
wildtypischen Fliegen isoliert und mit Hilfe eimelgGspezifischen Primers, der nahe ard¥

Ende desdgGGens bindet (rdgC_R), in cDNA umgeschrieben. Die so generierte cDNA wurde
als Templat fur eine Amplifikation der unterschiedlichhdgGVarianten verwendet.

Da in der hier zugrundeliegenden Arbeitshypothese der Ursprung der mittlereorrisaf

Transkript der kurzen IsoformdgGRBliegt, wurde fur die PGReaktion derselbe reverse

Primer wie bei der cONBSynthese (RdgC_R) sowie ein ForatdA Y SNE RBSRdeA y RSN
1dzNd Sy Laz2F2NY O0AYRSG o6wR3A/ ¢TI Nibndeped PCROISNB Sy
Reaktion wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt und ein REBRdukt auf der

Hohe von ca. 2 kBgefunden.

Die verbliebene PCReaktion wurde zunéachst mit dem Qiagen FRCRfication Kit gereinigt,
anschlieBend in den TOPI&Vektor gCRM2.1-TOPO® kloniert und in chemisch kompetente
Escherichia coli XL1 Bldellen transformiert. Zur Selektion positiver Klone wurden die
transformierten Zellen auf L-Blatten mit Ampicillin ausplattiert.

Aus dieser Klonierung wurden 24 Klone einer Kel®€R zugefuhrt. Dazu wurde zunachst die

DNA der einzelnen Klone isoliert und fiir die KoléP@R der Forward NRA Y'S NJ -UTR R S NJ |
sowie ein in der Mitte desdgCliegender Revers€rimer (rdgC_mitte2_R) genutzt. Die PCR
Produkte wurden auf einem %-Agarse-Gel analysiert (Abbildung3.2).

12 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Abbildung 3.2 Agarosegel der Kolonl®CR mitrdgGRBin TOPGTA.Auf der Hohe von 788Bwaren die Fragmente zu
finden, dierdgGSY A i S A y S YUTR Enisfrechie& Rk peilen Klone 6 und 22 zeigten kleiner@R@Rkte mit einer
Grof3e von ca. 600 bp. Linksdie Grof3e (in Bp) sowie die Position des verwendeten-Dldikersgezeigt.

Bei 22 der untersuchten Klone ergab sich ein-P@Rukt mt der Gro3e von 788p, welches
die erwartete Grol3e war. Zwei der Klone zeigten allerdings ein kleinereBfe@&kt, welche
nur ca. 600 B grol3 war.

Dieses kleinere Pa@®odukt konnte zunachst nicht erklart werden. Aus diesem Grund wurden

die beiden Klone 6 und 22 sequenziert und Klon 21 als Kontrolle mitgefuhrt. Als

Sequenzierungsprimer wurden die Vekgpezifischen Primer M13 (Forward und Reverse)

BSNBSYRSGD® . SA RSNJ {SIjdzSy T ASNUzy3 SReHiona aA OKX
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' VOSNBEOKASR T dzYy Y2YyGNREE{1f2y Hm 1 dz FNUNRRSY
und die Anfangssequenz, die der kleineren RIE&8{orm entsprechen, zu finden war, zeigte
sich in Klon 6 eine andere Sequenz, weswegen dieser Klon im folgenddg@id und der

Klon fir die kurze Isoform aldgGSbezeichnet wird.

rdgC-S ....CCTTCTCATGGGTTGCATAAATTTAAAAAAGCATAAAGGGCCACCTACGCCACCAGATCTA
rdgC-M....CCTTCTCATGGGTTGCATAAATTTAAAAAAGCATAAAGGGCCACCTACGCCACCAGATCTA

rdgC-S GAGACAAGTGTGTAAAGACTTTAAAGCGGCTGCAAAATATAATTATAGCGTAAATGTTAACCA
FAdGC-MGAGACAA = == = = == = = = e e e e o

rdgC-S GTTGTTAGCCCAAAAAAATCCCACTCAACCCCTCTCTATCCCCTTGCCACAGTCTTTGACGTT

rdgC-S GGCAATCTTCATCCAGARATGGTATCGCAGGCACCAGGC. . .
rdgC-MGGCAATCTTCATCCAGARATGGTATCGCAGGCACCAGGC. . .

Abbildung 3.3 rgdGM und rdgGS sind SpleiRvariante ausrdgGRB+ S NH f S A-BekeichR 8ei mRNW Sequenzen von
rdgGSund -M.In schwarz ist der untranslatierte Bereich und in rot der proteinogene Bereich dargestellt. Das jeweilige
StartcodonATGwurde mit einem Unterstrich markiert.

Wie Abbildung3.3 zeigt, ergibt sich das Protein RD#8Gus der Nutzung einer alternativen
Splei3stelle des TranskripdgGRB RdgCSunterscheidet sich in den ersten 13 Basenpaaren
der codierenden Sequenz von denerrdigGM, wobei RAgEM aulferdem im NTerminus 48
zusatzliche Basenpaahat. Damit codierrdgCGM fur eine RDG®ariante, welche sich im-N
Terminus von den beiden bekannten Varianten, hier als RB@Gd RDGE. bezeichnet,
unterscheidet. Da nur der Nlerminus betroffen ist, sollten sich die funktionell wichtigen
Motive wie IQ-Motiv, katalytische Doméne und Efénde auch in RD@E (s.Abbildung3.4)
finden. Mit Hilfe der Proteinsequenz, die aus dem nun bekannten Transkript hergeleitet
wurde, konnte auf3erdem kein Unterschied i €&minus gefunden werden. Daflir sprach
I dzOKX RI 4a RRD&AMiKipaisAnh ETdRrBirus liegt und alle drei Proteine von
ihm erkannt wurden (sAbbildung3.4)

Epitop des a-RDGC-Antikorpers
katalytische Doméne EF-Hénde

|-C RDGC-S (75,5 kDa)
C RDGC-M (77,2 kDa)
| C RDGC-L (84,9 kDa)

Z

——
3]
=]
=
<

N

Abbildung 3.4 Schematische Darstellung der verschiedenen RB&brmen. Die drei Proteidsoformen, die von B&C
existieren, besitzen drei wichtige Motive. EinrNM®tiv zur Bindung an Calmodulin, EF Hande flr die Bindung an Caleiign so
eine katalytische Doméane. Zusatzlich wurde der Bereich markiert, in dem das Epitop eRB@@iAntikorpers liegt.
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3.1.2 Nachweis von RDGM auf Proteinebene

Um nachzuweisen, dass von der gefundem@dgCM mRNA ein entsprechendes Protein in

Fliegen transkbiert wird, sollte der fir RDGM spezifische Merminale Bereich
massenspektrometrisch  nachgewiesen  werden. Hierzu musste RDGC durch
LYYdzy 2 LINNT ALIAGFGAZ2Y ISNBAYAIG 6SNRSYy d -%dzy NOK
RDGEANtikorper durchgefihrt.Dazs wurde der Antikdrperan Protein AAgarosebeads

gebunden und dann mit dem Extrakt homogenisierter Augen wildtypischer Fliegen inkubiert.

Auf ein 1% SD%el wurden ein Aliquot des Inputs sowie die Fraktion mit den eluierten
Proteinen aus der Immunpraziption aufgetragen. Das SHx| wurde nach der
Elektrophorese mit kolloidalem Coomassie gefarbt. Es konnte auf der erwarteten Hohe keine
Bande nachgewiesen werden.

In weiteren Versuchen wurden unterschiedliche Extraktionspuffer mit verschiedenen
Detergenzn und NaCGCGehalten verwendet, der Antikdrper sowohl kovalent als auch nicht
kovalent an die Beads gebunden und die Zeit der Immunprazipitation variiert. Trotz dieser
+F NAFGA2YSY 61 NI Sa y A OKIRDGAnGKdrge® KSpranmpii€en Y A
51 NI dza& ¢ dzZNRS 3 S RPGAnEKEPeT firReiné EnmuR@aXipitation nicht
geeignet ist.

Um dennoch RDGC isolieren zu kénnen, wurde mit einer Fliege weitergearbeitet, in der das
RDG&Protein markiert vorlag. Eine solche Fliege ist die im Blogton Stock Center unter
#60143 erhéltliche FliegelgQWI00126GFSTESt 5 S A R S NIM¥idsinediatadfiinferatibhS &
Ol a S 0 S édystermshmehrerelTags in ddgGGen eingefiihrt wurden.

Neben einem eGFIPag wurde Uber die Kassette auRerdemdish, Streptavidin, TEVund

ein 3xFlagrag in das Gentegriert. In diesem Fall wurde der Tag zwischen dem dritten und
dem vierten Exon eingefuhrt, was zur Folge hatte, dass alle drei Isoformen betroffen(waren
Abbildung3.16).

Fur die Isolierung des getaggten RDGC wurde zunachst eine IP gegen demagGFP
durchgefthrt. Dabei wurde die GHPap® (Chromotek) verwendet, da dort ein AntikGrper aus
Alpaka verwadet wird. Dieser Antikérper besteht lediglich aus einer Kette, die kovalent an
die Beads gebunden vorliegt. Da die dF&p nicht in jedem Fall den Tag erkennt, wurde
parallel mit einem kovalent an die Beads gekoppelten-Giitikérper (Roche) gearbeiteie
prazipitierten Proteine wurden auf einem 0 SD%sel aufgetrennt und mit kolloidalem
Coomassie nachgewiesen.

Weder in der IP mit dem GHkhtikbrper noch mit der kommerziellen GFPap® konnten
Proteine in der gesuchten Grél3e von ca. 100 kDa praipiterden. Das grof3ere erwartete
Molekulargewicht war auf die eingefihrten Tags mit einer Gesamtgrofiecaor80kDa
zurtckzufuhren. Ein Grund dafir kénnte sein, dass deffagmicht am der Nterminalen
Ende der Proteinesondern stattdessen in devlitte des Proteins liegt. Dort ist er eventuell
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sterisch gehemmt und kann deswegen nach der Extraktion in-diethéturierendem Puffer
nicht vom GFRAntikorper oder der GFPrap® erkannt werden.

Da in diesen Fliegen RDGC noch durch weitere Tags mérkieit = ¢ dzZNRS SAy S Lt
FLAGANtikorper gebunden an Proteid/G-Agarosebeads durchgefiuhrt. Auch in diesem Fall
konnte RDGC nicht préazipitiert werden.

Deswegen wurde im Folgenden eine Fliege hergestellt, bei der ein Tag inTeEmi@us
eingefuhrt wurde. Um die Struktur des Proteins moglichst wenig zu stéren, wurde mit dem
Myc-Tag ein sehr kleiner Tag eingefuhrt.

Herstellung einerdgGmycFliege mit CRISPR/Cas9

In dasrdgGGen wurde mit Hilfe des CRISPR/C8g9tems ein My&ag eingefugt. Im -C
Termydza RS& DSya o0STAYRSG aAOK SAY at NPG2&LI OS
(target site). Uber CRISPR/Cas9 wurde ein Doppelstrangbruch induziert und mit Hilfe eines

1 dza NG 1T t A Odhglésyagdedoligd@leaky®iz] f & 2 ( A R Buide éirisa gebabnies
aK2Y2R2RNMBOGUSR NBLI ANX 61 5w0 RAZNOKISFNKNI dzyF
wurde zusammen mit der passenden gRNA in ywGQas9;+;4liegen, die Cas9 exprimieren,

injiziert. Tabelle3.1 zeigt die Statistik dieser Injektion und der anschlieRenden Kreuzung wie

in 2.14.2beschrieben.

Tabelle3.1 Statistik der Injektion

Schritt Ergebnis
injizierte Embryonen 2120
Larven 136
geschlipfte Fliegen 121
unabhéngige Linien 1
abhéangige Linien 2

l dzZF RASAS | Nehde dedz@®Gens Idiy Sequénz desycTags eingefiihrt. Die
zweite Generation der geschlipften Fliegen wurde fur ein Screening nach einem erfolgreichen
Einbau desnycTags verwendetDazu wurden Homogenate aus einzelnen Kdpferr $i2S

PAGE aufgetrennt und anschlieRend per Westlot auf eine PVDMembran transferiert.

Die Detektion der Proteine erfolgte mit einemMY GAntikdrper. Als Positivkontrolle wurde

auf jedem WestersBlot der Kopfextrakt einen1>ttd14mycFliege mitgeftrt.
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Abbildung 3.5 Nachweis der Insertion des Mytags.A) zeigt einen exemplarischen Westernblot des Screenings nach
positivenrdgGMyc Fliegen. Neben der Positivkontrolle durch eine Fliege, diedéyaggtes TTD14 exprimiert, konnte mit

R S Y-Myc Antikdrper lediglich in der Linie 11.71.3 ein Signal detektiert werden. Es wurde jeweils ein Kopfaquivalent
aufgetragen. B) zeigt den Westernblmn Kopfextrakten aus den positiven Fliegen des Screenings aus A) nach Beendigung

der Kreuzung. Als Kontrollen wurden Wildtypen uddG%.a dzii I y 4§ Sy YA GISFNKNI & bSEyey RSNI 585
Y GALI NLISNI g6 dzNRS T dzNJ Y RPGNEKDrpes detBktieit. WieAeBvgirtett wei¥eh alle & RDGCT

Banden in derdgGmyc/TM3Fliege ein etwas hdheres Molekulargewicht auf als diejenigen aus der Whtlege. Fir jeden

Genotyp wurden drei Kopfaquivalente aufgetragen. Der groRe dunkle ilégkwar unspezifischer Hintergrund, der aus

Rillen in der Aufnahmeplatte resultierte.

Abbildung3.5 zeigt beispielhaft einen Westernblot aus dem Scregninkubiert mit einent -

MY CAntikorper. In der ersten Spur wurde als Positivkontrolle der Extrakt aus dem Kopf einer
ttd14-mycFliege aufgetragen, wahrend in der zweiten Spur ein Extrakt aus WHdiggen als
Negativkontrolle diente. Die folgenden Spuorezeigen verschiedene Linien, wobei die
rémische Zahl den Kreuzungsschritt, die zweite Zahl die Founderfliege und die letzte Zahl die
aus der Founderfliege hervorgegangene Linie angibt. In der Linie [1.71.3 konnten alle drei
t N2 OSAYO0Il Yy Ry Antkarper nachgéwiesen werden.

Unter 121 getesteten Linien konnte neben deAibbildung3.5 gezeigten Linie nur noch eine
weitere Linie identifiziert wrden, bei der ein Signal zu erkennen war. Diese zwei Linien gingen
beide aus derselben Founderfliege hervor. Der Versuch, im weiteren Verlauf der Kreuzung das
mutierte Gen homozygot zu kreuzen scheiterte. Ein moglicher Grund daflr kénnte sein, dass
es bei der genetischen Manipulation mit CRISPR/Cas9 zu einem unspezifischen
Doppelstrangbruch gekommen ist, der eine zusatzliche Mutation in einem anderen Gen,
welches homozygot letal istur Folge hat. Fur die weiteren Versuche wurden heterozygote
Fliegen des GenotypdgGmydTM3 verwendet.
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Isolierung und massenspektrometrische Analyse von RDGC ausmy@ZT M3 Fliegen

Fur die Isolierung der drei getaggten REEGGteine augsdgCGmydTM3-Fliegen wurde eine
Immunpréazipitation durchgefihrt. Dazu wurde ein an Protein-Af§arosebeads gekoppelter
h-Myc-Antikorper verwendet. Die IP wurde entsprecheh@0.11durchgefuhrt. Anschliel3end
wurden die Proteine auf zwei P8 SD&elen aufgetrennt. Ein Gel wurde mit kolloidalem
Coomassie gefarbt, das andere wurde auf eine PMBxiRbran geblottet und einem-RDGE
Antikorpers inkubiert.

M (RDGC

Input IP

Abbildung3.6 L t  ¥Myd&-Antikérper ausrdgGMydTM3-Fliegen. A) Coomassie gefarbtes Gel der IP. Der Input wurde
ebenfalls aufgetragen. In der Inputspur wurden ca. 7,5 und in dérdktion ca. 20&Kopfaquivalente aufgetragen. B) Der
zum Coomassi® St 3ISKI NR IS 2 Sai S NRucoatikorpardekdRi&t. 1Y dediinp@spyf Surder4 und in
der IRFraktion ca. 80 Kopfaquivalente aufgetragBnsition und Grof3e (in kDa) des molekularen Grofsekers sind jeweils
links gezeigt.

Abbildung3.6 A zeigt ein exemplarisches Coomassad, auf dem auf der zu erwarteten Hohe

von 75 kDa keine Band#entifiziert werden konnte. Da der zugehdrige Westernblot allerdings
auf der entsprechenden Hohe von 75 kDa ein deutliches Signal zeigte, wurde fur den Nachweis
von RDG®/ auf Proteinebene auf Verdacht die entsprechende Bande aus einem Coomassie
Gel ausgeshnitten und entsprechen@.22 massenspektrometrisch weiter analysiert. Die fur

die massenspektrometrische Anaylse verwendete Proteinbande stammsteiaem anderen

als dem inAbbildung3.6 gezeigten Gel.

Um RDG® eindeutig nachweisen zu kénnen, musste in der Sequenz von -RDGCh
einem TrypsirVerdau ein Peptid identifiziert werden, welches in den beiden anderen RDGC
Isoformen nicht vorkommt. Dazu wurde zunachst ein hypothetischer Verdau auf Ebene der
Aminosauresequenz durchgefihrt. Da Trypsiteinal von Arginin (R) und/oder Lysin (K)
spaltet, ergab sich im {lerminus der Sequenz von RDKClas Peptid GPPTPPDLETTIR,
welches weder in RDE&noch in RDGICvorkommit.
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Abbildung 3.7 Fragmentierungsspektrum des prazipitierten und tryptisch verdauten RDG&Myc. Das
Fagmentierungsspektrum des Peptid3PPTPPDLETTRIigt eine durchgehende -Serie von ¥Y; sowie eine fast
durchgéangige Serie mit b-bs und bi-bs. Damit war eine hoheAbdeckung mit den vorausgesagten Fragmenten
gewabhrleistet. Das Peptid wurde gegen eine modifiziBntesophila melanogastédatenbank, in der das bestehende RBGC
Protein entfernt und mit der vorhergesagten Sequenz fir RMGEsetzt wurde, abgeglichen.

Wie Abbildung3.7 zeigt, wurde in der ausgeschnittenen Bande das gesuchte Peptid nach der
Analyse im Massenspektrometer gefumdédas dargestellte Fragmentierungsspektrum zeigt
die Abdeckung des Peptids Uber die ynd die bSerie. Auf Grund der hohen
Sequenzabdeckung konnte das gefundene Peptid in einer modifizierten Datenbank (Uniprot
Drosophila melanogastgsroteome database U®0000803, version GCA_000001215.4) als
das gesuchte Peptid identifiziert werden. In dieser Datenbank wurde das bestehende RDGC
Protein durch das vorhergesagte RDKa®rotein ersetzt. Auf diese Weise wurde die Existenz
des Proteins RDE@ nachgewiesen.

3.1.3 Gererierung von Mutanten mit unterschiedlichen RD@sbformen mittels
CRISPR/Cas9

In Fliegen, die die Genschere Cas9 exprimieren (Bloomington Stock Center, #51323) wurde ein
Vektor mit der Zielsequenz gegen das erste Exonrgdg@RBinjiziert und auf diese A ein
Doppelstrangbruch induziert. Daflr wurde die Zielsequenz fir den Doppelstramghbriic

Hilfe flankierender OligonukleotidgdgGmyc_Fund rdgGmyc_R)n den pCFD8U6:3gRNA

Vektor kloniert. So sollterdgGSund/oder rdgGM zerstért werden rdgGL sollte hingegen

nicht betroffen sein. Es wurden initial 1134 Embryonen injiziert, die Statistik der Injektion kann

Talelle 3.2 entnommen werden.
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Takelle 3.2 Statistik der Injektion

Schritt Ergebnis
injizierte Fliegenembryos 1134
Larven 34
geschlipfte Fliegen 26
lebensfahige Linien 14
Linien mit Veradnderungen in deRDGE| 4
Zusammensetzung

Da fur ein erfolgreiches Screening kein Allel mit dem natidg@Gen vorhanden sein durfte,

konnten die Fliegen erst nach dem dritten Kreuzungsschritt auf ein abweichendes Muster der
RDGE&anden untersucht werden. Das Screeningolgte mit Hilfe eines E#Kopf

2 S30SNyof2Ga dzy R I ya OK {-RDSAKKORE RDbEIMI3B feigth 2y Y A
exemplarisch einen solchen ScreenBigt.

75—

Abbildung 3.8 EinKopfWesternblot Screening nach mutierten Fliegen mit verandertem EegmionsmusterEs wurden

Extrakte aus einzelnen Kopfen verschiedeDessophilaLinien nach CRISPR/Gaédtagenese sowie zur Kontrolle Extrakte

aus WildtypundrdgGo%-Y | LIF Sy | dzZF3 S NI 3Sy & 5 S NRDEOGIKoE Pasitiod NFE BiG S YAl R
kDa) des molekulare@rbRenstandards sind links gezeigt.

Bei dieser Kreuzung wurden die injizierten Fliegen zunachst geig€fPe-Fliegen gekreuzt
um ein moglicherweise vorhandenes nativegCAllel sowie die CasSchere zu entfernen.
Im Anschluss wurde Uber unterschiedliche Balasdlexgen das mutierterdgGAllel
homozygot gekreuzt. Das genaue KreuzungsschemaxadrBentnommen werden.

Die aus den Linien 111.1 2.8, 111.10 2.8 und Ill.11 2.8 resultierenden Fliegen zeigten eine Bande
auf der Hohe von RDGICund eine auf HOhe von RDGICwahrend die zu RDG&gehorende

Bande fehlte. Asi diesem Grund ind diese Mutante im Folgenden alsdgC® bezeichnet.

Diese Fliege zeigte neben dem Mangel an RB@i@en auffallig hohen Gehalt an REN&CGn

Linie 111.3 16.7 fehlte die RD&@Bande ebenfalls und die RDEBandewar stark reduziert.

Dater wird diese Mutante im Folgenden aldgC®M bezeichnet. Die Linien 11l.1 24.4 bis 1Il.4
24.4 zeigte kein RDGGignal mehr. Da mit derdgC-Mutante bereits eine RDGC
Nullmutante existierte, wurde diese Mutante nicht weiter untersucht, weswegen daendr

fur die vollstandige Abstinenz von RDGC in den gezeigten Linien nicht weiter untersucht
wurde. Wahrscheinlich wurde zusatzlich zu dem gezielten Doppelstrangbruch ein
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unspezifischer Bruch imdgCL-Lokus eingefuhrt und damit eine Expression von RDGC
verhindert.
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AulRerdem wurde eine bereits existierende Fliege verwendet, in der mit Hilfe des MiMIC
{eaidsSya SAyS a2 3IASyryyidS oAy ddgNkusaiygfih©l &S a i
wurde (Venken et al. 2011)Die Kassette besteht aus der Spleil3akzeftetle gefolgt von

drei StopCodons in allen drei Leserastern. Auf diese Art wird in allenfdrelie lange Isoform
codierenden Transkripteein vorzeitiges Stogfodon eingefuhrt und RD@Cdaher nicht
transkribiert €. Abbildung3.9). Diese FliegeMi{MICYdgd"i°6%8°) wird im Folgenden als

rdgC* bezeichnet.

Genregion des Chromosoms 3R
, 20250k . 0, 20260k

v

e
<

rdgC —

rdgC-Transkripte

rdgC-RH ] AP
rdgC-RG . EPRSTe e —
rdgC-RF : - WP ——
rdg C-RB M= =i

MiMIC Integrationsstellen pS

— —

Mi{MIC}rdgCiMIoss8s] - \Mi{PT-GFSTF. 1}rdg CIMI00126-GFSTF 1]

M,{M,;C}_,—dgcnwomze;]

Abbildung 3.9 Schematische Darstellung der MIMIC Integrationsstelleim. der Mi{MICydgQMic699LF|iege sorgt das
Einflhren der MiMIKassette dafiir, dass in den drei TranskriptdgGRH, RGind -RFein StopCodon eingefiihrt wird.
Dadurch wird die lange Isoform RDG@icht exprimiert. Diese Fliege wird im Folgendemdg€™* bezeichnet.

5AS vdzr yGATAT A SNBRYGEANRBprs ¢rdald gireri @annafie@id lingaren
Zusammenhang zwischen deelkbe an RDGPErotein und der Starke des Antikdrpersignals.
51 NXzY 6 dzZNRS A Y-REGEAntkSpeR& yuarkitdtiNén Bestimmung des RBGC
Gehalts in unterschiedlichen Fliegen verwendet.

Abbildung3.10 zeigt einen Westernblot aller in dieser Arbeit verwendeten Mutanten mit
einem abgewandelten RDd&Xpressionsmuster sowie eine Quantifizierung der vorhandenen
RDG&Vengen in diesen Fliegen. RDGQnd-M konnten nur gemeinsam quantifiziert
werden, wohingegen RD@GCextra quantifiziert wurde.
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Abbildung 3.10 RDG&5ehalt in verschiedenen MutantenEs wurden pro Spur 3 Kopfaquivalente von unterschiedlichen

adzil yiSy FdzZF3ASGNI3ISyd 10 1 SAIG SAySy SESYLX | NhaRDESY 2S5ai($
Py GAL ! NLISNI ¢ dzo dzf Ay | -TuBulinjAntikopdr aghienizder vurd®osiion uRSGFoRE (in kDa) de

molekularen GroRenmarkers sind links dargest8ljtzeigt die Quantifizierung normiert auf das Tub&ignal. RDGLC(lila)

wurde getrennt von RDGE und ¢M (griin) quantifiziert und dargestellt. Der Standardfehler wurde mit 86
Wiederholungen ermittelt.

Um die unterschiedlichen RD&ERpressionsmuster der Mutanten zu erklaren, wurde das
rdgGGen der Mutanten sequenziert. Eine Sequenzierung der genomischen DNdg@ti'
zeigte, dass der Grund fir das veranderte Bandenmuster féinf Basenpaar grof3e Deletion
war, die zu einem Frameshift fihrte &bbildung3.11).
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Genregion des Chromosoms 3R
, 20250k 000 ., 20260k

el
<

v

rdgC Transkripte
rdgC-RH ! -
rdgC-RG Y i - —
rdgC-RF . SR E-HE—EE
rdgC-RB M-t

Wildtyp
. . .AATAGCAGACGAATAAATTTGCATCAAAATGGATGAGAALGgcaagtactttgtgggagtaat. . .
rdgC*s
. . .AATAGCAGACGAATAAATTTGCA-———————————————F==—— agtactttgtgggagtaat. ..
rdgCASM
. . . AATAGCAGACGAATAAAT TTGCATCAAAATGGA————— 2B8gcaagtactttgtgggagtaat. . .

PROTOSPACER ADJACENT MOTIF (PAM)
TARGET SITE

CODIERENDES EXON

EXON

Intron

Abbildung3.11 Sequenzierung von genomischer DNA adgC® und rdgC=MFliegen9 & 6 dzZNRS SAYy-UTRNA YSNJ A Y
von rdgGSzur Sequenzierung verwendet. Das PAM, welches fir die Manipulation mit CRiISPR benétigt wird, wurde griin
KAYGSNI S3iGod 5AS a¢l NBSG arAidiSa RSNI AyeAal ASNI Sy =edioh ¢ dzNRS
wahrend Kleinbuchstaben eine Infi-Region beschreiben. Rote Buchstaben bedeuten, dass es sich um ein codierendes Exon

handelt.

So lannweiterhin mRNA fur RDGE hergestellt werden, bei der Proteinsynthegerknt es

dann allerdings zu einem Abbruch der Translation. Zur Bestéatigung diesahe wurde

wie oben bereits gezeigt eine KolofR durchgefiihrt. Dazu wurde mit cDNA ralgee™M
Fliegen eine PCR zur Amplifikation ddgCGRBTranskripts durchgefuhrt. Es wurde ein
Forwardt NJ& Y S NJ-UTR voRdgGRByn&ein Reversé NA YS MIYRYS oWR3I/ ¢TI N
und rdgC_R) verwendet und damit sowohl vorhandemiegcM als auchrdgGSamplifiziert.

Diese Produkte wurden in den TOF@Vektor ligiert. Es folgte eine TransformatiorEncoli

XL1 blueellen mit Selektion auf EBmplicillin Platen. Aus einzelnen Kolonien wurde die DNA
extrahert und eine Koloni’CR mit den bereitwerwendeten Primern durchgefihrt
(Abbildung3.12). In diesem #periment zeigte sich ein einziger Klon (55), bei dem eine kleinere
Bande als in allen anderen Klonen zu finden war. Dieser Klon wurde sequenziert iyfals
M-Klon identifiziert. Die Menge an mRNA von RIMG®ar in deutlich geringerer Menge zu
finden, als dies in wildtypischen Fliegen der Fall war. Im Gegensatz zu wildtypischen Fliegen
in denen das Verhaltnis der mRNagGS:rdgGM bei der KolonidPCR 11:1 betrug, lag in
rdgC®M-Fliegen ein Verhaltnis von 71:1 vor. Auf Grund dieser deutlidhggren Menge an
rdgGM mRNA war die Expression von RENE{® rdgCG®MFliegen so stark reduziert.
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Abbildung3.12 KoloniePCR aus Klonen mit urspriinglicher cDNA aedgC»M-Fliegen.Es wurde die DNA vat2 Klonenauf
die Expression vordgGM mRNA untersucht. Wahrend die meisten Fliegen eine ddg®&Sentsprechende Bande bei 788
Bp aufweisen zeigklon55 eine Bande bei der fiildgGM erwartetenH6he von 611 B

RdgC® zeigte einewildtypische Menge an RD&Cnicht aber an RDGKI. Wahrend in
Wildtypen RDGS undM ca. 85% des Gesamtgehalts an RDGC ausmachen, war diese Menge
in rdgC%&Fliegen auf ca. 7% reduziert. Im Vergleich zu Wildtyp Fliegen, bei denen RDGC
starker als RDGM exprimiert wird, war in derdgC®Mutante in Abwesenheit von RDEC

der Gehalt an RDGE@ deutlich erhdht.

Die Sequenzierung dieser Fliege ergab, dass es zu einer 21 Basenpaar langen Deletion im
ersten Exon vomdgGRBkam, die sowohl das Sta@odonvon rdgGSals auch die Spleil3
Donorstelle des ersten Exons betrafAbbildung3.11). Dadurch konnte in dieser Fliege keine

rdgGS mRNA transkribiert werden, was wahrscheinlich der Grund war, dass -RD§C

verstarkt exprimiert wurde. Um diese Hypothese zu bestétigen, wauth aus diesen Fliegen

die cDNA isolierttdgGRBI YLJX A FAT ASNI 6t NAYSNI wR3A/ YFI Np Wy C
TA Vektor ligiert. Nach der Transformatioriincoli XL1 bluéellen wurde aus halben Kolonien

die DNA isoliert. Diese wurde als Templat fiireeKoloniePCR wie fur die entsprechenden

Klone mit cDNA auslgC®M-Fliegen verwendet (fAbbildung3.13).

1 2 345 6 7 8 91011 121314151617 18 19 20 21 22 23 24

Abbildung3.13 Kolonie PCR aus Klonen mit urspruictér cONA ausigC=-Fliegen.Es wurde die DNA von Xonenauf
die Expression vordgGSmRNA untersucht. Alle Fliegen zeigten eine Bande bei 611 bp, Klanihd zeigte sich einBande
>611bp.
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Abbildung3.13 zeigt in 23 der untersuchten 24 Klone eine Bande auf der Hohe von 611 Bp,
was der erwarteten Gro3e dedgGM Transkripts entspeht.

Es konnte ein Klon (19) identifiziert werden, bei dem datstandene PCGRrodukt in der

Grolle dem furdgGS erwarteten Produkt entspricht. Da die Deletion eirdgGS mRNA
ausschliel3en musste, wurde der Klon 19 sequenziert. Die Sequenzierung ergab, dass es sich
bei diesem Klon nicht um RD&Chandelte. Damit wrde die Hypothese, dass die fehlende
SpleiRDonorstelle von RDGE dazu fuhrte, dass nur noathgGM mRNA hergestellt werden
konnte, bestatigt.

Um flr spéatere Versuche einen Zusammenhang zwischen der Menge an exprimiertem RDGC
und einem entstandenen Phétyp herstellen zu kdnnen, wurde eine Fliege gekreuzt, die
heterozygot fur wildtypisches RDGC war. Dazu wurden wildtypische Weibchedg@it®
Méannchen verkreuzt. Da diese Kreuzung nicht stabil war, wurden immer nur Fliegen aus der
ersten Generation verandet. Obwohl nur noch eirdgCAllel vorlag, konnten noch immer

ca. 75 % an Protein nachgewiesen werd&bl{ldung3.10).

Eine Fliege, in der nIRDGES aber kein RD@@ exprimiert wird, konnte mit dem CRISPR
Cas9System nicht hergestellt werden. Es existiert von einer anderen Arbeitsgr&ubdi¢,
2007) eine Fliege, in der nur RDG&Callerdings tberexprimiert unter dernl-Promotor im
rdgC%-mutanten Hintergrund, exprimiert wurde. Diese Fliege wurde gesondert von den
anderen Mutanten untersucht, da in ihr als einzige Mutante RDGC nicht unter dem nativen
Promotor exprimiert wurdeDerrh1-Promotor fiihrt zu einer Uberexpression von RE&Cm

dies zu zeigen, wurden unterschiedliche Anteile an ExtraktenrlalisdgGSFliegen mit
Extrakten ausdgCP-Mutanten gemischt, per SEFAGE und Westernblot dargestellt und mit

R S Y-RDGAntikorper rachgewiesen (Abbildung3.14).

rh1>rdgC-S

5Q—[= = s s wmes === Tubulin

Abbildung 3.14 Vergleich verschiedener Mengen ah1>rdgGSFliegen mit WildtypFliegen.Es wurden unterschiedliche

Anteile an Extrakten aut1>rdgCSKopfen mitExtrakten ausdgCGP&-Mutanten gemischt, so dass in jeder Spur insgesamt 3
Kopfaquivalente aufgetragenwugdy ® 5 SNJ bl OKgSAa @2y WRBEANtkBrpEs2der MacBveisvori | A f FS
Tubulin mit dem entsprechenden Antikorper diente als Ladekontrolle. Die Menge von 0,5 KopfaquivalemteldgCS

Fliegen entspricht in etwdem Gehalt an RDGEin dreKopfaquivalenten wildtypischétliegen. Grof3e (in kDa) und Position

des molekularen GrofRenmarkers sind links dargestellt.

Es zeigte sich, dass der Gehalt an RB@Gs 0,5 Kopfaquivalenteonrh1>rdgCSFliegen in
etwa dem Gehalt von RD&aus dreiKopfaquivalenten wildtypischer Fliegen entspricht.
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3.2 Posttranslationale Modifikationen und subzellulare Fraktionierung der
RDGC Isoformen

3.2.1 Gewebespezifische Lokalisation von RDGC

Es war bereits aus der Literatur bekannt, dass sich RDGC sowohl in der Retina de
Komplexaugen als auch in den Ozellen sowie in den Pilzkdrpern im GehiBrasophila
melanogastemachweisen lasstSteeleund O'Tousa 1990Um diesen Befund fur alle drei
Isoformen zu bestéatigen, wurde unterschiedliches Gewebe in unterschiedlichen Mutanten
untersucht. Fur den Nachweis in den Augen wurden von wildtypischen Kopfen mit Hilfe eines
Skalpells die Komplexaugeatgetrennt und homogenisiert. Fir den Nachweis im Gewebe
ohne Augen wurden ebenfalls die Komplexaugen abgetrennt und das verbliebene
Kopfgewebe homogenisiert. Da so die Ozellen nicht berticksichtigt werden, wurden zuséatzlich
zu den NullmutantemdgCG° und Wildtypen auRerdensine oculisKopfe untersucht. In dieser
Mutante werden weder Komplexaugen noch Ozellen ausgebildet. Im Unterschied sinden
oculig-Mutanten besitzen die ebenfalls untersuchtemyz-Fliegen bei fehlenden
Komplexaugen immer noch di@zellen. Alle diese Gewebevarianten wurden nach dem
Homogenisieren per SEFAGE und Westernblot analysiert und das Vorkommen von RDGC
yaOKt ASdSyYyR -RDGAntikorges Ynachgewiesen. Als Kontrolle fir
membrangebundene Komplexaugspezifische Proteineg dzZNRS  -RBHogbpsini
Antikoérper, fir 16sliche nichBS 6 S6 Sa LIST A F A & OebSlinAntN@perSuhdyT@ S A Y
YSYONI VI da21 AA SINGDANtikoNG velSvangeE SAy h

In Kbpfen sowie isolierten Augen wildtypischer Fliegen wurden die drei Vari&iD&es,
RDG&M und RDG&. gefunden. Irsine oculis und ey&-Fliegen war deutlich die Bande zu
finden, die RDGC entspricht. Auf der Hohe der beiden kleineren Isoformen REGRD-M
war eine sehr schwache Bande sichtbar, die so jedoch audy@Nullmutanten zu finden
war (s.Abbildung3.15). Diese Bande war vermutlich unspezifischer Hintergrund. RD Gl
RDGES scheinen augenspezifisch zu s&a. es zwischen desineoculis- und deneyé-
Kopfen nicht zu einem grof3en Unterschied in der RBfg&ession kam, spielt der RDGC
Gehalt in den Ozellen keine groRere Rolle.
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Abbildung 3.15 Gewebespezifische Lokalisatioder RDG@soformen Es wurde jeweils drei Kopfaquivalente oder
entsprechend sechs Augenaquivalente pro Spur aufgetraB&GC wurde mit derhi-RDGEANtikérper nachgewiesen.
Rhodopsin (R1) und INAD wurden als augenspezifische Kontrollen und Tubulin als allgemeine Ladekontrolleviezeinge
GrofR3e (in kDa) und Position des molekularen GroRenmarkers sind links gezeigt.

Die Extrakte aus Kopfen ohne Augen zeigteben RDGC auch eine Bande auf der Hohe der
kleineren Isoformen. Bei genauer Betrachtung kann in diesen Fliegen eine selackeh
Bande mit dem RHAntikorper sowie eine INABande nachgewiesen werden. Dies deutet
darauf hin, dass in den Extrakten noch Reste der Komplexaugen verarbeitet wurden.

Die Kontrolle mit Rhodopsin zeigte, dass weder in den Képfersimenoculisnoch h eya-
Extrakten RH1 nachweisbar war. Obwohl in den Restkdpfen sowieyd@irliegen immer
y20K hiStfSy @2NKI Yy R SKHL-AntikbikBeykein Sighal yach§ewiwskrii
werden. Grund dafir ist, dass in Ozellen kdii Rondern R2 exprimiert wird.

X«

INAD konnte wie Rhodopsin nur in Gewebe ohne Augen nachgewiesen werden. Im
Unterschied zu der Kontrolle mit Rhodopsin zeigte sich in Restkdpfen von wildtypischen
Fliegen eine schwache Bande. Grund dafur war, dass beim Abschneiden derdiesgen
vermutlich nicht komplett abgetrennt werden konnten. Aus diesem Grund wurden auch die
eya-Fliegen mitgefihrt.

Tubulin wurde in jedem der getesteten Gewebe nachgewiesen. Das schwache Tubulinsignal
in den isolierten Augen kam daher, dass dort inag&sdeutlich weniger Gewebe zum
Homogenisieren verwendet wurde.

3.2.2 Immuncytochemische Untersuchung von RDGOmsophilaAugen

Um weitere Einblicke in die Lokalisation RDGC zu erhalten, wurden zunachst Cryoschnitte der
Augen von wildtypischen Fliegen odedgCG-Fliegen angefertigt und anschlieRend
immuncytochemisch untersucht. Dazu wurden die Schnitte zunachst fixiert, permeabilisiert
dzy R Rl yy -RDGEGAntiRGET inkubiert. Um mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
(Axio Imager Z1m, Carl Zeisg) Antikbrperlokalisationnachweisen zu kénnen, wurde ein
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AlexaFluo#88 gekoppelter sekundarer Antikdrper verwendet. Zusatzlich dazu wurden die
Zellkerne mit DAPI und dasAktin in den Rhabdomeren mit Phalloidin angefarbt. Das
autofluoreszierende DAPI sowiaglan ein Fluorophor gekoppelte Phalloidin kénnen beide im
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werd&ugCl-Fliegen dienten zur Kontrolle der
Spezifitat des Antikorpers.

Bei vergleichbarer Belichtungsdauer wurde in WildBliggen und indgCP-Mutanten ein
NKyfAOKSa { A3y-RDGowikirgenkdnht& dahefirSn8riNdcytochemische
Untersuchungen nicht verwendet werden.

5/ RAS AYYdzyOe 2 OKS YA aORBGHAnykirgeNdEchz@foldggich Y A
war, wurdenrdg@WI00126GFSTR I  iegerverwendet, die unter anderem einen GFRg inrdgG
Gen tragen und daher eine Autofluoreszenz zeigen.

Die Kassette mit den enthaltenen Tag&EPFIAsSHStrepliTEV3xFlag) wurde mit Hilfe des
MiMICGSystems zwischen dem dritten und dem vierten Exon inteig(se Abbildung3.16).

Damit lagen die Tags zwischen derM@iv und der katalytischen Domane, weswegen es die
Funktionalitat des getaggten RGDC nicht beeintrachtigen sollte. Aul3erdem wurde mit dieser
Stelle dieKassette fir alle viedgGTranskripte integriert.

Genregion des Chromosoms 3R
. 20250k ) ) ) ) ) ) ) . 20260k

<
<

7

rdgC-Transkripte 3 3
rdgC-RH ' AP ragp—
rdgC-RG H __ - —
rdgC-RF H -
 rdgC-RB M

MiMIC Integrationsstellen i

— —
Mi{MIC}rdgCIM06989] - \jifPT-GFSTF 1}rdgCIMI00126-GFSTE1]
MifMIC rdqCIMI00126]
HMIC)rdg

Abbildung3.16 Schematische Darstellung der MiMiiGtegrationsstellen.Die roten Linien zeigen die Stellen an, an denen
das rdgGGen mit Hilfe des MiMGSystems manipuliert wurdeln der Mi{PTGFSTF.1}rd§{®0126GFSTF.1Fliege wurde
zwischen dem dritten und dem vierten Exon die MiNK&Ssette integriert und so in alle RDiG6formen die Tags (eGFP,
FIAsH, STreplll, TEV und 3xRéawefuhrt.

Fur die Immuncytochemie wurden homozygote Fliegen verwendet und lediglich mit einem
Fluoreszenznarkierten Phalloidin das Rhabdomspezifische fAktin sowie mit DAPI die
Zellkerne markiert. Fir den Nachweis von RGDC genigte die Autofluorészee@FHags

im Gen. Um madgliche lichtabhangige Unterschiede in der Lokalisation von RDGC abzuklaren,
wurden eine Stunde dunkel gehaltene bzw. eine Stunde weil3 belichtete Fliegen untersucht.
Fur dieses Experiment wurden wildtypische Fliegen als Negatiagtie mitgeflhrt.
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Abbildung3.17 Subzellulare Lokalisation von RDGC im Dunkeln und nach 1 h Belichi@dRhabdomerstruktur wurde mit
Fluoreszenmarkiertem Phalloidin und die Zellkerne mit DAPI dad®. RDGC wurde Uber die Autofluoreszenz des eGFP
Tags nachgewiesen. Es wurden sowohl getaggte Fliegen als auch Wildtypen untersucht. Um eine lichtabhangige
Translokalisation von RDGC zu uberprifen, wurden dunkel gehaltene (schwarzer Balkeh)heidhtete (weil3er Balken)

Fliegen verwendetDer Malistabsbalken entspricht 10 pm.

Wie Abbildung3.17 zeigt, konnte in dendgCM'00126GFSTR.IEliegerein eindeutiges eGFS8ignal
ausgemacht werden, das in wildtypischen Fliegen nicht zu finden war. Da alle Aufnahmen mit
derselben Belichtungsdauer ausgefuhrt wurden, handelt es sich bei dem%iG#d in den
getaggten Fliegen um RDGgezifische SignaleDieses Signal war vermehrt in den
Rhabdomeren zu finden, was an der Uberlagerung aus dem-e@&®em PhalloidiSignal

zu sehen war. Diese Uberlagerung zeigte sich in der dritten Spa&lbbillung3.17 als gelbes
Signal. Dartber hinaus konnte auch auf3erhalb der Rhabdomere einS@HP detektiert
werden. Da bei den verwendeten Fliegen alle drei RBGGrmen getaggt vorliegen, konnte

das Signal ider Immuncytochemie nicht einer Isoform zugeordnet werden.

Die Lichtbedingung hatte keinen Einfluss auf die Lokalisation von RDGC in den Sehzellen.
Sowohl in belichteten als auch in dunkel gehaltenen Fliegen war der Hauptanteil von RDGC in
den Rhabdomene lokalisiert. Eine lichtabh&ngige Translokalisation war in dieser Zeitspanne
nicht nachzuweisen. Da eine Translokalisation mdglicherweise nicht innerhalb einer
einstindigen Lichtbzw. Dunkeladaption vonstatten gehsondern mehr Zeit bendtigt,
wurden zugtzlich 16h belichtete bzw. dunkel gehaltene Fliegen untersucht. Die
Untersuchung zeigte iAbbildung3.18 vergleichbare Ergebnisse wie nach einesgindigen
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Adaption an die Lichtverhaltnisse. Dies deutete darauf hin, dass es auch nicht zu einer
langsamen Translokalisation von RDGC in den Sehzellen kommit.

Abbildung3.18 Subzellulare Lokalisation von RDGC nach 16 h BelichtDieyRhabdomerstruktur wurde mit Fluoreszenz
markiertem Phalloidin und die Zellkerne mit DAPI angefarbt. RDGC wurde Uber die Autofluoreszenz d€ageGFP
nachgewiesen. Es wurden sowohl| getaggtegélieals auch Wildtypen untersucht. Um eine lichtabhangige Translokalisation
von RDGC zu uberprifen, wurden dunkel gehaltene (schwarzer Balken) undelightete (weil3er Balken) Fliegen
verwendet.Der MaR3stabsbalken entspricht 10 pm.

Wildtyp

rdg C[Ml00126-GFSTF. 1]

Uberlagerung

insgesamt

3.2.3 Subzellulare Fraktiorrung von RDGC in Fliegen

Da die immuncytochemische Analyse von RDGC in den Sehzellen keine eindeutige Zuordnung
zu den Rhabdomeren oder dem Cytosol ergab, wurde eine subzellulare Fraktionierung der
unterschiedlichen Isoformen durchgefihrt. So sollte Binterschied in der Zuordnung zu
|6slichen oder membrangebundenen Proteinen gezeigt werden.

Dabei wurden zunachst l6sliche und membrangebundene Proteine voneinander getrennt.
Wahrend losliche Proteine im Uberstand (US) zu finden sind, befinden sich
membrangbundene Proteine in der Pelletfraktion. Da sich in Wildtypen REBGAI-M auf
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Grund ihrer elektrischen Mobilitat nicht getrennt voneinander quantifizieren lassen, wurden
zusatzlich zu den WildtybliegenrdgG®Mutanten untersucht . Abbildung3.19).

Wildtyp rdgC-s
75'— — — T w— S— RDGC
150— : - |TRP
50— —— ——— Tubulin

Input US Pellet  Input US Pellet

Abbildung3.19 Subzellulare Fraktionierung von RDGC aus Wildtypen wglC%=-Fliegen Fraktionierung von Extrakten aus
Wildtypen undrdgC*-Fliegen in Membranproteine und I6sliche Proteine. REBEdet sich hauptsachlich in der Iéslichen
Fraktion, wohingegen dibeiden Isoformen RDGE@ und¢L in beiden Fraktionen zu finden sind. TRP dient als Kontrolle fiir
Membranproteine, Tubulin fir die I8sliche Fraktion. Es wurden je 7,5 Kopfaquivalente aufgetragen.

In der ersten Spur wurde zunachst der Input vor der Fraldromg aufgetragen. Alle drei
Proteinvarianten waren gut voneinander abgrenzbar. Nach der Fraktionierung konnten die
drei unterschiedlichen Isoformen nicht eindeutig einer Fraktion zugeordnet werden.
Allerdings war RDGE hauptsachlich in der Ioslichen Rrak zu finden, wahrend RDGC

und RDGA verstarkt in der Membranfraktion vertreten waren. Bei RRGr das Verhaltnis

von léslichem zu membrangebundenem Anteil ca. 43:57 wahrend fur die kleineren Proteine
ein Verhaltnis von ca. 87:13 gefunden wurdeAbbildung3.20).

A B
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100- I —— 1004 I

80 4 80 -
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40 - 40 -
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RDGC-L RDGC-M und -S RDGC-L RDGC-M

Abbildung 3.20 Quantifizierung der subzellularen Fraktionierung der unterschietlen RDGC IsoformeQuantifizierung

von RDGC in den unterschiedlichen Fraktionen aus A) wildtypischen Fliegenrdg@BJFliegen. Es wurde der Anteil von
RDG&. und RDGS mit-M prozentual vom Gesamtgehalt angegeben. In blau wurden die membranzugehdrigen Anteile und
in rot die I@slichen Proteinanteile dargestellt. Die Quantifizierung wurdenm® durchgefiihrt. Fehlerbalke zeigen den
Standardfehler.

Da RDGGS und-M nicht getrennt voneinander quantifiziert werden konnten, wurde die
Verteilung nur fir RDGCim Vergleich zu RDGEM untersucht. Um genauer zu studieren,
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wie sich die Lokalisation von RDM®erhalt, wurden @ in dieser Arbeit generierten Fliegen
rdgC*® fur eine subzellulare Fraktionierung verwendet. Auch hier wurden sowohl Input als
auch losliche und membrangebundene Fraktion aufgetragen. In diesen Fliegen wurde sowohl
fur RDGE als auch fur RDGZ eine ungfahre Gleichverteilung in beiden Fraktionen
festgestellt. Dabei war das Verhdltnis fur REIG[icht in Richtung membrangebundene
Fraktion verschoben (US:Pellet = 44:56). Im Gegensatz zu WHlitgen in denen die
Anwesenheit von RDGEdafiir sorgt, dasdas Gleichgewicht stark in Richtung US verschoben
war, konnte in der MutantedgC®fiir RDGE&M eine ungefahre Gleichverteilung in die beiden
Fraktionen festgestellt werden.

Um zu Uberprifen ob der Tag, in dedgCMW00126GFSTE.IEliegeneinen Einflussauf die
Lokalisation von RDGC hat, wurde eine subzellulare Fraktionierung von Kopfextrakten dieser
Fliegen durchgefuhrt. Um die Lokalisation von getaggtem und wildtypischem RDGC zu
vergleichen, wurden neben den Extrakten aus homozygotg@“'°0126GFSTELEliegen auch
Extrakte wildtypischer und heterozygoter Fliegen fraktioniert.

N 2
A A
& &
) )
Q N N
S 8 §
S & &
150—
— —
100— RDGC
75_— | —
150— s — R
50| " T w— - Tubulin

US Pellet US Pellet US Pellet

Abbildung 3.21 Fraktionierung von RDGC indgQMI00126GFSTF.1E|iegen. Es wurden neben den homozygoteauch
heterozygoterdg@MI00126GFSTF.1Fiegen sowie Wildtypen untersucht, um getaggtes und natives RDGC vergleichen zu kdnnen.
Als Kontrolle fiir Membranproteine wurde TRP und als Kontrolle fiir die l8slichen ProteinenTdetaktiert. Es wurden pro

Spur 6 Kopfaquivalente aufgetragen. Die GréRe (in kDa) und die Position des molekularen Grof3enmarkers wurden links
gezeigt.

In Abbildung3.21 kénnen sowohl in Wildtyyf-liegen als auch in den heterozygoten Mutanten
die drei Isoformen RDGE, RDG® und RDGL wie bereits beschrieben verteilt. Uber den
eingefuihrten Tag war das Molelangewicht fur jede Isoform um ca. 30 kDa grof3er als das
entsprechende wildtypische Protein. Auch bei den getaggten Proteinen konnte -BDGC
vornehmlich im Uberstand gefunden werden, wahrend RIMGCund RDGET
membrangebunden waren. Bei den Mutanten konnte Wberstand zuséatzlich auf der Hohe
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von 150 kDa eine Bande gefunden werden, bei der es sich aber wahrscheinlich um ein
unspezifisches Signal handelt. Da RIDG@ch im getaggten Zustand nur um BRA groler

ist als RDG® bzw. RDGS handelt es sich beieger Bande nicht um RD&CUmM getaggtes

und natives RDGC direkt vergleichen zu kénnen wurden Extrakte aus heterozygoten
rdg@MI00126GFSTR.IEliegen ebenfalls fraktioniert. Es zeigte sich, daiss Labkalisation des
getaggten RDGCs fur alle Variantenaglevar wie fir das wildtypische RDGC. Wahrend RDGC

S sowohl getaggt als auch im nativen Zustand verstarkt in der l6slichen Fraktion zu finden watr,
waren RDG® und -L eher in der Pelletfraktion zu finden. Der Tag hat auf die subzellulare
LokalisatiorvonRDGC keine Auswirkung.
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Proteine, die sich bei der subzellularen Fraktionierung in der Pelletfraktion finden sind nicht
immer direkt an die Membran gebunden. Ein Teil dieser Proteine ist Uber eine Bindung an
andere Proteine mit der Membran assoziiert. Baispiel fir ein solches membranassoziiertes
Protein inDrosophila melanogastést das Gerustprotein INAD, welches im folgenden Versuch
als Kontrollprotein diente. Zur Unterscheidung membranstéandiger und membranassoziierter
Proteine wurde die Pelletfraldn mit 8M Harnstoff behandelt.
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Abbildung3.22 Subzellulare Fraktionierung mit 8 M Harnstoth der ersten Spur wurde die |6sliche Fraktion aufgetragen,
in der zweiten Spur befinden sich alkeoteine, die vor der Harnstoffbehandlung zur Membranfraktion gehérten. Spur drei
beinhaltet indirekt und Spur vier direkt an die Membran gebundene Proteine.

Bereits vor der Fraktionierung mit Harnstoff zeigte sich RB&Grnehmlich in der I6slichen
Frakion, wahrend RDG®I und-L wie erwartet eher in der Membranfraktion zu finden waren.
Die Membranproteine wurden einer Behandlung mivi8Harnstoff unterzogen. Dabei ergab
sich in etwa eine Gleichverteilung der beiden Isoformen RBIGGnd -L in die
membrarstandige und membranassoziierte Fraktion.

Anhand der Kontrollen mit TRP und INAD zeigte sich, dass die ambivalente Zuordnung in der
Lokalisation keinem Fehler in der Durchfuhrung der Fraktionierung zuzuschreiben war. Das
Kontrollprotein fur die membranasgiierte Fraktion war INAD, welches nach Behandlung mit

8 M Harnstoff tatsachlich vornehmlich in dieser Fraktion zu finden war. TRP als
membranstandiges Protein konnte auch miM8Harnstoff nicht aus der Membranfraktion
gelost werden. Anders als die Kasiten INAD und TRP konnten die beiden Varianten RDGC

M und-L nicht eindeutig einer Fraktion zugeordnet werden.
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3.2.4 In silico Analyse der RDGC Isoformen auf mdgliche Transmembrandoméanen oder
Membrananker

Da die beiden Isoformen RD®C und -L im Vergleich zum 6$lichen RDGS
membranzugehorig zu sein scheinen, sich die drei Isoformen aber nur-Trminus
unterscheiden, kénnte dort ein Membrananker vorhanden sein. Um dies zu klaren, wurden
HydropathieBlots nach Kyte und Doolittle mit dem ProtScale Webtool
(http://web.expasy.org/protscale/ Gasteiger et al. 2003jurchgefihrt. Ein Wert >1,6 zeig

dabei einen potentiellen Membrandurchgang an. Es wurde eine Fenstergrof3e von 9 sowie ein
fAYSINBa agSAIKG GFENRFG2Yy Y2RSta y3aSyz2vYyYSy

A RDGC-S B RDGC-M Cc RDGC-L
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Abbildung3.23Hydropathie-Blotsfiir die drei RDG&soformen.Die HydropathieBlots wurden mit der Aminosaw®equenz
der einzelnen Isoformen und einem Webtool (http://web.expasy.org/protscale/) erstellt.

Abbildung3.23 zeigt bei keiner der drei Isoformen einen Wert >1,6, womit kein potentieller
direkter Membrandurchgang vorhandést. Insbesondereéie unterschiedlichen ferminalen
Bereicheweisen keine hohen Hydropathiewerte bei RDEQnd RDGE im Vergleich zu
RDGES auf.Es ist bereits fiur RD@@mologe in anderen Organismen bekannt, dass der N
Terminus fir die Anlagerung in die Membran verantwortlich ist.

Betrachtet mardiesePPEFs, die homolog ZDrosophilaRDGC sind, findet maowohl inC.
elegans als auch inKinetoplastea am Nerminus eine Membranverankerung durch
Myristoylierung oder Palmitoylierung. Die Vermutung lag nahe, dass die
Membranverankerung von RDGCOrosophila melanogastexbenfalls tiber die Bindung an
einen Fettsaurerest zustande kommt. Um sken Verdacht nachzugehen, wurde die N
terminale Sequenz mit einem Vorhersageprogramm (IRBAM;Xue et al. 2006auf das
Vorkommen eines Fettsdureankers Uberpruft. Es wurde fir RIdG&ne potentielle
Palmitoylierungsstelle an Cys3 ufid RDGCGL an Cys5 und Cys7 vorhergesagt. Bei RDGC
war kein potentieller Membrananker tber das Vorhersageprogramm zu finden.

Um die Hypothese der Palmitoylierung zu Uberprifen, wurde neben den drei bekannten
wildtypischen RDGC Isoformen zudem potefgid?almitoylierungsmutanten iDrosophila
Schneidel-Zellen (SZellen) exprimiert und dort untersucht.
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3.2.5 Expression von RDGC in-3€llen

Fur die Klonierung vordgGSund -Lin den SZExpressionsvektor pMV5/His A wurde die in
3.1.1hergestellte cDNA als Templat verwendet. Diese cDNA diente als Templat fur eine PCR,
bei derrdgCspezifische flankierende Primer mit entsprechenden Restrikifctmitstellen
(rdgCRF_F_Kpnl bzw. rdg®B F Kpnl und RdgC_Xhol R) zur Amplifikation verwendet
wurden. Die Primersequenzen konn2rl0entnommen werden. Uber die mit deRrimern
eingefuhrten Schnittstellen konnten die PERdukte nach einem Verdau mit dem
entsprechenden Enzym und einer Reinigung mit dem QiagenPR@fiRation Kit in den
ebenfalls verdauten Vektor pMT \Mis A ligiert werden. Diese Konstrukte wurden
anschie3end inE. coli XL1 blugZellen transformiert und mittels Ampicillin selektiert. Es
wurden sowohl furrdgGS als auch furrdgGL im pMTV5/HisA Vektor positive Klone
gefunden.

Da rdgCGM nicht direkt mit flankierenden Primern mit den gewilnschten Rkstmns
Schnittstellen aus cDNA amplifiziert werden konmtarden zunéchst Primer ohne zuséatzliche
Schnittstellen (rdgC_Indel_F und rdgC_R) verwendet. Da die genutzterpaniiig DNA
Polymerase (Phusion Polymerase) keinedb®rhang einfiihrt, wurde dgiiber eine kurze
Inkubation mit einer TadPolymerase erledigt. Das Produkt wurde nach einer Aufreinigung mit
dem Qiagen PCRurification Kit in den TOPTA Vektor (pCR®ZTDPO) kloniert. Die DNA
eines positiven Klons wurde als Templat fir eine PCR nmbeRri mit integrierten
Schnittstellen verwendet (Rdg®@id-Kpnl_F und RdgC_Xhol_R). DiesesHrQdRikt wurde
ebenfalls mit dem Qiagen P@&Rirification Kit aufgereinigt, verdaut und in den entsprechend
verdauten pMT V&is A Vektor ligiert. Nach der Transfation in kompetenteE. coli XI1 blue
ergaben sich auch hier positive Klone. Fur jede der drei Isoformen wurde ein positiver Klon
sequenziert.

Um die Hypothese der Palmitoylierung von REN6Gnd RDGL zu bestatigen, wurden mit
passenden Primern und dem QkChange Site directed mutagenesis Kit an den potentiellen
Palmitoylierungsstellen eine Cystein zu Alanin Mutation eingefuhrt. Dafur wurden zunachst
die entsprechenden Primer mit den gewilnschten Mutationen nach Herstellerangaben
(Agilent) designed(s2.10. AnschlieBend erfolgte die Mutagenese ebenfalls nach
Herstellerprotokoll. Die mutierten Plasmide wurden in kompeterffe coli XL1 blue
transformiert und mit Ampidiin selektiert. Zur Bestatigung der korrekten Mutagenese wurde
fur jede mutierte Form ein Klon sequenziert. Die Sequenzierung bestétigte die Mutation der
N-Termini von RDGM und -L. Die entsprechenden Aminosauresequenzen in wildtypischer
sowie mutierterForm sim in Abbildung3.24 gezeigt.
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RDGC-M RDGC-L
MGCINLKKHKGPPTPPD.... MLRSCVCLRTDDDGKRR....
RDGC-M®3# RDGC-L°5
MGAINLKKHKGPPTPPD.... MLRSAVCLRTDDDGKRR....
RDGC-Lc™
MLRSCVALRTDDDGKRR....
RDGC-LMUT
MLRSAVALRTDDDGKRR....

Abbildung 3.24 Aminoséduresequenzen der {Wermini wildtypischer und mutierter Isoformen. Es sind die
Aminosauresequenzen der -TNermini wildtypischer und mutierter Isoformen gezeigt. In Griin sind die potentiell
palmitoylierbaren Cysteine und in Rot die Stellen im mutieZeistand markiert.

Die SZZellen wurden wie ir2.18.2beschrieben mit den unterschiedlichen RD&&&Zianten

transfiziert und die ProteinexpressioninCuS@ induziert. 24h nach der Induktion wurden

RAS %SttSy SAySY 2 S3aidSNyrOGaitikogmsfsiZagediht SN Sy R c
Abbildung3.25). Als Ladekontrolle diente der Nachweis von Tubulin mit dem entsprechenden
Antikorper.
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Abbildung 3.25 Expression aller wildtypischen und mutierten Isoformen in-2&llen. Es wurden Extrakte aus -32llen

(~10? Zellen), die je eine Isoform von RDGC entweder in der nativen oder der mutierten Form exprimierten aufgetragen. Als
Negativkontrolle dientenuntd & TAT A SNIU S %St f S y-RDG@NikdrpemndeNgevdeseri s Ladekantrolle

6 dzNRS RAS 9 ELINBA A& A 2ZTybul@angkorgednaateewigbeny A G RSY b

Wie Abbildung3.25 zeigt, wurden alle hergestellten RD&&rianten in SZellen exprimiert.
Schwankungen in der Proteinmenge waren auf unterschiedlich effiziente Transfektionen
zurtickzufuhren. Die drei Isoformen und die entsprechenden Mutamterden im Folgenden
néher untersucht.

3.2.6 Immuncytochemische Analyse der unterschiedlichen REI&ZEormen in SZellen

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation der RB@&Grmen einschliel3lich der
mutierten Varianten, wurden erneut &2ellen wie in2.18.2 beschrieben transfiziert und
AYRdzZ ASNIi® 5AS t NBGSAY §5Antidaferduyd eividmisek@niéyeS ¥ LINJ
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AF4883 S | 2 LILIVEuUSASnyikorper markiert. Zusatzlich wurden die Zellkerne mit DAPI
angefarbt.

RDGC-L¢% RDGC-L RDGC-M®34 RDGC-M RDGC-S

RDGC-L¢7A

.

RDGC - Uberlagerung

RDGC-LMYT

Abbildung 3.26 Immuncytochemie transient transfizierter SZellen. Es ist fir alle transfizierten Isoformen eine
exemplarische Zelle gezeigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angéfiéah) Der Nachweis von RDGC erfolgte Uber den
eingdihrten V5¢ | 3 YA i 1-\VBAMK&peS aind Sekundér mit einem AF4BSS 1 2 LILIMEUS Ahikorper(griin)
Der Mal3stabsbalken entsprichtun.

Abbildung3.26 zeigt exemplarisch je eine transfizierte Zelle fir jede der untersuchten RDGC
Varianten. RDGS war Uber die gesamte Zelle verteilt im Cytoplasma, aber nicht im Zellkern
nachweisbar, was ddgpische Bild fir ein |6sliches Protein ist und daher so zu erwarten war.
Im Gegensatz dazu waren sowohl wildtypisches RM@&E auch wildtypisches RD&GQwur

am aul3eren Rand der Zelle in der Plasmamembran lokalisiert.

Durch die Mutation von Cystein3 RDGEM zu Alanin, war das Protein nicht langer klar
abgegrenzt in der Plasmamembran zu sehen. Es zeigte sich vergleichbar mi RIDBC
Verteilung Uber die gesamte Zelle. Die Mutation der potentiellen Palmitoylierungsstellen Cys5
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und Cys7 in RDACzeige denselben Effekt auf die Lokalisation. Auch diese Proteine waren
nicht langer in der Plasmamembran verankestndern innerhalb der Zelle zu finden. Bei
RDG&C"Awar immer noch deutlich die Plasmamembran markiert, was bei R5@gcht der

Fall war. Be RDGEMYT war die Plasmamembran ebenfalls nicht markiert, was darauf

hindeutet, dass die Mutation von Cys7 allein nicht zur vollstandigen Translokalisation aus der
Membran heraus ausreicht.

Diese Erkenntnisse unterstitzen die Hypothese, dass die Meméramkerung von RDG@
und RDGA durch Palmitoylierung desT™erminus der beiden Proteine gewahrleistet wird.

3.2.7 Subzellulare Fraktionierung aller RD&@rianten in SZellen

Fur die subzellulare Fraktionierung in denZ&fen wurden SZellen transient trasfiziert,

die Proteinexpression induziert und eine Fraktionierung wi6 beschrieben durchgefihrt.

Die Fraktionen wurden anschlieRend auf einént a i S NJ/ 6 f 2 (RDQGAn(korpeS Y h
nachgewiesen. Im Uberstand waren lésliche Anteile zu finden, wahrend in der Pelletfraktion
membrangebundene Proteine dargestellt wurden. Es wurden alle sieben -RBx@Gten
exprimiert und fraktioniert (sAbbildung3.27 A). Um die Verteilung in den beiden Fraktionen
quantitativ erfassen zu kénnen, wurden Uberstand und Pellet als prozentualer Anteil des
Gesamtprotems dargestellt (sAbbildung3.27 B). Wahrend RDGKZ und RDGE zu ca. 756

im Pellet und damit in der Membranfraktion zu finden emay fihrte die Mutdion der
potentiellen Palmitoylierungsstellen zu einer Verschiebung der Verteilung in Richtung

l6slicher Fraktion. Bei RD&Zeigte sich in diesem Experiment eine Gleichverteilung zwischen
den Fraktionen.
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Abbildung3.27 Subzellulare Fraktionierung aller RD&@rianten aus SZellen.A) zeigt den Westernblot der subzellularen
Fraktionierung aller RD@6oformen aus S2Sf f Sy® bS6Sy RSN 58S i RpGAndkgrped@uge w5 D/
Tubulin als Ladekontrolle und zur Bestatigung einer erfolgreichen Fraktionierung verw@mdBe (in kDa) und Position des
molekularen GroRenstandards sind links gezeljt.zeigt die dazugehdrige Quantifizierung. Es wurde die prozentuale
Verteilung zwisckn Uberstandrot) und Pellet(blau)aufgetragen.

Um eine statistische Auswertung der Verteilung durchfihren zu konnen, wurde die
Fraktionierung vierbis sechsmal wiederholt. Dazu wurde RBE®>8&ls Beispiel fur die 16sliche
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Variante, RDGC fur die membrastandige Variante und RD&G¥MT als Beispiel fir die
mutierte Palmitoylierungsstelle verwendet.
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Abbildung 3.28 Subzelluléare Fraktionierung von RD&C-L und -LMUT aus SZZellen. A) zeigt einen exemplechen

2 SEGSNyoft2G RSNI adzoil St t dz NNB yRDGShtikohpar datHy&vébey, BiedkomrdllB TubuindzZNR S Y A
g dzNR S Y ATdbuliRhtikorper nachgewieseiGroRe (in kDa) und Position des molekularen GréRenstandards sind links

gezeigt.B) zeigt die Quantifizierung der subzelluldren Fraktioniermigdem prozentualen Anteil an Iéslichem (rot) und
membrangebundenem (blau) Anteil. Es wurdem-6 Wiederholungen durchgefuhrDie Signifikanz wurde mit dem one

way-ANOVA Tesind der BonferronKorrektur ermittelt mit P>0,028.s., P<@25 *, P<0005 **, P<0,0005**.

Wie Abbildung3.28 zeigt, war RDGE zu ca. 4% in derMembranfraktion zu finden. Im
Gegensatz dazu war RDGR@u 8% in der Membranfraktion zu finden. In RDBYE" waren

nur noch ca. 586 des Proteins in der Pelletfraktion nachweisbar. Tubulin diente als Kontrolle
dafir, dass keine I6slichen Proteine im gllorlagen und so das Ergebnis verfalscht wurde.

Fur die Quantifizierung wurde das Verhaltnis zwischen den beiden Fraktionen als Anteil der
Gesamtmenge der entsprechenden Isoform angegeben. Es zeigte sich sowohl zwischen RDGC
S und RDGC als auch zwischeRDG@ und RDGC'VT ein signifikanter Unterschied des
Anteils im Pellet. Beim Vergleich zwischen RBGGWd RDG'VT konnte dagegen kein
signifikanter Unterschied in der Verteilung festgestellt werden.

3.2.8 Nachweis der Palmitoylierung von RDGC durclylAiotin-Exchange Experimente

Um die Palmitoylierung von RD®&Cund RDGAL in der Fliege nachzuweisen, wurde ein Acyl
Biotin-Exchange Experiment durchgefuhrt. Dabei werden schlussendlich ayclierte Cysteine
markiert.

Dazu wurde RDGC aulgGMycd/TM3-Fliege (iber einen an ProteinG S R4 3S{-2 LIS (
Myc-Antikorper prazipitiert. Es wurde ein Lysepuffer mitrBM N-Ethylmaleimid verwendet

um freie Cysteine zu blockieren. Im nachsten Schritt folgte eine Spaltung der
Thioestergruppen durch Hydroxylamin (HAM)durch vorhandene Palmitoylierungen

zerstort wurden. Die so frei gewordenen Thiolgruppen wurden mit biBMCC markiert. Die
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markierten Proteine wurden von den Beads gel6ést und einem Westernblot zugefuhrt. Der
Nachweis der biotinylierten Proteine erfolgteit Hilfe von HRigekoppeltem Streptavidin.

Ge)
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Abbildung 3.29 Biochemischer Nachweis der Palmitoylierung von RD&Gs Wildtyp unddgCMydTM3 Kopfextrakten

wurde RDGC prazipitiert und acylierte Cysteine diickinylierung markiert. Der Nachweis der Biotinylierung erfolgte mit
HRPgekoppeltem Streptavidin. Als Kontrolle daftr, dass die markierten Proteine RDGC waren, dieARDd@EAntikorper.

GroR3e (in kDa) und Position des molekularen Gewichtsmarkers sind links gezeigt. Die Zugabe von Hydroxylamin (HAM) zur
Abspaltung der Palmitoylierung ist mit-#gekennzeichnet. Extrakte ohne HAM dienten als NegativkontrBfigile zeigen

Banden, @& in beiden Nachweisen gefunden werden.

Wie Abbildung3.29 zeigt, konnte in dePrazipitaterausrdgGCMyc/TM3-Fliegen auf der Héhe

von ca. 80 kDanit dem HRRyekoppelten Streptavidin eine Bande nachgewiesen werden.
Diese Bande war nicht in den Proben zu finden, in denen keine HydroxyBsahandlung
durchgefiihrt wurde. Auch in den Proben, die mit wildtypischen Fliegen durchgefiihrt wurden
war keine etsprechende Bande zu finden. Zur Kontrolle, dass tatsachlich biotinyliertes RDGC
RSGS|TGASNI ¢6dzNRSS ¢ dzNR SRDGRtikaipSrideteRtigrt. Bszaighl |1 G S
sich, dass die mit dem Straptavidin gefundene Bande dem RD£BGprach. Auf deddhe

von 75 kDa zeigte sich mit dem Streptavidin ebenfalls eine, wenn auch deutlich schwéachere,
Bande. Dies Bande kdnnte RDG&M entsprechen. Da der Nachweis mit demRDGE
Antikdrper keine Unterscheidung zwischen REMG@nd -S zulasst, kann die schwachere
Bande im Nachweis mit Streptavidin nicht eindeutig einer der beiden kleineren Isoformen
zugeordnet werden.

3.2.9 Rekombinante Expression von RDGC in-Zéflen

Klonierung und Expression von RDG&@nd RDGC in Sf9Zellen

Um genauer zu untersuchen, ob die urgehiedlichen Isoformen unterschiedliche
enzymatische Eigenschaften besitzen, sollte irivitro-Assay durchgefuhrt werden. Dazu
sollten die drei Isoformen rekombinant exprimiert werden.

Da eine Expression in-Z2llen bereits gezeigt werden konnte, wurg@nachst versucht die
Proteine aus diesen Zellen aufzureinigen. Es zeigte sich jedoch, dass weder die Aufreinigung
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mit Ni-NTAAgarosebeads gegen den Hiag noch mit Hilfe eines Vntikdrpers gegen den
V5Tag erfolgreich war. Deswegen wurden als Beidpretine losliche Variante RD&Qund
fur eine membrangebundene Variante RDIGID Sf%Zellen exprimiert.

Da beide Varianten bereits im pMA5/His AVektor vorlagen, wurden diese Klone als Templat
fur die PCR zum Einfugen passanfliehnittstellen verwende Es wurden die Schnittstellen
Xhol und Kpnl eingefiihrt und das Produkt in den pFastBéekBor kloniert.

Die ligierten Produkte wurden i&. coli XL1 bld8ellen transformiert und mit Hilfe von LB
Agarplatten mit Ampicillin auf eine positive Ligatiotegéiert. Es wurde je ein positiver Klon

fir beide Varianten sequenziert und in kompetente MAX Efficiency® DHMBac
(ThermokFisher) transformiert und so in die BacidA integriert. Die so generierte Virus
DNA wurde in Stellen transfiziert. Anschliel3drerfolgte die Inkubation fur 4B bei 27°C.

Um den so gewonnenen Virustiter (P1) zu isolieren, wurden die Zellen mit dem Medium vom
Boden abgeldst, die Zellen bei Raumtemperatur fimib und 500x g abzentrifugiert und der
Virustiter im Uberstand dunkebei 4°C gelagert. Das Zellpellet wurde in |[20SDS
Extraktionspuffer aufgenommen, per SBBSGE aufgetrennt, auf eine PVMEmMbran
3Sof200S0 RPpEANKbrjer rachyewiesen.

O
&
57 -

Abbildung3.30 Nachweis der Expression vaRDGC aus Sfellen.ZumNachweis der erfolgreichen Expression von RSGC

und -L in Sf@Zellenwurden die Proteine aus Sfellen auf eine PVEMembran geblottett 51 & t NR G SA Y- 6 dzNR

RDGEANtikorper nachgewiesen. GroéRe (in kDa) und Position des molekularen GréRenmarkers sind links gezeigt.

Mit diesem Westernblot (sAbbildung3.30) wurde die erfolgreiche Expression von REE5C
und RDGA in Sf%Zellen nachgewiesen.

Aufreinigung der getaggten Proteine

Zur Aufreinigung von RD&und-L wuden jeweils % 10° Zellen/ml in 40 f DNJ OS Qa
Medium mit FCS ausgesat, tber Nacht adaptiert und anschlieBend mil B8 inokuliert. Als
Negativkontrolle fur weitere Versuche wurde ein Ansatz ohne Inokulum angesetzindéh

der Infektion wurde die Zellen mit dem Medium abgenommen, die Zellen pelletiert (RT,
1000x g, 2 min) und mit 5nl PBS (pH=7,4) gewaschen. Das Zellpellet wurdeirLgsepuffer
aufgenommen und mit dem FastPr@d Homogenisator aufgeschlossenx@0s, 6,5m/s).

Zu jedemZellaufschluss wurden 2Q0 NiNTAAgarosebeads zugegeben und fin bei 4°C
unter Rotation inkubiert. Die Beads wurdemx 8t je 1mlI TXWRyewaschen und mit 850 pl
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Elutionspuffer flr 10nin eluiert. Bei allen Schritten wurden Aliqu@bgenommen und per
SDSPAGE und Westernblot nachgewiesen. Ein Teil wurde nach der Elektrophorese mit
kolloidalem Coomassie angefarbt.
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Abbildung3.31Nachweis der Aufreinigung von RDGC ausZffen.A)und D) zeigen das Coomasgefarbte SD&el sowie
den zugehorigen Westernblot der Aufreinigung von RIDGAUs Sfellen. B) und E) zeigen entsprechend dazu das
Commassigefarbte Gel und den Westernblot fir RDGG@us SfZellen. C) zeigt das CoomassSa der untransfizierten
Negativkontrolle. Grofe (in kDa) und Position des molekularen Gréenmarkers sind jeweils links gezeigt.

Bei der Aufreinigung der beiden RDGGformen aus StZellen konnte in beiden Fallen
deutlich angereichert das entsprechendetin nachgewiesen werden. In beiden Fallen war
ein deutlicher Hintergrund entsprechend den Proteinbanden in der Negativkontrolle zu
finden. Es konnte nicht sauber aufgereinigt werden.

Die Elutionsfraktionen wurden fur alle drei Transfektionen gepoolt andchlieRend der
Proteingehalt mittels Bradfordssay bestimmt (S abelle3.3)

Tabelle3.3 Proteingehalt nach Aufreinigung aus Sf2ellen

Proteingehalt [ug/ml]
RDGEL 900 pg/ml
RDGES 1400 pg/ml
Negativkontrolle 800 pg/mi
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PhosphataseAssay mit rekombinant exprimierten Phosphatasen

Um eine Aktivitat der rekombinant exprimierten Phosphatasen RBG@hd RDGC
nachzuweisen, wurde ein Phosphatasesay wie bereits beschrieb@oee und Montell 2001)
durchgefuhrt. Der Assay wurde in einem Calciumd Calmodulishaltigen Puffer mit dem
Pseudosubstrat pardlitrophenylphosphat (pNPP) durchgefuhrt. Da sich nadh Kein
Farbumschlag messen lies, wurde der Assay Uber Nacht B€i iB&ubiert. Danach wurde die
Absorption bei 410 nm gemessen. Als Positivkontrolle wurde eineYkBNd A Sf £ S
Phosphatase mitgefihrt. Um auszuschliel3en, dass die gemessene Aktivitat von zuséatzlich
isolierten Phosphatasen kam, wurden prazipitierte Proteine aus untransfizierteAeB&n
mitgeflhrt.

Tabelle3.4 Extinktionen aus Phosphatasassay

Extinktion t=0 Extinktion t= 1h Extinktion t= 16 h
ohne Protein 0 0 0
RDGES 0,016 0,016 0,104
RDG& 0,008 0,010 0,110
untransfiziert 0,014 0,014 0,102
<-Phosphatase 0,015 0,654 3,148

Wie Tabelle3.4 zeigt, konnte nach einer Inkubationszeit vonlthk nur in der Positivkontrolle

YA {RBodphatase das Substrat umgesetzt und eine Eidimsanderung gemessen
werden. Aus diesem Grund wurden die einzelnen Ansatze weitehebi 30°C inkubiert. Es
zeigte sich sowohl fir RDE&Cals auch fir RD&ine schwache Zunahme der Extinktion bei
410nm. Da sich ein vergleichbarer Anstieg aucldem Proben aus untransfizierten Zellen
zeigte, war diese Aktivitat unspezifisch und als Hintergrund prazipitierten Phosphatasen
zuzuordnen. Es konnte fur keine der beiden RDMaanten eine Aktivitdt festgestellt
werden.
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3.3 Funktionelle Charakterisierunder RDGdsoformen

3.3.1 Die Rolle der unterschiedlichen RD&®Dformen bei der Dephosphorylierung von
RH1

RDGC war bereits als Phosphatase des HauptrhodopsibhsbBkannt. Bislang war der
Nachweis der Phosphorylierung von RH1 nur mit Hilfe von radioaktiv markié®hosphat,
welches den Fliegen zugefuttert wird nachweisbar. Da dieser Prozess zum einen sehr
aufwendig und zum anderen durch die Radioaktivitdt auch mit einem Gefahrenpotential
verbunden ist, wurde hier mit zwei anderen Methoden gearbeitet. Im ZugseediArbeit
wurden direkt die Phosphorylierungsstellen irT€minus von RH1 nachgewiesen und ein
Assay zur Detektion der Hyperphosphorylierung von RH1 etabliert.

Identifikation von Phosphorylierungsstellen im-Terminus von Rhl

Zur ldentifikation der Phghorylierungsstellen in Rhl wurden wildtypische Fliegen
verwendet, die zunéachst Iin blau belichtet wurden um mdglichst viel Rhodopsin in
phosphoryliertes Metarhodopsin umzuwand€{® Tousa et al. 1985pann wurden 300 Kdpfe

in Extraktionspuffer mit Digitonin homogenisiert und furh 1mit Protein A/Gbeads
gekoppeltem 4CR&ntikdrper bei 4£C inkubiert. Die prazipitierten Protei wurden mit
2XxSDS P bei Raumtemperatur eluiert, mittels SBSGE auf einem X2SDSGel
aufgetrennt und mit kolloidalem Coomassie gefarbt. Zur Kontrolle wurde ein Anteil der Proben
ebenfalls auf einem 12-Gel aufgetrennt, auf eine PVIMembran geblotet und dem
polyklonalen Ri1-Antikorper nachgewiesen (8bbildung3.32 B).
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Abbildung 3.32 Immunprazipitiertes RH1 aus wildtypischen FliegeBs wurden die Kdpfe von 300 blau belichteten
Wildtypen homogenisiertRH1 mit dem 4GBntikorper immunprazipitiert und auf einem 22 SD$sel aufgetrennt. A) zeigt
beispielhaft ein Coomassie geféarbtes Gel. B) zeigt den zugehodrigen Westernblot, der mit dem polykldhadetikdrper
inkubiert wurde. GroR3e (in kDa) und Rasi des molekularen GréBenmarkers sind jeweils links angegeben. Im Input wurden
auf dem Coomassigefarbten Gel 5 Kopfaquivalente und auf dem WB 2 Kopféaquivalente aufgetragen. Fur die IP Fraktion
wurden entsprechen@50respektive20 Kopféaquivalente aufetragen.

Die entsprechende Bande auf dem Cooma&s (s. Abbildung 3.32, A) wurde
ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse an das Wed@bre Facility der
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Universitdt Hohenheim weitergegeben. Dort wurde ein Tryp&indau durchgefihrt und die
so entstandenen Peptide im Massenspektrometer untersucht.

Es wurden zwei -@rminale phosphorylierte Peptide gefunden. Fur beide Peptide wurden
Fragmentierungsspektren aufgenommen Adbildung3.33). Die beiden Peptide zeigten eine
100-%ige Sequenzibereinstimmung mit dem RhodopsinlRuasophia melanogasterin

allen drei Fragmentierungsspektren zeigte sich eine hohe Sequenzabdeckung mit dem Peptid
Uber die y und die bSerie.
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Abbildung 3.33 Fragmentierungsspektren fur die-@rminalen Phosphorylierungsstellen in RHIh rot wurden die Peaks
die den Fragmenten der-8Berie entsprechen dargestellt, blau zeigt die Peaks der Fragmente-Seriey Griine Peaks
entsprachen dem Neutralverlust des dprungspeptids-98 entspricht dabei demolekularen Masse der abgespaltenen
Phosphatgruppe. Das zum Fragmentierungsspektrum gehorigePRptid ist oberhalb des entsprechenden Spektrums
dargestellt und die gefundene phosphorylierte Aminosaure griin markier
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Die potentiellen Phosphorylierungsstellen, die fur das fragmentierte Peptid gefunden wurden,
waren in jedem entsprechenden Fragmentierungsspektrum im Peptid griin gekennzeichnet.
Es konnten die Phosphorylierungsstellen Serin358, Serin362 und Threomm&sEerminus

von RH1 gefunden werden. Eine schematische Darstellung des RH1 mit den gefundenen
Phosphorylierungsstellen ist Abbildung3.34 gezeigt

C-Terminus

Intrazellular

o

Extrazellular

N-Terminus

Abbildung 3.34 Schematische Darstellung von RH1 mit den gefundenen Phosphorylierungsst&iengrauen Kreise mit

den angefiigten Linien sollen den Bilayer der Membran darstellerhéigrauen Rechtecke bilden schematisch die sieben
Transmembrandom&nen des RH1 und sind uber cytosolische und extrazellulaiteB8chiinander verbunden. Nind G
Terminus des Proteins wurden genauso wie der inwad der extrazellulare Bereich angégs. Die gefundenen
Phosphorylierungsstellen wurden griin dargestellt und mit der entsprechenden Aminoséure im Einbuchstabencode sowie der
Position im Protein gekennzeichnet.

Assay zum Nachweis der Hyperphosphorylierung von RH1

Der kommerziell erhaltlich&H1-Antikbrper 4C5 hat sein Epitop imTérminus des RH1,
wéhrend ein polyklonaler RHAntikdrper die Sequenz der Aminosauren 258 erkennt. Da
die Phosphorylierungsstellen von RidldesserGTerminus liegerfVinds et al. 1997wurde
die Vermutung aufgestellt, dass das Epitop des -A@korpers im Falle einer
Hyperphosphorylierung von RHL1 sterisch gehindert ist. Um zunéachst die Lage des Epitops zu
bestatigen wurdenExtrakte aus wildtypischen Fliegen mit solchen aus eih&f®>6-Fliege
verglichen, die ein an Position 35@e&minal trunkiertes RH1 exprimiert. Zudem wurde eine
Fliege mitgefiihrt, die ein RH1 exprimiert, bei dem alle putatiPboesphorylierungsstellen
gegen Alanin ausgetauscht warerhdC" S Als Negativkontrolle wurde die Rhodopsin
Nullmutante ninaB’ mitgefiihrt. Wahrend der polyklonale Antikdrper auBer in der
Nullmutante in allen Fliegen RH1 erkennt, kann der-A@8korperlediglich im Wildtyp RH1
nachweisen (Abbildung3.35). Somit kann die Lage des Epitops desAtikorpers bestatigt
werden.
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Abbildung 3.35 Uberpriifung der Lage des Epitops des 4@fikorpers. Es wurden je 3 Kopfaquivalente der
unterschiedlichen Mutanten aufgetragen. Die Nullmutam&aE? diente als Negativkontrolle. Der polyklonale RH1
Antikérper wurde zum Nachweis der RBgpression unabhéangig vom intakten Epitop des-AQttkérpers verwendet. Es
wurden je Spur drei Kopfaquivalente aufgetragen. GréRe (in kDa) und Position des molel@ridgemmarkers sind links

gezeigt.

Um zu Uberprifen, ob eine Hyperphosphorylierung von RH1 eine Auswirkung auf die
Bindefahigkeit des 4GAntikdrpers hat, wurde ein weiteres Experiment durchgefihrt. Dazu
wurden rdgCPe-Fliegen in unterschiedlichen Lichtdadungen verwendet. Wildtyfliegen
sowie RHANullmutante FliegenninaE’) dienten als Kontrollen.
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Abbildung3.364C5Signal als Nachweis fur Hyperphosphorylierung von RWahrend in dunkel gehaltenedgCGP8-Fliegen

ein deutliches Signal mit dem 4@&tikdrper zeigen, kann in Mutanten, dienlbelichtet wurden und in denen RH1 daher
hyperphosphoryliert vorliegt, kein Signal mehr nachgewiesen werden. Eine Behandlung der Extrakte aus belichteten Fliegen
Y A @Phosphatase filhrt dazu, dass der 48fikérper RH1 wieder nachweisen kann. Belichtete Wildtyyl ninaE’-Fliegen

dienten als Kontrollen. Der polyklonale RAitikdrper diente als Ladekontrolle fur RH1. Die RIB&@ession wurde mit

RS Y-RDG@ANt| | NLISNJ yI OK3IS 4 A S &S y-Phoshhatse wugde imiy Rfezigt AProYSpul wusden 3
Kopféaquivalente aufgetragen. Grof3e (in kDa) und Position des molekularen Grof3enmarkers wurde links dargestellt.

Wie Abbildung3.36 zeigt, war in dunkel gehaltenegCP®-Fliegen mit dem 4GBntikorper

ein Signal wie in belichteten Wildtypen zu sehen. Da die Mutanten nicht nur im Dunkeln
gehalten, sondern auch im Dunkef@schlipft waren, konnte keineH®-Phosphorylierung
stattfinden und der 4C&Antikdrper daher zur Detektion verwendet werden. In Wildtypen
kommt es bei Belichtung zwar zu einer Phosphorylierung, nicht aber zu einer
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Hyperphosphorylierung von RH1, weswegenlahier ein Signal detektiert werden konnte. In
belichteten rdgC%-Mutanten konnte der 4CBntikorper kein Signal detektieren. Um zu
zeigen, dass das fehlende Signal auf eine Hyperphosphorylierung von RH1 in diesen Fliegen
zuriickzufiihren ist, wurden Exslkte aus Kopfen belichtetedgCG%-C f A S 3 PYlosphdtase <
inkubiert. In diesen Extrakten konnte mit dem 4C5 ein Signal detektiert werden. Da die
Dephosphorylierung dazu fuhrte, dass der 4ChHikorper das RH1 wieder detektieren
konnte, lag die mangelred Bindungsfahigkeit des 4@®tikdrpers tatsachlich an der
Hyperphosphorylierung von RH1.

Um den 4CHAntikorper fur einen quantitativen Assay verwenden zu kdnnen, musste eine
Abhéangigkeit zwischen der Menge an hyperphosphoryliertem RH1 und der Starkegdeals
nachgewiesen werden. Dazu wurden Extrakte von belichtedei@6-Fliegen mit Extrakten

aus belichteten wildtypischen Fliegen in unterschiedlichem Verhaltnis gemischt, per SDS
PAGE aufgetrennt, auf eine PVMEmbran geblottet und mit dem 4GCGAntikdrper
nachgewiesen.
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Abbildung3.37 Abhéngigkeit des 4GSignals von der RHlyperphosphorylierungEs wurden in unterschiedlichen Anteilen
Kopfextrakte aus h belichteten Wildtypen unddgCPé-Fliegen mit dem 4CGBntikdrper auf eine Hyperphosphorylierung
untersucht. In A) wurde ein exemplarischer Westernblot dargestellt. GréRe (in kDa) und Positianotidailaren
GroRenmarkers wurden links gezeigt. B) zeigt die zugehotrige Quantifizierung. Der Standardfehler SEM wurde aus drei
unabhangigen Experimenten ermittelt.

Wie Abbildung3.37 zeigt, war mit sinkendem Gehalt adgC-Extrakt und dem damit
einhergehenden geringer werdenden Anteil an hyperphosphoryliertem RH1 ein zunehmendes
RhodopsirSignal zu verzeichnen. Der Zusammenhang war exponentielligeiste Eine
mogliche Erklarung ist, dass hyperphosphorylierte Rislekiile ausrdgCG-Fliegen die
Bindungsstellen des 4antikorpers blockieren und so zu einer sterischen Hinderung fuhren.

Hyperphosphorylierung von RH1 in dedgGMutanten

Da ein Zusammenhang zwischen dem Anteil an hyperphosphoryliertem RH1 und der
Signalstarke gezeigt wurde, konnte der 4&8ikorper fur den Nachweis der
Hyperphosphorylierung von Rh1l verwendet werden. Da in igCNullmutante RH1
Hyperphosphorylierung zbeobachtenwar, sollte die Untersuchung der unterschiedlichen
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rdgCMutanten neue Erkenntnisse dazu liefern, welche der Isoformen fir die
Dephosphorylierung verantwortlich sind.
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Abbildung 3.38 RhZXHyperplosphorylierung in den verschiedenenrdgGMutanten. Fir den Nachweis der
Hyperphosphorylierung wurden Fliegen tber Nacht dunkel gehalten, fuiml Hellen inkubiert und von den daraus
gewonnenen Extrakten je 3 Kopfaquivalente pro Spur aufgetragen. Agedgtexemplarischen Westernblot. Der Nachweis

fur die Hyperphosphorylierung erfolgte mit dem 488tikérper, die nichiphosphospezifische Ladekontrolle erfolgte mit
dem polyklonalen RHAntikdrper. Zum Nachweis der unterschiedlichen Zusammensetzung @@&GCRoformen in den
adzii yi Sy oREGE\BtkoRE Ndrwendet. GroRe (in kDa) und Position des molekularen GréRenmarkers wurde
links dargestell B) Fur die Quantifizierung wurde das 4&i§nal auf das polyklonale RBignal normiert und als prozeraler

Anteil bezogen auf den Wildtyp angegeben. Im Balkendiagramm sind die Mittelwertel®uar&bhangigen Experimenten
dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Die Signifikanz wurde nAN®YA Test undeY 5 dzy yTésti G Q &
ermittelt. Dabei galt P>0,05 n.s., P<0,05 *, P<®*Qind P<0,001 ***,

Dazu wurden alle untersuchten Fliegen tber Nacht im Dunkeln inkubiert und im Anschluss fur
eine Stunde weil3 belichtet. Das Signal des-A@#korpers wurde auf das Signal des
polyklonden Antikorpers normiert und das Signal aus Wildtypen als%@8stgelegtrdgC~
Fliegen zeigten ein wildtypisches Signal, was ein Hinweis darauf war, dasd RD@&he
korrekte Dephosphorylierung nicht essentiell istrdgC=Fliegen, in denen kelRDGES und

stark reduziert RDGM exprimiert wurde, kam es zu einer leichten Hyperphosphorylierung,
die aber nicht mit der Hyperphosphorylierung in den Nullmutanten vergleichbar war. Im
Gegensatz dazu war ngC*®Fliegen, in denen zwar kein RDSCdafii aber stark erhoht
RDGEM exprimiert wurde keine Hyperphosphorylierung nachweisbar. Berlcksichtig man den
Gehalt an RDGC imdgC®™Fliegen (sAbbildung3.10), zeigt sich dort insgesamt eine stark
reduzierte Menge an RDGC, was der Grund fir die leichte Hyperphosphorylierung sein kénnte.

Die Rolle von RDGC beim PDA

In weil3dugigen Fliegen kommt es bei der Stimulation mit blauem Licht zur Auspragusg eine

a2 3ASYyIl yyilSyDepaoarizng AT20ySINIBR G Sy dAl fa o0t 5! 0d 2 NI
Orangelichtimpuls das Ruhepotential wieder erreicht wird, kommt es wéahrend des PDAs nur

zu einer sehr geringen Repolarisierung. Grund dafur ist, dass das Gleichgewicht von Rhodopsin

zu Metarhodopsin auf 30:70 versaben wird. Das so entstandene Metarhodopsin wird von
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Arrestin2 gebunden. Da fur die Umwandlung von Metarhodopsin in Rhodopsin ein Lichtimpuls
von ~566 nm (orange) benétigt wird, akkumuliert bei Belichtung mit blauem Licht das
Metarhodopsin. Da das in deelle vorhandene Arrestin2 nicht ausreicht, um diese Menge an
Metarhodopsin zu binden, kommt es zu einer andauernden Aktivierung der
PhototransduktionskaskadéDolph et al. 1993; LeVine et al. 199Werden Fliegen mit
mehreren Blaulichtstimuli in geringer Intensitat belichtet, kommt es in unterschiedlichen
Mutanten zu einem friiheren oder auch spaterEintritt in das PDA.
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Abbildung 3.39 PDA in verschiedenendgGMutanten. Die untersuchten Fliegen wurden bis zum Schliipfen im Dunkeln

gehalten und anschlieRend einen Tag im Dunkeln inkubiert beworgemessen wurden. A) zeigt exemplarisch die
Elektroretinogramme (ERGs) der untersuchten Fliegen. Uber die beiden Orangelichtimpulse zu Beginn wurde eine
replizierbare Ausgangsbedingung fur alle Fliegen geschaffen. Es folgten 20 Blaulichtimpulse &imjg 10sekindiger

Dunkelpause zwischen den Impulsen. B) Quantifizierung des Eintritts in das PDA. Als Eintrittsmoment wurde der Stimulus
ISHENKE (X 0 S ATraRsEent mghSgenylessen2ngrden konnte. Es wurden fiir jeden Genotyp 8 Fliegen untersucht.

DAS CSKESNBIFf1Sy T8A3Sy RAS {GFYyRFENRTSKESNI dzyR RAS {A3YyATA]
P<0,05 *, P<0,0% und P<0,001 ***. C) zeigt den Zusammenhang zwischen der Anzahl der Blaulichtimpulse und der
zugehdérigen Amplitde angegeben als prozentualer Anteil der Amplitude, die durch den ersten Blaulichtimpuls hervorgerufen

wurde.

In diesem Versuchsaufbau wurden einen Tag alte Fliegen verwendet, die im Dunkeln
geschlupft waren. Um bei allen untersuchten Fliegen einen gaiétusgangszustand mit der
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maximalen Menge an Rhodopsin zu erhalten, wurden der eigentlichenM38ung zwei

intensive Orangelichtimpulsga.20 uw/cn?) vorgeschaltet. Die anschlieRende Messung mit
blauem Licht wurde in 20 Impulsen mit einer Intensitat ved pW/cntdurchgefihrt. Als

Eintritt in das PDA wurde die letzte ERG (0 ¢ 2 NIi | Yy 3S & SK S y-Tran®ehtén y 2 OK
aufwies. Neben dem Zeitpunkt deSintretens der PDAs wurde zum Zeitpunkt jedes
Lichtimpulses die maximale Amplitude gemessen. Um die Amplituden aller untersuchten
Fliegen vergleichen zu kdnnen und messungsbedingte Unterschiede zu eliminieren, wurde
eine Normierung auf die durch den ersteBlaulichtimpuls hervorgerufene Amplitude
durchgefuhrt.

Es wurden Wildtypen, sowie die MutantedgC%® rdgC®M und rdgC* und zur Kontrolle
rdgCP sowie arr23-Mutanten untersucht.arr2’-Mutanten sind ArrestinaNullmutanten, fir

die bereits in einem vetgichbaren Versuchsaufbau gezeigt wurde, dass das PDA friiher als im
Wildtyp erreicht wird(Vinés et al. 1997)in rdgCP-Mutanten kommt es ebenfalls zu einem
friherenEintritt in das PDA als in Wildtypen. Grund dafir ist die Hyperphosphorylierung von
Rhodopsin in Abwesenheit von RDGC. Hyperphosphoryliertes RH1 bildet sehr stabile, nicht
spaltbare Komplexe mit Arrestin2. Daher steht in delgGNullmutanten im Verhéltrs
weniger Arrestin2 zur Deaktivierung von Metarhodopsin zur Verfugung als in Wildtypen.

In rdgC® sowie in rdgC*-Mutanten konnte kein Unterschied zu wildtypischen Fliegen
festgestellt werden (sAbbildung3.39). Im Unterschied dazu wurde beigC®M-Mutanten ein
signifikant friiheres Erreichen des PDAs festgestellt als in Wildtypen. Bei der Betrachtung der
Abnahme in der Amplitude der einzelnen Bieltimpulse, zeigte sich ein vergleichbares Bild.
Waéhrend auch hier diedgC® und rdgC*~Mutanten einen Kurvenverlauf wie im Wildtyp
zeigten, war die Abnahme mgC®“-Mutanten schneller als in wildtypischen Fliegen. Weder

die Abnahme der Amplitude nbcder Eintritt in das PDA waren so schnell wigdgCGP6-
Mutanten. Diese Erkenntnis passte zu der vorherigen Erkenntnis, dass es ndgf&piM
Fliegen zu einer Hyperphosphorylierung kommt, die allerdings nicht so stark velgGi®-
Mutanten ausfallt.
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Retinadegeneration in demdgGMutanten

Neben der Rolle beim PDA, spielt die Hyperphosphorylierung von Rhodopsin auch eine Rolle
bei der Degeneration von Photorezeptorzellen. Diese Degeneration kommt dadurch zustande,
dass inrdgCG%-Mutanten Rhodopsin und Arrestin2 sehr stabile Komplexe bildénnicht

mehr abgebaut werden kdnnen. Diese Komplexe akkumulieren in den Photorezeptorzellen
und initiieren dort die Apoptose dieser Zell¢Alloway et al. 2000)Zum Nachweis der
Degeneration wurden mehrere Parameter untersucht.

Ein einfach durchzufihrendes, nightvasives Experiment ist die Beobachtung der tiefen
Pseudopupille im ¢mplexauge. Dabei handelt es sich um eine virtuelle Uberlagerung der
Rhabdomere verschiedener Ommatidien. Als Folge der Superposition dieser Rhabdomere
wird in einem definierten Abstand ein trapezoidales Muster sichtbar, das dem der
Rhabdomere eines Ommadtums entspricht. Dieses Muster kann mit Hilfe antidromischer
Belichtung aufgenommen werden (Franceschini und Kirschfeld, 1971)
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Abbildung 3.40 Untersuchung der tiefen Pseudopupille in dedgGMutanten. Alle untersuchten Fliegen wurden bis zum
Schlupfen im Dunkeln gehalten und anschlieRend fur die angegebene Anzahl an Tagen in diresl/d@nkelZyklus
gehalten. Die Detektion der tiefen Pseudopupille erfolgte mit einem Binokular. Es ist beispjelbafe Fliege fir jeden
Genotyp und jeden Zeitpunkt gezeigt.
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Zum Nachweis der tiefen Pseudopupille wurden die zu untersuchenden Fliegen in eilhem 12
hell/dunkelzyklus gehalten. Es wurden fur jeden Zeitpunkt mindestens 10 Fliegen auf eine
intakte tiefe Pseudopupille untersucht (&bbildung3.40). In allen untersuchten Mutanten

war zu Beginn der Untersuchung eine eindeutige Pseudopupille nachweisbar. Wahrend
rdgCl©-Mutanten bereits nach 5 Tagen eine reduziePseudopupille zeigten, war sowohl in
Wildtypen als auch in den Mutanten mit verandertem RENBGter in den ersten 7 Tagen
kein Verlust der tiefen Pseudopupille sichtbar. Da in dégC®M-Fliegen mit dem 4G5
Antikorper eine leichte RHHlyperphosphorylierug nachgewiesen wurde, wurde die tiefe
Pseudopupille in Wildtypen und den Mutanten fur weitere 7 Tage irh-ti@ll/dunkelZyklus
untersucht. Dabei zeigte keine der Mutanten eine Abweichung zum Wildtyp. Es konnten in
allen untersuchten Genotypen nach 14 Tagereinzelt Fliegen ohne Pseudopupille gefunden
werden. Fir jeden Genotyp wurden zu jedem Zeitpunkt mindestens 12 Fliegen im Hinblick auf
eine vorhandene tiefe Pseudopupille untersuchtAbbildung3.41)
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Abbildung3.41 Quantifizierung der tiefen Pseudopupille in dedgGMutanten. Fir jeden Zeitpunkt wurden mindestens 12
Fliegen jedeGenotyps untersucht. Es wurden alle bisher untersuchdg@&Mutanten verwendet. Wéahrend sowohl Wildtyp
Fliegen als auch die MutantedgC*, rdgC@®Mund rdgCG%in den ersten sieben Tagen keinen Verlust der tiefen Pseudopupille
zeigten, konnte imdgCGP-Fliegen bereits nach 6 Tagen keine tiefe Pseudopupille mehr nachgewiesen werden.

Da die tiefe Pseudopupille allein lediglich einen Hinweis auf Degeneration gibt, wurden
zusatzlich dazu fur dieselben Zeitpunkte wie bei der Pseudopupille Cryoschnitte der
unterschiedlichen Mutanten angefertigt und mit Hilfe von Fluoreszenzfarbung analysiert.
Dazu wurden die Schnitte mit Phalloidin zur Farbung dektifs in den Rhabdomeren und
DAPI zur Farbung der Zellkerne inkubiert undlbildung3.42 dargestellit.
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Abbildung 3.42 Nachweis der Degeneration in derdgGMutanten Uber FluoreszenzfarbungDie untersuchten Fliegen
wurden bis zum Schliipfen im Dunkeln gehalten und fur null oder 7 Tage in eineshell®unkelZyklus gehalten. Die
Rhabdomere wurden mit Phalloidin (rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) gefarbt. Der MaRstabsbalken entpritht 1
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Dabei zeigte sich dasselbe Bild wie bei der Betrachtung der tiefen Pseudopupille in den
unterschiedlichen Mutanten. Im Einzelnen bedeutete das, dass in Wildtypen sowohl in frisch
geschlupften Fliegen als auch nach 7 Tagen imii&l/dunkelZyklus e Strukturen erhalten
blieben. In denrdgCl-Mutanten war nach 7agen keine Rhabdomerstruktur mehr
nachweisbar. Sowohl in dedgC®, der rdgC®™ als auch in derdgC*Mutante konnten

keine Anzeichen einer Degeneration gefunden werden. Um auszuschlieRen, dass es durch die
unvollstandige  Hyperphosphorylierung zu einer langsameren Degeneration der
Photorezeptorzellen kommt, wurden in deslgC®M-Mutante wie bei der Untenschung der

tiefen Pseudopupille auch, nach 14 Tagen Cryoschnitte angefertigt und mit Phalloidin und
DAPI gefarbt.

... o
... o
..- o

Abbildung 3.43 Fluoreszenzfarbung von Cryoschnitten volgC=MFliegen nact0, 7 und14 Tagen im 12-hell/dunkel-
Zyklus.Die Rhabdomere wurden mit Phalloidin (rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) angefarbt. Der Maf3stabsbalken
entspricht 10um.

Auch hier zeigten sich keine Anzeichen fur eine Degeneration. Die Struktur der Rhabdomere
war durchgehend gut erkennbar.

Die Tatsache, dass esralgC® und rdgG*Mutanten nicht zu einer Degeneration kommt,
deckt sich mit der Erkenntnis, dass es in diesen Fliegen anders alsdg@&t-Mutante nicht

zu einer Hyperphosphorylierung des RH1 kommt. @gC®"-Mutante zeigte eine milde
Hyperphosphorylierung des RHm, den folgenden Experimenten aber keine Degeneration.
Daraus lasst sich schlie3en, dass die leichte Hyperphosphorylierung nicht ausreicht, um im
beobachteten Zeitraum zu einer Degeneration zu fuhren.
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3.3.2 Einfluss von RDGC auf die Dephosphorylierung von TRP

Neben der Rolle in der Dephosphorylierung von RH1 ist seit kiirzerem bekannt, dass RDGC
auch den lonenkanal TRP dephosphorylj€dolstra et al. 201;/Katz et al. 2017Pabei spielt

RDGC eine besondere Rolle bei der lichtanhdngigen Dephosphorylierung der Stelle S936.
Wahrend in Wildtypen TR8936 im Dunkeln phosphoryliert und nach Belichtung
dephosphoryliert vorliegt, kommt es mdgCP.-Fliegen kthtunabhangig zu einer konstitutiven
Phosphorylierung von S936.

Dephosphorylierung von TRPS936 in den unterschiedlichen Mutanten

Im Folgenden sollte der Einfluss der verschiedenen RB&@@men auf die
Dephosphorylierung von TRE936 untersucht werderbazu wurden Fliegen Uber Nacht hell
bzw. dunkel gehalten und am folgenden Tag fiir der entgegengesetzten Lichtbedingung
ausgesetzt. Anschliel3end wurden Proteinextrakte aus den Kopfen hergestellt und mittels SDS
PAGE aufgetrennt. Nach einem Westernblof RVDFRMembran erfolgte die Detektion mit
RSY ! yiAq wtNIRBN/ o c -RIXFA(Abbildung3.44).
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Abbildung3.44 Phosphorylierung an TRB936 in demdgGMutanten nach 1h Belichtung oder DunkeladaptiorEs wurden

Fliegen untersucht, die Uber Nacht dunkel gehalten oder weif3 belichtet wurden und im Anschlugs fiir der
Sy(i3583S8Sy3s5asSiil Sy [AOKUGOSRAYIdzyd 3ISKItGSY 6dNRSYdTRB A 46 dzNR S
pS936Antikorper inkubiert. DiedgCG-Mutante zeigte als einzige untersuchte Mutante lichtunabhangig ein starkes Signal

mit dem "-TRPpS936Antikdrper wahrend alle anderen untersuchten Fliegen nur nach Inkubation im Dunkeln ein
phosphospezifisches Signal zeigten. 'D&RPund derh -RDGeAntikdrper wurden als Kontrollen verwendet. GréRe (in kDa)

und Position des molekularen Grafdearkers wurden links dargestellt.

Waéhrend es in demdgC%-Mutanten sowohl im Dunkeln als auch bei Belichtung zu einer
starken Phosphorylierung an S936 kam, zeigten die drei Mutang@®, rdgC®"und rdgC*

diesen Phanotyp nicht. IdgC*-Fliegen zeigte sich wie in dedgC®Fliegen eine starke
Phosphorylieung an S936 in dunkel gehaltenen Fliegen. Bei Belichtung konnte keine
Phosphorylierung an dieser Stelle nachgewiesen werden. Das Fehlen einedRDGET

fuhrt nicht dazu, dass die lichtabh&ngige Dephosphorylierung von TRP an S936 beeintrachtigt
wird. In der rdgC®MFliege, in der der Gesamtgehalt an RDGC stark reduziert war, konnte

ebenfalls kein Defekt in der lichtabh&ngigen Dephosphorylierung festgestellt werden. Das eine
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Reduktion der absoluten Menge an RDGC nicht dazu fuhrt, dassS93Pim Hellen
phosphoryliert vorliegt zeigten auch die Extrakte adgCC%+-Fliegen.

Untersuchung der Kinetik der Dephosphorylierung von TRP an der Stelle S936

Ein anderer Aspekt bezlglich der funktionellen Analyse der RDGC ist die Kinetik der
Dephosphorylierung des TRRnals. Um einen mdglichen Einfluss des Fehlens einer oder
mehrerer Isoformen von RDGC auf die Kinetik der Dephosphorylierung zu finden, wurden mit

den verschiedenen Mutanten Zeitreihen durchgefihrt. Dazu wurden uber Nacht dunkel
gehaltene Fliegen untersidlich langen Lichtimpulsen ausgesetzt. Direkt im Anschluss an die
Belichtung wurden die Fliegen in flissigem Stickstoff schockgefroren und wiel6nl
beschrieben zu Extrakten verarbeitet. Die Extrakte wurden parallel auf zweG&BS

' dzZFISUNBYY(d dzyR yI OK RSW 2RESNBRIFSBERIKorpey A G RS
inkubiert.

Anschlie3end wurde das TfP36Signal auf das TR¥gnal normiertUm die Zeitreihen der
unterschiedlichen Mutanten vergleichen zu kénnen, wurde das Signal im Dunkeln &is 100
festgelegt, und die anderen Zeitpunkte in Relation dazu gesetzt.
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Abbildung3.45 Kinetik der Dephosphorylierung von TRP an S936 in verschiededg&Mutanten. A) zeigt exemplarisch

FNNJ 2SRS dzy i SNEdzOKGS adzil yiS SAySy 2 SERRSOEEAmtkaper. ARiGenEm:2S A (i NB A K
Aad TNN 2S5RSy DSy2deLl RSNI T dz3 S K| NA-BERPAntkbroed fiir tiSNormiedzig BT N K NI S
Signals gezeigtEs wurden je Spur 3 Kopfaquivalente aufgetragen. GréRe (in kDa) und Position des molekularen
GroRenmarkers ist links dagtellt. B) zeigt die quantitative Analyse der Experimente aus A), wobei die Mittelwerte7aus 5
Wiederholungen aufgetragen wurden und fir jeden Genotyp eine diohare Regression angelegt wurde. Fehlerbalken

zeigen SEM ausBWiederholungen. Die stétiii A 8 OKS | dza 6 SNI dzy 3 - OebtRvschemWildtyR 8nd  { G dzR Sy
rdgC=durchgefiihrt. Dabei gilt P>0,05 n.s., P<0,05 *, P<®,0hd P<0,001 ***,

Wie Abbildung3.45 zeigt, kommt es in wildtypischen Fliegen innerhalb der 300 sekindigen
Belichtung zu einer Reduktion des Fp8936Signals auf ca. 1% des Ausgangswertes.
Fliegen, die nur ein intaktes AlidésrdgGGens tragen, zeigten hingegen eine verlangsamte
Kinetik der Dephosphorylierung und erreichten auch nach 5 min noclb6 28es
Ausgangswertes. Die Menge an RDGC hat einen direkten Einfluss auf die Kinetik der
Dephosphorylierung. Weniger RDGC bedeateé langsamere Dephosphorylierung.

In rdgC®MFliegen zeigte sich eine stark verlangsamte Kinetik der Dephosphorylierung von
TRPpS936. In dieser Fliege war der Gesamtgehalt an RDGC auRéale2DRDGGehalts in
Wildtypen reduziert. Da die Kinetik dBephosphorylierung direkt mit dem Gehalt an RDGC
zusammenhangt, ist moglicherweise nicht der Verlust der beiden kleineren Isofprmen
sondern die Reduktion des RDGEhalts an sich fur die verlangsamte Dephosphorylierung an
S936 verantwortlich. DielgC*-Fliegen zeigten eine leicht verlangsamte Kinetik. Da in diesen
Fliegen der Gehalt an RDGC ebenfalls leicht reduziert wagg~ds Wildtyps), nicht aber in
dem MaRe wie imndgC®M-Fliegen, erklart auch hier die reduzierte REM@€hge den leichten
Phanotyp
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Ein vollig unerwartetes Bild zeigte sich bei der Betrachtungrdg&®Mutante. Sie zeigte
einen signifikant schnelleren Verlauf der Dephosphorylierung als wildtypische Fliegen. Bei
einem Blick auf den Gesamtgehalt an RDGC in dieser Mutante zelgtdass dieser mit ca.
85% nicht grof3er als in Wildtypen war. Auffallig war allerdings, dass in dieser Mutante die
Expression von RD@Cim Vergleich zu Wildtypen erhoht war @&bbildung3.10). Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass RBE@&Gn vivo eine hohere katalytische Aktivitat der
Dephosphorylierung von TRI5936 aufweist als RDC

3.3.3 Funktionelle Analyse einer rh1>rdgE€Fliege

Die rh1>rdgGSFliege wurde in den vorangegangenen Untersuchungen nicht mitgefuhrt.
Diese Fliege exprimiert in einerdgGnullmutanten Hintergrund RDG& unter der Kontrolle
des rhPromotors. Da RDG&nicht unter seinem nativen Promotor exprimiert wird, kommt
es zu einetJberexpression des Proteins im Vergleich zu Wildtjggen. Daher wurde diese
Fliege im Zuge dieser Arbeit gesondert untersucht.

Um abschéatzen zu kénnen, wie stark die Uberexpression von 8DOGGomozygoten und
heterozygoten Mutanten ist, wurden Extraktler Fliegen hergestellt, auf einem 1®&BS Gel
aufgetrennt, aufeine PVBES YO NI y IS0t 20 GS G dzy-ROGE®GtRIrperl dzf S 1
detektiert. Als Ladekontrolle und fiir die Normierung wurde TRP ebenfalls detektiert.
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Abbildung 3.46 RDG&Gehalt in rh1>rdgCSFliegen. Neben den zu untersuchenden homozygoten und heterozygoten
rh1>rdgCSFliegen wurden zur Kontrolle Wildtypen sowdgCG0%/+- undrdgG%-Mutanten mitgefihrt. RDGC wuae mit dem
h-RDGE YA {1!l NLISNJ dzy R ¢ wt [-TRRAn{kbrpeShchgéviidsan f Es Burdemijei3 KBp&yuivalente pro
Spur aufgetragen. Grof3e (in kDa) und Position des molekularen GrolRenmarkers sind links RjeRéggMittelwerte und
jeweiligen SEM wurden in einem Balkendiagramm dargestellt. Fir eine statistische Auswertung wardéaderholungen
durchgefiihrt.

Um die Loslichkeit des Uberexprimierten RE& @it dem nativerRDGES vergleichen zu
kénnen, wurde untersucht, ob die starke Ubgpeession von RDGE einen Einfluss auf die
Lokalisation hat. Dazu wurde sowohl mit den heterozygpt@e auch mit homozygoten
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Mutanten eine subzellulére Fraktionierung durchgefihrt. Aufgetrennt wurde auf eineta 10
SDSGel und der anschlieRende Westerdh Y A (i -RDSE SMibulin dzy’ R-TRP
Antikoper inkubiert.
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Abbildung 3.47 Subzellulare Fraktionierung vomh1>rdgGS Fliegen.Es wurden neben den homozygoten rindgGS
Mutanten auchheterozygote Mutanten und Wildtypen untersucht, um Uberexprimiertes und natives RDGC zu vergleichen.
Als Kontrolle fiir Membranproteine wurde TRP und als Kontrolle fiir die 16slichen Proteine Tubulin detektiert. Es wurden pro
Spur 6 Kopfaquivalente aufgetary GroRe (in kDa) und Position des molekularen GroRenmarkers wurde links gezeigt.

Wie Abbildung3.47 zeigt, war RDGS in beiden Mutanten, wie in der wildtypischen Kontrolle
auch vermehrt in der l6slichen Fraktion zu finden. Da sowohl die heterozygote als auch die
homozygote Expression vonl>rdgGm nullmutanten Hintergrund stattfindet, wird in diesen
Fliegen weder RDGE@ noch RDGC exprimiert.

RDGM und -L konnten in der Kontrolle in Wildtyfeliegen in der Ioslichen Fraktion kaum
nachgewiesen werden. Grund dafur war, dass das RE@@l in demh1>rdgCFliegen so

stark war, dass der schwache Antgil RDG@/ und-L im Uberstand nicht sichtbar gemacht
werden konnte ohne das Signal in den transgenen Fliegen zu Uberséattigen. Tubulin als
Kontrolle fir die I6slichen Proteine war nur im Uberstand zu finden, wohingegen TRP als
membrangebundenes Protein nur der Pelletfraktion detektierbar war. Die Uberexpression
scheint also keinen signifikanten Einfluss auf die Lokalisation zu haben.

Eine etwaige Retinadegeneration ih1>rdgCSFliegen wurde mit Hilfe von Cryoschnitten
und Fluoreszenzfarbungen mit Phallioi und DAPI untersucht. Dazu wurden dunkel
geschlupfte Fliegen direkt nach dem Schliipfen und nach 7 Tagen in eineimellZiunkel
Zyklus untersucht. Neben den im weiteren Verlauf verwendeten heterozygoten Mutanten
wurden auch die homozygoten Fliegenlitimblick auf die Degeneration mitgefthrt.

Wie Abbildung 3.48 zeigt, war die Rhabdomerstruktur in der homozygoten sowie in der
heterozygoten Mutante se@ohl in frisch geschlipften Fliegen als auch nach 7 Tagen im
hell/dunkelZyklus intakt. Es lag kein Hinweis auf eine Degeneration vor. Somit I&sst sich die
Retinadegeneration, die durch den Verlust von RDGC hervorgerufen dinrdh die
photorezeptorspeziéche Expression von RDG@lleine retten.
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Abbildung 3.48 Analyse der Degeneratiomach O und 7 Tagen im hell/dunk&yklus durch Fluoreszenzefarbung von
Cryoschnitten inrh1>rdgGSFliegen.Es wurden 0 und Tage im 1d-hell/dunkelZyklus gehaltene Fliegen untersucht. Die
Rhabdomere wurden mit Phalloidin (rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) angefarbt. Der Maf3stabshisiggahe 10pum.

Neben der funktionellen Analyse im Zusammenhang mit der Dephosphorylierung von RH1
wurde in denrhl>rdgCSFliegen die Dephosphorylierung von TRP nach einer Stunde
Belichtung oder Dunkelheit untersucht &bbildung3.49)
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Abbildung 3.49 Lichtabhéngige Dephosphorylierung von TRP und INADhib>rdgCS Fliegen.Es wurden jeweils 3
Kopfaquivalente von jedem Genotyp aufgetragen. Neben der Dephosphorylierung an desp&2@€chen Stelle TRIS936

wurde auch die lichtabhdngige Dephosphorylierung der Stellen-pTR®9 und TRP864 sowie die INAD
Phosphorylierungsstlen INABpT170/pS174 untersucht. Wahrend diggCGP-Mutante nur an der Stelle TRF936 vom

Wildtyp abweicht, indem lichtunabhéngig nicht dephosphoryliert wird, filhrt die Uberexpression von-RRG@iner
Dephosphorylierung an allen untersuchten TRRsphorylierungsstellen. Die Uberexpression fiihrt auRerdem sowohl in
homozygoten als auch in heterozygoten Fliegen dazu, dass INAD, welches gar kein Substrat der RDGC ist, lichtunabhéngig
dephosphoryliert wird. Grof3e (in kDa) und Position des molekularefeBriarkers ist links gezeigt.

Das GesamtRPSignal war in den homaowie heterozygoterrth1>rdgCvergleichbar mit
dem in Wildtypen oder auch imlgCG°. In WildtypFliegen lag TRB936 erwartungsgeman im
Dunkeln phosphoryliert und im Hellen dephosphomlieor. Im Gegensatz dazu lagigCP®-
Fliegen auch im Hellen eine Phosphorylierung an3%3® vor.

Wahrend bei demrh1>rdgGSFliegen an der Stelle TF®36 sowohl im Dunkeln als auch bei
Belichtung kein Signal detektierbar war, zeigten transgenedliegdje nur ein Allel besal3en
(rh1>rdgC/Cypim dunklen Zustand ein schwaches Signal. Da die Dephosphorylierung in
diesen Mutanten so stark und auch nur eingeschrankt lichtabhéngig war, wurden andere
bekannte Phosphorylierungsstellen zusétzlich untersuElit. die Phosphorylierungsstellen
T864 und T849 der TRRnNals war ein phosphospezifischer Antikdrper vorhanden (Voolstra
et al., 2013), weswegen diese Stellen untersucht wurden. Wie in Wildtypen zu sehen war,
werden diese beiden Stellen im Hellen phospfiiert und im Dunkeln dephosphoryliert, was
auch inrdgC&-Mutanten der Fall war. Fur digh1>rdgGS Fliegen konnte bereits bei nur
einem Allel (h1>rdgGS/Cy9 weder im Hellen noch im Dunkeln eine Phosphorylierung an
diesen beiden Stellen des TRRnalsachgewiesen werden. Die Uberexpression VBDGE

S flhrte dazu, dass es zu einer unspezifischen Dephosphorylierung kam. Selbst die
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Phosphorylierungsstellen T170/S174 in INAD, die normalerweise nicht durch RDGC
dephosphoryliert werden, lagen sowohl im kel als auch im Dunkeln dephosphoryliert vor.

Da heterozygoteh1>rdgCSFliegenh1>rdgCS/Cy9 nach einstiindiger Dunkeladaption eine
gewisse Phosphorylierung von TB®36 zeigten, wurde in diesen Fliegen die Kinetik der
Dephosphorylierung an TRE936untersucht. Um die Kinetik der Mutanten mit der im Wildtyp
vergleichen zu kdnnen, wurden Staund Endpunkt der Zeitreihen verglichen Adbildung
3.50).

Abbildung3.50 Vergleich der Phosphorylierung von TR®36 nach bestimmten Zeitpunkte@) zeigt den Westernblot aus
Extrakten von Wildtypen undh1>rdgCS/Cyd-liegen nach Inkubation im Dunkeln (schwarzer Balken) und mit anschlieRender
Belichtung furr 5nin (weiler Balken). GrofRe (in kDa) und Position des molekularen GroRenmarkers wurdarygssellt.

.0 94 ¢d2NRS RRRPpSIIEAEY A T | NRSANE" | dzF -FRP Bignél yadriaiedNEad Righgl Ridkel
gehaltener Wildtypen wurde als 106 festgelegt und die anderen normierten Werte dazu in Relation gesetzt.

Es zeigte sich in dévutanten sowohl im Dunkeln (18 % des Signals im Wildtyp) als auch nach
5 minitiger Belichtung (26 % des Signals im Wildtyp) ein deutlich schwéacheres Signal.
Dennoch wurde die Kinetik der Dephosphorylierung innerhalb vemn5untersucht (s.
Abbildung3.51 A).
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