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Zusammenfassung

Die Familie der synapsenassoziierten Proteine (SAP) umfaldt bei Saugern vier Protein, die
sich durch eine bestimmte Abfolge von Proteindoménen auszeichnen. Hierzu gehoren die
Proteine SAP90 (=PSD-95), SAP97, SAP102 (=PSD-93) und Chapsyn110. Die Proteine
enthalten drei PDZ-Doménen, eine SH3-Doméne und ene GK-Doméne. Die
verschiedenen Domanen kénnen an andere Proteine binden und vermitteln so verschiedene
Proteininteraktionen. Es wird angenommen, da3 SAP die Verankerung von
Neurotransmitterrezeptoren in der synaptischen Membran und die Verbindung dieser zu
Zytoskelettproteinen  bewerkstelligen.  AulRerdem stellen  sie  Verbindungen zu
Signaltransduktionsmolekilen her. In dieser Arbeit wurden die synapsenassoziierten
Proteine des Huhns charakterisiert. Die codierende Region der cDNA von SAP90, SAP97
und Chapsyn110 des Huhns wurde vollstandig sequenziert. Die cDNA von SAP102 des
Huhns wurde teilweise sequenziert. Bei Chapsyn110 wurde eine neue Isoform gefunden,
die beim Sauger bisher nicht bekannt war. Die teilweise Analyse von genomischer DNA
durch PCR und durch genomische DNA-Klone ergab, dal3 SAP90 und SAP97 durch
alternatives Spleil3en einer gemeinsamen Vorldufer RNA von einem Gen gebildet werden.
Durch radioaktive in situ Hybridisierung wurde die mRNA-Verteilung von SAPOO,
SAP97 und Chapsyn110 im Gehirn einen Tag alter Huhner untersucht. Dies zeigte, dal3 die
SAP90-mRNA im gesamten Vorderhirn, mit Ausnahme des Ectostriatums und des
Paleostriatum primitivum vorhanden ist. Der Gehat an SAPO0-mRNA ist im
Hyperstriatum ventrale, im Paleostriatum augmentatum und im Lobus parolfactorius am
hochsten. Im Mittelhirn und Cerebellum kommt SAP90 fast gar nicht vor. Die Verteilung
der SAP9O-mRNA und von NMDA-Rezeptoren im Gehirn des Huhns ist sehr dhnlich.
SAP97 kommt im Ectostriatum und Palaostriatum primitivum und im Mittelhirn und
Cerebellum vor, also in den Bereichen, in denen SAP90 nicht vorhanden ist. Die mRNA
von Chapsynl10 ist in alen Tellen des Vorderhirns sowie im Mittelhirn und Cerebellum
vorhanden. Eine starke Expression erfolgt im medialen Teil des Neostriatum und
Hyperstriatum ventrale (MNH), im Feld L und in den Purkinjezellen. Vielfaltige
morphologische und biochemische Veranderungen, die nach der Pragung in Synapsen
stattfinden, deuteten darauf hin, dal3 SAP moglicherweise bei Lernvorgangen eine Rolle
spielen konnen. Um dies zu untersuchen, wurde die Abhangigkeit der SAP-Genexpression
vom Lernvorgang der Pragung an Kiken untersucht. Der relative mRNA-Gehalt von
SAP90, SAP97 und Chapsyn110 wurde 30 Minuten, 5 Stunden und 10 Stunden nach einer
akustische Prégung der Kikken gemessen. Funf Stunden nach akustischer Préagung war der
Gehalt der SAP90-mRNA, im anterioren lateralen Hyperstriatum ventrale, um 13% erhoht.
Der mRNA-Gehalt in anderen Regionen und der anderen SAP-Gene war unverandert. Dies
deutet darauf hin, dal3 SAP90 bei Lernvorgangen moglicherweise eine Rolle spielt. Um die
Verteilung von SAP90 und SAP97 in Neuronen zu untersuchen, wurden die Proteine der
Ratte in kultivierten Hippocampusneuronen exprimiert. Eine unterschiedliche Verteilung
der beiden Proteine konnte nicht gefunden werden.
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1 Einleitung

Die Signal Ubertragung zwischen Neuronen erfolgt an Synapsen. Chemische Synapsen sind
spezidlisierte Kommunikationsstellen, an denen en elektrisches Signal durch
Transmitterfreisetzung in ein chemisches Signal umgewandelt wird. Dieses wird an der
postsynaptischen Membran wiederum in ein elektrisches Signal verwandelt. Dieser
komplizierte Vorgang erfordert das Zusammenspiel einer grof3en Zahl von Proteinen und
Signalmolekilen, die in der pr& und postsynaptischen Membran verankert sind oder mit
ihr in Verbindung stehen. Die synaptischen Membranen sind eng mit Filamenten des
Zytoskeletts assoziiert. An die zytoplasmatische Seite der postsynaptischen Membran
schliefdt sich ein dichtes Geflecht aus Proteinfilamenten an, das al's postsynaptische Dichte
(PSD) bezeichnet wird, da es im Elektronenmikroskop a's dichte Struktur sichtbar ist. Die
postsynaptische Dichte ist in excitatorischen Synapsen des zentralen Nervensystems (ZNS)
besonders dick. Sie ist in inhibitorischen Synapsen deutlich dunner ausgebildet. In
synaptischen Proteinfraktionen wurden verschiedene Mitglieder einer Proteinfamilie
gefunden, die seither als Familie der synapsenassoziierten Proteine (SAP) oder als
PSD95/SAP0-Proteinfamilie bezeichnet wird (Garner, 2000), (Kennedy, 1997). In
Sdugetieren  umfal diese Familie vier Proteine, die as SAP90/PSD95
(synapsenassoziiertes Protein 90 bzw. postsynaptic density protein 95), SAP97
(synapsenassoziiertes Protein 97), SAP102 (synapsenassoziiertes Protein 102) und
Chapsyn110/PSD93 (channel associated protein 110 bzw. postsynaptic density protein 93)
bezeichnet werden. Zur Vereinfachung wird SAPO0/PSD95 in dieser Arbeit als SAP90 und
Chapsyn110/PSD93 als Chapsyn110 bezeichnet.

Die vier synapsenassoziierten Proteine haben eine &hnliche molekulare Struktur. Sie
bestehen aus drei aminoterminalen PDZ-Doméanen, benannt nach drei Proteinen, in denen
sie vorkommen: PSD95/DLG/ZO1, einer SH3-Domane (src homology 3) und einer
Region, die starke Ahnlichkeit zu niedermolekularen Guanylatkinasen besitzt und als GK-

Doméne bezeichnet wird. Die GK-Domane besitzt keine Enzymaktivitét.

Die Funktion der genannten Doméanen besteht in der Vermittlung von Protei ninteraktionen.
Inzwischen konnten Interaktionen zwischen SAP und einer Reihe anderer synaptischer
Proteine nachgewiesen werden (Abb. 1) (Fujita und Kurachi, 2000). Die drel PDZ-
Domanen sind selektiv fur unterschiedliche Bindungspartner, wobel die PDZ-Doméanen
1+2 teilweise die selben Proteine binden kdnnen. Im Hefe Zwei-Hybrid-System konnte
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gezeigt werden, dal? SAP mit der 1. und 2. PDZ-Domane an Glutamatrezeptoren des
NMDA-Typs und an bestimmte K'-Kande binden. Dabei binden sie an den
Carboxyterminus der Rezeptoren, die das Motiv T/SXV besitzen (singel letter code, X ist
eine beliebige Aminosdure). Werden NMDA-Rezeptoren zusammen mit SAP90 oder mit
Chapsyn110 in COS7-Zellen exprimiert, so bilden sich Rezeptor-Cluster auf der
Oberflache der Zellen. Diese Cluster bilden sich nicht, wenn man NMDA-Rezeptoren oder
SAP90 bzw. Chapsynl10 alleine exprimiert (Kim et a., 1996). Die dritte PDZ-Doméne
von SAP90 bindet an Neuroligine (Irie et a., 1997). Neuroligine sind neuronae
Zelladhésionsproteine, die an Neurexine in der benachbarten Membran binden und so eine
Verbindung zwischen post- und prasynaptischer Membran herstellen konnen (Abb. 1).
Diese Befunde deuten darauf hin, da3 SAP90 zum Aufbau verschiedener
Transmembranprotein-Cluster beitrégt und diese in der synaptischen Membran verankert.
SAP97 kommt als einziges dieser Proteine auch in epithelialen Zellen vor. Dort ist esin
der lateralen Membran an interzellul&ren Kontaktstellen lokalisiert. Mutationen in dem zu
SAP97 homologen Protein von Drosophila DLG (discs large) fihren zu einem Verlust der
Zelladhésion und der Zellpolaritdt in den Imaginalscheiben und schliefdlich zu einem
Uberméliigen Wachstum. Dies zeigt, dal3 SAP fur die Zelladh&sion und Differenzierung
eine wichtige Rolle spielen. Ein Protein namens CRIPT bindet an die 3. PDZ-Domane von
SAP0 und an Mikrotubuli. Es stellt so eine Verbindung zwischen SAP90 und dem
Zytoskelett her, was vermutlich fur die Rekrutierung der SAP an ihren Zielort bedeutend
ist (Niethammer et al., 1998). Glutamatrezeptoren vom Typ der Kainatrezeptoren kdnnen
an die SH3-Domédne von SAP90 binden (Fujita und Kurachi, 2000). SAPAP
(SAP90/PSD95 assoziierte Proteine (Takeuchi, 1997)), zu denen vier verwandte Proteine
gehdren, binden an die GK-Domane der SAP. Dieselben Proteine wurden von ener
anderen Gruppe GKAP (Guanylat-Kinase-assoziierte Proteine) genannt (Naishitt et al.,
1997). Es wurden aufRerdem verschiedene Signalmolekile gefunden, die mit SAP
assoziiert sind. So konnte gezeigt werden, dald SynGAP, ein synaptisches GTPase
aktivierendes Protein, und die neuronale Stickoxid-Synthase (NNOS) mit SAP90 und
SAP102 Uber deren PDZ-Doménen interagieren. Durch Coimmunpréazipitation wurde
gezeigt, da3 SAP90 und SAP102 auch in vivo mit SynGAP und NMDA-
Rezeptoruntereinheiten zusammen in Komplexen vorkommen (Miuller et a., 1996),
(Kennedy, 1998). Neuronae Stickoxid-Synthase kann durch Freisetzung von NO, das als
retrograder Messenger in  die présynaptische Membran  diffundiert, die
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Neurotransmitterfreisetzung beeinflussen (Bredt, 1992). Das zeigt, dal3 SAP eine wichtige
Rolle bei der Kopplung von Transmitterrezeptoren an Signaltransduktionsmolekiile
spielen. SAP scheinen somit eine zentrale Rolle beim Aufbau funktioneller Synapsen zu
spielen, indem sie die zielgerichtete Verteilung von Rezeptoren bewerkstelligen, und an
der Organisation von Signaltransduktionskomplexen beteiligt sind.

CASK

NMDA R Andere Tonenkanile

Neuroligin

MMikrotubuli

GKAP/SAPAP

Abb. 1 Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen SAP und anderen synaptischen Proteinen. Die
PDZ-Doménen sind as graue Kugeln, die SH3-Doménen als gelbe Kugeln und die GK-Doménen als violette
Kugeln dargestellt. Die Zellmembranen sind in grau, der extrazelluldre Raum in blau dargestellt.

Indem sie eine Verbindung zwischen Rezeptoren und Signaltranduktionsmolekilen
herstellen, konnen SAP zur Modulation der synaptischen Aktivitdt beitragen.
Veranderungen der Signal Ubertragungseffizienz sowie morphologische Veranderungen der
Synapsen und Verdnderung der Synapsendichte scheinen die molekulare Grundlage fur
Lernvorgange zu bilden. Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden, dald NMDA-
Rezeptoren bei Lernvorgangen eine Rolle spielen. Durch die Verabreichung des NMDA-
Rezeptorantagonisten APV kann der Lernerfolg bei Hihnern (Bock, 1996), (Steele, 1995)
und Méausen (Morris, 1986) unterbunden werden. Transgene Mause, denen das Gen fur die
NMDA-Rezeptoruntereinheit GluRel (NR2A) fehlte, waren in ihrer Lernfahigkeit stark
beeintrachtigt (Sakimura, 1995). Dagegen wurde gezeigt, dal3 Mause, denen die AMPA-
Rezeptoruntereinheit GIUR-A fehlt, kein verandertes raumliches Lernvermdgen hatten
(Zamanillo, 1999). Im Huhnergehirn konnte auf}erdem gezeigt werden, dal3 die Zahl der
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NMDA-Rezeptoren nach der Pragung in bestimmten Gehirnbereichen erhoht ist (Steele,
1995), (McCabe, 1988), (Stewart, 1992). Ebenso erfolgt nach Lernvorgangen eine
Vergrollerung der postsynaptische Dichte (Horn et a., 1985). Da SAP in synaptischen
Strukturen akkumuliert sind und mit NMDA-Rezeptoren und Signaltransduktions-
molekllen interagieren, lassen diese Ergebnisse vermuten, dal3 sie an Lernvorgangen und
plastischen Verénderungen der Synapsen beteiligt sind. Erste Hinweise darauf ergaben sich
aus Untersuchungen an Mausen mit einem mutierten SAP90-Gen. Diese Mause waren in
ihrer Fahigkeit des raumlichen Lernens stark beeintréchtigt (Migaud, 1999).

Viele der Untersuchungen Uber Lernvorgdnge wurden am Huhn und anderen Vogeln
durchgefuihrt. Als Untersuchungsobjekt fur Gedachtnisstudien eignet sich das Huhn
besonders gut, da bel der Pragung von Kiiken ein sehr starker und irreversibler Lerneffekt
auftritt, der zudem leicht induzierbar und gut kontrollierbar ist. Die Prégung geschieht in
der Natur kurz nach dem Ausschlipfen der Kiken. Wéahrend die Kiken die Rufe der
Mutterhenne horen, lernen sie diese Laute wiederzuerkennen. Gleichzeitig werden sie auf
den Anblick der Mutter visuell geprégt. Dadurch bildet sich eine enge soziale Bindung
zwischen Henne und Kiken aus, die fur das Kiken Uberlebenswichtig ist. Dieser
Prégungsvorgang kann mit anderen Lauten und Objekten experimentell nachvollzogen
werden. In dieser Arbeit sollen durch Pragung hervorgerufene Veranderungen der SAP-
Genexpression im Gehirn des Huhns untersucht werden. Obwohl das Vogelgehirn
auRerlich betrachtet gewisse Ahnlichkeit zum Saugergehirn hat, ist der innere Aufbau sehr
unterschiedlich. Das Vorderhirn ist aus Ubereinanderliegenden Schichten verschiedener
Ausdehnung aufgebaut (Abb. 2), die funktionelle Einheiten bilden. Das Tectum opticum ist
eine seitliche Ausbuchtung des Mittelhirns und Tell des visuellen Systems. Esist aus einer
Vielzahl Ubereinander liegender Schichten aufgebaut. Das Cerebellum hat den auch bel
Saugern erkennbaren typischen, hoch geordneten Aufbau aus Schichten von Zellkérpern
und Zellfortsétzen. Ganz aulRen liegt die Molekularschicht, die hauptsachlich aus
Zellfortsétzen besteht. Darunter liegt die Koérnerschicht, in der die Zellkérper der
Kornerzellen liegen und zwischen beiden liegen in einer Reihe die Zellkdrper der grofien
Purkinjezellen (Shepherd, 1994). Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Verteilung der
SAP-mRNASs durch in situ Hybridisierung untersucht. Um eine Zuordnung der Signale in
den Autoradiogrammen zu bestimmten Gehirnarealen vorzunehmen, werden im folgenden
kurz der Aufbau des Huhnergehirns und die wichtigsten akustischen und visuellen
Verarbeitungswege dargestellt (Abb. 2-4).
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Cerebrale
Hemispheren

Hyperstriatum accessorium
Hyperstriatum intercalatum supremum
Hy persiriatum dorsale

Hyperatriatum ventrale

MNeostriatum

Ectostriatum

Abb. 2 Schematische Darstellung eines Vogelgehirns und eines Frontalschnittes durch das Vorderhirn. Die
drei obersten Schichten (H.accessorium, H.intercalatum, H.dorsale) gehdren zum sogenannten visuellen

Wulst.

visuelles System

Abb. 3 Schematische Darstellung der
Signalverarbeitung im  visuellen
System. In (a) ist der tectofugae
Verarbeitungsweg dargestellt. In (b)
ist der thalamofugale Verarbeitungs-
weg dargestellt.

E = Ectostriatum,

HA = Hyperstriatum accessorium,

HI = Hyperstriatum intercalatum
supremum, HD = Hyperstriatum
dorsale

Abb. 4 Schematische Darstellung der
wichtigsten Stationen  akustischer
Signalverarbeitung. Die  Signae
werden von der Cochlea Uber Kerne
des Mittelhirns ins  Vorderhirn
geleitet.

MIld= Nucleus mesencephalicus

lateralis, pars dorsalis

Die Verarbeitung visueller Information erfolgt auf zwei verschiedenen Wegen. Im

tectofugalen Verarbeitungsweg wird die Information vom optischen Nerv Uber das

optische Tectum zum Nucleus rotundus im Mittelhirn geleitet. Von dort wird das Signal

ins Ectostriatum und schliefdlich in den ectostriatalen Gurtel im Vorderhirn geleitet. Im

thalamofugalen Weg wird das Signal vom optischen Nerv in einen Kern des Thalamus

geleitet. Die Zellen dieses Kerns projizieren zum Vorderhirn in ale drei Schichten des
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visuellen Wulstes (HA, HI, HD). Akustische Signale werden von der Cochlea Uber zwel
Kerne der Medulla in den dorsolateralen Kern des Mittelhirns (MId) geleitet. Von dort
fahrt der Weg in den Nucleus ovoidalis und schlief3dlich ins Feld L im Vorderhirn. (Horn,
1985) Das Feld L besteht aus drei Schichten und ist auf3erdem in bestimmte
frequenzspezifische Tonfelder unterteilt. Von Feld L aus besteht auf3erdem Verbindung
zum auditorischen (caudalen) Teil des Hyperstriatum ventrale (Heil, 1991) + (Gehr D.,
1999).

Ziel dieser Arbeit ist eine Charakterisierung der synapsenassoziierten Proteine des Huhns.
Dazu wurden im ersten Teil der Arbeit die cDNA-Sequenzen der SAP bestimmt. Es wurde
die gesamte codierende Region der SAP90-, SAP97- und Chapsyn110-cDNA und einen
Teil der SAP102-cDNA kloniert. In einem Vergleich des molekularen Aufbaus der SAP
von Huhn und Ratte werden Spezies-spezifische Unterschiede dargestellt. Die teilweise
Charakterisierung der Genstruktur erfolgte anhand genomischer DNA-Klone und durch
PCR mit genomischer DNA. Aus den ermittelten cDNA-Sequenzen wurden spezifische
Sonden fir die in situ Hybridisierung hergestellt. Im zweiten Teil der Arbeit wurden die
Expressionsmuster von SAP90, SAP97 und Chapsyn110 im Gehirn des Huhns durch
radioaktive in situ Hybridisierung analysiert. Im Anschlul? daran wurde die Abhéangigkeit
der Genexpression von Lernvorgangen untersucht. Dazu wurde der relative mRNA-Gehalt
im Gehirn von naiven Kiken und von Tieren, die eine akustische Pragung erfahren haben
miteinander verglichen. In einer zusédtzlichen Versuchsreihe wurde die subzelluldre
Verteilung der SAP in kultivierten Hippocampusneuronen der Ratte untersucht. In friiheren
Verdffentlichungen war die subzelluldre Verteilung von SAP90 und SAP97 im Gehirn der
Ratte als unterschiedlich beschrieben worden. So gab es Hinweise darauf, dal3d SAP97 im
Hippocampus in prasynaptischen Strukturen vorhanden (Muller, 1995) ist. Im Gegensatz
dazu ist SAP90 im Hippocampus postsynaptisch lokalisiert (Cho et al., 1992). Diese
unterschiedliche Verteilung lie? vermuten, da® SAP90 und SAP97 spezifische
Sortierungssignale tragen. Durch Expression von SAP90 und SAP97 der Ratte in
kultivierten Neuronen sollte die subzellulére Verteilung der SAP untersucht werden, um
daran anschlief3end mogliche Signalsequenzen zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Antikorper

1) Anti-Human-PSD-95, monoklona aus Maus, Biomol, Hamburg

2) Anti-Rat-Chapsyn110, polyklona aus Kaninchen, Alomone Labs, Jerusalem

3) Anti-Mouse-SAP102, polyklonal aus Kaninchen, Alomone Labs, Jerusalem

4) Anti-Rat-SAP90  polyklonal aus Kaninchen aus dem Labor Craig Garner, ZMNH
Hamburg, (Kistner et al., 1993)

5) Cy3+ Cy2 gegen Maus, Cy3 + Cy2 gegen Kaninchen, polyklonal, Jackson Immuno
Research

2.1.2 DNA-Banken
cDNA-Bank: Clontech, Vektor: | gt11

Die Bank wurde mit random Primern von poly-A* -RNA aus Gehirn vom adulten Huhn
hergestellt. Die cDNA des Huhns wurde Uber eine Eco RI Schnittstelle in das
Phagengenom integriert.

genomische DNA-Bank: Clontech CL1012j, aus Leber vom adulten Huhn, Vektor:
EMBL3 SP6/T7

2.1.3 Expressionsvektoren

Es wurden die Expressionsvektoren pEGFP-N3 und pEGFP-C1 von Clontech verwendet,
die das Reportergen EGFP (enhanced green fluorescent protein) enthalten. In die multiple
cloning site wurde die codierende Region von SAP90 und SAP97 kloniert. Bel der
Trandation entstehen Fusionsproteine aus SAP und EGFP. Bel dem Plasmid pEGFP-N3
liegt das SAP vor dem EGFP (am Aminoterminus), bei pEGFP-C1 liegt das SAP hinter
dem EGFP (am Carboxyterminus). Die Plasmide enthalten einen CMV-Promotor (aus dem
Cytomegalovierus).
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2.1.4 Vektoren zur DNA-Klonierung

Blueskript K™ von Stratagene
p-Gem von Promega
Topo zero bunt Vector von Invitrogen

2.1.5 Primer fur PCR

In einigen Féllen wurden zwei PCR-Reaktionen hintereinander durchgeftihrt. Die dahinter
angegebene Numerierung gibt an, bei welchem der in Abb. 7 dargestellten cDNA-Klone,
die Primer eingesetzt wurden. Die Primer wurden mit Buchstaben von A bis O benannt,
die in der nachfolgenden Tabelle fett gedruckt sind. Die Lage der Primer ist in Abb. 7 und
Abb. 9 unter den selben Buchstaben gekennzeichnet. Der 3"Primer von Klon 8 entspricht
einem Seguenzabschnitt aus der Ratte. Der 3"Primer von Klon 10 + 11 liegt in der 3'UTR
von SAPO0/SAP97.

Fur die Amplifikation von cDNA wurden die folgenden Primer verwendet.:

1. Reaktion A 5Primer ATAATTTCTGTAAATGGAGTTGACC Klon Nr. 8
B 3'Primer CTGGGACCCAGATGTAAGGACC

2.Reaktion C 5Primer CAACAGCTTTGAAGAATGCAGGCC
B 3'Primer wiel

1. Reaktion D 5Primer GAACACTTCACAGCTATTATCC Klon Nr. 9
E 3'Primer GAATTCATTTTTTTTTTTTTTTI

2.Reaktion F 5Primer ATTATCCAAGGAGACACACTGG
E 3'Primer wiel

1. Reaktion A 5Primer ATAATTTCTGTAAATGGAGTTGACC Klon Nr.10 +11
H 3'Primer CTAGAGGCAGGCTCCACTGGAAGGGC

2.Reaktion C 5Primer CAACAGCTTTGAAGAATGCAGGCC
H 3'Primer wiel

1. Reaktion J 5Primer ACTTCTCCAGCCTTCCGAGCACAAC Klon Nr.12
K 3'Primer AGATGTAAGGCCCAGATTCTTCC (SAP97)

1. Reaktion L 5Primer ATGCTGAAACAATGGATTGTTTATGC  Klon Nr.13
K 3'Primer AGATGTAAGGCCCAGATTCTTCC (SAP90)
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1. Reaktion N 5Primer CTATATCACCAAGATCATTGAAGG SAP102
O 3Primer CATCATCTGCTCTCTCAAGTCGTGG

Far die Amplifikation genomischer DNA wurden die folgenden Primer verwendet. Es sind
nur die Primer aufgefiihrt, die zur Synthese des erwarteten PCR-Produktes gefiihrt haben.
Die Primer sind mit den in fett gedruckten Zahlen benannt worden, ihre relative Lageist in
Abb. 13 dargestellt.

1. Reaktion 1.1  5Primer ACTTCTCCAGCCTTCCG
2.1 3"Primer TGGTCGTCACAATGCATAAACAATCC
2.Reaktion 1.2 5 Primer CTTCCGAGCACAACAGTGACATCAG
2.2 3"Primer CAGCATAGCAGGTATTTTCCCAAA

2.1.6 Primer fur die Sequenzierung genomischer DNA-Klone

5 Primer AGAAATACCGCTATCAGG
3" Primer GTTTGCCTTTACTGGCG

Die Primer binden in Exon 3. Es sind nur die Primer aufgeftihrt, mit denen eine
Sequenzierung der DNA erfolgreich war.

2.1.7 Oligonukleotidefir in situ Hybridisierung

SAP90 antisense :

TGG TCG TCA CAATGC ATA AAC AAT CCATTG TTT CAG CAT AGC AGG

SAP97 antisense :

ACA CTT GGG CTAAGG CTG CTT GGC AGT GTT TCT GAT GTC ACT GTT
SAP90 sense :

CCT GCT ATG CTG AAACAATGG ATT GTT TAT GCATTG TGA CGA CCA

SAP97 sense :

AAC AGT GAC ATC AGA AAC ACT GCC AAG CAG CCT TAG CCC AAG TGT
Chapsyn110 antisense :

TCT TCT AAATAT TCT CCC GTC GTA ATC AGG GTG CAG TGG CTA AT
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2.1.8 radioaktive Nukleotide
¥pdCTP  Amersham Pharmacia, 3000Ci/mol

BSdATP  NEN Life Science Products, 12,5 mCi/ml, 1250 Ci/mmol

219 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden von den folgenden Firmen bezogen und geméafd den

Herstellerangaben eingesetzt.

Restriktionsenzyme: Life Technologies, New England Biolabs, Roche (Boehringer
Mannheim), MBI Fermentas

Tag-Polymerase und Pfu-Polymerase: Promega

Advatage Genomic Polamerase-Mix von Clontech

Terminale Transferase: Promega

T4-Ligase: Life Technologies

2.2 Methoden

2.2.1 Durchmusterung einer cDNA-Bank
Zur ldentifizierung von SAP cDNA-Klonen des Huhns wurde eine cDNA-Bank
durchmustert.

2211 Ausplattieren der | -Phagen und Herstellung von Filterabziigen

Zur Anzucht der | -Phagen wurde die Bakterienstdmme C600 und K802 verwendet
(http://www.neb.com) Die Phagen wurden in einer Dichte von 50000 Pfu/Platte (in
Petrischalen AE12 cm) auf LB-Agar ausplattiert (Sambrook et al., 1989) und Uber Nacht bel
37°C inkubiert. Nach Abkuhlen der Platten Uber mindestens 2h bel 4°C wurden Abziige
auf Nitrocellulosefiltern (Amersham Pharmacia bzw. Schleicher & Schill) hergestellt. Die
Position der Filter auf den Agarplatten wurde durch Nadeleinstiche markiert. Die Filter
wurden fir 5 minin 02 M NaOH / 15M NaCl denaturiert, danach 5 min in 0,4 M Tris,
pH7,6 / 2x SSC neutralisiert, und 1x kurz in 1x SSC / 0,1% SDS gewaschen (Sambrook et
al., 1989). Anschlief3end wurde die DNA durch backen der Filter bei 80°C fir eine Stunde
oder durch UV-Crosslinking an die Filter gebunden.
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2212 Herstelung einer cDNA Sonde

Von cDNA-Fragmenten von 150 bis 600 Basenpaaren Lange wurden mittels des Prime it
1-Kits von Stratagene *?P-markierte DNA Abschriften hergestellt. P** markiertes dCTP
wurde von der Firma Amersham Pharmacia bezogen. Nach der Synthese wurden die
Sonden Uber Mikrospin G-25 Saulen (Amersham Pharmacia Biotech) von freien
Nukleotiden getrennt.

2213  Préahybridiserung und Hybridisierung

Zur Abséttigung unspezifischer DNA-Bindungsstellen wurden die Filter fur 1 h bel 60°C
in Hybridisierungspuffer (50 mM Pipes, pH 6,5/ 100 mM NaCl / 50 mM Na-PO4, pH 7,0/
5% SDS) mit durch Aufkochen denaturierter Heringsspermien-DNA (100 pg/ml)
préhybridisiert. Die Sonden wurden durch 5 minutiges Kochen denaturiert und zu der
Préhybridisierungsldsung zugegeben. Die Hybridisierung der Filter erfolgte Gber Nacht bel
60°C. Die Filter wurden bei 60°C in Waschpuffer (1x SSC / 0,1% SDS) funf mal fur 20

min gewaschen.

2.2.1.4  Autoradiografie und Isolierung einzelner Phagenkolonien

Nachdem die Filter in Frischhaltefolie verpackt wurden, wurde ein Rontgenfilm (Kodak,
X-Omat AR) aufgelegt und dieser, je nach Strahlungsintensitét der Filter, fir eine Nacht
oder Uber mehrere Tage in einer Filmkassette mit Vertarkerfolie exponiert. Der Film wurde
in einer Protec Entwicklermaschine entwickelt. Die auf dem Film sichtbaren Signale
wurden den entsprechenden Stellen auf den Agarplatten zugeordnet und mit einer
Pasteurpipette ausgestochen. Die Phagen wurden in 1 ml SM-Puffer (10 mM Tris, pH 7.4/
10mM CaCl, / 10mM MgCl, / 100mM NaCl / 0,1% Gelatine) 1 h lang bel
Raumtemperatur eluiert. Dann wurden die Phagen in geringerer Dichte (1 pl des 1:1000
verdinnten Eluats) auf Kkleineren Platten (£ 6 cm) erneut ausplattiert. Nach
Filterhybridisierung wurden wiederum die auf dem Film markierten Stellen aus den Platten
ausgestochen. Dies wurde wiederholt bis einzelne Plaques isoliert werden konnten, die nur
einen Phagenklon enthielten.

2215 Préparation der Phagen-DNA

Die isolierten Phagen wurden in einer Dichte von 50000 Pfu/Platte auf je einer grofien
Platte ausplattiert. Um die Phagen abzuschwemmen wurde 10 ml SM-Puffer auf die
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Platten gegeben und diese Uber 2h bel 4°C geschwenkt. Die Lésung wurde abgesaugt und
fir 20 min bei 5000 rpm im SS34-Rotor (Beckmann) zentrifugiert. Zum Uberstand wurde
DNAse | und RNAse A auf eine Endkonzentration von 1 pg/ml zugegeben. Die Ldsung
wurde bei 37°C 30 min stehen gelassen. Anschlief3end wurden die Phagen bei 30000 rpm
(SW41 Ti—Rotor, Beckman L7 Ultrazentrifuge) Uber 30 min zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 0,5 ml SM-Puffer aufgenommen. Zur Lyse der Phagen wurde 5 pl 0,5 M EDTA
(pH 8) + 5 pl 10 % SDS zugegeben und 15 min bel 68°C inkubiert. Danach wurde 1x mit
Phenol, 1x mit Phenol/Chloroform/lsoamylakohol (im Verhdtnis 25:24:1) und 1x mit
Chloroform extrahiert. Schliefdich wurde die DNA mit 0,7 Vol. Isopropanol gefdlt und in
200 ul TE-Puffer oder Wasser aufgenommen.

2.2.1.6  Subklonierung der cDNA-Fragmentein Bluescript

Die cDNA wurde durch Restriktion mit EcoR | aus dem Phagengenom herausgeschnitten
und durch Gelelektrophorese in einem 1% Agarose-Gel von der Phagen-DNA getrennt.
Die Insert-Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des Quiaex—
Kit von Quiagen aus der Agarose extrahiert. Anschlief3end wurde das Fragment mit T4
Ligase Uber die EcoR | Schnittstelle in das Plasmid Bluescript SK ligiert. Die Ligation
erfolgte Uber Nacht bel 12°C. Mit 1 pl aus dem Ligationsansatz (10 pl) wurden
kompetente Bakterien vom Stamm XL1 Blue der Firma Stratagene transformiert und diese

auf ampicilinhaltigen Agarplatten ausgestrichen.

2.2.1.7 Blau-weil3-Selektion (alpha-K omplementation)

Bevor die transformierten Bakterien ausgestrichen wurden, wurden die Agarplatten mit je
40 pl, (20 mg/ml) X-Gal (Bromo-4-chloro-3-indoyl-3-D-galactopyranosid von Gerbu) und
je 4 ul, (200 mg/ml) IPTG (Isopropyl 3-D thiogalactopyranosid von Biomol) bestrichen.
IPTG induziert die Expression des 3-Galactosidase-Gens. X-Gal dient als Substrat fur die
>-Galaktosidase. Die Bakterien enthalten ein mutiertes (komplementierbares) lacZ-Gen,
bei dem ein Tell der aminoterminalen Sequenz deletiert wurde. Die gebildeten (3
Galaktosidase-Untereinheiten  kdnnen dadurch nicht zu Tetrameren assoziieren und
besitzen daher keine Enzymaktivitét. In dem Plasmid ist die Sequenz fur dieses
aminoterminale Fragment der 3-Galaktosidase, das ,alpha Polypeptid“ enthalten. Durch
die Bildung dieses Peptids wird die Enzymaktivitét wieder hergestellt. Bakterien, die ein
Plasmid aufgenommen haben, kénnen daher X-Gal enzymatisch spalten wobei ein blauer

Farbstoff entsteht. Bel Insertion eines DNA-Stiickes in die cloning site des Plasmids, wird
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in den meisten Fallen der Leserahmen verschoben, so dal3 das apha-Peptid nicht mehr
trandatiert werden kann. In diesem Fall kann im Bakterium keine aktive 3-Galactosidase
gebildet werden und die Bakterienkolonie bleibt ungefarbt. Mit je einer der weil3en
Kolonien wurden 2 ml ampicilinhaltige Flussigkulturen angeimpft (100 pg/ml Ampicilin
in LB-Medium, (Sambrook et al., 1989) ).

2.2.1.8  Plasmid Minipraparationen

Die Isolierung der DNA aus den Fissigkulturen erfolgte mit Hilfe des QlAprep Spin
Miniprap-Kits von Quiagen. Die DNA wurde fur eine Stunde mit EcoR | (Sambrook et
a., 1989) verdaut und im 1%igen Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Minipraps, die ein Insert der richtigen Grof3e enthielten wurden im Sequenzierlabor des
Instituts  fur  Zellbiochemie und  klinische  Neurobiologie mittels eines
Sequenzierungsautomaten ABI Prism 377 (Perkin Elmer) sequenziert. Dazu wurden
Primer verwendet, die an die M 13, T3- und T7-Promotoren des Plasmids hybridisieren.

2.2.1.9 Auswertung der Sequenzen

Die Sequenzen wurden Uber Blast Search mit Sequenzen der NCBI-Datenbank (National
Center for Biotechnology Information) verglichen und aufgrund ihrer Ubereinstimmung
mit bekannten Genen klassifiziert. Auf die Datenbank wurde Uber die Internet-Adresse
http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/ zugegriffen.

2.2.2 Bestimmung der cDNA-Sequenz durch PCR

Einige Sequenzabschnitte der cDNA wurden durch Amplifikation dieser Teilstlicke mittels
PCR bestimmt. Als Template wurde cDNA eingesetzt, die durch reverse Transkription aus
RNA hergestellt wurde. Dazu wurde RNA aus dem Gehirn des Huhns verwendet. Die
reverse Transkription wurde nach Angaben des Herstellers mit Superscript™ Il von Life
Technologies durchgefuhrt. Die Oligonukleotide die als Primer verwendet wurden, wurden
uber Micropin™ G-25 Columns von Amersham Pharmacia Biotech aufgereinigt. Es
wurden jeweils zwei PCR-Reaktionen nacheinander mit zwel hintereinander liegenden
Primern durchgefihrt, wobei der zweite Primer 20 — 60 Basen weiter in 3° Richtung des
amplifizierten DNA-Stranges lag. In den Féllen, in denen schon nach der ersten PCR-
Reaktion eine deutliche und scharfe Bande zu sehen war, habe ich auf den zweiten
Durchgang verzichtet.
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Reaktionsbedingungen der PCR:
94° C 1,5 min Denaturierung
94° C 30 sec. Denaturierung
55°-64°C 30 sec. Primeranlagerung } 40 Zyklen
72°C 2 min Polymerisation
72°C 7 min Verlangerung unvollstandiger PCR-Produkte

Es wurde sowohl nur Tag-Polymerase verwendet, wie auch ein Gemisch aus Tagq und Pfu-
Polymerase (Promega). Es wurde jeweils der vom Hersteller mitgelieferte Puffer
verwendet. Aullerdem wurde 2 mM MgCl,, 100 pM dNTP und je 20 pmol Primer
eingesetzt. Der PCR-Ansatz wurde im Agarose-Gel (0,8-1%) aufgetrennt, die gewtinschte
Bande ausgeschnitten und die DNA mit Quiaex von Quiagen extrahiert.

2221  Addition von einzelstrangigen Adenin-Enden an blunt-end PCR-Produkte

Um blunt-end PCR-Produkte in den Vektor p-Gem zu klonieren, wurde ein ungepaartes
Adenin an das doppelstrangige 3'Ende angehangt. Zu dem aufgereinigten PCR-Produkt
wurde Tag Polymerase-Puffer, 0,5 Units Tag-Polymerase und 100 uM dATP, zugegeben
und 10 min bei 72°C inkubiert. Anschlief3end wurde einma mit Phenol / Chloroform /
Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert, die DNA mit /10 Vol. 3 M Natriumacetat und 2
fachem Vol. Ethanol gefdlt und in TE-Puffer oder direkt im Ligationsansatz

aufgenommen.

2222  Subklonierung der PCR-Produktein p-Gem

Die PCR-Produkte wurden in den p-Gem-T Vektor von Promega inseriert. Mit dem
Ligationsansatz wurden JM109 kompetente Bakterien von Promega oder XL1-Blue
kompetente Bakterien von Stratagene transformiert. Die Bakterien sind unter blau-weif3-
Selektion auf ampicilinhaltigen Agarplatten (100 pg/ml Endkonzentration) gewachsen.
Von den weil3en Kolonien wurden Plasmid Minipraparationen gemacht. Die DNA wurde
mit Nco | und Ns | oder mit Apa | und Spe | verdaut und die gewiinschten Klone
sequenziert. Zur Sequenzierung wurden Primer verwendet, die an die M13 forward und
reverse Promotorregion des Vektors binden.
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2.2.3 Analyse der Genstruktur von SAP97/SAP90

2231 Durchmusterung einer genomischen DNA-Bank

Um die Exon-Intron-Grenzen zu analysieren, wurde eine genomische DNA-Bank
durchmustert. Die Isolierung der genomischen SAP-Klone und die Markierung der Sonden
erfolgte wie fur die cDNA-Klone unter Punkt 2.1.1.2 - 2.1.1.4 beschrieben.

2.2.3.2 Préparation der Phagen-DNA ausder genomischen DNA-Bank

Die genomische DNA wurde aus den Phagen Uber Saulenpréparation isoliert. Zur
Herstellung der Saulen wurden 10ml Plastikspritzen mit Glaswolle abgedichtet und mit 4
ml DE52 Saulenmaterial (Wahlmann), das in 10 mM TrissHCI (pH 8) gel6st ist, gefllt.
Das Saulenmaterial wurde dann mit 10 ml SM-Puffer gespiilt. Die Phagensuspension
wurde auf die Saule gegeben und das Eluat aufgefangen. Pro 5 ml Eluat wurden 0,6 ml 5
M NaCl und 3,5 ml Isopropanol (0,7 Vol.) zugegeben. Dieses wurde gemischt und 1 h im
Eisbad inkubiert. Anschlief3end wurden die Phagen durch Zentrifugieren bei 10000 rpm
(HB4-Rotor) fur 10 min pelletiert. Das Pellet wurde in 0,5 ml SM-Puffer gelost. Dazu
wurde 10 pl frisch angesetzte Proteinase K (10 mg/ml) und 20 pl 10% SDS gegeben und
20 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von /10 Vol. 5 M K-Acetatl6sung, 20 minGtiger
Inkubation bei 88°C und anschlief3end 5 mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Proteine
geféllt. Diese wurden bel 4000 rpm Uber 15 min pelletiert (Eppendorf Kihl-
Tischzentrifuge 5402 ). Aus dem Uberstand wurde durch Zugabe von 0,6 ml |sopropanol
und vorsichtiges Mischen die DNA geféllt, die dabel als graue Wolke sichtbar wurde. Sie
wurde mit einem aus einer Glaspipette gefertigten Glashakchen aufgewickelt, durch
Eintauchen in 70% Ethanol zweimal gewaschen, kurz getrocknet und schliefdich in 150 pl
H,O gelost. Die so gewonnene DNA wurde direkt zur Sequenzierung verwendet. Dabel
wurden aus der SAP-cDNA abgeleitete Primer eingesetzt (2.1.6).

2.2.33 PCR mit genomischer DNA

Zur Analyse der Genstruktur wurde PCR mit genomischer DNA durchgefiihrt. Dazu wurde
der Advantage Genomic Polymerase-Mix von Clontech verwendet. Die genomische DNA
wurde ebenfalls von Clontech bezogen. Die PCR-Bedingungen wurden nach Angaben des
Herstellers gewahlt und empirisch optimiert. Es wurden 0,5 pg/pl DNA eingesetzt und die
folgenden Reaktionsbedingungen gewahlt.
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94° C 1,5 min Denaturierung

94° C 15 sec Denaturierung

64° C 5 min Primeranlagerung } 35 Zyklen

68° C 25 min Polymerisation

68° C 25 min Vervollstandigung unfertiger PCR-Produkte

Nach dem ersten Durchgang wurden 2 pl vom PCR-Ansatz (100 pl) als Template fur die
zweite PCR eingesetzt. Dabei wurden zwei Primer verwendet, die auf den amplifizierten
DNA-Strangen weiter stromabwaérts binden, um so die Spezifitat der Produkte zu erhohen.
Die Reaktionsbedingungen der zweiten Reaktion waren identisch.

2.2.3.4  Subklonierung der PCR-Produkte

Die sehr langen PCR-Produkte wurden unter Verwendung des Topo zero blunt Kit von
Invitrogen in den Topo cloning Vector kloniert. Mit dem Plasmid wurden die
mitgelieferten Top 10 chemisch kompetenten Bakterien transformiert. Diese wurden auf
kanamycinhaltigen und mit X-Gal und IPTG bestrichenen (wie unter 2.2.1.7) LB-
Agarplatten ausplattiert. Von den weil3en Kolonien wurden kanamycinhaltige (10 pg/ml) 2
ml Flussigkulturen und Plasmid-Minipréparationen gemacht. Die DNA wurde mit den
PCR-Primern sequenziert.

2.2.4 Analyse der Genexpression durch in situ Hybridisierung

Die Verteilung der SAP-mRNA im Huhn wurde durch radioaktive in situ Hybridisierung
an Gehirnen von P1-Kiken (postnataler Tag 1) untersucht. Die Kiken wurden vom
Leibniz-Institut fir Neurobiologie in Magdeburg bezogen. Die Aufzucht und Praparation
wurde von Jorg Bock in der Arbeitsgruppe von Dr. Katharina Braun durchgefiihrt. Nach
der Préparation wurden die Gehirne sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
minus 80°C aufbewahrt.

2241 Herstelungvon Gefrierschnitten

Die Gehirne wurden mit einem JUNG CM 3000 Kryostaten (von Leika) bei —18°C in 12
pm dicke Scheiben geschnitten und auf Super Frost plus Objekttréger der Firma Menzel
Ubertragen. Die hintereinander liegenden Schnitte wurden auf acht Objekttréger verteilt,
wobel auf jeden Objekttréger 6-7 Schnitte plaziert wurden. Anschlief3end wurden sie sofort
fixiert oder bei —80°C tiefgefroren und nach maximal 2 Tagen fixiert.
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Fixierung der Schnitte:

5 min in 4% Paraformaldehyd auf Eis

5 minin 3x PBS bel Raumtemperatur

5 minin 1x PBS bel Raumtemperatur

5 minin 1x PBS bel Raumtemperatur

5 min in 70% Ethanol bei Raumtemperatur

5 min in 90% Ethanol bei Raumtemperatur

5 min in absolutem Ethanol bei Raumtemperatur
30 min Lufttrocknen bei Raumtemperatur

Anschlief3end kénnen die Schnitte fir mehrere Wochen bel —70°C gelagert werden.

2242 Herstellung der Sonden

Die Oligonukleotide wurden durch Anhangen eines radioaktiven poly-A-Schwanzes
(tailing) mittels **S dATP radioaktiv markiert. **S dATP stammte von NEN Life Science
Products. Fur die Polyaddenylierung wurde Terminale Transferase von Promega mit dem
dazugehorenden Puffer verwendet. Die Herstellung der Sonden, Puffer, Fixierungs- und
Waschbader erfolgte mit RNAse freiem Wasser. Dieses wurde durch Behandlung mit
DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat, Sigma) hergestellt.

Es wurden folgende Komponenten zusammengemischt (20 pl):

11,4l H,0

4ul 5x Puffer

2 ul Oligonukleaotid 15 ng/pl (3 pmol)
1,6 ul *SdATP

1 pl Terminale Transferase (20ug/pl)

Die Reaktion wurde 1 h bel 32°C im Wasserbad inkubiert. Anschlief3end wurden folgende
L 6sungen zugegeben.

30 ul HO

1 pl tRNA (500 pg/ml)

1 pl Glykogenl6sung (Roche)

5ul 3M Na-Acetat pH 5.6
137 pl 100% Ethanol eiskalt

Die Oligonukleotide wurden fir eine Stunde bel —70°C oder Uber Nacht bei —20°C gefdllt.
Dann wurden sie 30 min bei 4°C und 14000 rpm in der Eppendorf-Zentrifuge (5402)
pelletiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und kurz in der Speed Vac
getrocknet. Die Sonden wurden in 30 pl H,O aufgenommen. Je 1 ul der Sonde wurde in 3
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ml Hionic Scintilations-Cocktail im Liquid Scintilation Counter (Wallac 1409) gemessen.

Die fertigen Sonden kdnnen bei -80°C aufbewahrt werden.

2243 Hybridiserung

Direkt vor der Hybridisierung wurde die Sonde im Hybridisierungspuffer gelést und
grundlich vermischt [10 mM Hepes pH 7,5/ 600 mM NaCl / 100 mM DTT /1 mM EDTA
pH 7,5/ 10 % Dextransulfat / 1x Denhardts / 100 pg/ml Heringsspermien-DNA (vorher 5
kochen) / 0,1 pg/pl Poly A Losung / 50 % Formamid (zuletzt zugeben)]. Die
Konzentration wurde auf 250000 Cpm pro 200 pl Puffer eingestellt. Auf jedem
Objekttréger wurden 200 pl Hybridisierungspuffer verteilt und mit Parafilm abgedeckt.
Die Hybridisierung erfolgte tber Nacht bel 37°C in einer mit 50 % Formamid befeuchtet
Kammer. Die Objekttrager wurden in 1x SSC/ 0,004 M DTT gewaschen. Dazu wurden sie
erst bei Raumtemperatur kurz gespilt, dann zweima 30 min bei 55°C gewaschen und
anschlief3end noch einmal kurz bei Raumtemperatur gespilt. Danach wurden sie 1 min in

75 % Ethanol und 1 min in absolutem Ethanol gewaschen und getrocknet.

2244  Autoradiografie

Die Objekttrager wurden in eine Rontgenfilmkassette gelegt und mit Tesafilm festgeklebt.
Es wurde ein hochauflésender Rontgenfilm (Biomax MR von Kodak) aufgelegt und tber
12 Tage exponiert. Die Autoradiogramme wurden mit einer Schwarzwel(3-Videokamera
aufgenommen und mit dem Programm NIH IMAGE 1.6 digital gespeichert. Zur
Charakteriserung der Gehirnbereiche wurde der Bildatlas von (Kuenzel, 1988)
hinzugezogen.

2.2.5 Abhangigkeit der Expressionsstérke von Pragung

2251 Prégungder Kuken

Die akustische Prdgung der Kiken wurde von Jorg Bock im Leibniz-Institut fir
Neurobiologie in Magdeburg durchgefihrt.



Material & Methoden 21

Versuchsaufbau
Pragunas-Reiz Diskriminierungs-
gung Reiz
1] 400 Hz 700 Hz ZD»

Abb. 5 Darstellung der Versuchsanlage zur akustischen Pragung

Die Prozedur ist bei (Bock, 1997) beschrieben. Das Kiken wird in der Mitte der
Versuchsanlage hinter einem kleinen Gitter gehalten. Nach beiden Seiten fihren im
rechten Winkel zueinander zwei Gange zu einem Kaé&stchen. Im linken sitzt eine
ausgestopfte Henne auf einem Heizkissen. Diese ist von dem Kiken nicht zu sehen. Von
der linken Seite aus wird periodisch der Ruf einer Henne abgespielt, ein Ton von etwa 400
Hz. Dann wird das Gitter getffnet. Das Kiken lauft nach links, sieht die Henne und kann
sich an ihr warmen. Dies wird Uber 30 min einige Male wiederholt. Danach wurden die
Tiere direkt getttet. Die Kontrolltiere wurden in einem abgedunkelten Raum mit leisen
diffusen Hintergrundgerauschen gehalten und ungeféhr zum selben Zeitpunkt getotet.

Die Versuche wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten nach dem Schilipfen
durchgefiihrt. Es wurden jeweils drei Tiere nach 30 min, 5 Stunden und 10 Stunden
gepragt. Mit den Kontrolltieren zusammen wurden insgesamt 18 Gehirne untersucht. Der
Pragungserfolg dieser Methode wurde in vorherigen Versuchen durch Tests nachgewiesen.
Die Tests wurden einen Tag nach der Prdgung durchgefihrt. Dabei wurden die Kiken
wiederum in die Apparatur gesetzt und abwechselnd von einer Seite mit dem Prégungston
und von der anderen Seite mit einem anderen Ton beschallt (700 Hz). Nachdem sie befreit
wurden, liefen sie jeweils in Richtung des Prégungsreizes. Die Seite von der der

Prégungston kommt, wurde mehrfach gewechselt.
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2.25.2 Bestimmung der relativen Genexpression

Die Autoradiogramme wurden mit NIH IMAGE aufgenommen und gespeichert. Die zu
untersuchende Gehirnregion wurde auf dem Bildschirm umrandet und gemessen. Das
Programm gibt den mittleren Grauwert des markierten Bereichs an, was den
Schwéarzungsgrad des Films wiedergibt. Aus 4 — 9 hintereinander folgenden Schnitten
wurde der Mittelwert bestimmt. Die Mef3werte wurden durch den mittleren
Hintergrundwert geteilt, um relative Werte zu bilden. Es wurde jeweils die linke und die
rechte Seite einer Gehirnregion separat analysiert. Bei einer eindeutigen Tendenz, aso
wenn ale Werte der gepragten Tieren hoher (oder niedriger) als bei den ungeprégten
Tieren waren, wurde zur Uberpriifung Signifikanz ein Men Whitney U-Test durchgefiihrt.

2.2.6 Western Blot

2.2.6.1 Herstellung von Proteinextrakt aus Gehirn

Fur den Western Blot wurden Proteinextrakte aus Kikengehirn und aus Rattengehirn
hergestellt. Zu je einem Gramm Gehirn wurden 2 ml Homogenisierungspuffer gegeben (25
mM Tris pH84/1 mM MgCl, /1 mM ZnCl,/ 0,3 M Sucrose / 1 Tablette
Proteaseinhibitorcocktail, Roche). Das Gewebe wurde in einem Hand-Homogenisator
zerkleinert. Durch 10 mindtiges Zentrifugien bei 14000 rpm und 4°C in einer Eppendorf
Kuhlzentrifuge wurden groRRe Zellbestandteile pelletiert. Der Uberstand wurde als grobe
Proteinfraktion  verwendet. Der Proteingehalt wurde mit dem  Bradfort-
Proteinbestimmungs-Kit von Bio-Rad bestimmit.

2.2.6.2 SDS Gelelektrophorese und Blotverfahren

Die Proteine wurden in einem 10 % igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurde
jeweils ein Langenstandard, 15 pg Huhnerprotein und 15 pg Rattenprotein nebeneinander
aufgetragen. Als Langenstandard diente der Rainbow-Marker von Amersham Pharmacia
In jede Tasche wurde ein Probenvolumen von 15 pl aufgetragen in dem die ProteinlGsung
und 3 pl 5x Lemmli-Puffer enthalten waren. Die Elektrophorese erfolgte mit 200 V in
einer Bio-Rad Elektrophoresekammer (Sambrook et al., 1989). Anschlieffend wurde das
Gel herausgenommen, eine mit Blotpuffer befeuchtete PV DF-Membran (Immobilion™ P,
Millipore) aufgelegt und beides in eine Blotapparatur (Bio-Rad) eingespannt. Darin
wurden die Proteine tiber 1 h 15 min bei 100 V auf die Membran transferiert.
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Elektrophoresepuffer: 5 x Lemmli-Puffer: Blotpuffer:

25mM Tris 250 mM Tris pH6,8 47 mM Tris

250 mM Glycin pH8,3 05MDTT 38 mM Glycin

0,1 % SDS 0,1 % SDS 0,03 % SDS
0,5 % Bromphenolblau 20 % Methanol
1 % Glycerol

2.2.6.3  Inkubation der Antikorper

Direkt nach dem Blotten wurde die Membran 1 h in Block-Puffer (5 % Magermilchpulver
inTBST) (TBST: 20 mM TrispH 7,6/ 137 mM NaCl / 0,1 % Tween 20) geschwenkt, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Der erste Antikorper wurde
1:2000 in 50 % TBS / 50% Block-Puffer verdinnt (TBS: 20 mM Tris pH 7,6 / 137 mM
NaCl). In dieser Lésung wurde die Membran tber Nacht bei 4°C geschwenkt. Danach
wurde sie 5 x fur 12 min (mindestens 1 h) in TBST gewaschen. Der 2. AntikOrper wurde
ebenfalls 1:2000 verdinnt. Er ist im Western-blot-Detektionskit enthalten. Die Inkubation
erfolgte 2 h bei Raumtemperatur. Danach wurde wiederum 5 x 12 min mit TBST

gewaschen.

2.2.6.4  Detektion der Antikorper durch Chemolumineszens

Die Detektion der Antikorper erfolgte mit Hilfe des ECL-Kits (Western-blot-Detektionskit)
von Amersham Pharmacia. An den 2. Antikorper ist Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Im
Dunkeln wird das Detektionsreagenz, in dem Luminol und ein enhancer enthalten sind, auf
die Membran gegeben. Das Luminol wird von der Peroxidase am Antikorper oxidiert und
es erfolgt eine Lichtemission. Dann wird in einer Rontgenkassette schnell ein Rontgenfilm
auf die Membran gelegt und die Kassette verschlossen. Nach 1-5 min wird der Film
entwickelt. Die Proteine, an die Antikdrper gebunden sind, sind als schwarze Banden auf
dem Film sichtbar.

2.2.7 Zellkultur und Transfektion

In  kultivierten Neuronen von Ratten wurde die subzelluldre Verteillung
Synapsenassoziierter Proteine untersucht. Neurone wachsen und differenzieren in Kultur
nur in Anwesenheit von Gliazellen, da diese das Medium fir die Neuronen konditionieren.
Daher muldte 14 Tage vor der Neuronenkultur eine Gliakultur angelegt werden. Die Zellen
wurden von Embryonen am Tag 20 nach der Befruchtung (1 Tag vor der Geburt)
entnommen. Die Methode ist bei (Goslin und Banker, 1991) beschrieben. Alle Werkzeuge
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und Losungen wurden vorher sterilisiert. Die Ratten stammen aus der Tierzucht des
Universitdts-Krankenhauses Hamburg-Eppendorf (Stamm Wistar).

2.2.7.1  Kultivierung von Gliazellen

Von zwei bis vier Embryonen wurden die Cortex-Hemisphéaren frei prépariert und in
HBSS gesammelt (Hanks buffered salt solution ohne Ca?+ und Mg+ , Life Technologies
Nr.14180 und 10 MM Hepes pH 7-7,2). Dann wurden die Hirnhaute grundlich entfernt und
das Gewebe in kleine Stiickchen zerteilt. Danach wurde das Gewebe in ein 50 ml Greiner
Rohrchen Gberfihrt und mit HBSS auf 12 ml aufgefillt. Es wurde 1,5 ml 2,5 % Trypsin
(Life Technologies) und 1,5 ml 1 % DNAse | (Roche) zugegeben. Dann wurde alles bel 37
°C 15 — 20 min langsam geschittelt, wobei sich die Zellen voneinander |6sten. Das
Rohrchen wurde 5 min aufrecht gestellt um Zellklumpen sedimentieren zu lassen. Der
Uberstand mit der darin enthaltenen Gliazellen wurde abgesaugt. Die Zellklumpen wurden
erneut mit HBSS, Trypsin und DNAse | geschittelt und sedimentiert um noch mehr
Gliazellen aus dem Gewebe zu losen. AnschlieRen wurden die Uberstande, im Verhdltnis
1:1 mit Gliamedium gemischt. Bei 1000 rpm (170 x g) wurden die Gliazellen 5 min lang
zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in ca. %2 Vol. Gliamedium resuspendiert. Die Zellen
wurden gezéhlt und auf eine Dichte von 72000 Zellen pro ml verdinnt. Davon wurde je 1
ml pro Loch in eine 12 Loch-Kulturschale (Costar) ausplattiert (= 200 Z./mm?). Die Zellen
wurden bei 37°C und 5 % CO, im Brutschrank kultiviert. Um die Zellen mit Nahrstoffen
zu versorgen, wurde das Medium alle 3 — 4 Tage erneuert. Nach ca. 14 Tagen war der
Boden der Schalen konfluent bewachsen und die Zellen wurden fur die Neuronenkultur

verwendet.

Gliamedium:

MEM (Minimal Essential Medium, Life Technologies)
0,6 % Glucose

10 % Pferdeserum (Biother)

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Alle Medien und L 6sungen wurden vor der Verwendung steril filtriert.
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2.2.7.2  Kultivierung von Hippocampusneur onen

Die Neuronen wurden auf der Unterseite von Deckglaschen kultiviert, die durch

Wachsfiiichen gehalten, in einem Abstand von ca.3 mm Uber der Gliazellschicht liegen.

WachsfuRRchen
[ )
Neuronen
Gliazellen [ [)

Abb. 6 Versuchsanordnung zu Kultivierung von Neuronen

Die Deckgléaser ( rund, £ 18mm, Frank) wurden vor der Verwendung fur 18 — 36 Stunden
in rauchender Salpetersdure geschittelt, dann 6 mal Uber 3 h mit Wasser gewaschen,
getrocknet und bei 200°C (8 h) sterilisiert. Spétestens zwei Tage vor der Préparation
wurden auf den Rand jedes Deckglaschens drei Wachsfil3chen aus Paraffin gesetzt und
diese Uber Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt. Einen Tag vor der Pr8paration wurden die
Deckglaser mit den Wachsfichen nach oben in die 12 Loch-Kulturschalen gelegt und mit
Poly-L-Lysin (Sigma, MW30000 — 70000, 1 mg/ml in 0,1 M Boratpuffer pH 8,5)
beschichtet. Dieses wurde vor der Préparation abgesaugt und 3 x fur 10 min mit Wasser
abgewaschen. Einen Tag bevor die Neuronen zu den Gliazellen kommen wurde das
Gliamedium durch Neuronenwachstumsmedium (siehe unten) ersetzt.

Von den Cortex-Hemisphéaren von ca. 8 Embryonen wurden die Gehirnhdute sorgféltig
entfernt und die Hippocampi herausprapariert. Diese wurden in HBSS gesammelt, mit
einem Skalpell zerkleinert und in ein 14 ml Greiner Rohrchen Uberfihrt. Zu 4,5 ml
Flissigkeit wurden 0,5 ml 2,5 % Trypsin gegeben (= 0,25 %). Die Losung wurde 20 min
bei 37°C im Wasserbad erw&mt und ab und zu vorsichtig durchmischt. Nach dem
Absinken des Gewebes wurde der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt und
zum Waschen neues HBSS zu den Zellen gegeben. Dies wurde nach 5 min noch zweimal
wiederholt um das Trypsin herauszuwaschen. Schliefdlich wurde vorgewéarmtes
Plattiermedium (MEM mit Earle’'s Salzen / 0,6 % Glucose/ 10 % Pferdeserum) zu den
Zellen gegeben. Diese wurden durch auf- und abpipettieren mit einer rund geschmolzenen
Pasteurpipette vereinzelt (trituriert). Danach wurde auf 5 ml aufgefllt und die Zellen
gezéhlt. In einer Verdinnung von 150000 Zellen pro ml wurde je 1 ml in ein Loch mit
Deckgléschen ausplattiert (= ca400 Z./mm?) und in den Brutschrank gestellt. Nach drel
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Stunden waren die Zellen auf den Deckgléschen festgewachsen und diese wurden
umgekehrt (Neurone nach unten) auf die Gliakulturen gelegt. Am néchsten Tag wurde das
Medium erneuert und danach alle 2 — 3 Tage. Dabel wurde jeweils nur die Halfte des
Mediums abgesaugt und neu zugegeben.

Neuronen-Medium:

MEM (mit Earle’s Salzen)
0,6 % Glucose

100 pg/ml Transferrin
5ug/ul Insulin

20 nM Progesteron

100 uM Putrescin

30 nM Selendioxid

1 mM NA-Pyruvat

0,1 % Ovabumin
(allesvon Sigma)

2.2.7.3 Transfektion

Die Transfektion erfolgte durch die Bildung von Calciumphosphat, das mit der DNA
zusammen prézipitiert (Blichenberg et al., 1999). Die Mischkristalle werden von den

Zellen aufgenommen und die DNA kann exprimiert werden.

Die Deckglaschen mit den Neuronen wurden zur Transfektion mit den Zellen nach oben in
900 pl N2-Medium (Neuronen-Medium + 1 % FCS, fetal calv serum Biother) Uberfuhrt.
Danach wurde das Préazipitat gebildet.

Prézipitatbildung (fir 4 Deckgléser 400 pl):

In einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgeféld wurden folgende Komponenten
zusammengemischt:
10 pg Plasmid-DNA

30 mg Carrier-DNA (pUC19-Plasmid-DNA)
H,0 auf 180 pl Gesamtvolumen

zum SchluR20 pl 2,5M CaCl,— Losung

Mit einem Pasteurpipette und elektrischer Pipettierhilfe wurde nun Luft in die Losung
geblasen, so dal’ Blasen entstehen. Wahrend dessen wurde langsam 200 ml 2 x BBS (BES
buffered saline), dazu getropft (Sambrook et a., 1989),16.39. Zur Kristalbildung wurde
die Mischung 20 min stehen gelassen. Jeweils 100 pl des Prazipitats wurden dann in das
Medium auf die Neuronen gegeben und 6 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das
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Medium abgesaugt, und 2 x mit HBSS gewaschen. Schliefdlich wurden die Deckgl&schen
wieder mit den Neuronen nach unten auf die Gliazellen gelegt.

2.2.7.4  Préparation von Plasmid-DNA

Die DNA fir die Transfektion wurde mit dem Endo-free-Plasmid-Prap-Kit von Quiagen
gewonnen. Alternativ kann auch Uber einen CsCl-Gradienten aufgereinigte DNA
verwendet werden (Sambrook et al., 1989), Abschnitt 2.73. Die Bestimmung der

Konzentration erfolgte Uber eine photometrische Messung bei 260 nm.

2.2.75 Fixierung der Neuronen und |mmuncytochemie

Um die rekombinanten Proteine zu detektieren, wurden die Neuronen mit einem anti-
EGFP Antikorper von Clontech (polyklonal aus Kaninchen) geféarbt. Als zweiter
Antikérper wurde ein Cy3-gekoppelter (rot) oder Cy2-gekoppelter (grin) Antikorper
gegen Kaninchen verwendet. Zur Fixierung wurden die Deckglaschen mit den Neuronen
nach oben in ein neues 12— och-Schéchen gelegt und 1 x in warmen PBS (Sigma, Nr. D-
5652) gewaschen. Anschlief3end wurde 15 min in 4 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7,3
fixiert. Danach wurde 2 x mit PBS gewaschen. Die Zellmembranen wurden durch 0,5
mindtiges Spulen mit 0,1% Triton permeabilisert und anschliefend wiederum 3 X
gewaschen. Die des Inkubation des 1. Antikorpers erfolgte tber Nacht im Kuhlschrank in
einer feuchten Kammer. Der EGFP Antikorper wurde 1:1000 in PBS high salt + 2 % FCS
verdunnt. Dann wurde 2 x mit PBS gewaschen und der 2. Antikorper in einer 1. 300
Verdinnung 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die
Neuronen in Vectashield Mounting Medium (Vector) auf Objekttrager eingebettet.

2276  Mikroskopie

Fur die mikroskopischen Untersuchungen wurde ein Fluoreszensmikroskop (Aristoplan)
von Leitz verwendet.
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2.2.8 Firmenverzeichnis

Alomone Labs, Jerusalem

Amersham Pharmacia Europe GmbH, Freiburg
Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA

Biother Gmbh, Kelkheim

Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg

Invitrogen, Groningen, Holland

Leitz, Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar

Leika, Heidelberg

Life Technologies GmbH (Gibco-BRL), Karlsruhe
MBI Fermentas, St.Leon Rot

NEN Life Science Products, Boston MA 02118, USA
Promega GmbH, Mannheim

Quiagen GmbH, Hilden

Roche Molecular Biochemicals (Boehringer Mannheim), Mannheim
Sigma, Steinheim

Stratagene GmbH, Heidelberg

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Sequenzanalyse der synapsenassoziierten Proteine des
Huhns

3.1.1 Klonierung der SAP cDNA und Charakterisierung der Sequenzen

Aus einer | -Phagen cDNA-Bank konnten 16 verschiedene Klone isoliert werden, die SAP-
spezifische DNA enthielten. Durch PCR habe ich sieben weitere cDNA-Klone erhalten.
Die Klone wurden sequenziert, die Sequenzen in die NCBI Datenbank eingegeben und mit
bekannten Sequenzen verglichen. Die Zuordnung zu einem bestimmten SAP erfolgte Uber
die Homologie der Sequenz zu einem der vier bekannten SAP der Ratte. Im GCG-
Programm wurden Uberlappende Sequenzen in ein gemeinsames Contig eingeordnet und
S0 zu einer cDNA-Sequenz zusammengefalit.

3111  SAP90/SAP97
Klonierungsstrategie

Fur die Isolierung von cDNA-Fragmenten synapsenassoziierter Proteine, wurde eine
cDNA-Bank verwendet, die aus dem Gehirn eines adulten Huhns unter Verwendung von
random Primern hergestellt worden war. Als Sonden wurden cDNA-Fragmente
Synapsenassoziierter Proteine verwendet, die zwischen 400 und 670 Basen lang waren. Fur
die erste Durchmusterung wurden als Sonden cDNA-Fragmente der Ratte eingesetzt
(SAP97: Acc. U14950, Nukleotide 658-1352, 1556-1965; SAP90: Acc. X66474,
Nukleotide 596-1137), fur ale spateren Durchgange die neu erhaltenen DNA-Stiicke des
Huhns. Die SAPO0/SAP97-cDNA-KIlone sind in Abb. 7 schematisch dargestellt. Von den
isolierten Klonen, besitzen finf die hochste Identitdt zu SAP97-cDNA-Sequenzen der
Ratte (Abb. 7, Klone Nr.1,2,3,6,7). Drel dieser Klone (1,2,3) beginnen in der
5 untrandatierten Region (UTR), 46 Nukleotide vor dem Startcodon, und enthalten den
Anfang der codierenden Region. Zwel weitere Klone enthaten in ihren vorderen
Abschnitten 30 Nukleotide, deren Sequenz 80 % ldentitét zur cDNA-Sequenz von SAP0
der Ratte hat. Dies sind die ersten 30 Nukleotide der codierenden Region (Abb. 7, Klon Nr.
4+5 roter Teil). Vor dem Startcodon dieses Transkriptes liegen 34 Nukleotide der 5’UTR.
Der sich 3" an die ersten 64 Basen anschliefRende Abschnitt (schwarz) ist mit der Sequenz
der drei anderen Klone (1,2,3) zu 100% identisch und hat mit 82,9% deutlich héhere
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Identitdt zu SAPI7 as zu SAPI0 der Ratte. Das bedeutet, dal3 die SAP97-Klone 1,2,3 und
die SAP90-Klone 4,5 sich im 5 Bereich unterscheiden, aber in der nachfolgenden Sequenz,
bis zum Ende jedes Klons identisch sind. Die beiden langsten Klone 1 + 4 sind Uber eine
Lange von 658 Basen vollstandig identisch. Klon 6 (957 Basen) und Klon 7 (1127 Basen)
enthalten den Abschnitt, der fir die drel PDZ-Doménen von SAP97 codiert.

Weiter 3" liegende Sequenzabschnitte von SAP97 bzw. SAP90 konnten nicht aus der
cDNA Bank isoliert werden. Daher wurde dieser Teil durch Polymerase-K ettenreaktion
(PCR) amplifiziert. Als Template fur die PCR diente cDNA, die aus RNA des Gehirns von
einem einen Tag alten Huhn selbst hergestellt wurde. Die Lage der verwendeten Primer ist
in Abb. 7 durch Pfeile dargestellt. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide ist in
2.1.5 unter den Buchstaben angegeben, die Uber den Pfeilen abgebildet sind. Im ersten
Schritt wurden zwei nach 3 gerichtetete Primer (forward) hergestellt, deren Sequenz aus
dem hintersten Abschnitt der Sequenz abgeleitet wurden, die aus den isolierten Klonen
ermittelten worden war (Primer A,C). Die Sequenz des nach 5 gerichteten (reverse)
Primers war aus der codierenden Region kurz vor dem Stopcodon der SAP97-cDNA der
Ratte abgeleitet worden (B). Mit diesen Primern wurden zwei PCR-Reaktionen
nacheinander durchgefuhrt. In der ersten wurden Primer A+B und in der zweiten Primer
C+B verwendet. In der zweiten Reaktion wurde als Template 2 pl des Reaktionsansatzes
der ersten PCR eingesetzt. Auf diese Weise konnte ein cDNA-Abschnitt amplifiziert
werden, der vor der Sequenz beginnt, die die SH3-Domane codiert und 61 Nukleotide vor
dem Stopcodon endet (Klon 8). Fir die néachste PCR wurden zwei Primer hergestellt,
deren Sequenz aus der codierenden Region kurz vor dem Stopcodon der SAP97/SAP90-
cDNA des Huhns abgeleitet worden waren, und nach 3 gerichtet waren (D,F). Als reverse
Primer wurde ein oligo-dT-Primer verwendet, der an den Poly-A-Schwanz in der
untranglatierten Region binden sollte und nach 5 amplifiziert (E). In diesem Schritt gelang
es das Ende der codierenden Region und die gesamte 3" untrandatierte Region bis zum
Poly-A-Schwanz zu amplifizieren (Klon 9). Der hintere Abschnitt der codierenden Region
ab dem Bereich, der die SH3-Domaéne codiert wurde zwei weitere Male amplifiziert (Klon
10+11). Um zu untersuchen, ob die Sequenz der beiden im vorderen Abschnitt
unterschiedlichen RNAs von SAP90 und SAP97 in dem gesamten weiter 3" gelegenen
Bereich identisch sind, oder ob hier weitere Unterschiede auftreten, wurde fast der gesamte
codierende Bereich beider cDNAs amplifiziert. Dazu wurden forward-Primer verwendet,
die an den be der SAP90- und SAP97-cDNA unterschiedlichen vordersten
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Sequenzabschnitt binden (JL). Der reverse-Primer (K) war aus der kurz vor dem
Stopcodon liegenden Sequenz des Huhns abgeleitet worden. Die in diesen beiden
Reaktionen erhaltenen cDNA-KIone (SAP97 = Klon 12, SAP0 = Klon 13) enthielten fast
die vollstandige codierende Region der SAP90- und der SAP97-mRNA. Klon 12 ist 2353
Nukleotide lang. Er enthdlt am 3'Ende 69 Basen des in der SAP97-cDNA einmaligen
Bereichs und endet 22 Nukleotide vor dem Stopcodon. Klon 13 ist 2317 Nukleotide lang
und enthdlt am 3"Ende 39 Basen des in der SAP90-cDNA einmaligen Bereichs. Er endet
ebenfalls 22 Nukleotide vor dem Stopcodon. Die Sequenzen der beiden PCR-Produkte
weichen abgesehen von ihren 5 Enden, nur in einem kurzen Abschnitt voneinander ab, der
zwischen den Bereichen liegt, die die SH3- und die GK-Doméane codieren. Er ist bei
SAP90 39 Basen lang (Nukleotide 1696-1731 im Anhang) und bei SAP97 45 Basen lang
(Nukleotide 1996-2037 im Anhang). Uber die gesamte brige Lange von 2239 Basen sind
die Sequenzen der beiden PCR-Produkte identisch.

Nukleotid- und Aminosauresequenz von SAP90 und SAP97 des Huhns

Aus den erhaltenen cDNA-Klonen geht die Sequenz von zwei RNA-Moleklen hervor, die
fir zwei unterschiedliche Proteine codieren. Die Sequenz des einen Transkriptes umfalt
ein 2625 Nukleotide langes offenes Leseraster, die des zweiten Transkriptes umfaldt ein
2328 Nukleotide langes offenes Leseraster. Die daraus abgel eiteten Aminosauresequenzen
zeigen, dald der aminoterminale Abschnitt des langeren Proteins homolog zum
Aminoterminus von SAP97 der Ratte ist. Innerhalb dieser ersten 106 Aminosduren gibt es
zwischen den Proteinen von Huhn und Ratte 22 Abweichungen, aso 80 %
Ubereinstimmung. Das kiirzere der identifizierten Proteine besitzt einen 10 Aminosiuren
langen Aminoterminus, der identisch mit dem Aminoterminus von SAPO0 der Ratte ist. In
den an diese aminoterminalen Abschnitte anschlief3enden Bereichen sind die Sequenzen
beider Proteine Uber 753 vollstandig identisch. Uber diesen in beiden Proteinen
vorkommenden Bereich betragt die Identitét zu SAP97 der Ratte 86 %, zu SAP90 der
Ratte dagegen nur 73 %.

Da beide Proteine im hinteren Teil fast vollstdndig die gleiche Sequenz besitzen aber in
ihren vordersten Abschnitten ghnlich zu SAP97 der Ratte bzw. identisch zu SAP90 der
Ratte sind, werden sie als SAP97- und SAP90-Homologe des Huhns bezeichnet. Auch in
der Ratte unterscheiden sich diese beiden Proteine hauptséchlich in ihren aminoterminalen
Sequenzabschnitten. Die beiden aus den cDNA-Klonen erhaltenen Transkripte stellen
demnach die mRNA von SAP90 und SAP97 dar. Der cDNA-Bereich, der fur die
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spezifischen Aminotermini codiert, ist bei SAP97 318 Basen lang und bei SAP90 30 Basen
lang. Von der 5" UTR der SAP97-mRNA waren 46 Basen und von der 5" UTR der SAP90-
MRNA waren 34 Basen in den cDNA-Klonen enthalten. Die amplifizierte 3" UTR ist 663
Basen lang (bis zum Beginn des Poly-A-Schwanz). Achtzehn Nukleotide vor dem Poly-A
liegt ein Polyaddenylierungssignal. Die 100 % ige Identitét der beiden RNA-Sequenzen
Uber 2259 Nukleotide deutet darauf hin, dal3 beide MRNASs durch ein gemeinsames Gen
codiert werden und die verschiedenen Transkripte durch alternatives Spleifien eines
gemeinsamen V orlaufertranskriptes entstehen.

Ein weiterer Abschnitt ist bei der mRNA von SAP90 und SAP97 vermutlich
unterschiedlich. Er codiert einen Abschnitt, der zwischen der SH3- und der GK-Domaéane
liegt. Dieser Abschnitt umfal3t bei SAP97 15 Aminosduren und wird in dieser Arbeit as
Insert | bezeichnet. Bei SAPQO0 ist der Abschnitt 13 Aminosauren lang und wird als Insert
Il bezeichnet. Esist nicht klar, ob Insert | auch in SAP90 vorkommen kann, bzw. ob Insert
Il auch in SAP97 vorkommen kann. In SAP90 der Ratte ist keines der beiden Inserts zu
finden. An der Stelle, wo die Abschnitte im Huhn liegen, ist die Sequenz von SAP90 der
Ratte um 26 Aminosauren kirzer. Die Sequenz von Insert | (SAP97) ist in SAPO7 der
Ratte enthalten.

SAP97 Huhn (Insert 1) KHVTSNASDSESSYR-------
SAP97 Ratte KHVTSNASDSESSYHEYGCSKG

Der zwischen Ratte und Huhn identische Tell ist unterstrichen. Die Sequenz von Insert 11
(SAP90) ist in SAP97 der Ratte zum Teil enthalten.

SAP90 Huhn (Insert I1) ---—————- I ILITDEYGCSKG
SAP97 Ratte KHVTSNASDSESSYHEYGCSKG

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen von SAP97 und SAP90 des Huhns mit den
Proteinen der Ratte ist in Abb. 8 dargestellt. Die Homologie von SAP97 des Huhns zu
SAPI7 der Ratte betrégt 89,7 %. Dabei treten die Unterschiede Giberwiegend in bestimmten
Sequenzabschnitten auf. Zwischen den Aminoséure 161 und 162 (in der Huhnersequenz,
vor der 1. PDZ-Domane) sind bei der Ratte 33 zusétzliche Aminosduren vorhanden. In
dem acht Aminosduren langen Abschnitt zwischen der 1. und 2. PDZ-Domane sind die
Sequenzen vollkommen unterschiedlich und zwischen der 2. und 3. PDZ-Doméne sind sie
stark unterschiedlich. Zwischen der SH3- und der GK-Doméne kommen in der Ratte
sieben zusétzliche Aminoséuren vor. Innerhab der PDZ-, SH3- und GK-Doménen treten

nur sehr wenige Unterschiede auf.



MRNA und cDNA-Klone von SAP97/SAP90
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Abb. 7 Im oberen Teil des Bildesist die Lange und die relative Lage der cDNA-KIone im Vergleich zur mRNA von SAP97 und SAP90 dargestellt, die darunter als dicke Balken dargestellt ist.
Die aus einer cDNA-Bank isolierten Klone sind in schwarz und die durch PCR erhaltenen Klone in blau dargestellt. Uber den PCR-Produkten sind die fiir die Amplifikation eingesetzten Primer
dargestellt. Ihre Sequenzen sind bei 1.1.1 unter den entsprechenden Bezeichnungen angegeben. In den griin und rot dargestellten Abschnitten unterscheiden sich die Sequenzen der cDNA-
Klone, dagegen sind die Sequenzen dieser Klone im dahinter liegenden schwarz dargestellten Bereich identisch. Die langen PCR-Produkte 12 + 13 haben gezeigt, dal3 die mRNAS von SAP97
und SAP90 nur in den vordersten griin und rot dargestellten Bereichen eine unterschiedliche Sequenz besitzen und fast (iber den gesamten Bereich identisch sind (in grau dargestellt). Die

beiden PCR-Produkten unterscheiden sich auf3erdem in einem kurzen Abschnitt, der in gelb und in rosa dargestellt ist. Die schmalen Balken im Schema der mRNAs sind untrandatierte
Bereiche.
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Ratte. Alle unterschiedlichen Aminoséuren sind blau unterlegt. Die PDZ-Doménen sind rot, die SH3-

Abb. 8 Vergleich der Aminoséuresequenzen von SAP97 (oben) und SAP90 (unten) zwischen Huhn und
Doméne blau und die GK-Doméne ist griin unterstrichen.
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Die Homologie zwischen SAP90 des Huhns und SAPQO0 der Ratte ist mit 72,6 % sehr viel
geringer. Die ersten 10 Aminosauren sind mit denen des Proteins der Ratte identisch.
Dahinter sind zahlreiche Aminosaureabweichungen Uber die gesamte Sequenz verteilt und
es gibt einige Abschnitte, die extrem unterschiedlich sind. Vor der ersten PDZ-Domane
fehlen bel der Ratte 33 Aminosdauren im Vergleich zur Sequenz des Huhns. Zwischen der
1. und 2. PDZ-Domane und zwischen der 2. und 3. PDZ-Doméne sind die Sequenzen
extrem unterschiedlich. Zwischen der SH3 und der GK-Doméne fehlen bel der Ratte 26
Aminosduren und die Sequenzen sind sehr abweichend. Auch innerhalb der SH3- und der
GK-Domaénen sind die Sequenzunterschiede relativ grof3.

3.1.1.2 Chapsynll0O

Aus der cDNA-Bank konnten acht Uberlappende cDNA-KIone isoliert werden, die as
cDNA-Fragmente des zu Chapsyn110 homologen Proteins des Huhns identifiziert wurden
(Abb. 9). Fur die erste Durchmusterung wurden cDNA-Fragmente von Chapsyn110 der
Ratte verwendet (Acc. U49049, Nukleotide 690-1389) und in weiteren Durchgangen
Chapsyn110-cDNA-Fragmente des Huhns. Der gesamte ermittelte Sequenzbereich umfalit
3519 Nukleotide. Darin ist ein 2559 Nukleotide langes offenes Leseraster enthalten, was
der gesamten codierenden Region der Chapsyn110-mRNA entspricht. Von der 5° UTR
konnten 207 Basen sequenziert werden und von der 3° UTR 753 Basen. Es wurden zwei
verschiedene Gruppen von cDNA-Klonen gefunden, die in einem bestimmten Abschnitt
unterschiedlich sind. Dies zeigt, dal3 die mRNA in zwei verschiedenen SpleiR3varianten
vorkommen kann. Eine der beiden Formen enthélt einen Abschnitt von 156 Nukleotiden,
der in der anderen Form nicht vorhanden ist. Daraus &/ sich ein Sequenzabschnitt von 52
Aminosauren ableiten, um die sich beide Isoformen von Chapsyn110 in der Lénge
unterscheiden. Der Bereich liegt zwischen der 2. und 3. PDZ-Domaéne. Die zu der langen
Form homologe Sequenz von Chapsynll10 der Ratte ist bel (Niethammer et al., 1996)
aufgefuhrt. Eine Isoform, die der kirzeren Variante entspricht, ist bei der Ratte nicht
bekannt. Die Aminosauresequenzen von Chapsyn110 von Huhn und Ratte sind zu 95,2 %
identisch. Es treten nur wenige Aminosauresubstitutionen auf, die vorwiegend zwischen
der 2. und 3. PDZ-Domane liegen (Abb. 10).

3113 SAP102

Es konnte ein Klon, aus der cDNA-Bank isoliert werden, der als cDNA-Fragment des zu
SAP102 homologen Proteins des Huhns identifiziert wurde (Abb. 9). Fir die
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Durchmusterung wurde ein cDNA-Fragment von SAP102 der Ratte eingesetzt (Acc.
U50147, Nukleotide 1920-2341). Bei weiteren Durchmusterungen wurde das erhaltene
cDNA-Fragment des Huhns eingesetzt, wobei aber keine weiteren Klone von SAP102
gefunden wurden. Ein weiterer Abschnitt der SAP102-cDNA  wurde durch PCR
amplifiziert. Aus den cDNA-KIlonen konnte ein Sequenzabschnitt von 1632 Nukleotiden
Lange bestimmt werden. Der Abschnitt liegt in der codierenden Region der SAP102-
MRNA, besitzt also ein durchgehendes offenes Leseraster. Aus dieser Nukleotidsequenz
|&3 sich ein Teil der Aminosduresequenz von SAP102 ableiten. Der Abschnitt beginnt in
der Mitte der zweiten PDZ-Doméne und endet 13 Aminoséuren vor dem Ende der GK-
Doméne. Uber diesen Bereich sind die Sequenzen von SAP102 des Huhns und der Ratte
sehr stark konserviert, die Ubereinstimmung betragt 95,8 % (Abb. 10).

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dal3 die PDZ-, SH3- und GK-Doménen
zwischen den Spezies-Homologen stark konserviert sind, wahrend die zwischen diesen

Domanen liegenden Bereiche deutlicher voneinander abweichen.



MRNA und cDNA-Klone von Chapsyn110 und SAP102

Chapsyn110
cDNA-Klone
207 nt 2403 nt 753 nt

MRNA pPDz1 PDz2 | M PDZz3 SH3 GK

SAP102 500 Nukleotide

N 29
cDNA-Klone
MRNA |PDz1| [PDZ2 PDZ3 SH3 GK ]

Abb. 9 In der Abbildung ist die relative Lage der cDNA-Klone, aus denen die Sequenz der mRNA von Chapsyn110 und SAP102 ermittelt wurde, im Vergleich zur mRNA dargestellt. Die aus
einer cDNA-Bank isolierten Klone sind in schwarz und der durch PCR erhaltene Klon in blau dargestellt. Uber dem PCR-Produkt sind die eingesetzten Primer dargestellt, ihre Sequenz ist bei
1.1.1 unter den entsprechenden Bezeichnungen angegeben. Die schmalen Balken im Schema der mRNAS sind untranglatierte Bereiche. In weil3 dargestellte Sequenzabereiche konnten nicht aus
aus der cDNA-Bank isoliert oder amplifiziert werden. Es wurden cDNA-Klone von Chapsyn110 gefunden, die zwei unterschiedliche Isoformen codieren. Bei einer davon fehlt ein 156

Nukleotide langer Sequenzabschnitt, der in der mRNA hellblau dargestellt ist.
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Abb. 10 Vergleich der Aminosauresequenzen von Chapsyn110 (oben) und SAP102 (unten) zwischen Huhn
und Ratte. Alle unterschiedlichen Aminoséuren sind blau unterlegt. Die PDZ-Doménen sind rot, die SH3-

Doméne blau und die GK-Doméne ist griin unterstrichen.
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3.1.2 Vergleich der synapsenassoziierten Proteine des Huhns

Die vier SAP des Huhns sind Uber den groften Teil ihrer Aminosduresequenzen stark
konserviert (Abb. 11). Dieser konservierte Bereich beginnt 85 Aminosduren vor dem
Beginn der ersten PDZ-Domane. Vor diesem Punkt liegt der aminoterminale Abschnitt der
SAP, der fir jedes Protein spezifisch ist. Diese aminoterminalen Abschnitte sind in allen
vier SAP unterschiedlich lang und besitzen keine Ahnlichkeit zueinander. Der spezifische
Aminoterminus von SAP97 ist 106 Aminosduren lang und damit sehr viel langer als bel
den anderen SAP, der von SAP90 ist zehn Aminoséuren lang und der von Chapsyn110 ist
14 Aminosduren lang. Weitere Unterschiede treten vorwiegend in den Abschnitten
zwischen der 2. und 3. PDZ-Doméne und zwischen der SH3- und der GK-Domane auf.
Chapsyn-110 hat zwischen der 2. und 3. PDZ-Doméne einen Abschnitt, der in den anderen
SAP nicht vorhanden ist. In diesem Teil erfolgt aternatives Spleif3en, wobel es eine
kirzere und eine um 52 Aminosauren langere Form gibt. Die Sequenzen innerhalb der
PDZ-, SH3- und GK-Domaénen sind stark konserviert. Zum Beispiel ist die PDZ-Domane
1 zwischen SAP90 und Chapsyn110 zu 90,3% identisch, PDZ-Doméne 2 zu 85,1% und
PDZ-Domane 3 zu 80,2 %. Dagegen haben die drei PDZ-Domanen innerhalb eines
Molekiils sehr viel weniger Ubereinstimmung. Bei SAP90 sind die PDZ-Doméne 1 und 2
zu 53,4% identisch, PDZ-Doméne 2 und 3 zu 40,2% und PDZ-Doméne 1 und 3 zu 47,6%.
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Abb. 11 Aminosduresequenzen der synapsenassoziierten Proteine des Huhns. Die PDZ-Doménen sind in rot

eingerahmt, die SH3- Doméne in blau und die GK-Doméne in griin. Der schwarz unterstrichene Abschnitt

bei Chapsyn110 wird aternativ gespleifit.
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3.2 Partielle Analyse des SAP90/SAP97-Gens

Da aus den cDNA-Sequenzen von SAP97 und SAP90 hervorgeht, dal’ beide Proteine
hochstwahrscheinlich von einem Gen codiert werden, wurde die genomische DNA dieses
Gens untersucht. Es wurden genomische DNA-Klone gesucht, die einerseits die Sequenz
enthalten, die den SAP97-spezifischen Aminoterminus codiert und gleichzeitig die
Sequenz enthalten, die den SAP90-spezifischen Aminoterminus codiert. Zu diesem Zweck
wurde eine genomischen DNA-Bank des Huhns nach SAP-Sequenzen durchmustert. Als
Sonden wurden 3 verschiedene cDNA-Fragmente mit einer Lange von 245-490
Basenpaaren verwendet, die im 5" Bereich der SAP97- und SAP90-cDNA lagen. Die
Sonden enthielten die folgenden Abschnitte der cDNA, deren Sequenzen im Anhang
aufgefuhrt sind. 1) Nukleotide 1-245 der SAP97-cDNA-Sequenz  2) Nukleotide 246-735
der SAP97-cDNA-Sequenz 3) Nukleotide 1-437 der SAP90-cDNA-Sequenz. Es konnten
zwel positive Klone isoliert werden, die ein Insert von ca. 20000 Basenpaaren Lange
enthielten. Die Klone konnten mit einem Primer sequenziert werden, der auf der cDNA
von SAP97 an Base 363-380 bindet und in 3"-Richtung amplifiziert und mit einem Primer,
der auf der cDNA von SAP97 an Base 519-535 bindet und in 5"-Richtung amplifiziert
(2.1.6). Auf diese Weise konnte ein Exon der genomischen DNA vollstandig sequenziert
werden, wobel 5 und 3" des Exons auf3erdem ca. 300 Nuklectide der Intronsequenz erhalten
wurde. Das Exon ist 165 Basen lang und wird in dieser Arbeit als Exon 3 bezeichnet (Abb.
12). Die Sequenz ist in der cDNA von SAP90 und von SAP97 enthalten, und entspricht
dem Abschnitt, der an die spezifischen 5° Bereiche anschlief?en (sie beginnt 316
Nukleotide hinter dem Startcodon von SAP97 bzw. 31 Nukleotide hinter dem Startcodon
von SAP90). Intronsequenzen enden vor einem Exon in der Regel mit AG und beginnen
hinter einem Exon mit GT. Dies ist auch an den Exon-Intron-Ubergéngen von Exon 3 der
Fall und bestétigt den aus der cDNA vorhergesagten Spleif3punkt. Exon 3 beginnt mit der
Sequenz, die den Anfang des identischen Sequenzabschnittes in der SAP90- und SAPO7-
MRNA darstellt. Dies zeigt, dal? die davor liegenden unterschiedlichen mRNA-Abschnitte
nicht in dem selben Exon liegen wie der gemeinsame cDNA-Abschnitt. Das bestérkt die
Vermutung, dal® die vorderen Abschnitte der SAP90- und SAP97-mRNA alternativ
gespleifdte Abschnitte aus einer gemeinsamen Vorlaufer-RNA sind. Dagegen ist Exon 3 ein
Sequenzabschnitt, der in beiden RNAs vorkommt. Weitere Exons waren in beiden DNA-
Klonen nicht enthalten.
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Abb. 12 Esist ein Teil der Nukleotidsequenzen der SAP90- und SAP97-cDNA und ein Abschnitt aus der
genomischen DNA von SAP90/97 dargestellt. Ubereinstimmende Basen sind orange unterlegt. Exon 3 ist
schwarz unterstrichen, davor und dahinter liegt auf der genomischen DNA Intronsequenz. Die cDNA-
Sequenz von SAP97 und SAP90 sind ab Beginn dieser Exonsequenz nach 3 identisch.

Um zu untersuchen, ob die Sequenzen, die die aminoterminalen Bereiche von SAP90 und
SAPI7 codieren, tatsichlich im selben Gen liegen, wurde eine long distance PCR mit
genomischer DNA durchgefiihrt. Dabei sollte ein DNA-Stiick amplifiziert werden, das am
einen Ende den Abschnitt enthalt, der den spezifischen Aminoterminus von SAP97 codiert
und am anderen Ende den Abschnitt der den spezifischen Aminoterminus von SAP90
codiert. Dazwischen wurde ein Intron von unbekannter Lénge erwartet. Da es fur die
Anordnung der Exons innerhalb des Gens zwel Méglichkeiten gab (Abb. 13), wurden PCR
mit vier unterschiedlichen Primer-Kombinationen durchgefihrt. Es bestand die
Mdglichkeit, dald das SAP97 spezifische Exon 5" vom SAP90-Exon liegt, oder die, dal? das
SAP90 Exon 5" liegt und das SAP97-Exon 3" davon. Weiter 3" sollte in jedem Fall das
Exon 3 liegen. Es wurden finf verschiedene Primer hergestellt, die in Abb. 13 dargestellt
sind. Von Exon 3 aus wurde ein nach 5 gerichteter Primer eingesetzt (4). Es wurden
aulBerdem zwel Primer eingesetzt, die im spezifischen Bereich der SAP97-cDNA binden
(Position 294-310 + 305-329) und nach 3" amplifizieren (1.1 + 1.2), sowie einer, der nach
5" amplifiziert (5). Ebenso wurden zwei Primer eingesetzt, die im spezifischen Bereich der
SAP90-cDNA binden und nach 5 amplifizieren (2.1 + 2.2; Position 62-37 + 29-5), sowie
zwei, die nach 3" amplifizieren (3.1 + 3.2). Die hintereinander liegenden Primer wurden in
jeweils zwel nacheinander folgenden Reaktionen eingesetzt, wobei der zweite Primer

etwas 3" des ersten Primers auf dem amplifizierten DNA-Strang bindet.
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Abb. 13 In A + B sind die beiden Mdglichkeiten fir die relative Anordnung der Exons im SAPO0/SAP97-
Gen dargestellt. In grin ist ein Exon dargestellt, das einen Abschnitt des spezifischen aminoterminaen
Bereichs von SAP97 codiert (Exon 1). In rot ist ein Exon dargestellt, das den spezifischen aminoterminalen
Bereich von SAPO0 codiert (Exon 2). In gelb ist Exon 3 dargestellt, das die Sequenz enthdlt, die in beiden
cDNAs enthaten ist und direkt an die jewells spezifischen Abschnitte anschliefdt. Die schwarzen
Verbindungdlinien symbolisieren die dazwischen liegenden Introns. Die roten Zahlen geben die Numerierung
der vier PCR Ansétze an, in denen verschiedene Primerkombinationen eingesetzt wurden. Die relative Lage
der Primer auf der DNA ist als schwarze Pfeile angegeben.

i —
E55 T

DG

1 S0 o

Abb. 14 DasBild zeigt ein 1 % Agarosegel in dem vier verschiedenen PCR-Ansétze aufgetrennt wurden. In
den Spuren 1-4 sind verschiedene Primerkombinationen eingesetzt worden, die in Abb. 13 mit den Zahlen 1-
4 bezeichnet sind. In Spur 1 befindet sich das PCR-Produkt SAP97/SAPA0 mit einer Grof3e von ca. 9000

Basen.

Die vier Reaktionsansdtze wurden in einem Agarosegel aufgetrennt. Die PCR mit der unter
(1) angegebenen Primerkombination fuhrte zu einem Produkt, das als deutliche Bande bel
einer Grole von ca. 9000 Basen sichtbar ist. Der in dieser Spur aufgetragene
Reaktionsansatz enthielt Primer 1.2 und Primer 2.2. Dieses PCR-Produkt wurde nach
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Extraktion aus dem Gel in den Topo-Vektor (Invitrogen) kloniert und von beiden Seiten
sequenziert. Es zeigte sich, dal3 es sich dabel tatsachlich um das erwartete SAP-spezifische
PCR-Produkt handelte. Das 5° Ende enthdt 60 Basen des fir SAP97 spezifischen
Sequenzabschnitts (Nukleotide 305-364 auf der cDNA). Dieser Teil wird as Exon 1
bezeichnet wobei nicht klar ist, wo die 5° Grenze dieses Exons liegt. Daran anschlief3end
folgt Uber ca. 9000 Basen Intronsequenz. Das Intron beginnt mit GT. Vom Intron wurden
von jeder Seite aus ca. 300 Basenpaare sequenziert. Das 3° Ende des PCR-Produktes
enthdt den SAPO0 spezifischen Sequenzabschnitt (Exon 2, Nukleotide 1-64 auf der
cDNA). Der 5 gelegene Exon-Intron-Ubergang von Exon 2 konnte nicht genau definiert
werden, da der cDNA-KIon der diesen Abschnitt enthdlt nicht Uber das 5° Ende des Exons
hinausgeht. Die Reaktionen 2-4 enthielten keine SAP-DNA. Das Ergebnis der PCR zeigt,
dai3 die spezifischen Sequenzen der SAP90- und SAP97-mRNA beim Huhn auf einem
DNA Strang liegen und von einem Gen transkribiert werden. Beide Genprodukte werden
durch alternatives Spleif3en gebildet. Dabei liegt die SAP97 spezifische Sequenz im Gen
stromaufwarts der SAP90 spezifischen Sequenz. Es ergibt sich die in Abb. 15 dargestellte
Genstruktur von SAP97/SAPQO0.

Struktur des SAP97/SAP90-Gens

364bp
SAP97 mRNA :
7
// | !
g |
T
SAP90 mRNA T |
P // V2 |
e
>60bp P 84bp .~ : !
Gen M/ ./ v/
Exonl Exon2 Exon3
SAP97 SAP90 SAP97SAP90
[l ']

PCR-Produkt

Abb. 15 Partielle Darstellung der Exonabfolge auf dem SAP90/SAP97-Gen. Im oberen Tell ist der vorderste
Abschnitt der SAP97-und der SAP90-cDNA dargestellt. Die voneinander abweichenden Sequenzbereiche
sind farbig dargestellt. Der grin dargestellte Bereich ist fir SAP97 spezifisch. 60 Basenpaare dieser Sequenz
sind in dem PCR-Produkt, das aus genomischer DNA hergestellt wurde enthalten. Dieser Teil wird a's Exon
1 bezeichnet. Die Gesamtldnge von Exon 1 ist nicht bekannt. Der fur die SAP90-cDNA charakteristische
Bereich ist in rot dargestellt. Er ist 64 Basenpaare lang. Dieser Abschnitt der genomischen DNA wird als
Exon 2 bezeichnet. In Exon 2 liegt das Startcodon der SAP90-mRNA. Im grau dargestellten Abschnitt ist die
Sequenz beider cDNASs identisch. Von diesem Teil konnte das erste Exon bestimmt werden, das als Exon 3
bezeichnet wird. Esist 165 Basenpaare lang.
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Genomische Sequenzen fir SAP97/SAP90
Die Sequenzen sind von 5 nach 3 angegeben.

CTTCCGAGCACAACAGTGACATCAGAAACACTGCCAAGCAGCCTTAGC
CCAAGTGTAGAG GTATGTCATCTCTGCTTTATTTTTTAACCATTGGA
ATGTTAGGTAACAGATGTGTTCATTTTACTGAATGTGTTTATGATTTT
TTCATTAAATGTGCCATGAAGCAGCTGTTAAGCGATGAGAAAATGGAG
CAGGGAAGTAAATGCATGAGAGGGTGTATTTTCAATAAGCCAGGATCT
CCATCCCTCAGTTTAAGTAGTAATGTCACTTGCATTTTTTTTTTGTGT
AAGTTTCATTTGTATGTCCCCAAAGAGATGAACTGTATTTCAGGTGTG
CCTTAAATACAGACAGTATTGCAAA

ATAAATCCGAGTTTTTCAGATGTAGATATTCAAAATAGGTTAAAAATC
TTTTGTGAAACTTCCAGCATTTGTATTTTAGCCTGCTCTCTTTTTCTT
CACGTTATTTCTACCTCTGAACGAATCCAAAGGGGAACCTGGCTCACG
TTCTACTGTTTTGACTATTCAATAAGAGTGCTTCTCATTTGAGATGAT
CTTTAGCTGGGACTGAAAATAAG CCTCTT AAATGTTTGGGAAAATA
CCTGCTATGCTGAAACAATGGATTGTTTATGCATTGTGACGACCAAG

..Intron..

... -ACAGTTAAGAGGAGCCCTTGGAAAGAGTTTGGAAGCATTGTTAC
TGTATGCAAACAGGCAAAAAAAATCTCTGAAACAACTAGGCAGCTTCA
TAGCATTTTTGATGAAACTAAAGTGGCAGGAACCTTTTCAGATGGATT
TAGATGAAAATAATAACTTAAACTCATTAGATTTTATTACCTTGAGAT
AAGCAGAGTTAGAAAACTACCACGCATGTTTGTCCTGAGTTTTGTGGA
TAATCCTTTCATGTTTTGATAGTGGGCTGATGTTTTTTTTTTTTTAAA
TGTTTTCTATTTCTAG AAATACCGCTATCAGGATGAAGATACACCT
CCGCAGGAGCACAGCTCGCCGCACATTGCCAACGAGGTGACGGGTCCG
GAGCTGGTTCACGTATCGGAGAAGAATCTGTCCCAGATTGAGAATGTA
CATGGATTTGTTTCTCATTCTCATATTTCGCCAGTAAAG GTAGGCA
CTTCTTTACATTATGAGTTTGAACTGTTCCGATATTCTCTCTAGGGTT
AAATTTTTGTGTATTATCAGATACACCTGCTTATGTATATATTTCTTT
TGATGGAACTGCTCACTTGTAAAATTCACTTCATAGACATTAAGGAAT
TGATTTAGTTCCACACATCGATTGAAGATGCATGGTTGTAAAATACCC
AGATGACTTAAGGTCTCAGAGGTCTTTTCCAACCTTTATGAGTCTATA
ATTCATAATTTCACGGACCCTGGGAGTATTTATGGAATCTTTTAGACT
AAGATG

SAP97 (Exon 1)

Der in dem PCR-Produkt
enthatene Teil des Exons
ist in rot dargestellt und
entspricht den Nukleotiden
305 bis 364 auf der SAP97-
cDNA. Vom 3" gelegenen
Intron sind 300 Nukleotide
angegeben.

SAP90 (Exon 2)

Die in rot gedruckte
Exonsequenz entspricht
Nukleotidfolge 1 bis 64 auf
der SAP90-cDNA. Das
ATG ist unterstrichen. Da
Introns in der Regel mit
AG enden, gehdren sehr
wahrscheinlich auch die 6
Basen 5 des Exons (in
rosa) zur Exonsequenz.
Davor liegt das néchste
AG. Es ist mdglich, dai3
noch weitere Teile der
Sequenz zum Exon
gehoren.

Exon 3

Das fur SAP97 und SAP90
codierende Exon 3 ist rot
dargestellt. Es entspricht
den Basen 365 bis 529 auf
der SAP97 cDNA-Sequenz.
Von den 5 und 3
gelegenen Introns sind je
300 Basenpaare angegeben.
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3.3 Expressionsmuster der synapsenassoziierten Proteine im

Gehirn des Huhns

Durch die Untersuchung der Genexpression sollte zunachst festgestellt werden, in welchen
Gehirnbereichen die verschiedenen synapsenassoziierten Proteine vorkommen. Dies sollte
zeigen, ob die Funktion der SAP mit bestimmten Gehirnarealen im Zusammenhang steht.
In vorangegangenen Studien waren bereits einige Gehirnbereiche charakterisiert worden,
die bei der Pragung von Hihnern relevant sind. Das Expressionsmuster sollte nun zeigen,
ob SAP in diesen Bereichen vorkommen, und so méglicherweise bei Lernvorgangen eine
Rolle spielen. Durch radioaktive in situ Hybridisierung wurde die Verteilung der SAP97-,
der SAPO0- und der Chapsyn110 mRNAs im Gehirn einen Tag alter Kiken untersucht. Als
Sonden wurden Oligonukleotide von 45 Nukleotiden Léange verwendet. Die Sequenz der
SAP90- und SAP97-Sonden war aus den 5°gelegenen Abschnitten abgeleitet worden,
deren Sequenz bel beiden mMRNAS unterschiedlich ist (SAPO0: Nukleotide 18-62, SAP97:
Nukleotide 316-360 auf der cDNA-Sequenz) Fir Chapsyn110 wurde ein Bereich aus der
3'UTR gewadhlt (Nukleotide 2770-2814). Es zeigte sich, dal3 die drei mRNAs sehr
unterschiedliche raumliche Verteilungsmuster haben. Die Verteilung der mRNAs im
Gehirn einen Tag ater Huhner ist in Abb. 16, Abb. 17 und

Abb. 18 dargestellt. Im vorderen Teil des Vorderhirns (Abb. 16) ist die mMRNA von SAP90
in hohem Mal3 im Hyperstriatum ventrale vorhanden, und hier besonders im lateralen
Bereich. Auch im Lobus parolfactorius (LPO) und im Paleostriatum augmentatum ist der
SAP90-mRNA-Gehalt hoch. Eine schwéchere Expression ist im Hyperstriatum
accessorium, Hyperstriatum dorsale und Neostriatum festzustellen. Im Ectostriatum,
Nucleus basalis und im Paleostriatum primitivum ist keine SAP90-mRNA vorhanden.

Die SAP97-mRNA ist nur in wenigen Bereichen des Vorderhirns vorhanden. Sie kommt
im anterioren Teil des Vorderhirns nur im Ectostriatum vor. Gerade hier ist die mMRNA von
SAP90 nicht vorhanden. Das Ectostriatum ist Eingangsbereich fur visuelle Signale ins
Vorderhirn.

Die mRNA von Chapsyn110 ist im gesamten Vorderhirn vorhanden, wobei sie in einigen
Bereichen stark und in anderen schwach exprimiert wird. Im anterioren Teil des
Vorderhirns erfolgt eine starke Expression im Hyperstriatum intercalatum supremum
(HIS), im medialen Teil des Neostriatum und Hyperstriatum ventrale (MNH) und sehr
auffallend auch im Nucleus basalis. Das MNH und das IMHV sind Bereiche, die fur
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Gedéachtnisbildung eine Rolle spielen. Der Nucleus basalis ist Teil des somatosensorischen
Systems. Im unteren Teil des Vorderhirns (unterhalb der Lamina medullaris dorsalis) ist

deutlich weniger Chapsyn110-mRNA vorhanden alsim oberen Tell.

Im posterioren Teil des Vorderhirns (Abb. 17) ist der hdchste Gehalt an SAP90-mRNA im
Feld L und im Hyperstriatum ventrale zu finden. Dieses wird im caudalen Teil als IMHV
(intermedialer und medialer Teil des Hyperstriatum ventrale) bezeichnet. Das Feld L ist
das Hauptverarbeitungszentrum fir akustische Signale, analog dem auditorischen Cortex
bei Saugern (Heil, 1991). Es besteht aus drei Schichten (L1-L3), wobei die SAP90-mRNA
nur in L1 und L3 vorkommt, nicht aber in der dazwischenliegenden Schicht L2. L2 ist die
Schicht, in der der auditorische Input ankommt, bevor das Signal von dort in L1 und L3
weitergeleitet wird. Ein kleines rundes Area etwas anterior zum Feld L gelegen (Abb. 17,
A, SAP90) gehort wahrscheinlich auch zum auditorischen Teil des Hyperstriatum ventrale.
Im caudalen Teil des Neostriatum ist auRerdem der dorsal lateral gelegene Bereich (Ndc)
deutlich markiert (Abb. 17, B, SAP90). Dieser spielt bel der Waeliterleitung sensorischer
Signale zu Prégungsrel evanten Regionen eine Rolle (Metzger, 1998).

Die mRNA von SAP97 kommt im hinteren Teil des Vorderhirns nur in Schicht 2 von Feld
L und im Paeostriatum primitivum vor. Dies sind die Gehirnbereiche, in denen die
SAP90-mRNA nicht vorhanden ist. Es ist auf3erdem der Ventrikel deutlich markiert, der
nicht mit neuronalem sondern mit epithelidlem Gewebe ausgekleidet ist. Dartiber hinaus
sind Bereiche mit Faserbundeln stark markiert, was darauf hin deutet, dal3 die SAP97-
MRNA auch in Gliazellen vorkommt. Bei zwei auffallenden dunklen Punkten handelt es
sich wahrscheinlich um die lateralen Faserbiindel (Fasciculus prosencephali lateralis).

Im hinteren Teil des Vorderhirns findet besonders im IMHV und im Feld L eine starke
Expression der Chapsyn110-mRNA statt. Der hochste Gehalt ist in Schicht L2 zu finden,
in L1 ist die Expression von Chapsyn110 schwécher. Auffallend ist ein runder Bereich, der
sich vom dorsalen Teil des Feld L2 Uber die Lamina hyperstriatica ins Hyperstriatum
ventrale ausdehnt. Dies ist der auditorische Teil des HV. Die Expression der Chapsyn110-
MRNA im Feld L entspricht genau den Gehirnbereichen, die nach Stimulation durch einen
1 kHz Ton aktiviert werden (Scheich, 1979). Zu diesem Komplex gehdrt wahrscheinlich
auch die punktformige Region, die in einer Schnittebene davor (Abb. 17, A, Chapsyn110)
im HV zu sehen ist.
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Im Mittelhirn und im Cerebellum ist fast keine SAP90-mRNA vorhanden (Abb.18). Einzig
in Schicht 3 des Tectumsiist ein sehr schwaches Signal zu erkennen. Die SAP97-mRNA ist
im Mittelhirn in der Wand des Ventrikels zu finden, in den Schichten 2 und 7 des Tectums
und im Tractus isthmo-opticus. Im Cerebellum kommt die SAP97-mRNA in der
Koérnerschicht vor und in hohem Mal3e in der tiefer liegenden Schicht, der zu- und
wegfuhrenden Fasertrakte. Die Molekularschicht ist dagegen nicht markiert.

Die mRNA von Chapsyn110 ist in mindestens 4 Schichten des Tectums (Abb.18, Schicht
3,5,7,8) und im Nucleus mesencephalicus lateralis, pars dorsalis (MId) vorhanden. Dieser
ist Durchgangsbereich fur akustische Signale. Im Cerebellum wird es in der Kornerschicht
exprimiert und besonders stark in den Purkinjezellen.

Die verschiedenen SAP-mRNAs sind auf ganz bestimmte Gehirnbereiche beschrankt, in
denen sie unterschiedlich stark exprimiert werden. Viele der Bereiche, in denen SAP
vorkommen, haben eine Bedeutung fir die Verarbeitung visueller und akustischer Signale.
Die SAP90- und Chapsyn110-mRNAs kommen auflerdem in prégungsrelevanten
Gehirnregionen vor. Die Expressionsmuster von SAP90 und SAP97 sind gegensétzlich
zueinander. Das bedeutet, dal? die SAP97-mRNA nur in den Gehirnbereichen vorkommt,
in denen die SAP90-mRNA nicht vorkommt und umgekehrt. Es findet also regional
unterschiedliches SpleifRen der SAPI0/SAPO7 Vorléufer-RNA statt. Dabei ist die SAPO0-
MRNA im Vorderhirn die deutlich vorherrschende Form, im Mittelhirn und Cerebellum
dagegen ist die SAP97-mRNA die Uberwiegend vorliegende Form.
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Abb. 16 Die Verteilung der SAP-mRNASs wurde durch radioaktive in situ Hybridisierung ermittelt. Es sind
Frontal schnitte durch den anterioren Teil des VVordehirns und schematische Darstellungen der Schnittebenen
gezeigt. Schnittebene A liegt vor B. Bei SAPQO ist das laterale Hyperstriatum ventrale und das LPO
besonders deutlich markiert. SAP97 kommt nur im Ectostriatum vor. Chapsyn110 wird im medialen Teil des
Hyperstriatum ventrale und Neostriatums und im Nucleus basalis besonders stark exprimiert. E =
Ectostriatum, HA = Hyperstriatum accessorium, HIS = Hyperstriatum intercalatum supremum , HD =
Hyperstriatum dorsale, HV = Hyperstriatum ventrale, LMD = Lamina medullaris dorsalis, LPO = Lobus
parolfactorius, MNH= mediaer Teil des Neostriatum und Hyperstriatum ventrale N = Neostriatum, Nbas =
Nucleus basalis, PA = Paleostriatum augmentatum
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Abb. 17 Die Verteilung der SAP-mRNAs wurde durch radioaktive in situ Hybridisierung ermittelt. Es sind
Frontalschnitte durch den posterioren Teil des Vorderhirns und schematische Darstellungen der
Schnittebenen gezeigt. Schnittebene A liegt vor B. Die Expression von SAP0 ist Hyperstriatum ventrale, in
Feld L1 + L3 und im dorsalen Teil des Neostriatums deutlich. SAP97 kommt dagegen in Feld L2 vor. Die
Expression von Chapsyn110 ist im Hyperstriatum ventrale und in Feld L2 am stérksten. Die punktférmige
Region (B, Chapsyn110) ist Teil des auditorischen HV/Feld L-Komplex von Végeln. A = Archistriatum, FL
= Feld L, FPL = Fasciculus prosencephali lateralis (laterales Faserbiindel), HP = Hippocampus (nicht
homolog zum Hippocampus bei Sdugern), HV = Hyperstriatum ventrale, IMHV = intermedialer und
medialer Teil des Hyperstriatum ventrale, LH = Lamina hyperstriatica LMD = Lamina medullaris dorsalis,
N = Neostriatum, PA = Paleostriatum augmentatum
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Abb. 18 Die Verteilung der SAP-
MRNAS wurde durch radioaktive in
situ Hybridisierung ermittelt. Es sind
Frontalschnitte durch das Mittelhirn
und Cerebellum gezeigt. Darunter ist
eine schematische Darstellung der
Schnittebene gezeigt. SAP90 wird
fast gar nicht exprimiert. Dagegen ist
die Expression von SAP97 deutlich.
Die mRNA kommt in Schicht 2 + 7
des Tectums und in der
Kornerschicht des Cerebellums vor.
Chapsyn110 wird im MId und in
mindestens 4 Schichten des Tectum
opticums exprimiert. Im Cerebellum
sind die Purkinjezellen sehr stark
markiert, in der darunter liegeneden
Schicht der Kornerzellen ist die
Chapsyn110-mRNA ebenfals vor-
handen.

MIld = Nucleus mesencephalicus
lateralis, pars dorsalis

Mol = Molekularschicht

Pk = Purkinjezellen

K6 = Kérnerschicht

Tio = Tractus isthmo-opticus

SAP90

SAP97

ki A th
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SAP90 SAP97 Chapsyn110

Hyperstriatum accessorium + - ++
Hyperstriatum intercal atum supremum + - +++
Hyperstriatum dorsale + - ++
Hyperstriatum ventrale (anterior) +++ - +++
Hyperstriatum ventrale (posterior) IMHV ++ - +++
Ectostriatum - + ++
Neostriatum (lateral) ++ - ++
FeldL L1 ++ - ++
FeldL L2 - + +++
FeldL L3 ++ - ++
Nucleus basdlis - - ot
Lobus parolfactorius (L PO) ot - +

Pal eostriatum augmentatum +++ - +

Paleostriatum primitivum - + +

Nucleus mesencephalicus lateralis, pars dorsalis - + ++
Tectum opticum -[+ + ++
Cerebellum (Kornerschicht) -+ + ++
Cerebellum (Purkinjezellen) - - ot
Cerebellum (Molekularschicht) - - -

Cerebellum (innere Faserschicht) - ++ -

Tab. 1 Relative Expressionsstérke der SAP-mRNASs in unterschiedlichen Gehirnregionen einen Tag alter
Kuken. —keine Expression, + schwache Expression, ++ deutliche Expression, +++ starke Expression

3.4 Abhangigkeit der akustischer

Pragung

SAP-Genexpression von

Bel Lernvorgangen finden vielféltige biochemische und morphologische Verénderungen
an Synapsen statt. Es andert sich zum Beispiel die Zahl der Synapsen und die Form der
postsynaptischen Dichte. Aus diesem Grunde wurde untersucht, ob die Regulation der
SAP-Gene im Zusammenhang mit Lernvorgangen verdndert wird. Die Expressionsstéarke
der SAP-Gene bei Tieren, die eine akustische Prdgung erfahren haben und bei naiven
Tieren, wurde verglichen. Es wurden die Gehirne von jeweils drel Tieren untersucht, die
gepragt wurden und nach 30 min, 5 Stunden und 10 Stunden get6tet wurden. Diese wurden
mit Gehirnen von naiven Tieren verglichen, die nur diffusem Licht und leisen diffusen
Hintergrundgeréuschen ausgesetzt waren. Die naiven Tiere wurden zur selben Zeit getotet.
So wurden insgesamt 18 Gehirne analysiert. Die Signalintensitét wurde in denjenigen

Regionen untersucht, bei denen eine Relevanz fir Pragungsvorgange bereits nachgewiesen
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worden war (HV, MNH, IMHV) (Bock, 1996),(Horn, 1986) und in denen die Expression
einzelner SAP-Gene besonders stark ist. Die relative Expression von SAP90 wurde im
lateralen und medialen Tell des Hyperstriatum ventrale, im LPO, im IMHV und in Feld L1
gemessen. Die relative Expression von SAP97 wurde im Ectostriatum und in Feld L2
gemessen. Die Signastarke bel Chapsyn11l0 wurde im MNH (mediaer Teil des
Neostriatum und Hyperstriatum ventrale) und in Feld L2 ermittelt. Bei den Tieren, die 10
Stunden nach der Pragung gettet wurden, wurden auch ale anderen Regionen des
Vorderhirns in denen Expression erfolgt (Tabl) gemessen. Fir die Messung wurden die
entsprechenden Bereiche auf dem Bildschirm markiert und mit Hilfe des NIH Image-
Programms der Grauwert innerhalb des markierten Bereichs berechnet. Die Messung
wurde in 4-9 hintereinander liegenden Schnitten durchgefihrt und die Werte wurden
gemittelt (2.2.5.2).

Es zeigte sich, dal3 der Gehalt der SAP90-mRNA bei geprégten Tieren, 5 Stunden nach
der Prdgung im lateralen Hyperstriatum ventrale (HV) und im IMHV erhoht ist. Der
Anstieg betragt im laterdlen HV durchschnittlich 13% und ist signifikant. Im IMHV
betragt die Steigerung durchschnittlich 8%, ist aber innerhalb der drei Versuchspaare nicht
signifikant. Im IMHV kann daher nur ein Trend festgestellt werden, der durch die
Untersuchung weiterer Versuchspaare abgesichert werden mufdte. Die Erhohung der
SAP90-Expression ist 5 Stunden nach der Pragung feststellbar. Nach 30 Minuten und nach
10 Stunden ist in den selben und in anderen Gehirnregionen keine Verénderungen der
Expressionsstérke mefdar. Bei SAP97 und bel Chapsyn110 konnte in den untersuchten
Gehirnbereichen keine Anderung dess-mRNA-Gehaltes festgestellt werden. Die Melwerte
sind im Anhang aufgefihrt.
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Abb. 19 In situ Hybridisierung an Frontalschnitten durch den anterioren (oben) und posterioren (unten) Teil
des Vorderhirns vom Huhn, mit einer SAP90-Sonde. Die Expression der SAP90-mRNA ist 5 Stunden nach
der Préagung im lateralen HV und im IMHV erhéht. HV = Hyperstriatum ventrale, IMHV = intermedialer
und medialer Teil des Hyperstriatum ventrale
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Expression von SAP90 im lateralen HV bei naiven und geprégten Hithnern
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Abb. 20 Anderung der Expressionsstarke von SAP90 im lateralen Hyperstriatum ventrale (A) und im IMHV
(B) zu drei verschiedenen Zeitpunkten nach Prégung. Es sind relative Werte fur die optische Dichte
angegeben. Bei einem Wert von 1 ist die Signalstdrke im gemessenen Areal gleich dem Hintergrundwert.
Finf Stunden nach der Prégung ist bei alen drei Versuchspaaren ein Anstieg der Expression feststellbar.
Der Anstieg im lateralen HV um durchschnittlich 13% ist signifikant. Der Anstieg um durchschnittlich 8%
im IMHV ist nicht signifikant. (p > 0,05, Men Whitney-U-Test)

3.5 Western Blot mit SAP des Huhns

Um die Verteilung der SAP im Gehirn immuncytochemisch zu untersuchen, wurden in
einem Western Blot verschiedene Antikorper auf ihre Fahigkeit an Proteine der Ratte und
des Huhns zu binden getestet. Dazu wurden Proteinextrakte aus dem Gehirn einer adulten
Ratte und eines einen Tag alten Huhns verwendet.
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Abb. 21 Das Bild zeigt einen Westernblot, in dem Proteine aus dem Gehirn von Huhn und Ratte mit
verschiedenen Antikdrpern inkubiert wurden. 1) Anti-human PSD95, monoklonal von Biomol 2) Anti-Rat
SAP90 polyklonal (Kistner et al., 1993) 3) Anti-Rat-Chapsyn110, polyklona von Alomone Labs 4) Anti-
Mouse-SAP102, polyklonal von Alomone Labs

Der monoklonale Antikorper gegen SAP90 von Biomol (1) erkennt eine Bande im
Ratten-Proteinextrakt, bindet aber nicht an Proteine des Huhns. Die Bande liegt weit
unterhalb der erwarteten Grof3e von 90 kDa. Dieser Antikorper bindet laut Hersteller an die
Aminosauren 77-299 des menschlichen SAP90. Der SAP90-Antikorper von (Kistner et al.,
1993) (2) markiert eine starke und drei schwachere Banden im Gehirnextrakt der Ratte.
Beim Huhn zeigt er zwei Banden, die im Vergleich zur Ratte etwas verschoben sind. Die
Grofie der unteren Bande des Huhns korreliert gut mit dem erwarteten Molekul argewicht
von 90 kDa. Die zweite Bande liegt kurz darlber. Daher handelt es sich bel der unteren
Bande moglicherweise um SAP90 und bei der obere Bande um SAP97. SAP9I7 ist beim
Huhn um 96 Aminosauren langer als SAP90 und ist bis auf die ersten 106 Aminosduren
mit ihm identisch. Das bedeutet, dal? dieser Antikérper im Huhn wahrscheinlich an beide
Proteine gleichzeitig binden kann. Dementsprechend kénnte es sich es sich bei den beiden
unteren Banden im Extrakt der Ratte um zwei SpleiRvarianten von SAP90 handeln, da
dieses um 33 Aminosduren kirzer ist als beim Huhn. Die beiden oberen Banden konnten
demnach zwei Spleildvarianten von SAP97 enthalten. Dieses ist bei der Ratte um 162
Aminosduren langer als SAP90 und um 33 Aminosauren langer als SAP97 des Huhns.
Eine noch genauere Zuordnung der Banden wére durch einen Vergleich mit einem SAP9O7-
Antikérper mdoglich, der aber nicht zur Verfigung stand. Der Antikorper gegen
Chapsyn110 (3) markiert eine Bande der entsprechenden Grof3e im Proteinextrakt der
Ratte und mehrere Banden beim Huhn. Er ist gegen die Aminosduren 336-379 des Huhns
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gerichtet. Dies ist der nur in Chapsyn110 vorkommende Abschnitt zwischen der 2. und 3.
PDZ-Doméane. Aus diesem Grund ist es wahrscheinlicher, da3 es sich bei den
verschiedenen Banden um Spleil3varianten von Chapsyn110 handelt, als dal3 verschiedene
SAP erkannt werden. Der Antikorper gegen SAP102 (4) bindet das Rattenprotein in
diesem Westernblot nicht. Dafir ist eine schwache Bande im Proteinextrakt des Huhns
sichtbar, die aber weit unter der erwarteten GrofRe von 102 kDa liegt. Eine sichere
Zuordnung zu SAP102 ist daher nicht moglich. Es konnte nicht eindeutig gezeigt werden,
dai3 die Antikdrper mit nur einem SAP spezifisch interagieren. Daher wurden mit diesen
Antikorpern  keine immuncytochemischen  Untersuchungen an  Gehirnschnitten
durchgefihrt.

3.6 Expression rekombinanter SAP in Neuronen der Ratte

Beobachtungen an Gehirnschnitten der Ratte deuten darauf hin, dal3 SAP90 im Vorderhirn
eher postsynaptisch (dendritisch) lokalisiert ist (Cho et a., 1992) und SAP97 présynaptisch
(axonal) lokalisiert ist (Mller, 1995). Daher sollte untersucht werden, ob rekombinante
Proteine in kultivierten Hippocampusneuronen ebenfalls in unterschiedliche subzelluldre
Regionen transportiert werden. Im Fall einer unterschiedlichen Lokalisierung von SAP90
und SAP97 sollte anschlief3end, durch Deletion bestimmter Teilstlicke dieser Proteine, der
fur die Lokaliserung verantwortliche Bereich ndher eingegrenzt werden. Als
Expressionsvektoren wurden die Vektoren EGFP-C1 und EGFP-N3 von Clontech
verwendet, in die die codierende Region der SAP97- und SAP90-cDNA der Ratte kloniert
wurde. EGFP (enhanced green fluorescent protein) ist ein Protein, dald im UV Licht grin
leuchtet. Bei der Trandation entstehen Fusionsproteine aus SAP und EGFP, die im
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kénnen. Da mogliche Lokalisierungssignale am
Carboxyterminus oder am Aminoterminus der SAP liegen konnen, und durch das
angehangte EGFP gestort werden kénnten, wurden jeweils zwei verschiedene Vektoren
verwendet. In einem lag das SAP am Carboxyterminus, aso hinter dem EGFP und im
anderen am Aminoterminus, vor dem EGFP. Da die Eigenfluoreszenz des EGFP im
Fusionsprotein sehr schwach war, wurden die Zellen nach der Fixierung mit einem
Antikorper gegen EGFP markiert. Die Neurone wurden jeweils nach 12 bis 14 Tagen in
Kultur fixiert. Zu diesem Zeitpunkt waren die transfizierten Zellen vollstandig
ausdifferenziert. Axone und Dendriten konnten morphologisch unterschieden werden.
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Axone sind dunner, sehr viel langer, haben keine Dornen und fast keine Verzweigungen.
Mit einem Antikorper gegen MAP2 (Mikrotubulus assoziiertes Protein 2) konnten selektiv
Dendriten angeférbt werden. Mit einem Tau-Antikorper wurden nur Axone geféarbt. In
allen mit SAP90 und mit SAP97 transfizierten Zellen war das Protein in der gesamten
Zelle vorhanden. An der Morphologie der Zellaudaufer war erkennbar, dal3 es sowohl in
Dendriten und dendritischen Dornen, wie auch im Axon und im Zellkorper vorhanden war.
In einer Doppelfarbung konnte auf3erdem gezeigt werden, dal3 Zellaudaufer die nicht mit
MAP2 geféarbt wurden EGFP enthielten, was bedeutet, dal? es sich dabel um Axone
handelte. Dies war bei Proteinen der Fall, bei denen das EGFP vor dem SAP lag und
ebenso bel Proteinen mit umgekehrter Anordnung (Abb. 22). Aus diesem Grund scheint
dieses System zur Anayse von Lokalisierungsdomanen in SAP nicht geeignet.
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Abb. 22 Das Bild zeigt transfizierte Neurone nach 14 Tagen in Kultur, die mit einem Antikdrper gegen
EGFP markiert wurden. Der zweite Antikdrper ist mit Cy3 (rot) bzw. mit Cy2 (griin) gekoppelt. Die Proteine
sind in alen vier Zellen in Dendriten, Zellkdrper und Axonen vorhanden. A) SAP90-EGFP-C1 der Pfell
markiert ein Axon. B) SAP90-EGFP-N3 C) SAP97-EGFP-C1 D) SAP97-EGFP-N3
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4 Diskussion

Synapsenassoziierte Proteine spielen vermutlich eine zentrale Rolle beim Aufbau
funktioneller Synapsen. Die Proteinfamilie umfal¥ in Sdugetieren vier Mitglieder. Als
erstes dieser Proteine ist PSD95/SAPI0 1992 aus der Ratte isoliert worden (Cho et al.,
1992)). Durch intensive Forschung an SAP haben sich bis heute zahlreiche Hinweise auf
mogliche Funktionen dieser Proteine ergeben. Die Proteine sind homolog zum Tumor-
Supressor-Protein Disc-Large-1 von Drosophila. Hier gibt es nur ein Protein dieser Art.
Der Vergleich der Proteine verschiedener Spezies gibt weitere Hinweise auf die Funktion
und Entstehung der Proteine. Ziel dieser Arbeit war es eine molekulare Charakterisierung
der synapsenassoziierten Proteine des Huhns (Gallus domesticus) vorzunehmen, um daran
anschlief?end die mRNA-Verteilung im Gehirn und eine mdogliche Beteiligung dieser
Proteine bei der Pragung des Huhns zu untersuchen.

Die Anayse der Nukleotidsequenzen von cDNA und genomischer DNA  zeigt, dal3 es
beim Huhn vermutlich nur drei verschiedene Gene fir synapsenassoziierte Proteine gibt,
statt vier wie bel Sdugern. Zwar gibt es auch beim Huhn vier den Saugerproteinen
entsprechende Proteine, doch handelt es sich bei SAP97 und SAP90 um zwel verschiedene
Isoformen, die durch ein gemeinsames Gen codiert werden. Die cDNA-Sequenzen von
SAP97 und SAPQO0 sind Uber eine Lange von 2265 Nukleotiden zu 100 % identisch. Das
entspricht 99,0 % der gesamten codierenden Sequenz von SAP90 und 87,8 % der gesamten
codierenden Sequenz von SAP97. Dies zeigt, dal3 beide Formen aus einem Transkript
stammen mussen, da bei verschiedenen Genen, auch wenn sie eng verwandt sind, immer
einige Abweichungen bestehen. Durch die Analyse eines PCR-Produktes aus genomischer
DNA, das sowohl den nur in der SAP90-cDNA enthaltenen Abschnitt wie auch den nur in
der SAP97-cDNA enthaltenen Abschnitt enthélt, konnte aul3erdem gezeigt werden, dai3
beide Sequenzabschnitte im Genom des Huhns ca. 9000 Nukleotide voneinander entfernt
liegen. Dies zeigt, dal3 SAP90 und SAP97 beim Huhn Genprodukte eines Gens sind. Das
SAPI0/SAPI7-Gen des Huhns scheint eine Art Vorléaufer-Gen zu sein, aus dem sich spéter
in der Evolution die beiden unabhéngigen Gene fir SAP90 und SAP97 der Sduger gebildet
haben. Da das gemeinsame ,, Vorlaufer-Gen* (wie auch das einzige SAP- homologe Protein
von Drosophila DLG1) &hnlicher zu SAP97 der Ratte ist, hat SAP90 durch die Einfligung
von mehreren Abweichungen moglicherweise eine neue Funktion erhalten. Im Vergleich
von SAP90 der Ratte mit SAP90 des Huhns, das ja weitgehend die gleiche Sequenz wie
SAP97 hat, wird deutlich, welche Abschnitte sich im Laufe der Entwicklung am meisten
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verdndert haben. Sollte es Unterschiede in der Funktion zwischen SAP90 des Huhns und
SAP0 der Ratte geben, so scheint es naheliegend, dal’3 gerade die unterschiedlichen
Abschnitte fur die neuere Funktion beim Sduger eine Rolle spielen. Diese Ergebnisse
zeigen, dald es auch in den letzten gemeinsamen Vorfahren von Vogeln und Saugern drei
SAP-Gene (SAP90/SAP97, SAP102, Chapsyn110) geben muf. Interessanterweise, scheint
das SAP102- und das Chapsyn110-Gen stark konserviert worden zu sein, wahrend SAP90
und SAP97 sich relativ stark von ihren Ursprungsgenen wegentwickelt haben. Um die
Entwicklung der SAP-Gene genauer beurteillen zu konnen, mifite man die SAP-Gene
weiterer Tiere wie Fisch, Frosch und Reptilien untersuchen.

Mit Hilfe der PCR wurde die codierende Region der SAP90- und der SAP97-mRNA in
fast der gesamten Lange synthetisiert. In beiden PCR-Produkten unterscheiden sich die
Sequenzen in einem Abschnitt, der zwischen den Bereichen liegt, die die SH3- und die
GK-Doméne codieren. Dieser ist bel der SAP97-cDNA 45 Nukleotide und bei der SAP9O0-
cDNA 39 Nukleotide lang. Es ist nicht klar, ob dieser Unterschied typisch fir die mRNAs
von SAP90 und SAP97 ist. Ebenso scheint es mdglich, dald3 die unterschiedlichen
Abschnitte in alternativen Spleil3varianten beider mRNAs vorkommen konnen. Aus den
beiden Abschnitten 183t sich eine Aminosduresequenz von 13 bzw.15 Aminosauren Lange
ableiten, die nicht in der SAP90-Sequenz der Ratte enthalten ist. Daflr ist der bei SAP97
gefundene Teil ganz und der bei SAP90 gefundene Teil zur Halfte in der Sequenz von
SAP97 der Ratte enthaten. Ein in anderen Proteinen bekanntes Motiv wurde in diesen
Abschnitten nicht gefunden. Welche Rolle dieser unterschiedliche Sequenzabschnitt spielt
bleibt unklar. Bei (Lue et al., 1994)+(Lue, 1996) werden im humanen Homologen von
SAP97 (=Hdlg) zwe alternativ gespleifdte Abschnitte beschrieben, die as | 2 und I3
(Insertion 2+3) bezeichnet werden und ebenfalls zwischen der SH3- und der GK-Doméne
liegen. Das dort beschriebene Insert 2 ist 12 Aminosauren lang. Es ist mit ener
Aminosauresubstitution auch in der SAP97-Sequenz des Huhns enthalten und liegt direkt
vor dem Abschnitt der bel SAP90 und SAP97 des Huhns unterschiedlich ist. Das
beschriebene aternativ vorkommende Insert 3 (34 AS) scheint die membranstandige
Lokalisierung des Proteins in CX-1-Zellen zu vermitteln. Diese Sequenz ist nicht in der
cDNA-Sequenz des Huhns enthalten. Bei (Wu, 2000) wird auf3erdem gezeigt, dal? dieses
Insert 3 wahrscheinlich einen hemmenden Einfluf? auf die Bindung von GKAP an die GK-
Domaéne von SAP97 der Ratte hat. In dieser Untersuchung wurde Insert 3 und 12 weitere
Aminosduren deletiert, so dal3 auch der Teil fehlte, der in SAP97 des Huhns, aber nicht in
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SAP90 des Huhns vorkommt. Die Deletion fuhrte zu einer besseren GKAP Bindung.
Daher scheint es moglich, dal3 der bei SAP97 des Huhns gefundene Abschnitt, auch dort
zur Unterdriickung einer GKAP-Bindung beitragt.

Ein eindeutiger Unterschied zwischen den Aminosduresequenzen von SAP90 und SAP97
des Huhns besteht in den aminoterminalen Sequenzabschnitten. Dieser Abschnitt ist bei
SAP97 106 und bei SAP90 10 Aminosiuren lang ist. Uber fast den gesamten tbrigen
Bereich sind die beiden Proteine identisch. Dies impliziert, daf3 auch die Domanenstruktur
und die Bindungseigenschaften gegeniiber anderen Proteinen weitgehend identisch sind,
und funktionelle Unterschiede zwischen beiden Proteinen auf die beiden unterschiedlichen
aminoterminalen Abschnitte zurlickzufihren sind. Tats&chlich haben SAP97 und SAP90
auch in der Ratte dhnliche Bindungseigenschaften. Beide Proteine kénnen beispielsweise
an Shaker-Typ-K*-Kandle binden (Sheng, 1996). Im Gegensatz zu SAP90 und
Chapsyn110 kann SAP97 aber keine Cluster mit diesen Kandlen an der Zelloberflache
bilden (Kim, 1996). SAP97 und SAP90 haben auf3erdem unterschiedliche subzellulére
Verteilungsmuster und kommen zum Teil in verschiedenen Geweben vor. SAP97 kommt
alseinziger Vertreter der SAP im Huhn, wie die in situ Hybridisierungen zeigen, und auch
in der Ratte (Miller, 1995), in epithelialen Zellen vor. Bei der Ratte wurde SAP97 in Herz,
Muskel, Leber, Lunge und Hoden nachgewiesen. Im Gehirn, Leber und Herz der Ratte
wurde gezeigt, dal3 SAP97 eng an die Membran assoziiert ist (MUller, 1995). In Neuronen
ist es entlang der Membran von unmyelinisierten Axonen und in Synapsen lokalisiert. In
Epithelzellen kommt SAP97 an lateralen Zellkontaktstellen vor und ist mit E-Cadherin
assoziiert (Reuver und Garner, 1998). Es konnte gezeigt werden, dal3 die ersten 65
Aminosduren von SAP97 die Lokalisierung an die laterdle Membran in kultivierten
CACO-2-Zellen (human colon carcinoma cell line) vermitteln (Wu et a., 1998). In
Drosophila ist das homologe Protein in septate junctions zu finden (Woods und Bryant,
1993). Der Verlust dieses Gens fuhrt bei Drosophila zu einer Auflésung der Zellkontakte
in den Imaginalscheiben und zu einem unkontrollierten Wachstum dieser. Diese Befunde
deuten darauf hin, dal3 SAP97 eine wichtige Rolle bei der Adhasion verschiedener
Zelltypen spielt, SAPO0 dagegen eine Funktion einnimmt, die auf Synapsen des ZNS
beschréankt ist. Geht man davon aus, dal3 die beiden Proteine auch im Huhn diese
unterschiedlichen Funktionen erfullen, so mul® dieser Unterschied beim Huhn in der
Sequenz der aminoterminalen Abschnitte begriindet sein. Daher ist es denkbar, dal3 die
ersten 106 Aminosauren von SAP97 fur die spezifische subzellulére Lokalisierung dieses
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Proteins verantwortlich sind. Um dies zu bestétigen, wére es sinnvoll die Verteilung des
Proteins in Neuronen und in Epithelzellen des Huhns durch Immuncytochemie zu
Uberprifen. Ein  weiterer Hinweis auf die Funktion dieser Aminoterminaen
Sequenzabschnitte fur die subzelluldre Lokalisierung geht aus Untersuchungen Uber
SAPO0 der Ratte hervor. Der spezifische aminoterminale Sequenzabschnitt von SAPO0 ist
nur 10 Aminosduren lang. Diese ersten 10 Aminosduren sind bei Huhn und Ratte
vollsténdig identisch. Bel der Ratte konnte gezeigt werden, dal3 die in Position 3 und 5
liegenden Cysteine pamityliert werden (Topinka und Bredt, 1998), und da3 nur
pamityliertes SAPO0 in der postsynaptischen Membran lokalisiert werden kann. Auf
Grund der gleichen Sequenz scheint es wahrscheinlich, dald SAP90 des Huhns ebenfalls
palmityliert und membranstandig lokalisiert werden kann. Ein chimeres Proteins, bei dem
der Aminoterminus von SAP97 durch die ersten 13 Aminosduren von SAP90 ersetzt
worden war, zeigte in Zellkultur ein synaptisches Verteilungsmuster (Craven, 1999). Das
normale SAP97 zeigt dagegen eine diffuse Proteinverteilung. Dadurch konnte gezeigt
werden, dal3 der Aminoterminus von SAP90 in der Ratte die Lokalisierung des Proteins in
Synapsen vermittelt. Weiterhin wurde gezeigt, dal? die Cysteine in Position 3 und 5 von
SAPO0 fur die Multimerisierung der Proteine und fur die Bildung von lonenkanal-Clustern
essentiell sind (Hsueh et a., 1997). Auch Chapsyn110 ist zu dieser Clusterbildung fahig.
SAP90 und Chapsyn110 kdnnen jeweils homomultimere Komplexe, wie auch gemeinsame
heteromultimere Komplexe bilden. Die Proteine sind dabei Uber Disulfidbriicken am
Aminoterminus miteinander verbunden (Hsueh et al., 1997). Der fir Chapsyn110 typische
aminoterminale Sequenzabschnitt ist 14 Aminosauren lang und enthélt an Position 5 und 7
zwei Cysteine. Dieser Abschnitt ist ebenfalls zwischen Huhn und Ratte vollsténdig

konserviert.

Im folgenden werden weitere Unterschiede zwischen SAP des Huhns und SAP der Ratte
diskutiert. Die Identitét von SAP97 des Huhns und SAP97 der Ratte ist mit 89,7 % relativ
hoch. Innerhalb der PDZ-, SH3- und GK-Domanen sind die Sequenzen hoch konserviert.
Deuitlich abweichende Sequenzen treten zwischen der PDZ-Doméne 1 und 2, und zwischen
der PDZ-Domane 2 und 3 auf. Bei der Ratte ist hinter Aminoséure 161 (vor PDZ1) ein
zusétzlicher Abschnitt von 33 Aminosduren inseriert (161-194), der beim Huhn nicht
vorhanden ist. Zwischen der 3. PDZ-Doméne und der SH3-Doméne, sowie zwischen der
SH3- und der GK-Domane sind beide Sequenzen sehr dhnlich, wobei die Sequenz der
Ratte um 7 Aminosauren langer ist.
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Vergleicht man die Sequenz von SAP90 des Huhns (die fast vollkommen mit SAP97 des
Huhns identisch ist) mit SAPO0 der Ratte, so zeigen sich sehr viele einzelne
Aminosauresubstitutionen Uber die gesamte Lange verteilt und bestimmte Abschnitte in
denen die Sequenzen stark unterschiedlich sind. Die ldentitét betragt 72,6 %. Die
charakteristischen ersten 10 Aminosauren sind vollstandig identisch. Der Abschnitt
zwischen Aminosaure 34 und 66 (des Huhns) fehlt bei der Ratte. An dieser Stelle mul3 im
Gen im Laufe der Entwicklung ein Teil des Exons verloren gegangen sein oder ein neues
kirzeres entstanden sein, denn es konnte gezeigt werden, dal3 der gesamte Abschnitt von
Aminosaure 11-66 beim Huhn in einem Exon codiert ist (Exon3). Bei SAP90 von Huhn
und Ratte sind die Abschnitte zwischen der 1. und 2. PDZ-Domaéne, zwischen der 2. und 3.
PDZ-Domane und zwischen der SH3- und der GK-Domane sehr unterschiedlich. Zwischen
der SH3- und der GK-Domaéne fehlt bel der Ratte ein  Abschnitt von 26 Aminosauren im
Vergleich zum Huhn.

Die Identitédt von Chapsyn110 bel Huhn und Ratte ist mit 95% sehr hoch. Es gibt nur
wenige einzelne Aminosduresubstitutionen. Zwischen der 2. und 3. PDZ-Doméne treten
die meisten Abweichungen auf, wo ein Abschnitt von 11 Aminosauren stark
unterschiedlich ist. Chapsyn110 besitzt zwischen der 2. und 3. PDZ-Doméne einen
zusétzlichen Sequenzabschnitt, der in den anderen SAP nicht vorkommt. Dieser Abschnitt
kann beim Huhn in einer langeren und in einer kirzeren Form vorkommen. Bei der
langeren Isoform ist dieser Teil 75 Aminosduren lang und bei der kirzeren Form 23. An
dieser Stelleist bei der Ratte kein alternatives Spleif3en bekannt. Bei Chapsyn110 der Ratte
gibt es zwei Isoformen, die sich zwischen der SH3- und der GK-Doméne unterscheiden
(Kim et a., 1996).

Die ermittelte Sequenz von SAP102 des Huhns, ab Mitte der 2. PDZ-Domaéne bis 23 AS
vor dem Stopcodon enthét nur sehr wenige Abweichungen zur Ratte. Die Identitét betragt
hier 95,8 %. Da nur Teile der cDNA-Sequenz aus dem codierenden Bereich ermittelt
werden konnten, liegen keine cDNA-Sequenzen aus der 3" UTR oder anderen fir SAP102
einmaligen Bereichen vor. Aus diesem Grunde war es nicht mdglich eine spezifische
Sonde fir SAP102 herzustellen, um die Verteilung der mRNA zu ermitteln.

Nach Betrachtung der Aminosduresequenzen der SAP von Huhns und Ratte wird
verstandlich, warum einige Antikorper, die im Westernblot an Proteine der Ratte binden,
nicht an Proteine des Huhns binden oder dort an mehrere Proteine binden konnen. Der
Antikorper gegen SAP90 von Biomol (1) ist gegen die Aminosduren 77-299 des
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menschlichen SAPOO0 gerichtet. Dieser Bereich beginnt kurz vor der 1. PDZ-Doméne und
endet kurz vor der 3. PDZ-Domane. Die Sequenz unterscheidet sich hier deutlich von
SAP90 des Huhns. Der Antikorper von Kistner gegen SAP0 (2) (Kistner et a., 1993)
bindet im Huhn hochstwahrscheinlich an SAP90 und SAP97, die als zwel Banden sichtbar
sind. Dies verwundert nicht, da die Sequenzen weitgehend identisch sind und der
Antikorper bereits 1992, bevor SAP97 bekannt war, hergestellt wurde. Eine genau Angabe
Uber das Epitop wird nicht gemacht. Ein selektiver Antikorper fir SAP90 und SAP97
kann nur hergestellte werden, indem dieser gegen die ersten 10 Aminosauren von SAP90
bzw. gegen die ersten 106 Aminosauren von SAP97 gerichtet ist. Ein solcher Antikorper
gegen SAP97 wird bel (Mller, 1995) verwendet. Der Antikorper gegen Chapsynl110 ist
gegen die Aminosduren 336-379 der Ratte gerichtet, die fur Chapsynl110 spezifisch sind.
Dieser Antikorper erkennt moglicherweise verschiedene Isoformen von Chapsyn110 im
Huhn. Aufgrund fehlender Antikorper, die SAP des Huhns spezifisch binden, konnten
keine immuncytochemischen Untersuchungen durchgefihrt werden, die vorhersagen, wo

SAP vorkommen und wie sie innerhalb der Neurone verteilt sind.

Mit Hilfe radioaktiver in situ Hybridisierung wurde die Verteilung der SAP-mRNAS im
Gehirn untersucht. Es zeigte sich, dal3 die SAP90-, SAP97- und Chapsyn110-Transkripte
sehr unterschiedliche Verteilungsmuster haben. Besonders auffalend ist, dald die
Verteilungsmuster der SAP90- und SAP97-mRNA exakt gegensétzlich sind und sich
sozusagen erganzen. In den Bereichen, in denen die SAP90-mRNA nicht vorhanden ist,
kommt die SAP97-mRNA vor. In keinem der Gehirnareale sind beide mRNAS gleichzeitig
vorhanden. Dabel ist zu bedenken, dal3 es sich bei dem Vorkommen der SAP90- und
SAP97-mRNA nicht um unterschiedliche Genexpression handelt, da in den verschiedenen
Gehirnregionen ja dieselbe Vorlaufer-mRNA transkribiert wird und die Expression von
einem Promotor gesteuert wird. Die Verteilung der SAP90 und SAP97-mRNA unterliegt
einer posttranskriptionalen Kontrolle durch aternatives Spleif¥en. Anders als bei dieser
gegensétzlichen Verteilung der SAP90- und SAP97-mRNA, hat die Chapsyn110-mRNA
ein Vertellungsmuster, dal3 sich mit dem von SAP90 und SAP97 Uberschneidet. Es kommt
also mit beiden MRNASs zusammen in denselben Gehirnregionen vor. Da Chapsyn110 mit
SAP90 Heteromultimere und NMDA-Rezeptor-Cluster bilden kann (Kim et a., 1996), ist
zu vermuten, dald sie innerhalb dieser Gehirnregionen in gemeinsamen Komplexen

vorliegen.
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Synapsenassoziierte Proteine konnen mit Glutamatrezeptoren des NMDA-Typs und mit
K*-Kandlen interagieren, indem sie mit der 1. und 2. PDZ-Domane an den
Carboxyterminus der Rezeptoren binden (Kornau et al., 1997). Sie kdnnen Uber die SH3-
Domaéne an Kainatrezeptoren binden (Garcia, 1998). Aul3erdem kdnnen sie an Neuroligine
und an die Signaltransduktionsmolekiile SynGAP und nNOS binden. Damit scheinen SAP
eine wichtige Funktion bel der Lokalisierung und Verankerung von Transmitterrezeptoren
in Neuronen zu haben und an der Bildung von Signaltransduktionskomplexen beteiligt zu
sein. Durch die enge Assoziation von SAP90 mit NMDA-Rezeptoren, ist besonders ein
Vergleich der Verteilungsmuster von SAP90 und NM DA -Rezeptoren interessant. Es zeigte
sich, dafi3 tatséchlich eine starke Korrelation zwischen der Verteilung der SAP90-mRNA
und dem Vorkommen von NMDA-Rezeptoren im Gehirn des Huhns besteht (Henley,
1989). (Dabei ist zu beachten, dal3 das Protein in Nervenendigungen vorkommt und die
RNA in den Zellkérpern der Neuronen, was raumliche Unterschiede ergeben kann.) Die
SAPO0-mRNA ist im Vorderhirn fast Gberall vorhanden, mit Ausnahme des Ectostriatum
und des Paleostriatum primitivum. Dasselbe trifft fur NMDA-Rezeptoren zu, die im
Vorderhirn relativ gleichméadig vorhanden sind, aber im Ectostriatum und Paleostriatum
primitivum nicht (oder nur in minimalen Mengen) vorkommen (Henley, 1989). Im
Cerebellum des Huhns werden keine NMDA-Rezeptoren gefunden. Ebenso wurde in
dieser Arbeit auch keine SAP90-RNA im Cerebellum gefunden. Die NMDA-Rezeptoren
wurden Uber die Bindung des NMDA-Rezeptor-Blockers MK-801 nachgewiesen. Daher
kann man die Maoglichkeit nicht ganz ausschlief?en, dal3 es andere NMDA-
Rezeptorsubtypen gibt, die MK-801 nicht binden und in jenen Bereichen vorkommen. Im
Gegensatz zur Vertellung der NMDA-Rezeptoren und der SAP90-mRNA ist gerade im
Ectostriatum und Paleostriatum primitivum die SAP97-mRNA zu finden.

Im folgenden werden die einzelnen Gehirnbereiche néher erklart. SAP97 kommt nur in
wenigen Bereichen des Vorderhirns vor. Dies sind primére Input-Schichten fir visuelle
und akustische Signale im Teencephalon. SAP90 kommt dagegen in den
weiterverarbeitenden, d.h. umliegenden Bereichen vor. Das Ectostriatum ist einer der zwel
Eingangsbereiche fur visuelle Signale im Vorderhirn. Hier enden die Axone aus dem
Nucleus rotundus. Von dort aus projizieren Neurone in den ectostriatalen Gurtel, der das
Ectostriatum umgibt. Das Verarbeitungszentrum fir akustische Signale bei Vogeln ist der
Feld L-Komplex, zu dem Feld L (Neostriatum) und der akustische Teil des Hyperstriatum
ventrale gehdren. Das Feld L ist aus drei Schichten aufgebaut, die von dorsomedial nach
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ventrolateral mit L1, L2 und L3 bezeichnet werden. Diese Schichten sind in den
Autoradiogrammen deutlich zu erkennen. SAP97 kommt in der mittleren Schicht L2 vor.
Dies ist die Eingangsschicht, in der akustische Signale aus dem Nucleus ovoidalis das
Vorderhirn erreichen. Im nachfolgenden Schritt werden die Signale in Schicht L1 und L3
und in den darliber liegenden Teil des Hyperstriatum ventrale weitergeleitet (Bonke, 1979),
in dem die SAP90-mRNA in hohem Mal3e vorhanden ist. Die Expression von Chapsyn110
ist im Feld L-Komplex besonders hoch. Der dritte sensorische Komplex ist das trigeminale
System. In diesem gehen sensorische Signale aus dem Gesichtsfeld Uber den Trigeminusin
den Hirnstamm ein. Von dort projizieren Neurone direkt ins Telencephalon in den Nucleus
basalis. Im Nucleus basdlis ist eine besonders hohe Expression von Chapsyn110 zu
beobachten. SAP0 und SAP97 werden hier nicht exprimiert.

Zusammenfassend zeigt die RNA-Verteilung der SAP, dal’ diese besonders in sensorischen
Systemen des Huhns exprimiert werden. Dabel ist Chapsyn110 in allen Eingangsregionen
sensorischer Signale besonders stark exprimiert (Feld L, Nucleus basalis, Hyperstriatum
intercalatum) und in weiter verarbeitenden Bereichen schwécher. Die SAP97-mRNA ist im
Vorderhirn nur in den Eingangsbereichen des visuellen und akustischen Systems
vorhanden (Ectostriatum und Feld L 2). Die SAP90-mRNA ist Uberwiegend in
nachgeschalteten reizverarbeitenden Regionen vorhanden. Dies konnte ein Hinwels darauf
sein, dal3 gerade SAP90 mit der Verarbeitung aulerer Wahrnehmungen in assoziativen
Denkvorgangen und der Umwandlung dieser in Verhaltensénderungen im Zusammenhang
steht. Denk- bzw. Lernvorgénge erfordern ein gewisses Mal3 an synaptischer Plastizitét, bei
der vor allem NMDA-Rezeptoren eine Rolle spielen, nicht aber AMPA-Rezeptoren, die fur
eine schnelle synaptische Transmission sorgen (Kim, 1999). Betrachtet man die
Gehirnregionen, in denen der Gehalt an SAP90-mRNA am héchsten ist, so falt auf, daid
dies tatsichlich gerade die Bereiche sind, die mit Lernvorgadngen in Zusammenhang
gebracht werden (Hyperstriatum ventrale, LPO, Ndc und IMHV).

Die Weiterverarbeitung der Signale aus den beschriebenen Eingangsbereichen erfolgt in
den nachfolgend beschriebenen Arealen. Von den drei sensorischen Gehirnbereichen
werden die Signale in den dorsocaudalen Teil des Neostriatums (Ndc) weitergeleitet. Der
Ndc dient as assoziatives Zentrum, von dort werden Signale in die prégungsrelevanten
Regionen MNH, IMHV und ins Archistriatum weitergeleitet. SAP90 ist im gesamten
Neostriatum vorhanden, und im Ndc vermehrt. Chapsyn110 ist ebenfalls im gesamten
Neostriatum vorhanden, ist aber gleichméaldig verteilt. Chapsyn110 ist im MNH deutlich
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erhdht. Das MNH ist ein Bereich der eine Rolle bel akustischer Prégung spielt (Metzger,
1998). Bei SAP0 ist das MNH nicht deutlich markiert. Hier erfolgt im ventralen Teil
(neostriatal) nur schwache Expression, dafur aber starke Expression im dorsaen Tell
(Hyperstriatum ventrale). Im IMHV werden SAP90 und Chapsyn110 exprimiert. Im Lobus
parolfactorius (LPO) und Paleostriatum augmentatum (PA) wird SAPOO0 stark exprimiert.
Der LPO spielt ebenfalls eine Rolle bei bestimmten Lernvorgangen (Csillag A., 1997) und
enthdt zahlreiche Glutamatrezeptoren. Der LPO erhdt seinen Hauptinput aus dem
Archistriatum.

Auffallend ist, da3 Chapsyn110 im gesamten ventralen Teil des Vorderhirns, aso
unterhalb der Lamina medullaris dorsalis, nur schwach exprimiert ist. In diesem Bereich
wurde ein besonders hohes Vorkommen an Dopaminrezeptoren (D1) nachgewiesen
(Schnabel, 1996). Ein Zusammenhang dazu ist alerdings nicht bekannt. Insgesamt kann
man sagen, dal3 Chapsyn110 in nahezu alen Teilen des Gehirns vorhanden ist. Durch
seinen geschichteten Aufbau ist dies besonders im Mittelhirn und Cerebellum deutlich zu
sehen. Daraus a3t sich schlief3en, dal3 Chapsyn110 wahrscheinlich eine sehr grundlegende
Rolle in excitatorischen Synapsen spielt. Deutlich ist im Mittelhirn der Nucleus
mesencephalicus lateralis (MId) markiert, der zum akustischen System gehort. Besonders
stark sind die Purkinjezellen im Cerebellum markiert. Dies wurde auch fir die Expression
von Chapsyn110 bei der Ratte festgestellt (Fukaya, 1999). In den Purkinjezellen werden
Kainat-Rezeptoren sehr stark und AMPA-Rezeptoren etwas weniger stark exprimiert. Die
Rezeptoren wurden in der Molekularschicht gefunden. In der Molekularschicht liegen
Axone der Kornerzellen, die excitatorische Signale an Dendriten der Purkinjezellen
Ubertragen. Da Kainat- und AMPA-Rezeptoren in Dendriten vorhanden sind, werden sie
wie Chapsyn110 in den Purkinjezellen exprimiert. Dies kénnte bedeuten, dal3 Chapsyn110
an der Lokalisierung dieser Rezeptoren beteiligt ist.

Im Mittelhirn und Cerebellum sind die SAP90- und SAP97-mRNAs genau umgekehrt
verteilt wie im Vorderhirn. Im Vorderhirn ist fast ausschliefdlich die SAP90-mRNA zu
finden. Dasselbe gilt bei der Ratte (Fukaya, 1999)+(Mdiller, 1995). Dagegen ist die SAP97-
MRNA beim Huhn im Mittelhirn und Cerebellum viel weiter verbreitet als die SAPOO0-
MRNA. SAP97 kommt hier im Tectum opticum und in der Kornerschicht des Cerebellums
vor, nicht aber in den Purkinjezellen. Auch bei der Ratte wird die SAP97-mRNA in der
Koérnerschicht gefunden, nicht aber in den Purkinjezellen (Mller, 1995). Das Protein ist in
der Molekularschicht in hohem Maf3e vorhanden. Im Cerebellum liegen Zellkorper und
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Zéellfortsdtze in unterschiedlichen Schichten, sind also raumlich voneinander getrennt. Die
Verteilung der mRNA zeigt, wo die Zellkorper der Zellen liegen, in deren Fortséizen das
Protein gefunden wird. Dadurch lassen sich prasynaptische und postsynaptische
Zellauslaufer relativ gut unterscheiden. In der Molekularschicht (auf3en) liegen die Axone
der Kornerzellen, ihre Zellkorper liegen in der Kornerschicht. Wenn die RNA in den
Kornerzellen exprimiert wird und das Protein in der Molekularschicht vorhanden ist, so ist
das ein deutliches Zeichen dafir, dal? SAP97 prasynaptisch, aso in Axonen vorkommt.
SAPI97 wird bei (Mller, 1995) im Zytoplasma von Axonen beschrieben. Es wurde in
unmyelinisierten Fasern gefunden. Neuerdings wurde gezeigt, dal3 SAP97 mit
Glutamatrezeptoren des AMPA-Typs interagiert und mit diesen in Komplexen vorliegt
(Valtschanoff, 2000). Da AMPA-Rezeptoren in der postsynaptischen Membran lokalisiert
sind, scheint eine postsynaptische Lokalisierung von SAP97 verstéandlicher. In
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde festgestellt, da3 SAP97 in der
postsynaptischen Dichte vorkommt. Es wird vorwiegend (nicht ausschliefdich)
postsynaptisch gefunden. Dies ist ein Widerspruch zu den friheren Befunden. Eine
Erkldrung flr diese Diskrepanz ist moglich, wenn man annimmt, das die mRNA von
SAP97, die in der Kornerschicht des Cerebellums vorkommt, dort nicht in den
Kornerzellen, sondern in Golgizellen vorhanden ist. Diese Zellen liegen ebenfalls in der
Kornerschicht, sind dort vereinzelter aber grofRer. Von diesen Zellen verzweigen sich
Dendritenbdume in der Molekularschicht, wo sie excitatorischen Input von den
Kornerzellen erhalten.

SAP97 kommt im Gegensatz zu SAP90 und Chapsyn110 auch in der Wand des Ventrikels,
also in epithelialen Zellen vor. Damit stellt sich die Frage, was die Funktion von SAP97 in
nicht-neuronalen Zellen ist. Bel (Lue, 1996) wird gezeigt, dal3 ein Bereich, der die 1. und
2. PDZ-Domaéne einschlief%, mit dem Zytoskelettprotein 4.1 interagiert. Dieses Protein
kann mit seinem T/SXV-Motiv, welches auch die Bindung der Glutamatrezeptoren an
PDZ-Doménen vermittelt, um die Bindung konkurrieren. Das bedeutet, dal3 beide an der
gleichen Stelle von SAP97 binden konnen. Auf diese Weise kdnnte durch die Bindung
unterschiedlicher Proteine an der gleichen Bindungsdoméne, einerseits die Zelladhasion in
Epithelzellen wie andererseits Rezeptor-Clustering in Neuronen vermittelt werden.

Es ist sehr deutlich, dal3 die SAP97-mRNA beim Huhn auch in Fasertrakten vorkommt.
Stark markiert ist die tiefere Faserschicht des Cerebellums, der Fasciculus prosencephali
lateralis und die Commissurea tectalis. Dies sind myelinisierte Fasertrakte. Bei (Mdller,
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1995) wird das Protein dagegen in unmyeliniserten Fasern gefunden. Es ist
wahrscheinlicher, dal3 die SAP97-mRNA beim Huhn in Gliazellen dieser Fasertrakte
vorkommt und nicht in den Axonen, besonders welil die Markierung hier extrem stark ist.
Ob SAP97 in Gliazellen vorkommt ist bislang nicht untersucht worden.

Anhand der Pragung des Huhns wurde untersucht, ob die Expression der SAP-Gene bei
Lernvorgangen verandert wird. Junge Hihner erleben in nattrlicher Umgebung kurz nach
dem Schllpfen eine Pragung auf ihr Muttertier. Der Ruf der Henne pragt sich bel den
Kuken ein. Sie kbnnen darauf hin das Tier an den mitterlichen Rufen wieder erkennen und
folgen ihm dberal hin. Dieses Verhalten kann nicht nur durch die natirliche Muitter,
sondern auch durch bestimmte Objekte und Gerdusche ausgel6st werden. Dabel lernt das
Tier ein Objekt oder einen bestimmten Ton wieder zu erkennen. Dieser Prdgungsvorgang
eignet sich gut, um morphologische und biochemische Vorgange im Gehirn zu
untersuchen, die beim Lernen stattfinden. Nach der Prégung finden im Gehirn des Huhns
eine Relhe von Verdnderungen statt. Auf Grund dieser konnten verschiedene
Gehirnregionen bestimmt werden, die fir bestimmte Lernvorgange eine Rolle spielen.
Experimente, bei denen durch Lasionen, Elektroschock oder die Gabe von Antagonisten
der Lernerfolg verhindert wurde, zeigten, dal? die festgestellten Verénderungen tatsachlich
auf den Lernvorgang zurtickzufiihren sind, und nicht Nebeneffekte der visuellen oder
akustischen Stimulation sind. Fur Lernen relevante Regionen sind das IMHV, der MNH
bei akustischer Prdgung, der Ndc, das Archistriatum und der LPO (Mc Cabe, 1991),
(Bredenkotter, 1997), (Bock, 1997), (Sojka, 1995).

Es wurde gezeigt, dal3 nach der Pragung die Zahl der synaptischen Dornen im Ndc und im
IMHV abnimmt (Bock, 1999)+(Horn et al., 1985). Im Gegensatz dazu ist bei (Patel, 1988)
angegeben, dal’ nach einem passive avoidance task eine Zunahme der Anzahl synaptischer
Dornen im IMHV erfolgt. Hierbel lernen die Tiere, das Aufpicken bitter schmeckender
Korner zu vermeiden. Auch bel (Sojka M., 1995) wurde eine Zunahme der Dichte
synaptischer Dornen im LPO nach passive avoidance-Training beschrieben. Diese
Differenz wird bei (Rose, 2000) damit erklart, dal3 nach einer anfanglichen Vermehrung,
spater eine Reduktion der Synapsen stattfindet. Eine andere Folge des Lernens ist die
VergrofRerung der postsynaptischen Dichte. Sie wurde im IMHV nach visueller Prégung
festgestellt (Horn et al., 1985). Durch Inkorporation von *H-Uracil in RNA konnte auch
gezeigt werden, dal3 nach Prégung vermehrt RNA synthetisiert wird (Horn, 1986).



Diskussion 72

AulRerdem ist die Proteinsynthese verstérkt. Die Dichte der NMDA-Rezeptoren steigt im
IMHV nach visueller Pragung (Mc Cabe, 1991). In anderen Gehirnregionen ist dies nicht
der Fal. Die meisten Veranderungen finden in der linken Seite des Gehirns statt (linkes
IMHV + linkes LPO). Untersuchungen haben gezeigt, da? NMDA-Rezeptoren eine
entscheidende Rolle bei Lernvorgangen spielen (Stewart, 1992). Ihre Blockierung durch
Antagonisten verhindert den Lernerfolg (Bock, 1996). All diese Veranderungen deuten
darauf hin, dal3d SAP eine Rolle bei Lernvorgangen spielen kénnten. SAP sind wichtiger
Bestandteil postsynaptischer Dichten und vermitteln die Lokalisierung und Verankerung
von NMDA-Rezeptoren. Aus diesem Grunde wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
akustische Pragung einen Einflufd auf die Expression der SAP hat.

Es zeigte sich, dal3 der Gehalt an SAPO0-mRNA im lateralen HV und im IMHV 5 Stunden
nach dem Training erhoht ist. Es konnte kein Unterschied zwischen linker und rechter
Hemisphére festgestellt werden. Der Anstieg im lateralen HV ist signifikant. Im IMHV
wurde eine Tendenz zur einer Erhéhung festgestellt, die aber nur durch die Untersuchung
maoglichst vieler weiterer Versuchspaare bestétigt werden kann. Auch im medialen Teil des
HV gibt es einen Hinweis auf eine Erhdhung, der aber bisher nicht abgesichert ist. Eine
Verénderung des RNA-Gehates von SAP97 und Chapsynll0 trat nicht auf. Dies
bekréaftigt die Bedeutung von SAP90 bei Lernprozessen, die schon durch Versuche an
Mausen nachgewiesen wurde (Migaud, 1999). In einer genetisch manipulierten Maus mit
einem mutiertem SAP90-Gen wurden erhebliche Defizite des raumlichen Lernvermogens
festgestellt. In diesem Fall wurde ein Stopcodon in die fiur die dritte PDZ-Domane
codierende Region eingefugt, so das die Maus nur ein verkirztes SAP90 synthetisieren
konnte. Die Anordnung der NMDA-Rezeptoren war in diesen Tieren unverandert.
MOoglicherweise war durch die Mutation im SAP90-Gen bel diesen Tieren die Verbindung
zwischen NM DA -Rezeptoren und bestimmten Signaltransduktionsmolekiilen unterbrochen
worden. Das HV spielt bel der Gedachtnishbildung eine besondere Rolle. Die Bedeutung
des caudalen medialen Tell (IMHV) ist vielfach gezeigt worden (Horn, 1986). Da hier ein
Anstieg der SAP90-mRNA festgestellt wurde, und auRerdem eine Vermehrung der
NMDA-Rezeptoren stattfindet, wird die Vorstellung einer funktionellen Kopplung beider
Proteine unterstiitzt. Uber die Funktion des lateralen Teiles des HV gab es bisher keine
Hinweise. Der laterade Teil des HV tritt bel der Markierung mit der SAP90-Sonde als
dunkler Bereich sehr deutlich hervor. Er ist optisch als ein ovales abgegrenzt wirkendes
Areal (oder dunkler Fleck) zu erkennen. Dieses liegt direkt Gber der Lamina hyperstriatica
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an der Stelle, wo diese eine ventrale Einbuchtung hat. In diesem Teil des HV ist ein
signifikanter Anstieg der SAP90 mRNA um 13 % mef3bar. Diese Verdnderung weist
darauf hin, dal3 auch dieser Teil eine Bedeutung fir den Pragungsvorgang hat.

Die Tatsache, da3 SAP90 in mehreren Bereichen des HV erhdht ist und in anderen
Bereichen nicht (LPO, FeldL), zeigt dal3 Artefakte z.B. durch unterschiedliche Schnittdicke
oder ungleichméfdige Verteilung der Sonden, auszuschlief3en sind. In diesem Fall mifite in
allen Gehirnbereichen die gleiche Tendenz auftreten und auch bei den anderen Genen
dieselben Unterschiede mef3bar sein. Ein Anstieg der RNA findet aber nur bei SAP90 und
nur im HV statt.

Alle Veradnderungen im Gehirn sind abhéngig vom Zeitpunkt nach dem Training. Sie sind
nur in einem bestimmten Zeitfenster mef3bar. Der Anstieg der SAP90-mRNA ist 5 Stunden
nach der Pragung feststellbar. Nach 30 Minuten ist noch keine Anderung eingetreten. Nach
10 Stunden ist der Effekt nicht mehr mef3bar. Zu diesem Zeitpunkt ist die Genexpression
moglicherweise wieder auf ihrem Basisniveau, so dal3 die SAP90-RNA schon wieder
abgebaut wird. Ein Anstieg der NMDA-Rezeptordichte im IMHV tritt zwischen 6 und 8,5
Stunden nach der Prégung auf (Mc Cabe, 1991). Bei diesen Versuchen wurde ein visueller
Reiz unter zusdtzlicher Beschallung mit dem Ruf einer Henne engesetzt.
Interessanterweise findet im IMHV und im anterioren Teil des medialen Hyperstriatum
ventrale (wie auch im Ectostriatum und im posterioren medialen Neostriatum) 10 Stunden
nach (visueller) Prégung, eine Reduktion der mRNA der GABA-Rezeptoruntereinheit g4
statt (Harvey, 1998). GABA-Rezeptor-Agonisten konnen, wenn sie kurz vor oder kurz
nach dem Training appliziert werden, Gedéachtnisverlust hervorrufen (Rose, 2000).
Betrachtet man diese Effekte zusammen so koénnte dies bedeuten, dal3 im IMHV nach der
Prégung eine Verminderung der inhibitorischen SignalUbertragung mit der Verstéarkung
NMDA-Rezeptorabhangiger excitatorischer Signallbertragung einher geht. In zeitlicher
Reihenfolge findet also zuerst die Vermehrung der SAP90-mRNA nach ca. 1-5 h statt,
dann erfolgt nach 6-8,5 h ein Vermehrung der NMDA-Rezeptoren und nach ca. 5-10 h tritt
eine Abnahme der GABA-Rezeptor-mRNA ein.

Zusammengenommen lassen die Befunde einige Schluf3folgerungen tber die Evolution der
Synapsenassoziierten Proteine zu. Beim Huhn wird SAP90 im Vorderhirn viel stérker
exprimiert als SAP97. Im Mittelhirn und Cerebellum ist es dagegen genau umgekehrt. Das
Vorderhirn ist der phylogenetisch neuere Teil und hat sich im Laufe der Evolution am
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meisten weiterentwickelt. Das Cerebellum ist das Zentrum fir Haltungs- und
Bewegungskoordination, der Aufbau ist hoch geordnet und hat sich im Laufe der
Evolution wenig verandert. Das Vorderhirn ist Zentrum fir assoziative Leistungen und
Lernen. Die Entwicklung des Vorderhirns unterliegt den individuellen Erfahrungen des
Individuums. Gerade hier spielt sich in groffem Mal3e synaptische Plastizitét ab. Das heil,
dal3 durch die personlichen kognitiven Leistungen ene Vielzahl synaptischer
Verénderungen stattfinden. Dies sind unter anderem die Bildung und Ruckbildung von
Synapsen, die Verénderung der Rezeptorausstattung oder der Rezeptoraktivitdt. SAPO0
spielt bei synaptischer Platizitét eine wichtige Rolle (Migaud, 1999), (Okabe, 1999). Die
Entwicklung des Vorderhirns begriindet das Abstraktionsvermdgen und die Lernféahigkeit,
und bestimmt damit die Organisationshéhe der Tiere. Mit hoherer Organisation der
Organismen steigt die Anzahl der SAP-Gene: ein Gen bel der Fliege, drei Gene beim
Vogel, vier Gene beim Sduger. Die Vervidfatigung von Genen erlaubt unterschiedlichen
Kopien eine Spezialiserung auf verschiedene Aufgaben. Eine der urspringlichen
Aufgaben scheint die Vermittlung von Zelladhdsion zu sein. SAP kommen an Zell-
Kontaktstellen vor und interagieren mit Zelladh&sionsmolekilen. Das zu SAP homologe
Protein bel Drosophila DLG1 kommt in Imaginalscheiben vor und ist an septate junctions
fur die Zelladhasion verantwortlich. SAP97 kommt in tight junctions in  Muskel, Leber,
Herz, Lunge, Hoden vor (Mdller et al., 1996). SAP90 ist dagegen nur im Gehirn vorhanden
(Kistner et al., 1993), (Cho et al., 1992). Synapsen sind eine besondere Form von Zell-
Kontaktstellen, sie zeichnen sich durch eine besondere Ausstaitung an Rezeptoren,
Zelladh&sionsmolekilen und Signaltransduktionsmolekilen aus. So kdnnte das SAP90-
Gen as neue neuronale Form eine evolutive Weiterentwicklung eines Gens sein, das
urspringlich noch andere Aufgaben hatte.

Ausgangspunkt fur die Transfektionsexperimente mit SAP97 und SAP90 war, dal diese
Proteine innerhalb von Neuronen in unterschiedlichen Kompartimenten vorkommen. So
wurde bel (Mduller, 1995) dargestellt, da? SAP97 in Gehirnschnitten der Ratte, im
Hippocampus und im Cerebellum, an présynaptischen Nervenenden und in Axonen
vorkommt. Dagegen ist SAP90 postsynaptisch lokalisiert (Hunt et al., 1996). Es kommt in
Dendriten vor und ist an synaptischen Kontaktstellen besonders hoch konzentriert. Die
innerhalb dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen haben keine unterschiedliche
Lokalisierung des rekombinant exprimierten SAP90 und SAP97 in Kkultivierten Neuronen

gezeigt. Die Proteine waren bel allen transfizierten Neuronen in der gesamten Zelle zu
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finden. Dies war der Fall, wenn das EGFP am Aminoterminus von SAP90 und SAP97 lag,
und ebenso wenn es am Carboxyterminus der SAP lag. Bei (Valtschanoff, 2000) wurde
inzwischen gezeigt, dal3 SAP97 eher in postsynaptischen Zellausaufern vorherrscht. Dies
stellt die angenommene Voraussetzung in Frage, nach der fr eine préasynaptische und eine
postsynaptische Lokalisierung in beiden Proteinen unterschiedliche Lokalisierungssignale
vorhanden sind. Bei (Craven, 1999) wurde gezeigt, da3 rekombinantes SAP97 in
kultivierten Hippocampusneuronen diffus verteilt ist, wie es auch in dieser Arbeit
beobachtet wurde. Dies deutet darauf hin, da3 SAP97 in Zellkultur nicht in bestimmte
subzellulére Bereiche lokalisiert wird, weshalb moglicherweise kein Lokalisierungssignal
vorhanden ist. Im Gegensatz dazu hat sich inzwischen herausgestellt, daf3 rekombinantes
SAPY0 in Kkultivierten Hippocampusneuronen in Synapsen vorkommt und ein
punktférmiges Verteilungsmuster hat (Rao et al., 1998), (Craven, 1999). Es ist dort mit
AMPA- und NMDA-Rezeptoren zusammen lokalisiert, also in excitatorischen Synapsen
vorhanden. Da dieses Verteilungsmuster in dieser Arbeit nicht beobachtet wurde, ergibt
sich die Frage, was zu diesen verschiedenen Beobachtungen gefuhrt hat. Ein
experimenteller Unterschied bestand darin, dal3 die Proteine in dieser Arbeit durch
Antikorperfarbung sichtbar gemacht wurden. Die Signalintensitée wurde dadurch
wahrscheinlich so verstérkt, dal3 auch geringe Mengen an SAP90 sichtbar wurden, die in
Dendriten und Axonen vorhanden sind. Somit konnte mdglicherweise nicht mehr
guantitativ zwischen geringer Proteinkonzentration in Zellfortsdizen und einer
Proteinanhaufung in den Synapsen unterschieden werden, wodurch eine gleichmaiige
Verteilung des Proteins in Neuronen suggeriert wurde. Es mul3 daher angenommen
werden, dald SAP90 und SAP97 in Zdlkultur tatsachlich unterschiedlich verteilt sind,
ndmlich SAP90 in Synapsen und SAP97 diffus. In ener wéhrend dieser Arbeit
erschienenen Publikation von (Craven, 1999) wurden drei Bereiche des Proteins, as
notwendig fur die synaptische Lokalisierung von SAP90 angegeben. Dies sind die ersten
13 Aminosauren sowie die Aminosauren 13-25 vom Carboxyterminus aus und die 1.+ 2.
PDZ-Doméne. Da sich in dieser Arbeit gezeigt hat, dal3 sich die Aminosauresequenz von
SAPO0 der Ratte erheblich von SAP0 und SAP97 des Huhns unterscheidet, ist nicht ohne
weiteres anzunehmen, dal3 dieselben Gegebenheiten auch beim Huhn zutreffen. Innerhalb
der letzten 13-25 Aminosauren vom Carboxyterminus aus unterscheiden sich die
Sequenzen beispielsweise in 6 von 13 Aminosauren. Sollte die subzellulére Verteilung von
SAP90 und SAP97 im Huhn unterschiedlich sein, so muf3 dieser Unterschied innerhalb der
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ersten 10 Aminosauren von SAP90 oder mdglicherweise auch innerhalb der 15
Aminosauren zwischen der SH3- und GK-Domaéne festgelegt sein, da die Sequenzen im
Ubrigen identisch sind. Eine mégliche Bedeutung der 1.+ 2. PDZ-Doméne und des hinteren
Abschnittes, wie es bel der Ratte beschrieben wurde, kénnte dann nur fir beide Proteine
zutreffend sein, z.B. fur einen Transportmechanismus, ohne die Richtung fur den Transport
zu bestimmen. Um dies heraus zu finden, ware es sinnvoll die Transfektion von Neuronen
mit SAP90 und SAP97 des Huhns durchzufiihren, und zwar am besten in kultivierten
Neuronen des Huhns. Wére dabei ein Unterschied in der Lokalisierung festzustellen, so hat
das den Vortell, dal3 das Lokalisierungssignal schon auf 10 (bzw. 10+15) Aminosauren
eingegrenzt werden kann, ohne aufwendige Deletionsmutationen durchfihren zu massen.
Schliefdich ist noch zu bedenken, dal3 es moglich ist, dal3 Proteine in Zellkultur anders
lokalisiert werden as im Gewebe, da die Lebensbedingungen der Zellen in Zelkultur
anders sind, als im Gewebeverband. Die Zellen wachsen ohne Differenzierungssignale von
benachbarten Zellen und ohne synaptischen Input. Esist gut moglich, dal die Erregung der
Neuronen fur die Ausbildung der Zellidentitét und der korrekten Lokalisierung der
Proteine eine notwendige V oraussetzung ist.
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6. Anhang

61
10
121
30
181
50
241
70
301
90
361
110
421
130
481
150
541
170
601
190
661
210
721
230
781
250
841
270
901
290
961
310
1021
330
1081
350
1141
370
1201
390
1261
410
1321
430

Nukleotid- und Aminosdur esequenz von SAP90 des Huhns

AAATGTTTGGGAAAATACCTGCTATGCTGAAACAATGGATTGTTTATGCATTGTGACGAC
MmDCLCIVTT
CAAGAAATACCGCTATCAGGATGAAGATACACCTCCGCAGGAGCACAGCTCGCCGCACAT
K K'Y RYQDEDT®PPQEHSSPHII
TGCCAACGAGGTGACGGGTCCGGAGCTGGTTCACGTATCGGAGAAGAATCTGTCCCAGAT
ANEV TGPELVHVSEZKNLSDQ QI
TGAGAATGTACATGGATTTGTTTCTCATTCTCATATTTCGCCAGTAAAGGCAAACCCACC
ENVHGFVSHSHTISPVKANTPTP
TCCAGTTCTGGTGAATACAGATTCTTTGGACACTCCAACATACGTCAATGGCACAGATGC
PVLVNTDS SLDTPTYVNSGTTDA
AGATTACGAGTATGAAGAAATTACTCTTGAAAGGGGAAATTCAGGACTTGGCTTTAGCAT
DY EYEEI TLERGNSG GLG GTFS'I
TGCAGGTGGCACAGACAACCCACATATTGGGGATGATTCAAGTATTTTCATTACCAAAAT
AAGGTDNPHIGDDSSIFITK.!I
TATAGCTGGAGGTGCAGCTGCACAGGATGGAAGATTACGGGTTAATGATTGTATTCTACG
I AGGAAAQDGRILRVNDT CTILR
AGTAAATGAGGTTGATGTTCGTGATGTGACACACAGCAAAGCAGTTGAAGCATTAAAAGA
VNEVDVRDVTHSIKAVYEALKE
AGCGGGATCAATTGTACGATTGTATGTCAAAAGAAGAAAACCAGTGACGGAAAAAATAGT
AAGS I VRLYVKRRIKPVTETZKIYV
GGAAATAAAACTTGTAAAAGGCCCCAAAGGTCTTGGTTTCAGTATTGCTGGTGGTGTAGG
EIl KLVKGPKG GLGFSIAGGVSG
AAATCAGCATATACCTGGAGACAACAGCATCTATGTAACCAAAATCATTGAAGGAGGGGC
NQHIT PGDNSITYVTKTIHII1IEGGA
AGCCCACAAAGATGGAAAACTTCAAATTGGTGACAAACTTTTAGCTGTGAATAGTGTTTG
AAHKDGIKTLOQI GDKLLAVNSVC
CTTAGAAGAAGTTACTCATGAAGAAGCAGTGACTGCCTTAAAAAACACTTCTGACTTTGT
LEEVTHEEAVTALIKNTSDFV
TTATCTGAAAGTTGCAAAACCCACCAGCATGTTCATGAATGATAGTTACGCCCTCCTGAC
Y LKVAKPTSMFMNDSYALTLT
ATCACAAACTCTTATTCTCCAACCAGTGGACAACCCATATCACTCCATCTGCTACTTAGG
SQTLILQPVDNPYHSICYTLSG
ACAGTCCCTTCCCCCAGCATCTCCAGGGCGATATTCACCAATTCCAAAGGGAATGCTTGG
QSLPPASPGRYSPIPKGMMLSG
AGATGATGAGATTACCAGGGAGCCTAGAAAGGTTGTCCTGCATCGAGGATCAACGGGTCT
bDEI TREPRIKYVYVLHRGST®GIHL
TGGTTTCAACATTGTTGGAGGAGAAGATGGAGAAGGAATTTTCATCTCCTTCATCCTTGC
GFNI1TVGGEDGEGTIFI1ISFILILA
AGGAGGACCAGCTGACCTCAGTGGAGAACTTAGGAAAGGCGATCGTATAATTTCTGTAAA
GGPADLSGELRKGDRTIITLTSVN
TGGAGTTGACCTGAAGGCAGCAACCCATGAACAAGCAGCAACAGCTTTGAAGAATGCAGG
G VDLKAATHE AATALIKNASG
CCAAGCAGTAACTATTGTGGCTCAGTACCGTCCAGAAGAATACAGTCGTTTTGAAGCTAA
Q AV TI VAQYRPEEYSRTFEAHK
AATACATGATTTACGGGAGCAGATGATGAACAGTAGCATTAGCTCAGGATCAGGATCTTT
I HDLREQMMNSSI SSGSGSL

60

9
120
29
180
49
240
69
300
89
360
109
420
129
480
149
540
169
600
189
660
209
720
229
780
249
840
269
900
289
960
309
1020
329
1080
349
1140
369
1200
389
1260
409
1320
429
1380
449

1381
450
1441
470
1501
490
1561
510
1621
530
1681
550
1741
570
1801
590
1861
610
1921
630
1981
650
2041
670
2101
690
2161
710
2221
730
2281
750
2341
770

2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

GCGAACCAGCCAGAAGAGATCCCTATATGTCAGAGCCCTTTTTGATTATGACAAGACTAA
R TSQKRSLYVRALTFDYDKTHK
AGACAGTGGCCTTCCAAGTCAAGGACTGAACTTCAAATTTGGTGATATTCTCCATGTCAT
DSGLPSQGLNFKFGDTILHVI
TAATGCTTCTGATGATGAATGGTGGCAAGCACGGCAGGTAACTCCAGATGGAGAAAGTGA
NASDDEWWOQARIQVTPDGESTD
TGAAATTGGAGTTATCCCAAGCAAACGCAGAGTTGAGAAAAAAGAACGAGCCCGTTTAAA
E1 GVI1PSKRRVEZ KT KTERARILK
GACAGTGAAATTCAATTCCAAGACAAGAGGAGAGAAAGGGGAGGTCCCTGACGACATGGG
TVKFNSKTRGEZKTGEVZPDDMSG
ATCAAAAGGCCTGATTATCTTGATTACAGATGAGTACGGTTGTTCAAAAGGTGGCCAAGA
SKGLITI1ILITDEYGCSKGG®GA QE
GGAATATGTCTTGTCTTACGAACAAGTCAATCAACAAGAAGTGAACTATACTCGACCTGT
EYVvVLSYEQVNQQEVNYTRPYV
GATTGTTTTGGGACCCATGAAAGACAGAATTAACGACGATCTGATTTCAGAATTTCCAGA
Il viLGPMKDRTINDDTLTISETFFPD
CAAATTTGGCTCATGTGTTCCACATACTACTAGACCAAAACGAGATTATGAGGTGGATGG
K FG6GSCVPHTTRPIKRIDYEVDSEG
ACGTGATTACCATTTTGTCACTTCTCGAGAGCAAATGGAGAAGGATATTCAGGAGCACAA
RDYHFVTSREQMETIKTDTIQEHK
ATTCATTGAAGCTGGCCAGTACAATAATCATCTTTATGGAACAAGTGTGCAATCAGTGCG
FIT EAGQYNNHLYGTSVQSVR
AGAAGTAGCAGAAAAGGGTAAACATTGTATTCTTGATGTTTCTGGTAATGCGATCAAAAG
EVAEKGKHTCILDVSGNATIKTR
GTTGCAGATTGCCCAGCTGTACCCAATCTCCATTTTTATTAAACCCAAAACAGTGGAAAA
LQ I AQLY®PISI1TFI1I KPKTVEN
TATCATGGAAATGAATAAACGCTTAACGGAAGAACAAGCCAGGAAGACATTTGAAAGAGC
I M EMNKRLTEEQARIKTTFETRA
AATGAAACTGGAGCAAGAGTTTACTGAACACTTCACAGCTATTATCCAAGGAGACACACT
M KLEQETFTEHFTATILIILIOQGDTIL
GGAAGAAATCTACAACCAAGTGAAACAGATCATAGAGGAACAATCTGGGCCTTACATCTG
EEI YNQVKOQTII1IEEQSGPY T W
GGTTCCAGCAAAGGAAAAATTATGAAAACGGATTTTTGCTTTTCATTTTCTATCTGACGT

VP AKEKTL *

37UTR von SAP90 bzw. SAP97
CACCTACTACATCTGACAACTCTTAAGCCCTTCCAGTGGAGCCTGCCTCTAGTTCCTCCC
AGCGTGGTTCATACCCTAACCATCACATTCTGCAGTTCCCATAACGCTTTAAAATTGATG
TCTCTCTTAGTTTAAATAATTTGTATTATTGCGTGTTGTTGGTTTGCCATTTTTCAAACA
TGACAGTGGAATGGCCTGACCAGCTATTACTTCGGGGTGGGGGTGGGAGGGGATTGCTTG
GTAAAATTCCTTAATGTTTAAGGGAAAGTAACTTTCAAAGATTTTTCAAAAAAGCTTTAT
AGACATTCTTTTAAAGTTTCATAACAATTGAAAGAAAAGTTGTTTTCCAGGAAGCTGTAA
ATCACGAGTAACTTTGCACGCTTAACTTTAATAGCATGGTTTGGTCAGGGCAATCAATTT
CAGGTTTTATTTTNTGAGTTAAATTCTATTCTCACAGATTTATTTTTTTTTTTCTTTCCA
GGCAGTTAAAGAGAAACTTTCAGATTTTGAGTTAACGTTTTCATTAACTCCCATCACTCC
TTCTCAAGGGAAATTCATTTTCATAATTTCATATGGATATTCTTATAATCTATTTTTTCA
TTTTTTTGCCAATAAAATTGCTAGGGATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

1440
469
1500
489
1560
509
1620
529
1680
549
1740
569
1800
589
1860
609
1920
629
1980
649
2040
669
2100
689
2160
709
2220
729
2280
749
2340
769
2400
777

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3049



61

121
26
181
46
241
66
301
86
361
106
421
126
481
146
541
166
601
186
661
206
721
226
781
246
841
266
901
286
961
306
1021
326
1081
346
1141
366
1201
386
1261
406
1321
426

Nukleotid- und Aminosdur esequenz von SAP97 des Huhns

CCGCCCCECECCE66TCEEGCTCAMGTTTGCGAGGCGGAGCCGCCATGCCCGTCAGGAA
M PV RK
GCAAGATACCCAGCGCGCCCTGCGCCTCCTGCAGGAGTACCGCTCCAAGCTGAGCCAGGC
QDTQRALRLLGOQETYR RSKLSTO QA
GGAGGACCGGCAGCTGCGGAACTCCATCGAGCGGGTCATCGGCATCTTCCAGAGCAACCT
EDROQLRNSTIERVYVIGIFQSNIL
TTTCCAGGCGCTGATCGATATTCAAGAATTTTATGAAGTGACCTTACTTGACAATCCAAA
FQALIDIOQETFYEVTLLDNTPEK
ATGCATCGATCACTCTCAGCCGTCTGAACCAATACAGCCTGTGAATACCTGGGACTTCTC
CI1DHSQPSEPIQPVNTMWDFS
CAGCCTTCCGAGCACAACAGTGACATCAGAAACACTGCCAAGCAGCCTTAGCCCAAGTGT
SLPSTTVTSETLPSSLSTPS SV
AGAGAAATACCGCTATCAGGATGAAGATACACCTCCGCAGGAGCACAGCTCGCCGCACAT
EKYRYOQDEDTPPOQETHSSPH.I
TGCCAACGAGGTGACGGGTCCGGAGCTGGTTCACGTATCGGAGAAGAATCTGTCCCAGAT
ANEVTGPELVHVYSEKNTLSGQ QI
TGAGAATGTACATGGATTTGTTTCTCATTCTCATATTTCGCCAGTAAAGGCAAACCCACC
ENVHGFVSHSHISPVEKANTEPTEP
TCCAGTTCTGGTGAATACAGATTCTTTGGACACTCCAACATACGTCAATGGCACAGATGC
PV LVNTDSLDTPTYVNGTDA
AGATTACGAGTATGAAGAAATTACTCTTGAAAGGGGAAATTCAGGACTTGGCTTTAGCAT
DYEVYEEITLERGNSGLGTFS.I
TGCAGGTGGCACAGACAACCCACATATTGGGGATGATTCAAGTATTTTCATTACCAAAAT
AGGTDNPHTIGDDSSIFITK.I
TATAGCTGGAGGTGCAGCTGCACAGGATGGAAGATTACGGGTTAATGATTGTATTCTACG
Il AGGAAAQDGRLRVYVNDGCTILR R
AGTAAATGAGGTTGATGTTCGTGATGTGACACACAGCAAAGCAGTTGAAGCAT TAAAAGA
VNEVDVRDVTHSIKAVEALKE
AGCGGGATCAATTGTACGATTGTATGTCAAAAGAAGAAAACCAGTGACGGAAAAAATAGT
AGSIVRLYVKRRKPVTET KTV
GGAAATAAAACTTGTAAAAGGCCCCAAAGGTCTTGGTTTCAGTATTGCTGGTGGTGTAGG
EIl KLVKGPEKGLGFSTIAGGSGVG
AAATCAGCATATACCTGGAGACAACAGCATCTATGTAACCAAAATCATTGAAGGAGGGGC
NQHIPGDNSTIYVTKTIIEGGA
AGCCCACAAAGATGGAAAACTTCAAATTGGTGACAAACTTTTAGCTGTGAATAGTGTTTG
AHKDGIKTLGO QTIGDIKTLTLAVNSVC
CTTAGAAGAAGTTACTCATGAAGAAGCAGTGACTGCCTTAAAAAACACTTCTGACTTTGT
LEEVTHEEAVTALGEKNTSDEFV
TTATCTGAAAGTTGCAAAACCCACCAGCATGTTCATGAATGATAGTTACGCCCTCCTGAC
YLKVAKPTSMFMNDSYALTLT
ATCACAAACTCTTATTCTCCAACCAGTGGACAACCCATATCACTCCATCTGCTACTTAGG
SQTLILQPVDNPYHSICYLSG
ACAGTCCCTTCCCCCAGCATCTCCAGGGCGATATTCACCAATTCCAAAGGGAATGCTTGG
Q SLPPASPGRYSPIPEKGMLSG
AGATGATGAGATTACCAGGGAGCCTAGAAAGGTTGTCCTGCATCGAGGATCAACGGGTCT
DDEITREPRIKVYVLHRGSTGIL

60

5
120
25
180
45
240
65
300
85
360
105
420
125
480
145
540
165
600
185
660
205
720
225
780
245
840
265
900
285
960
305
1020
325
1080
345
1140
365
1200
385
1260
405
1320
425
1380
445

1381
446
1441
466
1501
486
1561
506
1621
526
1681
546
1741
566
1801
586
1861
606
1921
626
1981
646
2041
666
2101
686
2161
706
2221
726
2281
746
2341
766
2401
786
2461
806
2521
826
2581
846
2641
866

TGGTTTCAACATTGTTGGAGGAGAAGATGGAGAAGGAATTTTCATCTCCTTCATCCTTGC
GFNIVGGEDGEGTIFISFTILA
AGGAGGACCAGCTGACCTCAGTGGAGAACT TAGGAAAGGCGATCGTATAATTTCTGTAAA
G GPADLGSGETLREKGDR RTITILISUVN
TGGAGTTGACCTGAAGGCAGCAACCCATGAACAAGCAGCAACAGCTTTGAAGAATGCAGG
G VDLKAATHEGO QAATALTEKNASG
CCAAGCAGTAACTATTGTGGCTCAGTACCGTCCAGAAGAATACAGTCGTTTTGAAGCTAA
QAVTIVAQYRPETEYSRTFEAEK
AATACATGATTTACGGGAGCAGATGATGAACAGTAGCATTAGCTCAGGATCAGGATCTTT
Il HDLREGOQMMNSSTISSGSGS L
GCGAACCAGCCAGAAGAGATCCCTATATGTCAGAGCCCTTTTTGATTATGACAAGACTAA
RTSOQKRSLYVRALFDYDEKTEK
AGACAGTGGCCTTCCAAGTCAAGGACTGAACTTCAAATTTGGTGATATTCTCCATGTCAT
DSGLPSOQGLNTFEKFGDTILHLUYI
TAATGCTTCTGATGATGAATGGTGGCAAGCACGGCAGGTAACTCCAGATGGAGAAAGTGA
NASDDEWWOQARGOQVYVTPDGESHD
TGAAATTGGAGTTATCCCAAGCAAACGCAGAGT TGAGAAAAAAGAACGAGCCCGTTTAAA
E1GVIPSKRRVYETEKTEKTETRARLEK
GACAGTGAAATTCAATTCCAAGACAAGAGGAGAGAAAGGGGAGGTCCCTGACGACATGGG
TVKFNSKTRGETKTG GEVYVPDTDMG
ATCAAAAGGCCTGAAGCATGTAACCTCTAATGCCAGCGATAGTGAAAGTAGTTACCGTGG
S KGLKHVYVTSNASDSTESSTYRSGE
CCAAGAGGAATATGTCTTGTCTTACGAACAAGTCAATCAACAAGAAGTGAACTATACTCG
QEEYVLSYEQVNQOQEVNYTHRHR
ACCTGTGATTGTTTTGGGACCCATGAAAGACAGAATTAACGACGATCTGATTTCAGAATT
PV IVLGPMEKDRINDODTLTISTEFTF
TCCAGACAAATTTGGCTCATGTGTTCCACATACTACTAGACCAAAACGAGATTATGAGGT
PDKFGSCVPHTTRPEKRDYTEV
GGATGGACGTGATTACCATTTTGTCACTTCTCGAGAGCAAATGGAGAAGGATATTCAGGA
DGRDVYHFVTSREGO QMET KT DTIGQE
GCACAAATTCATTGAAGCTGGCCAGTACAATAATCATCTTTATGGAACAAGTGTGCAATC
HKFI1EAGOQYNNHLYGTSVOQS
AGTGCGAGAAGTAGCAGAAAAGGGTAAACATTGTATTCTTGATGTTTCTGGTAATGCGAT
VREVAEKGKHTCTILDVYVSGNA.I
CAAAAGGTTGCAGATTGCCCAGCTGTACCCAATCTCCATTTTTATTAAACCCAAAACAGT
KRLQIAQLYPISIFIKPEKTYV
GGAAAATATCATGGAAATGAATAAACGCTTAACGGAAGAACAAGCCAGGAAGACATTTGA
ENITMWMEMNEKRLTETEGO QAREKTTFE
AAGAGCAATGAAACTGGAGCAAGAGTTTACTGAACACTTCACAGCTATTATCCAAGGAGA
RAMEKLEOQEFTEHFTATILIIQGHD
CACACTGGAAGAAATCTACAACCAAGTGAAACAGATCATAGAGGAACAATCTGGGCCTTA
TLEEIYNQVKOQTIIEEQ QSGTPY
CATCTGGGTTCCAGCAAAGGAAAAATTATGAAAACGGATTTTTGCTTTTCATTTTCTATC

I WV PAKETKTLL®*

1440
465
1500
485
1560
505
1620
525
1680
545
1740
565
1800
585
1860
605
1920
625
1980
645
2040
665
2100
685
2160
705
2220
725
2280
745
2340
765
2400
785
2460
805
2520
825
2580
845
2640
865
2700
875



1

61
121
181
1
241
12
301
32
361
52
421
72
481
92
541
112
601
132
661
152
721
172
781
192
841
212
901
232
961
252
1021
272
1081
292
1141
312
1201
332
1261
352
1321
372
1381
392
1441
412
1501
432
1561
452

Nukleotid- und Aminosiur esequenz von Chapsyn110 des Huhns

GGTAGATAGTCGACGAAGAGCTATGTAGCTTTCACTCAGTGCCTTCAAGACATGTCTTTT
TGTAGTCAGAAAAACAGAGATCAATGCATTTTCAAACTGACAGAGGGAACGGATGCTCCT
TAGTAGCACATGCTCGGGATCGTGTGTGTACCGTTTGTGCAGAGCAGAGACGCTGAATAC
TGGTCCATATGCTCCTTGTTTACTGCAATGTTTTTTGCATGTTACTGTGCACTCCGGACT
M FFACYTCALR RT
AATGTGAAGAAATACCGTTATCAAGATGAGGATGCTCCACACGATCATACTTTGCCTCGA
NV KKYRYQDETDAPHDUHTTLPR
TTGACCCATGAAGTGAGAGGCCCAGAGCTTGTTCACGTGTCAGAGAAGAACTTGTCTCAA
L THEVRGPELVHVSEZKNTLSHDQ
ATAGAGAATGTCCATGGATATGTCTTACAGTCGCACATTTCTCCTTTGAAGGCAAGCCCT
I ENVHGY VLQSHISPLKASTP
GCCCCTATAATTGTCAATACAGACACCTTGGACACAATCCCTTATGTCAATGGAACAGAA
API1 1L VNTDTLDTTIHIPYVNSGTE
ATTGAATATGAATTTGAAGAAATTACGTTGGAAAGGGGGAATTCTGGCCTGGGGTTCAGT
I EY EFEEI TLERGNSG GLGTES
ATTGCTGGAGGAACAGATAACCCACACATTGGGGATGATCCTGGGATATTCATTACTAAG
Il AGGTDNPHIGDDPGI F I TK
ATTATACCAGGAGGAGCTGCAGCAGAGGATGGAAGACTCAGGGTCAACGACTGCATCTTG
Il 1 PGGAAAEDGRLRVNDTCTIL
CGAGTGAATGAGGTGGATGTGTCAGAAGTCTCACACAGCAAAGCCGTGGAGGCCCTAAAA
RVNEVDVSEVSHSIKAVEATLK
GAGGCTGGCTCCATAGTCCGATTGTATGTTCGTCGAAGGAGACCTATTCTGGAGACCGTG
EAGSIVRLYVRRRRPILETYV
GTGGAGATCAAGTTGTTTAAAGGCCCTAAAGGTCTGGGTTTCAGTATTGCAGGAGGAGTG
Ve Il KLFKGPIKSGLGFSIAGS® GV
GGAAACCAACACATTCCTGGGGACAACAGCATTTATGTCACCAAGATTATTGAAGGAGGA
GNQHIPGDNSIYVTKTIIETGSEG
GCTGCGCAAAAAGATGGGAGGTTACAGGTTGGAGATAGACTTCTTATGGTAAACAATTAT
AAAQKDGRLQVGDRLLMVNNY
AGTTTAGAAGAAGTTACCCATGAAGAAGCTGTAGCGATACTGAAGAACACATCAGATGTA
S LEEVTHEEAVAILIKNTSTDYV
GTGTATCTAAAAGTTGGAAAGCCCACCACCATTTACATGACCGATCCTTATGGCCCACCA
VYLKV GGKPTTILYMTDPYGPFP
GACATTACTCACTCTTATTCTCCACCAATGGAAAATCATATACTCTCTTCTGGAAACAAC
DI'THSYSPPMENHTILSSGNN
GGCACTTTAGAGTACAAGGCGTCTTTGGCCCCTATCTCACCTGGAAGATACTCACCCATT
G TLEYZKASLAPISPGRYSP.I
CCAAAGCACATGCTTGTGGAGGATGACTACACCAGGCCTCCTGAACCTGTTTACAGCACA
P KHMLVYEDDYTRPPEPVYST
CAGTTTGTTCACAGTGCTGTAAACAGGTTCAGGAGGCACTATTCCCCTGTCGAGTGTGAC
Q F VHSAVNRFRRHYSPVETCTHD
AAAAACTTCCTTCTTACAGCTCCCTATCCCCACTACCACATAGGCCTGCTCCCTGACTCT
K NFLLTAPYPHYHTIGLTLTPDS
GAGATCACCAGTCATTCCCAGCACAGCACCGCAACACGTCCGCCCACAGTGAGCTTGCAG
E1 TSHSQHSTATRPPTVSLAQQ
CGGACCATCTCCGTGGAAGGAGAGCCTCGAAAAATCATCCTCCACAAGGGGTCCACCGGA
R TI SVEGEPRIKTIILITLHIKGSTS®G
CTTGGCTTTAACATTGTGGGAGGAGAAGATGGGGAAGGCATTTTCGTGTCTTTCATCTTA
LGFNIVGGEDGETGTIFVSFIL
GCAGGCGGGCCTGCTGATCTCAGTGGAGAACTGCAGAGAGGAGATCAGATTTTGTCTGTG
AGGPADLSGELI QRGD® QTILSYV

60
120
180
240
11
300
31
360
51
420
71
480
91
540
111
600
131
660
151
720
171
780
191
840
211
900
231
960
251
1020
271
1080
291
1140
311
1200
331
1260
351
1320
371
1380
391
1440
411
1500
431
1560
451
1620
471

1621
472
1681
492
1741
512
1801
532
1861
552
1921
572
1981
592
2041
612
2101
632
2161
652
2221
672
2281
692
2341
712
2401
732
2461
752
2521
772
2581
792
2641
812
2701
832
2761
852
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

AATGGCATCGATCTTCGAGGTGCTACCCACGAGCAGGCTGCAGCTGCACTCAAAGGAGCA
NGI DLRGATHET~ QAAAALZKTGA
GGGCAGACGGTAACAATCATAGCACAATACCAGCCGGAGGAATACGCTCGGTTTGAGGCA
G QT VTI1H1IAQYQPEEYARTFEA
AAAATCCATGACCTGCGTGAGCAGATGATGAATCACAGCATGAGTTCTGGGTCCGGCTCC
K1 HDLREQMMNUHSMSSGS G S
CTGAGGACTAATCAGAAGAGGTCACTGTATGTCAGAGCCATGTTTGACTATGACAAGAGC
LRTNQKRSLYVRAMEFZDYDKS
AAAGACAGTGGCCTCCCAAGCCAAGGACTCAGTTTTAAGTATGGAGACATCCTTCACGTC
KDSGLPSQGLSFKYGDTILHYV
ATCAATGCCTCGGACGACGAATGGTGGCAGGCGAGAAGGGTCACTCTGGAGGGAGACAGT
I NASDDEWWOQARRVYTLEGTDS
GAGGAGATGGGAGTTATACCCAGCAAGAGGAGAGTGGAAAGGAAGGAGCGTGCCCGTTTG
EEMGVIPSKRRVERIEKTERARIL
AAGACAGTGAAGTTCAACGCAAAGCCTGGTGTCATTGATGCAAAAGGGGACATCCCCGGA
K TVKFNAKPGVIDAKGDTIPG
TTAGGTGACGACGGTTATGGAACAAAGACTCTGAGAGGCCAAGAAGACTGCATCCTTTCT
LGGDDGYGTI KTLRGQETDT CTI LS
TATGAGCCTGTCACAAGACAGGAAATTAATTACACCAGGCCAGTTATTATTCTGGGTCCT
YEPVTRQEINYTRPVIILGFP
ATGAAAGATCGGATCAATGATGACTTGATATCTGAATTCCCTGATAAGTTTGGGTCATGT
M K DRI NDDLISETFPDIKTFGSC
GTACCACATACCACACGACCAAAGCGTGACTATGAAGTGGATGGAAGAGATTATCATTTT
Ve HTTRPIKRDYEVDGRTUDYHF
GTCATTTCAAGAGAACAAATGGAAAAAGATATCCAAGAGCACAAATTTATAGAAGCCGGG
V1 S REQMETZKDIQEHKTFIEASG
CAGTACAATGATAATTTATATGGAACTAGTGTCCAGTCTGTGAGATTCGTGGCAGAGAGG
Q YNDNLYGTSVQSVRFVAETR
GGCAAGCACTGTATTCTTGATGTGTCAGGAAATGCGATCAAACGACTACAAGTTGCACAA
G KHCI1TLDVSGNAIKRLZ QVAQ
CTATATCCCATCGCTATCTTCATTAAGCCTAAATCATGGGAGCCTCTGATGGAAATGAAT
LYypPI1I AI FI1I KPKSWEPLMMEWMN
AAACGTCTTACAGAGGAGCAAGCCAAGAAAACCTATGATCGTGCGATTAAGTTAGAACAA
K RLTEEQQAKZ KTYDRAIKTLEHNQ
GAATTTGGAGAATATTTTACAGCTATTGTCCAAGGAGATAGCTTAGAAGATATATATAAT
EFGEYFTAI VQGDSTLETDTIYN
CAATGCAAACTTGTAATTGAAGAACAGTCTGGGCCTTTCATCTGGATTCCTTCCAAGGAA
Q CKLVIEEQSGPFIWIPSKE
AAATTATAAATTAGCCACTGCACCTCTGATTACGACGGGAGAATATTTAGAAGAAAACTA
K L *
TAATATACTATTTGGAGGCTTTCCTGTTTTTGTTGCATTTATGTTCTTTGCAGTCAATGT
GAATTTTGATGAATGTACAACACAAAGTGTTTGAAGCCATGAAGGACACTGATGGGTCAA
AGGGTAGGAACAAAAAGACTTCTACCATATAAAGCAAATCTGTTGTGTGCTGAAAGCACC
AGTTGTAGGTATAAACTTCTGACATGGAGACCCTCTGTCAAGGGGAGCTAGCCACCTCTT
GTGCCCATGCGGACATTTTGATCAATTTCAATGGCTGAGCTCAgEGTGTTGATTGCTTTA
AAGAGAAGTTCCCAGCTCTTGAACCTCATATAGGGCTTGATTCTGCAAGGCGCTCAGCAC
TTGACCCCAATTCCTACACATGTGAGTAGCCCATTGACTTGGAGTTACTTGTGATCCTTC
CCTATGCCATTCAGTCCCATCAGTTCCAGTAGGACTATTCATGTGCTCAAAGCTAAGCAC
GGGCTTAAGCGTTCAGCTAGATCAGGGCCACACGCACCTTGCAAAATCAAGCTCAGAGTT
CTTGGTCCACTTCCTACTGAAGTCATTGATAGGACTGTCTTTGACTTGACTGGGAGGTGG
ACCCTATTCTAAGCTTGTCATTGCACATTTGTAGTTGGTACACCTCGACTTTGGTAACTA
TGCACATCTTTTGATTTCTGAAACCAAGTCAAGCATTTCTTT

1680
491
1740
511
1800
531
1860
551
1920
571
1980
591
2040
611
2100
631
2160
651
2220
671
2280
691
2340
711
2400
731
2460
751
2520
771
2580
791
2640
811
2700
831
2760
851
2820
854
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3522



Partielle Nukleotid- und Aminosdur esequenz von SAP102 des Huhns

TAACACCAACCTGCAGGACGTGCGGCACGAGGAGGCGGT
NTNLQDVRHETEAYV
GGCCGCGCTGAAGAACACCTCGGACGTGGTGTACCTGAAAGTGGCCAAGCCTGGCAGCCT
AAALKNTSDVVYLIKVAKPGS SIL
GCACCTCAACGACATGTACGCGCCCCCCGACTACGCCAGCACCTTTTCAGCCTTGGCTGA
HLNDMYAPPDYASTTFSALATD
CAACCACATAAGCCATAACTCCAGTCTGGGCTACTTGGGTGGTGTGGAGAGCAAGCCTGC
NHIT SHNZSSLGYLGGVESIKTPA
ATACCCCGTCCCCCCACAGGTGACCCCCTCCAGGTATTCGCCCATCCCTCGGCACATGAT
YPVPPQVTPSRYSPIPRHMI
CGGGGATGAAGACTTCACCAGGGAGCCCCGCAAAATCATCCTGCACAAAGGCTCCACCGG
GDEDFTREPRIKTIILHKTGSTS®G
CCTGGGCTTCAACATCGTCGGGGGAGAGGACGGAGAGTGTATCTTCGTGTCCTTCATCCT
LGFNIVGGEDGETCIFVSFIL
GGCCGGAGGCCCCGCCGACCTCAGCGGGGAGCTGCGGAGGGGAGACCGCATCCTGTCGGT
AGGPADLSGELRRGDRTILSYV
GAACGGCGTGAACCTCCGTAACGCCACCCACGAGCAGGCGGCGGCGGCGCTGAAGCGGGC
NGV NLRNATHEG QAAAALTKTR RA
GGGGCAGACGGTGACCATCATCGCGCAGTACCGGCCCGAAGAGTACAGCCGCTTCGAGTC
6GQTVTIH1IAQYRPEEYSRTFEES
CAAGATCCACGACTTGAGAGAGCAGATGATGAACAGCAGCATGAGCTCTGGCTCTGGCTC
K1 HDLREQMMNSSMSSGS G S
ACTTCGGACAAGCGAGAAGAGGTCCCTCTATGTCCGAGCTCTGTTTGACTATGACCGGAC
LRTSEKRSLYVRALFDYDRT
CCGGGACAGCTGCTTACCCAGCCAGGGGCTCAGCTTCTCCTATGGGGACATCCTCCATGT
RDSCLPSQGLSFSYGDTILHYV
CATCAATGCCTCTGATGATGAGTGGTGGCAAGCCAGGCTTGTGACACCTCACGGCGAGAG
I NASDDEWWOQARLVTPHTGES
TGAGCAGATTGGAGTCATCCCCAGCAAGAAGAGGGTGGAGAAGAAGGAGAGAGCGCGGTT
EQI GV IPSKIKRVYEZKTZKERARL
GAAAACGGTGAAGTTCCACGCCAGGACTGGCATGATAGAGTCCAACCGGGACTTCCCTGG
K TVKFHARTGMIESNRTDTFTPG
GTTAAGTGACGATTATTATGGAGCAAAGAACCTGAAGGGCGTGACATCAAACACCAGTGA
LSDDYYGAKNLIEKGVYTSNTSD
CAGCGAGAGCAGTTCCAAAGGACAAGAGGACACTATCCTGTCATACGAGCCAGTGACACG
SESSSKGQEDTILSYEPVTHR
GCAAGAAATTCACTACGCCAGGCCTGTGATCATCGTGGGGCCCACGAAGGACCGAATCAA
QE Il HYARPV I I VGPTKDRTIN
TGACGACCTCATCTCTGAATTTCCACACAAGTTTGGTTCCTGCGTGCCACACACCACCAG
bDDLI SEFPHIKEFGSCVPHTTHR
GCCTCGGCGTGATAATGAGGTGGATGGACAGGATTACCACTTCGTCGTCTCCCGAGAACA
P RRDNEVDGQDYHFVYVSREHNQ
GATGGAGAAGGATATTCAAGACAACAAGTTCATAGAGGCCGGGCAGTTCAACGACAATCT
M EKDTIQDNKTFIEAGQFNDNL
CTACGGGACCAGCATTCAGTCGGTGCGGGCGGTCGCAGAGAGGGGAAAACACTGCATCCT
Y G TSI1QSVRAVAERGIKUHCIL
GGATGTATCTGGCAATGCTATCAAGAGGTTGCAACAAGCACAACTTTATCCCATTGCCAT
DVSGNAIKRLQQAQLY®PTIAI

39
13
99
33
159
53
219
73
279
93
339
113
399
133
459
153
519
173
579
193
639
213
699
233
759
253
819
273
879
293
939
313
999
333
1059
353
1119
373
1279
393
1339
413
1499
433
1559
453
1619
473

TTTCATCAAACCAAAATCCATCGAAGCGCTCATGGAGATGAACCGGAGGCAGACATACGA
FI1 KPKSIEALMEMNRRIQTYE
ACAGGCCAACAAGGTCTTTGACAAAGCCATGAAACTCGAGCAAGAATTTGGAGAGTATTT
Q ANKVY FDKAMIKTLEZ QETFGEYF
TACAGCCATCGTACAAGGAGACTCCCTCCCGGAATTC
TAI1I VQGDSTLPEF

1779
493
1839
513
1876
525



Anhang

86

Mellwerte fur dierelative Expressionsstarke der SAP

SAP90 30min HV medial

SAP90 30 min HV lateral

SAP90, 30 min, IMHV

SAP90, 30 min, Feld L1

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

i | re i | re

i | re i | re

i | re i | re

i | re i | re

19 187 165 1,56
1,89 184 193 192
1,77 1,71 194 1,93

2,16 2,14 1,68 1,67
216 23 231 229
221 2,08 216 2721

231 2,16 2,09 2,23
2,17 2,13 2,38 2,38
1,67 1,7 225 2,29

254 233 2,36 2,39
221 212 2,7 2,68
1,94 2 277 2,76

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

1,85 1,81] 1,84] 1,8

2,18] 2,17] 2,05] 2,06

2,05] 2| 2,24] 2,3

2,23] 2,15] 2,61] 2,61

SAP90, 5h, HV medial

SAP90, 5h, HV lateral

SAP90, 5h, IMHV

SAP90, 5h, Feld L1

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

i | re i | re

i | re i | re

i | re i | re

i | re i | re

164 166 192 18
1,74 158 2,18 2,16
19 1,76 181 1,84

197 194 21 2,03
2,1 2 263 24
2,13 2,12 2,3 2,38

1,78 1,78 195 1,87
1,88 1,81 2,02 2,04
2,11 2,04 2,18 2,19

1,92 1,92 2,23 214
2,15 2,13 2,2 201
237 213 22 201

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

1,76 1,67] 1,97] 1,93

2,07] 2,02] 2,34] 2,27

1,92 1,88 2,05] 2,03

2,15] 2,06] 2,21] 2,05

SAP90, 5h, LPO

SAP90, 10h, HV medial

SAP90, 10h, HV lateral

SAP90, 10h, IMHV

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

i | re l re

i | re l re

i | re l re

i | re l re

15 155 166 1,58
193 1,83 2,05 1,99
1,84 167 179 1,73

163 152 1,71 1,71
195 194 196 1,96
159 151 161 1,57

198 1,79 192|194
221 2,22 201|201
1,70 1,70 1,86| 1,87

1,32 1,38 1,42 1,35
154 158 1,89 1,83
14 136 131 1,28

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

1,76] 1,68 1,83] 1,77

1,72| 1,66] 1,76] 1,75

1,96 1,9] 1,93] 1,94

1,42| 1,44] 1,54] 1,49

SAP90, 10h, Feld L

SAP90, 10h, LPO

SAP97, 30 min, Feld L2

SAP97 30min Ectostriat.

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

i | re i | re

i | re i | re

i | re i | re

i | re i | re

162 166 1,71 1,66
223 2,12 2,24 2,33
1,66 1,59 153 1,54

166 1,74 193 1,97
2,16 2,23 193 1,99
1,60 160 157 1,62

2,08 2,09 207 2,02
2,1 2,07 236 242
21 199 19 195

159 164 163 1,63
153 154 162 161
1,66 1,59 1,68 1,66

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

1,84 1,79] 1,83] 1,84

1,81] 1,86 1,81] 1,86

2,09] 2,05] 2,11] 2,13

1,59] 1,59 1,64] 1,63

SAP97, 5h, Feld L2

SAP97, 5h, Ectostriatum

SAP97, 10h, Feld L2

SAP97 10h Ectostriatum

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

i | re i | re

i | re i | re

i | re i | re

i | re i | re

198 199 196 2,07
242 2,35 2,18 2,18
2,17 2,17 2,06 2,09

146 15 15 147
156 158 14 149
153 1,53 152 1,56

158 156 1,46 1,43
148 148 166 1,7
1,39 1,34 132 1,31

1,81 1,75 1,38 15
1,7 1,67 154 1,67
1,67 1,62 1,53 154

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

2,19] 2,17] 2,07] 2,11

1,52 1,54] 1,47] 1,51

1,48] 1,46] 1,48] 1,48

1,73] 1,68 1,48] 1,57

Chapsyn110, 30min MNH

Chaps., 30min Feld L2

Chapsyn110, 5h, MNH

Chapsyn110, 5h Feld L2

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

naiv gepragt

i | re l re

i | re l re

i | re l re

i | re l re

3,37 3,32 3,76 3,67
3,8 3,76 3,66 3,79
3,78 3,84 3,76 3,79

441 427 3,7 3,44
4,19 423 4,12 4,05
4,18 4,28 4,13 4,04

401 4 411]411
389 399 4 |391
3,76 3,67 3,52 | 3,54

4,06 4,04 425 4,29
4,11 4,05 4,01 3,84
3,87 3,77 3,85 3,96

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

Mittelwerte:

3,65| 3,64] 3,73 3,75

4,26] 4,26] 3,98] 3,84

3,89 3,89] 3,88] 3,85

4,01] 3,95] 4,04 4,03

Chapsyn110, 10h MNH

Chapsyn110, 10h FeldL2

naiv gepragt

naiv gepragt

i | re i | re

i | re i | re

3,94 3,89 4,17 4,19
298 2,73 2,98 2,99

3,32 3,25 3,25 3,27
3,97 3,96 4,09 41
291 291 257 261

Mittelwerte:

Mittelwerte:

3,46| 3,31] 3,58] 3,59

3,4] 3,37] 3,3 3,33







