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Einleitung 1

1. Einleitung

Die ausgeprédgte und zum Teil hoch komplexe neuronale Differenzierung und die spezifische
Verschaltung der Neurone des peripheren und des zentralen Nervensystems erfordern einen
priazise regulierten Aufbau des Cytoskeletts. Dieses setzt sich in der Regel aus drei
Komponenten zusammen: den Intermedidrfilamenten, die in Drosophila allerdings nicht
nachgewiesen wurden, den Aktin- und den Mikrotubulifilamenten. Letztere sind im Axon
polar organisiert, man unterscheidet in Plus- und Minus-Ende. Das Plus-Ende zeigt im Axon
immer zur Synapse; im Dendriten sind beide Orientierungen zu finden.

Die Regulation des Aktin-Cytoskeletts wird durch kleine GTPasen der Rho-Familie
kontrolliert (Hall, 1998). Die Regulation der Mikrotubuli-Dynamik wird von einer grof3en
Anzahl von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs) gesteuert, die in drei Klassen
eingeteilt werden (Schoenfeld und Obart, 1994): die niedermolekulare Gruppe der MAPs setzt
sich zusammen aus Kinesin-dhnlichen Proteinen, Dynamin, MAP2c und Tau. Die
intermediédre Gruppe besteht aus MAP3 und MAP4 Proteinen, die hochmolekulare Gruppe
setzt sich zusammen aus MAP1A, MAP1B, MAP2 und cytoplasmatischem Dynein.

Man unterscheidet MAPs in Proteine mit Motoreigenschaften, wie z.B. Dynein oder Kinesin,
und solche ohne Motoreigenschaften, wie z.B. Tau, MAP1A/B oder MAP2 (Schoenfeld und
Obar 1994). Durch ,,antisense‘-Experimente konnte eine Funktion der nicht-Motor-MAPs fiir
die Differenzierung neuronaler Zellen gezeigt werden (Caceres und Kosik 1990; Caceres et
al., 1992). Die Bedeutung der nicht-Motor-MAPs in der Etablierung der Zellform wurde von
ihrer unterschiedlichen Assoziation mit den neuronalen Kompartimenten abgeleitet. So ist
MAP?2 hauptsidchlich im Dendriten und im neuronalen Soma, wéhrend Tau dagegen nur im

Axon exprimiert ist. MAP1A/B Proteine finden sich im Dendriten, im Soma und im Axon.

1.1 Die Funktion des Mikrotubuli-Cytoskeletts wihrend der neuronalen

Entwicklung

Die in-vivo Funktion der verschiedenen MAPs wihrend der Entwicklung eines
Nervensystems ist noch unklar, jedoch ldsst ihre Expression in sich entwickelnden und in
regenerierenden Nerven auf eine Rolle im axonalen Auswachsen schlieBen. Erste Beweise
hierflir stammen von ,,antisense“-Experimenten in Zellkultur: ,,antisense”“-RNA von Tau

blockiert das Auswachsen von Axonen in kultivierten Neuronen (Pizzi et al., 1993 und 1995;
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Liu et al., 1999). Ebenso fiihrt der Verlust von MAP1B oder MAP2 RNA durch ,,antisense®-
RNA oder durch Freisetzung spezifischer Antikdrper zu einer Reduktion oder Inhibition des
axonalen Wachstums in kultivierten Zellen (Caceres und Kosik 1990; Caceres et al., 1992;
Brugg et al., 1993; Shea und Beermann 1994).

»Knock out“-Experimente an Méusen haben weiteren Aufschluss iiber die Funktion der
MAPs im sich entwickelnden Nervensystem gegeben. Sie haben gezeigt, dass der Verlust von
tau zu keinen dramatischen Anderungen fiihrt, da moglicherweise das verwandte MAP2c
Protein den Verlust der tau Funktion kompensieren kann (Harada et al., 1994). MAPIB
,knock out“-Experimente ergaben widerspriichliche Ergebnisse. Es sind vier ,,Knock out®-
Maiuse beschrieben worden, die jedoch unterschiedliche Phénotypen aufweisen (Edelmann et
al., 1996; Takei et al., 1997; Gonzalez-Billault et al., 2000; Meixner et al., 2000). Der
komplette Verlust der map1b Funktion zeigte, dal MAP1B fiir embryonale Lebensfahigkeit
ndtig ist. Sogar heterozygote Tiere zeigen Phinotypen wie langsamere Wachstumsrate und
Motorsystemabnormitdten (Edelmann et al., 1996). Die durch den kompletten Verlust der
map 1b Funktion hervorgerufenen dramatischen neuronalen Phinotypen wurden jedoch noch
nicht eingehend zellbiologisch charakterisiert. Diese Phinotypen sind sehr dhnlich zu denen,

h'1°%_mutanten Tieren beobachtet. Diese wurden in einem Screen

die man in Drosophila futsc
auf Mutationen gefunden, in denen die Musterbildung im embryonalen Nervensystem gestort
ist (Hummel et al., 1999).

In einer weiteren ,,Knock out“-Maus sind nicht alle MAP1B ,,splice-Varianten* betroffen, so
dass noch Restexpression detektiert werden kann (Takei et al., 1997; Kutschera, 1998). Es
handelt sich also um eine hypomorphe Mutation. Homozygot mutante Mduse sind zwar
lebensfidhig, zeigen aber eine verzogerte Entwicklung des Nervensystems dhnlich dem
Phinotyp von futsch*?- oder futsch"’*-mutanten Tieren.

Eine MAPIB ,knock out“-Mutante von Edelmann et al. resultiert ebenfalls in einer
Trunkierung des Gens, wobei die 571 Aminosduren grofle N-terminale Doméne intakt bleibt
(Edelmann et al. 1996), fiir die eine dominant negative Aktivitit postuliert wurde (Takei, et
al., 1997).

Die von Gonzalez-Billault et al. generierte ,,Knock out“-Maus trigt eine hypomorphe
Mutation. Sie ist perinatal letal und zeigt starke Defekte im Nervensystem, z.B. in der
GroBhirnrinde, Hippocampus und Kleinhirn, was die Funktion von MAP1B fiir neuronale
Migration und axonale Wegfindung bestétigt (Gonzalez-Billault et al., 2000; Meixner et al.,
2000).
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1.2 Molekulare Eigenschaften des MAP1B Proteins

MAP1B cDNA Klone und Sequenzen sind u.a. von der Maus (Noble et al., 1989), der Ratte
(Garner et al., 1990), dem Menschen (Lien et al., 1994) und dem Huhn bekannt (Burg et al.,
1997). Die genomische Organisation ist in Maus, Ratte und Mensch untersucht. Der ORF
besteht aus 7 kodierenden und 2 nicht-kodierenden Exons, die sich iiber 101 kb erstrecken,
wobei die maplb mRNA in Sdugern nur 9 kb groB ist. Bei Maus, Ratte und Mensch kodieren
die Transkripte flir Proteine aus 2464, 2459 bzw. 2468 Aminoséduren. Es gibt zwei alternative
Promotoren. Eine Homologie von >90% unter den Sdugern zeigt, wie hochkonserviert dieses
Protein ist. Das Protein wird als Polyprotein translatiert und besteht aus einer schweren und
einer leichten Kette, LC1, die nach der Translation vom C-Terminus abgespalten wird
(Hammarback et al., 1991). Ein separates Genprodukt kodiert fiir eine weitere leichte Kette,
LC3, die ebenso wie LC1 an die schwere Kette binden kann (Vallee und Davis, 1982;
Kuznetsov et al., 1986). LC1 bindet an die ersten 508 Aminosduren der schweren Kette und
kann auch direkt an die Mikrotubuli binden (Zauner et al., 1992; Togel et al., 1998).

Das Protein enthélt eine stark basische Region in der N-terminalen Hilfte der schweren Kette
mit einem kurzen sich 21x wiederholenden Motiv Lys-Lys-Glu-X, wobei X nahezu immer ein
saurer oder hydrophober Rest ist. Transfektionsexperimente haben gezeigt, dass sich hier die
Mikrotubuli-Bindungsdoméne befindet (Noble et al., 1989; Zauner et al., 1992). Es wurde
vermutet, dass diese positiv geladene Doméne mit dem sich 21x wiederholenden Motiv eine
o -helikale Struktur bildet, die an die negativ geladene o-helikale Doméine am
Carboxyterminus von p-Tubulin bindet (Avila et al., 1991).

Die Regulierung der Funktion des MAP1B Proteins erfolgt zum einen iiber seine zeitlich

begrenzte Expression, zum anderen aber auch iiber posttranslationale Modifikationen.

1.3 Die funktionelle Aktivitit von MAP1B ist von seiner Phosphoryvlierung abhiingig

Die Bindungseigenschaften und die Aktivitdt der MAPs werden durch ihre Phosphorylierung
reguliert (Diaz-Nido et al., 1988; Ulloa et al., 1993a,b; Goold et al., 1999; Goold und Gordon-
Weeks, 1999). Fiir MAPIB lésst sich eine graduelle Verteilung der phosphorylierten Form
nachweisen, wobei die hochste Konzentration im Wachstumskegel zu finden ist. Man
unterscheidet zwei Klassen von Phosphorylierungen: Klasse I Phosphorylierung durch

Serin/Threonin-Kinasen wie GSK38 und CDKS, Klasse II Phosphorylierungen durch Casein
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Kinase II (Ulloa et al., 1993a,b). Diese posttranslationale Modifikation ist fiir die in-vivo
Funktion von MAPI1B relevant (Mack et al., 2000). Die unilaterale Ablation von
phosphoryliertem MAP1B im Wachstumskegel durch ,,microscale chromophore-assisted laser
inactivation® (micro-CALI) induziert Anderungen in der Wachstumsrichtung. Hieraus lésst
sich fiir phosphoryliertes MAP1B eine Funktion in lokaler Stabilisierung und damit eine
Steuerung des Wachstumskegels ableiten.

Die phosphorylierungsabhédngige Regulierung von MAP1B und die anschlieBenden Effekte
auf die Mikrotubuli Funktion sind allerdings komplex. Einige der Kinasen, die MAP1B
phosphorylieren, sind bereits bekannt (Pedrotti et al., 1996; Pigino et al., 1997; Garcia-Perez
et al., 1998; Goold et al., 2001 and 2003; Chang et al., 2003). Phosphorylierung durch die
Casein Kinase II scheint die Affinitit von MAPIB zu den Mikrotubuli zu erhdhen.
Phosphorylierung durch GSK38 scheint die Mikrotubuli in einem Stadium der dynamischen
Instabilitdt zu halten, dass flir die Wachstumskegelmotilitdt und Migration nétig ist (Goold et
al., 1999).

Molekulare und genetische Analysen haben gezeigt, dass eine groBe Zahl extrazelluldrer
Signale an dem Prozell der axonalen Wegfindung und der Synaptogenese beteiligt sind
(Tessier-Lavigne und Goodman 1996; Dickson, 2002). Untersuchungen am neuronalen
Cytoskelett zeigen, wie intrazellulire Faktoren wdhrend der neuronalen Entwicklung
Anderungen im Cytoskelett hervorrufen koénnen (Tanaka und Sabry 1995). In
Zellkulturexperimenten konnte gezeigt werden, dass WNT7a axonales Auswachsen und
Verzweigen induziert (Lucas und Salinas 1997; Lucas et al., 1998). Dieser Prozess wird iiber
die GSK3B vermittelt, eine Komponente des WNT-Signaltransduktionsweges (Lucas und
Salinas 1997).

1.4 Sequenzanalysen von futsch zeigen hohe Homologie zu MAP1B

Sequenzanalysen haben gezeigt, dass der Futsch ORF starke Homologie zu MAP1B und
MAPIA am N- und am C-Terminus zeigt. Der offene Leserahmen kodiert ein Protein mit
5327 Aminoséduren und einem Gewicht von ca. 570 kDa (vorhergesagt durch das European
Drosophila Genome Project, EDGP). Die Homologie beschrédnkt sich jedoch auf die N-
terminalen 500 Aminoséuren und die C-terminalen 200 Aminosduren. Die grofle mittlere
Domiéne von Futsch zeigt eine hochrepetitive Struktur, 60 Wiederholungen einer 37

Aminosduren groflen Sequenz. Zwei Blocke von 11 und 20 hochkonservierten Einheiten
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werden flankiert von einer weniger konservierten Wiederholungseinheit (Homologie >40%
Identitét). Datenbank-Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Futsch Wiederholungseinheit
einige Homologien zu den Neurofilamentproteinen zeigt (Wahrscheinlichkeit 107'%).
Interessanterweise wurde die Sequenz KSPXXXP, die hidufig in den Futsch Wiederholungen
und in den Neurofilamentproteinen gefunden wurde, als Zielsequenz der ERK2 Protein
Kinasen beschrieben (Veeranna, 1998).

Die MAP1B Proteine und im Besonderen die N- und C-terminalen Proteindoménen sind
wiahrend der Vertebratenevolution hochkonserviert. MAP1A und MAP1B Sequenzen sind
weniger konserviert, aber die groBte Ubereinstimmung findet man in den Enden der Proteine
(N-terminale Domine = 70% Identitdt, C-terminale Domidne = 80% Identitdt). Dieselben
Regionen zeigen starke Homologie zum Futsch Protein, weshalb Futsch wahrscheinlich ein
Mitglied der Familie der MAPs représentiert. MAP1B unterscheidet sich von MAP1A durch
zusitzliche 220 Aminosduren im N-Terminus. Da die Homologie von Futsch innerhalb dieser
Region beginnt, kann Futsch als MAP1B Homolog gesehen werden.

Eine MAP1B Mikrotubuli-Bindungsdomine befindet sich im N-terminalen Bereich des
Proteins zwischen den Aminosduren 589 und 786 (Noble et al., 1989). MAP1B kann aber
auch mit der leichten Kette direkt an die Mikrotubuli binden (Tdgel et al., 1998). Die
Mikrotubuli-Bindungsdomdnen im N- und im C-Terminus von MAPI1B sind im Futsch
Protein nicht konserviert. Abbildung 1 verdeutlicht die Homologien zwischen menschlichem

MAP1B, MAP1A und Futsch.

2219
schwere Kette | leichte Kette
N-Terminus der schweren Mikrotubuli- C-Terminus der
Kette: bindet leichte Kette Bindungsdomiine leichten Kette
| | // | | MAPIB 2460 aa
77
//
| 68 % | // [76% | MAP1A 2805 2a
77
//
2% | 39 % | // [47% | Futseh  53272a
//

Abb. 1: MAP1B, MAPI1A und Futsch sind hochkonservierte Proteine. Die Abbildung zeigt die Homologien
zwischen menschlichen MAP1A, MAP1B und Drosophila Futsch. Die obere Linie kennzeichnet die Regionen
der schweren und leichten Kette bei MAP1A und MAP1B. Gelb zeigt die homologen Regionen zwischen den 3
Proteinen, der Grad der Homologie zu MAPIB ist in Prozent angegeben. Rot kennzeichnet zusitzliche
homologe Regionen zwischen MAP1B und Futsch. Der C-Terminus ist am stiarksten konserviert. Fiir das
MAPIB Protein wurde gezeigt, dass diese Region an Aktinfilamente und an die schwere Kette bindet. Die
zweite hochkonservierte Region ist der N-Terminus, der auch zumindest in MAP1B die Bindungsstelle fiir die
leichte Kette enthélt.



Einleitung 6

Auffallend ist die Konservierung einer Phosphorylierungsstelle in MAP1B fiir die GSK38
Kinase, die im Futsch Protein auch vorkommt. Sequenzhomologie und die subzellulire
Lokalisation legen nahe, dass Futsch ein Mikrotubuli assoziiertes Protein kodiert. Mikrotubuli
setzen sich aus zwei Untereinheiten zusammen, a-Tubulin und -Tubulin, die in Gegenwart
von GTP polymerisieren konnen. Die so gebildeten rohrenformigen Mikrotubulifilamente
konnen durch Taxol stabilisiert werden und Mikrotubuli bindende Proteine kdnnen {iber ihre
Bindung an Taxol-stabilisierte Mikrotubuli definiert werden. Das aus wildtypischen
Fliegenkopfen gewonnene Futsch Protein kann mit Taxol-stabilisierten Mikrotubuli
prazipitiert werden (Hummel et al., 2000). Futsch bindet also direkt oder indirekt an die
Mikrotubuli, wobei die Mikrotubuli-bindenden Doméanen des MAP1B Proteins aber nicht

konserviert sind.

1.5 Die futsch-Mutation

In einer EMS Mutagenese, in der Mutationen gesucht wurden, die die Musterbildung im
embryonalen Nervensystem storen, konnten fiinf Allele isoliert werden, die zum Verlust bzw.
zur starken Reduktion der 22C10 Expression fithren (Hummel et al., 1999). Die Mutationen
wurden daher ,futsch® genannt. Der monoklonale Antikérper 22C10, der im Labor von
Seymor Benzer isoliert wurde, erkennt das Futsch Protein (Fujita 1982; Zipursky 1984).

Die Mutationen futsch*® und futsch”® fithren zu einem vollstindigen Verlust der 22C10

Expression, die Mutation futsch"**

P28
h

zu einer stark reduzierten 22C10 Expression, die

Mutationen futsch™”® und futsch™* fiihren zu einer reduzierten 22C10 Expression und zeigen

zusitzlich eine abnorme subzelluldre Verteilung des 22C10 Antigens.

Ein Western Blot mit Proteinextrakten aus Kopfen wildtypischer Fliegen zeigte, dass Futsch
ein Protein von >570 kDa kodiert. In futsch***-mutanten Kopfen konnte kein Futsch Protein
nachgewiesen werden, in futsch"’-mutanten Kdpfen wurden geringe Mengen eines
verkiirzten Proteins nachgewiesen.

Homozygot mutante futsch**-Tiere und homozygot mutante futsch™ *-Tiere sind lebensfihig,
fertil, flugfdhig und zeigen normales Verhalten. Eine Defizienz in der genomischen Region
des futsch Genortes 1F-2A fiihrt ebenfalls zu einem Verlust der 22C10 Expression und zu

einem Nervensystem-Phinotyp, der futsch”>*-mutanten Tieren vergleichbar ist. Daher stellt

PI58
h

futsc wahrscheinlich eine amorphe Mutation dar, wihrend es sich bei den Allelen

K68 N94 M454
h™™, h h

futsc futsch™, futsc und futsch™® hypomorphe Mutationen handelt. In den
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hypomorphen futsch-Mutanten ist das Nervensystem normal angelegt, allerdings ist die

Ausbildung der Synapsen stark gestort (Hummel et al., 2000).

1.6 Synaptogenese an der Drosophila neuromuskuliren ..Junction* (NMJ)

Die neuromuskulére ,,Junction® (NMJ) stellt die Verbindung zwischen Motoneuron und
Muskel dar und ist als Modell fiir die Synaptogenese wéhrend der Drosophila
Larvalentwicklung hervorragend geeignet.

Ein Mechanismus fiir die Bildung neuer Synapsen an einer Nervenendigung ist das
»sprouting® von neuen Boutons (Zito, 1999; Mathew et al., 2002). Die Teilung der
synaptischen Boutons kann ebenfalls die Zahl der Synapsen erhdhen. Hier werden bereits
bestehende aktive Zonen zwischen neu geformten Boutons aufgeteilt. Beide Prozesse
erfordern ein prizise kontrolliertes Cytoskelett an der Nervenendigung, wobei die Signale, die
diese Prozesse kontrollieren, noch nicht eingehend untersucht sind. Das prézise kontrollierte
Cytoskelett konnte durch lokale Anderungen desselben erreicht werden und ist fiir die
synapsenspezifische und aktivititsabhidngige Plastizitdt notig (Roos et al., 2000).

Ein offensichtliches Rearrangement der Mikrotubuli ,,loop“-Architektur tritt wihrend der
Boutonteilung ein und eine genetische Analyse zeigte, dass Futsch fiir diesen Prozess notig ist
(Roos et al., 2000). Futsch-positive ,,Jloops* sind in allen Typen synaptischer Boutons, das
sind Typ 1b, 1s und II zu finden (siche Keshishian et al., 1996 fiir die Definition der Bouton-
Typen). Sie sind vermehrt an Verzweigungen der Nervenendigung, immer in den
endstdndigen Boutons zu finden. Es gibt jedoch keine ,loops® an der Stelle der
Muskelinnervation, an der das Axon die Muskeloberfldche kontaktiert.

futsch-Mutanten sind durch eine reduzierte Zahl von Boutons gekennzeichnet. Die futsch™ -
Mutation zeigt auch verdnderte subzelluldre Lokalisation von Futsch. Hier fiillt die Futsch

Immunoreaktivitét die ganze Synapse aus und ist diffus verteilt. Die Mikrotubuli Organisation

N94 K68
h h

in dieser Mutation ist ebenfalls gestort. Sowohl in futsch™ - als auch in futsch™ " -mutanten
Nervenendigungen bilden die Mikrotubuli keinen filamentosen cytoskelettalen Schaft. Zudem
ist keine ,,loop“-Bildung zu erkennen. Die anti-a-Tubulin Farbung ist vielmehr diffus und
punktiert, fiillt die ganze Synapse aus und ist identisch mit der diffusen anti-Futsch (22C10)
Firbung in futsch™’-Mutanten. Doppelfiarbungen mit Futsch und a-Tubulin haben gezeigt,
dass die Colokalisierung auch dann zu sehen ist, wenn die Mikrotubuli-Organisation gestort

ist, wie es in hypomorphen futsch-Mutanten zu sehen ist. Eine essentielle Rolle fiir Futsch als
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Mikrotubuli-assoziiertes Protein konnte also in der Stabilisierung des offenen Endes eines

,,loops* liegen (Roos 2000).

Ahnlich zu der Organisation der Mikrotubuli in der Synapse wurden dynamische ,,loop*-
Strukturen auch im Wachstumskegel gefunden. Die Regulierung der Mikrotubuli
Organisation in einem Wachstumskegel ist eine wichtige Determinante fiir Wachstumskegel-
Motilitdat. Die makroskopische Organisation der Mikrotubuli im Wachstumskegel ist
dynamisch, wie die Bildung und der Zusammenfall sogenannter ,,hairpin loops“-Strukturen
zeigen, die einen groen Anteil der Mikrotubuli des Wachstumskegels beinhalten. (Tanaka,
1995; Dent, 1999). Interessant ist die Beobachtung, dass die Bildung dieser ,,hairpin loops*
mit dem Pausieren des Wachstumskegels korreliert ist, was fiir den Ubergang von einem
beweglichen Wachstumskegel zu einer stabilen synaptischen Verbindung nétig ist. Das
Offnen der ,hairpin loops“ ermdglicht die Wiederaufnahme der Beweglichkeit des
Wachstumskegels. Die molekularen Grundlagen der Mikrotubuli-Dynamik sind noch

weitgehend unbekannt (Roos, 2000).

1.7 Das Fragile X Syndrom wird durch den Verlust eines RNA bindenden Proteins

verursacht

Das Fragile X Syndrome wird durch eine ,,loss-of-function* Mutation im Genlokus fragile X
mental retardation 1 (fmrl) verursacht und ist die hiufigste vererbte Erkrankung mit mentaler
Retardierung. Sie kommt unter 1 von 4000 Ménnern bzw. 1 von 8000 Frauen vor (Gao, 2002;
Ishizuka et al., 2002; Morales et al., 2002; Kogan et al., 2004). Die Erkrankung &ufBert sich in
mentaler Retardierung unterschiedlicher Stdrke, hédufig authistisches Verhalten,
Hyperaktivitdt, Aufmerksamkeitsdefizite und Schlafstorungen.

Die Krankheit wird zumeist durch die ,,loss-of-function* Mutation aufgrund einer Expansion
und Hypermethylierung von CGG Wiederholungen in der regulatorischen Region im
Genlokus fragile X mental retardation 1 (fmrl) verursacht (Verkerk et al., 1991; Verheij et
al., 1993). FMR1 ist ein RNA bindendes Protein, das in Neuronen des ZNS stark exprimiert
wird. Da FMR1 sowohl Kernlokalisationsignal (NLS) und ein Kernexportsignal (NES) enthélt
(Eberhardt et al., 1996), wurde vermutet, dass es als ,,shuttle” fiir den Transport seiner Ziel-
RNAs zwischen Nucleus und Cytoplasma dient. Aulerdem wird eine regulierende Rolle im

Translationsprozess vermutet, da der dFMR1-mRNP-Komplex mit Polyribosomen im
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Cytoplasma assoziiert (Jin und Warren 2000). In Ubereinstimmung mit dieser Theorie haben
Brown et al. (2001) in Zellen von Patienten mit Fragile X Syndrom gefunden, dass 251
mRNAs ein abnormes Polyribosomenprofil zeigen. Diese Daten deuten darauf hin, dass die
Translation dieser mRNAs bei Fehlen von dFMR1 gestort ist. Untersuchungen an der Maus
haben gezeigt, dal 432 mRNAs an den dFMRI-mRNA-Komplex binden (Brown et al.,
2001). Eine der mRNAs, die an den dFMR1-mRNA-Komplex bindet, ist die maplb mRNA.

1.8 Das Drosophila Fragile X Protein, dFMR 1. reguliert neuronale Morphologie und

Funktion

Untersuchungen an Drosophila haben gezeigt, dass dFMR1 eine wichtige Rolle in der
Synaptogenese und dem axonalem Auswachsen spielt. Das Drosophila Protein zeigt starke
Homologien in der Aminosdurensequenz mit dem Vertebraten Protein. Der hohe Grad an
Homologie in Schliisseldomidnen wie KH Doméne, RGG box und ,,ribosomal association
domain® lassen auf eine artiibergreifende funktionelle Konservierung schlie3en.

Zhang et al. konnten zeigen, dass die futsch mRNA mit dFMR1-spezifischen monoklonalen
Antikdrpern immunoprizipitiert, woraus zu schliefen ist, dass sie mit dem dFMR1-mRNP-
Komplex assoziiert ist (Zhang et al., 2001). Im Drosophila Nervensystem ist die Futsch
Expression in dfmrI-Mutanten erhéht und eine Uberexpression von dFMR1 fiihrt zu einer
reduzierten Expression von Futsch (Zhang et al., 2001). FMRI1 fungiert also als translationaler
Repressor der futsch mRNA.

Verhaltenstests haben aufgedeckt, dass dfmr/-mutante Fliegen ein unkoordiniertes Verhalten
zeigen (Zhang et al., 2001). Untersuchungen an der Drosophila NMJ haben bewiesen, dass
dFMR1 das Wachstum und die Funktion der Synapsen reguliert. dFMRI-mutante Larven
zeigen an den synaptischen Endigungen stirkeres Wachstum, mehr Verzweigungen und eine
Erhéhung der Zahl der synaptischen Boutons um ca. 50%. Die Uberexpression von dFMR1
im prad- oder postsynaptischen Kompartiment verursacht eine Verringerung der Anzahl
synaptischer Boutons. Die GroBe der synaptischen Boutons konnte durch die Uberexpression
von dFMR1 im prédsynaptischen Kompartment verstarkt werden. Das Einkreuzen der futsch-
Mutation rettete die durch dfmrl ,loss-of-function® verursachten strukturellen und
funktionellen Defekte (Zhang et al. 2001). Dieses Ergebnis und die Tatsache, dass futsch
mMRNA mit dem dFMR1-mRNP-Komplex assoziiert und die Futsch Expression in dfinri-
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mutanten Tieren erhoht ist, lassen vermuten, dass dFMR1 die synaptische Struktur und

Funktion reguliert, indem es die Translation der futsch mRNA inhibiert.

1.9 Ziel der Arbeit

Das Futsch Protein ist ein sehr grof8es Mikrotubuli-assoziiertes Protein (>570kDa), das fiir die
korrekte Ausbildung des Mikrotubuli-Cytoskeletts von Bedeutung ist. Ziel der Arbeit war es,
das Futsch Protein niher zu charakterisieren. Daher wurden zunichst einige Fusionsproteine
hergestellt, die zur Kldrung der Frage dienen sollten, mit welcher Doméne Futsch an die
Mikrotubuli bindet und wie Futsch die Organisation der Mikrotubuli beeinflusst. Durch
verschiedene futsch-Minigene sollten die in-vitro erhaltenen Daten auf ihre in-vivo Relevanz
getestet werden. Die Aktivitit des Vertebraten Homologs MAPIB wird durch
Phosphorylierung durch u.a. der GSK38 Kinase beeinflusst, die auch im Drosophila Genom
gefunden wurde. Daher sollte auch untersucht werden, ob Futsch phosphoryliert wird und
welche funktionelle Bedeutung eine eventuelle Phosphorylierung hat. Die Generierung
spezifischer anti-Futsch Antikorper sollte zum weiteren Verstidndnis des Futsch Proteins

beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den folgenden Firmen in der

Qualitit pro-analysis bezogen:

Aldrich (Steinheim) Baker (GroB-Gerau) Biomol (Hamburg)
Biozym (Hameln) Fluka (Neu Ulm) La Rouche (Mannheim)
GIBCO/BRL (Eggenstein) Merck (Darmstadt) Pharmacia/LKB (Freiburg)
Roth (Karlsruhe) Serva (Heidelberg) Sigma (Deisenhofen)

Alle Losungen fiir molekularbiologische und Zellkultur Arbeiten wurden mit Reinstwasser

angesetzt und autoklaviert bzw. sterilfiltriert.

2.1.2 Puffer, Medien, Losungen

Apfelsaftagarplatten 19 g Agar auf 500 ml H,O geben, autoklavieren. 100 ml

H,0 zugeben, autkochen, 3 ml Eisessig zugeben.

BCIP-Losung 50 mg/ml BCIP in 100% Dimethylformamid
Coomassie-Féarbelosung 0,25% (w/v) Coomasssie R250

30% (v/v) Essigsdure
Coomassie-Entfarbelosung 30% (v/v) Essigsdure

10% (v/v) Methanol
DAB 0,3 mg/ml DAB in PBS

DEPC-H,0O 0,1% (v/v) DEPC in H,O ii. N. 16sen und autoklavieren.
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Drosophila-Standardmedium

1% FBS/EDTA

Fixativ

Heptan-Fix

Heptankleber

Hoyer’s Medium

Hybridisierlosung

Hybridisierungspuffer

pro Liter Leitungswasser:

8,5 g Agar und 77 g Maismehl aufkochen, 18 g
Trockenhefe, 10 g Sojamehl, 82 g Malzextrakt und 41 g
Riibensirup hinzugeben und auf eine Temperatur von
60°C abkiihlen lassen, 4,5 ml Propionsiure und 1/5
EBloffel Nipagin hinzugeben.

1% FBS in PBS
2mM EDTA

fiir Speicheldriisenchromosomen:

Essigsdure / Wasser / Milchséure 3:2:1

400 ml 5% Formaldehyd in PBS 1:1 mit Heptan
auffiillen, kriftig schiitteln und nach Phasentrennung die

gesittigte Heptanphase zur Fixierung verwenden.

Zerkleinertes Klebeband (Tesapack; Beiersdorff,
Hamburg) wird in einer Weithalsflasche (500 ml) mit
150 ml Heptan tiberschichtet. Durch Schiitteln (ca. 5 h)
den Kleber in Heptan 16sen. Den Uberstand fiir 20 min
bei 10.000 rpm zentrifugieren. Den Uberstand als Kleber

verwenden.

50 ml H,O und 30 g Gummi arabicum ii. N. rithren, 200
g Chloralhydrat und 16 ml Glycerin zugeben und

verrihren.

100 pg/ml denaturierte Lachssperma-DNA zum
Hybridisierungspuffer geben.

50% Formamid
5x SSC
0,1% Tween 20
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Injektionsansatz

Injektionspuffer (10x)

IPTG

LB-Medium

LB-Agarplatten

Loading Buffer (10x)

Lysis-Puffer (genom. DNA)

Lysis-Puffer (Proteinextrakte)

5 ng Vektor-DNA (pUAST-Konstrukt)
1,5 pg Helper-DNA

(pUChs A2-3; {Laski, 1986 #1029})

1 ul sterile rote Lebensmittelfarbe

1,5 pl 10x Injektionspuftfer

ad 15 pl H,O

1 mM POs-Puffer, pH 7,4
50 mM Kcl

zur blau-weil3 Selektion
100 mM IPTG in ddH,O
bei -20°C lagern

10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Extract,

10 g NaCl

ad 1 1 H,O, auf pH 7 einstellen und autoklavieren.

24 g Agar/1 1 Medium

4 M Harnstoff

50% Saccharose

50 mM EDTA

<0,001% Xylencyanol

< 0,001% Bromphenolblau

100 mM EDTA
100 mM Tris / HCI, pH 9,0
1% SDS

1% NP40 in ddH,O
I mM DTT
1 mM PMSF
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10% Milchpulver 10 g Milchpulver in 100 ml 10%iger TBS/Tween Losung
mischen
Natriumhypochloritlosung 12% aktives Chlor (NaOCI) (Schindler & Co.) 1:1 mit

H,0 verdiinnen

NBT-Losung 75 mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid
NBT-Puffer 100 mM NaCl

100 mM Tris/HCI, pH 9,5

NZY-Medium 10 g NZ-Amine
5 g NaCl
5 g Bacto Yeast Extract
1 g Casamino Extract
2 g MgS0O4x 2 H,O
ad 11 H,O, auf pH 7 einstellen und autoklavieren.

Orcein-Milch-Essigsdure 2 g natiirliches Orcein
50 ml Milchséure
50 ml Eisessig
filtrieren, 24 h stehen lassen

erneut filtrieren

PBS 130 mM NacCl
7 mM Na,HPO4
3 mM KH,PO4
2,7mM KCI, pH 7,6

PBT 0,1% Triton X-100 in PBS

Phosphat-Puffer, 1 M, pH 7,2 68,4 ml 1M Na,HPO,
31,6 ml IM NaH2P04
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Phosphat-Puffer, 1 M, pH 7,4

Ponceau S-Farbelosung

QBT

QC

QF

RNase-Wasser
SDS-Page
4x Sammelgelpuffer

4x Trenngelpuffer

Sammelgel 4% (10ml)

77,4 ml 1M Na,HPO4
22,6 ml IM NaH2P04

3% Essigsdure

0,3% Ponceau S

750 mM NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15% Isopropanol
0,15% Triton X-100

1 mM NacCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15% Isopropanol

1,25 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 8,5
15% Isopropanol

0,2 pg/ml RNase in sterilem ddH,O

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

1,33 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (Roth)
2,5 ml 4x Sammelgelpuffer

0,1 ml 10% SDS

6,0 ml ddH,O

100 ul 10% APS

10 ul TEMED
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Trenngel 10% (30 ml)

2x SDS-Probenpuffer

Elektrodenpuffer

SB-Medium

SDS (10%)

SM-Puffer

SOC-Medium

10 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (Roth)
7,5 ml 4x Trenngelpuffer

0,3 ml 10% SDS

12,1 ml ddH,O

300 pul 10% APS

20 ul TEMED

0,125 M Tris

4% SDS

20% Glycerol

0,02% Bromphenolblau

0,2 M Dithiothreitol, auf pH 6,8 einstellen.

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS, auf pH 8,3 einstellen.

35 g Trypton

20 g Yeast Extract

5 g NaCl

ad 1 1 H20, pH 7,5 einstellen und autoklavieren.

10% Natriumdodecylsulfat in ddH,O

10 mM NaCl
10 mM MgSO4
10 mM 1 M Tris/HCI, pH 7,5

2% Bacto Trypton (Pepton 140)
0,5% Bacto Yeast Extract

10 mM NaCl

2,5 mM Kcl

10 mM MgCl,
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SquiB - Puffer

SSC (20x)

STET-Puffer

TBE

TBS/Tween 20

TE

Transferpuffer (Western Blot)

10 mM MgSO,

autoklavieren und auf 20 mM Glucose einstellen.

10 mM Tris, pH 8,2

1 mM EDTA

25 mM NaCl

unmittelbar vor der Verwendung auf 200 ug / ml

Proteinase K einstellen.

3 M NaCl
0,3 M Na-Citrat

8% Saccharose

5% Triton X-100

50 mM EDTA

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

89 mM Tris/HCI, pH 8,2
89 mM Borsdure

2mM EDTA

20 mM Tris/HCI, pH7,6
137 mM NaCl
0,1% Tween 20

10 mM Tris/HCI, pH 8,2
1 mM EDTA

25 mM Tris
129 mM Glycin
10% Methanol
pH 8,2 - 8,4
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Tris/HCI

Mowiol

2x YT

X-Gal (40%)

2.1.3 Vektoren

pBlueskript SK*

pGEM T-Easy

pGex 4T-1

pMAL

1 M Trisbase mit HCI auf gewiinschten pH-Wert

einstellen.

12 g Mowiol in 30 g Glycerin (floureszenzfrei) 2 h unter
intensivem Riihren 16sen. Dabei leicht erwdrmen. 30 ml
ddH,0 zugeben und 5 min rithren. 60 ml 0,2 M Tris/HCI
pH 8,5 zugeben. 10 min bei 56°C leicht rithren. 15 min
bei 5000 g zentrifugieren. Den klaren Uberstand

portionieren und bei -20°C aufbewahren.

16 g Trypton

10 g Yeast Extract

5 g NaCl

ad 11 H,O

pH 7,5 mit 10N NaOH einstellen und autoklavieren.

zur blau - weil} Selektion
400 mg X-Gal in 10 ml DMF l6sen
Bei - 20°C lagern

Standardklonierungen

Stratagene GmbH, Heidelberg

T/A-Klonierung von PCR-Produkten

Promega, Mannheim

Fusionsprotein-Expressionsvektor

Amersham

Fusionsprotein-Expressionsvektor

New England Biolabs
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pP (Ac ®*™) Klonierungsvektor fiir Zellkulturtransfektion mit dem
Actin 5¢ Promotor

(Krasnow et al., 1989)

pQE Fusionsprotein-Expressionsvektor
Qiagen
pUAST P-Element Transformationsvektor

(Brand, 1993)

2.1.4 Oligonukleotide

Die fiir die verschiedenen Anwendungen verwendeten Oligonucleotide sind im Anhang

aufgelistet.

2.1.5 Bakterienstimme

DH5a (GIBCO/BRL, Eggenstein)
Xl-1blue (GIBCO/BRL, Eggenstein)
BL21 (Amersham Pharmacia Biotech)

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Priméiire Antikorper

Bezeichnung Herkunft Verdiinnung Quelle

1D4 (anti-Fasciclin IT) Maus 1:5 Helt and Goodman
unverdffentlicht

22C10 (anti-Futsch) Maus 1:50 Fujita, 1982

BP102 Maus 1:50 Patel and Goodman
unverdffentlicht

anti-f3-Galactosidase Kaninchen  1:5000 Cappel

anti-B-Tubulin Maus 1:400 Developmental Studies

Hybidoma Bank
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2.1.6.2 Sekundiire Antikorper

Herkunft / Spezifitat

Ziege anti-Maus
Ziege anti-Maus
Ziege anti-Kaninchen
Ziege anti-Kaninchen
Ziege anti-Kaninchen
Ziege anti-Maus
Ziege anti-Ratte
Ziege anti-Kaninchen
Ziege anti-Maus
Ziege anti-Ratte

anti- Digoxigenin

Konjugation, Verdiinnung

HRP, 1:500

Alkalische Phosphatase, 1:1000
HRP, 1:500

Alkalische Phosphatase, 1:1000
Cy2, Cy3 oder Cy5, 1:200

Cy2, Cy3 oder Cy5, 1:200

Cy2, Cy3 oder Cy5, 1:200
Alexa 488, 568 oder 647, 1:500
Alexa 488, 568 oder 647, 1:500
Alexa 488, 568 oder 647, 1:500
Alkalische Phosphatase, 1:2000

2.1.7 Verwendete Fliegenstimme

2.1.7.1 Allgemeine Balancer- und Wildtypstimme

Stamm

OregonR
1118
w

TM2, Ubx

TM3™, Sb P[ry+, fiz-lacZ]
TM6™, Tb P[w+, Ubx-lacZ]
w’; TM3, Sb/TM6B, Hu Th

w’; CyO/Sp; TM2/MKRS
FM7®

w; CyO™ P[ry+, elav-lacZ]/Sp;

Merkmale

Wildtyp

w’, sonst wildtypisch

Balancer 3. Chromosom
Balancer 3. Chromosom
Balancer 3. Chromosom
Doppelbalancer 3. Chromosom
Doppelbalancer 2./3. Chromosom

Balancer X Chromosom

TM2/TM6B™ P[w", Ubx-lacZ] ~ Klidmbt, unverdffentlicht

Quelle

Dianova GmbH
Dianova GmbH
Dianova GmbH
Dianova GmbH
Dianova GmbH
Dianova GmbH
Dianova GmbH
Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes

Roche

Referenz

Lindsley, 1992
Lindsley, 1992
Lindsley, 1992

Klambt, unverdffentlicht
Vissin, unverdffentlicht
Klambt, unverdffentlicht
Klambt, unverdffentlicht

Hiromi, unverdffentlicht

Doppelbalancer 2./3. Chromosom
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2.1.7.2 Deletionsmutanten

Die Deletionsmutanten wurden aus dem Bloomington-Stock-Center, Bloomington, Indiana,
USA bezogen. Die angegebenen Bruchpunkte entsprechen den in der Flybase gemachten

Angaben zur genetischen Konstitution der Fliegenstdmme.

Bezeichnung Bruchpunkte Quelle
Df(1AC7, w[*]/ FM7c 1E3-4;2A10 Adelheid Degelmann, 1993
Df(1)ADII1, w[*]/ FM7c 1B;2A Adelheid Degelmann, 1993

2.1.7.3 P-Element Insertion

P{w' [+mC]=EP\EP 1419 w[1118] Pernille Rorth, 1996

2.1.7.4 Verwendete Mutationen

Allel Gen Quelle

futsch® futsch EMS, (Hummel, 1999)
futsch™? futsch EMS, (Hummel, 1999)
Sfutsch™” futsch EMS, (Hummel, 1999)
futsch™ futsch EMS, (Hummel, 1999)
futsch™® futsch EMS, (Hummel, 1999)

Sfmr 1AM fragile X A2-3, (Zhang et al., 2001)
shaggy"’ shaggy EMS, (Bourouis et al., 1989)

wingless' wingless EMS, (Couso und Martinez, 1989)
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2.1.7.5 GAL4-Treiberlinien

Bezeichnung Muster/Promotor, Chromosom Quelle

da-GAL4 daughterless I Wodarz, 1995

elav-GAL4 elav 111 Lin, 1994

Pi63 PNS-spezifisch I Klambt, unverdffentlicht

rho-GAL4 rhomboid I bzw. III  Ip and Levine,
unverdffentlicht

sca-GAL4 scabrous II Hinz, 1994

sim-GAL4 single-minded I bzw. Il Scholz, 1997

sli-GAL4 slit II Kliambt, 1996

2.1.7.6 UAS-Effektorlinien

Bezeichnung Gen Chromosom Quelle

UAS-sgg shaggy I Bourouis et al., 1989
UAS-sgged shaggy I Bourouis et al., 1989
UAS-sgg™ shaggy I Bourouis et al., 1989
UAS-fragile X fragile X I Zhang et al., 2001

2.2 Methoden

2.2.1 Genetische Methoden

2.2.1.1 Fliegenzucht

Alle Fliegenstimme wurden auf Drosophila-Futtermedium in Standard-Plastiktpfen bei
25°C gehalten. Fiir Kreuzungen wurden frisch geschliipfte, virginelle Weibchen 10h nach
Verlassen des Pupariums bei 18 °C) und Ménnchen verschiedener Altersstufen verwendet.

2.2.1.2 Sammeln von Embryonen

Fir Einzel-Eiablagen wurden die Fliegen in ein leeres, mit Luftlochern versehenes

Plastikgefd3 iiberfithrt, das mit einer Apfelsaft-Agarplatte mit etwas frisch angeriihrter



Material Methoden 23

Béckerhefe verschlossen wurde. Die Apfelsaft-Agarplatte wurde alle 12h gewechselt und fiir

maximal 2 Tage bei 4°C bis zur Fixierung gelagert.

2.2.1.6 Keimbahntransformation

Zur Keimbahntransformation wurde ein Eppendorf Transjektor 5246 eingesetzt. Fiir die
Injektionen wurden nachgeschliffene (30°) femtotipsll-Kaniilen (Eppendorf, Hamburg)
verwendet. Vor dem Aufsetzen auf das Injektionssystem wurde die femtotip/IKaniile mit 5 pl

Injektionsmix befiillt.

2.2.1.6.1 Priiparation der Embryonen

Zur Injektion wurden w''*®

-Embryonen verwendet. Die Fliegen werden fiir Apfelsaft-
agarplatten zur Ablage gesetzt. Die Platten wurden 1 x pro Stunde gewechselt und die
Embryonen zur Injektion verwendet. Die Embryonen wurden mit einem Pinsel auf einen mit
doppelseitigem Klebeband préparierten Objekttriger transferiert. Mit einer Pripariernadel
wurden die Embryonen manuell dechorionisiert und in einer Reihe auf einem Agarblock
angeordnet (ca. 100 Embryonen/Reihe). Die Embryonen wurden mit einem mit Heptankleber
beschichteten Deckglas aufgenommen und fiir ca. 20 min getrocknet (bis sich Falten in der

Vitellinmembran zeigen). AnschlieBend wurden die Embryonen mit 10S-Ol (Voltalef)

iiberschichtet und fiir die Injektion verwendet.

2.2.1.6.2 Injektion eines Konstruktes

Embryonen und Injektionskaniile wurden an einem Inversen-Mikroskop (Leica) in einer
Ebene ausgerichtet. Injektionen erfolgten nur in Embryonen, die sich noch im syncytialen
Blastoderm Stadium befanden. Die Kaniile wurde in den posterioren Pol des Embryos
gestochen und durch Betitigen der Injektionstaste des Transjektors wurde eine kleine Menge
des Injektionsmixes in den Embryo injiziert. Die erfolgreiche Injektion kann anhand der roten
Farbe des Injektionsmixes nachvollzogen werden. Nach erfolgter Injektion aller Embryonen
wurde das Deckglas in ein Wigeschilchen iiberfiihrt und mit 3S-Ol (Voltalef) iiberschichtet.
Die Embryonen wurden bis zum Schliipfen bei 18°C inkubiert. Die L1-Larven wurden mit

einer Praparationsnadel in ein Fliegenr6hrchen mit Drosophila-Standardmedium tiberfiihrt.
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2.2.1.6.3 Selektion transgener Fliegen

Die geschliipften Fliegen wurden einzeln gegen Doppelbalancer-Fliegen (w’; Sp/CyO;
TM2/MKRS) gekreuzt. In der F1-Generation konnen die transgenen Tiere anhand der
Augenfarbe (w") identifiziert werden. Die Stirke der Expression des w'-Gens hingt vom

Insertionsort ab, so dass die Augenfarbe zwischen schwach gelb bis rot variieren kann.
2.2.1.6.4 Bestimmung des Insertionsortes

Zur Bestimmung des Chromosoms auf dem die Insertion stattgefunden hat, wurden die
transgenen Tiere erneut gegen Doppelbalancer-Fliegen gekreuzt. Anhand des
Segregationsverhaltens der dominanten Marker und der w'-Markierung der transgenen
Fliegen konnte so das Chromosom, das die Insertion des UAS-Konstruktes tragt, identifiziert
werden. Die transgenen Stimme wurden durch Selbstung {iber den entsprechenden Balancer-

Chromosomen etabliert.
2.2.1.7 Herstellung von Rekombinanten

Die Herstellung von Rekombinanten erfolgte nach genetischen Standard-Methoden

(Ashburner 1989).

2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 Priiparation von L3-Larven zur Untersuchung der NMJ

- Larven werden im Eppendorf Reaktionsgefdll gesammelt

- mit kochendem H,O gewaschen

- H,O abnehmen und durch PBS ersetzten

- Larven mit feiner Schere dorsal der Lénge nach aufschneiden (in PBS auf
Objekttrager)

- Gewebe bis auf die Muskulatur abnehmen

- Larven werden im Eppendorf Reaktionsgefall mit Fixierlosung gesammelt
(4%Formaldehyd/PBS)

- Fixierung der Larven fiir 30 min

- anschlieBende Antikorperfarbung (siehe 2.2.2.3.2)
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2.2.2.3  whole-mount Antikorperfirbung von Drosophila-Embryonen

2.2.2.3.1 Fixierung der Embryonen

- Embryonen werden mit PBT von der Agarplatte in Multiwell-Plexiglasplatten

(MWP) tiberfiihrt.

- Dechorionisierung mit NaOCl (6% aktives Chlor) fiir 4 min

- griindlich mit HO waschen

- auf Apura-Papier gut trocknen

- Uberfithrung der MWP in Heptan

- Uberfiihrung der Embryonen mit dem Heptan aus der MWP in 5 ml Glasréhrchen

- Zugabe des gleichen Volumens an Fixierungslosung (4% Formaldehyd/PBS)

- Fixierung der Embryonen fiir 20 min bei RT auf einem Schiittler

- Abnahme der wélrigen (unteren) Phase und Zugabe von 2 ml Methanol

- zur Devitellinisierung ca. 10 sec kraftig schiitteln

- Abnahme der organischen (oberen) Phase, erneute Zugabe von Methanol und kurz
schiitteln

- Abnahme des Methanols und 2 x mit 96% Ethanol waschen

- Lagerung bei -20°C moglich

2.2.2.3.2 Hybridisierung der Antikdrper

- 3 x kurz und anschlieBend 3 x 20 min mit PBT auf einem Schiittler bei RT waschen

- Inkubation in 10% Goatserum (GS)/PBT fiir 1 h bei RT

- Inkubation des primdren AK in geeigneter Verdiinnung in 10% GS/PBT bei 4°C ii.N.

- 3 x kurz mit PBT waschen, 3 x 20 min mit PBT auf einem Schiittler bei RT waschen

- Inkubation des sekundéren AK in geeigneter Verdiinnung in 10% GS/PBT fiir 2-3 h
bei RT

- 3 x kurz mit PBT waschen, 3 x 20 min mit PBT auf einem Schiittler bei RT waschen.
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2.2.2.3.3 Alkalische Phosphatase (AP)-Firbung

- Embryonen 2 x 5 min in NBT-Puffer waschen

- Embryonen in 3,5 pl/ml BCIP und 4,5 pl/ml NBT in NBT-Puffer inkubieren

- Stoppen der Férbereaktion mit PBT, wenn gewliinschte Intensitit erreicht ist (5-10
min)

- 3 x kurz mit PBT waschen

- 3 x 20 min mit PBT auf einem Schiittler bei RT waschen

- in 70% Glycerin liberfithren

2.2.2.3.4 Meerrettich-Peroxidase (HRP)-Firbung

- Embryonen 1 x in PBS waschen

- Inkubation der Embryonen in 0,3 mg/ml DAB-L&sung in PBS und 1,5 pl/ml H,O,

- Stoppen der Férbereaktion mit PBT, wenn gewliinschte Intensitit erreicht ist (5-10
min)

- 3 x kurz mit PBT waschen

- 3 x 20 min mit PBT auf einem Schiittler bei RT waschen

- in 70% Glycerin liberfithren

2.2.2.4 Priabsorption des anti-B-Galaktosidase Antikorpers

- Fixierung der Embryonen wie bei der whole-mount Antikorperfarbung

- 3 x kurz und anschlieBend 3 x 20 min mit PBT auf einem Schiittler bei RT waschen

- Inkubation in 10% GS/PBT fiir 1 h bei RT

- Inkubation des anti-B-Galaktosidase AK (Verdiinnung 1:500) in 10% GS/PBT {i.N.
bei 4°C

- Uberstand sterilfiltrieren, bei 4°C lagern und bei Bedarf in einer Verdiinnung von

1:5-1:10 einsetzen
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Herstellung von transformationskompetenten XL-1blue, DH5-alpha oder BL-21

Escherichia coli:

-2x0,51LB-Medium mit 10 ml einer frischen ii. N.-Kultur animpfen

- Im Schiittler bei 37°C bis zu einer OD 600 von 0,4 - 0,6 inkubieren (3-5 h)

- Kultur 15-20 min auf Eis stellen

- in einem vorgekiihlten Rotor bei 4.000 rpm fiir 15 min bei 4°C zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet in 1 1 kaltem ddH,O resuspendieren

- in einem vorgekiihlten Rotor bei 4.000 rpm fiir 15 min bei 4°C zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet in 0,5 1 kaltem ddH,O resuspendieren

- in einem vorgekiihlten Rotor bei 4.000 rpm fiir 15 min bei 4°C zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet in 20 ml kaltem 10 % Glycerin/ddH,0O
resuspendieren

- in einem vorgekiihlten Rotor bei 4.000 rpm fiir 15 min bei 4°C zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet in ca. 2 ml kaltem 10% Glycerin/ddH,0O
resuspendieren (entspricht einer Zellkonzentration von ca. 1-3 x 108 Zellen/ml)

- 50 pul Aliquots der Suspension auf Eis herstellen und bei -70°C lagern.

2.2.3.2 Bakterientransformation (Elektrotransformation)

Die Transformationen von DNA in elektrokompetente Escherichia coli-Stimme wurden mit

dem Gene-Pulser der Firma BIORAD nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt.

- kompetente Zellen auf Eis auftauen lassen

- 50 pl Zellsuspension mit geeigneter DNA-Menge (1-2 pl) mischen

- in eine gekiihlte 0,1 cm Elektroporationskiivette tiberfiihren

- Kiivette in Gene Pulser (BIORAD) einsetzen

- Impuls von 4-5 ms bei einer Feldstdarke von 12,5 KV/cm (Einstellung am Gene
Pulser: Kapazitit -25 pF, Spannung -1,8 KV, Widerstand -200 W)

- Kiivette schnell entnehmen und 250 pl SOC-Medium zugeben (vorgewirmt)

- im Schittler bei 37 °C fiir 30 min inkubieren
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- auf einem geeigneten Selektions-Medium ausstreichen und . N. kultivieren.
- evtl. zur blau-weil 40 pul X-Gal und 40 pl IPTG auf dem Selektionsmedium

ausstreichen

2.2.3.3 DNA-Restriktionen

Die DNA-Restriktionen erfolgten gemdfl den Angaben des Herstellers der Restriktionsenzyme

(Roche).

2.2.3.4 Gelelektrophorese

Die Trennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 100 - 150 V durch Horizontal-
Gelelektrophorese in Agarosegelen (0,8 bis 1,2 % in TBE) mit Ethidiumbromid (10 mg/ml
H,O, 2 pl Ethidiumbromid/100ml Agarosegel). Als relatives Mal} fiir die GroBe der
DNAFragmente diente eine 1 kb-Leiter (GIBCO/BRL).

2.2.3.5 Elution von DNA-Fragmenten aus einem priparativen Gel

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde bei einer niedrigen Spannung durchgefiihrt. Die
Elution erfolgte mit einem Kit der Firma Qiagen (Qiagen GmbH, Diisseldorf). Die Arbeiten

wurden entsprechend dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.3.6 Konzentrationsbestimmung von DNA-Ldsungen

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA-Ldsungen wurde ein zweckméBiges Volumen auf
ein Agarose-Gel aufgetragen. Als Standard diente 1 pg einer 1 kb-Leiter (Gibco/BRL). Die
Konzentration der DNA-Lsung wird dann durch einen Vergleich der relativen Fluoreszenz-
Intensitaten unter UV-Licht bestimmt. Alternativ erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit

Hilfe eines Photometers (Eppendorf).

2.2.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation wurden der Vektor und das zu klonierende DNA-Fragment (Insert) in einem

molaren Verhéltnis von 1:1 bis 1:4 eingesetzt.
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Berechnung des molaren Verhéltnisses:

ng Vektor x Kb Grofe des Inserts x molares Verhaltnis von _Imsert  _ ng des Inserts

Kb GrofB3e des Vektors Vektor

Bei einer Restriktion des Vektors mit nur einem Enzym, mul} dieser vor der Ligation zur
Verhinderung einer Religation mit SAP (1pg/ul Shrimps Alkaline Phosphatase, Roche)
dephosphoryliert werden. Bei einer Doppelrestriktion kann auf die Phosphatase-Behandlung
verzichtet werden.

Ligationsansatz:

- 100 ng Vektor-DNA

- 1-4 fache molare Menge des DNA-Fragments

- 2 ul 10 x Ligationspuffer (Promega)

- 1 ul T4-DNA-Ligase (Promega)

- ad 20 ul ddH20

- Inkubation 1 h bei 22 °C oder ii. N. bei 16 °C

2.2.3.8 Mini-Priparation von Plasmid-DNA

- 2 ml LB-Medium (mit Antibiotika zur Selektion) mit Einzelkolonien animpfen

- 1. N. bei 37°C im Schiittler inkubieren

- ca. 1,5 ml Bakterienkultur in Eppendorf-Gefa8 iiberfiihren, den Rest kiihl lagern

- in einer Tischzentrifuge 40 sec bei 13.000 rpm zentrifugieren und den Uberstand
abnehmen

- 400 pul STET zum Pellet geben und durch Vortexen das Pellet 16sen

- 1 min kochen, anschlieBend in einer Tischzentrifuge 10 min bei 13.000 rpm
zentrifugieren

- Uberstand zu 400 pl Isopropanol in ein neues Eppendorf-GefiB schiitten und
mischen

- zur Fillung in einer Tischzentrifuge fiir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

- Pellet mit 70% EtOH waschen

- Pellet trocknen und in 20-100 pl RNase-H20 resuspendieren
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2.2.3.9 Midi-Priparation von Plasmid-DNA

Die Priparation groBerer DNA-Mengen erfolgte aus einer 50 ml ii. N. Kultur. Hierfiir wurde
ein DNA-Préiparations-Kit der Firma Qiagen (Qiagen GmbH Diisseldorf) entsprechend den

Angaben des Herstellers verwendet.

2.2.3.10 Isolierung genomischer DNA: Quiagen - Kit

Die Isolierung der genomischen DNA wurde mit Hilfe eines Kits der Firma Qiagen (Qiagen
GmbH Diisseldorf) gemif3 der Protokollangaben des Herstellers durchgefiihrt. Es wurden ca.
50-100 Fliegen eingesetzt.

2.2.3.11 Isolierung genomischer DNA: Salzfillungsmethode

Ca. 40 betdubte Fliegen wurden bei -20°C fiir 20 min eingefroren. Dann erfolgte die Zugabe
von 100 ul Lysispuffer. Die Fliegen wurden in einem Homogenisator im 1,5 ml Eppendorf
Reaktionsgefdl homogenisiert. Weitere 700 ul wurden dazugegeben und das Homogenisat
gut gemischt. Nach Inkubation fiir 30 min bei 70°C erfolgte die Zugabe von 154 ul 8M
Kaliumacetat-Losung. Erneut wurde gut durchgemischt und der Ansatz auf Eis fiir 30 min
Inkubiert. Der Ansatz wurde im Weiteren fiir 30 min bei 10.000 g zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Erneuter Zentrifugation bei 10.000 g und
Uberfiihrung in ein neues ReaktionsgefiB folgte die Fillung der DNA durch Zugabe von 75
ul 2M NaCl und 700 ul Isopropanol. Der gut gemischt Ansatz wurde anschlieBend fiir 15 min
bei 13.000 g zentrifugiert, das Pellet mit 200 ul 70% EtOH gewaschen und nach erneuter

Zentrifugation getrocknet. Das Pellet wurd in 100 ul RNase-Wasser aufgenommen.

2.2.3.12 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Alle Amplifikationen wurden mittels einer MJ Research PTC 200 DNA-Engine (Biozym)
durchgefiihrt.

2.2.3.12.1 Standard PCR

Fiir Standard PCR-Amplifikationen wurde entweder genomische DNA nach konventioneller

Aufreinigung (2.2.3.11) aus Einzelfliegen-Praparationen (2.2.3.12.2), oder aus Plasmiden aus
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Midi-Préparationen (2.2.3.10) eingesetzt. Fiir die Amplifikation wurde folgender
Reaktionsansatz (50 pl) angesetzt:

- Template ca. 100 ng (genomische DNA, Plasmid DNA ca. 0,5 ng)
- 10 x Puffer 1x 5 pl

-dNTP 0,2 mM 1 pl

- Primer A (20 uM) 50 pmol

- Primer B (20 uM) 50 pmol

- Taqg-DNA-Polymerase 1Unit 0,2 pl

- ad 50 ul ddH,0

Das verwendete Temperaturprofil richtet sich nach der Liange des PCR-Produktes, den
Annealing-Temperaturen der Primer und nach der Menge der eingesetzten Template DNA.

Die Temperaturprofile wurden entsprechend variiert.

Standard-Temperaturprofil:

- Initiale Denaturierung 94 °C 2:00 min

- Denaturierung 94 °C 0:40 min

- Annealing (je nach Primerpaar) 60 °C (variabel) 0:40 min
- Extension 72 °C 2:30 min (variabel)

- Wiederholung der Schritte 2-4 32x

- finale Extension 72 °C 10:00 min

- Kiihlen 4 °C nach Bedarf

2.2.3.12.2 Isolierung von RNA aus Einzelfliegen fiir die RT-PCR

Die Isolierung von RNA erfolgte nach dem Protokoll fiir das Rneasy Mini Kit der Firma
Qiagen, Katalognummer 74103.

2.2.3.12.3 Gene SOEing

Eine Sonderform der PCR ist ,,Gene SOEing* (Splicing by Overlap Extension, Higuchi, 1990;
Horton et al., 1989). Dieses Verfahren ermoglicht es, iiber PCR-Reaktionen mehrere DNA-
Abschnitte kovalent zusammenzufiigen. Ermoglicht wird dies durch die Wahl spezieller

Primer, die zu benachbarten Exons homologe Sequenzen aufweisen. In einem ersten Zyklus
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werden beide Templates getrennt durch eine PCR-Reaktion amplifiziert. Die entstehenden
Fragmente werden als Templates in einer zweiten PCR-Reaktion eingesetzt, bei der die
beiden dulleren Primer zugegeben werden. Die homologen Bereiche der zuvor amplifizierten
Sequenzen lagern sich aneinander und dienen sich gegenseitig als Primer. Als Produkt dieses
zweiten PCR-Zyklus resultiert ein Chimér aus den urspriinglichen DNA-Abschnitten. Einen

Uberblick iiber diese Methode gibt Abbildung 2.
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Abb. 2: Gene SOEing. In zwei PCR-Schritten konnen DNA-Abschnitte kovalent zusammengefiigt werden.

Auf diese Weise wurden das N-terminale und das C-terminale Konstrukt generiert.
2.2.3.13 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden mit dem Amersham Sequenzierungs-Kit (Thermo Sequenase I1
Dye Terminator Cycle Sequencing Premix Kit) gemall Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
Auswertung der Sequenzreaktionen erfolgte mit dem ABIPRISM 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystems, Weiterstadt). Zur Analyse der Sequenzdaten wurde das Programm
Lasergene DNASTAR Software Package (GATC, Konstanz) verwendet.
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2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Proteinlésungen von Drosophila melanogaster

Zur Herstellung von Proteinlosungen wurden Embryonen, Puppen oder adulte Tiere von
Drosophila melanogaster verwendet. Die jeweiligen Stadien wurden gesammelt und fiir 20
min bei -20°C eingefroren. Dle Embryonen wurden mit NaOCl (3% aktives Chlor)
dechorionisiert. Mit einem Homogenisator und unter Zugabe von 50 ul Lysispuffer,
mindestens jedoch das 2fache Volumen der Probe, wurden die Ansédtze homogenisiert. In
einer auf 4°C abgekiihlten Zentrifuge wurden die Proben anschlie8end 2x unter Verwendung
neuer Eppendorf ReaktionsgefidBle bei 14.000 g fiir 15 min zentrifugiert. Die fertige
Proteinlosung wurde zwischen Pellet und Fettschicht abgesaugt und zur Lagerung bei -70°C

eingefroren.

2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlosungen erfolgte nach der Bradford-Methode
(Bradford, 1976). Zu der Proteinlésung (2-5 ul) wurde Bradford-Reagenz (1:4 mit ddH,O
verdiinnt) hinzugegeben (ad1 ml). Nach Inkubation fiir 10 min wurde die Extinktion bei | =
595 nm in Kunststoffkiivetten in einem Photometer (Eppendorff) gemessen. Zur Ermittlung
der Proteinkonzentration wurde eine entsprechende Eichgerade mit definierten

Konzentrationen BSA als Standard erstellt.

2.2.4.3 Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen in diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE). Es wurden
Gelelektrophorese-Apparaturen der Firma Hoefer (San Francisco) verwendet. Fiir die
analytischen Gele wurden SE 260 Minikammern und fiir praparative Gele SE 600 Kammern
verwendet. Nach dem Polymerisationsstart der Trenngellosung durch Zugabe von APS und
TEMED wurde das Trenngel bis auf ca. 2/3 der Gesamthdhe der Gelkassette gegossen und
mit Isopropanol iiberschichtet. Nach der Polymerisation (1 h) wurde das Isopropanol
abgegossen und das Trenngel mit dem Sammelgel (nach Polymerisationsstart) iiberschichtet.
In das noch fliissige Gel wird der Probenkamm eingesetzt. Vor der Verwendung muf} das

Sammelgel vollstindig polymerisiert sein. Die Elektorphorese erfolgt bei analytischen Gelen



Material Methoden 34

fiir 1 h bei 20 mA und bei priparativen Gelen fiir 5 h bei 30 mA. Es wurden 20 ug Protein
aufgetragen. Die Gele wurden mit kolloidalem Coomassie angefirbt oder fiir eine
immunhistochemische Analyse nach einem Western Blot eingesetzt. Die Bestimmung der
Molekulargewichte der aufgetrennten Proteine erfolgte durch einen Vergleich mit

Standardmarkern.

2.2.4.4 Immunhistochemischer Nachweis von Proteinen

Der Proteintransfer nach SDS-PAGE auf PVDF-Membranen (Amersham) erfolgte in einer
Tank-Blot Einheit der Firma Hoefer (San Francisco) nach Angaben des Herstellers. Die
PVDF-Membran wurde fiir 10 sec in Methanol aktiviert, 5 min in ddH,O gewaschen und fiir
5 min im Transferpuffer vorinkubiert. Der Transfer erfolgte fiir 1,5 h bei einer konstanten
Stromstdrke von 8 mA/cm2. Kontrolle und Markierung der Standardmarkerbanden erfolgte
durch Farbung mit Ponceau S und anschlieBendem Waschen der Membran mit TBS / Tween.
Die Membran wurde fiir 1 h in 10% Milchpulver/TBS-Tween 20 geblockt. Der primére
Antikorper wurde in geeigneter Verdiinnung hinzugegeben und ii.N. bei 4°C inkubiert.
Unspezifisch gebundener Antikdrper wurde durch 5 x 20 min waschen mit TBS von der
Membran entfernt. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem sekunddren Antikorper fiir
1 h bei Raumtemperatur und erneutes Waschen fiir 5 x 20 min mit TBS-Tween 20. Fiir den
Nachweis des Antigens wurde das ECL-Western-Blotting Detektiersystem (Amersham)

verwendet.

2.2.4.5 Induktion der pMAL-Fusionsproteine

Die pMAL-Fusionsproteine (pMAL + Insert) wurden durch Elektrotransformation in BL21-
Zellen eingebracht. Die Expression und Aufreinigung der Proteine ist dem Begleitheft

,PMAL Protein Fusion and Purification System*, New England Biolabs entnommen.

Fiir analytische Gele wurden 2ml-Kulturen angeimpft (2x YT-Medium)

- Inkubation fiir 3-4h bei 37°C im Schiittler

- Induktion der Fusionsproteine durch Zugabe von 0,ImMol IPTG bei einer ODgy von 0,3-
0,4

- weitere Inkubation fiir 12h bei 18°C

- Zentrifugieren der Kulturen bei 13.000 rpm fiir 1 min in einem 2ml Reaktionsgefaf3

- Aufnehmen des Pellets in 250 ul Columnbuffer
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- 50 wl 1:1 mit 2x SDS-Probenpuffer versehen, fiir 5 min bei 100°C inkubieren

- 1 min bei 13.000 rpm zentrifugieren und per SDS-PAGE testen

Fiir priparative Gele und zum Test der Loslichkeit wurde eine 500 ml Kultur eingesetzt. Die
Inkubation wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt und das Pellet in Columnbuffer
aufgenommen (5 ml/g Feuchtgewicht)

- Zellaufschluss mit Sonifiziergerdt (Amplitude 100 W, Frequenz 1Hz)

- Zentrifugieren 30 min bei 15.000 rpm (JA20 Rotor, Beckman)

- Pellet im gleichen Volumen aufnehmen

- Uberstand und Pellet in einer SDS-PAGE testen (20 ug auf analytischem Gel).

2.2.4.6 Mikrotubuli-Bindungstest mit Hilfe des ,,Tubulin/Microtubules Biochem Kit*“ der Firma
Cytoskeleton, Denver, CO, USA

Die Préparation der Mikrotubuli wurde nach Protokoll durchgefiihrt, und zwar so, dass sie
eine Linge von ca. 6,5 um erreichten. AnschlieBend wurden die Mikrotubuli mit Taxol
stabilisiert. Vor dem Cosedimentationsassay wurden die Fusionsproteine 30 min bei 100.000
g (TLA 45 K rpm) abzentrifugiert, um eventuell unldsliches Protein abzutrennen. In dem
Cosedimentationsassay wurden je 3 uMol Fusionsprotein und 3 uwMol taxol-stabilisierte
Mikrotubuli eingesetzt. Das Volumen betrug 100 ul. Nach 10 miniitiger Inkubation wurde die
Losung 30 min bei 100.000 g (TLA 45 K rpm) abzentrifugiert und der Uberstand und das
Pellet getrennt. Das Pellet wurde in 100ul 1xPP aufgenommen, 80 ul Uberstand wurden mit
20ul 5x PP versehen. Die Proteinproben wurden schlieBlich in einer SDS-PAGE aufgetrennt

und das Gel mit Coomassie Blue gefiérbt.

2.2.4.7 Mikrotubuli-Bindungstest nach R. Brandt, Osnabriick

Bendétigte Losung: BRB80: 80 mM PIPES/KOH pH 6.8
1 mM EGTA
1 mM MgCl,
1 mM Taxol in DMSO

Priparation der Taxol-stabilisierten Mikrotubuli:

- Tubulin abzentrifugieren bei 100.000 g (TLA 45 K rpm)
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- 1/100 Volumen 10 uM Taxol dazugeben, mischen, Inkubation 5 min bei 37°C
- 1/100 Volumen 100 uM Taxol dazugeben, mischen, Inkubation 5 min bei 37°C
- 1/100 Volumen 1 mM Taxol dazugeben, mischen, Inkubation 5 min bei 37°C

Mikrotubuli-Bindungsassay:

- Gefrorene Taxol-stabilisierte Mikrotubuli (50 uM; bei —80°C aufbewahrt) in ein
Wasserbad, 37°C geben
- In einem Volumen von 35 ul vorbereiten:
zu testendes Protein (1-5 ug)
3,5 ul 100 uM Taxol (Endkonzentration: 10 uM)
0,7 ul 50 mM GTP (Endkonzentration: 1mM)
mit BRB80 auf 35 ul auffiillen.
- Inkubieren bei 37°C, bis die Temperatur erreicht ist
- 15 ul taxol-stabilisierte Mikrotubuli dazugeben, mischen, inkubieren bei 37°C, 10 min
- Inzwischen 100 ul von einer 30%igen Sucrose-Losung in BRB80 in ein Eppendorf-
Reaktionsgefdl pipettieren. 1ul einer 0,1 M GTP-Losung und Taxol zugeben zu einer
Endkonzentration von 10 uM. Mischen und bei Raumtemperatur aufbewahren.
- Inkubationsmischung auf das Sucrose-Kissen pipettieren
- Zentrifugation bei 100.000 g (TLA45, 45 K rpm) fiir 1 h bei 20°C
- Uberstand abnehmen = ungebundene Fraktion
- Pellet in 150 ul BRB8O0 16sen = gebundene Fraktion
- 38 ul 5x PP zur gebundenen und ungebundenen Fraktion geben

- Proben in SDS-PAGE auftrennen und das Gel mit Coomassie blue farben

2.2.4.8 F-Aktin-Bindungstest nach M. Biihler, Miinster

Bendtigte Losung: Polymerisationspuffer
-30 mM KCl
-10 mM Hepes, pH 7,4 - 7,5
-2 mM MgCl,
-2mM NaNj3
-1 mM B-Mercaptoethanol
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Aktin wurde nach Pardee und Spudich (1982) aus dem Kaninchenmuskel gereinigt. Das so
gewonnene G-Aktin wurde freundlicherweise von M. Bihler, Miinster zur Verfiigung gestellt.
Um die F-Aktin-Bindung von Proteinen zu untersuchen, wurden Cosedimentations-
experimente mit Aktinfilamenten durchgefiihrt. Aktin wurde iiber Nacht bei 4°C in
Polymerisationspuffer polymerisiert. Die zu untersuchenden Proteine wurden vor dem
Bindungstest vorzentrifugiert (100.000 g, 30 min, 4°C), um eventuell aggregiertes Material
abzutrennen. Das Volumen der Versuchsansitze betrug 100 ul. Folgende Komponenten
wurden in den angegebenen Endkonzentrationen im Zentrifugenréhrchen gemischt:

-3 uM zu testendes Protein

-6 uM F-Aktin

-Polymerisationspuffer ad 100 ul
Jede Versuchsreihe enthielt als Kontrolle einen Ansatz ohne F-Aktin, dafiir mit dem
entsprechenden Volumen Polymerisationspuffer, um zu tiberpriifen, ob das Protein bereits
ohne Zugabe von Filamenten sedimentiert. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden die
Ansiitze zentrifugiert (100.000 g, 30 min, 4°C). Die Uberstinde wurden abgenommen, die
Pellets im gleichen Volumen Puffer suspendiert. AnschlieBend wurden die Proben von

Uberstand und Pellet mittels SDS-PAGE und anschlieBender Commassie-Firbung untersucht.

2.2.4.8 In-Vitro-Kinase-Test

Bendtigte Losungen: Kinasepuffer (KB-):
-30 mM EGTA
-40 mM Hepes, pH 7,4
-2 mM MgCl,
Kinasepuffer (KB+):
-KB-
-50 mM NaF
-2 mMATP
-2mM DTT
-1 mM Okadaic Acid

Die fiir den Versuch benotigte rekombinante GSK3B und die Maushirnextrakte wurden
freundlicherweise von P. Gordon-Weeks zur Verfiigung gestellt. Die Préparation ist

Johnstone et al., 1997 zu entnehmen. Die Phosphorylierungsreaktionen wurden im KB+
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Puffer durchgefiihrt, der 0,1 mg/ml Fusionsprotein enthielt, die an Gluthation-Agarose
Sdulenmaterial gebunden waren. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von Maushirnextakt
bzw. rekombinanter GSK38 (2ul S; bzw. 2ul rekombinanter Kinase) initiiert. Das Gemisch
wurde ii.N. bei 37°C inkubiert, anschlieBend zentrifugiert (1 min, 500 g). Der Uberstand
wurde abgenommen. Das Sdulenmaterial wurde mit 500 ul KB- Puffer gewaschen und
anschlieBend zentrifugiert (I min, 500 g). Das rekombinante Protein wurde durch
Resuspension des Sdulenmaterials in 1xPP und 5 min Inkubation bei 100°C eluiert. Die
Proben wurden im Western Blot. Eine positive Phosphorylierung der rekombinanten Proteine

konnte durch den polyklonalen Antikdrper BUGS gezeigt werden.

2.2.5 Zellkultur Methoden
2.2.5.1 Kultivierung der Drosophila Schneider-(S2) Zellen

Die Zellen wurden in Schneider’s Drosophila Medium (GIBCO/BRL) (10 ml) mit 10%
hitzeinaktiviertem FBS und 50 Einheiten Penicillin G und 50 Einheiten Streptomycin Sulfat
pro ml bei 25°C kultiviert. Die Zellen wurden bei einer Zelldichte von 6 x 10° bis 20 x 10° in

einem Verhiltnis von 1:5 in eine neue Kulturflasche passagiert.
2.2.5.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zéhlkammer. Dazu wurden
die Zellen der 4 Gruppenquadrate unter dem Mikroskop ausgezéhlt, der Mittelwert bestimmt

und die Zellzahl mit folgender Formel berechnet:

VF: Verdiinnungsfaktor;

Fliche eines Gruppenquadrates: 0,04 mm?;
Kammertiefe: 0,1 mm

Volumen: 0,004 ml:

Mittelwert der 4 Quadrate x VF x 10* = Zellzahl/ml

Das der gewiinschten Zellzahl entsprechende Volumen an Zellen wurde zentrifugiert und das

Sediment in der zur Einstellung des Titers erforderlichen Menge an Medium resuspendiert.
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2.2.5.3 Transfektion von Drosophila Schneider-(S2) zellen

Zur Transfektion wurden S2-Zellen in einer Dichte von 3 x 10 > Zellen pro Well in einer 24-
well Platte af Fibronectin (1:100 in PBS) beschichteten Deckglidschen ausgesét und ii.N. auf
25°C inkubiert. Pro well wird ein Transfektionsansatz vorbereitet:

100 ul Schneider's Drosophila Medium (GIBCO/BRL) ohne Antibiotikazusatz

0,5-1 ug der zu transfizierenden pg

2 ul FuGene 6s (Roche/Mannheim)/ ug ug

15 min auf RT inkubieren

Pro well werden die 100 wul Transfektionsansatz zu 400 ul Schneider's Drosophila Medium
(GIBCO/BRL) mit Antibiotikazusatz gegeben und fiir ein bis drei Tage bei 25°Cinkubiert.

2.2.5.4 Antikorperfirbung an Drosphila Schneider-(S2) Zellen

Zur Forderung der Adherenz der S2-Zellen wurden Deckgléser vor der Verwendung mit
Fibronectin (1:100 in PBS) beschichtet. In einer 24-well Platte wurden 1 x 10° S2 Zellen auf

den beschichteten Deckgldschen ausgesiit.

- Die Zellen werden 1i.N. bei 25°C kultiviert
- am nichsten Tag das Medium vorsichtig abnehmen
- Zellen 1 x kurz mit PBS (pH 7,2) waschen
- fiir 15 min bei RT in 4% Paraformaldehyd/PBS fixieren (1 ml/well)
- 1 x 5 min mit PBS waschen
- Permeabilisierung der Zellen fiir 3 min mit 0,2% Tween 20/PBS (1 ml/well)
- 1 x 5 min mit PBS waschen
- Blocken in 3% BSA/PBS fiir 1 h
- 3 x 5 min mit PBS waschen
- Inkubation des primdren Antikdrpers fiir 2 h bei RT (300 - 500 pl/well)
- 3 x 5 min mit PBS waschen
- Inkubation des sekundéren Antikorpers fiir 1 h bei RT (300 pl/well)
- 3 x 5 min mit PBS waschen
Deckglédschen 1 x mit H,O waschen und umgekehrt in entsprechendes Medium auf einem

Objekttrager mit Mowiol einbetten.
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3. Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es, das Futsch Protein néher zu charakterisieren. Dabei galt den MAP1B
homologen Bereichen besonderes Augenmerk, da fiir MAP1B die funktionelle Relevanz
dieser Doménen schon eingehend untersucht wurde. Aulerdem sollte untersucht werden, ob
eine Regulation von Futsch iiber Phosphorylierung moglich ist. SchlieBlich wurden die futsch-
Mutanten auf ihren Synapsenphidnotyp untersucht. Dabei wurden auch die Mutanten
beriicksichtigt, deren Vertebraten-Homologe mit MAP1B interagieren, das sind shaggy,
wingless und fragile X. Die fiinf futsch-Allele, die fiir diese Arbeit zur Verfligung standen,
sind noch nicht eingehend molekular untersucht. Aufgedeckt wurde die futsch-Mutation durch

eine abnorme 22C10-Expression (Hummel et al., 1999).

3.1 Das Expressionsmuster des 22C10-Epitops

Der monoklonale Antikérper 22C10 wurde im Labor von Seymor Benzer als
neuralspezifischer Antikorper beziiglich seines Farbemusters im adulten Gehirn isoliert
(Fujita, 1982; Zipursky, 1984). In wildtypischen Embryonen beginnt die erste 22C10
Expression im ZNS im Stadium 12 in den sich entwickelnden MP2-Neuronen vor der
Axogenese, danach exprimiert eine kleine Gruppe benachbarter Inter- und Motoneurone
(aCC-, MP1-, SP1- und VUM-Neurone) das 22C10-Epitop (Canal und Ferrus 1986). Im PNS
ist die erste Expression des 22C10-Epitops im Stadium 13 in den sensorischen Zellen der
dorsalen Gruppe zu sehen, gefolgt von lateralen und ventralen Neuronen. In allen Féllen
spiegelt das 22C10-Expressionsmuster den sequentiellen Eintritt postmitotischer Zellen in die
Phase der neuronalen Differenzierung wider (Canal und Ferrus, 1986). Am Ende der
Embryogenese ist das 22C10-Epitop in allen sensorischen Neuronen im PNS und in einem
Grofiteil der Neurone des ZNS exprimiert, und zwar in allen zelluliren Kompartimenten, im
Dendriten, im Soma und im Axon, wo es mit dem axonalen Cytoskelett assoziiert ist (Estes et
al., 1996).

In der Larve beginnt die Expression des Epitops in der sich entwickelnden
Augenimaginalscheibe direkt posterior zur morphogenetischen Furche in den
Photorezeptorneuronen. Dies entspricht einem sehr frithen Zeitpunkt neuronaler

Differenzierung, vor dem ersten Auswachsen von neuronalen Fortsétzen.
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3.2 Die futsch Mutation ist gekennzeichnet durch ein verindertes 22C10-

Expressionsmuster

Die fiinf futsch-Allele, die in einer EMS Mutagenese isoliert wurden, fithren zum Verlust
bzw. zur starken Reduktion der 22C10 Expression (Hummel et al., 1999). Das
Expressionsmuster anderer getesteter neuronaler oder glialer Marker ist normal. So ergibt der
Nachweis der Elav-Expression ein wildtypisches Erscheinungsbild, d.h. alle Zellen des ZNS
und PNS scheinen anwesend zu sein. Ebenso ist das ZNS-Axonmuster von futsch*®-
Embryonen nicht veréndert, was durch eine Féarbung mit den mABs BP102 und anti-faslI

gezeigt wurde (Hummel et al., 2000). Im Gegensatz dazu kann man in fuzsch”*

-Embryonen
neben dem vollstindigen Verlust des 22C10-Epitops Verdnderungen in der axonalen
Projektion beobachten.

Die Expression des 22C10-Epitops wird auch im optischen System der Larve erkennbar. mAb
22C10 markiert die Photorezeptoren und ihre Projektion entlang des optischen Stiels in die
Lamina. Der sogenannte Bolwig-Nerv verbindet also das larvale Lichtwahrnehmungsorgan
mit den optischen Loben des Gehirns. In homozygoten futsch*’-Larven des 3.

Larvenstadiums zeigte sich in den Augenimaginalscheiben kein Signal mit dem mAb 22C10

(Hummel et al., 2000).

3.3 Untersuchungen an der Drosophila NMJ

3.3.1 Drosophila Futsch reguliert die synaptische Mikrotubuli-Organisation und ist fiir

synaptisches Wachsen notwendig

Um zu untersuchen, ob Futsch im Prozess der Synaptogenese bendtigt wird, wurde eine
genauere Analyse der synaptischen Boutons mit dem synaptischen Marker nc46
(freundlicherweise von Herrn E. Buchner, Wiirzburg, zur Verfiigung gestellt) durchgefiihrt.
Die Untersuchung der synaptischen Morphologie wurde an Larven des frithen L3-Stadiums
am Muskel 4 durchgefiihrt. Zwei Axone, die beide vom Segmentalnerv projizieren, bilden
Typ 1b Endigungen am Muskel 4. Diese Axone erreichen Muskel 4 und migrieren an der
Muskeloberfldche in entgegengesetzter Richtung. Abbildung 3 zeigt schematisch den Aufbau
der Muskulatur in einem Abdominalsegment A2-A7 (aus: M. Bate, The Development of
Drosophila melanogaster, Cold Spring Harbour Press, 1993).
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Abb. 3: Aufbau der Muskulatur in einem Abdominalsegment A2-A7 (entnommen aus M. Bate, The
Development of Drosophila melanogaster, Cold Spring Harbour Press, 1993). Die Abbildung zeigt den
charakteristischen Aufbau der Muskeln in einem Abdominalsegment A2-A7. Die Muskeln sind in den 3
Hauptgruppen eingeteilt: gelb (innen), blau (Mitte, auer Muskel 8) und rot (auen). Das rechte Bild zeigt die
Ansicht von AuBen, das linke Bild zeigt die Ansicht von Innen, wie es sich nach dem Aufschneiden der Larven

ergibt.

Abbildungen 4 und 5 zeigen die Innervation des Muskels 4 in den futsch-Mutanten. In den
fiinf etablierten futsch-Mutanten zeigte sich eine Reduktion der Anzahl der Boutons an der
Dosophila NMJ in Larven des 3. Larvenstadiums gegeniiber dem Wildtyp. Diese sind zudem
groBer als in wildtypischen Larven. Die nachfolgende Tabelle 1 fasst die erhaltenen Daten
zusammen. Die Tabelle im Anhang listet die Einzeldaten auf, die anhand der Untersuchungen

einzelner Muskeln erhalten wurden.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die durchschnittliche Zahl der Boutons pro Muskel 4 im Wildtyp

und in den futsch-Mutanten.

Genotyp Gesamtzahl der Anzahl der geziihlten Durchschnittliche Zahl

gezihlten Boutons Muskeln der Boutons pro Muskel
Wildtyp 1534 30 51,114
K68 409 25 16,4=6
M455 465 25 18,6 = 11
N94 430 25 17,210
P158 377 25 15,1 =13
P28 365 25 14,6 = 8
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Ein Verlust oder eine deutliche Reduktion des Futsch Proteins fiihrt zu einer signifikant
reduzierten Zahl an Boutons, was eine Funktion von Futsch im Prozess der Boutonteilung
nahe legt.

Anhand der 22C10 Féarbung in Abbildung 6 ist gut zu erkennen, dass die Axone, die Muskel 4
innervieren, in den futsch-Allelen deutlich kiirzer sind. Die Muskelgrof3e in den futsch-
Mutationen entspricht der des Wildtyps. Mutante Nervenendigungen an Muskel 4 haben
zudem weniger Verzweigungen. Dieses konnte allerdings auch eine Folge der stark
reduzierten Zahl an Boutons sein. Die Mutation futsch™* fithrt zudem zu einer stark

reduzierten Expression des 22C10 Antigens.

3.3.2 Mutationen in den Komponenten der wingless-Signaltransduktionskaskade

fithren zu einem futsch-ahnlichen Synapsenphiinotyp

Untersuchungen am neuronalen Cytoskelett haben bewiesen, dass intrazelluldre Faktoren
wihrend der neuronalen Entwicklung Anderungen im Cytoskelett hervorrufen kénnen
(Tanaka und Sabry 1995). Insbesondere die GSK38 Kinase ist in diesem Zusammenhang von
Interesse, da gezeigt wurde, dall neuronale Plastizitdt durch WNT-Signale reguliert werden
kann (Burden, 2000; Hall et al., 2000; Packard et al., 2002; Krylova et al., 2002; Salinas et al.,
2003).

Im Drosophila-Genom sind diese Gene ebenfalls vorhanden, die Homologe heillen wingless
(wnt) und shaggy (gsk3/3). Mutationen in diesen Genen sind embryonal letal, da beide
Proteine in der frithen Musterbildung eine entscheidende Rolle spielen (Niisslein-Volhard et
al., 1985; Parr und McMahon, 1994; Wodarz und Nusse, 1998).

Eine Untersuchung des Synapsenphédnotyps an der NMJ bei diesen Mutationen wurde daher
an hypomorphen Allelen durchgefiihrt. Zur Selektion mutanter Larven wurden beide Stimme
zunéchst auf einen GFP-Balancer umbalanciert (Casso et al., 2000). Die Untersuchung der
NMJ an L3-Larven ergab, dass diese Mutanten ebenfalls eine Reduktion in der Anzahl der
Boutons aufweisen. Sowohl shaggy als auch wingless fiihren zu einem futsch-ahnlichen
Phinotyp in der Drosophila NMIJ. Die Boutonzahl ist drastisch reduziert (siche Tabelle 2).
Die Linge des Motoaxons, das Muskel 4 innerviert ist gegeniiber dem Wildtyp verkiirzt, die

MuskelgroBe entspricht jedoch dem Wildtyp.
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Abb. 4: Préparationen der larvalen NMJ am Muskel 4.
(A-C) Wildtyp, (D-F) futsch68, (G-1) futschN94 . Der mAb nc46 farbt die Boutons, die Muskel 4 inner-

vieren (A, D, G). Die Muskulatur wurde durch eine Phalloidinfarbung sichtbar gemacht (B, E, H). In

futschK68_mutanten Larven (D) undin futschN94 -mutanten Larven (G) exprimieren weniger Boutons das

synaptische Protein nc46 als in wildtypischen Larven (A).
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Abb. 5: Praparationen der larvalen NMJ am Muskel 4.

(A-C) Wildtyp, (D-F) futschP28, (G-1) futschP1®8, (3-L) futschM#4. Der mAb nc46 farbt die Boutons, die
Muskel 4 innervieren (A, D, G, J). Die Muskulatur wurde durch eine Phalloidinférbung sichtbar gemacht (B, E, H,
K). In futschP28_mutanten Larven (D), in futschP198 _mutanten Larven (G) undin futschM494 _mutanten Larven

(J) ist die Anzahl an Boutons, die Muskel 4 innervieren, deutlich reduziert gegentiber der Anzahl an Boutons, die

in wildtypischen Larven Muskel 4 innervieren (A).



Abb. 6: Die futsch-Mutation betrifft die 22C10-Expression in der larvalen NMJ.
Préparation der larvalen NMJ am Muskel 4 nach einer Antikorperfarbung mit dem mAb

22C10 und anschlieBender HRP-Immunohistochemie. (A) Wildtyp, (B) futsch™28, (C)
futschN94, (D) futschM4%4, pie Axone, die Muskel 4 innervieren, sind in den futsch-
Mutanten deutlich verkirzt (B-D) gegentiber dem Wildtyp (A). futschN94 (C) fihrt zu einer

stark reduzierten Expression des 22C10 Antigens.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die durchschnittliche Zahl der Boutons pro Muskel 4 im Wildtyp, in

der wingless-Mutante und in der shaggy-Mutante.

Genotyp Gesamtzahl der Anzahl der gezihlten Durchschnittliche Zahl
gezihlten Boutons Muskeln der Boutons pro Muskel
Wildtyp 1534 30 51,1 = 14
wingless 592 30 19,7 =11
shaggy 581 25 232+ 12

In einem weiteren Ansatz sollte die Bedeutung der Shaggy Kinase fiir die Synaptogenese
untersucht werden. Fiir das von der GSK38 Kinase phosphorylierte MAP1B wird postuliert,
die Mikrotubuli in einem instabilden Zustand zu belassen (Goold et al., 1999). Es wird
vermutet, dass dephosphoryliertes Futsch die ,,loop* Bildung der Mikrotubuli und damit ihre
Dynamik herabsetzt. Andersherum sollte phosphoryliertes Futsch die Mikrotubuli im ,,loop*
in dynamischer Instabilitdt belassen und so die Boutonteilung fordern (Roos et al., 2000).
Daher sollte untersucht werden, ob eine mogliche Hyperphosphorylierung von Futsch durch
die Uberexpression der Shaggy Kinase zu einer verstirkten Instabilitéit der Mikrotubuli fiihrt
und damit die Boutonteilung verstiarkt. Hierfiir wurden verschiedene Formen der Kinase
mittels des UAS/GAL4-Systems in Larven und Embryonen iiberexprimiert (Brand und
Perrimon, 1993). Die transgenen UAS-shaggy-Fliegen, UAS-shaggy", UAS-shaggy””, UAS-

ivated . . . .
aevated yrarden freundlicherweise von M. Bourouis (Bourouis et al., 2001) zur

shaggy
Verfiigung gestellt. Durch das Kreuzen des elav-GAL4-Treibers mit den UAS-shaggy-Fliegen
wurden die unterschiedlichen Formen der Kinase panneural exprimiert. Dies fiihrte zu einem
futsch-ahnlichen Phénotyp in der larvalen NMJ, die Anzahl der Boutons ist drastisch reduziert
(Abbildung 7). Eine panneurale Expression von shaggy" oder shaggy”" fiihrt zu einer

activated' Dle

deutlicheren Reduktion der Anzahl der Boutons, als die Expression von shaggy
nachfolgende Tabelle 3 fasst die erhaltenen Daten zusammen. Die Tabelle im Anhang listet
die Einzeldaten auf, die anhand der Untersuchung einzelner Muskeln erhalten wurden.

Die ektopische Expression der verschiedenen Shaggy Kinasen durch Kreuzen des da-GAL4
bzw. elav-GAL4 Fliegenstammes mit den transgenen Fliegen UAS-sgg"’, UAS-sgg““"““*und
UAS-sgg”" wurde auch im Embryo hinsichtlich eines Phinotyps untersucht. Sie fiihrte jedoch
nur zu leichten Defekten im embryonalen Nervensystem, was anhand von Farbungen mit den
Antikdrpern BP102, 22C10 und anti-fasIl aufgedeckt werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Die Larven verpuppen sich sogar und entwickeln sich zur Fliege, allerdings schliipfen diese

nicht.




Abb. 7: Praparationen der larvalen NMJ am Muskd 4.

(A) Wildtyp, (B) shaggy-Mutante, (C) shaggy/fragile X-Doppelmutante (D) wingless-Mutante, (E) elav-
GAI4/UAS-sgg Larve, (F) elav-GAL4/UAS-sgg?Ctivated | arve (G) dlav-GAL4/UAS-sggPN Larve, (H)
elav-GAL4/UASfragile X Larve. Der mAb nc46 farbt die Boutons, die Muskel 4 innervieren (A-H). In

Tieren der gezeigten Genotypen ist die Anzahl an Boutons, die Muskel 4 innervieren, deutlich reduziert

gegentiber wildtypischen Larven (A).
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die durchschnittliche Zahl der Boutons pro Muskel 4 in den Fliegen,

die ein UAS-shaggy-Konstrukt und eine GAL4-Insertion tragen.

Genotyp Gesamtzahl der gezéhlten Anzahl der gezéhlten Durchschnittliche Zahl der
Boutons Muskeln Boutons pro Muskel
Wildtyp 1534 30 51,114
elav-GAL 4/UAS-sgg" " 371 20 18,8 = 13
elav-GAL 4/UAS- 465 20 273+9
S gactivated
elav-GAL 4/UAS-sgg”" 430 20 24,1 + 13

Abbildung 8 fasst die gewonnen Daten nach der Quantifizierung der Anzahl der Boutons in

den unterschiedlichen Genotypen anhand eines Balkendiagrammes zusammen.
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Abb. 8: Quantifizierung der Anzahl der Boutons, die Muskel 4 innervieren. Dargestellt sind die
Quantifizierungen der Boutonzahl in den futsch-Mutanten, der shaggy-Mutante, der wingless-Mutante und der
shaggy/fragile X-Doppelmutante, sowie die der Tiere, die eine elav-GAL4-Insertion und ein UAS-shaggy-
Transgen tragen bzw. ein UAS-fragile X-Transgen.

Im adulten Tier zeigte sich nach ektopischer Expression der drei verschiedenen Shaggy

Kinasen mittels des scabrous-GAL4 Treibers in den F1-Tieren eine gestorte
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Borstenmorphologie auf dem Thorax und dem Scutellum. Die Borsten scheinen in ihrer Zahl

zwar nicht reduziert, sind aber deutlich kiirzer als wildtypische Borsten (Daten nicht gezeigt).

3.3.3 Funktion des Fragile X Proteins wihrend der Synaptogenese

Untersuchungen an der Drosophila NMJ haben gezeigt, das dFMR1 eine wichtige Rolle in
der Synaptogenese und axonalem Auswachsen spielt. Im Drosophila Nervensystem ist die
Futsch Expression in dfir/-Mutanten erhdht und andersherum fiihrt eine Uberexpression von
dFMR1 fiihrt zu einer reduzierten Expression von Futsch und zu einer Verringerung der
Anzahl synaptischer Boutons (Zhang et al., 2001). Zhang et al. konnten zeigen, dass die futsch
mRNA immunoprizipitiert mit dFMR 1-spezifischen monoklonalen Antikorpern (Zhang et al.,
2001). dFMR1 fungiert also als translationaler Repressor der futsch-mRNA.

Eine panneurale Uberexpression von dFMR1 durch Kreuzen des elav-GAL4 Treibers mit dem
UAS-fraX Fliegenstamm und eine anschlieBende Untersuchung der NMJ in den Larven der
F1-Generation bestitigte das Ergebnis (Abbildung 7H). Anhand der Daten in Tabelle 4 ist
ersichtlich, dass die Boutonzahl in Larven der F1-Generation reduziert ist. Die panneurale
(elav-GAL4) oder ubiquitdre (da-Gal4) Expression von dFMR1 fiihrte dazu, dass sich die
Larven der F1-Generation zwar verpuppen, allerdings schliipfen die Fliegen nicht aus ihrem
Puparium.

Sutsch™**/dfxr1-doppeltmutante Tiere zeigen normale synaptische Struktur und Funktion
(Zhang et al., 2001).

Es wurde versucht, diese Ergebnisse zu reproduzieren, jedoch liel sich ein Stamm, der fiir
Sutsch®®/dfxr1-doppeltmutant ist, nicht etablieren. Es wurde auBerdem ein sgg/dfxrl-
doppelmutanter Fliegenstamm etabliert und die Innervierung an Muskel 4 in L3-Larven
untersucht. sgg/dfxrl-doppelmutante Larven haben eine deutlich reduzierte Anzahl an
Boutons (23,1 Boutons gegeniiber 51,1 im Wildtyp; siche Tabelle 4). Der Phianotyp der sgg-
Mutante lie3 sich nicht abschwichen, so dass eine direkte Interaktion zwischen dFMR und

der shaggy mRNA nicht nahe liegt.
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die durchschnittliche Zahl der Boutons pro Muskel 4 im Wildtyp, in

der sgg/fraX-Doppelmutante und in Tieren die eine GAL4-Insertion und ein UAS-fraX-

Transgen tragen.

Genotyp Gesamtzahl der gezdhlten Anzahl der gezahlten Durchschnittliche Zahl der
Boutons Muskeln Boutons pro Muskel
Wildtyp 1534 30 51,1 =14
sgg/fra X 462 20 23,110
elav-GAL 4/UAS-fraX 602 20 31,1 £6

3.4 Generierung einer Futsch cDNA mit Hilfe der Gene SOEing Methode

Das Futsch Protein sollte zudem molekular untersucht werden. Die Sequenzinformationen
iiber die futsch-Exons sind dem ,,European Drosophila Genome Project™ entnommen. Eine
komplette cDNA ist nicht erhéltlich, aber die genomische DNA von futsch ist im Cosmid
49E4 enthalten (accession number ALO031128). Der erste Schritt zur molekularen
Charakterisierung von Futsch bestand in der Generierung einer cDNA. Zunéchst wurde liber
Gene SOFEing (siche Material und Methoden) der mit dem MAP1B Protein homologe N- und
C-terminale Bereich von futsch amplifiziert. Abbildung 9 verdeutlicht den genomischen
Aufbau des futsch-Lokus. Die vorhergesagte mRNA ist 15984 bp groB3. Das davon abgeleitete
Futsch Protein umfaflit 5327 Aminosduren und ist >570 kDa gro83.

\ — i

|" I | | Exon6 | Exon7 " Exon8

[Exona [] 15984 nt

Tkb

Abb. 9: Genomische Organisation des futsch-Lokus. Alle Sequenzinformationen sind dem EDGP (European
Drosophila Genome Project) entnommen. futsch Exons sind im Cosmid 49E4 enthalten (accession number AL
031128). Das abgeleitete Protein besteht aus 5327 Aminosduren und ist >570 kDa grof.

Das N-terminale Konstrukt umfasst die Nucleotide 1-1853, das C-terminale Konstrukt die
Nucleotide 14395-15984. Die einzelnen Zwischenschritte wurden sdmtlich in den pGEM-

Vektor kloniert und auf ihre Sequenz gepriift.
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Die evolutiondr konservierten und damit wahrscheinlich funktionell wichtigen
Proteindomédnen von MAPIB befinden sich im N- und im C-Terminus des Proteins, das
posttranslational in eine leichte und eine schwere Kette gespalten wird. Die leichte Kette
bindet aber an die schwere Kette, was fiir die Funktion des MAP1B Proteins notwendig ist.
Daher wurden auch der N- und der C-Terminus von Futsch nicht nur einzeln, sondern auch
zusammen in den Expressionsvektor pMAL kloniert.

In einem weiteren Ansatz wurde versucht, iiber RT-PCR die komplette cDNA von futsch zu
generieren. Hierflir wurde RNA aus wildtypischen Fliegenkdpfen gewonnen (siche Material
und Methoden). Diese wurde in der folgenden PCR als ,template” verwendet. Es konnte
allerdings kein hochmolekulares DNA-Fragment isoliert werden.

Abbildung 10 zeigt eine Ubersicht iiber die klonierten Futsch-Konstrukte, die in der
vorliegenden Arbeit Verwendung fanden.

Aus dieser Abbildung ist ersichtlich, dass gro3e Bereiche der Exons 6 und 7 noch nicht in die
Vektoren pMAL oder pUAST kloniert wurden. Mittels PCR wurden diese Bereiche bereits
aus der Cosmid-DNA amplifiziert und in den pGEM-Vektor kloniert. Eine Sequenzanalyse

bestitigte eine korrekt amplifizierte Basenabfolge.

pMAL [pUAST| Abs
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Abb. 10: Ubersicht iiber die bereits klonierten Futsch-Konstrukte in die Vektoren pMAL und pUAST. Die
dunkelblau markierten Felder zeigen Konstrukte, fiir die transgene Fliegen mit Hilfe des pUAST-Vektors
generiert werden konnten. Auflerdem wurden zwei polyklonale Antikdrper hergestellt, zum einen gegen

Futsch™ "™ (Exon 1-6p), zum anderen gegen Futsch® ™ (Exon 9+10).
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3.5 Klonierung der verschiedenen Futsch-Konstrukte, die in dieser Arbeit

Verwendung fanden

3.5.1 Klonierung von futsch™ "™, futsch ™™ und futsch™ "™ in den pUAST-Vektor

Fiir Zellkulturexperimente und zur Generierung transgener Fliegenstimmen wurden die
Konstrukte fitsch™ ™™, futsch“ ™ und futsch™ "™ in den pUAST-Vektor kloniert. Das N-
terminale Konstrukt von futsch wurde iiber eine Restriktion mit dem Restriktionsenzym Ecol
aus dem Vektor pGEM in den Vektor pUAST kloniert. Das C-terminale Konstrukt von futsch
wurde mittels PCR amplifiziert und so vor dem ersten kodierenden Nucleotid ein ATG als
Startcodon eingebracht. Uber eine Restriktion mit dem Restriktionsenzym Ecol wurde das
Konstrukt aus dem Vektor pGEM in den Vektor pUAST kloniert. Das N+C-terminale
Konstrukt wurde ebenfalls iiber eine Restriktion mit dem Restriktionsenzym Ecol aus dem
Vektor pMAL in den Vektor pUAST kloniert. Die Klonierungen wurden sowohl durch

Testrestriktionen als auch durch Sequenzierung der Konstrukte bestitigt.

3.5.2 Klonierung der MAP1B-homologen Proteindomiinen von Futsch in

Expressionsvektoren zur Untersuchung der rekombinanten Proteine

Zur Untersuchung rekombinanter Futsch Proteine wurden die zum MAPI1B Protein
homologen Doménen in Expressionsvektoren kloniert. Zunidchst wurde sowohl das N-
terminale Konstrukt als auch das C-terminale Konstrukt aus dem pGEM-Vektor in den
pGEX-3X-Vektor (Amersham) kloniert, um GST-Fusionsproteine generieren zu kénnen. Die
Fusionsproteine wurden nach unterschiedlichen Induktionsbedingungen exprimiert und nach
Standardprotokollen auf ihre Loslichkeit getestet (siehe Material und Methoden). Sie sind
nach Auftrennung mittels SDS-PAGE und anschlieender Commassie-Farbung des Gels im
Gesamtextrakt und im unldslichen Pellet zu finden, nicht aber im Uberstand (Daten nicht
gezeigt).

Daher wurde das N-terminale Konstrukt aus dem pGEM-Vektor iiber eine Restriktion mit
dem Enzym Notl in den pBlueskript kloniert. Die im pBlueskript enthaltenen Restriktions-
Schnittstellen fiir die Enzyme BamHI und Sacl konnten anschlieBend fiir eine in-frame

Klonierung in den HisTag-Vektor pQE-32 genutzt werden. Das C-terminale Konstrukt wurde
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aus pGEM-Vektor mit Sphl/Sall direktional in den HisTag-Vektor pQE-31 kloniert. Beide
Fusionsproteine waren unloslich.

Daher erfolgte eine Klonierung der Konstrukte in das pMAL-Expressionssystem, mit dem
allgemein eine gute Loslichkeit der Fusionsproteine erreicht werden kann. Allerdings ist der
Protein-,, Tag® mit ca. 43 kDa sehr grof3.

Die Klonierung des N-terminalen Bereichs von futsch ist in Abschnitt 3.10 (Generierung
weiterer polyklonaler Antikorper) beschrieben. Fiir die Klonierung des C-Terminus von futsch
wurde zunichst eine PCR an der pUAST/9+10+ATG+HisTag durchgefiihrt, die diesen
Bereich amplifiziert und so weitere Schnittstellen fiir die Restriktionsenzymen Ecol und
HindIII einbringt. Das PCR-Produkt wurde in den pGEM-Vektor ligiert und die
resultierenden Klone durch weitere Testrestriktionen und Sequenzierung iiberpriift. Der C-
Terminus von futsch wurde anschlieBend direktional iiber eine Restriktion mit den
Restriktionsenzymen Ecol und HindIIl in den pMAL kloniert. Abbildung 11 zeigt eine
Ubersicht iiber die MBP-Fusionsproteine.

1 5327 aa
| |
1 612 4798 5327
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Abb. 11: Ubersicht iiber die MBP-Fusionsproteine. In das pMAL-Vektorsystem wurden die zu MAPIB
homologen Bereiche von Futsch kloniert. Angegeben sind die Fusionsproteine N-Term, C-Term, N+C-Term, 7p
und 8p und die Aminosduren von Futsch, die sie beinhalten.

Fiir die Konstrukte N-Term und C-Term konnten mehrere Klone isoliert werden, jedoch
wurden fiir alle weiteren Versuche Klon 28 fiir das N-terminale Fusionsprotein und Klon 11
fiir das C-terminale Fusionsprotein verwendet (Abbildung 12). Die Fusionsproteine wurden in
jeweils 5 Elutionsschritten iiber eine Amylosesdule gereinigt (Abbildung 13). AuBerdem

wurden die MAP1B homologen N- und C-Termini von Futsch zusammen in den pMAL-
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Vektor kloniert. Hierfiir wurde zundchst mittels PCR der C-Terminus (Exon 9+10)
amplifiziert und weitere Restriktionsschnittstellen fiir die Enzyme Sall und HindIII
eingebracht. Das PCR-Produkt wurde nach Klonierung in den pGEM und anschlieender
Sequenzierung mit den Enzymen Sall und HindIII verdaut und direktional in das Konstrukt

pMAL/1-6p kloniert.

3.5.3 Klonierung der Futsch-Domiinen, die fiir potentielle Phosphorylierungsstellen

kodieren, in den pMAL-Vektor

Zur Untersuchung der potentiellen Phosphorylierungsstellen von Futsch fiir die Shaggy
Kinase in einem in-vitro Kinase-Test wurden die entsprechenden Bereiche von futsch mittels
PCR an der Cosmid 49E4 DNA amplifiziert und so Schnittstellen fiir die Enzyme BamHI und
Sall (fiir Exon 7p) bzw. Sall und HindIII (fiir Exon 8p) eingebracht. Die PCR-Fragmente
wurden zunidchst in den pGEM-Vektor kloniert. Die Klonierungen wurden durch
Testrestriktionen und Sequenzanalyse auf ihre Richtigkeit iiberpriift. Exon 7p wurde
anschlieBend direktional {iber eine Restriktion mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall
in den pMAL-Vektor kloniert. Das resultierende Fusionsprotein pMAL/Exon 7p umfasst die
Aminoséduren 2324-2565. Es ist ohne den pMAL-Anteil 241 Aminoséduren grof3 und hat ein
Molekulargewicht von 25,8 kDa. Exon 8p wurde direktional {iber eine Restriktion mit den
Restriktionsenzymen Sall und HindIIl in den pMAL-Vektor kloniert. Das resultierende
Fusionsprotein pMAL/Exon 8p umfasst die Aminosduren 4584-4798. Es ist ohne den pMAL-
Anteil 214 Aminosduren grofl und hat ein Molekulargewicht von 22,6 kDa.

AufBlerdem wurden diese potentiellen Phosphorylierungsstellen in das Konstrukt pMAL/1-
6p+9-10 kloniert. Hierfiir wurde wiederum mittels PCR an der Cosmid DNA Exon 7p und
Exon 8p amplifiziert und Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Sall und Xhol
eingebracht. Die PCR-Fragmente wurden zunichst in den pGEM kloniert, um eine
Sequenzanalyse durchfiihren zu konnen. In einem ersten Schritt wurde Exon 8p iiber Sall und
Xhol in das Konstrukt pMAL/1-6p+9-10 kloniert und die Orientierung iiber Testrestriktionen
ermittelt. In einem zweiten Klonierungsschritt wurde Exon 7p tiber Sall und Xhol in das

Konstrukt pMAL/1-6p+8p-10 kloniert und die Orientierung iiber Testrestriktionen ermittelt.
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Abb. 12: Test auf Loslichkeit der pMAL-Fusionsproteine. Commassie-Farbungen von SDS-PAGE
Anaysen. Als Kontrolle wurde der Proteinextrakt eines nicht-induzierten MBP-Ausgangsvektors aufgetragen
(N), um die Induktionseffizienz zu dokumentieren. Das Fusionsprotein pMAL/Exon 1-6p (A) und das Fusions-

protein pMAL/Exon 9+10 (B) sind im Gesamtextrakt (G), im l6slichen Uberstand nur bedingt (U) und im
unléslichen Pellet (P) nachweishar.

pMAL/Exonl-6p pMAL/Exon9+10

Abb. 13: pMAL-Fusionsproteine nach Aufreinigung Gber eine Amylose-Saule. Commassie-Farbungen von
SDS-PAGE Analysen. Die Fusionsproteine pMAL/Exon 1-6p und pMAL/Exon 9+10 wurden in je 5 Elutions-
schritten Uber eine Amylose-Séule gereinigt. Das N-terminal e Fusionsprotein degradiert stark.
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3.5.4 Klonierung der Futsch-Domiinen, die fiir eine potentielle Phosphorylierungsstelle
kodieren, in den pUAST-Vektor

Fiir Zellkulturexperimente und zur Generierung transgener Fliegenstimme wurden die
Futsch-Doménen mit den potentiellen Phosphorylierungsstellen zunéchst einzeln in den
pUAST kloniert. Hierfiir wurden die pGEM-Klone pGEM/Exon 7p und pGEM/Exon 8p mit
dem Restriktionsenzym Ecol restringiert und die Fragmente anschlieBend in den pUAST
kloniert. Weitere Testrestriktionen gaben iiber die Orientierung im pUAST-Vektor
Aufschluss. Das Konstrukt pMAL/1-6p+8p-10 wurde ebenso mit dem Restriktionsenzym
Ecol restringiert und das Fragment anschlieBend in den pUAST kloniert. Auch hier wurde die
Orientierung im pUAST-Vektor iiber Testrestriktionen bestimmt.

Das Konstrukt pMAL/1-6p+7p-10 wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Spel
restringiert und direktional in den mit den Restriktionsenzymen BglII und Xbal restringierten

pUAST kloniert.

3.6 Subzelluliire Lokalisation von Futsch

3.6.1 In Zellkultur colokalisieren der N- und der C-Terminus von Futsch mit dem

Aktin-Cytoskelett

Fiir das Vertebraten Futsch Homolog MAPIB ist gezeigt worden, dass es sowohl an das
Aktin-Cytoskelett als auch an die Mikrotubuli binden kann (Togel et al., 1998). MAP1B wird
posttranslational in eine N-terminale schwere Kette und in eine C-terminale leichte Kette
gespalten. Fiir die leichte Kette ist eine direkte Bindung an die Mikrotubuli gezeigt worden
(Togel et al., 1998). Die leichte Kette bindet in-vivo auch die schwere Kette, die eine
Mikrotubuli-Bindungsdoméne enthilt (Vallee und Davis, 1983; Kuznetsov et al., 1986;
Kuznetsov und Gelfand, 1987). Diese befindet sich in der N-terminalen Hélfte der schweren
Kette. Diese Region von MAPIB enthdlt eine hochbasisches Sequenzmotiv, 21
Wiederholungen von KKEE oder KKEI/V (Noble et al., 1989; Zauner et al., 1992). Sie ist
allerdings im Drosophila Futsch Protein nicht konserviert. Transfektionsexperimente haben
gezeigt, dass sich die Aktin-Bindungsdomine von MAPI1B in der C-terminalen leichten Kette
befindet (Togel et al., 1998).
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Abb. 14: Subzellulare L okalisation von futschN-T®M und futsch® T M in Drosophila Schneider-(S2) Zellen. S2-

Zellen wurden auf Fibronectin-besetzten Plattchen ausplattiert. Rekombinantes Futsch Protein wurde Gber die Antikorper anti-
N-Term und anti-C-Term detektiert. Ektopische Expression von UAS-futschN T&'M (A_D), UAS-futsch® T&M (E-H). Das
Aktin-Cytoskelett wurde Uber eine Phalloidin-Farbung sichtbar gemacht. Mikrotubuli wurden Gber den mAb anti-Tubulin
detektiert. Es kommt zu einer Colokalisation von FutschN™T®M pzw. FutschC T€M mit dem Aktin-Cytoskelett, nicht jedoch

mit den Mikrotubuli.
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Es konnte gezeigt werden, dass Futsch direkt oder indirekt an die Mikrotubuli bindet
(Hummel, 2000). In Zellkultur-Experimenten sollte untersucht werden, ob der konservierte
N- oder C-Terminus diese Bindung vermitteln kann. Hierfiir wurden Drosophila Schneider-
Zellen (S28") auf Fibronectin-beschichteten Deckglischen ausplattiert. Dort heften sie sich an
die Plattchen an und nechmen eine charakteristische ,,Pfannkuchen-dhnliche* Form an.
Anschliefend wurden sie mit den Konstrukten fitsch™ ™™ und futsch® ™™ transfiziert (sieche
Material und Methoden). Das Aktin-Cytoskelett konnte iiber eine Phalloidin-Farbung sichtbar
gemacht werden, die Mikrotubuli wurden mittels eines Antikdrpers gegen B-Tubulin
dargestellt. Die polyklonalen Antikdrper anti-N-Term und anti-C-Term erkennen das
ektopische Protein. Abbildung 14 zeigt die mit futsch™ ™ bzw. futsch® ™™ transfizierten S2-
Zellen. Sowohl das N-terminale Protein als auch das C-terminale Protein sind im Cytoplasma
der S2-Zellen nachweisbar, besonders in der perinukledren Region. Sie sind aber nicht im
Zellkern exprimiert. Die Doppelfarbung mit den Cytoskelettmarkern zeigt, dass beide
Proteine mit dem Aktin-Cytoskelett colokalisieren, nicht aber mit den Mikrotubuli. Futsch-
reiche speichendhnliche Strukturen erstrecken sich vom Nucleus zur Zellmembran. F-Aktin
ist dhnlich verteilt wie Futsch. Die Speichenstrukturen zeigen eine starke Futsch-Expression
zeigen und entsprechen den F-Aktinbiindeln in der Zelle. Auffallend ist aber, dass das Futsch
Protein auch ungebunden an Aktin eine filamentédhnliche Verteilung zeigt (siche Pfeil in
Abbildung 14 D und H).

Die Transfektion der S2-Zellen mit futsch™ <™, futsch” """ bzw. futsch" """ fiihrte
leider zu keinen eindeutigen Ergebnissen in Bezug auf die Lokalisation dieser Fusionsproteine

mit dem Cytoskelett .

3.6.2 F-Aktin-Bindungstest

Die Colokalisation von Futsch mit Aktin in S2-Zellen liefl vermuten, dass Futsch wie MAP1B
direkt an Aktinfilamente binden kann. Daher sollte ein Cosedimentationstest iiber eine
mogliche Bindung Aufschluss geben (siche Material und Methoden). Das fiir den Versuch
benotigte G-Aktin wurde freundlicherweise von Prof. M. Béhler, Miinster zur Verfligung
gestellt. Es wurde nach Pardee und Spudich (1982) aus einem Kaninchenmuskel gereinigt. G-
Aktin wurde zundchst zu F-Aktin polymerisiert (siche Material und Methoden).

Formal kann nicht ausgeschlossen werden, dafl das N-terminale MBP die Proteine sterisch so

verdndert, dal die Aktin-Bindungsstelle verdeckt ist. Deshalb wurde versucht, den Protein-
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Abb. 15: Cosedimentationstest der Futsch-Fusionsproteine mit F-Aktin. Lésliches Futsch Protein wurde als
MBP-(Maltose-Bindungsprotein) Fusionsprotein generiert und bleibt nach Zentrifugation bei 100.000 g fir 30
Minuten groRtenteils im Uberstand (U). Im Gegensatz dazu findet man F-Aktin im Pellet (P). Nach Inkubation von
Futsch mit F-Aktin fur 10 Minuten und anschliefRender Zentrifugation konnte die Menge von Futsch in der Pellet-
Fraktion nicht signifikant erhht werden. Die Proteine wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Commassie
blue geférbt.
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,»lag® durch Faktor Xa-Verdau zu entfernen und die Protein ohne ,,Tag® zu analysieren.
Allerdings wurde nach dem Faktor Xa-Verdau die Proteine in zahlreiche Fragmente
gespalten, deren Identitdt nicht eindeutig war (Daten nicht gezeigt).

Fiir den F-Aktin-Bindungstest wurde der N-Terminus und der C-Terminus von Futsch
untersucht. Anhand der Abbildung 15 ist zu erkennen, dass beide Fusionsproteine zum
groBten Teil im 18slichen Uberstand bleiben. Im Gegensatz dazu findet man F-Aktin im
Pellet. Inkubiert man den 16slichen N-Terminus bzw. C-Terminus des Futsch Proteins mit F-
Aktin, kann die Menge an Fusionsprotein in der Pellet-Fraktion nicht erhoht werden, d.h.,

dass keine direkte Bindung an F-Aktin erfolgt ist.

3.6.3 Mikrotubuli-Bindungstest

3.6.3.1 Mikrotubuli-Bindung der Fusionsproteine mit Hilfe des ,,Microtubule/Tubulin Biochem Kit“ der

Firma Cytoskeleton

Das Vertebraten-Homolog von Futsch, MAPI1B, ist bereits eingehend hinsichtlich seiner
Bindungseigenschaften an die Mikrotubuli untersucht worden. Die Homolgie zwischen diesen
Proteinen beschrinkt sich auf den relativ kleinen N- und C-terminalen Bereich des Futsch
Proteins, wobei die Mikrotubuli-Bindungsdoméne von MAP1B nicht konserviert ist.

In einem Mikrotubuli-Bindungstest sollte eine eventuelle Bindung von Futsch an die
Mikrotubuli untersucht werden, bzw. die Frage geklart werden, mit welcher Doméne Futsch
an die Mikrotubuli binden kann. Zunichst wurde eine mogliche Mikrotubuli-Bindung der
Fusionsproteine mit Hilfe des ,,Microtubule/Tubulin Biochem Kit*“ der Firma Cytoskeleton
durchgefiihrt (siche Material und Methoden). Nach Inkubation der Fusionproteine mit den
Taxol-stabilisierten Mikrotubuli konnte die Menge an sich in der Pellet-Fraktion befindlichen
Fusionsproteinen nicht erhoht werden, was auf eine fehlende Bindung an die Mikrotubuli
deutete (Abbildung 16). Auffallend war jedoch, dall nach Inkubation der Taxol-stabilisierten
Mikrotubuli mit dem C-Terminus von Futsch eine deutliche Proteinbande in Hohe von ca. 55
kDa im Uberstand zu sehen war, was der GroBe von Mikrotubuli entspricht. Diese befanden
sich also nach Inkubation mit dem C-Terminus zu ca. 50 % im 16slichen Uberstand, was auf

eine Destabilisierung der Mikrotubuli hindeutete.
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Abb. 16: Cosedimentationstest der Futsch-Fusionsproteine mit Taxol-stabilisierten Mikrotubuli. Losliches
Futsch Protein wurde als MBP-(Maltose-Bindungsprotein) Fusionsprotein generiert und bleibt nach Zentrifuga-
tion bei 100.000 g fiir 30 Minuten gréRtenteils im Uberstand (U). Nach Inkubation von Futsch mit den Mikrotu-
buli fir 10 Minuten und anschlief3ender Zentrifugation konnte die Menge von Futsch in der Pellet-Fraktion nicht
erhoht werden. Allerdings findet man nach Inkubation des C-Terminus von Futsch mit den Mikrotubuli diese
2.T. im loglichen Uberstand (Stern). Die Proteine wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Commassie
blue geférbt.
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3.6.3.2 Mikrotubuli-Bindungstest der Fusionsproteine mit aus Kalbshirn gewonnenen Mikrotubuli

Ein weiterer Mikrotubuli-Bindungstest wurde im Labor von R. Brandt, Osnabriick
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Mikrotubuli frisch aus Kalbshirn gewonnen (siche Material
und Methoden) und fiir den Test verwendet. Fiir den Cosedimentationstest wurden die
Fusionsproteine mit 15uM Taxol-stabilisierten Mikrotubuli versehen (mit ,,2* gekennzeichnet
in Abbildung 17 und 18). Beide Proteine degradierten stark, so dass fiir den Test 70 ug
Protein bzw. 35 ug Protein eingesetzt wurden. Die Menge nicht degradierten Proteins wurde
auf ca. 15 % geschitzt (R. Brandt, personliche Mitteilung), so dass letztendlich ca. 10 bzw. 5
ug aktiven Proteins eingesetzt wurden (mit ,,2 bzw. ,,1* gekennzeichnet in Abbildung 17 und
18), das entspricht 12 mM bzw. 6 mM Protein.

Das Commassie-Gel zeigte, dass nach Inkubation der Taxol-stabilisierten Mikrotubuli mit
dem N-Terminus von Futsch die Menge an Fusionsprotein in der Pellet-Fraktion nicht
signifikant erhoht werden konnte, unabhédngig davon, ob 10 oder 5 ug aktiven Proteins
eingesetzt wurden. Das gleiche Ergebnis wurde fiir den C-Terminus konstatiert, wenn 10 pg
aktiven Proteins eingesetzt wurden. Verringert man die Menge an Fusionsprotein um die
Halfte auf ca. 5 ug aktives Protein, so konnte man eine deutliche Bande in Hohe von ca. 55
kDa im Uberstand sehen. Die Mikrotubuli befanden sich also nach Inkubation mit dem C-
Terminus teilweise im 16slichen Uberstand, was auf eine Destabilisierung der Mikrotubuli
hindeutete (Abbildung 17).

Weiterhin wurde versucht, einen immunohistochemischen Nachweis der Fusionsproteine mit
mADb anti-MBP durchzufiihren, einem monoklonalen Antikérper gegen den Fusionsanteil
MBP der zu testenden Proteine. Das Ergebnis ist in Abbildung 18 wiedergegeben. Geringe
Mengen des MBP pelletieren auch ohne Zugabe von Mikrotubuli. Die Menge an MBP nimmt
aber nicht zu, wenn man Mikrotubuli hinzugibt. Sowohl N- als auch C-Terminus von Futsch
bleiben im I6slichen Uberstand, wenn sie alleine zentrifugiert werden. Nach Inkubation von
10 ug aktiven Protein mit Taxol-stabilisierten Mikrotubuli ist ein Teil der Fusionsproteine in
der Pelletfraktion zu finden, was auf eine Bindung der Fusionsproteine an die Mikrotubuli
deutet. Die Menge an Protein wurde auf ca. 50 % densitrometrisch gemessen. Dieses Ergebnis
konnte aber nicht erreicht werden, wenn nur die Hélfte des aktiven Fusionsproteins im Test
eingesetzt wurde. Daher ist davon auszugehen, dass der N-Terminus von Futsch nur eine
geringe Affinitiit zu den Mikrotubuli hat. Unterstiitzt wird diese Uberlegung dadurch, dass nur
mit dem kompletten N-Terminus, der vermutlich in der hochsten Konzentration vorliegt, eine

Interaktion zu sehen ist.
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Abb. 17: Cosedimentationstest der Futsch-Fusionsproteine mit Taxol-stabilisierten Mikrotubuli. Lésliches
Futsch Protein wurde als Maltose-Bindungsprotein (MBP) generiert und bleibt nach Zentrifugation bei 100.000 g
fur 30 Minuten gréRtenteils im Uberstand (U). Nach Inkubation von Futsch mit den Mikrotubuli fir 10 Minuten
und anschlieflender Zentrifugation konnte die Menge von Futsch in den Pellet-Fraktionen nicht erhoht werden.
Allerdings findet man nach Inkubation des C-Terminus von Futsch mit den Mikrotubuli diese z.T im 16slichen

Uberstand (Stern). Die Proteine wurden in einer SDS-PAGE aufgerennt und mit Commassie blue gefarbt.
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Abb. 18: Immunohistochemischer Nachweis der Futsch-Fusionsproteine mit dem
mAb anti-MBP. Lésliches Futsch Protein wurde als MBP- (Maltose-Bindungsprotein)
Fusionsprotein generiert und bleibt nach Zentrifugation bei 100.000 g fir 30 Minuten
groRtenteils im Uberstand (U). Nach Inkubation von Futsch mit den Mikrotubuli fiir 10
Minuten und anschlief3ender Zentrifugation konnte die Menge von Futsch in der Pellet-

Fraktion erhtht werden (Stern).
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Ganz dhnlich verhilt sich der C-Terminus von Futsch, allerdings binden hier nur ca. 30 % des

Proteins.

3.7 Etablierung von transgenen UAS-futsch-Fliegen

In einem genetischen Experiment sollte die Frage gekldrt werden, ob durch Expression von
Sfutsch-Konstrukten im futsch-mutanten Hintergrund eine Abschwéchung bzw. Rettung des
futsch-mutanten Synapsenphénotyps erreicht werden kann.

Mittels des GAL4-Aktivator/UAS-Effektor Systems ist es moglich, in Abhdngigkeit vom
zeitlichen und rdumlichen Expressionsmuster des GAL4-Aktivators, jedes gewiinschte Gen zu
aktivieren (Brand und Perrimon, 1993).

Die o.g. Konstrukte wurden iiber Mikroinjektion in frithe Blastoderm-Stadien eines white’
Stammes gebracht und anschlieBend transgene Fliegenstimme etabliert (siche Material und
Methoden).

Es konnten fiir das N-terminale Konstrukt 6, fiir das C-terminale Konstrukt 3 und fiir das
N+C-terminale Konstrukt 4 unabhéngige transgene Fliegenstimme etabliert werden. Durch
die Verwendung eines Doppelbalancer-Stammes wurde anschlieBend das Chromosom
bestimmt, auf dem die UAS-futsch-Integration stattgefunden hat (siche Material und
Methoden). Eine Tabelle im Anhang listet die verschiedenen transgenen UAS-futsch-Stimme

auf.

3.8 Ektopische Expression der der UAS-futsch-Konstrukte

Es sollte die Frage geklirt werden, ob eine Uberexpression der UAS-futsch-Konstrukte in
einem wildtypischen Hintergrund zu einem Phénotyp fiihrt. Hierfiir wurden die Linien da-
GAL4, elav-GAL4, rho-GAL4, sca-GAL4 und die PNS-spezifische Linie P/63 zur ektopischen
Expression in verschiedenen Geweben bzw. zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der
Entwicklung der Embryonen verwendet. Die ektopische Expression hat keine Auswirkung auf
das axonale Muster, was durch eine Farbung mit den Antikdrpern BP102, 22C10 und anti-
fasllI sichtbar gemacht wurde (Daten nicht gezeigt). Die ektopische Expression der Konstrukte
wurde auch an der NMJ von L3-Larven untersucht. Als synaptischer Marker diente wiederum

der mAb nc46. Die synaptische Organisation in L3-Larven, die die Konstrukte in den o.g.
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Geweben iiberexprimieren, entspricht der wildtypischer L3-Larven (Daten nicht gezeigt). Die

Lebensfahigkeit der entsprechenden Nachkommen ist nicht beeintrichtigt.

3.9 Partielle Rettung des futsch Synapsenphinotyvps durch spezifische Expression der
UAS-futsch-Konstrukte

Mittels der etablierten transgenen UAS-futsch-Stamme (sieche oben) sollte die Frage geklart
werden, ob der in den futsch-Mutanten sichtbare Synapsenphénotyp durch eine ubiquitire
oder panneurale Expression der UAS-futsch-Konstrukte abgeschwécht bzw. gerettet werden
kann.

Hierfiir wurden Fliegenstimme etabliert, die ein futsch-mutantes Chromosom und eine
drittchromosomale UAS-futsch-Insertionen tragen, bzw. ein futsch-mutantes Chromosom und
eine drittchromosomale GAL4-Insertionen. Verwendet wurden die Linien da-GAL4
(ubiquitdre Expression) oder elav-GAL4 (panneurale Expression). Die Kreuzung der
entsprechenden Stimme gegeneinander fiihrt zu einer ektopischen Expression der UAS-
futsch-Konstrukte in entsprechenden Geweben in futsch-mutanten Embryonen. Die futsch-
Letalitét in den Linien M454, P158 und P28 konnte weder durch die panneurale noch durch
die ubiquitire Expression der UAS-futsch-Konstrukte revertiert werden. Jedoch konnte der
Synapsenphinotyp der homozygot lebensfahigen futsch-Linien K68 und N94 partiell gerettet
werden. Untersucht wurde wiederum die Anzahl der Boutons, die Muskel 4 innervieren. Eine
Tabelle im Anhang listet die aus der Untersuchung einzelner Larven gewonnenen Daten auf.
Tabelle 5 fasst die Daten fiir die Rettung des futsch***-Synapsenphinotyps zusammen. Die
angegebenen Zahlen geben die durchschnittliche Anzahl der Boutons an, die den Muskel 4 in

den Larven des 3. Larvenstadiums innervieren.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die durchschnittliche Anzahl der Boutons, die Muskel 4
innervieren. Gezeigt ist die Boutonzahl in den futsch***-mutanten Tieren, die ein UAS-futsch-

Konstrukt und eine GAL4-Insertion tragen

Wildtyp UAS-Aktivatorlinien
51,1 = 14 GALA4- K68/UAS-futsch™™™ | K68/UAS-futsch“™™ | K68/UAS-futsch" <
Treiberlinien Term
K68 K68/da-GAL4 33,4 +20 30,0 = 13 39,9 = 18
16,4+ 6 K68/elav-GAL4 223+ 11 26,6 = 14 26,8 + 14




nc46 Phalloidin merge

N+C-Term C-Term N-Term Wildtyp

futschK68

Abb. 19: Préparationen der larvalen NMJ am Muskel 4.

(A-C) Wildtyp, ektopische Expression von (D-F) UAS-futschN"T&M (G.1) UAS-futschC TE'M (3.1) UAS-
futschN* C-TEM mittels da-GAL4 im futschK88 -mutantem Hintergrund und (M-0) futsch68. Der mAb nc46
farbt die Boutons, die Muskel 4 innervieren (A, D, G, J, M). Die Muskulatur wurde durch eine Phalloidinfarbung

sichtbar gemacht (B, E, H, K, N). Der futsch-mutante Synapsenphénotyp lasst sich leicht abschwéachen.
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Abb. 20: Préparationen der larvalen NMJ am Muskel 4.
(A-C) Wildtyp, ektopische Expression von (D-F)UAS-futschN-TE'M (G.1) UAS-futschC TE'M (311) UAS-
futschNT C-T&M iels dav-GAL4 im futschK88 -mutantem Hintergrund und (M-O) futschK68. Der mAb nc46

farbt die Boutons, die Muske 4 innervieren (A, D, G, J, M). Die Muskulatur wurde durch eine Phalloidinfarbung
sichtbar gemacht (B, E, H, K, N). Der futsch-mutante Synapsenphénotyp l&sst sich leicht abschwéachen.
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Aus den Daten wird ersichtlich, dass die ektopische Expression der UAS-futsch-Konstrukte
im futsch**-mutantem Hintergrund zu einer partiellen Rettung des Synapsenphinotyps
fiihren, wobei die ubiquitdre Expression dieser Konstrukte mittels der da-GAL4-Linie den
Phinotyp stérker retten kann als eine panneuronale Expression mittels der elav-GAL4-Linie
(siehe Tabelle 5 und Abbildungen 19 und 20). Die durchschnittliche Boutonzahl am Muskel 4
lag in futsch®®-mutanten Larven bei 16,4. Da der wildtypische Wert innervierender Boutons
von 51,1 offensichtlich nicht erreicht wurde, kann man nur von einer Abschwichung des
futsch-Phinotyps sprechen. Eine deutlichere Rettung konnte durch die Uberexpression des

Konstruktes futsch™ <™

mittels der da-GAL4-Linie erreicht werden. Hier lag der
durchschnittliche Wert bei 39,9 Boutons pro Muskel.

In futsch™** Larven kann der Synapsenphinotyp durch die ektopische Expression des UAS-
Sutsch" ™ ™-Konstruktes und des UAS-futsch“’“"-Konstruktes nicht gerettet werden,
unabhéngig davon, ob die Konstrukte ubiquitir oder panneural exprimiert werden. Die in

hN 9

futsc “ Larven ermittelte Zahl von 17,2 Boutons, die im Durchschnitt Muskel 4 innervieren,

kann nicht signifikant erhoht werden. Durch die Expression des UAS-futsch™ <7
Konstruktes kann zumindest bei ubiquitdrer Expression die Anzahl der Muskel 4
innervierenden Boutons leicht erhoht werden (siehe Abbildungen 21 und 22). Die

nachfolgende Tabelle 6 fasst die Daten dieses Versuchs zusammen.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die durchschnittliche Anzahl der Boutons, die Muskel 4
innervieren. Gezeigt ist die Boutonzahl in den futsch™*-mutanten Tieren, die ein UAS-futsch-

Konstrukt und eine GAL4-Insertion tragen

Wildtyp UAS-Aktivatorlinien
51,1 = 14 GALA4- N94/UAS-futsch™™™ | N94/UAS-futsch“™™ | N94/UAS-futsch" <
Treiberlinien Term
N94 N94/da-GAL4 19,510 16,4 = 12 282+ 13
17,210 N94/elav-GAL4 17,9 = 15 22,7 +21 23,4+ 14

Die ektopische Expression der UAS-futsch-Konstrukte N-Term und C-Term kann den
futsch™**-Synapsenphinotyp nicht retten. Die ektopische Expression des UAS-futsch-
Konstruktes N+C-Term fiihrt zu einer leichten Abschwichung des futsch-Synapsenphénotyps.
Da die Funktion des MAPI1B Proteins durch Phosphorylierung reguliert werden kann, wurde
vermutet, dass auch die Futsch-Funktion phosphorylierungsabhingig ist. Ein Konstrukt, das

die potentiellen Phosphorylierungsstellen beinhaltet, sollte daher moglicherweise die Anzahl
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Abb. 21: Préparationen der larvalen NMJ am Muskel 4.

(A-C) Wildtyp, ektopische Expression von (D-F) UAS-futschN-T&M (G.1y UASfutschC TEM (3.1) UAS-futschN+ &
Term mittels da-GAL4 im futschN94 -mutantem Hintergrund und (M-O) futschN%. Der mAb nc46 farbt die Boutons,
die Muskel 4 innervieren (A, D, G, J, M). Die Muskulatur wurde durch eine Phalloidinfarbung sichtbar gemacht (B, E,
H, K, N). Der futsch-mutante Synapsenphanotyp lasst sich nicht abschwéachen.
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Abb. 22: Préparationen der larvalen NMJ am Muskel 4.
(A-C) Wildtyp, ektopische Expression von (D-F) UAS-futschN"T€'M (G.1) UAS-futsch® T&'M (3.1) UAS-
futschN* C-T&M mittels elav-GAL4 im futschN94 -mutantem Hintergrund und (M-O) futschN®4. Der mAb no46 farbt

die Boutons, die Muskel 4 innervieren (A, D, G, J, M). Die Muskulatur wurde durch eine Phalloidinfarbung sichtbar
gemacht (B, E, H, K, N). Der futsch-mutante Synapsenphanotyp |&sst sich nicht abschwéachen.
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der Boutons weiter erhohen und den Phénotyp stérker retten konne. Daher wurden 4 weitere
pUAST-Konstrukte kloniert (siche Abbildung 10), um diese in wildtypische Drosophila-
Embryonen injizieren zu konnen. Bis dato konnten erst 3 unabhédngige transgene
Fliegenstimme etabliert werden, die das Konstrukt pUAST/1-6p-7p-10 tragen. Da diese
Fliegenlinien, die ein UAS-Transgen tragen, aus Zeitgriinden noch nicht in den futsch-
mutanten Hintergrund gebracht werden konnten, konnte noch keine Untersuchung beziiglich

einer eventuellen Rettung des Phénotyps im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt werden.

3.10 Generierung weiterer anti-Futsch Antikorper

Das Futsch Protein wird durch den monoklonalen Antikdrper 22C10 erkannt. Zur weiteren
Charakterisierung des Futsch Proteins wurden zwei polyklonale Antikorper erzeugt, anti-N-
Term und anti-C-Term. Hierfiir wurde der N-Terminus von Futsch iiber PCR amplifiziert und
so zusitzliche Restriktionsschnittstellen fiir die Restriktionsenzyme BamHI und Sall
eingebracht. Uber eine Restriktion mit diesen Restriktionsenzymen wurde der N-Terminus in
den Vektor pMAL kloniert. Das N-terminale Fusionsprotein beinhaltet die Aminosduren 1-
612. Das C-terminale Konstrukt von futsch wurde iiber eine Restriktion mit den
Restriktionsenzymen Sall und Sphl aus dem Vektor pGEM in den HisTag-Vektor pQE-31
kloniert. Das daraus resultierende C-terminale Fusionsprotein beinhaltet die Aminosduren
4799-5327.

Die Klonierungen wurden sowohl durch Testrestriktionen als auch durch Sequenzierung der
Konstrukte bestitigt. Da es durch die PCR-Amplifikation zu Basenaustauschen und somit zur
Bildung trunkierter Fusionsproteine kommen kann, wurden mehrere unabhéngige Klone
getestet (Daten nicht gezeigt).

Zur Generierung der polyklonalen Antikdrper wurden jeweils ca. 2,5 mg der Fusionsproteine
aufgearbeitet und direkt zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt (Davids

Biotechnologie, Regensburg).
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3.10.1 Die Expressionsmuster der polyklonalen Antikorper im Embryo entsprechen

dem 22C10-Expressionsmuster

Die polyklonalen anti-Futsch Antikdrper sollten zur ndheren Charakterisierung der Futsch-
Lokalisation dienen. Die so gewonnen Seren (anti-N-Term und anti-C-Term) wurden in
verschiedenen Konzentrationen (von 1:100 — 1:10.000) an Wildtyp-Embryonen und
Augenimaginalscheiben getestet. Der polyklonale Antikorper anti-C-Term zeigt in
wildtypischen Embryonen das gleiche Expressionsmuster wie 22C10, jedoch ist die Spezifitat
gegeniiber dem monoklonalen Antikérper reduziert (Abbildung 23). Leider konnten fiir den
N-Terminalen Antikdrper nur deutlich schlechtere Ergebnisse erzielt werden, aber auch hier
ist eine Farbung in den Axonen erkennbar. Um die Spezifitdt der Seren zu testen, wurden die
Konstrukte UAS-futsch™ ™™, UAS-futsch“ ™™, UAS-futsch™ "™ und UAS-mini-futsch
(Hummel et al., 2000) ektopisch exprimiert. Hierfiir wurden die o.g. Fliegenstimme mit
Tieren der fiz-GAL4-Linie gekreuzt. In der nachfolgenden Generation kommt es so zu einer
ektopischen Expression des Proteins im ftz-Expressionsmuster. Die Ftz-Expression wurde flir
die Konstrukte UAS-futsch™ ™™ und UAS-mini-futsch mit Hilfe des Antikorpers anti-N-Term
sichtbar gemacht (Abbildung 24, A und D), fiir die Konstrukte UAS-futsch“ ™™ und UAS-
Sutsch" <™ mit Hilfe des Antikorpers anti-C-Term (Abbildung 24, B und C). Beide

Antikorper erkennen das ektopisch exprimierte Protein sehr gut.

3.10.2 Das Expressionsmuster des polyklonalen Antikorper anti-C-Term in der

Augenimaginalscheibe entspricht dem 22C10-Expressionsmuster

Abbildungen 25 und 26 zeigen die Augenimaginalscheiben wildtypischer L3-Larven, an
denen die polyklonalen Antikorper getestet wurden. Der Antikdrper anti-C-Term wurden in
verschiedenen Konzentrationen (von 1:100 — 1:10.000) an Wildtyp-Augenimaginalscheiben
getestet. Er zeigt hier das gleiche Expressionsmuster wie 22C10, jedoch ist die Spezifitit
gegeniiber dem monoklonalen Antikorper deutlich reduziert. Es ist aber eine Fiarbung der
Photorezeptoren, des Bolwig-Nervs und die Projektion in die Lamina zu erkennen (Abbildung
25). Ebenso wurde der Antikorper anti-N-Term in verschiedenen Konzentrationen (von 1:100
—1:10.000) an Wildtyp Augenimaginalscheiben getestet. Leider konnte mit dem N-terminalen
Antikorper keine spezifische Férbung erzielt werden (Abbildung 26).



Abb. 23:; Antikérperfarbungen mit den polyklonalen Antikérpern anti-N-Term und anti-C-Term

an wildtypischen Embryonen. "Whole mount”-Antikdrperfarbung mit dem mAb 22C10 (A, D, G) und
den polyklonalen Antikérpern anti-N-Term (H) und anti-C-Term (B+E). Anterior ist links.

Der polyklonale Antikorper anti-C-Term erkennt Axone, Dendriten und Somata (B+E). Das Signal, das
mit dem polyklonalen Antikorper anti-N-Term gezeigt werden konnte, ist weniger spezifisch (H). Eine
deutliche Férbung der Axone ist jedoch auszumachen.



Abb. 24: Ektopische Expression der UAS-futsch-Konstrukte mittels der ftzzGAL4-Treibers. "Whole

mount”-Antikdrperfarbung mit den polyklonalen Antikérpern anti-N-Term (A+D) und anti-C-Term (B+C).
Laterale Ansichten, Stadium 8. Anterior ist links.

Embryonen, die eine ftz-GAL4-Insertion und ein UAS-futsch-Transgen tragen: (A)UAS-futschN"T&'M (g)
UAS—futschC'Term, (© UAS—futschN+CTerm, (D) UAS-mini-futsch, exprimieren ektopisch im ftz-Muster

die Futsch-Konstrukte. Die Antikdrper erkennen spezifisch die ektopisch exprimierten Proteine.



Abb. 25: Préparationen der Augenimaginalscheiben wildtypischer Larven des 3. Larvenstadiums. Der mAb
22C10 (A+D) erkennt differenzierte Photorezeptorneurone und ihre axonalen Fortsdtze. Aul3erdem markiert er den

Bolwig'schen-Nerv. Der polyklonale Antikorper anti-C-Term (B-E) erkennt ebenfalls diese Strukturen.

Abb. 26: Préparationen der Augenimaginalscheiben wildtypischer Larven des 3. Larvenstadiums. Der mAb

22C10 (A) erkennt differenzierte Photorezeptorneurone und ihre axonalen Fortsdtze. AuRerdem markiert er den
Bolwig'schen-Nerv. Mit dem polyklonalen Antikdrper anti-N-Term (B) konnte kein spezifisches Signal in der Augen-
imaginalscheibe erkannt werden.
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3.11 Kartierung des 22C10 Epitops

Fiir die Kartierung des 22C10 Epitops wurde das Futsch Protein einer sauren Hydrolyse
unterzogen, so dass einzelne Peptide in einer Groenordnung von 260, 89, 86, 38, 34, 31, 25
und 12 kDa generiert wurden. Das 31 kDa grof3e Fragment zeigte im Western Blot ein Signal
mit dem 22C10 Antikdrper. Es kartiert in den C-terminalen Bereich zwischen die
Aminoséduren 4685 und 4982 (Hummel et al., 2000).

Nach ektopischer Expression des C-Terminus in der F1-Generation durch Kreuzen der Linien
UAS-futsch“ ™™ und ftz-GAL4 sollte nach diesen Ergebnissen ein Signal im ffz-Muster
erhalten werden konnen nach einer Antikorperfirbung mit mAb 22C10. Dies konnte aber
nicht gezeigt werden, so dass der C-Terminus als Epitop ausgeschlossen werden musste. Aus
den Ergebnissen beider Experiment war zu folgern, dass das Epitop sich zwischen den
Aminosiuren 4685 und 4798 befindet. Diese Aminoduren konnten als pMAL-Fusionsprotein
(pPMAL/Exon 8p) expimiert werden. Die Fusionsproteine pMAL/Exon 7p und pMAL/Exon
8p wurden in einem Western Blot mit dem mAb 22C10 getestet (Abbildung 27).
Uberraschenderweise zeigte das Fusionsprotein Exon 7p ein deutliches Signal, so dass das

22C10 Epitop zwischen die 2324-2565 Aminosduren kartiert werden konnte.

kDa

Abb. 27: Das 22C10 Epitop befindet sich innerhalb des Exons 7. Immunohistochemischer Nachweis des
pMAL-Fusionsproteins Exon 7p mit dem mAb 22C10. Aufgetragen wurde das Fusionsprotein, das
Fusionsprotein nach Inkubation mit Maushirnextrakt, das Fusionsprotein nach Inkubation mit GSK383. Der mAb
22C10 zeigte kein Signal fiir das Fusionsprotein pMAL/Exon 8p.
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3.12 Eine Phosphorvlierungsstelle von MAPI1B fiir die GSK38 findet man auch im

Futsch Protein

Fiir das Futsch Protein sind bereits potentielle Phosphorylierungsstellen fiir verschiedene
Kinasen postuliert worden (Hummel et al., 2000). So ist das KSPXXXP Motiv, das hdufig im
hochrepetitiven zentralen Bereich von Futsch vorkommt, eine Zielsequenz der Erk 2 Kinase
(Veeranna et al., 1998). Es wurde allerdings noch nicht untersucht, ob Futsch an diesen
Positionen phosphoryliert wird.

Das homologe MAP1B Protein wird unter anderem von der GSK38 Kinase phosphoryliert.
Die Phosphorylierungsstelle konnte durch Deletionskonstrukte kartiert werden. Ein Serinrest
an der Position 1.260 wird von der GSK38 Kinase phosphoryliert. Der Serinrest befindet sich
in der sogenannten SPAKS-Region (das sind die Aminosduren 1244-1264); die Sequenz
lautet: SPSPPSPIEKT (P. Gordon-Weeks, pers. Mitteilung).

Das unterstrichene Serin gibt den Aminosdurerest an, der von der GSK3B Kinase
phosphoryliert wird. Es wurde ein polyklonaler Antikorper in Kaninchen generiert (,,BUGS®),
der gegen diese GSK3B-Zielsequenz im MAP1B Protein der Maus gerichtet ist (P. Gordon-
Weeks, pers. Mitteilung). In Zellkulturexperimenten konnte bestétigt werden, dass GSK38
das MAP1B Protein am Serinrest 1.260 phosphoryliert. Eine Cotransfektion von COS7-Zellen
mit GSK3B und wildtypischen MAP1B bzw. MAP1B A S1.260 und anschlieBender
Immunohistochemie zeigte, dass eine BUGS-Farbung nur bei Cotransfektion von
wildtypischen MAP1B und GSK38 zu sehen war (Gordon-Weeks, pers. Mitteilung).
Sequenzanalysen haben gezeigt, da3 sich im Futsch ORF zwei Bereiche befinden, die gewisse
Homologien zu der SPAKS-Region aufweisen.

Der erste Bereich befindet sich zwischen den Aminosduren 2524 und 2530 am Ende des
Exons 7 und lautet: AGETASSPIEEAP

Der zweite Bereich befindet sich zwischen den Aminosduren 4767 und 4791 am Ende des
Exons 8 und lautet: TPESSPKPTSPFPRVSKDE

Diese Doménen mit den potentiellen Phosphorylierungsstellen wurden in den pMAL-Vektor
kloniert, um die rekombinanten Proteine in einem in-vitro Kinase-Test zu untersuchen. Beide
Proteine konnten induziert und in ausreichender Menge in 16slicher Form isoliert werden. Sie
wurden in jeweils neun Elutionsschritten iiber eine Amylose-Saule gereinigt (Abbildungen 28

und 29).
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Abb. 28: Test auf Loslichkeit der pMAL-Fusionsproteine. Commassie-Farbungen von SDS-PAGE
Analysen. Als Kontrolle wurde der Proteinextrakt eines induzierten MBP-Ausgangsvektors aufgetragen
(PMAL). Das Fusionsprotein pMAL/Exon 7p (A) und das Fusionsprotein pMAL/Exon 8p (B) sind im Gesamt-
extrakt (G), im l6slichen Uberstand (U) und im unléslichen Pellet (P) nachweisbar.

| PMAL/Exon7p | pMAL/Exon8p

- -

kDa

Abb. 29: pMAL-Fusionsproteine nach Aufreinigung Uber eine Amylose-Saule. Commassie-Farbungen
von SDS-PAGE Analysen. Die Fusionsproteine pMAL/Exon 7p und pMAL/Exon 8p wurden in je 9 Elution-
sschritten Uber eine Amylose-Saule gereinigt.
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3.12.1 In-vitro Kinase-Test

In einem in-vitro Kinase-Test wurden die rekombinanten Proteine pMAL/Exon 7p und
pMAL/Exon 8p untersucht, sowie die Proteine pMAL/1-6p-7p-10 und pMAL/1-6p+8p-10.
Abbildung 30 (Spuren 1-5) zeigt die gereinigten Proteine. Die Fusionsproteine pMAL/1-6p-
7p-10 und pMAL/1-6p+8p-10 degradierten trotz unterschiedlich gewéhlter
Induktionsbedingungen sehr stark, so dass sie fiir weiter Untersuchungen nur bedingt
einsetzbar waren.

Als Positivkontrolle fiir eine in-vitro Phosphorylierung wurde das gereinigte rekombinante
GST-Fusionsprotein 1B750 verwendet, das die Aminosduren 1.109-1.360 des MAP1B
Proteins, also auch die SPAKS-Region, enthélt (Lucas et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass
dieses Protein in-vitro von postnatalen Maushirnextrakten phosphoryliert werden kann
(Johnstone et al., 1997) und dass diese Phosphorylierung auf die Aktivitit der GSK3B-Kinase
zurlickzufithren ist (Lucas et al., 1998). Dieses konnte schlieBlich auch in
Zellkulturexperimenten bestétigt werden.

Die Fusionsproteine wurden iiber Nacht mit Maushirnextrakt oder mit rekombinantem
GSK38 Protein inkubiert. Anschliefend wurden sie in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulose-Membran geblottet. Eine positive Phosphorylierung konnte durch ein Signal
mit dem BUGS-Antikorper dargestellt werden (Abbildung 31). AuBerdem wurden die Proben
in einer weiteren SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend das Gel mit Commassie geférbt
(Abbildung 30, Spuren 6-10). Da sich die Laufeigenschaften von Proteinen im SDS-Gel nach
posttranslationaler Modifikation dndern, deutet ein ,,Shift* der Proteinbanden im Gel auf eine
mogliche Phosphorylierung hin.

Nach Inkubation des Fusionsproteins pMAL/Exon 7p iiber Nacht mit Maushirnextrakt oder
mit rekombinantem GSK38 Protein kam es zu einem deutlichen Signal mit dem BUGS-
Antikorper (Abbildung 31). Nach Inkubation des Fusionsproteins pMAL/Exonl-6p+7p-10
iiber Nacht mit Maushirnextrakt oder mit rekombinanten GSK38 Protein war ebenfalls ein
schwicheres Signal mit dem BUGS-Antikdrper zu erkennen. Die Fusionsproteine
pMAL/Exonl-6p+7p-10 und pMAL/Exonl-6p+8p-10 wurden nicht im Commassie-Gel
beziiglich ihrer Laufeigenschaften untersucht.

Wenn weder Hirnextrakt noch GSK3 Kinase mit dem Protein inkubiert wurden, konnte kein
Signal beobachtet werden. Die Fusionsproteine pMAL/Exon 8p und pMAL/1-6p-8p-10
zeigten kein Signal, weder nach Inkubation mit Hirnextrakt noch mit GSK38 Kinase. Aus

diesen Daten ist ersichtlich, dass nur das rekombinante Protein pMAL/Exon 7p in-vitro von
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Abb. 30: Commassie-Farbungen der pMAL-Fusionsproteine. Commassie-Farbung von SDS-PAGE
Analysen. Die Proteine, die im in-vitro Kinase-Test eingesetzt wurden, degradieren z.T. stark (A). Nach Inku-
bation der Proteine mit Maushirnextrakt oder rekombinanter GSK3(3 Kinase kommt es zu einem "Shift" der
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Abb. 31: Immunohistochemischer Nachweis der in-vitro-Phosphorylierung der Phosphorylierungsstelle in Exon 7.
Nach Inkubation der Proteine mit Maushirnextrakt oder rekombinanter GSK3R Kinase kommt es zu einem Signal mit

dem polyklonalem BUGS-Antikdrper in den Konstrukten, in denen die Phosphorylierungsstelle des Exons 7 enthalten
ist. Als Positivkontrolle diente p750, ein rekombinantes MAP1B Protein.
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der GSK3B-Kinase am BUGS-Epitop phosphoryliert werden kann und nicht das
rekombinante Protein pMAL/Exon 8p, in dem aufgrund der Sequenzanalyse ebenfalls eine
potentielle Phosphorylierungsstelle der GSK3B-Kinase vermutet wurde.

Das Commassie-Gel bestitigt fiir das Fusionsprotein pMAL/Exon 7p die erhaltenen Daten.
Nach Inkubation des Proteins mit Maushirnextrakt oder rekombinater GSK38 kommt es zu
einem ,,Shift*“ der Proteinbande. Dieser konnte aber auch beobachtet werden nach Inkubation
des Fusionsproteins pMAL/ Exon 8p mit der GSK38B. Mdglicherweise wird das
Fusionsprotein auch von der GSK38 phosphoryliert, aber zumindest nicht am BUGS-Epitop.

3.12.2 Zellkulturexperimente zeigten keine Phosphorylierung von Futsch durch die

Shaggy Kinase

Der in-vitro Kinase-Test zeigte, dass wahrscheinlich nur das rekombinante Protein
pMAL/Exon 7p in-vitro von der GSK3B Kinase phosphoryliert wird. Daher lag die
Vermutung nahe, dass das GSK3B Homolog Shaggy das Futsch Protein phosphoryliert, was
bis dato noch nicht in-vivo gezeigt werden konnte. Um dies zu untersuchen, wurden
Drosophila S2-Zellen cotransfiziert, und zwar mit den Konstrukten pUAST/Exon 7p,
pUAST/Exon 8p, pUAST/Exon 1-6p+7p-10 oder pUAST/Exon 1-6p+8p-10, die die
potentiellen Phosphorylierungsstellen enthalten und den Konstrukten pUAST/sgg",
pUAST/sgg“ ™ oder pUAST/sgg”". Bei einer Phosphorylierung der Futsch Fusionsproteine
durch die rekombinante Shaggy Kinase sollte eine BUGS-Farbung in den S2 Zellen zu sehen
sein, zumindest in den Fusionsproteinen, die die Aminosduren beinhalten, die von Exon 7p
kodiert werden (vgl. in-vitro Kinase-Test). Jedoch konnte eine Phosphorylierung der Futsch-
Fusionsproteine nicht gezeigt werden. Moglicherweise wird Drosophila Futsch an dieser
Stelle nicht von der Shaggy Kinase phosphoryliert, so dass das BUGS-Signal nicht sichtbar

wird.

3.12.3 Der phosphospezifische Antikérper BUGS

Der BUGS Antikorper wurde an Drosophila Embryonen getestet (Abbildung 32). BUGS farbt

in jungen Embryonen Mikrotubuli in sich teilenden Zellen (Abbildung 32 H). In spéten

Embryonen (Stadium 16+) ist eine Fiarbung im Nervensystem und in den Gonaden zu



Abb. 32: Der polyklonale Antikorper "BUGS", der eine GSK 3R Phosphorylierungsstelle in MAP1B
erkennt, farbt im Drosophila Embryo Axone und Dendriten, nicht aber die Somata. " Whole mount"-
Antikdrperfarbung mit dem mAb 22C10 (A,C,E,G) und dem polyklonalem BUGS (B, D, F, H). Anterior ist
links. Antikérperférbung an der Drosophila NMJ mit dem mAb nc46 (1) und dem polyklonalem BUGS (J). In
Wildtyp-Embryonen férbt BUGS wachsende Axone und Dendriten (B+D, Pfeile), nicht aber die Somata wie
mAb 22C10 (A+C). Embryonen der Defizienz Df (1) AC7 (1E3-4; 2A) sind 22C10 und BUGS negativ (E-F).
An der Drosophila NMJ von Larven des 3. Lavenstadiums farbt BUGS die Axone (J). In P (EP)1419/en-
GAL4 Embryonen (G+H) kommt es zur Uberexpression von Vollange-Futsch im engrailed-Muster. mAb
22C10 erkennt im Gegensatz zu BUGS spezifisch das ektopisch exprimierte Protein (G). BUGS farbt mitoti-
sche Spindeln sich teilender Zellen (H, kleines Bild, Pfeil) und die Gonaden (D, Pfeil). Erlauterungen siehe

Text.
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erkennen. Der Antikorper erkennt spezifisch die Axone im PNS und ZNS, nicht aber die
Zellkorper (Abbildung 32 B und D). In futsch-defizienten Tieren der Defizienz Df (1) AC7,
w/FM7c ist keine Farbung zu erkennen, weder mit 22C10 noch mit BUGS (Abbildung 32 E
und F). In futsch*®-Tieren ist ebenfalls keine Firbung zu erkennen (nicht gezeigt). In
Augenimaginalscheiben von Larven des 3. Larvenstadium konnte fiir BUGS ebenfalls keine
eindeutige immunohistochemische Reaktion nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

An der NMJ in wildtypischen Larven des 3. Larvenstadium ist eine Farbung von BUGS auf
die Axone beschriankt, wihrend die Expression des 22C10-Epitops im Axon und in den
Boutons zu finden ist. Daher scheint der BUGS Antikorper nur einen Teil der 22C10-
Expression detektieren zu konnen. Um zu untersuchen, ob BUGS iiberhaupt das Drosophila
MAPI1B erkennt, wurde Futsch mit Hilfe der EP1419-Insertion ektopisch exprimiert. Als
Treiber wurde die en-GAL4-Linie verwendet. In der F1-Generation liefert der mAB 22C10
ein en-GAL4-spezifisches Signal, nicht jedoch BUGS. Erst durch die Analyse von
Proteinextrakten aus Drosophila-Kopfen konnte gezeigt werde, dass BUGS Futsch erkennt

(siche Abschnitt 3.13).

3.13 Futsch wird nicht in eine leichte und schwere Kette gespalten wie MAP1B

Das MAP1B Protein wird nach seiner Translation in eine schwere und eine leichte Kette
gespalten (Togel et al., 1998), wobei die leichte Kette an den N-Terminus der schweren Kette
binden kann. Die leichte Kette von MAP1B hat eine ungefidhre GroBe von 30 kDa (vgl.
Abbildung 33). Eine potentielle Spaltungsregion findet sich im Futsch Protein um die
Aminosduren 5100, was bei Spaltung ein Fragment von knapp 30 kDa freisetzten wiirde. Fiir
das Futsch Protein sollte ein derartige posttranslationale Modifikation untersucht werden. Dot
Blot Experimente haben gezeigt, dass die hochste Konzentration von Futsch im Kopf adulter

Fliegen nachweisbar ist. Daher wurden Proteinextrakte aus Wildtyp-Kopfen und Kopfen

hK68 hN9

Sutsch*®- und futsch™*?-mutanter Tiere im denaturierenden SDS-Gel aufgetrennt und mittels
Western Blot analysiert. Da Futsch ein sehr grof3es Protein ist, wurden die Proben mit Hilfe
eines Gradientengels aufgetrennt. Die Acrylamidkonzentration reichte von 4-18 %, was zur
Auftrennung niedermolekularer Proteine ausreicht (Sambrock and Russel, Molecular Cloning,
Cold Spring Harbour Laboraory Press, 2001). Verwendet wurden die Antikoérpern 22C10,
anti-C-Term und ,,BUGS*. Abbildung 33 zeigt die Epitope der verwendeten Antikdrper sowie

die potentielle leichte Kette von Futsch. Abbildung 34 zeigt das Ergebnis der Blots. Eine
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Commassiefarbung diente als Kontrolle dafiir, dass dquimolare Mengen an Protein
aufgetragen wurden. Diese Experimente zeigten, dass Futsch ein sehr grof3es Protein von iiber
570 kDa darstellt. In futsch**-mutanten Kopfen konnte mit keinem der genannten Antikérper

. . . . N94
ein Protein nachgewiesen werden, in futsch

-mutanten Kdpfen geringere Mengen eines
leicht verkiirzten Proteins. Im Gegensatz zu 22C10 und anti-C-Term ist im BUGS-Blot noch
ein Signal bei ca. 70 kDa zu erkennen, das darauf hindeutet, dass das BUGS-Epitop noch
anderen Proteinen vorkommt. Da mit den Antikdrpern kein Signal in niedermolekularem
Bereich gezeigt werden konnte, ist davon auszugehen, dass Futsch nicht wie MAPIB

posttranslational gespalten wird.
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Abb. 33 Schematische Darstellung der verwendeten Antikorper und der potentiellen leichten Kette von
Futsch. Die verwendeten Antikdrper binden im N- und im C-terminalen Bereich von Futsch (anti-N-Term und
anti-C-Term), sowie in der zentralen Region (mAb 22C10 und BUGS). Gezeigt ist auch das potentielle Spal-

tungsprodukt im Futsch Protein. Futsch wird aber nicht in eine schwere und eine leichte K ette gespal ten.
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Abb. 34: Das Futsch Protein wird nicht posttranslational gespalten. Proteinextrakte aus Kdpfen von wildtypischen

Fliegen (1), futschK68(2) und futsc:hN94 (3) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der Immunohistochemische Nach-

weis der Proteine erfolgte mit dem mAb 22C10 (B), anti-C-Term (C), anti-N-Term (D) und BUGS (E). Alle drei
Antikorper erkennen ein sehr grof3es Protein in den Kopfextrakten wildtypischer Fliegen, ein schwécheres Signal zeigt
sich in futschN94—Tieren, kein Signal in futschK68 -Tieren. Der polyklonale Antikorper anti-N-Term ist sehr
unspezifisch. Zu erkennen sind eine ganze Reihe von Banden in den Spuren 1 und 3 (Kopfextrakten wiltypischer Fliegen
N94

bzw. Kopfextrakte von futsch "~ "-Tieren). Ein Signal im niedermolekularen Bereich ist zu erkennen in den

Kopfextrakten von futschK68—Tieren. Ein weiteres BUGS-Signal ist in Hohe von ca. 70 kDa zu erkennen. Ein Commas-

sie-Gel verdeutlicht, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden (A).
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit war die genetische und molekulare Charakterisierung der Funktion von
Futsch. Hierfiir wurden zunichst eine Reihe von Fusionsproteinen generiert, mit Hilfe derer
untersucht wurde, mit welcher Doméne Futsch an die Mikrotubuli und an das Aktin-
Cytoskelett bindet und wie Futsch die Organisation der Mikrotubuli beeinflusst. Durch
verschiedene futsch-Minigene wurden die in-vitro erhaltenen Daten auf ihre in-vivo Relevanz
getestet. Aullerdem wurde das Futsch Protein auf eine mogliche Phosphorylierung untersucht,
da vom Vertebraten Homolog MAP1B bekannt ist, dass die Aktivitdt durch Phosphorylierung
durch u.a. die GSK38 Kinase beeinflusst wird.

4.1 Die Methode des Gene SOEing zur Generierung einer ..cDNA“

Fiir den futsch-Lokus ist aufgrund der GroBe des Transkriptes (ca. 16 kb) keine komplette
cDNA erhiltlich. Daher sollten als Ausgangspunkt fiir die vorliegende Arbeit zundchst DNA-
Bereiche generiert werden, die die MAP1B homologen Bereiche beinhalteten. Aufgrund der
GroBe des Transkriptes war es nicht mdglich, mittels RT-PCR an genomischer DNA aus
Drosophila eine cDNA zu klonieren. Daher wurden durch die Gene SOEing Methode (Horton
et al., 1989; Higuchi, 1990) Sequenzen, die der vom EDGP vorhergesagten mRNA Sequenz
entsprachen, partiell kloniert.

Der zu MAP1B homologe N-terminale Bereich liegt innerhalb der vorhergesagten Exons 1-6,
der homologe C-terminale Bereich liegt innerhalb der Exons 9 und 10. Eine Vielzahl von
PCR’'s war zur Generierung dieser Konstrukte ndtig. Da die Einzelschritte sequenziert
wurden, konnen Punktmutationen, die zu einer verdnderten Aminosiduresequenz fiihrten,
ausgeschlossen werden. Setzt man voraus, dass die vorhergesagte Sequenz den futsch-Lokus
angibt, sollten die zu MAP1B homologen Bereiche korrekt amplifiziert worden sein.

Die funktionelle Relevanz der Termini von MAPIB in Bezug auf Aktin- und
Mikrotubulibindung und die Regulation des Proteins durch Phosphorylierung an zahlreichen
Stellen ist von verschiedenen Autoren bestitigt (Hermann et al., 1985; Tombes et al., 1991;
Togel et al., 1998; Gordon-Weeks et al., 1993). Fiir die Charakterisierung der Funktion von
Futsch wurden zundchst mini-futsch-Konstrukte kloniert, die den N- oder den C-Terminus
beinhalteten, da hier die fiir die Funktion von Futsch als MAP relevanten Doménen zu

erwarten waren. Aufgrund der starken Homologie zu MAP1B wurden in diesen Doménen
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eine Mikrotubuli- und eine Aktin-Bindungsdoméne, sowie eine regulatorische Funktion des
N-Terminus fiir den C-Terminus vermutet.

MAPI1B wird nach der Translation in eine schwere und eine leichte Kette (LC1) gespalten
(Togel et al., 1998). Beide Proteinfragmente binden einander, was fiir die korrekte Funktion
von MAPI1B unabdingbar ist. Fiir die schwere Kette ist eine regulatorische Funktion in Bezug
auf die Aktinbindung vermutet worden (To6gel et al., 1998). Fehlt die schwere Kette, induziert
die leichte Kette eine Stabilisation der Mikrotubuli (Togel et al., 1998). Eine
posttranslationale Spaltung konnte fiir Futsch nicht bestétigt werden. Dennoch koénnte auch in
Futsch das Zusammenspiel des N- und des C-Terminus fiir die Funktion von Bedeutung sein.

Aus diesem Grund wurde ein Konstrukt kloniert, das beide Termini von futsch beinhaltet.

4.2 Futsch interagiert mit cytoskelettalen Komponenten

4.2.1 Futsch colokalisiert mit F-AKtin

Zur Untersuchung einer moglichen Interaktion von Futsch mit dem Cytoskelett wurden
Drosophila Schneiderzellen mit den Konstrukten futsch" "™, futsch™*™ und futsch" <™
transfiziert. Sowohl das resultierende N-terminale Protein als auch das C-terminale Protein
sind im Cytoplasma der S2-Zellen nachweisbar, besonders in der perinukledren Region. Die
Doppelfarbung mit den Cytoskelettmarkern zeigt, dass beide rekombinanten Proteine mit dem
Aktin-Cytoskelett colokalisieren. F-Aktin ist &hnlich verteilt wie Futsch. Die
»Speichenstrukturen®, die eine starke Futsch-Expression zeigen, entsprechen den F-
Aktinbiindeln in der Zelle. Auffallend ist aber, dass das Futsch Protein auch ohne an das
Aktin- oder Mikrotubuli-Cytoskelett gebunden zu sein, eine filamentdhnliche Verteilung
zeigt.

Denkbar ist, dass Futsch eine Funktion in der Aktinorganisation ausiibt. Eine dhnliche
Funktion fiir Futsch wurde schon fiir das Mikrotubuli-Cytoskelett in der Synapse vermutet
(Roos et al., 2000).

In Zellkulturexperimenten bindet Futsch mit beiden Termini an Aktin. Eine Untersuchung des
Fusionsproteins Futsch™ “ "™ i{iber die Lokalisation mit dem Cytoskelett fiihrte nicht zu
eindeutigen Ergebnissen.

Da die Colokalisation von Futsch mit Aktin vermuten lie3, dass Futsch wie MAP1B direkt an

die Aktinfilamente binden kann, wurden Cosedimentationstests mit F-Aktin und Futsch™ "™
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bzw. Futsch“ ™™ durchgefiihrt. Es konnte aber keine Bindung konstatiert werden. Dies kann
zum einen an der Struktur des Fusionsproteins liegen; das N-terminale Protein-,,Tag™ konnte
die Proteine sterisch so verdndert, dass die Aktin-Bindungsstelle verdeckt ist. Zum anderen
wire eine indirekte Bindung von Futsch an Aktin denkbar, so dass nach dem
Cosedimentationstest beide Fusionsproteine zum groBten Teil im 16slichen Uberstand bleiben.
Eine mogliche Funktion von Futsch als Aktinfilament-stabilisierendes Protein wire damit von
indirekter Natur. Im Gegensatz zu Futsch bindet MAP1B nur iiber die C-terminale leichte
Kette direkt Aktin.

4.2.2 Futsch interagiert mit dem Mikrotubuli-Cytoskelett

Die Mikrotubuli-Bindungsdoméne von MAPI1B ist in Futsch nicht konserviert, jedoch wurde

fiir die homologen terminalen Doménen eine funktionelle Relevanz vermutet. Die

hN-Term hC-Term

Zellkulturexperimente ergaben, dass weder Futsc noch Futsc mit den
Mikrotubuli colokalisiert. Moglicherweise binden beide Proteine nicht an die Mikrotubuli
oder ihre Affinitdt zu den Mikrotubuli ist so gering, dass eine Bindung in den S2-Zellen nicht
sichtbar war.

Die mittlere Domidne von Futsch zeigt eine hochrepetitive Struktur, und zwar 60
Wiederholungen einer 37 Aminoséduren grolen Sequenz. Diese grole Doméne erstreckt sich
von den Aminosduren 1379-3763 und ist bis auf die Aminoséuren 2324-2565 nicht kloniert.
Moglicherweise liegt in diesem Bereich des Futsch Protein die Bindungsdomine fiir
Mikrotubuli.

Interessanterweise besteht auch die Mikrotubuli-Bindungsdoméne von Tau aus einer 18
Aminosduren groflen Sequenz, die drei oder vier mal wiederholt wird (Goedert et al., 1989;
Himmler et al., 1989). Dabei erhoht sich die Affinitidt von Tau zu den Mikrotubuli mit der
Anzahl der ,,repeats” (Goedert und Jakes, 1990).

Die Interaktion der Futsch-Termini mit den Mikrotubuli wurde auch in-vitro untersucht. Die
Versuche ergaben, dass beide Fusionsproteine nur sehr schwach an die Mikrotubuli binden.
Auffallend war jedoch, dass der C-Terminus von Futsch in geringer Konzentration eine
Destabilisierung der Mikrotubuli verursachte. Wurde die Konzentration von Futsch®'*™
erhoht, war diese Destabilisierung nicht mehr zu erkennen. Moglicherweise interagieren die

hC-Term

Futsc Fusionsproteine miteinander, so dass sie in dimerisierter oder oligomerisierter

Form keine destabilsierende Wirkung ausiiben. Fiir die C-terminale leichte Kette von MAP1B
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ist beschrieben, dass sie oligomerisieren kann (Togel et al., 1998). Trotz der starken
Homologie des C-Terminus von Futsch zu MAPIB scheint sich die Funktion der C-
terminalen Dominen in beiden Proteine zu unterscheiden. Transfektionsexperimente mit der
LCI haben gezeigt, dass diese eine stabilisierende Wirkung auf die Mikrotubuli hat und diese
auch direkt bindet (Togel et al., 1998). Obwohl der C-Terminus von Futsch die Mikrotubuli
nur schwach bindet, scheint er die Mikrotubuli-Dynamik zu kontrollieren. Moglicherweise
interagiert der C-Terminus stdrker mit den Tubulinuntereinheiten (Tubulin-Dimeren) als mit
dem Polymer, so dass es zu einer Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung des

unpolymerisierten Proteins kommt.

4.3 Wird die Funktion von Futsch durch Phosphorylierung reguliert?

Fiir das Vertebraten Homolog MAP1B ist bekannt, dass es durch eine Vielzahl von Kinasen
phosphoryliert wird (Hermann et al., 1985; Tombes et al., 1991; Gordon-Weeks und Fischer,
2000). Man unterscheidet zwei Klassen der Phosphorylierung: die Klasse I-phosphorylierte
Form von MAP1B wird im Laufe der Entwicklung herunterreguliert und erfolgt durch u.a.
CDKS5 und GSK38 (DiTella et al., 1996; Lucas et al., 1998). Die Klasse II-phosphorylierte
Isoform ist auch im adulen Tier exprimiert und wird iiber Casein Kinase II vermittelt (Diaz-
Nido et al., 1988; Ulloa et al., 1993). Von besonderer Bedeutung ist in diesem
Zusammenhang die GSK38 Kinase, die durch die Phosphorylierung von MAP1B das
Mikrotubuli-Cytoskelett beeinflusst (Lucas et al., 1997 und 1998). Die von GSK38
phosphorylierte Form von MAP1B behilt die Mikrotubuli im Zustand der Instabilitidt, was
besonders im Prozess der Axonogenese, aber auch spéter in der Synaptogenese relevant ist
(Goold et al., 1999; Mack et al., 2000).

Im Futsch Protein wurden zwei potentielle Phosphorylierungsstellen fiir die GSK38 gefunden
(Gordon-Weeks, pers. Mitteilung), die hinsichtlich einer Phosphorylierung untersucht
wurden. Zumindest eine der Phosphorylierungsstellen konnte verifiziert werden. Bei beiden
untersuchten Fusionsproteinen war nach Inkubation mit der GSK38 ein ,,Shift“ in der
Mobilitdt zu beobachten. Diese Verdnderung in der Mobilitdt von Proteinen beobachtet man
bei Klasse I-Phosphorylierungen, nicht jedoch bei Klasse II-Phosphorylierungen (Garcia-
Perez et al., 1998). Da nach dem in-vitro Kinase-Test im Western Blot kein BUGS-Signal fiir
das Fusionsprotein pMAL/Exon 8p zu sehen war, ldsst sich der ,,Shift der Proteinbande nur

durch eine Phosphorylierung erkldren, die nicht das BUGS-Epitop betrifft. Nach Inkubation
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des Fusionsproteins mit dem Hirnextrakt war dieser ,,Shift” nicht zu beobachten. Dies konnte
damit zu erkldren sein, dass die relative Menge an GSK38 im Hirnextrakt wesentlich geringer
war als bei einer reinen Inkubation mit der rekombinanten Kinase und daher eine
Phosphorylierung nur im geringen Mafe stattfand.

In Zellkulturexperimenten wurde versucht, die Phosphorylierung des Futsch Proteins durch
das Drosophila Homolog der GSK3B Kinase, Shaggy, nachzuweisen. Ein
immunohistochemischer Nachweis mit dem BUGS-Antikorper, dessen Epitop gegen eine von
GSK38 phosphorylierte Sequenz von MAP1B gerichtet ist, hétte bei Phosphorylierung ein
Signal zeigen miissen. Dieses konnte nicht beobachtet werden, daher wird moglicherweise
Drosophila Futsch an dieser Stelle nicht von der Shaggy Kinase phosphoryliert.
Moglicherweise beeinflusst eine Phosphorylierung von Futsch auch die
Bindungseigenschaften des Proteins an das Mikrotubuli-Cytoskelett. Fiir MAP1B ist gezeigt
worden, dass die nicht-phosphorylierte Form nicht an stabile Mikrotubuli bindet (Goold et al.,
1999). Eine in-vitro Phosphorylierung von Futsch und ein anschlieBender
Cosedimentationstest mit Mikrotubuli konnte hieriiber Aufschluss geben.

In-vitro Experimente haben gezeigt, dass MAPIB an Aktin bindet, aber eine
Phosphorylierung diese Bindung inhibiert (Noiges et al., 2002; Pedrotti und Islam, 1996).

Im Wachstumskegel wurde die Funktion der GSK38 auf die Aktin-Dynamik untersucht.
Zellkulturexperimente haben gezeigt, dass eine Inhibierung von GSK38 durch Lithium oder
SB-216763 zu einer signifikanten Reduktion der Filopodia-Dynamik in Wachstumskegel
filhrt (Owen und Gordon-Weeks, 2003). Die Filopodia Extension bzw. Retraktion hingt von
der Aktinfilament-Dynamik ab (Suter und Forscher, 2000), so dass vermutet wurde, dass
GSK38 die Aktinfilament-Dynamik im Wachstumskegel beeinflusst. Unklar ist, ob der Effekt
der GSK38 Inhibition auf die Filopodia-Dynamik von einer MAP1B Phosphorylierung
abhingig ist. Erste Hinweise dafiir liefern Zellkulturexperimente von kultivierten Neuronen
von MAPIB ,knockout“-Méusen. Hier beobachtet man eine Reduktion der Filopodia-
Dynamik im Wachstumskegel dieser Neurone (Gonzalez-Billault et al., 2002). Daher liegt die
Vermutung nahe, dass die Anderungen in der Filopodia-Dynamik nach Inhibition der GSK38
durch eine MAP1B Phosphorylierung vermittelt wird.

Interessant wire daher in diesem Zusammenhang die Colokalisation von Futsch' 1% mit
dem Aktin-Cytoskelett, da dieses Fusionsprotein eine Phosphorylierungsstelle enthélt, die

zumindest in-vitro von der GSK38 phosphoryliert wird.
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4.4 Die Phosphorvlierung erfolgt in spezifischen subzelluliiren Kompartimenten

Vergleicht man die Expressionsmuster von BUGS und 22C10, wird deutlich, dass diese sehr
dhnlich, aber nicht identisch sind. Beide Antikorper erkennen ein Epitop an den Axonen im
ZNS und PNS, BUGS erkennt jedoch nicht die Zellkérper. Da das BUGS-Epitop gegen eine
von der GSK38 phosphorylierte Sequenz von MAP1B gerichtet ist und eine Farbung nur in
den Axonen zu beobachten ist, wird Futsch an dieser spezifischen Phosphorylierungsstelle
wahrscheinlich nur im Axon phosphoryliert. Dies wiirde mit den Daten der von der GSK38
phosphorylierten Form des MAP1B Proteins libereinstimmen. Diese phosphorylierte Form ist
nur im Axon exprimiert (Gordon-Weeks und Fischer, 2000). Thre Funktion liegt in der
Regulierung der Mikrotubuli-Dynamik in wachsenden Axonen und im Wachstumskegel
(Goold et al., 1999). Dies ist wichtig fiir das axonale Wachsen und Anderungen der
Wachstumsrichtung eines Wachstumskegels (Mack et al., 2000; Gordon-Weeks, 2003). Die
stabilisierende Rolle von PI-MAPIB im Wachstumskegel konnte durch die Induktion einer
Wachstumsrichtungsédnderung durch Laserinaktivierung des Proteins direkt gezeigt werden
(Mack et al., 2000). Die lokale Inaktivierung von P1-MAPIB in einer Hilfte des
Wachstumskegels fiihrt zu lokalen Destabilisierung der Mikrotubuli in dieser Hélfte. Daher
ziehen sich hier die Lamellipodien des Wachstumskegels zuriick. Eine derartige
phosphorylierungsabhéngige Funktion wére fiir Futsch auch denkbar.

Eine ,,BUGS-Férbung® im Nervensystem ist erst ab Stadium 16 am Ende der Axonogenese zu
erkennen, wenn kein Auswachsen der Axone mehr erfolgt. Moglicherweise bindet Futsch im
phosphorylierten Zustand an das Mikrotubuli-Cytoskelett und stabilisiert dieses.

Fir MAPIB wurde vermutet, dass eine Phosphorylierung an spezifischen Stellen zu
Konformationsdanderungen fiihrt, so dass der inhibitorische Einfluss der schweren Kette auf
die leichte Kette aufgehoben ist (Togel et al., 1998). Dies wire fiir Futsch auch denkbar, dann
wiirde eine Phosphorylierung von Futsch die destabilisierende Funktion des C-Terminus
unterdriicken.

Die Phosphorylierung von Futsch scheint aber auch die Bindungseigenschaften dieses
Proteins zu verdndern. So konnte an Untersuchungen an der Drosophila NMJ gezeigt werden,
dass eine Phosphorylierung von Futsch durch die atypische Proteinkinase C (aPKC) die
Assoziation an die Mikrotubuli fordert, was letztendlich zu einer Stabilisierung der

Mikrotubuli fithrt (Ruiz-Canada et al., 2004).
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Das BUGS-Epitop ist aber auch in anderen Proteinen prasent, da BUGS in sich teilenden
Zellen junger Embryonen (vor Stadium 12) eine Féarbung zeigt, die 22C10 Expression jedoch
erst im Stadium 12 beginnt. Dieses unbekannte Protein stabilisiert in phosphorylierter Form
moglicherweise auch die Mikrotubuli, denn die dynamische Instabilitidt der Mikrotubuli ist
auch bei der Bildung der Mitosespindeln von Bedeutung. Von den Spindelpolen ausgehend
wachsen die Mikrotubuli in viele Richtungen. Dabei werden nur die Mikrotubuli stabilisiert,
die die Kinetochoren an den Centromeren der Chromosomen erreichen, die {ibrigen zerfallen,
weil sie ein freies Plusende haben (Kirschner und Mitchison, 1986). Die Wanderung der
Chromosomen zu den entgegengesetzten Polen setzt daher eine Stabilisierung der Mikrotubuli

voraus.

4.5 Die Bedeutung der Wingless-Signaltransduktionskaskade wihrend der

Svynaptogenese an der Drosophila NMJ

Wihrend der Synaptogenese an der Drosophila NMIJ tauschen priasynaptische und
postsynaptische Zellen Signale aus, die die Differenzierung der Synapse stimulieren und
koordinieren (Burden, 1998; Hall et al., 2000; Packard et al., 2002).

Die Bedeutung der WNT-Signaltransduktionskaskade ist vielfach hinsichtlich ihrer
Bedeutung fiir die neuronale Plastizitdt untersucht (Burden, 1998; Salinas und Hall, 1999;
Burden 2000; Hall et al., 2000; Packard et al., 2002). WNTs dienen als retrograde Signale
wihrend der Axon- und Wachstumskegeldifferenzierung (Burden, 2000). An der NMJ von
Drosophila ist Wingless pri- und postsynaptisch lokalisiert (Packard et al., 2002). Das Protein
wird von Typl-Boutons exprimiert und sekretiert, schlieBlich vom Muskel aufgenommen
(Packard et al., 2002). Die WNT-Funktion wird iiber die GSK38 vermittelt (Lucas et al.,
1998; Hall et al., 2000; Packard et al., 2002; Ciani et al., 2003). GSK38 wiederum reguliert
durch Phosphorylierung von MAPI1B die Stabilitdt der Mikrotubuli (Cook et al., 1996; Lucas
etal., 1998; Goold et al., 1999).

Eine Untersuchung an der NMJ in L3-Larven der wg”-Mutante ergab, dass ein Verlust von
Wingless zu einer Reduktion in der Anzahl der Boutons fiihrt. Diese sind grofBer als in
wildtypischen NMJ und bilden auflerdem keine aktiven Zonen aus (Packard et al., 2002).
WNT-Signale wirken inhibitorisch auf die GSK3B (Cook et al., 1996) und diese wiederum
kann iiber die Phosphorylierung von MAP1B auf die Mikrotubuli-Dynamik einwirken (Lucas
et al., 1998; Goold et al., 1999). Daher sollte die Funktion des Drosophila GSK3B-Homologs
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Shaggy wihrend der Synaptogenese untersucht werden. Hierfiir wurden ,,loss-of-function
und ,,gain-of-function* Experimente mit Hilfe des UAS/GAL4-Systems durchgefiihrt (Brand
und Perrimon, 1993). Zunichst wurde in sgg-mutanten L3-Larven die NMJ untersucht. Da
eine Verlustmutation im sgg-Gen embryonal letal ist, wurde ein hypomorphes Allel
verwendet, bei dem noch Restfunktion vorhanden ist (Bourouis et al., 1989 und 1990). Diese
Untersuchungen ergaben, dass in diesen Tieren die Anzahl der Boutons reduziert ist. Die
Muskelgrofle entspricht der des Wildtyps.

Die Boutonteilung setzt eine starke Reorganisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts voraus. Die
Expansion der synaptischen Struktur wiahrend des Wachstums der Larve und damit auch ihrer
Muskulatur geschieht zumeist durch das Knospen von ,,buds* aus den bereits bestehenden
Boutons, die sich dann vom Bouton 16sen und selber zu einem solchen reifen.

Eine Phosphorylierung von Futsch durch die atypische Proteinkinase C (aPKC) fordert die
Assoziation von Futsch an die Mikrotubuli und stabilisiert somit die Mikrotubuli in den
Boutons (Ruiz-Canada et al., 2004). In einem anfénglichen Stadium der Boutonteilung sind
die Mikrotubuli ungebiindelt und nicht-assoziiert mit Futsch sind; spéter dann assoziieren die
Mikrotubuli mit Futsch und werden so stabilisiert.

Der Verlust der Shaggy Kinase konnte zu einer reduzierten Phosphorylierung von Futsch
filhren, was die Bindung von Futsch an die Mikrotubuli herabsetzten wiirde und damit die
Reorganisation des Mikrotubuli-Cytoskeletts storen wiirde. Dies wiirde in sgg-mutanten
Larven zu einer verringerten Boutonteilung fithren und letztendlich in einer geringeren
Anzahl an Boutons pro Muskel resultieren, die eventuell groBer sind als im Wildtyp.

Eine Uberexpression der Shaggy Kinase lisst eine Hyperphosphorylierung von Futsch
vermuten, was zu einer stirkeren Bindung von Futsch an die Mikrotubuli fithren sollte. Dies
sollte die Mikrotubuli stabilisieren und somit auch die Boutonteilung inhibieren.

Eine panneurale Expression der verschiedenen Formen der Kinase (Shaggy™ und

activated

Shaggy ) fiihrte zu einer erwarteten Reduktion der Anzahl der Boutons. Ebenso fiihrte
die Uberexpression einer dominant negativen Kinase zu einer Reduktion der Boutons.
Allerdings phosphoryliert Shaggy noch weitere Proteine, die am Prozess der Synaptogenese
beteiligt sind. Fiir das Vertebraten Homolog GSK38 sind zahlreiche wichtige Substrate
bekannt, die in differenzierenden Neuronen phosphoryliert werden, u.a. APC und Tau (Doble
und Woodgett, 2003; Gordon-Weeks, 2003).

Interessanterweise fiihrt die Uberexpression der verschiedenen Shaggy Kinasen im Embryo

zu keinem Phénotyp. Das Nervensystem entwickelt sich normal. Daher ist die Shaggy Kinase

fiir den Prozess der Axonogenese offensichtlich nicht essentiell ist, wohl aber fiir den Prozess
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der Synaptogenese. Sollte Shaggy Futsch phosphorylieren und sich daher der futsch-dhnliche
Phénotyp in der NMJ in sgg-mutanten Larven zeigen, wiirde das bedeuten, das der Prozess
der Axonelongation unabhingig von Futsch gesteuert wird. Dafiir spricht die Tatsache, dass
in den futsch-Mutanten die Entwicklung des embryonalen Nervensystems normal verlduft
(Hummel et al., 2000) und die futsch**-Mutante, bei der es sich um eine Nullmutation

handelt, lebensfzhig ist.

4.6 Der futsch-mutante Synapsenphinotyp kann durch die Expression funktionell

wichtiger Dominen abgeschwicht werden

Um von der Sequenzhomologie zwischen Futsch und MAPI1B auf die funktionelle Relevanz
dieser konservierten Bereiche Riickschliisse ziehen zu konnen, wurde versucht, den futsch-
mutanten Synapsenphinotyp durch eine ubiquitdre oder panneurale Expression verschiedener
UAS-futsch-Konstrukte zu retten. Eine eingehende Analyse der NMJ in Bezug auf die
Boutonzahl, die Muskel 4 innervieren, ergab, dass der Synapsenphinotyp, der in den futsch-
Mutanten sichtbar ist, abgeschwicht werden kann. Dabei ist die Stirke der partiellen Rettung
zum einen von dem verwendeten UAS-futsch-Konstrukt abhéngig, zum anderen auch von der
GAL4-Linie, die die UAS-futsch-Konstrukte in entsprechenden Geweben treibt. Die
untersuchten futsch-Allele futsch™? und futsch®® zeigen zudem unterschiedliche Ergebnisse.
Der futsch***-mutante Phénotyp konnte durch die Expression des N- oder des C-Terminus mit
Hilfe des elav-GAL4-Treibers abgeschwécht werden (vgl. Tabelle 5). Die Expression von
futsch™ €™ fiihrte zu einer weiteren leichten Erhohung der Boutonzahl.

Daraus lésst sich schliessen, dass fiir die Synaptogenese funktionell wichtige Dominen in

diesen Konstrukten enthalten sind. Da zumindest durch ubiquitire Expression von futsch" <

Tem eine deutlichere Rettung erzielt wurde, als durch Expression des N- oder C-Terminus
alleine, konnte man vermuten, dass die terminalen Bereiche unterschiedliche Funktion haben.
Dies ist bereits fiir MAP1B beschrieben ist. Fiir Futsch konnte dies zumindest fiir den C-
Terminus in Bezug auf seine destabilisierende Wirkung gezeigt werden. Die Interaktion der
terminalen Bereiche ist fiir die korrekte Funktion von MAPIB von Bedeutung. In
Zellkulturexperimenten wurde die leichte Kette ohne die schwere Kette von MAP1B
transifiert. Dies flihrte zu einer Stabilisierung der Mikrotubuli. Diese Wirkung der LC1 wird

durch die schwere Kette supprimiert (Togel et al., 1998). Ein dhnliches Zusammenspiel der

terminalen Doménen wére daher auch fiir Futsch denkbar, wobei allerdings die Funktion der
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C-terminalen Doméne nicht in der Stabilisierung, sondern in der Destabilisierung der

Mikrotubuli liegt.

Der futsch"?-mutante Phénotyp konnte weder durch ubigitire noch durch panneurale
Expression des futsch™ ™™ bzw. des futsch“ ™™ abgeschwicht werden. Da dies im Gegensatz
zu den Ergebnissen steht, die mit der futsch**-Mutante gezeigt wurden, muss dies auf die
EMS-induzierte Mutation auf dem Chromosom N94 zuriickzufiihren sein. Die futsch**-
Mutante ist 22C10, anti-C-Term, anti-N-Term und BUGS negativ. Daher handelt es sich bei
der futsch*%-Mutante um eine Nullmutation.

Fiir den C-Terminus von Futsch kann eine die Mikrotubuli destabilisierende Funktion
konstatiert werden. Der N-Terminus bindet wie der C-Terminus direkt oder indirekt an die
Aktinfilamente. Denkbar ist, dass der N-Terminus von Futsch die Funktion des C-Terminus
inhibiert. Damit lieBe sich erkliren, dass bei der Rettung des futsch***-Mutante die beiden
Termini alleine nur schwach retten; beide zusammen wiirden eine Proteininteraktion und
damit die korrekte Funktion gewihrleisten. Die ektopische Expression des N- oder C-

. : N94
Terminus in der futsch

-Mutante wiirde so zu einem erhdhten Proteinlevel beziiglich des N-
oder C-Terminus fiithren, was die Funktion von Futsch storen wiirde. Ubereinstimmend wire
hiermit auch das Ergebnis der partiellen Rettung des futsch"’*-Synapsenphinotyps nach
Expression von futsch” <™ da hier die Proteinmengen beider terminaler Doménen nicht
gestort ist. Da die Futsch Proteinmenge in futsch™ *-Mutante gegeniiber dem Wildtyp stark
reduziert ist, priigt sich der Phiinotyp nach Uberexpression der Konstrukte im wildtypischen
Hintergrund in der NMJ in L3-Larven nicht aus.

Es konnte auch gezeigt werden, dass die Uberexpression der futsch-Konstrukte die normale
Entwicklung nicht storen. Im Prozess der Axonogenese scheint Futsch daher nicht essentiell,
wohl aber wihrend der Synaptogenese. Futsch konnte die Boutonteilung férdern, indem es die
Mikrotubuli im synaptischen ,,Joop* in dynamischer Instabilitét hélt.

Fiir Futsch konnte eine Phosphorylierung in-vitro bestitigt werden. Uber eine Funktion der
Phosphorylierung von Futsch ldsst sich daher nur spekulieren. Ein geeignetes Modellsystem
zur Untersuchung der Funktion der Phosphorylierung von Futsch fand in dieser Arbeit bereits
Verwendung, die Drosophila NMJ. Die ektopische Expression eines Konstruktes, das die
Sequenzen fiir die potentiellen Phosphorylierungsstellen enthélt, konnte indirekt Riickschliisse
auf die funktionelle Bedeutung dieser Phosphorylierungsstellen erlauben. Mdglicherweise
konnte die Expression eines Konstruktes, das die zu MAP1B homologen Bereiche und die

Phosphorylierungsstellen von Futsch enthélt, den Synapsenphénotyp stirker retten als die



Diskussion 77

bereits getesteten Konstrukte. Die hierflir notwendigen Experimente konnten aus Zeitgriinden

im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden.
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5. Zusammenfassung

Wichtige Aspekte der Entwicklung eines Nervensystems wie neuronale Differenzierung und
Verschaltung der Neurone des peripheren und des zentralen Nervensystems erfordern einen
prézise regulierten Aufbau des Cytoskeletts. In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion
des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Futsch wéhrend der Entwicklung des neuronalen
Cytoskeletts bei Drosophila melanogaster analysiert.

Futsch ist ein sehr groBes Mikrotubuli-assoziiertes Protein (>570kDa), das fiir die korrekte
Ausbildung des Mikrotubuli-Cytoskeletts von Bedeutung ist. Es handelt sich um das
Homolog des Vertebraten MAP1B Proteins.

Zu Beginn der Arbeit mussten zunédchst die zu MAP1B homologen Bereiche des Futsch
Proteins kloniert werden. Da aufgrund der GroBe des Transkriptes keine cDNA erhéltlich war,
wurden mittels Gene SOEing die homologen Bereiche amplifiziert (Horton et al., 1989;
Higuchi, 1990).

In Zellkulturexperimenten konnte gezeigt werden, dass der N-terminale und der C-terminale
Bereich von Futsch mit dem Aktin-Cytoskelett interagieren. Cosedimentationstest mit
Futsch™ "™ bzw. Futsch” " *™ und F-Aktin legten jedoch eine indirekte Interaktion nahe.

Fiir die zu MAPIB homologen Bereiche Futsch™ '™ bzw. Futsch®'®™ konnte keine
Colokalisation mit dem Mikrotubuli-Cytoskelett in Drosophila S2-Zellen konstatiert werden,
jedoch lassen Cosedimentationstest mit Futsch™ '*™ bzw. Futsch® ™ und Taxol-stabilisierten
Mikrotubuli eine die Mikrotubuli destabilisierende Funktion fiir den C-Terminus von Futsch
vermuten.

Die Generierung spezifischer anti-Futsch Antikorper sollte zum weiteren Verstdndnis des
Futsch Proteins beitragen.

Rettungsexperimente an der Drosophila NMJ haben gezeigt, dass der futsch-mutante
Synapsenphénotyp durch die Expression funktionell wichtiger Domédnen abgeschwécht
werden kann.

Die Aktivitét des Vertebraten Homologs MAP1B wird durch Phosphorylierung durch u.a. der
GSK38 Kinase beeinflusst, die auch im Drosophila Genom gefunden wurde. Die Sequenz
dieser Phosphorylierungsstelle findet man auch im Futsch Protein. Eine
Phosphorylierungsstelle konnte in einem in-vitro Kinase-Test bestétigt werden, Versuche zur

in-vivo Funktion einer Phosphorylierung von Futsch stehen noch aus.
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7. Anhang




I. Einzeldaten aus der Analyse der Anzahl der Boutons, die Muskel 4 innervieren

Dargestellt sind der Wildtyp und die futsch-Mutanten.

Genotyp/Larve Muskel 4, Nr.1 Muskel 4, Nr.2 Muskel 4, Nr.3 Muskel 4, Nr.4 Muskel 4, Nr.5
Wildtyp
Larve 1 47 46 63 58 47
Larve 2 44 40 50 55 50
Larve 3 53 44 56 56 56
Larve 4 57 51 53 50 44
Larve 5 49 45 58 53 52
Larve 6 50 48 52 51 56
K68
Larve 1 20 14 17 16 17
Larve 2 12 14 15 15 16
Larve 3 17 16 17 16 13
Larve 4 18 16 18 15 17
Larve 5 20 16 21 17 16
MA455
Larve 1 17 17 14 18 24
Larve 2 20 21 16 15 17
Larve 3 19 13 24 16 22
Larve 4 13 17 24 20 17
Larve 5 20 23 17 18 23
N94
Larve 1 16 23 15 22 20
Larve 2 15 13 17 15 15
Larve 3 15 18 19 16 23
Larve 4 12 15 14 14 15
Larve 5 17 20 20 23 18
P158
Larve 1 10 14 12 17 16
Larve 2 23 19 17 15 17
Larve 3 16 14 16 16 13
Larve 4 14 13 15 12 12
Larve 5 15 14 17 16 14
P28
Larve 1 11 17 15 13 12
Larve 2 14 13 15 15 13
Larve 3 17 12 15 16 16
Larve 4 13 17 15 15 19
Larve 5 14 13 17 13 15




I1. Einzeldaten aus der Analyse der Anzahl der Boutons, die Muskel 4 innervieren

Dargestellt sind die wingless-Mutante und die shaggy-Mutante.

Genotyp/Larve | Muskel 4, Nr.1 | Muskel 4, Nr.2 | Muskel 4, Nr.3 | Muskel 4, Nr.4 | Muskel 4, Nr.5
wingless
Larve 1 19 20 17 21 23
Larve 2 17 18 17 24 17
Larve 3 16 21 20 17 17
Larve 4 25 26 18 23 22
Larve 5 23 22 23 17 18
Larve 6 19 14 18 23 17
shaggy
Larve 1 23 28 18 25 13
Larve 2 15 15 22 14 23
Larve 3 21 18 16 25 23
Larve 4 30 28 34 31 22
Larve 5 23 35 26 21 32
Genotyp/Larve | Muskel 4, Nr.1 | Muskel 4, Nr.2 | Muskel 4, Nr.3 | Muskel 4, Nr.4 | Muskel 4, Nr.5
elav-GAL4/UAS-
fraX
Larve 1 29 33 27 28 33
Larve 2 28 29 31 26 27
Larve 3 32 30 34 29 27
Larve 4 33 33 29 33 31
shaggy/fragile X
Larve 1 23 27 25 18 24
Larve 2 22 18 22 26 23
Larve 3 21 21 18 25 22
Larve 4 28 28 24 21 26




III.  Einzeldaten aus der Analyse der Anzahl der Boutons, die Muskel 4 innervieren

Dargestellt sind die Larven, die ein UAS-Transgen und eine GAL4-Insertion tragen.

Genotyp/Larve Muskel 4, Nr.1 | Muskel 4, Nr.2 | Muskel 4, Nr.3 | Muskel 4, Nr.4 | Muskel 4, Nr.5
elav-GAL4/UAS-
588
Larve 1 28 13 18 19 15
Larve 2 18 17 22 23 15
Larve 3 17 25 19 16 16
Larve 4 19 15 18 23 15
elav-GAL4/UAS-
sggactivated
Larve 1 27 24 27 25 29
Larve 2 26 26 30 33 30
Larve 3 26 27 29 29 24
Larve 4 27 23 28 25 31
elav-GAL4/UAS-
sggDN
Larve 1 27 25 33 26 24
Larve 2 27 21 20 23 24
Larve 3 21 20 24 21 22
Larve 4 24 25 24 27 23




IV. Transgene UAS-futsch Fliegenstamme
Injiziertes Injizierte Geschliipfte Larven | Geschliipfte Fliegen Unabhiingige
Konstrukt Embryonen transgene Stimme
N-Term 1000 90 24 6
C-Term 1800 205 54 3
N+C-Term 1500 112 29 4




K68
h

V. Experiment zur Rettung des futsch™"°-mutanten Synapsenphinotyps. Aufgelistet

sind die Einzeldaten aus der Analyse der Anzahl der Boutons, die Muskel 4

innervieren
Genotyp/Larve | Muskel 4, Nr.1 | Muskel 4, Nr.2 | Muskel 4, Nr.3 | Muskel 4, Nr.4 | Muskel 4, Nr.5
K68,K68;da-
GAL4,UAS-
futsc JyN-Term
Larve 1 28 46 31 29 32
Larve 2 28 33 37 26 39
Larve 3 34 42 35 37 34
Larve 4 26 26 34 40 37
Larve 5 33 27 29 43 29
K68,K68;da-
GAL4,UAS-
futsch C-Term
Larve 1 37 27 27 25 33
Larve 2 28 29 39 33 29
Larve 3 27 26 29 29 37
Larve 4 34 32 27 26 27
Larve 5 30 25 28 33 34
K68,K68;da-
GAL4,UAS-
futsch™C-Tem
Larve 1 31 33 34 37 39
Larve 2 45 35 47 51 43
Larve 3 49 39 42 37 35
Larve 4 41 35 47 43 37
Larve 5 37 40 42 35 44




VI. Experiment zur Rettung des futsch**-mutanten Synapsenphanotyps. Aufgelistet
sind die Einzeldaten aus der Analyse der Anzahl der Boutons, die Muskel 4

innervieren

Genotyp/Larve Muskel 4, Nr.1 | Muskel 4, Nr.2 | Muskel 4, Nr.3 | Muskel 4, Nr.4 | Muskel 4, Nr.5
K68,K68;elav-
GAL4,UAS-futsch’™
Term

Larve 1 23 32 21 26 17
Larve 2 18 19 29 27 22
Larve 3 23 17 22 21 26
Larve 4 25 20 22 19 19
Larve 5 19 22 21 18 25

K68,K68;elav-

GAL4,UAS“™™

Larve 1 14 26 21 25 31
Larve 2 21 38 34 23 31
Larve 3 28 22 30 22 35
Larve 4 29 26 18 26 27
Larve 5 25 30 26 28 25

K68,K68;elav-

GAL4,UAS-futsch™*“
Term

Larve 1 24 22 28 27 20
Larve 2 37 23 32 28 26
Larve 3 32 34 29 27 27
Larve 4 26 28 24 26 20
Larve 5 20 26 28 30 26




VII. Experiment zur Rettung des futsch™*-mutanten Synapsenphinotyps. Aufgelistet
sind die Einzeldaten aus der Analyse der Anzahl der Boutons, die Muskel 4

innervieren.

Genotyp/Larve | Muskel 4, Nr.1 | Muskel 4, Nr.2 | Muskel 4, Nr.3 | Muskel 4, Nr.4 | Muskel 4, Nr.5
N94,N94;da-
GAL4,UAS-
futsc JyN-Term
Larve 1 17 19 16 21 24
Larve 2 15 16 25 17 19
Larve 3 25 22 15 16 18
Larve 4 19 15 22 21 25
Larve 5 19 15 23 23 21
N94,N94;da-
GAL4,UAS-
futsch C-Term
Larve 1 10 11 18 22 12
Larve 2 17 10 22 16 18
Larve 3 19 19 16 15 18
Larve 4 22 16 18 14 14
Larve 5 13 17 16 20 18
N94,N94;da-
GAL4,UAS-
futsc Jy VHC-Term
Larve 1 34 21 34 29 27
Larve 2 24 32 23 27 21
Larve 3 28 25 25 30 32
Larve 4 34 30 27 27 26
Larve 5 28 30 30 29 32




VIII. Experiment zur Rettung des futsch™*

-mutanten Synapsenphinotyps. Aufgelistet
sind die Einzeldaten aus der Analyse der Anzahl der Boutons, die Muskel 4

Innervieren

Genotyp/Larve | Muskel 4, Nr.1 | Muskel 4, Nr.2 | Muskel 4, Nr.3 | Muskel 4, Nr.4 | Muskel 4, Nr.5
N94,N94;elav-
GAL4,UAS-
futsc JyN-Term
Larve 1 21 12 17 18 20
Larve 2 17 16 16 19 22
Larve 3 20 18 25 19 16
Larve 4 19 17 21 15 16
Larve 5 16 15 21 15 17
N94,N94;elav-
GAL4,UAS-
futsch C-Term
Larve 1 18 21 21 30 33
Larve 2 20 18 19 25 21
Larve 3 19 19 24 19 23
Larve 4 22 32 23 27 26
Larve 5 22 19 23 25 18
N94,N94;elav-
GAL4,UAS-
futsc Jy VHC-Term
Larve 1 28 21 18 16 18
Larve 2 27 22 20 23 29
Larve 3 33 25 20 20 19
Larve 4 21 19 25 24 21
Larve 5 28 25 30 25 29




IX. Verwendete Oligonucleotide

Primer fiir das GeneSOEing

Exonl for
Bridge 1/2 for
Bridge 1/2 rev
Bridge 3/4 for
Exon 6 rev
Exon 5 rev
Bridge 2/3 for
Bridge 2/3 rev
Bridge 4/5 for
Bridge 4/5 rev
Exon 5 for
Exon 3 for
Bridge 5/6 rev
Bridge 5/6 for
Bridge 3/4 rev
Exon 4 rev
Exon 3 rev
Exon 6 rev
Exon 4 for
Exon 2 rev
Exon 1-4 rev
Exon 9 for
Bridge 9/10 for
Bridge 9/10 rev
Exon 10 rev

5" atgggacagcagcgagcagag

5 ttgegtatacgcacgegtggcaactgegec
5 ggcgcagttgccacgecgtgegtatacgea
5 tectggatattgcaggacggaaccttctcg
5'ggcttaacctcageecegeggctta
5'aagcatgttaaagccgttgatce

5 ccacttgatgcgcecctatgeccagegagaat
S attctcgctggcatagggegcatcaagtgg
S"atcaacggattcattgattacctcgegecee

5 gggcegegaggtaatcaatgaatcegttgat
5" gattacctcgegeccatggtgatg
5'tatgccagcgagaatctggtcacg
5'gaagccgecgtcaacaagcatgttaaagec
5" ggctttaacatgcttgttgacggeggcette
5'cgagaaggttccgtcetgeaatatccagga
5" aatgaatccgttgatgcactcget

5 ctgcaatatccaggaaccatttce

5" gttgacggeggcttcaaccgcaa

5 gacggaaccttctcggtggcggac

5 gggcgcatcaagtgggtttgaatt
5'gctggcatagggcegcatcaagt
5'caccactcgcaggagcagatgttg
5'gaggacaaggagttggaggtcaccattata
5 tataatggtgacctccaactccttgtecte

5" gaactctaggcggtaggccgagea

Primer fiir die RT-PCR

Upper primer
Lower primer

S'atgggacagcagcgagcagcagaggtggaga

5'tgggcggctcagaactttaggettggcattttg

Sequenzierprimer Exon 1-6p

For 1
For 2
For 3
For 4
Rev 1
Rev 2
Rev 3
Rev 4

5 atattgcaggacggaaccttc

5 catggtgatgccaacctcget
5’ cggtcaacctctatcacaagg
5'cagcaggataacaaagcgaag
5 ctegtgetecggttetgeate
5'tgagtcacgcgetggacttat
5" gcagcattgtggctttagatc
5'agacatataacgttggatggg

Sequenzierprimer Exon 9+10

For 1
For 2
For 3

5'tcceggecgecatggeggecg

5'ggcagcgaggacgacgaggac
5'gcacttgaggagcacgtacag



For 4 5 cccaagaaggaacgecgectg

Rev 1 5 ccatatggtcgacctgcagge
Rev 2 5" ggcecttgttgggatgatteget
Rev 3 5'ttecatttecteggecttega
Rev 4 5'cacacggagctagagtgttg

Klonierung der Exons 1-6p in den pMAL

1-6p for +BamHI 5 gggaatggatccatgggacagcagega
1-6p rev +Sall 5'taggtcgaccagaagatgcatcaactc

Klonierung der Exons 9+10 in den pUAST
Exon 9+10+ATG for 5'tcgattatgcaccactcgcaggageag
Klonierung der Exons 9+10 in den MAL

For 5 cgcgaattcatgcatcaccatcaccatcac
Rev 5'gcgaagcttgaactctaggeggtagge

Klonierung der Exons 1-6p+9-10 in den pMAL

For 5’ ccacgtcgacctcaccactcgecaggag
Rev 5" agatctaagcttgaattcactagtgat

Klonierung der Bereiche in den MAL, die die potentiellen Phosphorylierungsstellen
enthalten

Exon 7p for 5 gtttctggatcectatetgtggee
Exon 7p rev 5" gaagtcgacatgagccacatctac
Exon 8p for 5 gacgtcgacgagcggtccagt
Exon 8p rev 5'taaaagcttctgcatttccag

Klonierung der Bereiche in das Konstrukt pMAL/1-6p-9-10, die die potentiellen
Phosphorylierungsstellen enthalten

Exon 7p for 5'cgacgtcgacctgtggecagt
Exon 7p rev 5 gactcgagcatgagccacatc
Exon 8p for 5" agtgttaagggtcgacgttccaag

Exon 8p rev 5 gcttactcgagcectgcatttccag



X. Abkiirzungen

aa Aminosduren

AK Antikorper

AMP Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

BCIP 5-Brom-4-Chloro-3-Indolylphosphat
BDGP Berkeley Drosophila Genome Project
bHLH basic Helix loop Helix - ein DNA Bindungsmotif
bp Basenpaare

DAB Diaminobenzidin

DEPC Diethylpyrocarbonat

DER Drosophila melanogaster EGF - Rezeptor
DIG Digoxigenin

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsufoxid

DNA Desoxy-Ribonucleinséure

dNTP Desoxynucleotid

DTT Dithiothreitol

ECM extracellular matrix - extrazelluldre Matrix
EDTA Ethyldiaminetetraacetat

EGF epidermal growth factor - epidermaler Wachsrumsfaktor
EGF-R EGF - Rezeptor

EMS Ethylmethylsulfonat

EtOH Ethanol

FBS fetal bovine serum - fotales Kélberserum



Fix
GFP
GMR

GS

HRP
ISN
JNK
kb
mAb
MeOH
MG
min ()
ML
MWP
NBT
n.d.
OAc
ORF
pBS
PBS
PBT
PMSF
pCC
PCR

PFA

Fixativ

green flourescent protein - griin floureszierendes Protein
Glass Multimer Reporter

goat serum - Ziegen Serum

hour - Stunde

horseradish peroxidase - Meerretich Peroxidase
Intersegmentaler Nerv

Jun - N - terminale Kinase

Kilobasen

monoclonal Antibody - monoklonaler Antikorper
Methanol

Mittellinien Glia

Minute

Mittellinie

Multiwell-Plexiglasplatte

Salzpuffer zur pH-Wert Pufferung um pH 9
nicht bestimmt

Acetat

open reading frame - offenes Leseraster
Bluescript Vektor (Stratagene)

Phosphatpuffer zur pH-Wert Pufferung um pH 7
PBS mit 0,1% Triton X100 versetzt
Phenylmethylsulfonyfluorid

posterior corner cell - posteriore Eckzelle
polymerase chain reaction - Polymerase Kettenreaktion

Paraformaldehyd



PNS
PT
RNA
RNAse
rpm
RT
RTK
s()
SDS
UAS
i.N.
UAS
UTR
VUM
X-Gal

ZNS

peripheres Nervensystem

Phénotyp

Ribonucleinsdure

Ribonuclease A

rounds per minute - Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Rezeptor - Tyrosin - Kinase

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

upstream activating sequence - oberhalb aktivierende Sequenz
iiber Nacht

upstream activating sequenz

untranslated region - untranslatierter Bereich
ventral unpaired median (Neurone der Mittellinie)
5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-p-D-galactopyranosid

zentrales Nervensystem



Danksagung

Die vorliegende Dissertation wurde unter der Betreuung von Prof. Dr. Christian Kldmbt am
Institut fiir Neuro- und Verhaltensbiologie der Westfdlischen-Wilhelms-Universitit in
Miinster angefertigt.

Christian danke ich sehr herzlich fiir die Bereitstellung des interessanten Themas und seine
permanente Hilfs- und Diskussionsbereitschatft.

Herrn Prof. Dr. Martin Bihler méochte ich fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens danken.

Ein ganz besonderer Dank geht an Monika Frohlich fiir ihre Hilfe wéhrend der
Zellkulturexperimente.

Bedanken mochte ich mich auch bei Ingrid Bunse fiir die unzédhligen perfekten Sequenzen
und Sven Bogdan fiir viele Anregungen und interessante Gespréche.

Ein herzliches Dankeschon an Jorn Hiilsmeyer und Jens Hillebrand fiir die Hilfsbereitschaft

am Computer.

Ausserdem danke ich Uwe Lammel, Sven Bogdan, Jens Hillebrand, Dirk Langehans, Jorn
Hiilsmeyer, Gundula Edenfeld, Ingrid Bunse, Karin Krukkert, Alexandra Mertens, Mareike
Strunk, Tobias Stork und Raiko Stephan fiir die tolle Arbeitsatmosphire und die gute

Zusammenarbeit.

Meinen Eltern mochte ich dafiir danken, dass sie mir das Studium ermdglicht haben.








