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1. Einleitung

1.1 Drosophila melanogaster - ein Modellorganismus der Genetik und Neuro-

biologie

Seit fast einem Jahrhundert ist die Fruchtfliege Drosophila als Modellsystem in der
Biologie etabliert. Mit ihr konnen seither die unterschiedlichsten Fragestellungen be-
leuchtet und auch beantwortet werden.

Wurden in den ersten Arbeiten mit Drosophila vor allem genetische Aspekte unter-
sucht, hat sich das Spektrum der Fragen mit Drosophila seither dramatisch erweitert.

Hierzu gehoren unter anderem Untersuchungen von:

- Entwicklung und Differenzierung: - vollstandiger Organismen (z. B. Nusslein-
Volhard, 1991)
- einzelner Organe, wie z. B. Nervensystem und
Gehirn (Sentry et al., 1994; Hummel et al.,
1997; Reichert und Boyan, 1997)
- molekularer Systeme, wie z. B. die Synapse
(Featherstone und Broadie, 2000)

- Gedachtnis und Lernen (Wolf et al., 1998; Dill et al., 1995; Zars et al., 2000; Putz
und Heisenberg, 2002)

- synaptischer Funktion und Plastizitat (Jan und Jan, 1976; Schuster et al., 1996 a,
b; Koh et al., 2000; Yoshihara et al., 2002)
- Krankheiten, wie z. B. cystischer Fibrose (Zhang et al., 2002; Mochowski, 2002)
und neurodegenerativer Erkrankungen, wie z. B. der
Huntingtonschen Krankheit (Sipione und Cattaneo, 2001;

Review von Muchowski, 2002).

Um die Komplexitat dieser sehr verschiedenen und doch zusammenhangenden
Themengebiete aufklaren zu kdnnen, ist es unerlasslich, auf molekularer Ebene ein-
zelne Faktoren zu beleuchten. Die Funktionsanalyse einzelner Gene erfolgt dazu be-
vorzugt durch selektives Ausschalten und anschlieRende Analyse von Veranderun-
gen in Morphologie, Verhalten und Funktion. Hierbei kann Drosophila als Modellor-

ganismus eine Vielzahl an Vorteilen in sich vereinen:



1. Einleitung Seite - 2 -

eine kostengunstige, sowie Zeit- und Platz sparende Zucht mit kurzen Genera-
tionszyklen und groRen Nachkommenzahlen.

ein relativ Uberschaubares, einfach strukturiertes Nervensystem mit einem
Gehirn aus ca. 200.000 Nervenzellen (Doe und Technau, 1993). Die Struktu-
ren sind weitestgehend aufgeklart, charakterisiert und teilweise flr einzelne
Neurone und deren Verbindungen beschrieben (Lnenicka et al. 2000; Hoang
und Chiba, 2001). Dabei wurden beginnend mit der neuronalen Struktur des
Embryos Uber die verschiedenen Larvalstadien bis hin zum adulten Tier alle
Entwicklungsstufen einbezogen.

Mit Blick auf ihr komplexes Verhaltensrepertoire stellt Drosophila gegenwartig
den Organismus mit den besten Madglichkeiten der Manipulierbarkeit dar.
Neue Techniken zum gezielten Ausschalten von Genen (P-Element-
Mutagenese, RNAI, gene-targeted homologe Rekombination), das vollstandig
sequenzierte und offentlich zugangliche Drosophila-Genom, umfangreiche Da-
tenbanken (Flybrain, Flybase, usw.), sowie interdisziplinare molekularbiologi-
sche, elektrophysiologische, immunhistochemische und mikroskopische
Techniken erleichtern und verkirzen hierbei den Forschungsaufwand, um
neue Erkenntnisse zu gewinnen.

Trotz der relativen Einfachheit des Organismus Drosophila lassen sich ge-
wonnene Forschungsergebnisse haufig auf Vertebraten Ubertragen und besit-
zen somit auch fur die Humanmedizin eine erhebliche Relevanz. Essentielle
Proteine, die eine grundlegende Funktion innerhalb eines Organismus aus-
Uben, sind im Lauf der Evolution teilweise konserviert worden. Somit gibt es
bei hdheren Spezies, insbesondere beim Menschen, eine Vielzahl von Protei-
nen, deren Struktur und/oder Funktion homolog zu denen in Drosophila ist.
Beispiele hierfur sind neuronal exprimierte Proteine, die als Homologe sowohl
in Drosophila als auch im Menschen vorkommen (z. B. Sudhof et al., 1989;
Pflugfelder et al., 1992; Reifegerste et al., 1993; Coppola und Gundersen,
1996; Klagges et al., 1996; Kao et al.; 1999). Die Ubertragbarkeit der For-
schungsergebnisse von Drosophila auf den Menschen steht bei aller Vorsicht
auller Frage. Da aber die Forschung an héheren Vertebraten, und speziell am
Menschen ethisch und auch praktisch hochst fragwirdig ist, ist der Modellor-

ganismus Drosophila fir eine effiziente Forschung unerlasslich.
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1.2 Die neuromuskuldre Synapse von Drosophila

In der Neurobiologie gibt es auch im 21. Jahrhundert noch viele offene Fragen: Wie
differenzieren sich Zellen in verschiedenen Gewebskontexten? Wie finden Neurone
ihr Ziel? Wie wird die Ausbildung von Synapsen gesteuert und wer dirigiert das Or-
chester der zahlreichen synaptischen Proteine? Unterliegen Synapsen einem Wan-
del und wenn ja, wodurch wird Plastizitat reguliert und kontrolliert?

Um solche Fragen zu beantworten, bedarf es eines Systems, das alle bekannten E-
lemente einer Modell-Synapse enthalt, gut kontrollier- und manipulierbar ist.

Die neuromuskulare Synapse dritter Larven von Drosophila erfullt diese Bedingungen
nahezu in idealer Weise, da in diesem System eine Arbeit auf Einzel-Zell-Niveau
maglich ist. Viele der synaptischen Proteine, die an der Transmitterfreisetzung betei-
ligt sind, kommen in den synaptischen Endigungen von Motoneuronen dritter Larven,
in Gehirnen adulter Fliegen und als Homologe auch in Vertebraten-Synapsen vor
(Broadie, 1994; Keshishian et al., 1996; Broadie, 1998; Koh et al., 2000). Beispiele
hierfur sind Discs-large (DLG), die Drosophila Membran-Assoziierte Guanylat Kinase
(MAGUK), welche homolog zur Familie der PSD-95/SAP90-Proteine ist (Lahey et al.,
1994; Budnik et al., 1996; Guan et al., 1996; Tejedor et al., 1997; Thomas et al.,
1997) und Fasciclin Il (Fasll), das strukturelle Homologie zu neuronalen Zell-
Adhasions-Molekilen (NCAMs) besitzt (Schuster et al., 1996b; Thomas et al., 1997;
Zito et al., 1997). Des Weiteren kdnnen die Drosophila Ca®*/Calmodulin abhangige
Kinase Il (CaMKIl) (Griffith et al., 1993; Koh et al., 1999) sowie die Drosophila cAMP
abhangige Protein Kinase (PKA) (Review Davis et al., 1998) genannt werden (Koh et
al., 2000)

Die Anatomie wandernder, spater dritter Larven von Drosophila ist relativ Ubersicht-
lich. Die Larve lasst sich in 6 Kopf-, zehn Abdominal- und drei Thorakalsegmente
gliedern (Ashburner, 1989; Cohen und Jirgens, 1991). Die Kérperwandmuskulatur
wird aus ca. 400 Muskeln gebildet (Jan und Jan, 1976). In jedem abdominalen Hemi-
segment von A2-A7 kénnen die 30 Muskeln anhand ihrer Position, Groe und Orien-
tierung leicht erkannt werden (s. Abb. 1.1). Lediglich in A1 und den hinteren Abdomi-
nalsegmenten unterscheiden sich die Muster (Sink und Whitington, 1991; Keshishian
et al., 1994; Gramates and Budnik, 1999; Featherstone und Broadie, 2000).
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ventral = + dorsal

Abb. 1.2: Muskelanordnung in drei verschiedenen Segmen-
ten und Schichten; modifiziert nach Abmayr et al., 1995

Abbildung 1.1: Segmentale larvale
Organisation. Pfeilspitzen markie-
ren die Langsmuskeln 7, 6, 13, 12.
Modifiziert nach Budnik et al., 1990

Zur Verdeutlichung sind in Abb. 1.2 die einzelnen Schichten der Kérperwandmusku-
latur getrennt voneinander abgebildet. Die einer Schicht zugehérigen Muskeln sind
dabei schwarz ausgefiillt dargestellt, Muskeln des als ,1“ bezeichneten Hemisegmen-
tes befinden sich dabei im Korperinnern, Muskeln des Halbsegments ,3“ direkt unter

der Cuticula.

Die 30 Muskeln werden durch ein ebenso stereotypes, sich in jedem Halbsegment
wiederholendes Set von ca. 34 Motoneuronen innerviert. Die das Ventralganglion
verlassenden Axone sind in einem groRen Nerv zusammengefasst, der in die sechs
Nervenstrange SNa (segmental nerve branch a), SNb (auch bekannt als ISNb), SNc,
SNd, ISN (intersegmental nerve branch) und TN (transverse nerve) gegliedert wer-
den kann (Van Vactor et al.,1993; Hoang und Chiba,, 2001) (s. Abb. 1.1). Durch
Backfill-Experimente konnten in der Vergangenheit annahernd alle Motoneurone, de-
ren Position im CNS, sowie deren Innervierungs- und Verzweigungsmuster beschrie-
ben werden. (Sink und Whitington, 1991; Bate, 1993; Keshishian et al. 1994, 1996;
Featherstone und Broadie, 2000; Hoang und Chiba, 2001). Die axonalen Endigun-

gen der Motoneurone verzweigen sich auf dem bzw. den Zielmuskeln, die im Gegen-
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satz zur Vertebratenmuskulatur jeweils aus einer einzigen polyenergiden Muskelzelle
bestehen. Dabei formen die Neuriten auf den Muskeloberflachen sog. Varikositaten
oder Boutons. Hierbei handelt es sich um rundliche Verdickungen, die eingebettet in
die Muskeloberflache mit einem mehr oder weniger ausgepragten subsynaptischen
Retikulum (SSR) den Ort der synaptischen Ubertragung darstellen. Das SSR wird
dabei von der umgebenden Muskelmembran ausgebildet (Atwood et al., 1993; Jia et
al., 1993) und tragt die Rezeptorcluster. Die Varikositaten werden anhand ihrer Gro-
Re, Form und Auspragung des SSR, sowie ihres Inhaltes in drei Hauptgruppen ge-

gliedert:

- Typ | boutons:  Typ Ib: GroRe (3-6um Durchmesser) runde Boutons mit einem
ausgepragten SSR. Axonale Endigungen, die diesen Bou-
ton-Typ formen, sind eher kurz und wenig verzweigt. Sie

kommen auf allen Muskeln vor.

Typ Is: Kleinere (2-4um) runde Boutons mit einem kleineren SSR.

{@ Axonale Endigungen, die diesen Bouton-Typ formen, sind
\f‘?’_g;, meist etwas langer und verzweigen auch starker als bei
aus: Jia et al., 1993 Typ Ib. Auch sie sind auf allen Muskeln lokalisiert. Beide

Bouton-Typen verwenden als Neurotransmitter Glutamat.
(Johansen et al., 1989a; Nishikawa und Kidokoro, 1995;
Guan et al., 1996; DiAntonio et al., 1999).

- Typ Il boutons: Sie sind von allen Typen die kleinsten (1-2um). lhre axonalen En-
digungen sind am langsten und weisen den starksten Verzwei-
gungsgrad auf. Sie kommen auf den meisten Muskeln vor (Johan-
sen et al., 1989a; Monastirioti et al., 1995; Petersen et al., 1997).

- Typ lll boutons: Sie besitzen eine mittlere Grofle von ca. 2-3um und eine ovale

Form. Die axonalen Endigungen weisen eine mittlere Lange, so-

=
ﬁ.@;u - wie einen mittleren Verzweigungsgrad auf. Boutons vom Typ Il
Q}_"“// sind nur auf dem ventralen Longitudinalmuskel 12 lokalisiert und

aus: Jia et al., 1993
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verwenden zusatzlich zu Glutamat Insulin als Cotransmitter (Gorc-
zyca et al., 1993). Die aktive Zone weicht in ihrer Ultrastruktur von
Typl-Boutons ab, da hier statt der in Typl-Boutons vorkommenden
T-Bars lediglich unspezialisierte Verdickungen zu erkennen sind
(Jia et al., 1993).

Alle 30 Muskeln werden durch einzelne glutamaterge Motoneurone innerviert, bei ei-
nigen wenigen ist jedoch auch Polyinnervierung zu beobachten. Untergruppen von
Muskeln werden von Motoneuronen innerviert, die zusatzlich Octopamin (Halpern et
al., 1988; Monastirioti et al., 1995), Proctolin (Anderson et al., 1988), PACAP (Feany
und Quinn, 1995; Zhong und Pena, 1995; Zhong, 1995), Leucokinin | (Cantera und
Nassel, 1992), Insulin (Gorczyca et al., 1993) als Cotransmitter oder Neuromodulato-
ren enthalten (Atwood et al., 1993; Keshishian et al., 1996; Budnik, 1996). Wie be-
reits erwahnt, besteht bei Drosophila im Gegensatz zur Vertebratenmuskulatur der
Muskel aus einer einzelnen polyenergiden Muskelzelle. Wahrend die axonale Reizlei-
tung nach der Alles-oder-Nichts-Regel erfolgt, hat diese Regel im Gegensatz zur Ver-
tebratenmuskulatur im Muskel keine Gultigkeit. Aktionspotentiale werden hier gradu-
iert weitergeleitet. Wahrend die Kontraktionsintensitat bei Vertebraten vorwiegend
Uber die Aktionspotential-Frequenz gesteuert wird, geschieht dies bei Drosophila U-

ber die ausgeschuttete Transmittermenge.

In den letzten Jahren konzentrierten sich die Arbeiten an der neuromuskularen Sy-
napse von Drosophila vor allem auf die ventralen Longitudinalmuskeln 13/12 und 7/6,
im besonderen aber auf die Muskeln 7 und 6, da sie leicht zuganglich sind. Beide
Muskeln verlaufen ventral durch alle Halbsegmente der Lange nach durch die Larve,
wobei sie durch die Segmentgrenzen voneinander elektrisch abgekoppelt werden
(Jan und Jan, 1976). Sie werden ausschlieBlich durch glutamaterge Typ | - Boutons
innerviert. Abb. 1.3 zeigt die Kamera-Lucida-Zeichnung der Innervierungsmusters der
Muskeln 6, 7, 12 und 13. Das Innervierungsmuster variiert dabei innerhalb der Seg-
mente hinsichtlich der Anzahl der Verzweigungen, sowie der Zahl der Boutons, die

bei den posterioren Segmenten abnehmen (s. Abb. 1.4).
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Abbildung 1.4: Innervierungsmuster der Mus-
keln 7, 6, 13, 12 (von links nach rechts) in
den Hemisegmenten A2 und A6 (aus: Budnik
et al., 1990)

Abb.1.3: abgeéandert; aus: Bud-
nik et al., 1990

Muskel 6 wird durch zwei Motoneurone innerviert (Jan und Jan, 1976a; Atwood et al.,
1993). Diese besitzen unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften, insbe-
sondere unterschiedliche Schwellenwerte und kinetische Eigenschaften (Jan und
Jan, 1976a; Kurdyak et al., 1994; Lnenicka und Keshishian, 2000). Aufgrund physio-
logischer Eigenschaften werden sie von Lnenicka et al. (2000) als Axon 1 und 2 be-
zeichnet, wahrend sie aufgrund unterschiedlicher morphologischer Strukturen von

Hoang et al. (2001) als Motoneurone MNG6/7-1b und MNSNb/d-Is bezeichnet werden.

Die Untersuchungen der neuromuskularen Synapsen reichen weit in die Vergangen-
heit. Bereits im 18. Jahrhundert war bekannt, dass neuromuskulare Systeme von In-
sekten als Modellsystem dienen kdonnen. Mitte der 70er-Jahre stellten Jan und Jan
(1976) zum ersten Mal die larvale neuromuskulare Synapse von Drosophila melano-
gaster als Modellsystem vor. Bereits in dieser Zeit wurde die Bedeutung der Einfach-
heit der larvalen neuromuskularen Synapse in einem multizelluldren Organismus er-
kannt. Aber erst Ende der 80er Jahre konnte die eigentliche Bedeutung der larvalen

neuromuskularen Synapse vollends erschlossen werden. Neue technische Gerate in
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Kombination mit neuen elektrophysiologischen, immunhistochemischen mikroskopi-
schen Methoden erweiterten das Spektrum erheblich. In den frihen 90er Jahren
wurde dann die larvale neuromuskulare Synapse endgultig zum Modellsystem, als
durch neue Mdoglichkeiten der gentechnischen Manipulation viele Fragen der Ent-
wicklung, Steuerung neuronaler Netzwerke und synaptischer Prozesse untersucht,
sowie die daftr verantwortlichen Gene identifiziert werden konnten.

Als Beispiele hierflir seien nur einige exemplarisch genannt:

- Das pra- und postynaptisch lokalisierte Zelladhasionsmolekul Fasciclin 1l (Fas II)
spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung, dem Wachstum und der Stabilitat, sowie
der strukturellen Plastizitdt von glutamatergen neuromuskuléren Synapsen in Dro-
sophila (Schuster et al., 1996 a, b).

- Das im Nucleus lokalisierte Protein Latheo, das fir ein ORC (origin of replication
complex)-Protein kodiert, ist an den synaptischen Endigungen von Motoneuronen
dritter Larven konzentriert und hat eine wichtige Funktion in der Entwicklung von neu-
romuskularen Synapsen sowie deren Plastizitat (Rohrbough et al., 1999; Feathersto-
ne und Broadie, 2000).

- Das transmembrane, in einem kleinen Subset von Motoneuronen und Muskeln drit-
ter Larven exprimierte Drosophila Protein Capricious (CAPS) spielt eine Rolle in neu-

ronalem Pathfinding (Taniguchi et a.., 2000).

- Die Gene dunce (dnc) und rutabaga (rut), die in Experimenten zur Isolierung von
Lern- und Gedachtnismutanten gefunden wurden, beeinflussen Uber die Regulation
der Konzentration von cAMP die Ultrastruktur der Synapse (Shayan und Atwood,
2000).

- Glutamat, welches nicht vesikular ausgeschuttet wird, reguliert in der Entwicklung
der neuromuskularen Synapse das postynaptische Rezeptor-Feld-Clustering
(Featherstone et. al., 2002).

- Das zum Vertebraten-Protooncogen Wingless (Wnt) homologe Drosophila-

Morphogen Wingless (Wg) stellt ein wichtiges Signal fur die pra- und postsynaptische
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Differenzierung der larvalen neuromuskularen Synapse von Drosophila dar (Packard
et al., 2002).

- Durch Analyse verschiedener Mutanten, die fur spezifische Domanen defizient wa-
ren, konnte gezeigt werden, dass Synaptotagmin | in Drosophila als Calcium-Sensor

die Transmitterausschuttung synchronisiert (Yoshihara und Littleton, 2002).

1.3 Das Cystein-String-Protein (CSP) in Drosophila melanogaster

Das Cystein-String-Protein wurde mithilfe des monoklonalen Antikorpers MAK
DCSP-1 als synaptisches Protein identifiziert. Die Klonierung des Gens erfolgte nach
der Methode ,Vom Antikérper zum Gen® in Wirzburg (Young und Davis, 1983 a/b;
Zipursky et al., 1984; Zinsmaier et al., 1990). Die Analyse von cDNAs zeigte, dass
durch alternatives Spleilen mindestens 3 mRNA-Varianten erzeugt werden. Auf
Western-Blots werden vom MAK DCSP-1 vier Isoformen der Grofte 32, 33, 34 und
36 kD detektiert (s. Abb. 1.5).

Cystein string

36 kD —

34 kD

33 kD

32kD e
1Kb

Abbildung 1.5: Genomische Organisation von csp mit Western Blot aller vier Isoformen

Immunhistochemische Farbungen an adulten Drosophila-Kopfgefrierschnitten mit
dem monoklonalen Antikdrper DCSP-1 (MAK ab49/92) zeigen eine Farbung des ge-
samten Neuropils (s. Abb. 1.6), sowie der synaptischen Endigungen der Motoneuro-
ne. Zusatzlich wird CSP in allen sekretorischen Organellen, sowie in geringen Kon-
zentrationen in der Muskulatur exprimiert (Buchner und Gundersen, 1997; Chamber-

lain und Burgoyne, 2000; Zinsmaier und Bronk, 2001). Wahrend im Nervensystem al-
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le vier Isoformen exprimiert werden, lasst sich in allen anderen untersuchten Gewe-

ben nur die gréfite Isoform (36 kD) nachweisen (Eberle et al., 1998).

L=
1.8 o 2
" ¢

Abbildung 1.6: Immunhistochemische DAB-Farbung mit
MAK ab49 (1:50) eines Kopf-Kryostatschnittes von w8,
Gut erkennbar ist die Farbung des Neuropils von Zentralge-
hirn und optischen Loben.

CSP weist mehrere charakteristische Strukturen auf, die in folgender, nicht malf3-

stabsgerechter Skizze gezeigt und erlautert werden:

PKA-Phosphory-
lierungsstelle

Linker-Domane

|

Cystein String
...VVICCAVITGCCCCCCCCCCCNFCCGKEF...

- N-terminale Phosphorylierungsstelle: Es konnte gezeigt werden, dass Vertebraten-
CSP an Ser'® durch die cAMP-abhingige Protein-Kinase A (PKA) phosphoryliert

wird. Hierdurch werden Interaktionen mit den synaptischen Proteinen Syntaxin und
Synaptotagmin | reduziert. Méglicherweise werden durch die Phosphorylierung exo-

cytotische Prozesse moduliert (Evans et al., 2001, 2002).



1. Einleitung Seite - 11 -

- N-terminale J-Domane: Sie zeigt 50% Homologie zum bakteriellen Chaperone-

Protein DnaJ. Innerhalb der Domane scheint das hoch konservierte HPD-Motiv flr
eine Interaktion mit Chaperonen der Familie Hsp70 verantwortlich zu sein (Zhang et
al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass in Vertebraten CSPs an HSC70 binden
und dessen ATPase-Aktivitat positiv stimulieren kdnnen (Baun et al., 1996; Chamber-
lain und Burgoyne, 1997; Stahl et al., 1999). In Drosophila interagieren csp und
hsc70-4 auf genetischer Ebene (Bronk et al., 2001). Als dritte Komponente in diesem
Chaperone-Komplex wurde in einem Yeast-Two-Hybrid-Screen das ,Small glutami-
ne-rich tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein® SGT gefunden. TPR-
enthaltende Proteine wie SGT wurden urspriinglich wegen ihrer Interaktionen mit
Hullproteinen von Viren, wie z. B. HIV-I gefunden (Callahan et al., 1998). Die Zielpro-
teine dieses trimeren Protein-Komplexes sind bisher unbekannt. Nach Tobaben et
al.,, 2001, konnte CSP uber die J-Domane Hsc70 rekrutieren und mit der C-
terminalen Domane an SGT binden. Wechselwirkungen zwischen Hsc70 und SGT
kénnten anschlieRend diesen Komplex stabilisieren. Die Interaktionen von CSP und
SGT innerhalb des Komplexes wirken superadditiv auf die ATPase-Aktivitat. Sowonhl
in Vertebraten als auch in Invertebraten konnten Interaktionen gezeigt werden, die
madgliche Zielproteine dieses Komplexes identifizieren kdnnten. In Vertebraten inter-
agiert CSP sowohl mit der aj;A-Untereinheit von spannungsabhidngigen Ca®'-
Kanalen, als auch mit verschiedenen Untereinheiten von G-Proteinen, wie z. B. der
Ga- oder der Gpy Untereinheit, die diese Kanale ihrerseits modulieren (Leveque et
al., 1998; Seagar et al., 1999; Magga et al., 2000, Miller et al., 2003). Leveque et al.
(1998) zeigten ebenfalls eine Interaktion mit dem SNARE-Protein Synaptobre-
vin/VAMP auf. Fur Drosophila konnte gezeigt werden, dass CSP mit Syntaxin, einem
weiteren Protein des SNARE-Komplexes interagiert (Nie et al., 1999; Evans et al.,
2001).. AuBRerdem wurde eine Interaktion mit Synaptogamin beschrieben (Evans et
al., 2002).

Die Bedeutung von Chaperone-Komplexen wurde in der Literatur der letzten Jahre
hervorgehoben und auch flir CSP beschrieben (z. B. Chamberlain und Burgoyne,
2000; Zinsmaier und Bronk, 2001). Im Zusammenhang mit den in der letzten Zeit
stark ins Blickfeld geruckten neurodegenerativen Erkrankungen wird ebenfalls eine
Rolle der molekularen Chaperone-Komplexen diskutiert (Review von Muchowski,
2002).
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- Linker-Domaéane: Die Funktion der hoch konservierten Linker-Domane, welche die J-

Domane und die namensgebende Cystein-String-Domane verbindet, ist nahezu un-
bekannt. Untersuchungen an Insulin-ausschiuttenden R-Zellen aus Vertebraten-
Pankreas zeigten, dass eine Punktmutation in der Linker-Domane der Vertebraten-
Isoform CSP2 einen Einfluss auf die Exocytose, nicht aber auf die Interaktion mit
Hsc70 ausubt. (Zhang et al., 1999). Neuere Arbeiten zeigen, dass die Linker-
Domane in Drosophila einen milden Einfluss auf die Exocytose hat, fur die Lebensfa-
higkeit und Fitness der Tiere jedoch von entscheidender Bedeutung ist (pers. Mittei-

lung Bronk, P.).

- Cystein-String: Die Funktion des Cystein-Strings wurde in der Vergangenheit kon-

trovers diskutiert. Bei dem Motiv handelt es sich um eine Kette von elf Cysteinen, die

beidseitig durch ein Paar von Cysteinen flankiert wird.

...VVICCAVITGCCCCCCCCCCCNFCCGKEF...

Die teilweise, posttranslationale Palmitoylierung der Cysteine deutete auf eine Funk-
tion als Membran-Anker hin, da CSPs vesikelassoziiert sind (Gundersen et al., 1994).
Depalmitoylierungsexperimente zeigten jedoch, dass hierdurch CSP nicht von der
Vesikelmembran entfernt wird (van der Goor und Kelly, 1996; Chamberlain und Bur-
goyne, 1998). Dies bedeutet, dass die hydrophoben Aminosauren, die mit dem
Cystein-String assoziiert sind, ausreichend sind, um das Protein an die Vesikel-
membran zu heften. Zusatzlich wurde gezeigt, wie urspringlich bei Gundersen et al.
(1994) fur das Torpedo-Homolog beschrieben, dass es sich bei CSP um ein integra-
les Protein handelt (Mastrogiacomo et al., 1998). In Experimenten mit PC12- oder
HelLa-Zellen wurde gezeigt, dass der Cystein-String flr den zielgerichteten Transport

an die Vesikelmembran notwendig ist (Chamberlain und Burgoyne, 1998).

Die Funktion des mehr variablen C-Terminus ist bisher unbekannt. Experimente mit
der Vertebraten-Isoform CSP2 in Insulin-produzierenden Zellen deuten jedoch darauf
hin, dass der C-terminale Bereich fur die Interaktion mit Hsc70 (Zhang et al, 1999)
von Bedeutung sein kdnnte. Au3erdem kdnnte Uber die C-terminale Domane eine In-
teraktion mit SGT zum trimeren Chaperone-Komplex flihren (Tobaben et al., 2001).

Neuere Ergebnisse deuten auRerdem auf eine Interaktion der C-terminalen Domane
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mit den Untereinheiten Gyg hin, die entweder frei oder im Komplex mit G, vorliegen
konnen und dadurch N-Typ-Ca-Kanale regulieren (Miller et al., 2003).
Ob und wie stark dabei die Selbst-Oligomerisationseigenschaft von CSP eine Rolle

spielt, ist bisher vollig ungeklart (Swayne et al., 2003).

Bereits in friheren Untersuchungen wurde der Phanotyp von csp-Nullmutanten be-
schrieben: Nullmutanten flr csp zeigen eine verzogerte Entwicklung, eine extrem
verklrzte Lebensdauer und sind bei 25°C semiletal (4% Escaper) (Zinsmaier et al.,
1994; Eberle 1995) (s. Abb. 1.7).

B s R A S e s A L s L

18°C

100 i,

80t

60

W1118

Uberliehende / Tag in %

40 f

20 ¢

CSDLHW

i +- 5td.Fehler
O L e Tl i i i 2N Mlttelwert
0 14 28 42 3k 70 o4 98 112 126 140 134

Tage

Abbildung 1.7: Die Nullmutante Csp”'" lebt bei 18°C ca. 14 Tage (Mittelwert), der Wildtyp w''"® ca.
80 Tage (Mittelwert), abgeandert, aus: Schriftliche Hausarbeit, Leibold, 1997.

Bei 29°C sterben csp-Nullmutanten bereits im Embryonalstadium. Adulte Fliegen pa-
ralysieren reversibel bei 29°C innerhalb kirzester Zeit und sterben, wenn sie bei Ein-
tritt der Paralyse nicht zurlick auf 18°C gebracht werden (Zinsmaier et al., 1994; Um-
bach et al., 1994;). Die temperatursensitive Paralyse von adulten csp-Nullmutanten
ist auf eine prasynaptische Blockade der Transmitterausschittung zurtickzufihren
und wurde in friheren Versuchen durch Elektroretinogramme an adulten Fliegen

(Zinsmaier et al., 1994), sowie am larvalen Nerv-Muskel-Praparat von Drosophila ge-
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zeigt (Umbach et al., 1994; Umbach and Gundersen, 1997; Ranjan et al., 1998). Bei
permissiver Temperatur von 22°C zeigen csp-Nullmutanten reduzierte excitatory
junction potential (EJP)-Amplituden, die bei Erhéhung der Temperatur auf 30°C nach
etwa 15 Minuten ausbleiben. Dieser Effekt ist bei Absenkung der Temperatur auf
22°C reversibel (s. Abb. 1.8).

22° f’f\\_ et
32° _}_f \q e

- 7 : \ B J.‘_,r/\‘___,_ 10mV

M -
20msec

Abbildung 1.8: EJPs der Linien WT und csp-Mutante CspC1. Die kurzen
Spitzen vor den Aktionspotentialen stellen Stiumulus-Artefakte dar. In
der Linie Csp®' bleiben bei 32°C die Antworten im Muskel aus. (Um-
bach, J. A. et al. 1997, abgeéandert).

In der Literatur wurden die Funktionen von CSP an der Synapse teils kontrovers dis-
kutiert. Unstrittig scheint die Theorie zu sein, dass CSP Teil eines Chaperone-
Komplexes ist. Solche Komplexe kdnnen an der Faltung naszierender Proteine, dem
Schutz und der Renaturierung denaturierter Proteine, dem Membrantransport von
Proteinen sowie beim Auf- und Abbau von Proteinkomplexen beteiligt sein. Es wurde
gezeigt, dass CSP fur die Calcium-gekoppelte Transmitteraussschuttung, nicht aber
fur das Vesikel-Recycling bendtigt wird (Ranjan et al., 1998). Allerdings wurde eben-
so gezeigt, dal® CSP mit Hsc70 interagiert (Baun et al., 1996; Chamberlain und Bu-
royne, 1997; Stahl et al., 1999). Auch Auxilin, ein an der Synapse angereichertes
DnadJ-Protein, interagiert mit Hsc70. Dabei wird beim Vesikel-Recycling ATP-
abhangig die Clathrin-Hulle der endocytierten Vesikel entfernt (Ungewickell et al.,
1995). Somit erschien urspriinglich eine Funktion von CSP beim Vesikel-Recycling

nicht als vollig unmdglich.
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Besonders schwierig zu klaren ist die mogliche Ursache des erwahnten larvalen elek-
trophysiologischen Phanotyps. Umbach et al. (1994) beschreiben an der larvalen
neuromuskuldren Synapse einen von der Ca®*-Konzentration unabhangigen elektro-
physiologischen Phanotyp. Umbach und Gundersen (1997) konnten zeigen, dass
CSP an einem friihen Schritt der Ca?*-abhangigen Transmitterausschiittung beteiligt
ist. Weiterhin zeigten sie, dass bei csp-Mutanten der Einstrom von Ca?" in die synap-
tischen Endigungen blockiert ist (Umbach et al., 1998). Auch Chen et al. (2002)
konnten an Huhnchen-Neuronen zeigen, dass eine Applikation von CSP in Nerven-
endigungen den prasynaptischen Ca®*-Einstrom deutlich erhéht. Diese Befunde wer-
den durch Interaktionsstudien von CSP mit Calcium-Kanalen gestutzt (Leveque et al.,
1998; Seagar et al., 1999; Magga et al., 2000).

Im Gegensatz zu den Arbeiten von Umbach und Gundersen konnten Morales et al.
(1999) zeigen, dass prasynaptische Ca**-Strome in peptidergen Nervenendigungen

von csp-Nullmutanten wildtypisch sind.

Dawson-Scully et al. (2000) hingegen wiesen nach, dass in csp-Nullmutanten von
Drosophila prasynaptische Ca?*-Einstrome erhoht sind, fihrten den Block der synap-
tischen Transmission im Gegensatz zu Umbach et al. jedoch auf eine verringerte in-
trazellulare Calcium-Sensitivitat zurtick. Diese Ergebnisse werden durch Experimente
von Bronk et al. (2001) gestutzt, die zeigen konnten, dass durch eine Erhdhung der
extrazelluldren Ca?*-Konzentration die Blockade der synaptischen Transmission an
der larvalen neuromuskularen Synapse aufgehoben werden kann. Die Blockade dis-
kutierten sie im Zusammenhang mit einer reduzierten Ca**-Sensitivitat, die zeitlich

erst nach Ca®*-Einstrom entsteht.

Graham und Burgoyne (2000) wiederum konnten in Versuchen mit adrenalen Chro-
maffin-Zellen zeigen, dass CSP eine Schlusselrolle bei Proteininteraktionen kurz vor

oder wahrend des Vesikelfusionsprozesses spielt.

Um die Bedeutung der einzelnen Domanen flr die Funktion von CSP weiter aufkla-
ren zu kénnen, wurde von Christine Arnold ein csp-Rescue-Konstukt kloniert, bei
dem im Verlauf mehrerer Dissertationen und Diplomarbeiten verschiedene Bereiche

der cDNA1 entweder deletiert oder modifiziert wurden. Diese Konstrukte wurden un-
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ter die Kontrolle des csp-Promotors gebracht und in die Keimbahn von w''™® trans-
formiert. Im csp-Nullmutanten-Hintergrund waren mit diesen sog. ,Rescue®-
Konstrukten umfangreiche Untersuchungen hinsichtlich der Funktionalitat der mutier-

ten CSPs moglich.
Innerhalb der cDNA wurden folgende Bereiche mutiert:

- Cystein string in:
SSP (Serin string Protein):
Umwandlung der Cysteine innerhalb des Cystein-string Motivs in biochemisch

ahnliche Serine, die jedoch nicht palmitoyliert werden kdnnen.
...V\VICCAVITGSSSSSSSSSSSNFCCGKEF...

CSLP (Cysteine string less Protein):

Entfernung der elf aufeinander folgenden Cysteine des Cystein-string Motivs.

L WICCAVITG........... NFCCGKEF...

CLP (Cysteine less Protein):
Entfernung der elf aufeinanderfolgenden sowie der zwei flankierenden

Cystein-Paare (durch Umwandlung in Serin).
. WVISSAVITG........... NFSSGKF...

- Linker-Domane in:
LD8 (Linker domain deletion 8 AA):

Deletion (D) von acht Aminosauren in der Linker Domane

- C-terminale Domane in:
CD27 (C-terminal deletion 27 AA):
Deletion (D) von 27 Aminosauren in der C-terminalen Domane durch ein drei-

faches Stopp-Codon und einen Frame Shift
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Eine Ubersicht der eingefiihrten Mutationen bzw. Deletionen zeigt die folgende, nicht

malstabsgerechte Abbildung:

PKA-Phosphory- Linker-Domane
lierungsstelle

N DNAJ-Doméne LD8 ce7  C

...VVICCAVITGCCCCCCCCCCCNFCCGKEF...

Abbildung 4.13: Die nicht mal3stabsgerechte Abbildung zeigt die verschiedenen
Domanen, sowie eingefiihrte Deletionen, in CSP.

Frihere elektrophysiologische Untersuchungen des larvalen Nerv-Muskel-Praparats
von csp-Nullmutanten ergaben Hinweise auf eine molekulare Beteiligung von CSP an
der synaptischen Transmission. Als postsynaptische Potentiale konnen sog. EJPs
(excitatory junctional potential) und MEJPs (miniature EJP) gemessen werden.
Wahrend EJPs die postsynaptische Antwort im Muskel auf ein Aktionspotential des
Motoneurons darstellen, reprasentieren MEJPs die Muskelantwort auf einzelne spon-
tane Vesikelfreisetzungen.

Bei Raumtemperatur sind die EJPs von csp-Mutanten nur halb so grof® wie die des
Wildtyps, MEJPs sind bei Wildtyp und Mutante nicht zu unterscheiden. Bei 29°C al-
lerdings lassen sich bei den csp-Mutanten nach prasynaptischer Reizung im Muskel
keine Potentiale mehr ableiten, wahrend die MEJPs unverandert sind. Dieser Effekt
ist reversibel, bei Rlickgang der Temperatur auf 18°C treten wieder EJPs auf. Durch
entsprechende Kontroll-Experimente konnte der Defekt der Prasynapse zugeordnet
werden.

Die molekulare Ursache der Paralyse kdonnte somit in einer defekten Kopplung zwi-
schen Depolarisation der prasynaptischen Membran und Transmitterfreisetzung lie-

gen.
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Ziel dieser Arbeit sollte es sein, in vivo elektrophysiologische Analysen an den ver-
schiedenen transgenen csp-Mutanten hinsichtlich ihrer Domanen durchzufihren, um

so die Bedeutung der einzelnen Domanen flr die Funktion von csp aufzuklaren.

Hierzu galt es zunachst, den bereits vorhandenen Messstand fur Arbeiten mit tempe-
ratursensitiv paralytischen Mutanten (s. Dissertation D. Reisch, 2000, Universitat
Wirzburg) weiter zu optimieren, Hard- und Software anzupassen, sowie Standard-
messverfahren zu etablieren, mit denen bei Temperaturerhdhung der Zusammen-
bruch der synaptischen Ubertragung in den neuen Mutanten am larvalen Nerv-

Muskel-Praparat vermessen und charakterisiert werden kann.
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2. Material

2.1 Organismen

2.1.1 Drosophila-Stamme

w'® weiRaugiger Wildtyp Canton S (Mutation im white-Gen)

u1

Csp rotaugige csp-Nullmutante im w''"®-Hintergrund. Das Csp-Gen ist ersetzt

durch ein w*-markiertes P-Element (Eberle et al., 1998)

CspY™  weiRaugige csp-Nullmutante im w''"®-Hintergrund, erzeugt aus csp"' "
durch Remobilisierung und damit verbundenem Verlust des P-Elements
(Eberle et al., 1998)

Csp”'™°  rotaugige, gegen w'""® mehrfach riickgekreuzte csp-Nullmutante CspY’

(redeye outcrossed)

Transformanten im w'"8-Wildtyp- oder csp"'™°-Nullmutantenhintergrund
+;+;CLP1 csp”' ™ Cysteine-less CSP

+;+;CLP2 csp”' ™ Cysteine-less CSP

+;+;C?27 C-terminale Deletion der letzten 27 Aminosauren von CSP
C?27;+,+ C-terminale Deletion der letzten 27 Aminosauren von CSP
+;+;L.78 Deletion von 8 Aminosauren in der Linker-Domane von CSP
L?8;+;+ Deletion von 8 Aminosauren in der Linker-Domane von CSP
SSP5;+;csp”' ™ Serine-string CSP

SSP8;+;csp! ™ Serine-string CSP

scDNA;+;+ Rescue-Konstukt aus kurzer (short) Promotorregion und cDNA-1
Def. 4504 (Bloomington): Df(3L) Ten-m-AL1

Def. 4506 (Bloomington): Df(3L) Ten-m-AL29

w;CyO/Sp;?2-3 Sb/TM6 Tb
w;CyO/Sp;TM2 ?2-3/TM6 Tb Sb
w;+;TM3 ry Sb Ser/TM6 Tb
w;+;TM3 Sb/TM6 Tb

Zum Genotyp der in der Jump Out-Mutagenese verwendenten P-Element-

Insertionslinie sind folgende Informationen aus Bloomington erhaltlich:
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Stock Number: 11617, Old P Stock#: P1617

Genotype: P{ry+t7.2=PZ}Csp03988 ry506/TM3, ryRK Sb1 Ser1

Chromosome(s): 3, Breakpts/Insertion: 079E01-079E02, Date added: 6/01/93,
Donor: Berkeley Drosophila Genome Proj., Donor's source: Allan Spradling,
Comments: semilethal, B.D.G.P., In-situ-Hybridisierung, Sequenz des Insertionsortes
bestatigt durch inverse PCR. (s. Anhang, S. XXX)

2.1.2 Bakterien

E. coli DH5a (beschrieben in Sambrook et al., 1989)

2.2 Medien und Platten

Drosophila-Nahrungsbrei: - 212g Maismehl
- 40ml Zuckerrubensirup
- 40ml Malz
- 18,59 Bier-Trockenhefe
- 10g Sojamenhl
- 7g Agar
- 1 Teeloffel Methyl-4-Hydroxybenzoat (Nipagin)

Angaben bezogen auf 11 Medium

LB/Amp-Medium: - 10g Bactotryptone
- 5g Hefeextrakt
- 10g NaCl
- mit ddH,0O auf 1l auffillen, auf pH 7,5 einstellen, auto-
klavieren

- Ampicillin (50ug/ml) zusetzen

2.3 Enzyme und Chemikalien

a-?P-dCTP Amersham
Acrylamid AppliChem



2. Material

Seite - 21 -

Agarose
Ammoniumpersulfat
Ampicillin
3-Mercaptoethanol
Bacto-Tryptone
Bacto-Hefe-Extrakt
CaCly

Chloroform
Glycergel

Elastosil RT 601 A & B
Ethidiumbromid
HCI

H.0, bidestilliert
Isoamylalkohol
KCI

KH2PO4

MgCL,

NaCl

NaHCOs;

Na,HPO4
NaH;PO4
Saccharose

SDS

TEMED

Trehalose

Restriktionsendonucleasen:

RNase A

Klenow-Fragment der DNA-Polymerase

ICN Biomedicals, Inc.
Sigma
Sigma
Roth
Gibco
Gibco
Merck
Roth

Roth
Wacker
Sigma
Roth
AppliChem
Roth
Merck
AppliChem
Merck
Merck
AppliChem
AppliChem
AppliChem
Merck
Roth
AppliChem
Sigma
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Enzyme und mitgelieferte Reaktionspuffer der Firmen Gibco, MBI Fermentas wurden

gemal Gebrausanweisung verwendet.

2.4. Antikorper

MAK ab49 (A. Hofbauer)

MAK 6D6  (A. Hofbauer)

MAK 1G12 (K. Zinsmaier)

MAK nc46 (A. Hofbauer)

MAK 3c11  (T. Godenschwege)

MAK Anti-RGal Bio-Rad
Cy3-gekoppeltes anti-Maus Ig Serrum Alexa

2.5 Reaktions-Kits

DAB Peroxidase Substrate Kit SK-4100 Vector Laboratories, Inc.

ECL Western blotting analysis system Amsersham

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN

HexalLabel™ DNA Labelling Kit KO612 MBI Fermentas

Immunhistochemie-Kit Vectastain ABC Peroxidase Vector Laboratories, Inc.
Mouse IgG PK-4002

Immunhistochemie-Kit Vectastain ABC Elite Vector Laboratories, Inc.

Mouse IgG PK-6102

Die Kits der Firmen MBI Fermentas, QIAGEN, Vector Laboratories wurden gemaf

mitgelieferter Anleitung verwendet.
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2.6 Puffer und Losungen
2.6.1 Immunhistochemie

Drosophila-Ringer: - 130mM NacCl
- 4,7mM KCI
- 2mM CaCl,
-pH 7,4

Drosophila-Ringer / Saccharose-Losung: - 25g Saccharose

- 100ml Drosophila-Ringer

Formaldehydlésung 4%ig: - 2g Paraformaldehyd in 18ml H,O auf 58°C erhitzen
- mit 1IN NaOH klaren
- auf pH7,4 einstellen mit 25ml 0,15M KH,PO4 und
6ml 0,15M Na;HPO,4

Gelatine-Chromalaun-Lésung: - 0,5g Gelatine n 70ml dH,O auf 60°C erhitzen
- 0,05g Chromalaun in 30ml dH,0 lésen

- beide Lésungen vereinigen

Methylcellulose (16%): - 1,69 in 10ml dH,O I6sen und evakuieren

PBS: - 130mM NaCl
- 7TmM NayHPO4
- 3mM NaH;PO4
- pH 7,6 einstellen

PBST: - PBS
- 0,05% Tween

TBST:- 100mM Tris pH 8
- 1,5; NaCl
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2.6.2 Protein-Analytik

APS (10%): - 10% in ddH,0O; Aufbewahrung bei -20°C

Blocklésung: - 5% Milchpulver in 100ml TBS

Blot-Transferpuffer: - 25mM Tris/HCI
- 150mM Glycin
- 10% Methanol

Lammli-Laufpuffer: - 15g Glycin
- 6g Tris
- 1,59 SDS
- auf 11 mit dH,0O auffillen, pH 8,3 einstellen

2x Lammli-Probenpuffer: - 125mM Tris/HCI pH 6,8
- 6% Glycerin
- 5% -Mercaptoethanol
- 2% SDS
- 0,025% Bromphenolblau

SDS 20x: - 100 g SDS
- 400 ml dh20 zufugen

- zum Losen auf 68°C erhitzen

2.6.3 DNA-Analytik

Agarose (0,9%): - 2,25g Agarose
-250mI TE

Denaturierungslésung: - 0,5M NaOH
- 1,5M NaCl

Denhard 100x: - 2g Ficoll
- 2g Polyvinylpyrrolidon
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-2g BSA
- mit ddH>O auf 100ml auffillen

Depurinisierungslosung: - 0,25N HCI

GTE-Puffer: - 50mM Glucose
- 25mM Tris pH8
-10mM EDTA

- Glucose steril filtrieren und nach dem Autoklavieren zugeben

Homogenisierungspuffer: - 100mM NaCl
- 100mM Tris pH8
-50mM EDTA
- 0,5% SDS

Hybridisierungspuffer hoch-stringent: - 50mM Tris pH 7,5
- 10mM Na4P207 x 10 H,O
- 1M NaCL
- 1% SDS
- 10x Denhard
- 5% Formamid
- 10% Dextransulfat

- 100pg/ml SS Salmon Sperm

Neutralisierungslosung: - 0,5M Tris/HCI
- 1,5M NaCl, auf pH 8 einstellen

RNase A: - 10mg/ml

Strip-Lésung:- 0,05% SSC
- 0,1% SDS

Stopppuffer: - 15% Ficoll
- 5% SDS
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- 0,1% Bromphenolblau
- 0,1% Xylencyanol

TE: -10mM Tris/HCl pH 8
-0,2mM EDTA pH 8

Transferpuffer 20x SSC: - 3M NaCl
- 300mM Na-Citrat

Waschldsung: -kalt: - 10ml 20%iges SDS
- 10ml 20x SSC
- mit dH,O auf 2| auffullen
- heifd:- 10ml 20%iges SDS
- 1ml 20x SSC
- mit dH,0 auf 2l auffillen

2.6.4 Elektrophysiologie

Elastosil® Silikon-Kautschuk-Polymer: - 9:1-Gewichtsverhaltnis RT 601 A : B
- Aushartung uber Nacht

KCI-Elektrolyt: - 3M KCI in ddH,0

Haemolympheahnlicher Ringer fur L3-Larven: - CaCl; x 2 H,0 TmM
(HL-3, Stewart et al., 1994) - HEPES 5mM

- KCI 5mM

- MgCl; x 6 H,O 20mM

- NaCl 70mM

- NaHCO; 10mM

- Saccharose 115mM

- Trehalose 5mM

- auf pH 7,2 einstellen

osmotischer Druck: 343 mOsm
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2.7 Gerate

Agarose-Gel-Apparatur
Gefriertruhe Kryosafe -80°C
Heizplatte

Hybrisierungsofen

Kaltlichtquelle KL1500 electronic
Kryostat

Klimakammern 4°C, 18°C, 37°C
Klhlschranke, -20°C-Gefriertruhen

Kiuhlwasserbad

Magnetrahrer

Messkammer

Messplatz mit Faraday-Kafig, luftgepolstert
Messverstarker Neuroprobe Amplifier 1600
Micro-Schere Vannas Style 15000-00
Microelctrode Laser Puller P2000
Mikroskop Dialux 20, fixierter Objekttisch
Mikromanipulatoren

Netzteil Messkammer

Peltier-Element TECR-40-40-72

pH-Meter
Radioaktivitatsmessgerat MicroCont Rados
Schuttler IKA-Vibrax-VX 2 E

SDS-Gelapparatur

Silberdraht 0,01mm, teflonbeschichtet
Schattler KS-10

Stereomikroskop Stemi 2000-C
UV-Linker Stratalinker

Thermoblock

Werkstatt

Hans-S. Schréder GmbH
Medax Nagel GmbH
Bachofer
Laboratoriumsgerate
Schott

Reichert-Jung
Werkstatt

Privileg, Quelle
Colora Messtechnik,
GmbH

Jahnke & Kunkel
Werkstatt, Elektronik-
Werkstatt

Werkstatt

A-M Systems, Inc.
Fine Science Tools
Sutter

Leitz (Umbau Werkstatt)
Leitz
Elektronik-Werkstatt
Eureca Messtechnik
GmbH

HANNA Instruments
Herfurth

Janke & Kunkel GmbH &
Co, KG

Biometra

A-M Systems, Inc.
Edmund Bahler
Zeiss

Stratagene

Hartenstein
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Thermocycler 60
Thermoelement-Verstarker
Thermosensor CASS-116G-12-PFA, PFA-beschichtet

UV-llluminator
Vacu-Blot-Apperatur
Vortexer Reamix
Waage BL 1500 s
Wasserbad 1083

2.8 sonstige Materialien

Aufbewahrungsbehalter fur Mikroelektroden
Dichtungen fur Mikroelektrodenhalter, 0,1mm
Gewebekulturschalen 60x15mm

Glaskapillare Quarz mit Filament QF100-70-7.5
Glaskapillare Borosilikat feuerpoliert, GB 100-8P
Frischhaltefolie

Minutien 0,1mm Nr. 26002-10

Pinzetten Nr. 5

Kunststoffpipettenspitzen
Kunststoffreaktionsgefalie

Roéntgenfilm x-ray Retina XBA

Transfermembran, amphoteres Nylon

2.9 Hard- und Software

Betriebssystem WIN98SE, 2000, XP Pro

Computer Intel PIII, 733MHz, WIN98SE, 128MB RAM
Interface Messverstarker - Messkarte
Messerfassungskarte DAP3200e/315

Corel Graphics Suite 11

bio-med
Elektronik-Werkstatt
Newport Electronics
GmbH

Vetter GmbH
Pharmacia
Assistent

Satorius

GFL

WPI

Science Products GmbH
Nunclon

Sutter

Science Products
Melitta

Fine Science Tools
Dumont

Roth, Eppendorf
Eppendorf
Photochemische Werke
Berlin

Hartenstein

Microsoft

Reichelt Elektronik
Elektronikwerkstatt
Microstar Laboratories,
Inc.

Corel Corporation
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DASYLab V. 5.03.30 Messsoftware
DASYLab V. 7.00.00 Messsoftware Demo
GraphPad InStat™ 2.04a

Photoshop 7

Scanner Mustek BearPaw1200

Statistica 6.0

Datalog

Datalog

GraphPad Software
Adobe

Mustek

StatSoft
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3. Methoden

3.1. Larvenaufzucht

Die Aufzucht erfolgte in Drosophila-Standardmedium bei 18°C.

Samtliche Stamme, ausschlielllich des Wildtyps, wurden permanent Uber dem
Balancer-Stamm TM6 Tb Sb gehalten, um einen Selektionsdruck zu verhindern. Fur
elektrophysiologische Messungen wurden nur fur die Mutation bzw. das P-Element
homozygote Larven verwendet, die nicht balanciert, also verkurzt (tubby, Tb) waren.
In jeder neuen Generation wurde ausschliel3lich gegen homozygote Nachkommen

selektioniert, d.h. nur balancierte Tiere wurden verpaart.

3.2 Immunhistochemische Methoden
3.2.1 Immunhistochemie an Kryostatschnitten von Drosophila melanogaster

Kryostatschnitte adulter Kdpfe bzw. ganzer Fliegen wurden wie bei Buchner et al.
(1986) beschrieben, angefertigt. Die Konzentrationen der verwendeten Antikérper
betrugen bei ab49 (DCSP-1) 1:100, sowie 1:25 bei 6D6 (DCSP-3). Die Antikorper-
und DAB-Farbungen mit den Vectastain-Kits ,Normal“ und ,Elite, sowie dem DAB-

Kit, wurden nach den Protokollen des Herstellers durchgefihrt.

3.2.2 X-Gal-Farbung adulter Drosophila-Fliegen

Horizontale Kryostatschnitte durch adulte Drosophila-Képfe und Thorax wurden wie
bei Buchner et al. (1986) beschrieben, angefertigt. Statt mit Paraformaldehyd (4%)
wurde mit 1% Glutaraldehyd in PBS fixiert. Fertige Praparate auf Objekttragern

wurden bei 37°C in einer Feuchtekammer mit X-Gal-Farbeldésung Uberschichtet.

3.2.3 Immunhistochemie an L3-Larven von Drosophila melanogaster

Zur Praparation von Larven wurden Gewebekulturschalen mit einem Zwei-
Komponentensystem Elastosil® ausgegossen, welches iber Nacht ausharten muss.
Durch die sehr gute optische Transparenz sowie nicht vorhandene Toxizitat eignet
sich Elastosil® hervorragend als Untergrund zur Praparation und Untersuchung dritter
Larven von Drosophila melanogaster. Hierzu wurden ,wandernde® dritte Larven
verwendet, die das Futtermedium bereits verlassen haben. Nach einer 20minutigen

Betdubung auf Eis wurden die 3. Larven mit der Bauchseite nach unten an beiden
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Enden mit je einer Minutie fixiert. Die folgende Praparation wurde unter modifiziertem
HL3-Ringer mit 1mM CacCl, (Jan und Jan, 1976a; Stewart et al., 1994) durchgeflhrt.
Nachdem die Larve dorsal in der Mitte zwischen den beiden Haupttracheen mit einer
Injektionskanlle gedffnet wurde, erfolgten in Richtung der Korperenden
Langsschnitte, die flach unter der Cuticula gefihrt wurden, um die ventrale
Muskulatur nicht zu verletzen.

Nach vollstandiger dorsaler Offnung wurde die
Larve mit je zwei weiteren Minutien links und
rechts an den Schnittkanten aufgeklappt und
festgesteckt. Eine Ubermalige Spannung und
Streckung der Larve wurde dabei vermieden (s.
Abb. 3.1). Nach sorgfaltiger und vorsichtiger
Entfernung aller inneren Organe bis auf Gehirn,
Traccheen, Imaginalscheiben und Muskeln
wurde der Ringer gegen 4%ige Formaldehyd-

PBST-Losung ausgetauscht. Nach einer

30minltigen Fixierung wurde mit PBST fur 3 x
5 und 1 x 30min. gewaschen. Anschlieend
wurde eine halbe Stunde mit Pferdeserum in ’Qﬁgﬁﬂgﬂiﬁfﬂ‘zsggi”et‘ modifiziert nach
PBST geblockt. Nach dem Blocken wurden die

Antikérper ab49 (1:50) oder 6D6 (1:10) zur Inkubation Uber Nacht bei 4°C
zugegeben. Nach dreimaligem Waschen fir 10min. bei RT mit PBST wurde erneut
fur 30min. mit Pferdeserum in PBST geblockt. AnschlieRend wurde der zweite
Antikorper (1:200) zur Blocklésung zugegeben und fir eine Stunde bei RT im
Dunklen inkubiert. Wahrend der ABC-Komplex vorbereitet wurde, erfolgte
dreimaliges Waschen mit PBST fir 10min. im Dunkeln. Nach einer einstlindigen
Inkubation des ABC-Komplexes bei RT wurde je 3-mal fur finf Minuten mit PBST
und PBS gewaschen. Die anschlieRende DAB-Farbung erfolgte unter dem Mikroskop
und wurde je nach Intensitat abgestoppt. Abschlielend wurden die Minutien entfernt,
die Larven auf einen Objekttrager uberfuhrt und mit Glycergel eingedeckelt
(modifiziertes Protokoll, Bellen Hugo J., Budnik, Vivian, aus ,Drosophila Protocols,

2000).
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3.3 Molekularbiologische Methoden

Allgemeine molekularbiologische Methoden (DNA-Verdau, Phenolextraktion,
Southern und Western Blot) sind aus Sambrook et al., 1989, ibernommen. Kits und
Enzymen wurden nach Angaben der Hersteller verwendet. Falls nicht anders
erwahnt, wurde bei Western-Blot-Analysen pro Spur ein adulter Fliegenkopf

homogenisiert.

3.3.1 DNA-praparative Methoden

Genomische DNA von Drosophila melanogaster wurde nach der Kaliumacetat-

Methode von S. Celniker (beschrieben von H. Steller im ,Rubin Lab Manual®) isoliert.

Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach der Methode von Birnboim und Doly, 1979,
durchgefuhrt (Minipraparation).

3.3.2 Radioaktive Markierung von DNA

DNA-Fragmente wurden mit dem HexalLabel™ DNA Labelling Kit KO612 von MBI
Fermentas durchgeflhrt. Die Markierung erfolgt durch den Einbau von radioaktivem
a->?P-dCTP mit Hilfe der Klenow-Polymerase. Abweichend vom Herstellerprotokoll
wurde die Markierung statt 10min. fur die Dauer von 1 Stunde durchgefuhrt. Eine

Zugabe von nicht-radioaktivem dCTP gegen Ende der Reaktion entfiel.

3.4 Elektrophysiologie
3.4.1 Messstand

Zur Abschirmung des schwachen intrazellularen Signals gegen aullere
elektromagnetische Strahlung befand sich der Messaufbau innerhalb eines Faraday-
Kafigs auf einem schwingungsgedampftem Tisch. Die elektrischen Gerate wurden
durch einen Filter gegen Stérungen aus dem Stromnetz abgesichert. Um
.Brummschleifen“ zu verhindern, wurde das gesamte elektrische System sternformig

geerdet.
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Mittig angeordnet befand sich das Mikroskop mit fixiertem Objekttisch. Auf dem
Objekttisch wurde wahrend der Messung die Tragerplatte mit Messkammer
(beschrieben unter 3.3.2) verschraubt, um Verschiebungen der Messkammer
wahrend der Messung zu verhindern.

Rechts und links der Messkammer waren insgesamt drei Mikromanipulatoren so
angeordnet, dass mit ihnen von allen Seiten eine optimale Zuganglichkeit zur
Messkammmer gewahrleistet war. Mit ihnen wurden die Referenz-, Saug- und
Ableitelektroden bewegt. In die Halterung der intrazellularen Ableitelektrode war ein
Messvorverstarker eingebaut, der das schwache Messsignal bereits direkt am
Praparat stérungsfrei verstarkte. Uber den Messverstarker wurde das Signal zur
Multifunktionsschnittstelle Ubertragen. Hier wurde das Signal an die im Computer
befindliche Messkarte Ubermittelt, von analog nach digital gewandelt und von der

Messsoftware zur spateren Auswertung auf Festplatte aufgezeichnet (s. Abb. 3.2).

Power Supply
Messkammer

m | Temperatur

erqperatur
So

Messverstarker

(.35 =

0300906s

Computer-

Schnittstellg

Faraday-
Kafig

Mikro-
Manipulator

Thermoelement-
Verstarker

Schwingungs-
Absorber

Kihlwasserbad

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau des gesamten Versuchsapparates zur intrazellularen Ableitung
am larvalen Nerv-Muskel-Praparat
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3.4.2 Messkammer

Die Messkammer bestand aus einer dunnen Aluminiumwanne mit einem
Badvolumen von ca. 10ml. Um die thermische Tragheit zu reduzieren, wurde auf
eine dunnwandige Ausfuhrung geachtet. Zur vollstandigen elektrischen Isolation der
Messkammmer wurde das Aluminium vollstandig eloxiert. In der Mitte der
Aluminiumkammer befand sich eine Vertiefung mit einem Loch, das mit einem
zugeschnittenen Deckglas passgenau abgedeckt wurde. Um die Lichtdurchlassigkeit
zu gewabhrleisten, wurde die Vertiefung, in der die Larve spater prapariert werden
sollte, mit Elastosil® ausgegossen. Unter der Aluminiumkammer befand sich ein
leistungsstarkes Peltier-Element mit kreisrunder Offnung in der Mitte. Mit Hilfe des
Elements konnte die Temperatur der Kammer erhoht bzw. abgesenkt werden kann.
Zum Abfuhren der dabei entstehenden Warme wurde das Peltier-Element durch
einen angeschlossenen Kuhlwasserkreislauf gekdhlt. Zur Temperatursteuerung
wurde ein Thermosensor in unmittelbarer Nahe der zu messenden Larve positioniert.
Das Signal des Thermosensors wurde mit einem Thermoelementverstarker
angepasst und uUber die Multifunktionsschnittstelle in die Temperatursteuerung der
Messsoftware eingespeist und protokolliert. Zusatzlich wurde das Signal (Ist) mit der
Vorgabe (Soll) in den Regelkreis eines Netzgerates weitergeleitet, welches das
Peltier-Element regelte (s. Abb. 3.2 und 3.3).

Durch das Messen der Temperatur in der Nahe der Larve im Ringer war eine
optimale Temperaturkontrolle mdglich, die von der Aullentemperatur vollstandig

unabhangig und unbeeinflusst war (s. Abb. 3.3).
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Peltier-Anschliisse

Thermogensor

Aluminiumkammer / .
\ Glasfenster Y

\
\

\

\

Peltier-Element Kiihlwasser-Schleife

Abbildung 3.3: Schematische Aufsicht und Querschnitt der Messkammer

Leistung und Ansprechverhalten:
Bei einer Kihlwassertemperatur von ca. 12°C wurde das Ringervolumen, das ca.
10ml betrug, innerhalb von 60sec. von 18°C auf 32°C erhoht, zur Abkuhlung wurden

ebenfalls ca. 60sec. bendtigt.

3.4.3 Elektroden

Fur die Elektroden wurde Teflon-ummantelter Silberdraht verwendet. Die Teflon-
Isolierung wurde an beiden Enden auf einer Lange von 0,5cm entfernt und der Draht
im Elektrodenhalter befestigt. Als Elektrolyt in der intrazellularen Messelektrode
wurde 3M KCI verwendet. Da im Ringer ebenfalls Cl-lonen vorhanden sind, wurde
das freie Ende des Silberdrahts vor der Messung chloriert und mit einer
Silberchloridschicht Gberzogen. Hierdurch wurde verhindert, dass sich wahrend der

Messung am Silberdraht Grenzflachenpotentiale aufbauten, die zu einer
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Verfalschung des Messsignals, sowie einer Veranderung des Offsets wahrend der
Messung hatten flihren kénnen. In einer elektrolytischen Reaktion wurde dabei am
Silberdraht  Silberchlorid  abgeschieden, welches ein  Ausbilden  von

Grenzflachenpotentialen verhindert und stabile Messwerte gewahrleistet.

) + -
AgCl = Ag” + Cl

A

Ag

Hierzu wurde eines der blanken Enden des Drahtes mit einer handelsublichen 1,5V-
Monobatterie durch Eintauchen in 0,1M HCI fir ca. 20min. chloriert. Die
Silberchloridschicht darf beim Aufsetzen der Glaselektrode nicht beschadigt werden,
da sonst eine stabile, zuverlassige Messung unmdglich wird. Aufderdem kdnnen
durch eine defekte AgCI-Schicht Ag*-lonen freiwerden, die fiir Proteine toxisch
wirken kdnnten (The Axon Guide, 1993).

Als intrazellulare Ableitelektrode wurde eine Quarzglaselektrode mit Filament
verwendet, die nach Programm O der Tabelle 1 gezogen wurde. Die Befullung
erfolgte im Backfill-Verfahren Uber das nicht ausgezogene Ende mit 3M KCI. Durch
Kapillarwirkung ftllt sich die Glaselektrode innerhalb einer 2 Stunde blasenfrei bis in
die Spitze. Dabei befand sich die Elektrode in einem verschlossenen
Feuchtebehalter, der ein Auskristallisieren des Elektrolyten und somit ein Verstopfen

der Elektrode verhinderte.

Als Saugelektrode wurde eine feuerpolierte Borosilikat-Glaselektrode ohne Filament
verwendet, die mit Programm 71 der Tabelle 1 gezogen wurde. Nachdem die Spitze
der Elektrode um ca. 1mm gekurzt wurde, erfolgt eine Backfill-Flllung der Elektrode
mit HL-3-Ringer. Anschlieend wurde die Elektrode am rechten Elektrodenhalter mit
Unterdruckanschluss aufgesetzt. Am Unterdruckanschluss wurde Uber einen dinnen
Kunststoffschlauch eine Spritze befestigt, mit deren Hilfe ein Unterdruck an der

Elektrodenspitze erzeugt werden konnte (s. Abb. 3.4).
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Unterdruckanschluss

Silberkontakt \

N

4 \A
T

Silberdraht

- Saugelektrode

Silikondichtung

Abbildung 3.4: Schematischer Aufbau des Elektrodenhalters mit aufgesetzter Saugelektrode

Da die Konzentrationen der Cl-lonen in Elektroden-Elektrolyt und Ringer deutlich
voneinander abwichen, wurde ein Potentialabgleich mit einer Referenzelektrode

durchgefuhrt. Der chlorierte Draht wurde dazu in den Ringer getaucht.

Programm Heat Fil Vel Del Pul Zyklusdauer Widerstand
in HL-3
0 715 5 60 145 225 ~ 7,8sec 25MW
71 350 4 50 225 140 ~3,7sec ~12MW

Tabelle 1: Verwendete Programmeinstellungen des Elektrodenpullers

Die Elektroden wurden ausschlieBlich im klimatisieten Raum gezogen, um
reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.

Vor Beginn jedes Experiments wurde die Qualitat der intrazellularen Messelektrode
bestimmt. Hierzu wurde die Glaselektrode am Halter befestigt und in den in der
Messkammer befindlichen Ringer getaucht. Nach Justierung des Offsets auf Null
wurde mit Hilfe eines durch den Messverstarker generierten Rechtecksignals eine
Widerstandsmessung vorgenommen. Uber die Digitalanzeige des Messverstarkers
konnte der Widerstand der Elektrode in M? bestimmt werden und betrug
idealerweise zwischen 20-30M? . Der Widerstand in M? ist ein Mal} fur die Feinheit
der Elektrodenspitze. War der Wert zu hoch, war ein verrauschtes Messsignal zu
erwarten. Bei einem zu niedrigen Wert war das Signal zwar deutlich weniger
verrauscht, die Spitze jedoch zu stumpf, so dass das Praparat nicht lange intakt
blieb. Bei einem stark schwankenden Messwert (?? > 2-3M? ) wurde die Elektrode

verworfen.
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Uber eine Visualisierung des Rechtecksignals mit der Messsoftware DASYLab®
wurde die effektive Kapazitat der Elektrode im Messverstarker an die Messsituation
angepasst. Aufgrund unterschiedlicher Ladungsverteilungen (lonen) baut sich eine
fur die Konzentrationen und Elektroden spezifische Kapazitat auf, welche das
Messsignal verfalscht. Um die Elektrodenkapazitat zu kompensieren, wurde die
Kapazitatskompensation am Messverstarker so justiert, dass das Rechtecksignal
eine steile, steigende und fallende Flanke besaly, wobei die Ubergénge als ,runde

Ecken“ ohne Spikes erscheinen sollten (s. Abb. 3.5).

RS aavaAwa

Falsch Richtig Falsch

Abbildung 3.5: Kapazitdtskompensation durch das Rechtecksignal des Messverstarkers

3.4.4 Intrazellulare Ableitung

Die Praparation der 3. Larven erfolgte nach der unter 3.1.2 beschriebenen Methode
direkt in der Messkammer. Wahrend der Praparation wurde die Larve Uber den
angeschlossenen Kuhlwasserkreislauf gekuhlt und betaubt, um evil. spontane
Kontraktionen zu verhindern und so die Praparation zu erleichtern. Bei der
Praparation wurde darauf geachtet, dass die Haupttraccheen, die dorsal langs
verlaufen, nicht verletzt wurden, um eine moglichst lange Messzeit zu gewahrleisten.
Nach erfolgter Praparation erfolgte die Abtrennung der Nerven direkt am ZNS der
Larve durch einen flach gefluhrten Schnitt mit der Mikroschere. Das Gehirn wurde
anschlieBend vorsichtig entfernt. Nach Befestigung der Tragerplatte auf dem
Objekttisch des Mikroskops wurde der zum gewiinschten Segment zugehorige Nerv
mit der Saugelektrode aufgenommen. Ob der gewlnschte, richtige Nerv
aufgenommen wurde und die neuromuskulare Synapse intakt war, wurde mit einem
Segmenttest (verwendetes Schaltbild siehe Abb. 3.6) vor der Messung bestatigt.

Hierzu wurde ein Stimulus von 0,2V fir 10ms gegeben. War der richtige Nerv
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aufgenommen und das Praparat intakt, kontrahierte das entsprechende

Halbsegment der Larve sichtbar.
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Abbildung 3.6: Schaltbild des Segment-Tests. Der obere, markierte Teil stellt die Elemente der Temperatur- und
Stimulus-Steuerung, der untere Teil die Elemente der Eingangs-Signalverarbeitung dar.

Die intrazellulare Messelektrode wurde nun vorsichtig auf den Muskel abgesenkt. Bei
BerUhrung des Muskels mit der Elektrode sank die Digitalanzeige des
Messverstarkers auf -1 - -5mV, und eine leichte Senke der Muskeloberflache um die
Elektrodenspitze wurde sichtbar. Durch eine Vibration der Elektrodenspitze Uber die
Kapazitats-Reset-Taste am Messverstarker wurde die Muskelmembran penetriert
und die Digitalanzeige am Messverstarker fiel auf ca. -60 bis -70mV. Die Skizze
(Abb. 3.7) veranschaulicht das larvale Filet und die Anordnung der Elektroden (1),

das Innervierungsmuster (2), sowie die Position der intrazellularen Messelektrode

(3).
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3

Abbildung 3.7: Schematische Ubersicht tiber larvales Filet (1 & 2) und Position der Elektroden
(1 & 3). Aus: Cattaert und Birman, 2001, abgeandert.

FiUr die folgende intrazellulare Ableitung wurde der Schwellenwert der beiden den
Muskel 6 innervierenden Motoneurone ermittelt. Hierzu wurde die Reizstarke
langsam erhdht, bis ein erstes EJP beobachtet werden konnte (Schwelle Motoneuron
1). Wurde die Reizstarke langsam weiter erhdht, konnte kurze Zeit spater eine
sprunghafte Erhdhung der EJP-Amplitude beobachtet werden (Schwelle Motoneuron
2) (Jan und Jan, 1976). Um beide Motoneurone sicher uberschwellig zu stimulieren,
wurde mit der zweieinhalbfachen Reizstarke, mit der man die Schwelle beider
Motoneurone uUberschritten hatte, stimuliert. Das Aktionspotential veranderte seine
GroRe nach Uberschreiten des zweiten Schwellenwertes nicht mehr.

Anschlietend wurde mit der Messung begonnen. Alle Messungen wurden an Muskel
6 des dritten oder vierten rechten Abdominalsegments durchgefihrt. Die Frequenz
des Reizmusters betrug, wenn nicht anders erwahnt, 0,2Hz, die Stimulusdauer
0,1ms. Die Reizstarke wurde fir jedes Praparat individuell angepasst (s.o0.). Das
Messsignal wurde mit einem 50kHz low-pass-Filter gefiltert und mit 10kHz

digitalisiert.
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Die Messungen erfolgten mit dem Schaltbild (s. Abb. 3.8) automatisiert. Nach 90sec.
Messung bei 18°C wurde die Temperatur auf 32°C erhdht und spatestens nach

15min. wieder auf 18°C abgesenkt.
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Abbildung 3.8: Schematische Ubersicht des Messschaltbildes. Im oberen, markierten Bereich sind
Stimulus-Kontrolle und Temperatursteuerung, im unteren Bereich die Messprotokollierung
dargestellt.

3.4.5 Auswertung

Die aufgezeichneten Messdaten wurden Uber ein Schaltbild (s. Abb. 3.9) zurlck
gelesen. Hierbei wurde das intrazellulare Signal ungefiltert ausgewertet. Lediglich
das Temperatursignal wurde mit einem Bessel-Tiefpassfilter 2. Ordnung, 30Hz
bearbeitet. In fast jeder Messung konnte parallel zum Stimulus ein sehr kleines
Signal beobachtet werden, dass in seiner Gro3e von der Reizstarke abhangig war
und direkt vor dem eigentlichen EJP zu beobachten war. Dieses Stimulusartefakt

wurde bei der Auswertung nicht berucksichtigt.
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Abbildung 3.9: Schematische Ubersicht des Schaltbildes zur Amplitudenauswertung

Die ausgelosten Muskelpotentiale wurden einzeln mittels Cursor vermessen. Hierbei
wurde die Amplitudenhdhe aus der Differenz zwischen dem Maximum am
Scheitelpunkt des EJPs und der Basislinie, welche vor dem Stimulusartefakt
abgelesen wurde, errechnet (s. Abb. 3.10). Aus zehn Amplitudenwerten einer
Messung bei 18°C wurde ein Mittelwert gebildet. Bei 32°C wurde aus sechs Werten
ein Mittelwert gebildet, da der synaptische Block als das Ausbleiben von sechs
aufeinande folgenden EJPs definiert wurde. Die Mittelwerte flr die verschiedenen
Fliegenlinien wurden gegeneinander aufgetragen und statistisch ausgewertet. Hierzu
wurden Statistica 6 und Instat GraphPad 2.04 verwendet. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels ANOVA und anschlieBenden Post-hoc-Tests ,Dunnet

comparison®, sowie ,Student-Newman-Keuls multiple comparison procedures*.

Scheitelpunkt, Maximum

Stimulus-Artefakt 50mV

T 1

Minimum

125ms

Abbildung 3.10: Exemplarisches EJP. Die vertikalen Pfeile
markieren die ausgewerteten Messpunkte (Minimum, Maximum).
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3.5 Verhalten
3.5.1 Lebensdauer

Jeweils zehn frisch geschlipfte Fliegen wurden in einem mittleren Breiglas auf
Standardmedium bei 18°C gehalten. Fur jede Linie wurden zehn Glaser verwendet.
Bei nachlassender Breiqualitat, wie z. B. Austrocknung oder Verflissigung, wurden
die Fliegen ohne Betaubung in frische Breiglaser uberfuhrt. Eine Zahlung der Fliegen
erfolgte taglich, ohne die Fliegen aus dem Glas herauszunehmen. Tote Fliegen
wurden mit einem Stift an der GlasauRenwand markiert, um eine Doppelzahlung zu
vermeiden. AnschlieRend wurden die taglichen prozentualen Uberlebensraten fir
jedes Glas einzeln ermittelt, anschlieRend pro Tag gemittelt und mit Statistica in eine

Grafik Ubertragen.

3.5.2 Aktivitatsmessung

Frisch geschlipfte Fliegen wurden tageweise gesammelt. Nach einer
Erholungsphase von vier bis sechs Stunden in Breiglasern bei 18°C wurden jeweils
ca. 15 Fliegen pro Linie in ein vortemperiertes Kunststoffglas Uberflihrt. Das
Kunststoffglas wurde fir finf Minuten in ein beheizbares Wasserbad getaucht.
AnschlieRend wurden die Fliegen, die trotz Schitteln des Glases keine Bewegung
mehr zeigten, als inaktiv gezahlt. Der Temperaturtest wurde in einem
Temperaturbereich von 26 bis 40°C mit einer schrittweisen Erhéhung von jeweils
zwei Grad Celsius durchgefuhrt. Die Fliegen aller Linien wurden jeweils nur einmal
getestet. Nach einer Umwandlung des Verhaltnisses ,aktive gegen inaktive Fliegen®

in Prozent wurden die verschiedenen Linien in Statistica gegeneinander aufgetragen.
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4. Ergebnisse

4.1 Elektrophysiologie am larvalen Nerv-Muskel-Praparat

4.1.1 Wiederherstellung des elektrophysiologischen Phanotyps der csp-Nullmutante

CspY'.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Messanlage um die Funktion einer
temperaturkontrollierten Messung erweitert und eine Funktionsanalyse fur die csp-
Nullmutante CspY!, sowie deren ,Rescue“ - Transformanten mit Mutationen in

verschiedenen Proteindomanen durchgefuhrt werden.

Nach umfangreichen Veranderungen des vorhandenen Messaufbaus musste
zunachst die Reproduzierbarkeit des bekannten Phanotyps an der larvalen
neuromuskularen Synapse bestatigt werden. Die intrazellularen Ableitungen wurden
wie in 3.4 beschrieben durchgefuhrt. Alle Messungen wurden am Muskel 6 des
dritten und vierten rechten Abdominalsegments durchgefliihrt. Der Ort der
Penetration ist fur die Messung unerheblich, da die Kopplung elektrischer Signale
zwischen benachbarten Segmenten sowie die Verzégerung und Abschwachung
einzelner Signale aufgrund elektrischer Eigenschaften von Muskel und Membran
vernachlassigbar sind (Jan und Jan, 1976). Da mit der Messkammer Kkein
Perfusionssystem verwendet wurde, welches den schnellen und vollstandigen
Austausch verschiedener Ringer-Losungen ermdglicht, erfolgte die Praparation
direkt in modifiziertem HL-3-Ringer. Hierdurch konnten mogliche Probleme durch
einen unvollstandigen Ringeraustausch und dadurch resultierende falsche Salz-
Konzentrationen  vermieden  werden. Die dabei  moglichen larvalen
Muskelkontraktionen waren experimentell jedoch nicht von Bedeutung (Broadie,
2000), wurden jedoch zur einfacheren Praparation durch Kihlung vermieden.

Durch die hier verwendete Uberschwellige Stimulation wurden beide Motoneurone

gleichzeitig stimuliert, was zu einem maximalen EJP flhrt.

Durch die Messungen am larvalen Nerv-Muskel-Praparat von Csp”"™ konnte der in
Abb. 1.8 gezeigte elektrophysiologische Phanotyp an der neuromuskularen Synapse
extrem selten reproduziert werden. Der beobachtete Phanotyp war stark variabel.
Die Amplitude der EJPs bei 18°C schwankte von wildtypischen Werten (~45mV
Amplitude) bis ~20mV, wie bei Umbach et al. (1994) beschrieben (s. Abb. 4.1). Ein
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Ausbleiben der EJPs bei nicht-permissiver Temperatur wurde selten beobachtet und
die Reduktion der Amplitude bei erhéhter Temperatur war auf einen irreversiblen
Defekt am larvalen Nerv-Muskel-Praparat zuriickzuflihren, da nach anschlielender
Absenkung der Temperatur auf 18°C keine EJPs mehr zu beobachten waren. Weder
eine Vorselektion der Larven, wie bei Umbach et al. (1994, 1997) beschrieben, noch
eine Erhdéhung der nicht-permissiven Temperatur auf 32-43°C flhrte zum
gewiinschten Ergebnis. Durch Komplexierung von Ca?* mit EDTA, sowie
Messungen in reinen Ringerldsungen konnte ausgeschlossen werden, dass es sich

bei den gemessenen Signalen um Artefakte handelte.

18°C 29°C 29°C 29°C 29°C 29°C 32°C
2min. 10min. 20min. 30min. 40min. 2min.
80mV L
Jk e . . . )
B
250ms

Abbildung 4.1: EJPs verschiedener L3-Larven von Csp"™

Amplitudenhéhe variierte um die hier gezeigten Beispiele.

bei unterschiedlichen Temperaturen. Die

Trotz des variablen elektrophysiologischen Phanotyps an der neuromuskularen
Synapse von L3-Larven paralysierten alle adulten Fliegen bei 37°C innerhalb von

drei bis vier Minuten und zeigten im Western Blot kein Signal (s. Abb. 4.2).

W1118 CSpU1w

1T
WD e { SAP47

® -

Abbildung 4.2: Je Spur wurde je 1 Kopf aufgetragen.
Verdinnung: MAK ab49 1:100 und MAK nc46 1:200
(Beladungskontrolle).
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Die folgenden Abbildungen zeigen einen weiteren Aspekt der Veranderung des
Csp”™-Stammes. In der Graphik wurden Uberlebenskurven von Nullmutanten
kombiniert, die in einem Zeitabstand von drei Jahren angefertigt wurden. Dabei war
innerhalb von drei Jahren eine leichte Verschiebung von ca. zwei Tagen zu einer

langeren Lebensfahigkeit hin zu beobachten (s. Abb. 4.3 und 4.4).
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Abbildung 4.3: Uberlebenskurven von Csp”™ und w''"® aus 1996 und 1999. Wahrend beim WT
keine Veranderungen zu beobachten waren, zeigte sich bei der Nullmutante nach 3 Jahren eine
verbesserte Lebensfahigkeit.

20

[ Mittelwert
T +Stdf.

1996 1999

Abbildung 4.4: Zusammenfassung der Daten von CspU1W aus Abb. 4.3. Gezeigt ist das mittlere Alter
der Nullmutante Cspm‘” aus den Jahren 1996 und 1999. Nach 3 Jahren homozygoter Haltung unter
Inzuchtbedingungen war ein um 2 Tage verlangertes mittleres Alter zu beobachten.
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Die plausibelste Interpretation dieser Beobachtungen ist die Annahme, dass
bestimmte Allelkombinationen verschiedener Polymorphismen im genetischen
Hintergrund von Csp"' den Phanotyp der csp-Defizienz abschwachen und sich

aufgrund des damit verbundenen Selektionsvorteils im Stamm anreichern.

Wegen der unzuverlassigen Reproduzierbarkeit des temperaturabhangigen Blocks
der synaptischen Transmission und der damit verbundenen fragwirdigen
Aussagekraft im Hinblick auf Rescue-Experimente mit modifiziertem CSP wurde zur
Wiederherstellung des elektrophysiologischen Phanotyps eine Rlckkreuzung von

CSpU1 1118

mit dem weilldugigen CantonS-Wildtyp w durchgefihrt, um den
genetischen Hintergrund auszutauschen. Hierzu wurde statt der weilRaugigen
Mutante CspU™ die urspriingliche, rotdugige Nullmutante Csp"' verwendet. Die
Deletion des csp-Gens war durch eine hitzeschock-induzierte asymmetrische
meiotische Rekombination zwischen zwei P-Elementen im 5’- und 3’-Bereich von
csp erzeugt worden, wobei ein intaktes, white’-markiertes P-Element zuriickblieb.
Der Csp”™-Stamm unterscheidet sich von Csp"’ lediglich durch den Verlust des P-
Elements nach Remobilisierung (vgl. Eberle et al., 1998). Durch Verwendung dieses
CspY'-Stammes war es mdglich, das csp-defiziente dritte Chromosom wahrend der

Rickkreuzung im w''"®-Hintergrund zu verfolgen.

Die Ruckkreuzung erfolgte uber 12 Generationen bei 18°C nach folgendem Schema:

U1
P: ? W_;‘f';i X ? W';+;Ci
+ CSpU1
U1
F1 ? ’+1 CSp X ? w ’+1_
+
Fs - Fe: siehe F4, Identifikation der heterozygoten Tiere anhand der roten
Augenfarbe
U1 U1
F7: 7w+ Csp X ? Wi+ Csp

+ +
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Fs: Paralysetest bei 37°C mit homozygoten Fliegen des Genotyps
U1
W';+;—CSIO
CSpU‘I
U1
Fs: ? W';+;i X ? W';+;CSpU1
+ Csp
Fg - Fy3: siehe F4, Identifikation der heterozygoten Tiere anhand der roten
Augenfarbe
U1 U1
F1a: ? wi; OP X ? wit; P
+ +
F1s: Paralysetest mit homozygoten Fliegen des Genotyps
U1
W';+;—CSIO
CSpU‘I

sowie Einzelkreuzungen

2 Wt T™2 X 2 Wt Csp"”
" "TM6 Tb Sb - ' CspY!
_ . ) ... CspY're
F16: Etablierung der neuen rickgekreuzten Linie w;+;, ———
TM6 Tb Sb

Auf dem Kontroll-Western Blot zeigte diese homozygote Nullmutante

erwartungsgemal kein Signal (Abb. 4.5).
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W111B CSpU1 roc

S R <« Synapsin
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Abbildung 4.5: Je Spur wurde 1 Kopf aufgetragen. MAK
ab49 1:150. MAK nc46 (1:250) und MAK 3c11 (1:80)
dienten als Beladungskontrolle.

Die Nullmutante CspY' ™°

Uiw

zeigte im Vergleich zur nicht rickgekreuzten Nullmutante
Csp eine hohere Temperatursensitivitdt. Bei 37°C paralysierten diese Tiere
bereits nach zwei bis zweieinhalb Minuten. Die Nullmutante Csp"™ benétigte
hingegen drei bis vier Minuten zur Paralyse. Auch die Schwellentemperatur fur die
temperaturabhangige Paralyse der adulten Nullmutanten lag bei der rickgekreuzten
Nullmutante deutlich niedriger: Der Beginn der Paralyse setzte 2°C friiher als bei den

urspriinglichen Nullmutanten Csp"™" ein (s. Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6: Adulte Tiere der Linie Csp”"" paralysieren innerhalb von 5min. bei 34°C, Csp”' "°
bereits 2°C friher - bei 32°C. Da die Temperatur in 2°C-Schritten erhoht wurde, schneiden sict
die beiden Linien. Trotzdem paralysiert die rickgekreuzte Nullmutante deutlich friher.
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Bei der Uberprifung des elektrophysiologischen Phanotyps am larvalen Nerv-
Muskel-Praparat konnte der ursprunglich beschriebene Phanotyp beobachtet
werden. Statt wildtypischer Signale bei 18°C zeigte sich mit einiger Varianz eine
Reduktion der Amplitude um bis zu 50%, wie sie bei Umbach et al., (1994)
beschrieben wurde. Vereinzelt zeigten Larven (wie z. B. Larve Csp"' -4 in Abb.
4.7a) jedoch bei 18°C wildtypische, nicht reduzierte EJPs. In Abb. 4.7a stellen die
Balken 1-4 vier verschiedene Experimente mit jeweils einer Larve dar. Jeder Balken

zeigt den Amplitudenmittelwert aus zehn aufeinander folgenden EJPs.
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Abbildung 4.7a: Mittelwerte einzelner Messungen von L3-Larven bei 18°C. Die Larve
Csp"' -4 zeigte bei 18°C wildtypische Signale, paralysierte im Verlauf der Messung
jedoch reversibel bei 32°C.
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Abbildung 4.7b: Mittelwerte aus den Einzelmessungen, die in Abb. 4.7a gezeigt
sind. Die Standardabweichung des Mittelwertes (Stdf.) ist bei der Nullmutante
Csp”" "° durch den Ausreier Csp”' °-4 erheblich groRer.
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Innerhalb von funf bis zehn Minuten nach Erhéhung der Temperatur auf 32°C

Ul roc _ Nullmutanten einen reversiblen

zeigten alle homozygoten L3-Larven von Csp
temperaturabhangigen Block der synaptischen Transmission. Dabei wurde das
Ausbleiben von sechs aufeinander folgenden EJPs als Block definiert. Es wurden
nur Messungen ausgewertet, bei denen die Absenkung der Temperatur von 32°C

auf 18°C zu einer Wiederherstellung der EJPs fihrte (s. Abb. 4.8).

18°C 32°C 18°C

-20,0000 —
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w .
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250ms

Abbildung 4.8: Einzelne EJPs der L3-Larven von w'""® und Csp"' ™ bei permissiver und
nicht-permissiver Temperatur. Der Block der synaptischen Transmission war reversibel.
Stimulus-Frequenz 0,2Hz.

4.1.2 Uberpriifung des Rescuekonstruktes scDNA1 und der verschieden mutierten
CSP-Proteine

Das Cystein-String-Protein mit seinen vier Isoformen in Drosophila melanogaster
besitzt verschiedene, von Invertebraten bis Vertebraten hoch konservierte Domanen,
die in der Einleitung beschrieben wurden, Uber deren Funktionen aber bisher
teilweise relativ wenig bekannt ist.

Um die Bedeutung der einzelnen Domanen weiter aufklaren zu kénnen, wurde von
Christine Arnold ein csp-Rescue-Konstukt kloniert, bei dem verschiedene Bereiche
von CSP entweder deletiert oder modifiziert wurden. Im csp-Nullmutanten-

Hintergrund waren mit diesen Rescue-Konstrukten umfangreiche Untersuchungen
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hinsichtlich der Funktionalitdt des mutierten CSPs mdglich (Arnold, C., Dissertation
1999; Arnold, Reisch, Leibold et al., submitted).

Grundlage fir alle Rescue-Experimente war die cDNA1, welche in adulten Fliegen
fur die groBte, ubiquitar exprimierte Isoform kodiert. Mit einem Teil dieser cDNA und
einem genomischen Fragment aus dem 5’-Bereich von c¢sp wurde ein
Fusionskonstrukt kloniert. Da Uber den regulatorischen Bereich von csp bisher wenig
bekannt ist, wurden fir Rescue-Experimente zwei genomische Fragmente mit
unterschiedlich grollen Promotor-Bereichen verwendet. Bei dem als scDNA1 (short
cDNA1) bezeichnetet Konstrukt wurde ein genomisches Fragment verwendet,
dessen Beginn 2,3 kb stromaufwarts vom Transkriptionsstartpunkt liegt und die
Exons 1, 2 sowie Teile von Exon 3 enthalt. Bei dem als IcDNA1 (long cDNA1T)
bezeichnetet Konstrukt wurde der genomische Bereich stromaufwarts des
Transkriptionsstarts von 2,3 auf 4,5 kb vergrof3ert. In beiden Konstrukten wurde im
Anschluss an den genomischen Bereich der Teil der cDNA1 kloniert, der den
Bereich Exon 3 bis Exon 7 enthalt. Fur In-Vitro-Mutagenesen und Rescue-
Experimente wurde im Weiteren das Konstrukt scDNA1 verwendet (s. Abb. 4.9).

Da das resultierende Transkript dieses Konstruktes nicht alternativ gespleildt wird,
wird die durch die cDNA1 kodierte Isoform in den Rescue-Fliegen sehr stark
exprimiert. Das Expressionsniveau ist annahernd mit der Summe der Niveaus aller

Isoformen im Wildtyp vergleichbar.
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" _ Bsp CDNA1
I Genomisches Fragment g Rescue IcDNA1
K Bsp

I— Rescue scDNA1

Abbildung 4.9: Restriktionskarte des Genlokus von Csp. Schematisch dargestellt sind Genort, Gré3e der
Deletion in der Nullmutante CspU1 und die Rescuekonstrukte der unterschiedlichen genomischen
Promotor-Bereiche.
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Obwohl das Konstrukt scDNA1 fur die grofdte, im Wildtyp am schwéachsten
exprimierte, nicht nervenspezifische Isoform kodiert, konnten sowohl der
temperatursensitive Phanotyp und die eingeschrankte Vitalitat gerettet werden, als
auch die wildtypische Farbung in Kryostatschnitten adulter Fliegenkdpfe
wiederhergestellt werden. Da im Western Blot von wildtypischen Drosophila
melanogaster L3-Larven hingegen lediglich die 36 kD grofe Isoform von CSP
detektiert werden kann (s. Abb. 4.10, Spur 2), wurde vermutet, dass das Konstrukt
scDNA1 fur Rescue-Experimente am larvalen Nerv-Muskel-Praparat geeignet ist. In
Abbildung 4.10 sind in den Spuren 1 (IcDNA1 Csp”") und 2 (w'''®) Homogenate
ganzer Larven und in den Spuren 3 (W''"®) und 4 (Csp"' °) Homogenate adulter

Fliegenkopfe aufgetragen.

L3-Larve Adult
\

-—enr WEEF 4 SAP47

M- <« CsP

IcDNA1 Csp"'"™*

1:

2, W111s
3 1118
4:

w
CSpU1 roc

Abbildung 4.10: Die Spuren 1 und 2 zeigen larvale Homogenate, die
Spuren 3 und 4 Kopfhomogenate adulter Fliegen. Der starke
Hintergrund der Spuren 1 und 2 kann durch den hohen larvalen
Fettanteil erklart werden. Verdinnung MAK ab49 1:150, nc46 1:250
(Beladungskontrolle).
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FUr die in der Einleitung beschriebenen Deletions- und Substitutionskonstrukte
wurden wahrend verschiedener Dissertationen und Diplomarbeiten mehrere
unabhangige Transformanten im “'"'®-Hintergrund hergestellt, deren Insertionsorte
nur teilweise bekannt waren. Zu diesem Zweck wurden Testkreuzungen mit

weillaugigen Balancer-Fliegen des Typs w‘;+;M durchgefihrt, mit denen das

TM6 Tb

Chromosom des Insertionsortes bestimmt werden konnte.

Hierzu wurden weiRdugige Balancer-Weibchen mit rotdugigen Transformanten-
Mannchen gekreuzt. Falls das Konstrukt auf dem X-Chromosom inseriert, schltipfen
nach folgendem Schema in der F4 nur weildugige Mannchen und rotaugige

Weibchen mit variablen Kombinationen fiir das dritte Chromosom:

o. , W+ TM3Sb X , P+ +
w '+ TM6Tb \ g + +
E.- , P(W7) +, + g W * +
" " w '+ TM3Sb/TM6Tb " @+ TM3Sb/TM6 Tb
rotaugig weiBaugig

Falls das P-Element auf dem dritten Chromosom inseriert, sind nach folgendem

Schema in der Fo-Generation alle balancierten Nachkommen rotaugig:

p- o W_' *. TM3Sb X o W+ P(w)
' "+ TM6 Tb @+ (PwY)
= ? W__ x. TM3 Sb o W_.T. Pw’)
b ' '+ TM6 Tb " @+ TM3Sb/TM6 Tb
Fo: -+ Pw’) oder " (W )
TM3 Sb B IM6 Th

rotaugig rotiaugig
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Inseriert das Konstrukt auf dem zweiten Chromosom, sind nach Ruckkreuzung der

rotaugigen balancierten Nachkommen in der F1 mit Balancer-Fliegen in der F, weil3-

und rotaugige balancierte, sowie rotaugige ebony-farbige 1”2 'IS'E Nachkommen zu
beobachten:
p " l';i;TM3Sb X 2 w_‘;P(w*);i
w  + TM6Tb g (Pw') +
Fye o l:;i;TM3Sb X 2 w_‘;P(w+);TM38b
w  + TM6Tb ] + +
rotiaugig
) _P(w") TM3Sb ... TM3Sb
F2: W ; Wt
+ + +
Rotaugig weilaugig
W__P(w*)_TM?)Sb W__i_TM3Sb
"+ 'TM6Tb "+ TM6 Tb
ebony, rotaugig ebony, weiBaugig

Aus diesen Testkreuzungen ergaben sich folgende Insertionsorte flr die

unterschiedlichen Rescue-Konstrukte:

imTJ;';l-T-Ifﬁ\rtr:fgr:'tuen d Insertionsort (Chromosom)
scDNA1 X
SSP1 M
SSP5 X
SSP8 X
SSP12 I
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CSLP25p Il

CLP1 Il

CLP2 1]

C?27 X

C?27 Il

L?8 X

L?8 Il

X-chromosomale Transformanten wurden durch Screenen nach unterschiedlich

dunklen Rotténen der Augenfarbe nach folgendem Schema in die Nullmutante

gekreuzt:
P: 7 P W)+ X ? w';+;T—NI2
TM6 Tb Sb
+ - U1 roc
Fq: ? P (w );+; - X 2 W_;+;CSp—
W’ TM6 Tb Sb @ TM6Tb
+ U1roc + U1roc
F,: o Pw );+; Csp X , Pw );+; Csp
W’ TM6 Tb Sb %] TM6 Tb Sb
Fa: Screen nach dunkelstem Rot bei ?
+ Ulroc + Ulroc + U1roc
2 P(w );+; Csp b P(w );+; Csp b P(w );+; Csp
w’ TM6 Tb Sb P(w") TM6TbSb %) TM6 Tb Sb
orange dunkelrot dunkelrot

Nach erfolgter Kreuzung wurden nicht balancierte Nachkommen durch Western Blot
auf das Konstrukt und den Nullmutanten-Hintergrund Uberpruft. Abb. 4.11 zeigt
Kopfhomogenate  adulter Rescue-Mutanten im  Nullmutanten-Hintergrund.
Anschlielend wurden die Stdmme ausschlieRlich Uber einem Balancer-Chromosom

gehalten und jede Generation selektioniert.
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Abbildung 4.11: Western Blot. Je Spur wurde Homogenat eines Kopfes
verschiedener Transformanten im Csp”' "-Hintergrund (SSP8;+;Csp"’ ™ balan-
ciert) aufgetragen. Verdinnung MAK ab49 1:100 (Spur 1-3), MAK 6D6 1:80 (Spur
4-6), MAK nc46 (1-3): 1:600, (4-6): 1:200. Die unterschiedlichen Signalintensitaten
der Beldadungskontrolle (1-3) & (4-6) sind auf unterschiedliche Antikorper-Chargen
zurtckzufihren.

Wahrend der Uberpriifung der einzelnen Mutanten zeigte sich, dass das Protein
CSP L?8 thermisch deutlich instabiler als das wildtypische Protein ist und durch das
Aufkochen der Proben vor dem Beladen des SDS-Gels schneller degradiert wird. In
Abb. 4.12 sind jeweils Kopfhomogenate adulter Fliegen aufgetragen, die vor dem
Beladen des Gels mit unterschiedlichen Temperaturen behandelt wurden. Hierbei
konnte beobachtet werden, dass die Signalstarke des Proteins mit steigender
Temperatur stark abnahm. Andere Prozeduren, wie z.B. Fixierung und Farbung von

Kryostatschnitten hatten keinen Einfluss auf die Proteinstabilitat.
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v w <« SAP47 11w
2:1.78
3:C?27
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kontrolle)

Abbildung 4.12: Eine Temperaturreihe mit den modifizierten Proteinen CD27 und L7?78 zeigt die
Instabilitat von L?8 bei steigender Temperatur, wahrend das Protein C?27 wildtypische Signale liefert.
In Spur 2 / 70°C hat sich die Signalstarke mehr als halbiert. Da der Antikérper MAK ab49 das mutierte
Protein C?27 nicht erkennt, wurde der Western Blot nacheinander mit zwei unterschiedlichen
Antikérpern ab49 (Spuren 1, 2) 6D6 (Spur 3) gegen CSP geprobt werden.
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Konstrukte, die auf dem dritten Chromosom inserierten, wurden durch meiotische
Rekombination in der Keimbahn von F-Jungfrauen in den csp-defizenten CspY! ™° -
Hintergrund gebracht. Fir den Fall, dass durch Rekombination ein Chromosom mit
P-Element und csp-Defizienz erzeugt wurde, sollten rotaugige F,-Nachkommen evtl.
temperatursensitiv sein oder auf dem Western Blot lediglich ein Signal fir das
Konstrukt zeigen. Der Screen erfolgte nach Einzelkreuzungen mit einer Balancer-
Linie, um einen eventuell vorhandenen Selektionsdruck zu minimieren. Die
Kreuzungen wurden nach folgendem Schema durchgefihrt, wobei nur die

umrandeten Nachkommen von Interesse waren:

- U1 roc
P: ? wi+csp’ P(w') X ? W—;+;—CSp
g TM6Tb
- U1 roc - U1 roc
Fi: W .. Csp 7 X o W ., Csp ™
w o cspt P(w") g TM6Tb
U1roc U1roc U1roc
Fz: w ’+’ CS+p + w ’+’ CU?p + w ’+’ CspU1roc
csp’ P(w™) Csp'™ P(w") Csp

Fs:  Einzelkreuzungen mit allen rotdugigen Nachkommen, anschlieend TS-Test,

sowie Western Blot

. CspY'™ o TM2
w ’+’ X W ,+,—
Csp”"™ P(w™") TM6 Tb Sb
U1roc
+: Csp X W TM2
csp* P(w') TM6 Tb Sb

Fir die Konstrukte C?27, L?8 und CLP konnten nach vorangestelltem Schema
Rekombinanten erzeugt werden, die mittels Paralysetest bei 37°C und Western Blot

Uberpruft wurden.

Abb. 4.13 zeigt in Spur 9 das einzige Rekombinationsereignis aus 70

Einzelkreuzungen fir die Mutante C?27 Csp”! ™. In allen anderen Spuren wurden



4. Ergebnisse Seite - 59 -

zusatzlich zum C?27-Signal die wildtypischen Isoformen detektiert. Durch Tem-
peratursensitivititstest konnten adulte C?27 Csp"' ™-Fliegen nicht identifiziert

werden. Bei 37°C verhielten sich diese Fliegen wildtypisch.

1-8 9 10 11

EREDED w» e e @D O @0 SN e 0

<q CSP
 cme7

ab491:10
6D6 1:100
nc46 1:200

Abbildung 4.13: Spur 9 zeigt nur das Signal des Proteins C?27, wahrend die Wildtypsignale
fehlen. In allen anderen Spuren ist zusatzlich zu C?27 eine Wildtypkopie vorhanden. SAP47
(nc46) diente als Beladungskontrolle.

Abb. 4.14 zeigt einen Western Blot fiir die Rekombinante L?8 Csp"' ™. In den
Spuren 5, 8, 10, 11, 12 ist das Protein L?8 im Nullmutantenhintergrund ohne
wildtypische Isoformen zu sehen. In allen anderen Spuren sind zusatzlich die
wildtypischen Isoformen zu beobachten. Dabei handelte es sich bei den Fliegen
nicht um verschiedene unabhangige Rekombinanten, sondern um Geschwister. Um
diese Rekombinanten L?8 CspY" ™ zu erhalten, wurden mehr als 200
Einzelkreuzungen angesetzt. Demnach durfte der Insertionsort des Transgens L?8
nur etwa 5¢cM vom csp-Lokus entfernt liegen. Temperatursensitivitatstests bei 37°C

mit diesen Rekombinanten zeigten keinen nullmutanten Phanotyp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13
T I 1 1 1 I I I |

e —— < a— 4 S\PAT
SmeNe w--w—— -8 U

6D6 1:100
nc46 1:200

Abbildung 4.14: Je Spur wurde Homogenat eines Kopfes aufgetragen. In Spur 5, 8, 10 und 11 wird
ausschlieRlich das mutierte Protein im Nullmutantenhintergrund detektiert. In Spur 12 sind zusétzliche

Banden zu erkennen, die vermutlich Verunreinigungen aus Spur 13 darstellen. Als Beladungskontrolle diente
SAP47 (MAK nc46).
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Abb. 4.15 zeigt in einer Ubersicht alle unabhangigen, aus 60 Einzelkreuzungen

hervorgegangenen Rekombinanten fiir die Transformanten CLP1 w'""® und CLP2

1118 U1 roc

w' In Spur 1 wurde w'"®, in Spur 2 Csp als Kontrolle aufgetragen. In den
folgenden Spuren wurden fir die beiden unabhangigen Transformanten CLP1
w8 und CLP2 (w'"®) die unabhangigen Rekombinanten, die aus
unterschiedlichen Kreuzungen stammten, aufgetragen. Paralysetests bei 37°C

zeigten einen zur Nullmutante identischen Phanotyp.

~
5
CLP1-10 O CLP1-3 CLP2-5 CLP1-11 CLP1-5 CLP2-6
\ | \ | | I | \

<« SAP47

<4 CLP

ab49 1:100
nc46 1:200

Abbildung 4.15: Je Spur wurde Homogenat eines Kopfes aufgetragen. Spur 1: w'''®, Spur 2: Csp”" ™. Als
Beladungskontrolle wurde MAK nc46 (SAP47) verwendet.

Fur die Transformante CSLP25p, konnte trotz mehrmaliger Versuche keine
Rekombinante erzeugt werden. Hier war bei allen rotdugigen Nachkommen
zusatzlich oberhalb des CSLP-Signals das Wildtyp-Signal im Western Blot zu sehen.
Die linke Halfte des Blots zeigt eine Inkubation mit 6D6, wohingegen die rechte
Halfte des Blots mit dem Antikorper ab49 geprobt wurde. In den Spuren eins bis funf
sind die aus 100 Einzelkreuzungen hervorgegangenen unabhangigen
Rekombinanten aufgetragen. Dabei sind oberhalb des CSLP-Signals die Signale der
wildtypischen Isoformen zu sehen (s. Abb. 4.16).
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Abbildung 4.16: Western Blot der Rekombinanten CSLP25p: Je Spur wurde

Homogenat eines Kopfes aufgetragen. Als Beladungskontrolle diente SAP47
(MAK nc46).

Anschlielend wurden von allen neu hergestellten Rescue-Mutanten im
Nullmutanten-Hintergrund Kryostatschnitte adulter Fliegenkopfe angefertigt, um die

Expressionsmuster zu vergleichen und zu bestatigen.

Die Mutanten scDNA1;+;:Csp”’ ™, +;+;L.?8 CspY! ¢, L?8;+; Csp!! ™, +:+;C?27
CspY' ™° und C?27;+; Csp”' ™° zeigten ein wildtypisches Farbemuster im Neuropil
adulter Fliegenkopfe (s. Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17: Kryostatschnitte adulter Drosophila-Kdpfe. Verdiinnung MAK ab49 1:50,
MAK 6D6 1:25.

Die Mutanten SSP;+;Csp”! "° und +;+;CLP Csp"' ™° zeigten die bereits bekannte

diffuse Farbung des gesamten Neuropils, sowie der Zellkdrper (s. Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: Kryostatschnitte adulter Drosophila -Kopfe, Pfeilspitzen markieren die ungefarbte
Zellkorperschicht, kurze Pfeile das immunreaktive Neuropil. Lange Pfeile markieren das nur in den
Mutanten SSP und CLP angefarbte Neuropil. Verdiinnung MAK ab49 1:50

U1 roc

Paralysetests mit adulten Fliegen bei 37°C zeigten, dass die Nullmutante Csp
innerhalb von ca. 2 %2 Minuten paralysiert. Die Rescue-Mutante scDNA1 hingegen

zeigte, wie bereits erwahnt, keine Paralyse, sondern wildtypisches Verhalten.

Alle CLP- und SSP-Mutanten im Csp”" ™-Hintergrund zeigten den
temperatursensitiven Phanotyp, und paralysierten ohne Unterschied zur Nullmutante
CspY' ™ innerhalb von zwei bis drei Minuten. C?27- und L?8-Mutanten zeigten auch
nach mehr als drei Minuten keine temperaturabhangige Paralyse. Da dieser Test
nicht ausreichend war, um eventuell bestehende Unterschiede im Paralyseverhalten
der einzelnen Mutanten aufzudecken, wurde ein temperaturabhangiges
Aktivitatsmuster fur alle Linien erstellt. Hierzu wurden gleichaltrige Fliegen in
vortemperierten, transparenten Kunststoffglasern bei verschiedenen Temperaturen
getestet. Nach Ablauf einer Zeitspanne von finf Minuten wurde der Prozentsatz aller
aktiven Fliegen ausgewertet. Fliegen, die trotz Schitteln des Glases keine
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Bewegung mehr zeigten, wurden als paralysiert, also nicht aktiv, gewertet. Abb. 4.19
zeigt das Ergebnis dieses Experiments.

Dabei zeigte sich, dass die adulte Mutante L?8 entgegen vorheriger Tests doch
einen temperatursensitiven Phanotyp zeigte; der nicht-permissive
Temperaturbereich allerdings oberhalb 37°C bis 38°C lag. Bei der Nullmutante
Csp”' ™ hingegen begann die nicht-permissive Temperatur bereits bei 33°C bis
34°C. Die Mutante SSP verhielt sich in diesem Experiment wie die Nullmutante.
Erstaunlicherweise zeigten CLP-Mutanten eine noch deutlichere

Temperatursensitivitat als die Nullmutante CspY! ™°. Sie paralysierten deutlich friher.
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Abbildung 4.19: Temperaturabhangiges Aktivitatsprofil der verschiedenen, unabhangigen Mutanten.
WT, Rescue-Mutante scDNA1 und C?27 zeigten keinen temperatursensitiven Phanotyp. Csp"' "°,
SSP-, L?8-, sowie CLP-Mutanten zeigen unterschiedliche Temperatursensitivitatsprofile.

Frahere Vitalitatsuntersuchungen, bei denen die nicht rlickgekreuzte Nullmutante
Uiw Ulw

Csp und Mutanten im Csp~ "-Hintergrund untersucht wurden, stltzen diese
Beobachtung. Die Mutante CLP zeigte bei 18°C gegeniiber der Nullmutante Csp"™"

eine deutlich verklrzte Lebenspanne (s. Abb. 4.20).
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Abbildung 4.20: Lebensfahigkeit von w'''e Cspm, CLP. Die beiden unabhangigen Mutanten CLP2
und CLP3 zeigen die gleiche reduzierte Lebensfahigkeit.

Um die Expression des modifizierten CSP in dritten Larven zu kontrollieren, wurden
von allen larvalen Mutanten im Csp"" ™°Hintergrund immunhistochemische
Praparate der neuromuskularen Synapse angefertigt. Es wurden jeweils
neuromuskulare Synapsen der dritten und vierten Abdominalsegmente untersucht,
die spater elektrophysiologisch charakterisiert werden sollten. Um evtl. auftretende
Ungleichmaligkeiten in den Farbungen zu vermeiden und die Intensitat der
Immunreaktivitat zwischen Wildtyp, Nullmutante und Rescue-Mutante vergleichen zu

konnen, wurden bei jeder Farbung gleichzeitig sowohl Positiv- als auch
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Negativkontrolle inkubiert. Dazu wurde stets der Antikdrper ab49 verwendet, der alle
vier Isoformen erkennt. Lediglich bei Farbungen von C?27 Csp"’ °-Mutanten wurde
der Antikorper 6D6 verwendet, da der MAK ab49 nicht an das direkt vor der Deletion
befindliche Epitop bindet.

In Wildtyp-Larven war eine starke Immunreaktivitat zu beobachten. Dabei war die
Farbung gleichmaRig tber alle Bouton-Typen (Ib und Is) der Muskeln 7 und 6 verteilt
(s. Abb. 4.21 und 4.22).

Abbildung 4.21: DAB-Farbung der 3. rechten Hemisegmente zwei verschiedener w'''-
Larven. Die Pfeilspitze markiert eine Tracchee. Verdiinnung MAK ab49 1:10
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40um

Abbildung 4.22: Fluoreszenzfarbung der neuromuskuldren Synapse eine
wildtypischen L3-Larve von Drosophila melanogaster, linke Korperhalfte
Abdominalsegmente A3-A5, Verdinnung MAK ab49 1:10, Cy3 1:250

In CspY! ™°-Nullmutanten-L3 blieb die Farbung véllig aus. Mit der verwendeten Optik

waren die Boutons auf den Muskeln 7 und 6 nicht zu erkennen (s. Abb. 4.23).
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Abbildung 4.23: DAB Farbung des rechten Hemisegments A3 der Nullmutante
Csp”!, Muskel 7 und 6, die Pfeile markieren die Segmentgrenzen, Verdiinnung
MAK ab49 1:10

In den Mutanten SSP und CLP entsprach die Farbung nicht dem Wildtyp. Die
Boutons der Muskeln 7 und 6 waren im Vergleich zur Kontrolle relativ schwach
gefarbt. Verglichen mit dem Wildtyp war stattdessen der zugehdrige Segmentalnerv
starker angefarbt (s. Abb. 4.24).

Abbildung 4.24: DAB-Farbungen an L3-Larven der Mutanten SSP und CLP im
Nullmutantenhintergrund CspU1 . Gezeigt sind die rechten Hemisegmente A3. Die Pfeile
markieren die schwach immunreaktiven Boutons. Der Nerv (s. SSP) ist deutlich starker
gefarbt. Verdinnung MAK ab49 1:10
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Durch Membranfraktionen mit adulten Fliegenkdpfen konnte gezeigt werden, dass
die Proteine nicht mehr vesikelmembran-assoziiert waren, sondern in der
cytosolischen, |6slichen Fraktion lokalisiert waren (Dissertation Reisch, N., 2003),
was auf ein defektes Targeting des Proteins hindeutete und eine homogene
Verteilung des Proteins im Neuron erwarten lasst. Dies wurde auch durch die diffuse
Lokalisation der Proteine SSP und CLP im Gehirn von adulten Fliegen bestatigt (s.
Abb. 4.18).

Da durch diesen Effekt die Konzentration der Proteine innerhalb der Boutons ab- und
in den Segmentalnerven zunahm, kehrte sich die wildtypische, in den Boutons starke
und den zugehdrigen Segmentalnerven schwache, Farbung in den Mutanten um.

Hier waren nun Boutons schwach und Segmentalnerven starker gefarbt.

Farbungen an L3-Larven der Mutante C?27 zeigten in Ubereinstimmung mit
Farbungen an adulten Fliegenkdpfen ein wildtypisches Farbemuster in den Boutons
(s. Abb. 4.25).

Abbildung 4.25: DAB-Farbungen 3. Larven der C?27-Mutanten im
Nullmutantenhintergrund Csp”' ™. Gezeigt sind die rechten Hemisegmente

A3 bzw. A4. Die Pfeile markieren die immunreaktiven Boutons vom Typ Ib und
Is. Verdiinnung MAK 6D6 1:10
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Farbungen an den Mutanten L?8 fuhrten zu einem Uberraschenden Ergebnis: Die X-
chromosomale Insertionslinie zeigte mit dem MAK ab49 in den Boutons eine sehr
schwache Farbung, die kein wildtypisches Expressionsniveau besal. Im Gegensatz
hierzu zeigten Farbungen ihrer adulten Nachkommen an adulten Gehirnschnitten ein
wildtypisches Farbemuster. Um zu Uberprifen, ob diese schwache Farbung ein
Effekt der Farbeprozedur war, wurde die Expression von L?8 mittels Western Blot
Uberprift. Es zeigte sich, dass das Protein aus L3-Larven im Western Blot fast nicht
detektierbar ist (s. Abb. 4.26).

SAP47
CSP

Abbildung 4.26: Western Blot mit larvalen Homogenaten. In Spur 3 ist das Homo%enat
einer X-chromosomalen, praparierten 3.Larve L?8 im Hintergrund von Csp"'
aufgetragen. Spur 1 zeigt Wildtyp-, Spur 2 Homogenat der Rescue-Mutante scDNA1.
Das L?78-Signal ist im Gegensatz zu den Kontrollen extrem schwach. Trotzdem sind
keine starkeren Abbauprodukte zu beobachten. Verdinnung MAK ab49 1:250. Als
Beladungskontrolle diente nc46 (1:100).

Da der Antikorper ab49 in adulten Fliegen sowohl im Western Blot als auch in der
Immunhistochemie das mutierte Protein L?8 erkannte, konnte das schwache Signal
nicht auf methodische Probleme zurtckgefuhrt werden. Moglicherweise beinhaltet
die deletierte Sequenz ein Signal zur Regulation der Expression von CSP im
Larvalstadium. Es konnte jedoch ebenso der Insertionsort von Bedeutung sein.
Eventuell inseriert das Konstrukt L?8 in einem Bereich, der wahrend der L3-
Entwicklung unterdrickt ist und erst spater in adulten Fliegen aktiviert wird.

Um diese Hypothesen zu Uberprifen, wurde die zweite transgene Linie, bei der das
Konstrukt L?8, das auf dem dritten Chromosom lokalisiert ist, durch Rekombination

U1 roc

in den Nullmutanten-Hintergrund von Csp gebracht.
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Immunhistochemische Farbungen an der neuromuskularen Synapse von dritten
Larven und an Gefrierschnitten adulter Fliegenkopfe zeigten nun in beiden Fallen

eine Ubereinstimmende wildtypische Farbung.

Abbildung 4.27: DAB-Farbungen von L3-Larven, deren L?8-Konstrukt auf dem X, bzw. auf dem 3.
(1) Chromsom im Csp"" ™°-Nullmutantenhintergrund inseriert. Die X-chromosomale Linie zeigte in
allen Segmenten (hier A4 links) eine deutlich reduzierte Expression.

Somit war ausgeschlossen, dass im Protein L?8 eine Regulationssequenz, die die
larvale Expression von CSP beeinflusst, deletiert ist. Vermutlich inseriert das X-
chromosomale Rescue-Konstrukt L?8 in einem Bereich, der wahrend der L3-

Entwicklung unterdrtckt ist.

Nachdem ein stabiler, robuster temperatursensitiver Phanotyp etabliert und die
Expressionsmuster aller Mutanten Uberpruft worden waren, wurden im Anschluss
daran intrazellulare Ableitungen am larvalen Nerv-Muskel-Praparat durchgefuhrt.

Nach erfolgter Praparation, Elektrodenprifung und Segmentkontrolle (s. Methoden)
wurde der zum entsprechenden Halbsegment zugehdrige Segmentalnerv Uber eine
Saugelektrode mit 0,2Hz stimuliert. Die Reizstarke wurde bei jeder Messung an das
einzelne Praparat angepasst, wahrend die intrazellulare Elektrode bereits den
Muskel penetriert hatte. Nach Abschluss aller Vorbereitungen wurde die Messung
erneut gestartet und Uber ein automatisiertes Programm durchgefihrt. Nach
Erreichen der 32°C-Schwelle wurden ein sechsmaliges aufeinander folgendes
Ausbleiben der Muskelantwort als Blockade der synaptischen Transmission gewertet.

Anschliefend wurde die Temperatur auf 18°C abgesenkt und die Erholung der
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neuromuskuldren Synapse beobachtet. Erst wenn dabei im Muskel regelmafig eine
Antwort auf einen Stimulus zu messen war, wurde dieses Experiment als reversible,
temperaturabhangige Messung gewertet. War nach Absenkung der Temperatur auf
18°C kein Anstieg der AmplitudengroRe zu beobachten, wurde die Messung
verworfen, da es sich hierbei um einen irreversiblen Defekt der neuromuskularen

Synapse im Verlauf der Messung handelte.

Da bereits in friheren Experimenten gezeigt wurde, dass der Block der synaptischen
Transmission nicht auf einen Defekt in der Leitfahigkeit der Segmentalnerven
zurtckzufihren ist, wurde auf intrazellulare Ableitungen am Nerv selbst verzichtet.
Ebenso wurde darauf verzichtet, spontan auftretende, nicht Ca®*-abhéngige Miniatur-
EJPs zu vermessen. Zum einen konnte bereits in friheren Versuchen gezeigt,
werden, dass sowohl die Frequenz als auch die Amplitudengrof3e von mEJPs in der
Nullmutante von c¢sp unverandert sind. Hierdurch waren Defekte auf der
postynaptischen Seite, im fusionsbereiten Vesikelpool, sowie der Transmittermenge
in den Vesikeln ausgeschlossen worden.

Zum anderen ist die AmplitudengroRe der mEJPs mit 0,4mV sehr klein und im
Messsignal schwierig auszuwerten. Eine manuelle Auswertung hatte erhebliche
Fehler zur Folge gehabt, da aufgrund der GréRe nicht jedes Ereignis als mEJP hatte
gewertet konnen. Eine Automatisierung war mit dem verwendeten Messprogramm
DASYLab® nicht moglich. Eine Umformatierung der nicht kompatiblen Messdaten in
ein anderes Format, welches vom frei verfigbaren, automatisierten ,Mini-Analysis-
Programm® verwendet wird, schlug fehl. Somit war eine zuverlassige Auswertung

und statistische Absicherung unmadglich.

Im Verlauf der Messungen zeigte sich immer wieder, dass die Messung einer
einzelnen Larve fir sich immer stabile, in der Hohe der Amplitude gleich bleibende
Ergebnisse lieferte. Die Schwankungen im Vergleich verschiedener Larven
untereinander waren jedoch zum Teil betrachtlich. Sie beschrankten sich nicht auf
die Mutanten, sondern waren ebenso beim Wildtyp zu beobachten.

Nach erfolgter Messung wurden die Daten Uber die Messsoftware zurlick gelesen
und die einzelnen EJPs mit dem Cursor per Hand vermessen (s. Methoden).
Exemplarische Messkurven aller folgenden Messungen sind im Anhang unter S.152

aufgelistet.
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Wahrend der Stimulation mit 0,2Hz und individuell angepasster Reizstarke zeigte die
Kontrolle w''"® bei 18°C einen Amplitudenmittelwert von ~35,7mV. Die Nullmutante

U1 roc

Csp zeigte unter gleichen Bedingungen eine signifikant reduzierte Amplitude von
~22,9mV, die im Mittel also nur noch 65% der wildtypischen Amplitudenhdhe
entspricht (s. Abb. 4.28).

Bei 32°C zeigten Wildtyp-Larven eine reversible Reduktion der Aktionspotentialhdhe
auf einen Mittelwert von 21,3mV. Dieser Wert war auch Uber eine langere Messdauer
stabil. Bei csp-Nullmutanten hingegen waren bei 32°C nach ~zwei bis funf Minuten
keine EJPs mehr zu beobachten. Die Blockade der synaptischen Transmission war
in jedem Experiment durch Absenken der Temperatur auf 18°C umkehrbar. Dieses
Ergebnis stimmte mit dem Paralyseverhalten adulter Fliegen Uberein, die bei einer
nicht permissiven Temperatur von 37°C ebenfalls reversibel paralysierten.
Messungen mit der larvalen Rescue-Mutante scDNA1 zeigten keine signifikanten
Unterschiede zum Wildtyp (s. Abb. 4.28). Bei 18°C waren die Amplituden der EJPs
ahnlich gro3. Bei 32°C war ebenso eine reversible, Uber die gesamte Messdauer
stabile Reduktion der Amplitudengréf3e zu beobachten, was den Phanotyp adulter
Fliegen widerspiegelte, die bei einer nicht permissiven Temperatur von 37°C keine
Paralyse zeigen (s. Abb. 4.30).
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Abbildung 4.28: Mittelwerte evozierter EJPs bei 18°C und 32°C der Rescue-Mutante scDNA1 im
Nullmutantenhintergrund CspU1 . Das temperaturabhangige Verhalten unterscheidet sich nicht
signifikant vom Wildtyp w8,
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Messungen mit der Mutante SSP zeigten bereits bei 18°C einen signifikanten
Unterschied zur Nullmutante Csp”' ™ auf. Die Amplitudengréfe der EJPs betrug
~12,1mV und damit nur ca. 50% dessen, was bei Nullmutanten gemessen wurde.
Bei einer Erhdhung der Temperatur auf 32°C zeigten SSP-Mutanten den gleichen
Phanotyp wie csp-Nullmutanten. Innerhalb von zwei bis funf Minuten zeigten sie die
temperaturabhangige Blockade der synaptischen Transmission, die bei Absenkung
der Temperatur auf 18°C aufgehoben werden konnte (s. Abb. 4.29). Der
temperatursensitive Phanotyp der larvalen SSP-Mutanten stimmte mit dem
Paralyseverhalten adulter SSP-Mutanten Uberein (s. Abb. 4.30).
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Abbildung 4.29: Mittelwerte evozierter EJPs aller Mutanten im Nullmutantenhintergrund CspU1 ¢, bei

18°C und 32°C. Larven der Linie SSP zeigen bei 18°C im Vergleich zur Nullmutante cspU1 ¢ eine
signifikante Reduktion der Amplitudengré3e, bei 32°C verhalten sie sich wie die Nullmutante. Die
Mutante CLP unterscheidet sich im Gegensatz zu den adulten Nachkommen nicht von Rescue-
Mutante und Wildtyp. Fur C?27 wurden Larven gemessen, die das Transgen auf dem X-, bzw. auf
dem dritten (lll) Chromosom tragen. Die Mutante L?8 zeigt je nach Insertionsort des Transgens
unterschiedliche Phanotypen: Wahrend die X-chromosomale Linie bei nicht-permissiver Temperatur
einen reversiblen, temperaturabhangigen Block der synaptischen Transmission zeigt, verhalt sich die
Insertionslinie des 3. Chromosoms wildtypisch.
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Abbildung  4.30:  Temperaturabhangiges  Aktivitatsprofil  aller adulten  Mutanten im
Nullmutantenhintergrund Csp"" ™.

Die Messung der L3-Larven von CLP zeigte mit 31,5mV Amplitudenhéhe bei 18°C
wildtypische EJPs, die sich signifikant von Amplituden der Nullmutante Csp"' ™°
unterschieden. Auch bei 32°C verhielten sich diese mutanten Larven wildtypisch. Die
mittlere Amplitudengrof3e der EJPs betrug ~18mV und war damit nicht signifikant
vom Wildtyp verschieden (s. Abb. 4.29). CLP-Larven waren somit signifikant von den

Nullmutanten CspY! ¢

verschieden. Dies war ein uUberraschendes Resultat, denn
adulte CLP-Fliegen zeigten bei 37°C innerhalb vom 2-3min eine reversible Paralyse
(s. Abb. 4.30). Die Reduktion der Amplitudenhdhe bei 32°C war jedoch nicht
reversibel, d.h. auch bei Absenken der Temperatur auf 18°C blieb dieser Effekt
bestehen. Moéglicherweise handelte es sich dabei um einen sekundaren Effekt, da
adulte CLP-Fliegen gegeniiber der Nullmutante Csp"' "¢ eine signifikant verkiirzte
Lebensdauer zeigten, was auf einen dominant-negativen Effekt hindeuten konnte (s.

Abb. 4.20 und Diskussion).

Messungen der mutanten L3-Larven von C?27 bei 18°C =zeigten in der
Amplitudengrofde keinen Unterschied zum Wildtyp. Bei 32°C waren sehr

unterschiedliche Messergebnisse zu beobachten: Von insgesamt neun Larven aus
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zwei unabhangigen Insertionslinien zeigten funf den temperaturabhéangigen Block der
synaptischen Transmission. Die anderen vier Individuen verhielten sich annahernd
wildtypisch. Die Bildung des Mittelwertes aus den Messungen bei 32°C flhrte
aufgrund dieser Schwankungen weder zu einem signifikanten Unterschied zu Wildtyp
und Rescue-Linie scDNA1, sowie zur Nullmutante (s. Abb. 4.29). Da diese Linie aus
Einzelkreuzungen etabliert wurde, war auszuschlielen, dass eine nicht homogene
Linie verwendet wurde. Auch eine Verwechslung mit balancierten Larven konnte
ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu adulten C?27-
Fliegen, die sich ausnahmslos vollig wildtypisch verhielten und bei 37°C nicht
paralysierten (s. Abb. 4.30).

Messungen mit Larven der X-chromosomalen Linie L?8 zeigten bei 18°C ebenfalls
starke Schwankungen in der EJP-Amplitude, so dass die Werte weder vom Wildtyp
noch von der Nullmutante signifikant verschieden sind. Bei nicht-permissiver
Temperatur hingegen zeigten L?8-Larven den temperatursensitiven Phanotyp und
waren von der Nullmutante Csp"' ™ nicht signifikant verschieden (s. Abb. 4.29). Dies
steht im Widerspruch zum Paralyseverhalten adulter L?8-Fliegen, die nur einen
milden temperatursensitiven Phanotyp zeigten. Adulte L?8-Fliegen zeigten nach
verlangerter Zeit bei héherer Temperatur einen temperatursensitiven Phanotyp (s.
Abb. 4.30).

Gleiche Experimente mit der L?8-Mutante, bei der sich das Konstrukt auf dem 3.
Chromosom befindet, zeigten andere Ergebnisse. Diese Larven verhielten sich
sowohl bei 18°C als auch bei 32°C wildtypisch. Die EJPs waren nicht signifikant
verschieden vom Wildtyp, jedoch signifikant verschieden von der X-chromosomalen
L?8-Linie (s. Abb. 4.29).

Die auf Seite 70/71 beschriebenen immunhistochemischen Untersuchungen an der
neuromuskularen Synapse von L3-Larven liefern eine Erklarungsmadglichkeit fur die
unterschiedlichen Messergebnisse. X-chromosomale L3-Larven zeigten eine sehr
schwache Immunreaktivitdt, wohingegen die zweite Linie (Insertion auf dem 3.
Chromosom) eine wildtypische Farbung zeigte. Somit dirften die unterschiedlichen
elektrophysiologischen Messergebnisse in den beiden unabhangigen Linien
vermutlich durch unterschiedliche Expressionsstarken wahrend der

Larvalentwicklung begrindet sein.
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4.2 Erzeugung und Charakterisierung einer neuen Nullmutante fiir CSP

Wie bereits erwahnt, wurde die Nullmutante fir csp durch eine asymmetrische
meiotische Rekombination zwischen 2zwei P-Elementen erzeugt. Durch die
vollstandige Sequenzierung des Drosophila-Genoms (Adams et al., 2000; Celniker et
al., 2002) stellte sich wahrend dieser Arbeit heraus, dass bei der Nullmutante Csp”™"
moglicherweise nicht nur ein einzelnes Gen betroffen ist. Innerhalb des deletierten
Bereichs befanden sich nach Computervorhersagen Sequenzen zweier weiterer
Gene: CG14505 und CG11489, Uber deren Funktion und Expressionsmuster bisher
nichts bekannt ist (Abb. 4.31).

3 P318/17 _ &
{LacW}10,5KI
I
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Abbildung 4.31: Schematische Darstellung des csp-Locus mit Exon-/Intronstruktur, sowie der
Position der zur Erzeugung der Nullmutante CspU1 urspringlich verwendeten P-Elemente (nicht
mafstabsgerecht). Zusatzlich sind die Transkriptionsstartpunkte und -richtungen der beiden
vorhergesagten Gene gezeigt.

Um den beschriebenen Insertionsort (Eberle, Dissertation, 1995) des P-Elements
PlacW der Linie P318/17 und somit die Beeintrachtigung des vorhergesagten Gens
CG14505 in der Nullmutante Csp"! ™ zu bestatigen, wurde eine inverse PCR nach
Anleitung des BDGP (s. Anhang, Seite XXX) vom 3’-Ende des P-Elements aus
durchgefihrt. Hierzu wurde mit HinP1 und Sau3Al verdaut. Fur die PCR wurden die
Primer Pry1 und Pry2 verwendet (s. Anhang, Abb. S. 146ff.).

Die Sequenzierung der erhaltenen Produkte lieferte folgendes Ergebnis:

1. Hin P1/Pry1 & 2 : PCR Produkt von ca. 550bp

P318/17 HinP1, Pry1, revers
ACTCTATATTAATTAGACGAAATTATTTTTAAAGTTTTATTTTTAATAATTTGCGAGTACGC

AAAGCTTGTCGGCGTCATCAACTCCATCACTGTCCATTAGGTCTATGACCACATCCAAACAT
CCTCTTTTTATGTCCACATCTGATAACCATCTGTACAAAGTCGTACGACTGGGCAAAGGAAA
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TCCTTTTTTGTACAGATGGTTATACGCTCGACG CGTCGACCTGCA TCTAGAAGC
TTGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGC
TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAG
CTCCCTCGTGCGCAACATGTCGTTCC

schwarz = PlacW-Anteil

blau = HinP1 Schnittstelle GCGC

grun = Sau3Al Schnittstelle GATC

rot = genomischer Bereich

AAGCTT = Hindlll Schnittstelle in PlacW

P318/17 HinP1, Pry2
TCATCATGGCTCGACGCCCTGCTCCGCTTCTCGGTCAAAATGTACTAACGCGTGGCACACGC

CACACAGCTGCTGTGACACATATGGAGTAGAGTGGAACGACATGTTGCGCACGAGGGAGCTT
CCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCG
TCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCAAGCT
TCTAGA TGCAGGTCGACG CGTCGAGCGTATAACCATCTGTACAAAAAAGGATTT

schwarz = PlacW-Anteil
blau = HinP1 Schnittstelle GCGC
grun = Sau3Al Schnittstelle GATC

rot = genomischer Bereich

2. Sau3Al / Pry1 & 2 : PCR Produkt von ca. 400bp

P318/17 Sau3A, Pry1, revers
AATTATTTTTAAAGTTTTATTTTTAATAATTTGCGAGTACGCAAAGCTTGTCGGCGTCATCA

ACTCCATCACTGTCCATTAGGTCTATGACCACATCCAAACATCCTCTTTTTATGTCCAC

schwarz = PlacW-Anteil
AAGCTT = Hindlll Schnittstelle in PZ
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P318/17 Sau3A, Pry2
CATCATGGCTCGACGCCCTGCTCCGCTTCATCGGTCAAAATGTACTAACGCGTGGCACACGC

CACACAGCTGCTGTGACACATATCGGAGTAGAGTGGAACGACATGTTGCGCTGTACAAAGGG
AA

schwarz = PlacW-Anteil
blau = HinP1 Schnittstelle GCGC

rot = genomischer Bereich

Beide Ansatze (HinP1/Sau3A) lieferten flr den 3‘ angrenzenden Bereich dieselbe

Sequenz:

P318/17....3'Ende....GCTCGACGCCCTGCTCCGCTTCTCGGTCAAAATGTACTAACGCGTGG
CACACGCCACACAGCTGCTGTGACACATATGGAGTAGAGTGGAACGACATGTTGCGC

Somit konnte die Position des P-Elements PlacW in der Linie P318/17 eindeutig und
damit indirekt auch in der Nullmutante Csp"" verifiziert werden (s. Anhang S. 141ff,
genomische Sequenz csp-Lokus, ,P1%).

Da in der csp-Nullmutante das Gen CG11489 und mdglicherweise auch das Gen
CG14505 betroffen sind, sollte im zweiten Teil dieser Doktorarbeit deshalb eine neue

Nullmutante fir csp erzeugt werden, die ausschliel3lich das csp-Gen ausschaltet.

Hierzu wurde die P-Element-Insertionslinie P#1617 aus dem BDGP verwendet, bei
der im nicht-translatierten Bereich des ersten Exons von csp ein nichtautonomes PZ-
Element inseriert. Durch Remobilisierung des P-Elements kdnnen kleine Deletionen
im Bereich der Insertionsstelle erzeugt werden (,jump out‘-Mutagenese). Das P-

Element besitzt vier Fragmente unterschiedlicher Herkunft:

1. Das aus E. coli stammende und fur die R-Galaktosidase kodierende lacZ-Gen.
Durch die angehangte Kernlokalisationssequenz einer Transposase werden
bei lacZ-Farbungen nur die Zellkdrper, nicht jedoch die Auslaufer, wie z. B.
Axone oder Dendriten der entsprechenden Zellen, blau gefarbt.

2. Plasmidanteile, die einen Replikationsursprung (ori) und ein Kanamycin-

Resistenzgen enthalten. Beide sind fir einen Plasmid-Rescue notwendig.
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Durch einen Xbal-Verdau werden Plasmid-Anteile sowie flankierende
genomische Bereiche isoliert und in Bakterien vermehrt. Resultierende Klone
sind dabei kanamycin-resistent (Abb. 4.32).

3. Das aus Drosophila stammende und fir die Xanthin-Dehydrogenase
kodierende wildtypische rosy-Gen. Tiere mit einem rosy-Hintergrund haben
eine vom Wildtyp abweichende braune Augenfarbe. Uber die Einflihrung eines
rosy -markierten P-Elements kann eine erfolgreiche Transformation entdeckt
werden, da die Tiere wildtypische rote Augen zeigen. Umgekehrt flhrt der
Verlust eines solchen P-Elements z. B. durch Remobilisierung in einem rosy
Hintergrund zum Auftreten brauner Augen, nach denen die Tiere selektioniert
werden konnen.

4. ,Inverted repeats” an 5’- und 3’-Ende, die fur eine Transposition unerlasslich

sind, sowie der 5’-Bereich des Transposase-Gens (s. Abb. 4.32).

lacZ Hsp70Ab rosy
I ]
pS’ pHSS7 p3’
< P{PZ} >
—> <7 —
P\L.PZ kanR  ori +7.2
lacZ ry

1000 3000 5000 7000 9000 11000 13000
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Abbildung 4.32: Struktur des PZ-Elements

Aus der Datenbank ,Flybase standen fur die Linie P#1617 die Sequenz des
Insertionsortes (ermittelt durch Inverse PCR), sowie Abbildungen von In-situ-
Hybridisierungen an Riesenchromosomen zur Verfigung (s. Anhang). Hierdurch war

eine exakte Positionsbestimmung madglich.

Zunachst sollte durch einen Plasmid-Rescue die Position und Typ des P-Elements
bestatigt werden (s. Abb. 4.33).



4. Ergebnisse Seite - 81 -

Plasmid-Rescue

HOE Es E/Xbal £ "
| kanR ORI || Rosy | |

—
P{PZ}14,5Kb -
laskb
AAAAA
Illd H-
Xbal ~__ |1

| [ T1 \ T 1 m T 1 [T [ 1 \ ]
EH S K Sacl patl EE S SBH B B B SH HE B E S E H

1Kb

CG14505 CG11489 )
S—

© Dbx

Abbildung 4.33: Schematische Darstellung des Csp-Locus der Linie P#1617 mit allen benachbarten
bzw. vorhergesagten Genen. Die Richtung des Plasmid-Rescues wird durch einen Pfeil angezeigt.

Es wurde ein Verdau genomischer DNA mit Xbal, Ligation und Transformation in
Bakterien mit anschlieRender Isolierung der Plasmid-DNA durchgeflihrt. Durch einen
Verdau mit den Restriktionsenzymen Xbal und Hindlll sollten zwei Fragmente der
GroRe ~7Kb (Anteil PZ-Element) und ~2,3Kb (genomischer Anteil) erhalten werden.

Trotz mehrmaliger Versuche schlug ein Xbal-Plasmid-Rescue fehl.

Zur weiteren Uberprifung der P-Element-Insertion und deren Unversehrtheit wurde
eine lacZ-Farbung an Kryostatschnitten durchgefihrt. Dabei wurden sowohl
Thorakal-, als auch Kopfschnitte gefarbt. Deutliche Signale konnten in einer
Zellschicht der Medulla in den optischen Loben (s. Abb. 4.34A & B) beobachtet
werden. Die Farbemuster stimmten nicht mit dem bisher bekannten
Expressionsmuster von csp Uberein. Es konnte auf diese Weise jedoch gezeigt
werden, dass der 5’-Bereich des PZ-Elements intakt war. Auch Eberle (1995) konnte
mit einer lacZ-Farbung an Kopfgefrierschnitten der P-Element-Linie P318/17 (s. Abb.

4.31) keine gehirnspezifischen Farbung zeigen.
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Abbildung 4.34: LacZ-Farbung von Gehirnschnitten. Die Pfeile markieren einzelne Zellkdrper der
Medulla, die starke Immunreaktivitat zeigen.

Da die Linie P#1617 einen rosy-Hintergrund besitzt, jedoch wildtypische, rote Augen
hat, konnte davon ausgegangen werden, dass das P-Element in diesen Bereichen

intakt war.

Mit Hilfe zweier Defizienz-Linien aus dem Drosophila-Stockcenter in Blommington
sollte der Jump-Out-Mutagenese schnell eine gréf3ere Anzahl von Individuen auf eine
Deletion im csp-Lokus gescreent werden. Durch die Verwendung der laborfremden,
blanancierten Defizienz-Linien 4504 und 4506 (Def.), die mdglicherweise noch keine
Anpassung an den Verlust von csp zeigen, sollten eventuelle Modifier-Aktivitaten
oder andere Effekte des genetischen Hintergrunds (s. 0.) vermieden oder zumindest
reduziert werden. Um sicher zu gehen, dass die Linien auch den csp-Lokus

einschliel®en, wurden Komplementationskreuzungen mit der der Nullmutante

U1 roc

Csp

in der F4 sollten, falls die
Def.

Csp”' ™° durchgefiihrt. Die Nachkommen

Defizienz auch csp betrifft, einen temperatursensitiven Phanotyp aufweisen. Bei
beiden Defizienz-Linien zeigten die Nachkommen aus der Kreuzung mit Csp"' "°
keinen temperatursensitiven Phanotyp, so dass davon ausgegangen werden musste,
dass der csp-Lokus in den Defizienzen nicht betroffen ist.

Da die beiden Defizienzen zum Screenen nach einem Jump-Out-Ereignis ungeeignet

Utroe yerwendet.

waren, wurde flr eine Selektion die Nullmutante Csp
Durch Einkreuzen der stabilen Transposase-Quelle P{ry*, D2-3} sollte das PZ-
Element remobilisiert und ein unprazises Jump Out-Ereignis ausgeldst werden, das

eine Deletion innerhalb des csp-Gens zur Folge haben sollte. Als stabile



4. Ergebnisse Seite - 83 -

Transposasequelle diente das modifizierte P-Element P{ry*, D2-3} (99B), das auf

einem stubble-markierten dritten Chromosom in 99B inseriert.

CyO P{ry* D2-3},Sb

: -Weibchen mit
Sp TM2, Ubx

In Massenkreuzungen wurden weil3dugige w’;

PZ ry506

rotaugigen w’;
99 TM3. Sb

-Mannchen verpaart. In der nachfolgenden Fi-Generation

PZ r.y506
w* /@' P{ry* D2-3},Sb

wurden die Nachkommen des Genotyps nach Sb™ und

ebony*-Phanotyp selektioniert. In der Keimbahn dieser Fliegen erfolgte die

Mobilisierung des PZ-Elements. Diese Tiere wurden mit dem rotaugigen

Doppelbalancerstamm w*; TM6, Tb

X verpaart und anschlieBend in der F,-
TM3,ry Sb Ser

Generation nach rosy-farbigen, kurzborstigen ebony*-Fliegen des Genotyps

+

w ~Dcsp ©ry
w*/w /@ TM3,ry Sb Ser

506
selektioniert. Durch ein unvollstandiges JumpOut-

Ereignis kann das rosy-Gen des P-Elements zerstort werden, der genomische csp-
Lokus jedoch intakt bleiben. Um diese Fliegen auszuselektionieren, wurden die

JumpOut-Nachkommen der F,-Generation einzeln mit der balancierten Nullmutante

U1 roc
% gekreuzt. Durch Paralysetests bei 37°C wurde nach Fliegen des
CSp JO r.y506
Genotyps Cep U selektioniert. Aus dieser Kreuzung gingen gleichzeitig
Sp

DCsp *° ry®
TM6, Tb Sb

balancierte Fliegen des Genotyps hervor, so dal} die JumpOut-

Mutanten sofort Gber einem Wildtyp-Allel ohne Selektionsdruck gehalten werden
konnten.

Nach diesem Kreuzungsschema wurden etwa 20.000 Tiere auf rosy-farbige Augen
gescreent. Insgesamt konnten 422 Tiere isoliert werden, mit denen Einzelkreuzungen

fur Paralysetests angesetzt wurden. Aus diesen Einzelkreuzungen gingen 33

JO 506

DCsp " ry

U1 roc

temperatursensitive Linien des Genotyps hervor, von denen noch 13

fur das JumpOut-Ereignis homozygot lebensfahig waren. Jedoch nur 9 zeigten den
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bekannten adulten temperatursensitiven Phanotyp. 4 Linien bendtigten mehr Zeit fur

die Paralyse.

Auf dem Western-Blot konnte bei den acht Linien 113, 211, 273, 350, 351, 389, 450
und 604 kein CSP detektiert werden (s. Abb. 4.35).
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Abbildung 4.35: Western Blot aller temperatursensitiven JumpOut-Linien. Verdinnung MAK ab49
1:100. Als Beladungskontrolle dienten SAP47 (MAK nc46 1:500) und Synapsin (MAK 3c11 1:200,
nur in den Spuren 313, 351, 468, 614)
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Durch Kryostatschnitte von adultem Kopf und Thorax dieser JumpOut-Mutanten

konnten die Linien in vier Gruppen unterteilt werden.

1. Gruppe: Nullmutanten: Im Western-Blot war kein CSP zu detektieren. Die
Abbildung 4.36 zeigt im Wildtyp das bekannte Farbemuster in Kopf- und
Thorakalschnitten. Die Pfeile  markieren  synaptische Boutons  der
Flugsteuermuskulatur. Auf den Schnitten der beiden Mutanten JO 211 und JO 273
sind weder Farbungen des Gehirns, noch der Thorakalganglien und der Boutons der

Flugsteuer-Motoneurone zu erkennen.
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Abbildung 4.36: Kryostatschnitte von adultem Fliegenkopf und Thorax.
Als Kontrolle diente w'''®. Die JumpOut-Linien JO 211 und JO 273
zeigen keine Immunreaktivitat. Verdiinnung MAK ab49 1:100.

2. Gruppe: variables Expressionsniveau: Das Expressionsniveau war in allen CSP-
exprimierenden Geweben der verschiedenen Linien unterschiedlich stark verandert,
von einer allgemeinen Reduktion des Expressionsniveaus (JO 350, JO 450) bis zu
einer selektiven Expression in einzelnen Geweben (JO 113, JO 351, JO 389, JO 490,
JO 604). In Zusammenarbeit mit Reinhard F. Stocker (Fribourg, Schweiz) konnten
einzelne Regionen, in denen selektiv. CSP exprimiert wird, speziellen

Gehirnstrukturen zugeordnet werden.
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Abb. 4.37 zeigt in der linken Halfte Kryostatschnitte adulter Fliegen der Linie JO350.
Bei einem allgemein reduzierten Expressionsniveau waren gewebsspezifische
Unterschiede in der Expressionsstarke zu beobachten. Wahrend das Neuropil des
Zentralgehirns (ZG) nur noch schwache Immunreaktivitdt zeigte, konnte in den
optischen Loben (OL) eine starkere Immunreaktivitat beobachtet werden.

Die Farbung des Thorax zeigte eine Uber alle Ganglien vorhandene schwache
Expression von CSP, wohingegen die Neuropilstreifen zwischen Metathorakal- und
Abdominalganglion eine starkere Immunreaktivitat zeigten.

In der rechten Bildhalfte sind Kryostatschnitte der Linie JO450 gezeigt. Auch hier war
die Immunreaktivitat gegenuber dem Wildtyp reduziert, allerdings nicht so stark wie
bei Linie JO350 beobachtet. Auch hier zeigten die optischen Loben, insbesondere

die Lamina, in Kopfschnitten eine starkere Immunreaktivitat als das Zentralgehirn.

Abbildung 4.37: Thorakal- und Kopfschnitte der adulten JO-Linien JO 350 und JO 450. Bei JO 350
markiert der Pfeil die deutlich starker angefarbten Neuropilstreifen zwischen Metathorakal- und
Abdominalaanalion (AG). Verdiinnuna MAK ab49 1:100.
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Die JumpOut-Linien JO 113 und JO 389 zeigten in der Schnittebene durch
Zentralgehirn und optische Loben oberhalb des Oesophagus keine Farbung. In
beiden Linien war jedoch Immunreaktivitdt in den Eingangen/Endigungen der
Afferenzen aus dem Labialnerv (Gustatorik / Mechanosensorik aus den Labialpalpen;
evtl. Mechanosensorik aus den Maxillarpalpen) zu beobachten (s. Abb. 4.38: 1a und
2a — ,LabN").

JO 113 JO 389

Abbildung 4.38: Kryostatschnitte adulter Fliegen durch Kopf und Thorax. N =
Neuropilstreifen, T = Thorakal-, A = Abdominalganglion. Verdiinnung MAK ab49 1:100.

Obwohl beide Linien in den Farbungen der Kopfschnitte identische Farbemuster

zeigten, unterschieden sich die Farbungen des thorakalen Neuropils voneinander.
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Wahrend in der Linie JO 389 sowohl Thorakal- als auch Abdominalganglion eine
Farbung aufweisen, war bei Linie JO 113 lediglich eine Farbung der Neuropilstreifen
zwischen Metathorakal- und Abdominalganglion (in klassischen anatomischen
Arbeiten auch als ,medial dorsal abdominal tract" bezeichnet) zu beobachten (s. Abb.
4.38: 1b — ,N“). Das thorakale Farbemuster der Linie JO 113 war mit dem der Linie
JO 351 identisch.

Zwei weitere Linien, JO 490 und JO 604 zeigten sehr auffallige und von allen
anderen Linien abweichende Farbemuster.

Die Linie JO 490 zeigte in Schnitten adulter Fliegenkopfe ein selektiv verandertes
Farbemuster. Im gesamten Neuropil des Gehirns und der optischen Loben war die
Immunreaktivitat reduziert (Abb. 4.39: 1). Lediglich in den Eingangen des Labial- /
Maxillarnervs war eine starke Immunreaktivitdt zu beobachten (s. Abb. 4.39: 2).
Zusatzlich konnten bilaterale Fortsetzungen der Eingange des Labialnervs mit einer
starken Immunreaktivitat beobachtet werden (s. Abb. 4.39: 3). In Silberfarbungen von
Kei Ito auf Horizontalschnitten sind solche kontralateralen Fasern aus dem
Labialnerv in dieser Region tatsachlich zu sehen (,maxillary-labellar nerve" genannt).

Die CSP-Farbung scheint das diesen Nerv umgebende Neuropil zu markieren.

JO 490

Eingange —
Labialnerv

Neuropilumgebung
der kontralateralen e
Fasern (Labialnerv)

- "-.M b ¥ A c L
T v " (&
]

Abb. 4.39: Gefrierschnitte adulter Kopfe von JO 490. Das Expressionsniveau von CSP im Neuropil
ist bis auf die mit Pfeilen markierten Regionen im Gehirn reduziert. Verdinnung MAK 1:100.
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Die Farbung an adulten thorakalen Kryostatschnitten von JO 490 zeigte ein

auffalliges Farbemuster.

Abbildung 4.40: Schnittserie durch die thorakalen Ganglien von JO 490, dorsal beginnend.
Horizontale Pfeile markieren die Neuropilstreifen zwischen Metathorakal- und Abdominalganglion,
vertikale Pfeile mdgliche Strukturen der akzessorischen Fligelsensillen. Verdinnung MAK ab49
1:100.

In Abb. 4.40 ist eine dorsal-ventrale Schnittserie durch Meso-, Metathorakal- sowie
Abdominalganglion gezeigt. In diesen Farbungen waren neben der insgesamt

reduzierten Immunreaktivitdt der Ganglien auch spezifische Strukturen zu
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beobachten, die wildtypische Expressionslevel aufwiesen. Dabei handelt es sich
maoglicherweise um prasynaptische Elemente akzessorischer Fllgelafferenzen, die
von Power (Power, 1948) ,akzessorische mesothorakale Neuromere® genannt
werden. Palka et al. (1979) benennen die Strukturen als Ovoid (O), grolde ventrale
Fasern (large ventral fibers, LVF), sowie ventrale und dorsale Gabel (Dorsal and
Ventral fork, DG bzw. VG) (s. Abb. 4.41).

100um

dorsal ventral

Abbildung 4.41: Zentrale Projektionen der Fligelsensillen. In der Dorsalansicht sind die beiden
Verzweigungen der dorsalen Gabel (DG) zu erkennen. In der Ventralansicht sind die ventrale
Gabel (VG), die groRen ventralen Fasern (LVF), sowie das Ovoid (O) zu erkennen. Abgeandert,
aus Palka et al., 1979.

Die Linie JO 604 zeigte eine uUber das gesamte Neuropil des Gehirns reduzierte
Immunreaktivitat. Die besonders intensive Anfarbung der afferenten Labilanerven
war nicht zu beobachten. Das Farbemuster in den Thorakalschnitten ahnelte dem der
Linie JO 490. Allerdings war die Farbung des ,Ovoids®, sowie der gesamten
akzessorischen Flugelsensillen-Region im Thorax nicht so ausgepragt wie bei Linie
JO 490. Hier waren vielmehr statt zusammenhangender Strukturen untergeordnete
Strukturen (langer Pfeil in Abb. 4.42), sowie einzelne Mikroglomerulus-ahnliche

Elemente (kurze Pfeile in Abb. 4.42) zu sehen.
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JO 604

Abbildung 4.42: 1: Kopfschnitt, 2-6: thorakale Schnittserie, dorsal
beginnend. Der lange Pfeil (K) markiert die Synapsen nahe der Komissur
zwischen Metathorakal- und Abdominalganglion, die kurzen Pfeile
Geweberegionen mit einzelnen, angefarbten mikroglomerularen
Strukturen. Verdinnung MAK ab49 1:100.
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Da die Etablierung einer neuen Nullmutante flr csp das ausschlieRliche Ziel der
vorangegangen Mutagenese war, wurden lediglich die Linien JO 113, JO 211 und JO
273 molekular naher charakterisiert. Die beiden Linien JO 211 und JO 273 zeigten
an Kryostatschnitten adulter Fliegen keine Immunreaktivitat. Die Linie JO 113 zeigte
bis auf eine spezifische, raumlich stark begrenzte Immunreaktivitat in den
Endigungen der afferenten Labialnerven, sowie in der Umgebung der Komissur
zwischen Metathorakal- und Abdominalganglion keinerlei Expression von CSP und
wurde deshalb ebenfalls naher charakterisiert.

1118 als Kontrolle eine Southern Blot-

Zunachst wurde mit den drei Linien und w
Analyse durchgeflihrt. Als Sonden wurden genomische Fragmente der Grolke 8,8Kb
und 3,5Kb aus dem Bereich des csp-Lokus verwendet, die Uber Hindlll in pKs
einkloniert waren und als Glycerinstocks vorhanden waren (Dissertation Arnold,
1999). Mit den Glycerinstocks wurden UN-Kulturen angeimpft, Plasmid-Minipraps
durchgefihrt, diese verdaut und anschliel3end die entsprechenden Banden aus dem
Gel eluiert. Die Sonden S1, S2 und S3 wurden durch Verdaue mit den Enzymen
Hindlll, Aatll und Sacl aus dem 8,8Kb grof3en Hindll-Fragment hergestellt. Die Sonde

S4 wurde durch Verdau mit dem Enzym Hindlll hergestellt (s. Abb. 4.43).

H E ES E/Xbal E H

| | | ORI || Rosy | },J

[ | \I [ I\I LIS I 1 [ TT
EH S Sl pa2 E E Se° SBH B B B SH HE B E S E H

[ 8.8Kb [ 3.5Kb I
CG14505 CG11489 T
Dbx
S1
S2
S3
S4

Abbildung 4.43: Genomischer Bereich von csp mit Position und Gréf3e der beiden Hindlll-Fragmente,
sowie der daraus hergestellten Sonden S1-S4.
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Mit der genomischen DNA der JO-Linien 113, 211, 273 und des WT wurden Verdaue
mit Hindlll bzw. EcoRI / Sall durchgefiihrt. Die anschlieRende gelelektrophoretische
Auftrennung wurde durch Ethidiumfarbung und UV-Illlumination Gberpruft (Abb. 4.44).

Hindll EcoRl/Sall
M gDNA M M gDNA M

Abbildung 4.44: Kontroll-Gelfotos. Gele der verdauten genomischen DNA
von JumpOut-Llnlen 0,9%iges Agarose-Gel, mit Ethidium-Bromid angeféarbt.
Spur 1: w' Spur2 JO 113, Spur 3: JO 211 Spur 4: JO 273.

Nach erfolgtem Blotten wurden die Membranen nacheinander mit den radioaktiv

markierten Fragmenten S1 bis S4 geprobt und auf einem Rdéntgenfilm exponiert.

In einem Hindlll-Verdau mit der Sonde S1 sollte zunachst grob die Grolke der
Deletion, sowie deren Position Uberprift werden. Falls ein Signal mit der Sonde S1
ausbleibt, umfasste die Deletion den 5-Bereich des csp-Lokus und damit die beiden
Gene dbx und CG14505. Die Wildtyp-Spur von w''"® lieferte ein Signal der GroRe
8,8Kb. Dieses Fragment schliet einen Groldteil des csp-Lokus bis Mitte des
alternativ gespleifdten Introns 6 ein (s. Karte, Abb. 4.43). In der Spur JO 113 war eine
Bande der GrolRe 7,5Kb zu beobachten, so dass davon ausgegangen werden
konnte, dass eine Deletion im csp-Lokus erzeugt wurde. Durch einen Verdau mit
dem Enzym Hindlll ware ein moglicherweise noch in Fragmenten vorhandenes P-

Element an den Enden exakt herausgeschnitten worden, so dass die Verkleinerung
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des wildtypischen Fragmentes von 8,8Kb um ~1,3 — 1,5KbKb auf ~7,3 - 7,5Kb auf
eine Deletion im csp-Lokus zurlckzuflihren war.

In der Spur JO 211 war kein Signal zu entdecken, so dass davon ausgegangen
werden musste, dass die Deletion den 5’-Bereich vor dem csp-Lokus einschloss und
eine Hybridisierung mit dem genomischen Fragment in diesem Bereich nicht mdglich
war. Da in diesem Bereich das Gen dbx endet und im Gegenstrang das Gen
CG14505 beginnt, handelte es sich bei der Linie JO 211 mdglicherweise um eine
Dreifach-Mutante. Deshalb wurde die Linie JO 211 in weiteren Untersuchungen nicht
mehr berucksichtigt.

In der Spur JO 273 war ein Signal der GroRe 5,6Kb zu beobachten. Ebenso wie bei
Linie JO 113 waren mogliche Reste eines P-Elements durch den Verdau mit Hindlll
exakt herausgeschnitten worden, so dass die in diem Blot sichtbare Bande exakt die
Grolke der Deletion von ca. 3,2Kb wiedergibt (s. Abb. 4.45).

JO 211
JO 273

2
l_P
M = S

Abbildung 4.45: Southern Blot mit den Linien w''®, JO 113, JO 211 und
JO273. Die gDNA, wurde mit dem Enzym Hindlll-verdaut und mit der Sonde
S1 (genomisches Fragment der GroRe 4,3Kb aus dem 5’-Bereich des csp-
Lokus) geprobt. Exposition: 3 Tage.
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Durch einen zusatzlichen Doppel-Verdau mit den Enzymen EcoRI und Sall und eine
aufeinander folgende Hybridisierung mit den Sonden S1 bis S4 sollte die Position der

Deletion genauer eingegrenzt werden.

|_
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||

Im Blot, der mit der Sonde S1 geprobt wurde, zeigte
die Wildtyp-Spur erwartungsgemaly zwei Signale der
Grofle 1,7Kb und 3,1Kb. In der Spur JO 113 war wie
beim WT ein Signal auf gleicher Hohe (1,7Kb) zu

beobachten. Dabei handelte es sich um das 5-

JO 113
JO 273

-
oo O

gelegene EcoRI/Sall-Fragment, welches das am

(¢)]

weitesten entfernte genomische Fragment darstellt.
Das folgende Fragment, das bis in das erste Exon von
csp hineinreicht und den Insertionsort des P-Elements

beinhaltete, war verkleinert. Statt einer wildtypischen

w

Fragmentgrofe von 3,1Kb war im Southern Blot ein
Fragment der GroRe 2,1Kb zu sehen. Somit konnte

der Beginn der Deletion auf einen Bereich von ca. 500

N

bis 600bp vor den Transkriptionsstart von csp
lokalisiert werden. In der Spur JO 273 waren zwei
Signale der Grollen ~2,5Kb und 4Kb zu sehen. Die

Fragmente waren beide grof3er als beim Wildtyp. Da

1,5

Abbildung  4.46: Southern angrenzendes Fragment noch vorhanden sein,
Blot der Linienw ", JO 113

und JO 273. Geprobt wurde wodurch eine Hybridisierung mit der Sonde S1 maoglich
mit Sonde S1. Exposition: 3 o

Tag. Markiert ist das war. Somit hatte das 5’-gelegene EcoRI/Sall-Fragment
Fragment durch . .. . .
unv%nsténdigen Verdau. in der Linie JO 273 im Southern Blot ebenfalls sichtbar

im Blot zwei Signale zu beobachten waren, musste die

5’-gelegene Sall-Schnittstelle, sowie ein direkt

sein mussen. Da das Signal im Southern Blot jedoch
kein scharf abgegrenztes Signal war und die nachste EcoRI-Schnittstelle
stromaufwarts nur 0,5Kb entfernt war, wurde vermutet, dass es sich hierbei um einen
fur Sall unvollstandigen Verdau handelte. Warum das 1,7Kb-gro3e Fragment nicht
detektiert wurde, ist unklar. Hierdurch war jedoch die Existenz des ca. 2,5Kb-grof3en
Fragments erklarbar. Das 4Kb-grofle Fragment war mit den beiden bisher

verwendeten Enzymen und Sonden nicht ohne weiteres erklarbar.
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Es gab zwei Interpretationsmaoglichkeiten:

Im 3’-Bereich (rosy-Gen) waren Reste des P-Elements vorhanden. Durch

einen EcoRIl / Sall-Verdau entsteht ein Fragment, das 5 an der Sall-

Schnittstelle beginnt, Reste des P-Elements enthalt und bis zur ersten EcoRI-

Schnittstelle im ersten Intron von csp reicht.

Das P-Element fehlt vollstdndig, und das durch den Verdau entstandene

Fragment enthalt weiter 3’-gelegene genomische Bereiche. Diese waren dann

durch die entsprechenden Sonden S2 bis S4 detektierbar.
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1,5
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JO 113

JO 273

Eine Hybridisierung mit der
Sonde S2 fuhrte in der WT-Spur
zu den Signalen 3,1Kb und
3,2Kb. Da das

erwartende Fragment zwischen

dritte zu

diesen beiden nur 0,6Kb grof} ist,
ware das zu erwartende Signal
relativ. schwach. Da aber die
eingesetzte DNA-Menge recht
gering war (s. Abb. 4.44, Gelfoto
EcoRlI / Sall-Verdau), konnte das
Signal im Autoradiogramm nicht
detektiert werden.

In der Spur JO 113 war lediglich
das grolere, weiter 3’-gelegene
Fragment der GroRe 3,2Kb
Das 0,6Kb-grofe

Fragment davor (0,6Kb) musste

detektierbar.

durch das JumpOut-Ereignis

deletiert sein, weil es sonst in
Kombination mit dem letzten, 5’

vor der Deletion gelegenen

Abbildung 4.47: 1) Blot geprobt mit
Sonde S2, Exposition 7 Tage 2) Blot
geprobt mit Sonde S3; Exposition 4
Tage; weilRe Pfeilspitzen markieren die
WT-Signale, schwarze Pfeile markieren
die JO-Signale.
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Fragment zusammen ein zusatzliches Signal geliefert hatte.

Auch eine Hybridisierung mit der Sonde S3 flhrte in der Spur JO 113 zu einem
wildtypischen Signal (s. Abb. 4.47, 2), schwarze und weil3e Pfeilspitze). Somit konnte
bei der Linie JO 113 die Deletion auf einen Bereich zwischen Gen CG14505 im
Gegenstrang und zwischen den beiden EcoRI-Schnittstellen des ersten Introns
eingegrenzt werden.

In den Spuren JO 273 der Autoradiogramme 1) und 2) (s, Abb. 4.47) waren keine
Fragmente detektierbar. Somit musste die Deletion mindestens noch das Exon 6

einschliel3en.
}_
M <
8
6
5
0,5

Eine abschlieRende Hybridisierung mit der Sonde
S4, die den 3’-Bereich von csp mit dem letzten Exon
und den Beginn des Gens CG11489 abdeckt, zeigte

in Ubereinstimmung mit den vorangegangenen
Hybridisierungen in den Spuren WT und JO 113
wildtypische Signale der Grolke 3,5Kb (Abb. 4.48).

In der Spur JO 273 war das Signal mit 4Kb groRer
als im Wildtyp. Im Autoradiogramm, das eine
Hybridisierung mit Sonde S1 zeigt, war ebenfalls
eine 4Kb-grole Bande zu sehen. Da um das P-
Element herum die angrenzenden genomischen
Bereiche deletiert waren, konnte somit die auf Seite
96 erwahnte Mdglichkeit 1) ausgeschlossen werden.
Somit konnte die Deletion auf einen Bereich, der das
Gegenstrang-Gen CG14505 und das letzte Intron
bzw. Exon betraf, eingegrenzt werden. Die folgende
Restriktionskarte (Abb. 4.49) veranschaulicht die
Ergebnisse der Southern-Blot-Analyse. Die Echtheit
der Signale aus der Southern-Blot-Analsyse wurde
stets durch Stripping-Kontrollen Uberprift.

Abbildung 4.48: Southern Blot, geprobt mit Sonde S4.
Exposition: 4 Tage. Weille Pfeile markieren die identischen

Signale in Spur WT und JO 113. Die schwarze Pfeilspitze in
Spur JO 273 markiert das vom WT verschiedene Signal.
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Abbildung 4.49: Genomische Organisation des csp-Lokus in den Linien P1617 (P-Element-
Ursprungslinie, JO 113 und JO 273. Im Schema der Linie JO 273 markieren die horizontalen Pfeile
malstabsgerecht den maximal verschiebbaren Bereich der Deletion. Bei einer weiteren
Verschiebung stromaufwarts wirde eine zusatzliche Hindlll-Schnittstelle im alternativ gespleiRten
Intron auftauchen, wodurch sich das Bandenmuster in den Southern Blots verandern wirde. Auch
eine Verschiebung der Deletion in den stromabwarts gelegenen Bereich hinter das P-Element ist
nicht moéglich, da sonst davon ausgegangen werden musste, dass Reste des P-Elements und
somit eine zusatzliche Hindlll-Schnittstelle vorhanden sind.

Im Anschluss wurden ,Whole mounts“ wandernder dritter Larven (L3) von Drosophila
melanogaster angefertigt, um die Expression von CSP an der neuromuskularen
Synapse zu Uberprifen. Die beiden Linien JO 113 und JO273 zeigten an der

neuromuskularen Synapse keine Immunreaktivitat, die auf CSP zurickzuflhren
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gewesen ware. Somit schien es sich auch bei der Linie JO 113 im Gegensatz zum

Imago zumindest larval um eine Nullmutante fir CSP handeln (s. Abb. 4.50).

Abbildung 4.50: DAB-Farbung der neuromuskularen Synapse im Abdominalsegment A4
rechts, Muskel 7 und 6. Verdiinnung MAK ab49 1:10. T = Tracchee, N = Nerv. Es ist keine
Immunreaktivitidt vorhanden. Die Nerven zeigen lediglich eine auch in der Nullmutante
Csp"' " vorhanden Hintergrundsfarbung.

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass es sich bei Linie JO 273 wie bei der

csp-Nullmutante CspY! ™°

ebenfalls um eine Mehrfach-Mutante handelt, wurden im
Anschluss keine elektrophysiologischen Messungen an ihr durchgeflhrt.
Intrazellulare Messungen evozierter EJPs der Linie JO 113 mit 0,2Hz bei 18°C und

1118 verhielt. Bei nicht-

32°C zeigten, dass sich diese wie die Wildtypkontrolle w
permissiver Temperatur von 32°C zeigte die Amplitude der EJPs eine leichte,
reversible Reduktion. Es war jedoch keine temperaturabhangige Blockade der
synaptischen Transmission zu beobachten (s. Abb. 4.51).

Damit verhielt sich der larvale Phanotyp gegensatzlich zum adulten Phanotyp, denn

Imagines dieser Linie paralysierten bei 37°C.
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Abbildung 4.51: Mittelwerte evozierter EJPs bei 18°C und 32°C der Linien w''*®,
CspU1 © und JO 113. Die Linie JO 113 ist nicht signifikant vom WT verschieden.

Die Bilanz der JumpOut-Mutagenese ist im Folgenden dargestellt. Die Mutanten und

deren Phanotypen sind in der darauf folgenden Tabelle aufgelistet.

Es wurden ca. 20.000 Tiere auf rosy-farbene Augen gescreent.

422 Tiere besallen Augen mit der Farbe rosy.

U1roc

Csp

————— waren 33 Linien temperatursensitiv
TM6 Tb Sb

Nach Einzelkreuzungen mit

Von diesen 33 heterozygoten%- Linien waren 13 Linien fur das JO-
csp

Ereignis homozygot lebensfahig, 20 Linien waren homozygot letal.

Von den 13 homozygoten JO-Linien waren 9 Linien temperatur-sensitiv.
8 Linien zeigten auf dem Western Blot kein CSP-Signal.

An Kryostatschnitten zeigten 2 Linien keinerlei Farbung.

Farbungen an larvalen Filets zeigten bei 2 Linien keine Immunreaktivitat.

Veranderte Expressionsmuster zeigten 13 Linien.
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.. Dauer bis - .CSP Signal Immunhistochemie CSP-
Linie . lebensfahig als im Western .
Paralyse [min.] Blot Signal
Jouut1®® | JO | JO/UT™° JO Kopf Korper
, " Eingéinge des Neuropilstreifen, Me-
113 3 2 + + - Labialnervs tathorakal- & Abdo-
minalganglion
211 3-4’ 27" + + - - 0
273 2 2% + + - - 0
einzelne glome-
rulare Strukturen
313 3 6-7 ¢ + + + im Zentralgehirn, TG - 8 AG
schwach optischen Loben,
gesamtes Neuro-
pil, stark im SOG
) 1/ ¢ schwache schwache
350 3 37 + + - Restexpression Restexpression
Neuropilstreifen
Metathorakal- &
Abdominalganglion
thorakale, aborisie-
rende ZNS-Ele-
351 3 2% + + - Eingénge des | mente, Neuropil-
Labialnervs streifen zw. abdo-
minalem Neuropil &
akzessorischem,
mesothorakalem
Neuromer
, 1/ ¢ Eingange des
389 3 2% + + B Labialnervs 0
+
-4 4-5' + + WT WT
450 3-4 475 schwacher
Einginge des Neuropilstreifen
468 3 2% + + - ) gang Metathorakal- &
abialnervs Abdominal i
ominalganglion
Schwacher im
Neuropil, stark in
Labialnervein-
gangen, Lamina,
Lobulaplatte,
Neuropil der ven-
trolateralen Pro-
‘ tocerebrums mit
474 ? ~93 - + +* Auslaufern aus WT
mechanosenso-
rischen Anten-
nenfasern(Johnst
ohnsche’s
Organ), evtl.
Eingange aus
Lobula
Neuropilstreifen ,
Metathorakal- & Ab-
dominalganglion,
+ Eingange der | thorakale, aborisie-
’ 1/ Labialnerven, | rende ZNS-Elemen-te,
490 3 3-37% + + schwach labiale Neuropilstreifen zw.
Kommissure | abdominalem Neuropil
& akzes-sorischem,
mesothorakalem
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5. Diskussion

Friihere Untersuchungen der Nullmutante Csp"' von Drosophila melanogaster hatten
gezeigt, dass das Fehlen des Cystein String Proteins dramatische Folgen fir alle
Entwicklungsstufen vom Embryo bis zum Imago hat. CSP ist in allen funktionellen
Synapsen von Embryo, Larve und Imago lokalisiert (Buchner et al, 1997; Eberle et
al., 1998). Es wurde gezeigt, dass Nullmutanten flr csp embryonal semiletal ist und
bei 25°C Aufzuchttemperatur nur 4% adulte Fliegen (Escaper) schlipfen (bei der
hypomorphen Mutante Csp*': 16%). Bei 29°C Aufzuchttemperatur ist die Mutation zu
100% letal (Zinsmaier et al., 1994). Elektrophysiologische Untersuchungen an der
larvalen neuromuskuldren Synapse von Csp”'-Mutanten zeigen bei 22°C eine
gegenuber dem Wildtyp reduzierte Amplitude evozierter excitatorischer
postsynaptischer Potentiale (EJP). Bei hoheren Stimulus-Frequenzen treten
vereinzelt sporadische Ausfalle von EJPs auf. Bei 30°C verringert sich die Amplitude
stimulus-evozierter Antworten graduell und bleibt anschlielend vollig aus. Dieser
Prozess ist reversibel und kann bei Absenkung der Temperatur auf 22°C umgekehrt
werden (Umbach et al., 1994). Adulte Fliegen paralysieren bei 29°C Temperatur und
sterben. Bei 22°C sterben sie innerhalb von vier bis finf Tagen. Adulte Fliegen
zeigen in Elektroretinogrammen (ERG) bei erhdhter Temperatur (38°C) einen Verlust
der ,On“ und ,Off*Transienten (Zinsmaier et al., 1994). In Verbindung mit
Experimenten von Tcsp aus Torpedo californica an Xenopus Oocyten wurde
vermutet, dass CSP als synaptisches, vesikelassoziiertes Protein eine direkte
Funktion in der Transmitterausschittung besitzt (Gundersen et al., 1994; Zinsmaier
et al., 1994). Weitere Experimente lieBen den Schluss zu, dass CSP trotz Interaktion
mit der Clathrin-entfernenden ATPase HSC70 nicht am Vesikel-Recycling-Prozess
beteiligt ist (Ranjan et al., 1998). Die Funktion von CSP wahrend der Exocytose, sei
es beim Ca®*-Influx durch Modulation der Ca?*-Kanélen, bei der Ca®*-abhangigen
Transmitterausschiittung oder der Regelung der intrazelluliren Ca*'-Sensitivitat,
wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert (Gundersen und Umbach, 1992;
Umbach et al., 1994; Umbach und Gundersen, 1997; Umbach et al., 1998; Leveque
et al.,, 1998; Morales et al., 1999; Nie et al., 1999; Dawson-Scully et al., 2000).
Aufgrund zahlreicher experimenteller Befunde wird jedoch vermutet, dass es sich bei

CSP moglicherweise um ein Co-Chaperone innerhalb synaptischer Proteinkomplexe
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handelt (Chamberlain und Burgyone, 1997 a & b; Stahl et al., 1999; Bronk et al.,
2001; Zinsmaier und Bronk, 2001; Evans et al., 2003).

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit sollte durch eine Reproduzierung des
elektrophysiologischen Phanotyps am larvalen Nerv-Muskel-Praparat der Mutante
CspY' der Versuchsaufbau auf Zuverldssigkeit und Stabilitat (iberpriift werden.
Allerdings konnte der beschriebene elektrophysiologische Phanotyp (Umbach et al.,
1994) nicht bestatigt werden. Dies beruhte jedoch nicht auf methodischen
Problemen, was durch verschiedene Experimente Uberprift wurde. Wie erwahnt,
sind csp-Nullmutanten semiletal (Zinsmaier et al., 1994). Somit besteht ein hoher
Selektionsdruck hin zu genetischen Veranderungen, die eine Abschwachung des
Phanotyps begtinstigen. Hierdurch war es mdglich, dass Escaper, die offensichtlich
fitter als ihre letalen Geschwister waren, ihren zu abgeschwachten phanotypischen
Merkmalsauspragungen fuhrenden Genotyp weitergeben konnten. Bereits bei
Umbach et al. (1994) wurde ein Kompensationsmechanismus flr Escaper erwahnt
und flr jedes Experiment eine Vorselektion durch Paralysetests durchgefihrt.

Da strukturelle und funktionelle Entwicklung, sowie synaptische Mechanismen und
deren molekulare Komponenten hoher Plastizitat (Schuster et al. 1996; Koh et al.,
2000; Featherstone et al., 2000) unterliegen, wird vermutet, dass sich nach lange
anhaltendem, auch bei 18°C bestehendem Selektionsdruck der genetische
Hintergrund bei homozygoten Nullmutanten durch  Rekombination von
Polymorphismen im gesamten Genom zu hoherer Fitness hin entwickelt hat.
Moglicherweise existieren unbekannte Kompensationsmechanismen, die in der Lage
sind, den Verlust von CSP teilweise auszugleichen. Beispiele hierflir kdnnten
redundante oder parallele Kaskaden, sowie die Herauf- bzw. Herunterregulation
anderer synaptischer Komponenten (Umbach et al., 1994) sein. Solche genetischen
Hintergrundseffekte oder Modifier-Aktivitaten wurden in der Vergangenheit zahlreich
beschrieben. So beschrieben z. B. Lyttle et al. bereits 1986 Schwierigkeiten bei der
Untersuchung der Variabilitat verschiedener Allele zweier Genorte. Die
Merkmalsauspragung variierte in Abhangigkeit vom genetischen Hintergrund. Bishop
und Jackson (1996) untersuchten genomische Pragung und genetische
Hintergrundseffekte wahrend der Gametogenese. DeBelle und Heisenberg
beschrieben 1996 die unterschiedliche Auspragung des mushroom body miniature
gene (mbm) in Abhangigkeit vom genetischen Hintergrund. Die Arbeitsgruppe um K.

E. Zinsmaier hatte im gleichen Zeitraum ebenfalls Beobachtungen Uber Modifier-
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Aktivitaten und genetische Hintergrundseffekte gemacht (pers. Mitteilung K. E.
Zinsmaier).

Baines et al. (2001) zeigten an Motoneuronen von Drosophila einen Zusammenhang
zwischen den elektrischen Eigenschaften und fehlender synaptischer Transmission
wahrend der Entwicklung. Sie blockierten wahrend der Entwicklung sowohl durch
Expression der leichten Kette des Tetanus Toxins (TeTxLC) als auch durch die
Reduktion von Acetylcholin mittels eines temperatur-sensitiven Allels der Cholin
Acetyltransferase die synaptische Aktivitdt. Wahrend die Entwicklung und
Morphologie der Motoneurone normal waren, zeigten die Zellen drastische
Anderungen in den Na*- und K*-Membranstrémen. Moglicherweise existieren in der
csp-Nullmutante CspY! ahnliche bisher nicht untersuchte Zusammenhange. Die
Nullmutante flr csp zeigt bereits als Larve deutlich verlangsamte Bewegungsaktivitat.
Dies ist moglicherweise durch eine bereits bei 18°C reduzierte Amplitude der EJPs
begrindet. Werden durch einen starken Selektionsdruck Larven beglnstigt, deren
genetischer Hintergrund zu einer hoheren Vitalitdt flhrt, die sich z. B. besser
fortbewegen und erndhren konnen, kann durch die hdohere Motilitdt ein positives
Feedback in der Entwicklung der elektrischen Eigenschaften der neuromuskularen
Synapse entstehen. Unter Inzuchtbedingungen, bei denen diese Tiere ihr
genetisches Potential weitergeben konnen, wurde sich hierdurch eine deutlich
vitalere Linie etablieren, deren elektrophysiologischer Phanotyp abgeschwacht ist.
Dies muss nicht zwingend im Widerspruch zum noch bestehenden Phanotyp bei
adulten Nullmutanten fiihren. Die elektrophysiologischen Messungen wurden an
einem extrem reduzierten, auf 2 Motoneurone beschrankten System der larvalen
neuromuskularen Synapse durchgefuhrt. Moglicherweise existieren in der Larve, die
sich in ihrer Organisationsform dramatisch von der Imago unterscheidet, geringfugig
andere biochemische Prozesse. Auch kénnte das larvale System robuster und in
seinen Kompensationsmechanismen ,erfolgreicher sein, als das adulte
Fliegengehirn mit den 200.000 Neuronen, welches deutlich komplexer und anfalliger
gegen den volligen Verlust eines synaptischen Proteins ist.

Zusatzliche Variabilitdt wird unter Umstanden durch eine Redundanz des CSP /
HSC70-4 / SGT -Chaperone-Komplexes ermdglicht. Die Klasse der HSP70 / HSC70-
Proteine gliedert sich in 2 Gruppen: 2 Gene gehdren der Familie der hitzeschock-
induzierbaren Stressproteine HSP70 an. Zur Gruppe der konstitutiv-exprimierten
Hitzeschock-Proteine gehoren die 5 Gene hsc70-1 bis 5 (Rubin et al., 1993; Elefant
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und Palter, 1999). Hsp70-Gene bestehen prinzipiell aus 2 Genkopien, die als
.Inverted Repeats” angeordnet sind. An zwei benachbarten Genorten sind je einmal
zwei Genkopien und einmal drei Genkopien hintereinander angeordnet, so dass in
der Summe zehn Kopien transkribiert werden (Feder et al., 1998; Konstantopoulou et
al., 1998). Die funf hsc70-Gene werden unter normalen Aufzuchtbedingungen zeitlich
und raumlich unterschiedlich exprimiert. Aus dieser Gruppe der ,heat-shock cognate
Gene (hsc) sind Hsc1, Hsc2 und Hsc4 auf dem dritten Chromosom lokalisiert. (Craig
et al.,, 1983; Elefant et al., 1999). Wahrend das cytoplasmatische HSC70-4 das
abundanteste der HSC70-Gruppe ist, handelt es sich zum Beispiel bei HSC70-3 um
das einzige ER-lokalisierte HSC-Protein. Diese Isoform besitzt Homologien zu den
Proteinen BIP (endoplasmatisches Retikulum-Protein) und cytoplasmatische
,Clathrin-uncoating ATPase“. Es wurde vermutet, dass die Proteine untereinander
einen Verlust oder eine Reduktion des Expressionslevels ausgleichen konnten. Als
ER-lokalisiertes Protein kann HSC70-3 eine solche Funktion nicht Ubernehmen.
(Elefant et al., 1999). Auch HSC70-1 und HSC70-2 kommen zumindest als larvale
Kompensationsmechanismen nicht in Frage, da sie embryonal und larval nicht
exprimiert werden (Craig et al., 1983). Mdglicherweise kdnnten jedoch die Proteine
HSP68 oder HSP70 den Verlust von HSC70-4, welches mit CSP interagiert,
kompensieren (Elefant et al., 1999). Wenn andere Heat-Shock-Proteine den Verlust
eines einzelnen Heat-Shock-cognate-Proteins ausgleichen kdnnten, konnte eine
gewisse Redundanz in diesem Chaperone-System bestehen, so dass
madglicherweise auch ein Fehlen eines Chaperone-Komplex-Bestandteils wie CSP
ausgeglichen werden konnte.

Es konnte auch gezeigt werden, dass Chaperone-Proteine und insbesondere Heat-
Shock-Proteine verschiedene zelluldare Funktionen austuben und deren Auswirkungen
auf den Organismus konzentrationsabhangig sind. Auch die Thermotoleranz stellt ein
solches konzentrationsabhangiges Phanomen dar und konnte positiv rickgekoppelt
sein. Dabei hat sich in Experimenten gezeigt, dass milde Stressbedingungen und
eine damit verbundene leichte Erhdhung der HSP70-Konzentration zu maximalem
Erfolg in der Entwicklung und Uberlebensfahigkeit fiihren. Die Expression von Hsp70
ist jedoch in verschiedenen Entwicklungsstufen und Geweben unterschiedlich (Krebs
et al.,, 1998, Lakhotia et al., 2002). Die Konzentrationsabhangigkeit der
Thermotoleranz wird jedoch aufgrund gegensatzlicher Ergebnisse teils kontrovers
diskutiert (Feder et al., 1997; Krebs et al., 1998; Dahlgaard et al., 1998; Lansing et
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al., 2000, Zatsepina et. al., 2001).

Dies konnte im Falle der Nullmutante CspU1 bedeuten, dass ein milder
Temperaturstress, wie er vor allem im Sommer in nicht-klimatisierten Laborraumen
herrscht, zu Veranderungen in Epressionsniveaus verschiedener Heat-Shock-Protein
| Chaperone-Komplexe fuhren konnte. Hierdurch ware eine dauerhafte Anpassung
an diesen temperaturbedingten Stress mdglich. Lansing et al. (2000) hingegen
konnten zeigen, dass Temperatursensitivitdt und Thermotoleranz nicht nur ein auf
Hsp70 beschranktes Phanomen ist. Adulte Mannchen von Drosophila melanogaster
exprimieren im Vergleich zu weiblichen Tieren ebenso viel HSP70, zeigen aber eine
hoéhere Thermotoleranz, so dass mogliche geschlechtsspezifische Effekte nicht
auszuschliefen sind. Eine Aufzucht und Selektion unter verschiedenen
Temperaturbedingungen fuhrte zur Etablierung verschiedener Linien mit voneinander
abweichender Thermotoleranz. Larven, die weniger HSP70 als adulte Tiere
exprimieren, zeigen eine groflere Thermotoleranz. Méglicherweise entwickeln Larven
parallele Mechanismen, um gegen Hitzestress unempfindlich zu sein. Da Larven im
Vergleich zu ihren Imagines weniger beweglich sind und einen deutlich
eingeschrankten Aktionsradius haben, kdonnte mdoglicherweise Temperatur einen
geringeren Stressfaktor darstellen. Adulte Fliegen kénnen sich von Hitzequellen, die
fur sie ein hoheres Stresspotential besitzen, besser entfernen (Lansing et al., 2000).
Aber nicht nur erhdhte Temperaturen Uben Stress aus. Pecsenye et al. (1996)
konnten zeigen, dass der Succrose-Gehalt im Futtermedium und der damit
entstehende Ethanol einen nicht unerheblichen Stressfaktor darstellen, der zu
veranderten Proteinkonzentrationen in Larven, nicht aber adulten Fliegen fuhrt. Auch
Foley et al. (2001) konnten einen Stressfaktor bei Aufzucht und Erndhrung
verschiedener Linien im Labor zeigen. Dabei kdnnten zusatzlich verschiedene
Auspragungen und Etablierung unterschiedlicher Allele von Bedeutung sein
(Bettencourt et. al., 2002).

Die hier diskutierten Effekte sind in ihrer Regulation und Funktionsweise nahezu
unbekannt, in ihrer Existenz und Auswirkung auf den Organismus jedoch unstrittig.
Sie scheinen von Gewebe zu Gewebe, je nach Entwicklungsstadium und Geschlecht
unterschiedlich zu sein. Welche der hier vorgestellten Prozesse einen Einfluss auf
die moglicherweise komplexen Phanotypen und Kompensations- und
Anpassungsmechanismen ausuben, kann allerdings mit der hier vorliegenden Arbeit

nicht aufgeklart werden.
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Um die oben erwahnten, mdglichen Anpassungsmechanismen rickgangig zu
machen und den larvalen, elektrophysiologischen Phanotyp wieder herzustellen,

wurden Riickkreuzungen mit dem Wildtyp w''"®

Uber 12 Generationen durchgefihrt.
Hierdurch sollte annahernd das gesamte Genom ausgetauscht werden. Durch dabei
entstehende = Rekombinationsereignisse  sollten  zusatzlich  mdglicherweise
vorhandene Modifier auf dem dritten Chromosom ebenfalls ausgetauscht werden.
Die Mutation konnte dabei in allen Generationen durch das mini-white-Gen des
verbliebenen PlacW-Elements verfolgt werden. Somit waren auch so genannte
,second-site“-Effekte, die zu einer Beeinflussung des Phanotyps geflhrt hatten,
annahernd auszuschlieRen.

Dass solche, oben diskutierte, Anpassungsmechanismen existieren und durch
intensive Ruckkreuzungen umkehrbar sind, zeigen anschliefend durchgeflihrte
Vitalitats- und Paralysetests. Die riickgekreuzten Csp"'-Nullmutanten zeigten einen
deutlich verstarkten Phanotyp (s. Abb. 4.6), der nicht durch einen Heterosis-Effekt
begriindet war und in den folgenden Generationen ebenfalls zu beobachten war.
Adulte csp-Nullmutanten lebten kirzer und paralysierten innerhalb von 2 2 Minuten,
also deutlich schneller als die nicht-riickgekreuzte Nullmutante Csp"™. Auch in den
elektrophysiologischen Untersuchungen bestatigte sich die Existenz von
Anpassungsmechanismen, denn die Reduktion der EJP-Amplitude bei 18°C sowie
der temperaturabhangige Block der synaptischen Transmission waren nach erfolgter
Ruckkreuzung ebenfalls wieder hergestellt (s. Abb. 4.7 und 4.8). Um den
Selektionsdruck gegen Auswirkungen der Csp-Mutation zu mindern und die Stabilitat

des larvalen Phanotyps zu gewahrleisten, erfolgte im Anschluss an die

U1roc
Ruckkreuzung die balancierte Haltung der Tiere als W';+;CL Da

TM6 TbSb
Balancerlinien ihrerseits aber bereits eine eingeschrankte Vitalitat zeigen, ist nicht
auszuschliellen, dass die Kombination aus wildtypischem drittem Chromosom ohne
csp und Balancer-Chromosom mit einer Wildtyp-Kopie des csp ebenfalls einen
Selektionsdruck verursacht. Unter Umstanden flhrt die Existenz von nur einer
einzigen Kopie des csp-Gens und damit der halben Gendosis zu einer Veranderung
des genetischen Hintergrunds und einer Anpassung an die eingeschrankte Fitness.
Eventuell findet dieser Prozess jedoch mit einer langsameren Geschwindigkeit, als

Uiw

bei der urspringlichen Csp~™™ statt. Hierdurch sind moglicherweise Messungen an

ruckgekreuzten Nullmutanten zu erklaren, die bei 18°C zu wildtypischen Signalen
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fihrten (s. Abb. 4.7a, Larve Csp”' "¢ -4). Obwohl die Riickkreuzungen getestet und
selektioniert wurden, konnten immer wieder solche ,Ausreiller® beobachtet werden.
Entweder handelt es sich dabei um die in der Literatur beschriebenen Escaper
(Zinsmaier et al., 1994) oder es existiert eventuell ein variables Set an Modifiern, die
in ihrer Wirkungsweise additiv sind und durch Ruckkreuzungen nicht vollstandig
entfernt wurden.

Ul existierenden

Die Hypothese eines in der Nullmutante Csp
Anpassungsmechanismus wurde durch ein zufadllig entstandenes Experiment
gefestigt, dessen Daten hier jedoch nicht gezeigt werden. Ein Glas der bereits

(iberpriiften und gemessenen Linie Csp”" ™°

wurde aus Versehen bei 25°C gehalten.
Dabei schllpften auch nicht-balancierte Larven, erkennbar an der lang gestreckten
Form, wohingegen balancierte Larven eine verklrzte und dicklichere Form (tubby)
hatten. Bereits innerhalb einer Generation bendtigten solche bei 25°C
aufgewachsenen Larven mehr als zehn Minuten, um einen temperaturabhangigen,
reversiblen Block der synaptischen Transmission zu zeigen, und damit doppelt so
lange, wie Larven, die bei 18°C aufgezogen wurden. Dieses Experiment und dessen
Ergebnis wurden nicht weiter verfolgt, es verdeutlicht jedoch die Existenz eines sehr
starken Selektionsdrucks und eines schnell einsetzenden
Kompensationsmechanismus. Um welche Prozesse und daran beteiligte Proteine es
sich dabei handeln konnte, ist vollig unklar. Bisher gibt es wenige biochemische
Beispiele fur redundante, parallel arbeitende Systeme an der neuromuskularen
Synapse von Drosophila melanogaster. Als Beispiel hierfir wurde von Urrutia et al.
(1997) das am Vesikel-Recycling bzw. an exocytotischen Prozessen beteiligte
Protein Dynamin diskutiert. Dabei handelt es sich jedoch um multiple Genprodukte
einer Proteinfamilie, die eine Redundanz untereinander aufweisen. Als weiteres
Beispiel kann das Drosophila FMRFamide-Gen genannt werden, das flr mehrere
FMRFamide-related Proteine kodiert und dessen 7 Proteine an der larvalen
neuromuskuldren Synapse eine funktionelle Redundanz aufweisen (Hewes et al.,
1998).

Vorgange an der Synapse stellen hochspezifische, streng regulierte Prozesse dar.
Méoglicherweise sichern Chaperone-Komlexe die zuverlassige Funktion synaptischer
Prozesse. CSP als Co-Chaperone im Chaperone-Kopmlex Hsc70-SGT-CSP scheint
hierbei eine wichtige Funktion zu besitzen. Da die Auswirkungen der Protein-

Interaktionen in diesem Komplex superadditiv sind, besteht die Moglichkeit, dass ein
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in der Nullmutante Csp"' unvollstindiger Komplex aus Hsc70 und SGT ebenso
einige Funktionen eines Chaperone-Komplexes Ubernehmen koénnte. Wenn
zusatzlich die Expression verschiedener an synaptischen Prozessen beteiligter
Proteine variiert wird, konnte die eingeschrankte synaptische Funktionsfahigkeit
hierdurch wieder verbessert werden. Durch diesen Anpassungsprozel3 und
Selektionsvorteil kdnnte der Verlust von CSP an der Synapse teilweise kompensiert
werden. Aber auch die oben diskutierten, komplexen thermotoleranz-spezifischen

Mechanismen kommen hier zum Tragen.

Nachdem der larvale elektrophysiologische Phanotyp wieder hergestellt war, sollten
die durch eine In-Vitro-Mutagenese erzeugten Konstrukte und ihre Mutanten auf die
Rescue-Fahigkeit hin untersucht werden. Die verschiedenen Rescue-Konstrukte
wurden nicht aus der ,alten®, urspringlichen Nullmutante Csp", sondern aus dem
wildtypischen Transformanten-Stamm in die riickgekreuzte Nullmutante Csp”' ™°
eingekreuzt. Durch die etwas langwierigere und umfangreichere Prozedur wurde der
genetische Hintergrund relativ konstant gehalten. Zusatzlich wurde so verhindert,

dass aktive Modifier in die riickgekreuzte Nullmutante Csp"' ™

eingekreuzt werden.

Die Nachkommen wurden zuerst anhand der Augenfarbe selektioniert. Die
ausschlieRliche Prasenz des Rescuekonstruktes wurde durch Western Blot bestatigt.
Eine Selektion der adulten Mutanten anhand des temperatursensitiven Phanotyps
konnte nicht erfolgen, da die Rescue-Eigenschaften der mutierten Proteine nur zum

Teil bekannt waren.

Bei dem Rescue-Konstrukt handelte es sich um den Expressionsvektor pW8, der
einen genomischen Bereich des csp-Gens ab der Mitte des dritten Exons
stromaufwarts enthielt. An das dritte Exon wurde ohne Sequenzverlust das
entsprechende Fragment der cDNA1 kloniert (s. Abb. 4.9). Die cDNA 1 als eine von
vier Isoformen stellt die grofdte, nicht nervenspezifische Spleil3-Variante dar. Da Uber
die regulatorischen Elemente sowie den Promotor-Bereich von csp bisher relativ
wenig bekannt ist, wurden zwei unterschiedlich grol3e genomische Fragmente (2,3Kb
und 4,5Kb) verwendet. Da in anschlieRenden vergleichenden Untersuchungen
zwischen den Rescue-Konstrukten mit gro3em und kleinen genomischen Promotor-

Bereich keine Unterschiede festzustellen waren, wurde fur weitere Experimente das
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Konstrukt scDNA1 mit dem kurzen (short) genomischen Fragment verwendet (C.
Arnold, Dissertation 1999).

Die Linien C?27(X) SSP, scDNA1 und L?8(X), bei denen das Konstrukt auf dem X-
Chromosom inseriert, wurden durch Selektion von dunkelrotdugigen Nachkommen in
die Nullmutante Csp"' ™° gekreuzt. Mit den Insertionslinien L?8(Ill), CLP, C?27(lll)
und CSLP25p wurden Rekombinationskreuzugen durchgefiihrt. Dabei konnten mit
den CLP-Transformanten im Vergleich zu den Linien LD8 und C?27 erheblich mehr
Rekombinationsergeinisse gezahlt werden. Eine Ursache hierfir konnte im Abstand
des Insertionsortes zur relativen Position der csp-Gens gesehen werden. Durch die
Nahe des Insertionsortes zum csp-Genlokus sinkt die Wahrscheinlichkeit, durch ein
Rekombinationsereignis sowohl das Konstrukt des mutanten Proteins als auch den
nullmutanten Genlokus auf einem Chromosom zu erhalten. Da sich der csp-
Genlokus relativ nahe am Centromer befindet, verringert sich die Wahrscheinlichkeit
eines entsprechenden Rekominationsereignisses bei einem nahe dem Genlokus
gelegenen Konstrukt zusatzlich. In  Rekombinationskreuzungen mit der
Transformante CSLP25p konnten keine Rekombinanten im Nullmutanten-
Hintergrund erzeugt werden. Dabei stehen mehrere Erklarungsmdoglichkeiten zur
Diskussion:
Da die Transformante im Wildtyphintergrund homozygot lebensfahig ist, die
Insertion also nicht letal ist, scheidet ein Positionseffekt aus.
Moglicherweise konnte jedoch durch die Insertion ein unbekanntes Gen
zerstort worden sein, das mit CSP interagiert und dessen Verlust im csp-
Nullmutantenhintergrund zur Letalitat fGhrt.
Eine weitere Ursache fir das Scheitern dieser Rekombinationskreuzung
konnte auch die Nahe zum csp-Lokus sein. Eventuell inseriert das Konstrukt
sehr nahe am Genlokus von c¢sp, so dass ein entsprechendes
Rekombinationsereignis nicht statt findet.
Das mutierte Protein CSLP25p besitzt im csp-Nullmutanten-Hintergrund einen
dominant negativen Effekt. Durch die Deletion im Cystein-String entstehen flr
die Nullmutante Csp"! extrem nachteilige neue Proteininteraktionen, die zur
Letalitat fuhren. Diese Proteininteraktionen kdnnten transient oder dauerhaft
mit neuen Proteinen oder verandert mit bereits bekannten Interaktionspartnern

stattfinden. Beispielsweise wurde von Koizumi et al. (2003) die Veranderung
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der Tertiarstruktur des Homeoproteins vnd/NK-2 beschrieben. Durch

Austausch einer einzigen Aminosaure anderte sich das DNA-

Bindungsverhalten des Homeoprotein-DNA-Komplexes.
Um Aussagen Uber die Rescuefahigkeit der einzelnen mutierten Proteine treffen und
Rekombinationsereignisse kontrollieren zu kénnen, wurden mit den Mutanten im
Nullmutanten-Hintergrund sowohl immunhistochemische Farbungen an 3. Larven
und adulten Kopfgefrierschnitten, als auch Western Blots angefertigt. Hierdurch war
das Expressionsniveau der einzelnen Mutanten feststellbar. Hierbei zeigte sich
durchweg eine geringere Signalstarke des mutierten Proteins L?8, im Western Blot.
Durch die denaturierenden Bedingungen des Western Blots war eine andere Faltung
mit resultierender Verdeckung des Antikorper-Epitops auszuschlieRen. Da jedoch
immunhistochemische DAB-Farbungen an Gefrierschnitten adulter Fliegenkopfe
wildtypische Farbemuster gleicher Intensitat lieferten, wurde eine geringere
thermische Stabilitat vermutet. Zur Uberprifung der Hypothese wurde ein Western
Blot angefertigt, bei dem das mutierte Protein L?8 vor dem Beladen des Gels bei
verschiedenen Temperaturen (RT, 40°C, 70°C) denaturiert wurde. Mit steigender
Temperatur konnte eine Abnahme der Signalstarke beobachtet werden (s. Abb.
4.12). Moglicherweise fuhrt der Verlust von acht Aminosauren in der Linker-Region
zu Schwachungen von Wechselwirkungen innerhalb der verschiedenen
Proteinstrukturen (Primar-, Sekundar-, Tertiarstrukturen), so dass die Stabilitat des
Proteins abnimmt. Fir alle anderen Konstrukte konnte im Western Blot kein

Unterschied in der Expressionsstarke festgestellt werden.

Die  Uberpriifung der Konstrukte im  Nullmutanten-Hintergrund  durch

immunhistochemische Farbungen an Kopf-Gefrierschnitten bestéatigte die bereits

bekannten Farbemuster:
SSP- und CLP-Mutanten zeigen eine eher schwachere, dafur aber
gleichmafigere Farbung von Neuropil und Zellkérpern, so dass von einer
diffuseren Verteilung und einem schlecht funktionierenden Proteintargeting
ausgegangen werden kann. Die Farbungen bestatigen bereits veroffentlichte
Ergebnisse. Chamberlain und Burgoyne (1998) konnten in Versuchen mit
PC12- oder HelLa-Zellen zeigen, dass der palmitoylierte Cystein-String fur ein

korrektes Membran-Targeting notwendig ist.
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In L?8- und C?27- Mutanten war das Neuropil wie die Rescue-Mutante
scDNA1 wildtypisch angefarbt.
In der Intensitat der Farbungen war kein Unterschied zu beobachten. Deshalb kann
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Western Blot Analysen davon
ausgegangen werden, dass alle Konstrukte in adulten Tieren von Drosophila
melanogaster ein ahnliches Expressionsniveau besitzen und gegeneinander

verglichen werden kénnen.

Paralyse- und Vitalitatstests mit allen Mutanten bestatigten bereits bekannte
Ergebnisse:
Das Rescue-Konstrukt scDNA1 stellt den wildtypischen thermotoleranten
Phanotyp wieder her (s. Abb. 4.19).
Die Mutanten CLP und SSP paralysieren bei 37°C. In Uberlebenstests zeigen

¢ eine deutlich

CLP-Mutanten im Vergleich zur Nullmutante Csp""
schlechtere Vitalitat. Das mittlere Alter dieser Tiere betragt nur ca. die Halfte
dessen, was Nullmutanten zeigen. Da mehrere unabhangige Insertionslinien
uberpruft wurden, ist ein Positionseffekt auszuschlieRen. CLP-Fliegen
unterscheiden sich von SSP-Fliegen in zwei Bereichen:

o Der 11-Cysteine umfassende String ist entfernt.

o Die flankierenden beiden Cystein-Paare sind in Serin-Paare

umgewandelt.

Moglicherweise verandert sich die Proteinstruktur derart, dass zusatzliche
neue Proteininteraktionen entstehen, die einen erheblichen Nachteil fir das
Uberleben der adulten Tiere darstellt. Diese Strukturveranderungen finden
moglicherweise in der Mutante SSP nicht statt, da der Cystein-String in eine
biochemisch ahnliche Kette aus elf Serin-Aminosauren umgewandelt ist.
Es ware jedoch auch mdoglich, dass die beiden flankierenden Cystein-Paare,
die in der Mutante SSP noch vorhanden sind, von entscheidender Bedeutung
sind. Eine mogliche Palmitoylierung fuhrt eventuell zu essentiellen
Proteininteraktionen.
In Temperaturtests zeigen die Mutanten C?27 und L?78 ein wildtypisches
Verhalten. Erst in einem zeitabhangigen Temperaturprofil (s. Abb. 4.19)

U1 roc

zeigen die beide Mutanten L?8 Csp eine leichte Temperatursensitivitat.

Moglicherweise spielt dabei die oben diskutierte temperaturbedingte
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Instabilitat eine Rolle. Es konnte jedoch auch eine durch die Proteinstruktur
bedingte Veranderung in Proteininteraktionen im Chaperon-Komplex
auftreten. Hierdurch koénnten Interaktionen weniger stabil und dauerhaft
werden, aber prinzipiell noch vorhanden sein.
Zusatzlich zu den verschiedenen Experimenten an adulten Tieren wurden zur
Uberprifung der larvalen Expression immunhistochemische Farbungen der
neuromuskularen Synapse durchgefihrt.
Im Wildtyp w'""® farbt der monoklonale Antikérper ab49 die beiden auf Muskel 7 und
6 vorkommenden Bouton-Typen Ib und Is gleichmaRig an. Der dazu gehorige Nerv
ist im Vergleich schwacher angefarbt. Zusatzlich ist eine sehr schwache Farbung im
Muskel erkennbar, bei der es sich nicht um Hintergrund, sondern eine spezifische
Farbung handelt, da diese in der Nullmutante ausbleibt. In der Nullmutante CspY' ™°
ist aulBerdem keine Immunreaktivitdt in Boutons und zugehoérigem Nerv zu
beobachten.
Die Immunreaktivitdt in den Linien SSP und CLP war innerhalb der Boutons
gleichmaRig, jedoch sehr schwach. Im Vergleich dazu war der zugehoérige
Segmentalnerv deutlich starker gefarbt. Zwar ist das Gewebe im Segmentalnerv
dicker als am Bouton, so dass eine Farbung deutlicher und starker erscheint.
Vergleicht man die Segmentalfarbung der Mutanten mit Farbungen, die parallel unter
gleichen Bedingungen am Wildtyp angefertigt wurden, so zeigt sich im Vergleich zum
Wildtyp ebenso eine starkere Immunreaktivitdt. Das Ergebnis stimmt mit den
Farbungen an adulten Kopfschnitten tberein und Iasst den Schluss zu, dass auch in
L3-Larven das Proteintargeting von CLP und SSP nicht korrekt funktioniert. Da die
Verteilung mehr diffus ist, nimmt die Immunreaktivitat innerhalb der Boutons ab und
im Segmentalnerv zu.
Die Mutante C?27 Csp"' "¢ zeigt fiir beide Insertionsorte eine wildtypische Farbung
des larvalen Nerv-Muskel-Praparats, was im Einklang mit Farbungen an adulten
Kopfschnitten steht.
Immunhistochemische Farbungen an den beiden Insertionslinien fur das Konstrukt
L?8 fuhrten zu widersprichlichen Ergebnissen. Wahrend die X-chromosomale Linie
nur sehr schwache Immunreaktivitat zeigt, war hingegen bei der zweiten Linie
(Insertion auf dem 3. Chromosom) das Farbemuster wildtypisch. Im Vergleich der
beiden Linien untereinander kann eine Maskierung des Antikdrper-Epitops

ausgeschlossen werden. Antikorperfarbungen an Kryostatschnitten adulter
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Fliegengehirne zeigen fur beide Linien wildtypische Farbemuster. Moglicherweise
inseriert in der X-chromosomalen Linie das Konstrukt in einer Region, in der wahrend
der larvalen Entwicklung die Transkription unterdrickt oder zumindest
herunterreguliert ist. Ebenso wie bei den Mammaliern existieren in Drosophila so
genannte ,Locus control regions®, in denen wahrend der Entwicklung
gewebsspezifische Unterdrickung der Genexpression stattfinden (Kioussis und
Festenstein, 1997).

Da fur jedes Konstrukt mehrere unabhangige Insertionen existieren, wurde darauf
verzichtet, auch die Transformanten im Wildtyphintergrund zu vermessen, die
zusatzlich zur Wildtyp-Kopie noch das mutierte Protein exprimierten. Durch die
Messungen jeweils zwei verschiedener unabhangiger Linien waren second-site-
Nebeneffekte, die durch den Insertionsort bedingt gewesen waren, eher
unwahrscheinlich. Die in der Literatur erwahnten, durch Uberexpression verursachten
Phanotypen, wie z. B. raue Augen (Nie et al., 1999) konnten nicht beobachtet
werden. Mdglicherweise ist die dabei angewandte Uberexpression mit dem
UAS/Gal4-System entweder nicht so gewebsspezifisch oder besitzt ein anderes

Niveau, als dies beim hier verwendeten endogenen csp-Promotor der Fall ist.

Nachdem fur die Nullmutante der ursprungliche temperatursensitive Phanotyp an der
larvalen neuromuskularen Synapse wieder hergestellt und Uberprift, sowie die
Konstrukte in den Nullmutanten-Hintergrund eingekreuzt waren, wurde in den
anschliellenden elektrophysiologischen Experimenten zuerst das Basis-Konstrukt
scDNAA1, das als Grundlage fur alle weiteren In-Vitro-Mutagenesen diente, Uberpruift.
Hierbei zeigte sich, dass die grofite, nicht nervenspezifische Isoform in der Lage ist,
sowohl den larvalen und adulten temperatursensitiven Phanotyp, als auch die stark
eingeschrankte Uberlebensfahigkeit zu retten. Der Grund fiir eine Existenz der vier
verschiedenen Isoformen von CSP ist unklar. Moglicherweise gibt es zur
beschriebenen gewebe-spezifischen Expression (Eberle et al., 1998) eine bisher
nicht entdeckte Funktionsspezifitat. Dass dabei eine gewisse Redundanz innerhalb
der Funktion des Cystein-string Proteins moglich sein konnte, zeigen die
Experimente mit dem Rescuekonstrukt, das in der Lage ist, alle untersuchten

Aspekte des wildtypischen Phanotyps wieder herzustellen. Im Gegensatz zur adulten
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Fliege jedoch scheint die 36kD-grof3e Isoform die abundanteste im Larvalstadium zu

sein. Damit sollte sie flir weitere elektrophysiologische Experimente geeignet sein.

Elektrophysiologische Messungen an den Mutanten SSP und CLP fuhrten zu
unerwartet unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend sich beide Mutanten in ihren
immunhistochemischen Farbungen und im Paralyseverhalten der adulten Fliegen
gleichen, zeigen die beiden Mutanten Unterschiede bezuglich Vitalitat und larvalem
Paralyseverhalten. Neben der oben diskutierten unterschiedlichen Fitness zeigen
larvale SSP-Mutanten in Ubereinstimmung mit ihren adulten Geschwistern eine
temperaturabhangige Paralyse. Messungen an der larvalen neuromuskularen
Synapse von SSP-Mutanten ergaben jedoch bereits bei einer permissiven

Temperatur von 18°C eine von der Nullmutante Csp"' "°

signifikant verschiedene
Amplitude der EJPs. Dies kann nicht mit der hdheren Stimulus-Frequenz von 1Hz
begrindet werden, die anfanglich verwendet wurde. Nullmutanten flr csp zeigen
sowohl bei 0,2Hz als auch bei 1Hz die gleiche Amplitudengrofle. Somit scheint im
Protein SSP durch den Serin-String eine Funktionsanderung eingetreten zu sein.
Moglicherweise wird dies durch eine veranderte Proteinstruktur bedingt, was
veranderte Proteininteraktionen zur Folge hat. Es kdnnte jedoch auch sein, dass der
Cystein-String neben dem Protein-Targeting eine weitere unbekannte Funktion
besitzt, die wahrend der Transmitterfreisetzung ohne Temperaturstress von
Bedeutung sein konnte. Bei nicht-permissiver Temperatur von 32°C trat in
Ubereinstimmung mit adulten SSP-Mutanten innerhalb von finf bis zehn Minuten
eine Blockade der synaptischen Transmission ein. Auch hier konnten durch eine
veranderte Proteinfaltung Interaktionen mit anderen synaptischen Proteinen gestort
werden. Madglicherweise verhindert das SSP-Motiv durch eine veranderte Faltung
eine Interaktion mit Hsc70-4, so dass der Chaperone-Komplex nicht mehr zustande
kommt. Messungen mit Hsc70-4-Mutanten zeigen einen im Vergleich zur csp-
Nullmutante ahnlichen Phanotyp (Bronk et al., 2001). Mdglicherweise ist jedoch die
Interaktion mit Hsc70-4 nicht beeintrachtigt, da sie mit dem C-terminalen Bereich von
CSP stattfindet, sondern die Konzentration des Proteins ist bedingt durch das
gestorte Protein-Targeting innerhalb der Boutons zu gering.

Elektrophysiologische  Untersuchungen an der Mutante CLP  zeigten
Uberraschenderweise sowohl bei 18°C, als auch bei 32°C wildtypische EJP-Muster,

obwohl adulte CLP-Mutanten im Paralyseverhalten keinen Unterschied zur
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UTree zeigen. Auch intakte Larven zeigen bei 37°C keine Paralyse, so

Nullmutante Csp
dass Fehler beziglich des Messablaufes ausgeschlossen werden kdnnen. Somit regt
die Mutante CLP bezlglich des Cystein-Strings zu interessanten Spekulationen an:
Die den Cystein-String flankierenden Cystein-Paare fehlen im CLP-Protein, im
SSP-Protein sind sie vorhanden. Die deutlich eingeschrankte Lebensfahigkeit
der CLP-Mutanten lasst die Vermutung zu, dass die flankierenden Cystein-
Paare méglicherweise in adulten Tieren eine zusétzliche, fir das Uberleben
wichtige Funktion ausuben.
Die durch das gestorte Proteintargeting bedingte niedrige Konzentration des
Proteins ist ausreichend, um eine wildtypische Funktionsweise der
prasynaptischen Transmitterfreisetzung zu garantieren.
Auf Interaktionen mit bekannten Proteinen scheint das Fehlen des Cystein-
Strings zumindest in der Larve keinen Einfluss auszulben.
Die Aminosauren von Position 83 bis 136 scheinen fur die Selbst-
Oligomerisation und folgende Proteininteraktionen von Bedeutung zu sein
(Swayne et al., 2003). Der Cystein-String, der innerhalb dieses Bereiches
liegt, scheint daran nicht beteiligt zu sein.
Der zwischen Larven und Imagines unterschiedliche temperatursensitive
Phanotyp kénnte ein Hinweis auf unterschiedliche Proteininteraktionen an der
Synapse sein. Mdglicherweise koénnten den Prozessen an der larvalen
neuromuskuldren Synapse andere Proteinwechselwirkungen und Funktionen
zu Grunde liegen als an einer adulten Synapse.
Das Protein L?8 ist trotz einer Deletion von acht Aminosauren in der Linker-Region
geeignet, den larvalen wildtypischen Phanotyp wiederherzustellen. Im Bereich der
hochkonservierten Linker-Domane scheinen die Aminosduren 83-136 fur
Selbstoligomerisationseigenschaften (Swayne et. al., 2003) und die Aminosauren 83-
112 fur Interaktionen mit der Untereinheit G, (Miller et al., 2003) von Bedeutung zu
sein. Da das Protein L?8 den wildtypischen Phanotyp wieder herstellt, scheinen die
Proteinstruktur unverandert und Proteininteraktionen nicht gestort zu sein.
Fir die variablere C-terminale Domane von CSP wurden mdgliche Interaktionen mit
G-Protein-Untereinheiten (Miller et al., 2003) und Hsc70 (Zhang et al., 1999)
diskutiert. Bei permissiver Temperatur von 18°C scheint das Protein C?27 den
wildtypischen Phanotyp wieder herstellen zu konnen. Bei nicht-permissiver

Temperatur von 32°C scheint die Rescuefahigkeit eingeschrankt zu sein. Es
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existierten unabhangig vom Insertionsort zwei Gruppen von Larven, die bei erhdhter
Temperatur unterschiedliches Verhalten zeigten: Eine Gruppe verhielt sich
wildtypsich, d. h. sie zeigte keine Blockade der synaptischen Transmission,
wohingegen die zweite Gruppe einen schnellen temperaturabhangigen, reversiblen

Block zeigte, wie es bei der Nullmutante Csp' ™°

zu beobachten ist. Mdglicherweise
ist die Interaktion von C?27 mit Hsc70 oder G-Protein-Untereinheiten nicht mehr so
stabil. Der interagierende Bereich von CSP koénnte in den Bereich der Deletion
hineinragen. Bei temperaturbedingtem Stress und dadurch bedingter verstarkter
Expression von Hsc70 konnte die Interaktion instabiler und die Funktionsfahigkeit
des Chaperone-Komplexes daher eingeschrankt sein. Durch zufalliges partielles
Losen des Komplexes konnten maoglicherweise einzelne Blockaden der synaptischen
Transmission ausgelost werden. Diese sind mdglicherweise zufallig verteilt, so dass
man zwei etwa gleich groRe Gruppen erhalt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich larvale und adulte
Phanotypen Uberraschenderweise partiell unterscheiden. Ob dabei in der
Entwicklung der verschiedenen Organisationsformen der holometabolen Drosophila
melanogaster  unterschiedliche synaptische Prozesse und Interaktionen von
Bedeutung sind, konnte im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit nicht geklart
werden. Moglicherweise entstehen oder fehlen durch Modifikationen am CSP-Protein
Interaktionen mit synaptischen Proteinen, die zusatzlich noch entwicklungsspezifisch

sein und zu einer Blockade der synaptischen Transmission fuhren kénnen.

Durch die vollstandige Sequenzierung des Genoms von Drosophila melanogaster
und die Verbesserung von Datenbanken sowie Computerprogrammen zur
Vorhersage von Genorten zeigte sich im Verlauf der Doktorarbeit, dass es sich bei

Ul o¢ ym eine Dreifach-Mutante handeln konnte. Das auf dem

der Nullmutante Csp
Gegenstrang im 3’-Bereich von csp liegende Gen CG11489 ist mit Sicherheit
betroffen. Das erste, alternativ gespleildte Exon ist durch die Rekombination der
beiden P-Elemente deletiert. Im Gegenstrang war im 5’-Bereich von csp ein weiteres
Gen vorhergesagt, CG 14505, Uber dessen Funktion ebenfalls keine Informationen
vorlagen. Ob das erste Exon und/oder regulatorische Bereiche betroffen sind, war
unbekannt. Deshalb wurde zur Uberpriifung des Insertionsortes des P-Elements
PlacW und damit indirekt zur Verifizierung der Bruchpunkte der Deletion eine inverse

PCR durchgefihrt. Die Wahl der P-Element-Linie zur Bestimmung der Bruchpunkte
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erfolgte anhand praktischer Gesichtspunkte. Die P-Element-Linie P318/17 war
homozygot lebensfahig und in gréReren Mengen verfugbar, als es bei der
Nullmutante Csp”' "° der Fall gewesen ware. Das Experiment bestatigte die Position
des P-Elements im 5-Bereich von csp (Eberle, 1995). Das erste Exon des Gens
CG14505 lag somit aulerhalb der Deletion im csp-Lokus. Ob durch die Deletion
jedoch regulatorische Bereiche fir das Gen CG14505 entfernt werden, bleibt unklar.
Um eine Nullmutante zu erzeugen, die nur fur ein Gen, namlich csp, defizient ist,
wurde eine Mutagenese durchgefuhrt. Hierzu sollte das nicht-autonome PZ-Element
der Linie P1617 remobilisiert werden, was im ldealfall zu einer auf den csp-Lokus
begrenzten Deletion gefihrt hatte.

Um die Linie P1617 auf das P-Element, sowie dessen Insertionsort zu Uberprifen,
solite ein Plasmid-Rescue durchgeflihrt werden. Durch einen Verdau mit dem
Restriktionsenzym Xbal ware das PZ-Element annahernd in der Mitte direkt hinter
dem Replikationsursprung und dem Kanamycin-Resistenzgen geschnitten worden.
Eine zusatzliche, naher gelegene Schnittstelle fur Xbal im Genom hatte zu einem
Fragment geflhrt, das nach Religation in Bakterien transformiert und vermehrt hatte
werden konnen. Durch Isolierung und Verdau ware so ein Ruckschluss auf das P-
Element und dessen Insertionsort moglich gewesen.

Der Plasmid-Rescue schlug trotz mehrfacher Versuche und Variationen in den
experimentellen Bedingungen fehl. Die Ursache hierfur ist unbekannt.
Moglicherweise handelt es sich bei der im Genom befindlichen, laut Datenbank
vorhergesagten nachsten Xbal-Schnittstelle um einen Polymorphismus und diese
Schnittstelle ist in dieser Linie nicht vorhanden. Die nachste bekannte Xbal-
Schnittstelle ist jedoch so weit entfernt, dass ein sehr gro3es Fragment entstehen
wurde, welches fur eine Transformation in Bakterien nicht mehr geeignet ware. Die
Existenz des PZ-Elements wurde in anschlieRenden Experimenten bestatigt. Durch
lacZ-Farbung und Testkreuzung mit rosy-Fliegen konnte die Unversehrtheit der
beiden an den Enden des P-Elements gelegenen Gene bestatigt werden. Die lacZ-
Farbung fuhrte zu keinem bekannten, CSP-typischen Farbemuster. Dabei ist zu
beachten, dass durch eine Kernlokalisationssequenz der [3-Galaktosidase immer nur
Zellkerne angefarbt werden. Bei den hier angefarbten Zellkernen handelt es sich
jedoch nicht um csp-exprimierende Zellen. Somit wirken auf die Expression von lacZ
keine csp-spezifischen Enhancer, obwohl das P-Element im nicht translatierten

Leader des ersten Exons inseriert. Um welche aktiven Enhancer, die fiir dieses
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Farbemuster verantwortlich sind, es sich handelt, ist unbekannt. Somit waren die
Existenz des P-Elements, sowie die Unversehrtheit zumindest teilweise bestatigt.
Méoglicherweise ist die Xbal-Schnittstelle innerhalb des P-Elements nicht mehr
vorhanden oder zerstort. Ebenso kdnnte der Replikationsursprung ORI oder das
Kanamycin-Resistenzgen defekt und funktionsunfahig. Durch eine Punktmutation
konnten die Bereich unbrauchbar geworden sein, obwohl andere Bereich des P-
Elements unversehrt sind.

Auch eine inverse PCR schlug trotz mehrerer Versuche fehl. Ware das P-Element
wider Erwarten und entgegen der 6ffentlich zuganglichen Informationen mehrfach im
Genom inseriert, hatten durch die inverse PCR Produkte erhalten werden mussen.
Dies war nicht der Fall, so dass davon ausgegangen werden kann, dass das P-
Element einfach im Genom vorhanden ist. In Verbindung mit den Schwierigkeiten der
Plasmid-Rescue-Experimente kann ebenso vermutet werden, dass der Genort
maoglicherweise fur einzelne Enzyme schlecht zuganglich ist, was ein Scheitern aller
Versuche erklaren wurde.

Da jedoch zuverlassige Informationen Uber diese Linie vorliegen, wurde eine Jump-
Out-Mutagenese durchgefuhrt.

Eine funktionsrelevante Deletion im csp-Lokus fuhrt, wenn sie homozygot vorliegt,
zum bekannten temperatursensitiven Phanotyp adulter Fliegen. Deshalb sollten
moglichst schnell viele Nachkommen durch Temperatursensitivitatstests auf eine
solche Deletion Uberprift werden. Um die bereits diskutierten Hintergrundseffekte
und Anpassungsmechanismen nicht durch eine Kreuzung auf die neu entstandene
csp-Mutante zu Ubertragen, sollten Komplementationskreuzungen mit zwei
Defizienzlinien aus Bloomington durchgefuhrt werden. In Testkreuzungen mit der

U1 roc

Nullmutante Csp zeigte sich jedoch, dass beide Defizienzlinien nicht flr csp

defizient sind. Somit wurde zum ts-Screen doch die rickgekreuzte Nullmutante

Ut roc yerwendet.

Csp
Das Kreuzungsschema wurde so entwickelt, dass alle Nachkommen sowohl als
homozygote, als auch als balancierte Tiere schlupften. Hierdurch konnte der bereits
erwahnte Selektionsdruck minimiert werden.

Aus den entsprechenden Kreuzungen gingen 422 Linien hervor, bei denen anhand
der veranderten Augenfarbe ein Jump-Out-Ereignis festgestellt werden konnte. Auch
wenn maoglicherweise kein vollstandiges Jump-Out-Ereignis vorlag, so war zumindest

das rosy-Gen in seiner Funktion defekt.
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Aus Paralysetests dieser 422 Einzelkreuzugen wurden 33 Nachkommen gezahlt, die
lebensfahig und temperatursensitiv waren. In den anderen 389 Fallen war vermutlich
nur das rosy-Gen zerstort, jedoch keine Deletion erzeugt worden.

Ul roc | inien konnten 12 Linien etabliert

Aus den heterozygoten JumpOut / Csp
werden, die homozygot lebensfahig waren. In den anderen 31 Linien waren
offensichtlich groRe Deletionen erzeugt worden, die letal sind, und im heterozygoten
Zustand durch das bis auf csp wildtypische Chromosom gerettet wurden.

Von den 12 homozygot lebensfahigen Linien waren Uberraschenderweise nur noch 9
im klassischen Sinne temperatursensitiv. Drei Linien zeigten ein anderes
Paralyseverhalten - sie benotigten erheblich mehr Zeit bis zum Eintritt der Paralyse.
Diese drei Linien zeigten im heterozygoten Zustand tber der Nullmutante CspY' ™°
das bekannte temperatursensitive Verhalten. Moglicherweise ist in diesen drei Linien
die Proteinkonzentration im Nullmutantenhintergrund so niedrig, dass eine
Thermosensibilitat  eintritt. Im homozygoten Zustand verdoppelt sich die
Proteinkonzentration, was das Ausbleiben der Paralyse nach drei Minuten zur Folge
haben koénnte. Die Tatsache, dass diese Linien ein reduziertes Paralyseverhalten
zeigen, stutzt die Hypothese.

In den anderen neun Linien waren nur in zwei Linien (JO 450 und JO490) auf dem
Western Blot CSP-Signale zu detektieren. Immunhistochemische Farbungen an
ganzen Fliegen =zeigten jedoch, dass lediglich zwei Linien kein CSP mehr
exprimieren. In den anderen sieben Linien ist die Proteinkonzentration vermutlich so
gering, dass sie im Western Blot nicht mehr detektiert werden konnte. Dass diese
sieben Linien ebenso paralysieren, kann anhand der Farbemuster erklart werden.
Alle Linien zeigen ausschlieBlich Farbungen in den optischen Loben, sowie den
afferenten Endigungen der Labial-/Maxillarnerven, sowie spezifischen thorakalen
und/oder abdominalen Ganglienstrukturen, die nicht fur Laufen bzw. Fortbewegung
notwendig sind. Fehlt CSP also spezifisch im neuronalen Fortbewegungssystem,
konnten diese Tiere ebenso paralysieren, obwohl sie noch CSP exprimieren. Da die
zehn Linien untereinander verschiedene Farbungen zeigen, die sich sowohl in
thorakalen als auch hirnspezifischen Mustern unterscheiden, kann vermutet werden,
dass durch die unterschiedlichen Deletionen verschiedene gewebsspezifische,
regulatorische Einheiten entfernt worden sind.

Mit den beiden durch Western Blot und Immunhistochemie klassifizierten

Nullmutanten wurde eine Southern Blot Analyse durchgeflihrt. Es zeigte sich, dass
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die Mutante JO 211 aller Wahrscheinlichkeit nach eine Deletion im csp-Lokus tragt,
die auch das 5-gelegene Gen CG14505 betrifft und deshalb fir weitere
Untersuchungen ungeeignet ist. Bei der Mutante JO 113 ist ein Fragment von ca.
1,3Kb im Bereich um das erste Exon deletiert. Imnmunhistochemische Farbungen an
der larvalen Nerv-Muskel-Synapse, sowie Western Blots deuten auf eine funktionelle
Nullmutante hin. In immunhistochemischen Farbungen adulter Kopf-Gefrierschnitte
ist jedoch eine sehr schwache Farbung der Labial- und Maxillarafferenzen zu
erkennen, die der Farbung der csp-Mutante Csp”? mit einer ahnlichen Defizienz
ahnelt (Dissertation Eberle, 1995). Moglicherweise existiert bei csp ein bisher noch
nicht entdeckter alternativer Transkriptionsstartpunkt. Eine Anderung in der
Proteingréfie durch einen anderen Transkriptionsstart ist jedoch nicht erkennbar, da
in der Linie JO 113 das Protein im Western Blot nicht detektierbar ist.

Trotz der Moglichkeit, dass in adulten Fliegen dieser Linie CSP in einer nicht
detektierbaren Menge exprimiert wird, wurden elektrophysiologische Untersuchungen
am larvalen Nerv-Muskel-Praparat durchgefiihrt. Erstaunlicherweise zeigten die
temperaturabhangigen Messungen ein wildtypisches Verhalten - die Amplituden der

1118 als

EJPs sowohl bei 18°C als auch bei 32° zeigten keinen Unterschied zu w
Kontrolle. Moglicherweise genugen einzelne Moleklile, um eine Funktion des
Chaperone-Komplexes oder andere, oben beschriebenen Proteininteraktionen zu
gewabhrleisten. Die Konzentration an CSP an der larvalen Nerv-Muskel-Synapse
ware dann nicht detektierbar, jedoch hoch genug, um zumindest in der Larve einen
stabilen Prozess auf der prasynaptischen Seite zu gewahrleisten. Dies steht nicht
zwingend im Widerspruch zu den Ergebnissen, die in immunhistochemischen
Farbungen an adulten Kopf-Gefrierschnitten gefunden wurden. Wird CSP lediglich in
den afferenten Maxillar- und Labialnerven exprimiert, fehlt CSP im gesamten
motorischen System, was ebenso eine Paralyse bei erhdhter Temperatur zur Folge
hatte.

Da die Mutante JO 113 als einziger Kandidat nicht das elektrophysiologische
Verhalten einer csp-Nullmutante zeigt, kommt diese Linie ebenso nicht flr weitere
elektrophysiologische Untersuchungen, insbesondere Rescue-Experimente, in
Betracht.
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6. Ausblick

Die anfanglich auftretenden Probleme mit der lange etablierten Nullmutante Csp"”™
deuten auf starke Kompensationsmechanismen hin, um eine stabile synaptische
Signallbertragung zu gewahrleisten. Moglicherweise werden in dieser Anpassung
entscheidenden parallele, redundant arbeitende Prozesse und Kaskaden hoch
reguliert, die bisher nicht bekannt sind. Somit ware ein in der Drosophila-Forschung
bisher noch nicht ohne weiteres zugangliches sog. ,Expression Profiling“ von groRem
Interesse. Bei der csp-Nullmutante angewandt, konnten moglicherweise parallel
arbeitende Kompensationsmechanismen aufgedeckt werden.

Die Rescue-Experimente mit  den modifizierten CSP-Proteinen im
Nullmutantenhintergrund haben sowohl interessante als auch Uberraschende
Ergebnisse und Fragen aufgeworfen. Beziglich der verschiedenen Protein-Domanen
kénnte moglicherweise ein fein abgestuftes System an Funktionen und Interaktionen
bestehen, die bisher noch nicht entdeckt wurden. So zeigen die Mutanten scDNA1
und SSP deutliche Unterschiede im Verhalten an der larvalen neuromuskularen
Synapse, als auch in der Vitalitat ihrer adulten Nachkommen. Der Cystein-String und
seine Palmitoylierung scheinen von grof3er Bedeutung zu sein. Auf der anderen Seite
unterscheiden sich die Mutanten CLP und SSP untereinander wiederum, so dass
auch in den flankierenden Cystein-Paaren eine essentielle Bedeutung erkennbar
wird. Uberraschenderweise scheinen Existenz und Bedeutung des Cystein-String
bzw. des gesamten Cystein-String-Motivs entwicklungsspezifisch zu sein, denn
manche Phanomene lassen sich nur in speziellen Entwicklungsstadien beobachten.
Dies wirft die hochspekulative Frage auf, ob und wie weit die larvale neuromuskulare
Synapse als Modellsystem geeignet ist. Immerhin ist in der grundlegend
verschiedenen Organisationsform Larve Glutamat der Standard-Neurotransmitter der
neuromuskularen Synapse, wahrend im adulten Fliegengehirn Acetyl-Cholin (aulder
motorische Synapsen) verwendet wird. Warum sollten nicht bei unterschiedlichen
Neurotransmittern auch entsprechend angepasste Vesikel-Beladungssysteme, sowie
leicht abgewandelte synaptische  Protein-Arrangements  existieren?  Die
elektrophysiologischen Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit haben
interessante Aspekte aufgedeckt, die Uber Proteininteraktionsstudien wie z. B. Y