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A. Einleitung

Altern und Tod sind Teile des Lebens. Zwei Phinomene, denen der Mensch aber oft fassungslos
gegeniibersteht. Die Frage, warum der Mensch altert und stirbt, birgt zwei Seiten in sich: die nach

dem Sinn und die nach der Ursache.

Am Beginn der wissenschaftlichen Erforschung von Altern und Tod stand die Frage nach den ge-
nerellen Mechanismen des Zelltodes, den man als Ursache der Seneszens in mehrzelligen Lebewe-
sen erkannt hatte. Viele Alterskrankheiten sind bestimmt von der Riickbildung von Strukturen oder
vielmehr ihrer nachlassenden Erneuerung. Wie man heute weil3, entspricht dieser Beobachtung das
Wechselspiel von Proliferation und Degeneration. Durch die Entwicklung hin zur Untersuchung
immer feinerer Einheiten des Lebens niherte man sich dem Phianomen Zelltod auf histologischer

und dann auch auf molekularer Ebene.

Man beobachtete, daf3 Zellen auf unterschiedliche Art zu Grunde gehen, wobei sich zwei grundle-
gend verschiedene Prozesse trennen lassen (Wyllie, 1981 #69):

Apoptose, der geregelte, aktiv von der Zelle herbeigefiithrte Zelltod, bei dem folgende morphologi-
schen und biochemischen Erscheinungen fiir diese Zellen typisch sind: Kondensation des Chroma-
tins und des Zytoplasmas (wihrend die Organellen ihre Integritit weitgehend behalten), Abbau der
Kernmembran und DNase-vermittelte Degradation der chromosomalen DNA in Nucleosom-
grofle Fragmente. In der Folge kommt es zur Ausbildung von membrandsen Strukturen (sog.
'blebs'), die von Makrophagen eliminiert werden ((Ellis, 1991 #70); (Steller, 1995 #71)). Im Vetlau-
fe apoptotischer Vorginge kommt es nicht zu Entziindungsreaktionen des Organismus. Apoptoti-
sche Prozesse sind fester Bestandteil der Entwicklung, der Homdéostase und der Tumorsupression

aller Tiere.

Nekrose, im Gegensatz dazu, wird als pathologischer Zelltod betrachtet und folgt in der Regel auf
Zelldefekte unterschiedlicher Art. Typisch fir Zellen in nekrotischen Prozessen sind extreme Ein-
faltungen der Zellmembran, die Organellen und/oder ihre Membranen werden zerstort und kon-
densieren zu Partikeln - 'whorls' (Hall, 1997 #72). Die chromosomale DNA aggregiert (witd jedoch
nicht degradiert), die Zellkernmembran invaginiert, die Zellen bekommen Vakuolen zunehmender
GroBe, schwellen und lysieren meist.

Nekrotische Prozesse sind immer Ausdruck weitreichender Defekte in der Zellphysiologie und der

Zellstruktut.
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Organismen zeigen in der Regel inflammatorische Reaktionen bei vielfach vorkommendem nekro-

tischen Zelltod.

Zelltod im Nervensystem

Apoptotische Vorginge spielen u. a. in der Entwicklung des Nervensystems eine bedeutende Rolle.
Wahrend der Entwicklung von Caenorbabditis elegans sterben beispielsweise rund zwanzig Prozent
der potentiellen Nervenzellen (Sulston, 1977 #73). Bei holometabolen Insekten (z. B. Drosophila)
kommt Apoptose bei neuronalen Zellen in verstirktem Malle wihrend und noch kurz nach der
Metamorphose vor (Steller, 1994 #76). Das Steroidhormon Ecdyson z. B. ist einer der Faktoren,
die diesen Zelltod (je nach Entwicklungsstadium positiv oder negativ) beeinflussen (Kimura, 1990
#75). Aus Vertebraten ist bekannt, dal3 bis zu 50 Prozent der ausdifferenzierten Neuronen kurz
nach Kontakt mit ihrem Zielgebiet apoptotisch sterben (Oppenheim, 1991 #74). Das Uberleben
der Nervenzellen hingt von einer ausreichenden Versorgung mit spezifischen neurotrophen Fakto-
ren (z. B. Nerve Growth Factor NGF, Neurotrophin-3 NT-3 u.a.) ab, die von den jeweiligen Ziel-
zellen in limitierter Menge sezerniert werden. Nur ein Teil der Neuronen erhilt die zur Unterdri-
ckung des 'Selbstmordprogramms' nétige Menge an Neurotrophinen und tbetlebt. Neuronen, die
wihrend definierter Abschnitte ihrer Entwicklung mit Neurotrophinen unterversorgt sind, sterben
dagegen ab. Auf diese Weise wird die Neuronenzahl automatisch den Erfordernissen am jeweiligen
Zielort angepaB3t. Andererseits gewihrleistet der anfingliche Uberschufl an Kontakten die vollstin-
dige Innervierung aller Zielzellen (Raff, 1992 #78Raff, 1993 #77). Apoptotischer Zelltod im Ner-
vensystem beschrankt sich nicht ausschlieBlich auf Neuronen, Gliazellen sind ebenfalls wahrend
der Gehirnentwicklung davon betroffen. Ahnlich den neurotrophen Faktoren der Neuronen wet-
den auch hier diffusible Faktoren postuliert, deren kontrollierte Ausschiittung die zahlenmil3ige
Anpassung der Glia-Zellzahl an die Anzahl der neuronalen Zellen steuert (Kretzschmar, 2002 #92).
Auf molekularer Ebene konnte ausgehend von ersten Untersuchungen bei C. elegans Gber Experi-
mente bei der Maus bis zu Drsophila gezeigt werden, dal} die apoptotischen Kaskaden iiber die

verschiedenen Tierstimme hinweg konserviert sind.

Nekrotische Prozesse im Nervensystem sind seit lingerem bekannt. Ausgehend von Untersuchun-
gen von Patienten, die den Verlust motorischer Fihigkeiten und Demenz zeigen, von Defekten wie
beispielsweise der Alzheimerschen Krankheit (Akzbeimer's disease — AD) oder dem Creutzfeld-Jacob-
Syndrom (CJD). Auf histologischer Ebene zeigen diese beiden Defekte Gemeinsamkeiten mit noch
anderen neurodegenerativen Krankheiten: BSE (bei Rindern) oder 'scrapie' (bei Schafen und Zie-
gen). Man beobachtete in histologischen Untersuchungen sog. amyloide Plaques, benannt nach der

Anfirbbarkeit durch Kongorot - sonst tblich fiir Polysaccharide. Wie man zeigen konnte, bestehen
4
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solche Ansammlungen aus Polysacchariden und einem groBen Anteil an fibrillirem Protein (Nikai-
do, 1970 #101). Das Krankheitsbild wurde vorerst unter '"Amyloidosen' (beim Menschen) zusam-
mengefalit. Es zeigte sich allerdings, dal3 diese Plaque-Bildungen mehr Ausdruck der Reaktion der
Zellen auf Stérungen im Proteinstoffwechsel sind als die Ursache fiir die neuronalen Defekte

selbst.

Im Fall von AD wurde der Hauptproteinanteil dieser Plaques als 3-Amyloid-Peptid, ein proteolyti-
sches Spaltprodukt von APP (Amyloid Precursor Protein) identifiziert. APP ist ubiqutir im Gehirn
exprimiert und hat Einflul3 auf neuronale Erregbarkeit, synaptische Plastizitit, Neuritenwachstum,
vesikuliren Transport und das Uberleben von Neuronen an sich (Selkoe, 2001 #50). Die APP-
Proteinfamilie in Vertebraten enthilt drei Mitglieder: APP selbst und die Proteine APLP-1 und
APLP-2 (APP-like proteins). Sie gehoren zur Familie der Klasse-1-Transmembranproteine. Das
APP-Gen besteht aus 19 Exons, wobei die Exons 7, 8 und 15 alternativ gesplei3t werden, was zu
unterschiedlichen Proteinlingen (z.B. APP695 und APP770) und zu unterschiedlicher Motiv-
Komposition fithrt (De Strooper, 2000 #51).

Intensive Forschung der letzten Jahre hat enorm zum Verstindnis der Pathologie von AD und den
Ursachen der erblichen Alzheimerschen Krankheit (familiar AD — FAD) beigetragen.

Die Grof3zahl der Mutationen in FAD sind Punktmutationen in dem APP-Protein selbst und in
den prozessierenden Proteinasen, den Sekretasen. Das APP-Protein wird durch zwei proteolytische

Spaltungen prozessiert: durch eine O- oder [B-Sekretase auBerhalb der Zellmenbran und danach

durch eine Y-Sekretase in der Transmembrandomine des APP. Die Prozessierung durch die Y-
Sekretase erfolgt immmer erst nach der Prozessierung durch eine der anderen zwei Sekretasen. Die
Produkte der O- und der B-Prozessierung unterscheiden sich deutlich (Abb. 1). Welche der beiden
Prozessierungen bevorzugt ablduft, entscheidet mdéglicherweise die Membranzusammensetzung,.
Die - und die Y-Sekretase finden sich gemeinsam in sog. membrane rafls, spezialisierten Membranbe-
reichen, die Proteine an bestimmten Orten der Zellmembran konzentrieren. Die Prozessierung von
APP kann durch eine Verinderung des Cholesterin-Gehaltes der membrane rafts entweder in Rich-

tung der O- oder der 3-Prozessierung verschoben werden (Wolozin, 2000 #10).
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Abb. 1: Modell der A- und B-Prozessierung von APP in Abhingigkeit von det Membrankomposition
aus: Wolozin et al, 2000. ADAM — 0-Sekreatse, BACE — -Sekretase, PS — Presenilin

Die Prozessierung von APP kann entweder in Richtung der O- oder der B-Prozessierung verschoben wetden, durch
eine Verinderung des Cholesterin-Gehaltes der membrane rafts (Wolozin, 2000 #10).

Die Produkte der B-Prozessierung sind ein N-terminales Fragment APPs (ohne bekannte Funkti-
on) und die Peptide AB42 und APB40 (erzeugt durch die Schnittstellen Y42 und Y40 von Presenilin
in APP (Selkoe, 2001 #50)). Das menschliche Gehirn produziert normalerweise pro Tag eine Men-
ge von 1-3ng AP-Peptid, wobei AB42 und AB40 im Verhiltnis 1:10 produziert werden (J. Haas,
personliche Mitteilung). Die Produktion dieser AB-Peptide ist in AD dramatisch erhoht. Die Ag-
gregation von AP42 fithrt zur Formierung sog. diffuser Plaques, in die durch zunehmende Aggrega-
tion auch APB40 und andere Proteine eingebunden werden, z. B. TAU (Tomidokoro, 2001 #79).

Diese Aggregationen stellen die zuerst histologisch festgestellten amyloiden oder senilen Plaques
und die sog. neurofibrillary tangles dar. Der Verlauf der weiteren Pathogenese ist nur durch Indizien
gestiitzt: Es wird diskutiert, dass eine autoinflaimmatorische Reaktion, hervorgerufen durch AP und
vermittelt durch Microglia, im Gehirn ausgelost wird, die ihrerseits wieder die Produktion von APP
steigert (und damit dessen Prozessierung und die AB-Produktion (Gahtan, 1999 #82)). Durch die
zunehmende Missfunktion von Neuronen und die damit verbundenen Anderungen in ionischer
und metabolischer Homdostase, wird im Verlauf der Pathogenese auch eine enorme Zunahme des

oxidativen Stresses in den betroffenen Neuronen diskutiert (Aksenov, 2001 #83).

Die entscheidende Rolle der Prozessierung von APP fiir die Ausbildung der senilen Plaques ist gut
verstanden, doch ist seine Rolle in der zelluliren Funktion von APP noch nicht véllig klar. Das
Vorkommen von amyloiden Plaques korreliert nicht mit dem Verlust mentaler Fahigkeiten: So sind
Patienten mit stark entwickelter Demenz und wenig Plaquebildung ebenso wie Patienten mit star-

ker Plaquebildung und kaum merkbaren kognitiven und mentalen Defiziten beschrieben (Bennett,
6
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1993 #80). Die Einschrinkungen mentaler Fahigkeiten scheint mit dem Verlust zelluldrer Funktio-
nen in Nervenzellen zusammenzuhingen. Um diese Funktionsverluste charakterisieren zu koénnen,
miissen die Funktionen von APP auf zelluldrer und molekularer Ebene aufgeklirt werden.

Es sind bereits eine Reihe von Interaktionen und moglichen Funktionen der einzelnen Dominen
von APP beschrieben.

Abgesehen von dem unprozessierten APP selbst lassen sich ausgehend von den Produkten der

Prozessierung sAPPQ (so/uble APPQ - durch O-Prozessierung entstanden) und AICD (APP intracel-

Iular domain, durch die Y-Sekretase erzeugt) unterscheiden.

Relativ gut belegt ist eine Funktion des unprozessierten APP-Proteins im Vesikeltransport. In Ver-
tebraten konnte 7z vitro gezeigt werden, dass APP ein Rezeptor fiir Kinesin-I ist, ein Motorprotein
im anterograden axonalen Vesikeltransport. Dabei geschieht die Interaktion tiber die leichte Kette
des Kinesins, KILC — kznesin light chain (Kamal, 2000 #89). Diese Bedeutung konnte 7z vivo in Dro-
sophila tir APPL belegt werden (Gunawardena, 2001 #54). Es scheint, dass APP der Rezeptor fiir
Kinesin-I in einem bestimmten Subtyp von Vesikeln ist, die sowohl BACE (die [3-Sekretase in Ver-
tebraten) als auch Presenilin-1 (die Y-Sekretase) enthalten (Kamal, 2001 #55). Diese Funktion kann
durch TAU blockiert werden, was eine mogliche Verbindung beider Proteine im Hinblick auf die
Pathogenese von AD zeigt (Stamer, 2002 #90).

Fir das N-terminale Prozessierungsprodukt sAPPQ ist eine neuroprotektive Funktion beschrieben,
die Apoptose in Neuronen reprimiert und ihre synaptische Plastizitit fordert (Furukawa, 1996
#61). So ist fur sAPPO eine Funktion dhnlich der von Wachstumsfaktoren (nicht nur fiir Neuro-
nen) diskutiert (Schmitz, 2002 #86). Eine daftr notwendige Endocytose wird durch fibulin-1 ver-

mittelt, welches jedoch keinen Rezeptor fiir SAPPQ darstellt, sondern vielmehr dessen Bindung an

den eigentlichen Rezeptor vermittelt (Ohsawa, 2001 #87), ein Kandidat eines sAPPO-Rezeptors ist
das LRP (lpoprotein receptor-like protern) (Knauer, 1996 #88).

Die Uberexpression eines AICD (Cy59 — die C-terminalen Prozessierungsprodukte unterscheiden
sich ebenfalls in GroBe, je nach APP-Splei3form) in Zellkultur fithrt in Koexpression mit PAT-1 zu
einer Repression der Retinolsdure-abhingigen Genexpression (Gao, 2001 #91). Es konnte gezeigt
werden, dass die dafiir notwendige Translokation des AICD in den Nucleus nicht nur von PAT-1,
sondern auch von Adaptorproteinen wie Fe65, X110 und mDAB-1 unterstiitzt wird (Zambrano,
2001 #93), die AICD dabei stabilisieren und in andere Komplexe einbinden (Kimberly, 2001 #94).
Ein transkriptionell aktiver Komplex ist mit Fe65 diskutiert, da Fe65 mit dem Transkriptionsfaktor
CP2/LSF/LBP1 und Tip60 (eine Histonacyltransferase) interagiert (Leissting, 2002 #95), genregu-
lative Aktivitt in einem kiinstlichen Expressionssystem wurde fiir einen Komplex aus AICD, Fe65

und Tip60 nachgewiesen (Cao, 2001 #96).
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Drosophila und humane Neuropathien

Neben den Modellsystemen Maus und Vertebraten-Zellkultur, behilt Drosophila weiterhin seine
Bedeutung als Organismus zur Untersuchung von zelluldren Mechanismen (nicht nur) 7 vivo.

Zur Untersuchung von humanen Krankheiten mit und in Drsgphila kann man sich der Problematik
auf zwei Wegen nihern:

Man versucht, das humane Krankheitsbild in Drosgphila durch Expression manipulierter Gene zu
'modellieren’ oder Mutanten zu isolieren und zu identifizieren, die Phinotypen dhnlich den Sym-
ptomen humaner Krankheiten haben.

An der Uberexpression von humanen Genen, die eine Bedeutung fiir diverse Neuropathien haben,
wird vielfiltig gearbeitet: So hat z.B. die Expression eines Prion-Proteins in adulten Drosophila kei-
nen histologischen oder molekularen Effekt (Raeber, 1995 #97), wohingegen die Expression von
Proteinen mit verlingerten poly-Glutamin-Motiven (typisch fir Krankheiten wie Chorea Huntington
oder die Machado-Joseph-Krankheit) Schiden in den Geweben hervorruft, in denen sie exprimiert
wurden (Bonini, 1999 #98). Dabei sind einige Merkmale der hervorgerufenen Schidigungen in
Drosophila konserviert: spat einsetzen des Phanotypes, progressive Degeneration der betroffenen
Zellen und die Formierung abnormer Proteinaggregate (Bonini, 1999 #98). Auch lassen sich lange
vor dem Auftreten dieser Phinotypen Defekte in neuronalen ILeistungen nachweisen

(D.Kretzschmar, personliche Mitteilung, Daten unveréffentlicht). Auch durch die Expression von

0-Synuclein, dessen Aggregation ein Teil der Pathogenese der Parkinsonschen Krankheit ist, konn-
ten in Drosophila sowohl Aggregation als auch zellulire Defekte dhnlich denen in humanen Krank-
heiten erreicht werden (Feany, 2000 #99).

Auf der anderen Seite wurden durch klassische genetische Methoden Mutanten mit morphologisch
unterscheidbaren Arten von Neurodegeneration erzeugt. Fortini et al gruppieren diese Mutanten in

drei Gruppen:

A. Innervierungs-abhingige Neurodegeneration

Beispiele sind hier u.a. die Mutanten szze oculis, glass oder eyeless.

B. Phototransduktions- abhingige Neurodegeneration

Zu dieser Gruppe zihlen bespielsweise #inalz, ninaA und ninaC oder norpA und rdgA-C.

C. morphologisch distinkte neurodegenerative Prozesse

Dazu zihlen Mutanten mit strukturellen Defekten wie z.B. swiss cheese, drop-dead, spongecake (Fortini,
2000 #100) oder /ichrig (T'schaepe, 1998 #12).

Die Abbildung aus dem Review von Fortini et al verdeutlicht auf schéne Weise die morphologi-

schen Merkmale dieser drei Gruppen.
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Abb. 2: Neurodegenerationstypen in Drosophila-Mutanten
A. Innervierungs-abhingige Neurodegeneration

B. Phototransduktions- abhiangige Neurodegeneration

C. morphologisch distinkte neurodegenerative Prozesse
veraendert nach Fortini et al, 2000 (Fortini, 2000 #100).

Die gut etablierten genetischen und molekularen Methoden und die umfassenden Informationen
tber Genom und Gene machen Drosophila nach wie vor zu einem wertvollen Werkzeug in der For-

schung,.
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Die loe-Mutante in Drosophila

Die Mutante /Zichrig (loe) wurde 1995 aus einem Screen auf neurodegenerative Erscheinungen im
adulten Gehirn von Drsgphila Linien im Labor von Doris Kretzschmar isoliert. Diese Linien
stammten aus einer P-Element-Mutagenese auf dem dritten Chromosom, durchgefithrt von Deak

et al.

Die /e Fliegen zeigen altersabhingig in histologischen Schnitten Vakuolisation (Locher', daher der
Name) im Gewebe des gesamten Gehirns. Im adulten Tier ist diese Degeneration im zentralen
Bereich jedoch stirker ausgeprigt als im optischen System. Die Locher treten bereits bei frisch ge-
schliipften Adulten und sogar schon im spiten Puppenstadium auf. In Larven sind von der Dege-
neration nur die Teile des Nervensystems betroffen, die schon in den Larvalstadien aktiv sind: So
zeigen Thorakalganglion und der innere, larval aktive Teil der Hemisphiren im L3-Stadium Vakuo-
lisation, die sich zum optischen System entwickelnden, dulleren Hemisphiren jedoch nicht. Im
Embryo sind keine Effekte dieser Art zu beobachten. So scheint erst mit dem Auftreten neuronaler

Aktivitat der Defekt in /e zur Auspragung zu kommen.

Die /oe- Fliegen zeigen aullerdem eine stark verkiirzte Lebensspanne. Bei Priparationen der Thora-

kalsegmente fiel ein stark vergroferter Kropf auf.

Abb. 3: Semidiinnschnitte durch das Gehirn von Joe -Fliegen in verschiedenen Entwicklungsstadien.

A. Im Gehirn des L(arve)1-Stadiums lassen sich keine Anzeichen fiir Degeneration finden, wihrend im L3-Stadium
(B) schon Locher auftreten. Die sterbenden Zellen beschrinken sich auf die zentralen Teile der larvalen Hemisphi-
ren und auf das Thorakalganglion. Das sich neu entwickelnde visuelle System ist noch intakt.

C. Im pupalen Gehirn 148t sich keine Neurodegeneration nachweisen. Die Vakuolisierung beginnt allerdings bereits
kurz vor dem Schliipfen (D), im adulten Gehirn zeigt sich nach 10d massive Neurodegeneration (E) verglichen mit
dem Wildty (F). (Bild: D.Kretzschmar)
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Aufgrund von Semidinnschnitten durch das adulte Gehirn von /ke-Fliegen sowie Kryostat- und
Parafinschnittechnik und anschlieSender Farbung mit Antikérpern gegen Neuronen und Gliazellen
konnten die degenerierten Zellen als Neuronen identifiziert werden. Farbungen gegen apoptotische
Zellen durch enzymatische Detektion freier 3'-Enden von DNA nach Fragmentation des Chroma-
tins (TUNEL-Firbungen) konnten zeigen, dal3 es sich bei den degenerativen Erscheinungen in /e
nicht um Apoptose handelt.

Aufnahmen degenerierter Zellen im EM belegen, dal3 es sich dabei um Neuronen handelt (Abb. 4).
Es lassen sich allerdings keine Schrumpfung des Zellkerns oder vermehrtes Abschniiren von Vesi-
keln an der Zellmembran beobachten, wie es fir Apoptose typisch wire. Vielmehr schwellen die
Zellen (wiahrend der Zellkern intakt bleibt) und lysieren - ein nekrotischer Vorgang also, wie die
Ergebnisse der TUNEL-Farbungen nahelegten.

In EM-Aufnahmen von adulten Gehirnen der /Ze-Mutante fallen grof3e elektronendichte Bereiche
auf, in denen sich keine Zellen mehr befinden oder die von erkennbaren Cytoplasma-Resten und
Organellen umgeben jedoch distikt getrennt sind (Abb. 4C+D). Mit Osmium-Tetroxid lassen sich
lipophile Stoffe mit C-C-Doppelbindungen, wie z.B. Sterole (z.B. Cholesterin) oder mehrfach unge-

sattigte Fettsduren, fixieren.

Abb. 4: EM Aufnahmen aus dem adulten Gehirn von /oe-Fliegen

A. Lamina-Monopolarzelle in /&e, geschwollen und kurz vor der Zell-Lyse

B. Lamina-Monopolarzellen im WT'

C, D. Vergroflerungen aus Bereichen des Zentralhirns. Deutlich fallen die elektronendichten Bereiche auf, in denen
sich keine Zellen mehr befinden (C) oder die von erkennbaren Cytoplasma-Resten umgeben, davon jedoch distikt
getrennt sind. (nu - Nucleus, mt — Mitochondrium)
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Molekulare und genetische Untersuchungen:

Durch Southern Blot Hybridisierungen konnte fiir /e gezeigt werden, daf} tatsichlich nur ein P-
Element in das Genom inseriert ist. Die Lokalisation des P-Elementes bei /e wurde durch 2 situ
Hybridisierungen in dem Bereich 93B-C (3. Chromosom) bestimmt und wurde zusitzlich durch
Einkreuzen von Defizienzen tberprift: In fiir /e heterozygoten Linien deckte die Defizienz e-R1
(93B5-D2, #3340) den /le-Phinotyp auf, die Defizienz e-N19 (93B10-94, #2425) dagegen nicht.
Somit liegt die Insertion zwischen 93B5 und B10.

Versuche, den Phinotyp durch jump-outs (Wiederfreisetzen des P-Elements durch Einkreuzen ent-
sprechender Linien, die Transposase exprimieren) zu revertieren, ergab folgende Ergebnisse: Von
100 untersuchten Linien, waren 95% dem Phinotyp nach wildtypisch. Wie durch Southern-
blot Analysen ermittelt wurde, trugen davon 98% der Individuen noch Reste des P-Elementes, eine
Linie enthielt keine P-Element Sequenzen mehr und bei einer wurde neben dem P-Element sogar
ein kurzer genomischer Bereich deletiert (Hammerschmied, 1999 #14). Diese Ergebnisse weisen
auf eine Lokalisation des P-Elements im nicht-kodierenden Bereich hin.

Zwei relativ nah inserierte EP-P-Element verursachen interessanterweise keinen /e-Phinotyp.

Durch Plasmid-Rescues in 5'- und 3'-Richtung vom P-Element konnte ein Bereich von insgesamt

19,8kb auf genomischer Ebene abgedeckt werden.

Durch Subklonierung, anschlieBender Sequenzierung der Plasmid Rescues und Vergleich mit Da-
tenbanken konnten im 5'-Bereich dieser Region drei Exons eines 2,183 kb grofenTranskriptes aus
dem BERKLEY DROSOPHILA GENOME PROJECT (BDGP) lokalisiert werden.

Das Transkript stellt eine Splei3form eines Gens dar, zu dem eine weitere Variante (II) in cDNA-

Banken des BDGP mit einer Linge von 2,704 kb gefunden wurde.

Die moglichen Produkte der beiden Spleiivarianten unterscheiden sich im N-terminalen Bereich,

teilen jedoch den tiberwiegenden Teil des ORF.

Der beiden Transkripten gemeinsame Anteil des ORF zeigt starke Homologien zu der Y-
Untereinheit im 5-AMP-aktivierten Proteinkinase (SNF-4) Komplex aus Drsgphila. Diese Protein-
Kinase greift in Vertebraten bei ATP-Mangel regulierend u.a. in den Fettsdure und Cholesterin-
Stoffwechsel ein. Die P-Element-Insertion konnte in /e fiir Stérungen im neuronalen Membran-

verkehr und damit fiir die neurodegenerativen Erscheinungen verantwortlich sein.

Aufgrund der Orientierung des Transkriptes I ist die Lokalisierung der restlichen Exons in 3'-
Richtung von der P-Element-Insertion zu vermuten. Die alternativen Splei3formen und die Inser-

tion des P-Elementes in einem Intron der Variante I deuten darauf hin, dal3 mit dieser Variante eine
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Neuronen-spezifische regulatorische Untereinheit der AMPK in Drosophila getunden wurde (Tscha-
epe, 1998 #12).
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Abb. 5: Zusammenfassung der molekulaten Analyse des Joe Genlocus (T'schaepe, 1998 #12)
Eingetragen sind das P-Element det e Mutante und die beiden gefundenen Transktiptvarianten. Die beiden einge-
zeichneten EP-P-FElemente verursachen keinen /%e Phinotyp.
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B. Material und Methoden

1. Material

1. Organismen

a) Fliegenstimme

Es wurden folgende Fliegenstimme verwendet:

Stamm Erklirung Herkunft Literatur
WT CS Wildtyp Canton Spezial Stammsammlung Lindsley und Zimm, 1992
WiiLs white-Mutante, Hintergrundstamm der | Stammsammlung
P-Elementinsertion und Keimbahn-
transformationen
loe P-Element-Mutante P-Element Mutage- | Deak et al, 1997
nese von Deak et al
/ Screen auf neuro-
degenerative Er-
scheinungen
(Kretzschmar, D,
Regensburg)
w; p{Appl-Galty neuronale Gal-4 Expression L. Totroja
w; plelav-GaH'} neuronale Gal-4 Expression Stammsammlung
w; plloco-Galt} gliale Gal-4 Expression C. Klambt
w; p{MIB-Galy/ TM3Sh gliale Gal-4 Expression Nambu
w; plactin-GaH}/ CyO Gal-4 Expression unter Kontrolle des | BSC
Actin-Promotors
w; p{GMR-Gald} | CyO retinale Gal-4-Expression M Freeman
w; p{ GMR-Gal4} retinale Gal-4-Expression F. Pignoni
w; p{UAS-bel }4 pUAST-loel , Insertion X-Chromosom | vorliegende Arbeit
w; p{UAS el } 28 pUAST-loel , Insertion I1.Chromosom | vorliegende Arbeit
w; p{UAS-loel”} pUAST-loel™ , Insertion X- votliegende Arbeit
Chromosom
w; p{UAS-loel-CBS} pUAST-loel-CBS | Insertion X- votliegende Arbeit
Chromosom
wy p{UAS-bel }2 pUAST loel , Insertion votliegende Arbeit
IIT.Chromosom
wy p{UAS el 1} 11 pUAST loell , Insertion X- votliegende Arbeit
Chromosom
w; p{UAS-AMPKQ'} pUAST-aplha-AMPK dregulat. , Inser- | votliegende Arbeit
tion X-Chromosom
P+ d2-3}15b/ TM3Ser Transposasequelle Stammsammlung
FM7¢/w; TM3Sh/ D3 white-Stamm, balanciert auf I. und IL Stammsammlung
Chromosom
wy CyO/ Seo; TM35h/ D, white-Stamm, balanciert auf II. und [II. | Stammsammlung
Chromosom
R9 HEI-Rekombinante Diplomarbeit s. dort
C.Hammerschmied
R70 HEI-Rekombinante Diplomarbeit s. dort
C.Hammerschmied
R14 HEI-Rekombinante Diplomarbeit s. dort
C.Hammerschmied
R717 HEI-Rekombinante Diplomarbeit s. dort

C.Hammerschmied
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Stamm Erklarung Herkunft Literatur

R37 HEI-Rekombinante Diplomarbeit s. dort
C.Hammerschmied

R39 HEI-Rekombinante Diplomarbeit s. dort
C.Hammerschmied

R47 HEI-Rekombinante Diplomarbeit s. dort
C.Hammerschmied

R57 HEI-Rekombinante Diplomarbeit s. dort
C.Hammerschmied

Tab. 1: Fliegenstimme
BSC — Bloomington Stock Center

Alle Stimme wurden zur Aufzucht auf Drsophila-Medium (Maismehl, Agar, Sojamehl, Melasse,
Malzextrakt, Hefe und 3g/1 Nipagin als Fungizid) bei 25 °C, bzw. 18 °C und 65% relativer Luft-

feuchtigkeit gehalten.

b) Bakterienstimme

Plasmide wurden mit E.co/ XL1-blue transformiert und amplifiziert (Genotyp: siche Sambrook ez
al., 1989).

Zur  Proteinexpression wurden MI15[pREP4] und SG13009[pREP4] (Genotypen s.
www.qgiagen.com), sowie die Protease-defizieten Stimme ER2508, ER2508[pREP4], CAG626,
CAG597, CAG748 und CAG629 (Genotypen s. ww.neb.com) verwendet.

In Verbindung mit den A Phagen-Bank Screens wurden NM538 fir A GEM12, Y1090 fir Agtl1
(Genotypen siche Sambrook ez a/., 1989) und XL1 blue MRA-P2™ fiir Statagene Lambda FII™fix
Library verwendet (Genotyp: siche Anleitung).

2. Vektoren

Fur Klonierungen wurde das Plasmid pBluescript SK (+/-) (pSK) der Firma Stratagene verwendet.
Bei genomischen Plasmid-Rescues fand der im /Ae-Stamm inserierte P-Element-Vektor P-lacW
Verwendung (Bier, E. et al, Genes & Dev., 1989)

Zur Keimbahntransformation von Drosophila kamen die Vektoren pUAST (erhalten von S.
Schneuwly) und pINDY-5 (erhalten von L. Seraude) zur Verwendung,.

Fir die Expression von Fusionsproteinen wurden die Vektoren der pQE-Serie (QIAGEN) ver-
wendet.

Far die Yeast-two hybrid-Screens wurden die in den Systemen enthaltenen Vektoren pAS2-1 und

pAct (Matchmatker-System, s.u.) sowie pSoS und pMyr (CytoTrap-System, s.u.) verwendet.
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3. Yeast two hybrid-Systeme

Es wurden die Systeme Matchmaker-2 (Clontech, #K1604-1) und CytoTrap (Statagene, #832700-

12) verwendet. Die gewihlten cDNA Banken waren jeweils aus adulter Drosophila isoliett.

4. Phagenbibliotheken

Fir einen genomischen Genbank-Screen wurde die Lambda FII™fix Library mit genomischen

Fragmenten aus Drosophila melanogaster/ Embryo der Firma Stratagene (Heidelberg) verwendet.

5. Oligonukleotide

Tab. 2: Oligonukleotide:

Name Schnittstellen | Sequenz (5' - 3') Cy5?"
Reverse - AACAGCTAT GACCATG +
Universal - GTA AAA GGA CGG CCA GT +
plac.seq - GTG CCA CCT GAC GTC TAA CGA AACC |+
p3-inr.seq - ATA GGA CACTCA GAATACTAT TCC +
5-placW - CCT CTCAACAAGCAACGTGCACTG +
35-placW - TAT AGT CCT GCT GGG TTT CGCCACC |+
FII-T7 - CGA GCTCTAATACGACTCACTATAG |-
FII-T3 - GGC CGC GAGCTCAATTAACCCTCAC |-
pOT5'(T7 primer) | - AAT ACG ACT CAC TAT AGG +
pOT3 (PM001 - CGT TAGAACGCG GCT ACA AT +
primer):
pAct seq - TACCACTACAATGGATG +
pSOS5' - CCAAGACCAGGTACCATG -
pSOS3 - GCCAGGGTTTTCCCAGT -
pMyr5' - ACTACTAGCAGCTGTAATAC -
pMyr3' - CGTGAATGTAAGCGTGACAT -
dT™° - TTTTTTTTTTTTTTTTT] -
dT* Kpnl, Xbal ATGGATCCTCTA- -
GATTTTTTTTTTTTTTTTTTIN
loe5QE Kpnl ACGGTACCTTATGAACTCCATGAAGG -
loe INDY3 Xhol TACTCGAGTTCACTAAC- -
CAACGCCATTTCT
loe5AS EcoRl TAGAATTCATGAACTCCAT- -
GAAGGTGGCC
loel5-1 EcoRl ATGAATTCGGTAAC- -
CATGCCAGCTCGAATGC
loel5-2 EcoRl AAGAATTCAGGTACCAAATGGCCACG |-
loel5-3 EcoRl CTTGAATTCTGAAAACGCAGCGG -
loel5-4 EcoRl AAAGAATTCCACCCGTTCAGGTGAACG |-
loel5-5 Xhol ATCTCGAGACGCGTCCAAATGGCCACG |-
loel5-6 Xhol ATCTCGA- -

GACGCGTCCAAATGGCCACGAACTGC

16



Matertal und Methoden

Name Schnittstellen | Sequenz (5' - 3') Cy5?"
loell5 EcoR ATGAATTCGFTACCATGCAT- -
GAATAACAC
|oelpQE Kpnl ATAGGATCCAAATGGCCACGAAACTGCG |-
loelpAS EcoR ATAGAATTCCAAATGGCCAGAACTGCG |-
loellpASIQE [Kpnl TAATCCCGCTTAAGGAGAACGGCCGAG |-
B mitte EcoRl ATGAATTCTCAGTTAACCGGCGATGAGG |-
a-5 EcoRl ATGAATTCCAACAAGGAGCTACCTGCCG |-
a-3 Sacl CGGTGAGCTCATCCTTAGCG -

1) Modifikation am 5 Ende mit Fluoreszenzfarbstoff Cy-5 Indocarbocyanin zum Einsatz in
Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing™ Reaktionen der Firma Amersham Pharmacia

Biotech

6. Primire Antikorper

Antikorper Epitop Herkunft
C17.9Co NOTCH/intrazellulire Dev.Studies Hybridoma Bank
Domane (Iowa City)
NOTCH/ extrazellulire Dev.Studies Hybridoma Bank
Domine (Iowa City)
MAB348 APP-N-Terminus Chemicon (Temacula)
anti-APPL R1 Appl-N-Terminus R. Reifegerste
anti-PSN R1 Presenilin R. Reifegerste
anti-GAP Ras-GAP J. Botella-Munoz
antit RGS-His RGS-His QiaGen (Hilden)
7. cDNA Klone

Die cDNA Klone wurden von Genome Systems (St. Louis, Missouri, USA) inc. und von Research

Genetics, Inc. (Huntsville, USA) bezogen.

8. Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Tab. 3: Chemikalien, Enzyme und Vetbrauchsmatetialien:

Reagenzien/M aterialien

Bezugsquelle(n)
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Reagenzien/M aterialien

Bezugsquelle(n)

Megaprime DNA labelling Kit, Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer se-
quencing Kit, Hybond-NX Nylonfilter,
Cy™5 Thermo Sequenase™ Dye Termina-
tor Kit, Genelmages™ AlkPhosDirekt™
DNA detection Kit, CDP-star™ , Restrik-
tionsenzyme, ECL-Kit, HRP-gekoppelte
sekundare Antikorper

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Expand long PCR System, Expand High
Fidelity PCR System, T4 DNA Polymerase

Roche (Mannheim)

Oligonuklectide (Cy5)

Eurogentech (Seraing, Belgien)

Long Ranger Gel Solution

FMC Bio Products (Rockland, ME)

Restriktionsenzyme, T4-Ligase, Calf Intes-
tine Alkaline Phosphatase (CIAP), Large
Fragment DNA Polymerasel (Klenow),
Salmon Sperm DNA, DNA/RNA-

Langenstandards, Oligonukleotide

Gibco BRL (Eggenstein)

[a-32P]-dCTP (111TBg/mmol)

Hartmann Analytics (Braunschweig);
[Inst. of 1zotopes Co. Ldt., Budapest, Hun-

gary]
Filme K odak/Retina
RNase Merck (Darmstadt)

HRP-gekoppelte sekundére Antikorper

Dianova GmbH (Hamburg)

ABI PRISM-Sequnzierkit, Template Sup-
pression Reagent

Applied Biosystems, (Foster City, CA,
USA)

QIAquick PCR Purification Kit, QIAquick
Gel Extraction Kit, QIAEX Il Gel Extrac-
tion Kit, Oligotex mMRNA Midi Kit

Qiagen (Hilden)

Taq Plus Long PCR System, pCR-Script™
Cloning Kit
CytoTrap® yeast two hybrid-System

Stratagene (Heidel berg)

Matchmaker-2 yeast two hybrid-System

Clontech (Palo Alto, CA, USA)
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Reagenzien/M aterialien Bezugsquelle(n)

Alle weiteren verwendeten Chemikalien, | Amersham, BioRad (Hercules, CA), Bio-
Salze und Losungsmittel zym (Hess, Oldendorf), Difco (Detroit,
M1), Eurobio, Fluka (Neu-Ulm), Merck,
Roth, Applichem.

H.O gereinigt und entionisiert mit dem System
Milli-Q Plus, Millipore (zum Einsatz in
PCR-Reaktionen aliquotiert und zusétzlich
mit ca. 500mJ im UV-Crosslinker be-
strahlt)

9. Standardlésungen und Aufzuchtmedien

Alle Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Ausubel et al., 1998, hergestellt.

10. Statinpriparat

Mevinacor®10, Wirkstoff Lovastatin, Pharmazeutischer Unternehmer: MSD Sharp&Dome GmbH,
D-85530 Haar, Hersteller: FROSST IBERICA, E-28805 Alcala de Henares, PZN-4325489.

II. Methoden

1. Keimbahntransformation bei Drosophila
Keimbahntransformationen wurden nach dem von M.Miihlig-Versen im Regensburger Labor etab-
lierten Verfahren durchgefithrt (Muehlig-Versen, 2001 #15)

2. Histologie

a) Kryostat-Schnitte

Kryostat-Schnitte wurden nach den im Regensburger Labor etablierten Verfahren durchgefithrt
(s. Muehlig-Versen, 2001 #15)

b) Paraffin-Schnitte

Parraffin-Schnitte wurden nach den im Regensburger Labor etablierten Verfahren durchgefithrt
(s. Muehlig-Versen, 2001 #15)

c) Antikérperfirbungen an Kryostatschnitten

Die Immunhisochemie an Kryostatschnitten wurde nach den im Regensburger Labor etablierten

Verfahren durchgefiihrt (s. Muehlig-Versen, 2001 #15)
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3. DNA-Priparationen

a) Plasmid Mini-Priparation

Priparationen von Plasmid-DNA im kleinen Maf3stab ("Miniprep") wurden nach dem Protokoll
von Ausubel et al., Unit 1.6.1 (Alkalische Lyse), durchgeftihrt (Ausubel et al., 1998). Isolierte DNA
wurde in 50ul H,O gelost. Dabei wurden Ausbeuten von durchschnittlich 5pug Plasmid-DNA pro
ml Ubernachtkultur erzielt.

Verunreinigungen mit RNA wurden durch Zugabe von RNase entfernt.

Miniprep-DNA, die zur Sequenzierung vorgesehen war, wurde zum Teil zur Erhéhung der Rein-
heit einer Phenol/CIA-Extraktion mit anschlieBender Isopropanolfillung (nach Ausubel et al., Unit

2.1.1) unterzogen und in einer geeigneten Menge H,O gelost.

Alternativ wurden Priparationen mit dem QiaSpin System (Qiagen) nach Angabe des Herstellers
druchgefiihrt.

b) Plasmid Grof3-Priaparation

Priparationen von Plasmid-DNA im grofleren Mal3stab wurden mit Nucleobond AX 500 Anio-
nenaustauschersiulen (Macherey-Nagel) oder EndoFree Mega Kit (Qiagen) nach Anweisungen der
Hersteller durchgefiihrt. Ausgehend von 200 bis 250 ml Ubernachtkulturen wurden Ausbeuten von
0,1 bis 1,5 mg Plasmid-DNA erzielt.

c) Isolierung genomischer DNA zur PCR Amplifizierung

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte nach Gloor et al. (1993, DNA-Isolation of single flies).
Die DNA von je 8 Fliegen wurde in 100ul H,O gel6st.

d) Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA wurde mit Abdnderungen nach Ashburner (1989b, Protokoll 48)
durchgefiithrt. Die Ausbeute lag bei ca 30 pg pro 100 Fliegen.

e) Phagen-DNA Miniprep

Durchfithrung nach Asubel et al, Unit 6.5.1 ff.

4. Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration einer DNA wurde entweder per OD-Messung in einem Photometer bestimmt

oder auf einem Agarosegel mit prallel laufenden mengenstandardisierten Markern geschitzt.
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5. Restriktionsanlyse der DNA

Analytische Verdaue wurden standardmaBig in einem Volumen von 20 ul durchgefthrt, priparative

Verdaue, mit einem bis mehreren ug DNA, in einem Volumen von 20 oder 30 pl.

Die Reaktionsbedingungen wurden den Katalogen der jeweiligen Hersteller der Enzyme entnom-

men (GibcoBRL, NEB bzw. Pharmacia).

DNA Priparationen aus A-Phagen wurden immer vor dem Verdauen oder Auftragen auf ein Gel
fir 3min auf 65°C erhitzt.
6. Isolierung von Gesamt-RNA und mRNA

Isolierung von gesamt-RNA wurde nach der Ttizol/Guanindin-Methode vorgegangen (Asubel et
al, 1997, unit 4.2). Zur Trennung von Kopfen und Korpern wurden Drosophila in fliissigem Stick-
stoff tiefgefroren, durch vortexen zwischen Kopf und Thorax durchgebrochen und durch tiefge-

kiihlte Standardsiebe (Ausschlussgrofien 800pum und 500pm) getrennt.
Fir kleine RNA-Mengen (z.B. fir RT-PCR) wurde der RNeasy RNA-Isolationskit (QiaGen) ver-
wendet.

7. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren in Agarosegelen

a) Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Herstellung von Agarosegelen und als Elektrophoresepuffer wurde meistens 1x TBE verwen-
det (Ausnahme: Low Melting Agarose mit 1x TAE). Ansonsten wurde nach Sambrook et al., 1989,
vorgegangen.

b) Elektrophoretische Auftrennung von RNA

RNA-Agarose-Gele wurden wie unter Kapitel 4.9 (Asubel et al, 1997) beschrieben, durchgefiihrt.

8. Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Mit Ethidiumbromid sichtbar gemachte DNA in Agarosegelen wurde ausgeschnitten und mit
QIAquick Gel Extraction Kit oder bevorzugt QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Anga-

ben des Herstellers gereinigt.

9. Ligation von DNA

Ligationen wurden nach den Empfehlungen der Hersteller (Roche Biochemicals, Pharmacia oder
NEB) durchgefiihrt.
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10. Reverse Transkription

Zur Erzeugung von cDNA aus mRNA wurden die Reverse-Transkriptions-Systeme von Roche
Biochemicals (Titan®) und GIBCO BRI (Superscript”) verwendet. Die Reaktionsbedingungen

wurden nach Angaben der Hersteller gewiahlt.

11. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) wurde dazu verwendet, spezifische Fragmente aus cDNA,

Plasmid- oder genomischer DNA zu vervielfaltigen.
(Naheres zum Prinzip von PCR-Reaktionen siche Ausubel ez a/, 1989).
Fir PCR-Reaktionen wurde der RoboCycler Gradient 40 (Stratagene) verwendet.

Um das Auftreten unspezifischer PCR-Produkte zu minimieren, wurden bei Amplifikationen aus

genomischer und cDNA ‘hot start’-PCRs (D’Aquila et al., 1991) durchgefiihrt.

Genaue Reaktionsbedingungen (insbesondere ‘Annealing’-Temperatur und Dauer der Polymerisa-
tion) wurden fiir jedes Primerpaar neu optimiert. Die Zusammensetzung der PCR-Ansitze wurde

nach den Empfehlungen der Hersteller gewihlt (s. www.roche.com, www.pharmacia-biotech.com).

Die Oligonukleotide, die als Primer fiir die PCR benutzt werden, wurden von den Firmen EURO-
GENTEC, MWG Biotech und GIBCO BRL bezogen.

12. Sequenzierungen

Alle Sequenzierreaktionen wurde mit dem Thermno Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing Kit
der Firma Amersham durchgefiihrt. Die hier verwendete Methode ist eine Modifizierung der Ket-

tenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977).

Auf das Entgasen der Gele wurde verzichtet; unmittelbar vor Zugabe von TEMED und 10%APS
wurde die Acrylamidlésung durch ein Einmalfilter (0,45um, Millipore) filtriert, um eine groBtmogli-
che Reinheit des Gels zu erreichen. Alle weiteren Vorgehensweisen wurden nach Angaben des
Herstellers (Pharmacia Biotech) durchgefiihrt.

Weitere Sequenzierungen wurden mit dem ABI PRISM-System (Applied Biosystems, Foster City,
California) nach Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt.
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13. Plasmid-Rescues

Es werden ca. 15ug genomischer DNA mit 6U je ug DNA eines geeigneten Restriktionsenzyms
(s.Teil IILLAbb. 1) und 1ug Ribonuklease verdaut.

Reaktionsansatz:10ul DNA-L6sung (= 3ug)

4ul 10xRestriktionspuffer
1ul RNase A (10mg/ml)
23ul dd Wasser
2ul Restriktionsenzym (10U /pl)
Reaktionsvolumen 40ul

Inkubation: bei 37°C fiir 2h, es folgt Phenolisierung und Prizipitation. Das Pellet wird in 30ul TE-

Puffer aufgenommen.

Ligation:
Es werden 10ul des genomischen Verdaus in einem Volumen von 200ul bei 14°C tber Nacht reli-
glert:

Ligationsansatz:
10pl verd. genom. DNA
40ul Ligasepuffer (5x)
150ul ddH,O
1ul T4-DNA-Ligase (1U/pl)
22ul 3 M NaAc zugeben und phenolisieren;

Es folgt nochmalige Phenolisierung und Prizipitation. Die ligierte DNA wird in 20ul ddH,O gel6st
(50ng/pl).

Die Transformation erfolgt durch Elektroporation wie unter 16.b) beschrieben.
14. Transfer von Nukleinsiuren auf Membranen

a) Southern Blot
Durchfiihrung nach dem Kapillarblot-Verfahren (Ausubel et al., Unit 2.9.3 - 2.9.5).
Anmerkungen:

Bei Fragmentgroflen <5kb wurde der Depurinierungsschritt (0,25M HCI) weggelassen.

Der Neutralisierungsschritt wurde generell weggelassen.
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Verwendete Membran: Biodyne A Nylonmembran 0,2um (Pall);
Dauer des DNA Transfers: ca. 15h;

Die transferierte DNA wurde in einem Stratalinker UV Crosslinker der Firma Stratagene bei 90m]

kovalent auf der Membran fixiert.

b) Northern Blot

Durchfithrung nach dem Kapillarblotverfahren (Asubel et al, Unit 4.9.1 ff.).

c) Radioaktive Filterhybridisierungen

Northern und Southern Hybridisierungen wurden in Hybaid Hybridisierungstéhren (MWG Bio-
tech) mit 10-25ml Hybridisierungspuffer durchgefiihrt.

Hybridisierungspuffer (‘Church-Puffer’; modifiziert nach Church et al., 1984):

15% deionisiertes Formamid

ImM EDTA

7% SDS

1% BSA

0,2M NaPO, (pH 7,2)

Alle Puffer fiir Northern Blots wurden unter Verwendung DEPC-behandelter Reagenzien herge-
stellt.

Um die Spezifitit der Hybridisierunengen zu erhohen, wurde mindestens eine Stunde in Church-

Puffer bei 65°C vorhybridisiert.

d) Sondenpriparation

Fir die Herstellung von DNA-Sonden wurden entweder ganze Plasmide radioaktiv markiert, oder
zu markierende Fragmente aus Agarosegelen gereinigt, wenn mogliche Hybridisierungen des Vek-

toranteils vermieden werden mul3ten.

Sonden wurden durch internen Einbau von 0”P-dCTP (Megaprime DNA labelling Kit (Amers-
ham Pharmacia Biotech)) nach Anweisungen des Herstellers radioaktiv markiert. Pro Ansatz wur-

den ca. 1 MBq (25 pnCi) Radioaktivitit eingesetzt.

Die Effizienz der Markierungsreaktion wurde standardmil3ig mit der Saure-Prazipitationsmethode

bestimmt (nach Ausubel et al., Unit 3.4.7). Sonden wurden nur fiir Hybridisierungen verwendet,

wenn die Aktivitit bei tiber 10’ cpm und die Einbaurate des 0*P-dCTP bei mindestens 50% lag.
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e) Hybridisierungen und Waschbedingungen

Durchfithrung nach Asubel et al, Unit 4.9.1 ff. und 2.9.1 ff.

f) Detektion

Die hybridisierten Blots wurden entweder durch Autoradiografie mit Rontgenfilmen oder das
Phospho-Imager System (Canberra-Packard, Australien) detektiert.

15. Screen einer Phagen-Genbibliothek

Duchfithrung nach Asubel et al, Unit 6.1.1 — 6.4.7

Plaque Lifts wurden nach Sambrook et al., 1989 modifiziert.

Zur Hybridisierung der Lifts s. 14.c) ff, Priaparationen von Phagen-DNA
16. Kompetente Zellen und Transformation

a) Kompetente Zellen

Hitzeschock-kompetente XI.1-Blue-Zellen wurden nach Ausubel et al., Unit 1.8.1, elektrokompe-
tente Zellen nach Ausubel et al., Unit 1.8.4, hergestellt.

b) Transformation
Hitzeschock-Transformation: s. Ausubel et al., Unit 1.8.2

(Ausnahme: Schnelligation: Mit 200ul des verdinnten Ligationsansatzes ein 200ul-Aliquot heats-

hock-kompetenter Zellen transformieren, heatshock 45s)

Elektrotransformation (ET): Da Salze die Transformationsrate herabsetzen, wurden Ligationsan-
sitze vor der ET gefillt und in H,O (1/10 des Zellvolumens) gelost. Die ET wurde mit dem Gerit
Elektroporator 1000 (Stratagene) nach Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt.

17. Proteinexpression in E. coli

Die cDNA-Fragmente, die zur Expression vorgesehen waren, wurden mittels PCR gewonnen (zur
Einfuhrung der passenden Restriktionsschnittstellen und zur Einpassung des offenen Leserahmens
in die Fusionsstelle) und in verschieden pQE-Vektoren des QiaExpressionist-Systems von Qiagen
kloniert. Die Auswahl der Vektoren geschah nach Verfiigbarkeit von Restriktionsschnittstellen und
Erfordernissen bei der Proteinexpression. Zur Expression, Analyse und Isolierung der exprimierten
Fusionsproteine wurde nach den Standard-Protokollen zur denaturierenden Priparation vorgegan-

gen, die im QiaExpressionist ( - beiliegende Benutzungsanleitung) empfohlen sind.
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18. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in Polyacrylamidgelen und

Westernblot

SDS-Polyacrylamid-Gele wurden nach Laemmli (s. Asubel et al, 10.2.4 ff und 10.2.30 ff). Western-
Blots wurden nach dem Tank-Blotting-Verfahren (Asubel et al, Unit 10.8.1 ff) und dem Semi-Dry-
Verfahren (Asubel et al, Unit 10.8..4 ff) durchgefiihrt. Als Membranen dienten Hybond C und P
(Amersham-Pharmacia), fir Ponceau-Firbungen und Coomassie-Firbungen s. Asubel et al, Unit
10.8.7 £ bzw. 10.6.1). Inkubationen und Entwicklung der Western-Blots wurden mit dem ECL-
System (Amersham-Pharmacia) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur Detektion
dienten Rontgen-Filme diverser Hersteller.

Alle primaren und sekundiren Antikérper wurden, wenn nicht anders angegeben, in einer Verdiin-

nung 1:1000 eingesetzt.

19. Medikamentbehandlungen an Drosophila

Die jeweiligen Genotypen wurden ab dem L3-Stadium auf Glisern gehalten, in denen mit ddH,O
und Glucoselosung (40mg/ml) getrinkte Zellstoffticher als Unterlage dienten. Die verschiedenen
Konzentrationen des Medikamentes Mevinacor” wurden in ddH,O gelést zugegeben (d.h. die Tii-
cher bis zur Sittigung getrinkt). Die Konzentration wurde durch Uberttragen der oralen Maximal-
dosis beim Menschen auf das Drsophila-1.ebendgewicht bestimmt und zu Kontrollzwecken auf ein
Zehntel verringert und auf das 100- bzw. 1000-fache erthoht. Zur Anwendung kamen: 1ng/ml,
0,1ng/ml, 100ng/ml und 1pg/ml. Kontrollgruppen wurden mit dem gleichen Volumen an ddH,O

(als Losungsmittel des Medikaments) behandelt.

20. Bildverarbeitung

Alle in der Arbeit gezeigten Bilder und Aufnahmen wurden entweder tiber verschiedene Eingabe-
gerite digitalisiert und im Adobe-Photoshop 5.5/6.0 aufbereitet oder mit Corel Draw 9.0 erstellt.

21. Sequenzverarbeitung

Zur Aufarbeitung und Prozessierung wurden neben dem generell zum ALF-Sequenzer bzw. zum
ABI-System gehorenden Analyseprogramm weiterhin EditSeq, MapDraw, MegAlign und SeqMan
aus dem DNA- und Protein-Analyseprogramm Lasergene von DNASTAR Inc.( Madison/WI,
USA) verwendet.

22. Sequenzvergleiche erhaltener Sequenzen mit Gen-Datenbanken

Alle Sequenzdaten wurden zur Ermittlung moglicher Homologien mit Datenbanken verschiedener

Genom-Projekte abgeglichen bzw. im Hinblick auf Motive u.4. mit Proteindatenbanken verglichen:
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1. Betkley Drosgphila Genome Project (BDGP)/ http:/ /www.flybase.org
2. Blast Search on NCBI / http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

3. http:/ /www.expasy.ch/ (diverse Dienste, z.B.: GeneStreamAlign, PredProt, PHD, Prodom,

Transprot u.a.)
4. http:/ /www.sanget.ac.uk/ (diverse Dienste, z.B.: PEFAM, WormPred u.a.)

5. http://www.embl.org/ (diverse Dienste, z.B.: Trembl u.a.)
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C. Ergebnisse

1. Analyse der Struktur des loe Ge nlocus und der AMPK-Untereinheiten

Das Gen /e kodiert fiir eine regulatorische Y-Untereinheit des 5-AMP-aktivierten Proteinkinase-
Komplexes (AMPK) in Drosophila. In den vorangegangenen Arbeiten konnte zwei Transkriptvari-

anten dieser Y-Untereinheit identifiziert und kloniert werden (T'schaepe, 1998 #12).

1. Genomische Klonierung und Sequenzierung der transkribierten Bereiche des loe Gen-

locus

Ausgehend von den Ergebnissen aus der Diplomarbeit (Tschaepe, 1998 #12) wurde der genomi-
sche Bereich, in dem die fiir die CBS-Dominen kodierenden Exons lokalisiert sind, in 3'-Richtung
von der untersuchten genomischen Region vermutet. Ein A-Phagen-Screen mit einem cDNA-
Fragment als Sonde (Sonde CBS, s. Abb. 0) sollte zur Klonierung dieses genomischen Bereiches
fihren.

Die aus diesem Screen erhaltenen genomischen Klone wurden in einem 'Screen-dhnlichen' Verfah-
ren gegen die Sonde Cla-3' (Abb. 6) hybirdisiert. Es sollten somit die Klone selektiert werden, die
die verbleibende Liicke zwischen dem 3'-Bereich der bekannten Region und dem 3'-Ende der
Transkriptionseinheit tiberbriickten. Dies konnte nicht erreicht werden. Dennoch wurden die Klo-
ne durch Southern-Blot-Experimente grob in ihrer Lage zueinander otientiert. (Zur Lage der A-
Klone relativ zu den Transkripten s.Abb. 6.) Klon #1B22 wurde genau kartiert und zur Aufklirung
der Intron-/Exon-Struktur im Bereich der CBS-Dominen in pSK um- und subkloniert sowie se-
quenziert (s.Abb. 7). Durch das parallel zu den Arbeiten voranschreitende genomische Sequen-
zierprojekt von BDGP/EDGP in Drosophila, wurde auf weitere Screens und Klonierungen verzich-

tet. Die bereits erhaltenen Sequenzdaten wurden mit denen der Datenbanken abgeglichen.
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Abb. 6: Relative Position der A-Klone zu den
Transkriptvatianten

Schnittstellen: H — Hind III, C - Cla 1
Fingezeichnet sind die fiir die Screens verwendeten
Sonden C/z-3'und CBS.

2. Northern Blot Hybridisierung

H
cc
—t—

A-phage 1B22 (13,97kb)

TAA

,ﬂ\/\/:mwmvmj | o12e)
TAA
r&v\/:nwnvmj Il (GHieses)

Abb. 7: Karte des A-Klons 1B22

Schnittstellen: H — Hind III, C — Cla I, B — BamHI
Die genaue Intron/Exon-Struktur der beiden
Transktiptvarianten ist dargestellt.

Um die bekannten Transkriptionsvarianten auf einem Northern Blot sichtbar zu machen, wurde

mit einer Sonde ('CBS'-Sonde, s. Abb. 10) aus der gemeinsamen Region der CBS-Dominen ge-

probt (Abb. 8).

Der so geprobte Northern Blot zeigt fir &e deutlich mehr als nur zwei Transkripte von ca. 2,1 bzw.

2,7kb. Mit einer nur fir /el spezifischen Sonde (loel'-Sonde, s. Abb. 10) sollte /el unter den

Transkripten identifiziert werden (Abb. 9).
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bodies heads bodies heads
— 7,46kb — 7,46kb
—  4,49%b . — 4,4%b
N
—  2,31kb s e —  2,31kb
—  1,37kb —  1,37kh

Abb. 8: Northern Blot geprobt mit einer fiir die Abb. 9: Northern Blot geprobt mit einer fiir loel

CBS-Dominen spezifischen Sonde. spezifischen Sonde.
Zu erkennen sind: 1. Es gibt mehr als nur zwei Das im vorangeprobten Northern Blot detektierte
Transkripte mit CBS-Domainen. 2. 4,0kb-Transkript wird mit emner fiir Ael spezifischen

Sonde markiert.

Abb. 9 Zeigt, dass das lel-Transkript mit einer Linge von ca. 4,7kb deutlich gréBer als die bekannte
loel-cDNA von 2,183kb ist. Dieser cDNA-Klon konnte folglich nicht als fu// length angesehen wer-
den. Die Klonierung des tatsichlichen 5'-Endes des /el-Transkriptes war somit unerldfllich (s. C.

1.4).

3. Klonierung der Transkriptvarianten loell, loelV — loeIX

Da die Northern-Blot Experimente mit einer Sonde aus dem Bereich der CBS-Dominen zeigten,
dass fiir /oel mehr als nur zwei alternative Transkripte vorhanden zu sein scheinen, wurde nach wei-
teren homologen cDNAs in den Datenbanken gesucht. Die voranschreitenden Sequenzierprojekt

von EDGP/BDGP auf ¢cDNA-Ebene (ExpressedSequence Tags) lieferten eine Reihe unabhingiger
cDNAs der y-Untereinheit aus Drosophila. Sie wurden bestellt, um-, subkloniert sowie sequenziert
und als el — /el X bezeichnet (c(DNA-Nummern s. Abb. 10). Die genauen cDNA-Sequenzen
wurden ermittelt, in dem die erhaltenen Sequenzen der einzelnen Transkriptvarianten mit der ge-
nomischen Sequenz abgeglichen und die Korrektheit der resultierenden ORF parallel dazu tber-
pruft wurden. Dabei konnte auch die Zuordnung der Intron-/Exon-Struktur erfolgen.

Im Laufe dieser Zuordnung wurde die bisher bekannte zweite Variante in /&elll umbenannt, die der

P-Element Insertion niher liegende und damit evntl. relevantere als &ell bezeichnet. (s.Abb. 10)
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loe VIl (p13337)
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Abb. 10: Die Varianten loel - loeIX

loe VIII (LD37944)

loe IX

(GHO08914)

Gleiche Fatben bedeuten gleiche Exons. Ebenfalls eingezeichnet ist das als 'CBS'-Sonde in den Northern-Blot-

Experimenten verwendete Fragment (Abb. 8).

Spleifivariante BDGP-Klon-Nummern Grolle
loeI* SD02114, 1.D11345, 1.P03036, LID45665, LP06189, LID25516, 4,789kb
LD35134, LID28468, LD 039906, SD09567, LID11267
loeIl SD02088, RE12750, RE22690 3,205kb
loelII GH16589, 1.D19285, LD08456 2,877kb
loeIV* LD41424 2,690kb
loeV GH28592 3,685kb
loeVI LD13128, 1.1D05424 3,321kb
loeVII LD13337 3,160kb
loeVIIT* LD37944 3,125kb
loeIX* GH08914 1,693kb

Tab. 4: Zuordnung det bestellten und sequenzierten cDNA-Klone zu den Transktiptvatianten

full length-Klone unterstrichen; * - s. 4.; * - s. Kapitel Diskussion
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4. Klonierung der kompletten cDNA von loel 'in silico’

Die Untersuchungen im Rahmen der Diplomarbeit (Tschaepe, 1998 #12) zeigten fir /el in
5' Richtung zwar einen kompletten ORF, der jedoch nicht in allen drei Leserastern geschlossen war.
Desweiteren zeigte der fir /el spezifisch geprobte Northern Blot ein Transkript einer Gréf3e von
etwa 4,7kb, abweichend von dem bekannten Transkript mit 2,183kb (Abb. 9). So wurden die in
5'Richtung liegenden Fragmente des genomischen Sequenzierungsprojektes nach weiteren
Transkripten in den Datenbanken durchsucht. Ausgehend von der 5-Sequenz des 5'-BamHI-
Pplasmid rescues (Abb. 5) wurden die cDNA Klone LD 039906, SD09567 und tiberlappend nur mit
SD09567 der Klon LD28468 isoliert. Davon liegt LID28468 beteits in dem nichsten 5'-gelegenen
genomischen Subklon des Sequenzierprojektes (Ac014087). In diesem konnte wiederum Klon
1.D35134 lokalisiert werden, welcher seinerseits mit SD02114, I.D15665 u.a. Gberlappte (Abb. 11,
s.a. Tab. 4). Isolierte Klone wurden bestellt und sequenziert, um die Zuordnung zum Transkript /el
zu Uberpriifen. Es konnten mehrere unabhingige cDNA-Klone isoliert werden, die einem fu//
length-Transkript von /el entsprachen. Davon wurden drei (SD02114, LD11345, LP03036) subklo-
niert und komplett sequenziert. Die genaue cDNA-Sequenz wurde ermittelt, in dem die Sequenzen
der partiellen und der vollstindigen cDNA Klone mit der genomischen Sequenz abgeglichen und
die Korrektheit des resultierenden ORF parallel dazu tiberpriift wurden. Die so erhaltene Sequenz
eines /vel-Transkriptes entspricht mit seiner Gréf3e von 4,789kb der in den Northern Blot Experi-
menten ermittelten mRNA-Linge. Die cDNA zeigt in 5'-Richtung in allen drei Leserastern ein szgp-
Kodon vor dem Translationsstart.

Es ist somit das vollstindige Transkript fir &el kloniert worden. Der Klon SD02114 wurde fiir alle
weiteren Klonierungen und Experimente (z.B. Proteinexpression, rescue-Experimente etc.) verwen-

det.
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Abb. 11: Die in silico Klonietung des 5'-Bereiches von Joel —'vittual RACE'

A. Pfeile mit Nummern reprisentieren die ESTs der cDNAs, keine kompletten Sequenzen. Von den cDNAs, die
dem full length Transktipt von /el entsprechen, sind nur zwei Klone stellvertretend eingetragen. Die ESTSs sind im
Duzchschnitt ca 500bp lang. Waagerechte Linien reprisentieren genomische Klone und plaswid rescues.

B. Das komplette Transkript von /el als Ergebnis dieser Klonierung. Zur Orientierung ist der Beginn der kurzen
cDNAs LD28468 und LD11267 eingetragen. SD02114 entspricht der fiir weitere Experimente verwendeten cDNA.

5. Die unterschiedlichen Genprodukte der Transkriptvarianten I — VII

Die in dem loe-Genlocus gefundenen Transkriptvarianten unterscheiden sich nicht nur durch Pra-
senz oder Fehlen einzelner Exons, sondern bestehen z.T. aus ginzlich unterschiedlichen Exons,
welche aus einem gemeinsamen Primartranskript nur sehr aufwindig #rans-gesplei3t werden kénn-

ten. Wahrscheinlicher sind daher mehrere Promotoren. Der untersuchte Genlocus ist im Genom

von Drosophila der einzige fiir eine Y-Untereinheit der AMPK.

a) Proteinsequenzen und Dominen

Aus dieser unterschiedlichen Zusammensetzung resultieren somit auch unterschiedliche Proteine

mit unterschiedlichen Dominen. Sie lassen sich in drei bis vier Untergruppen teilen:

LOEI
LOEII, LOE V —VII
LOE III/1V
Allen Varianten gemein sind die fir die Yy-Untereinheit der AMPK charakteristischen 4 CBS

(Cystathion-B-Synthase) ~Dominen im C-terminalen Teil des jeweiligen Proteins. Um so untet-

schiedlicher sind dafiir die N-Termini der Varianten. Die Transkripte /&ell sowie iel”-1"1I ergeben
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ein in der Proteinsequenz identisches Produkt. Davon unterscheiden sich die Produkte von /felll
und /lell”, wobei LOE 1V eine deletierte Version von LOE III darstellt (Abb. 12). Das LOE I Pro-

tein unterscheidet sich von den anderen Varianten vor allem durch den deutlich lingeren N-
Terminus. Die drei Untergruppen unterscheiden sich auch in ithrem Aufbau hinsichtlich 0-Helices

und [B-Faltblittern.

LOE | L-—-I— —i—i = L ——-—-H.— CBS gy CBS aCBS gy CBS —EHHHH
ATG stop
LOE I, LOE V-ViI —a——s o +—m—eTOHEOHTE- - ——asaa

ATG stop

LOE Il — o CBS g CBS g CBS g CBS = O-{HHH
ATG stop:
LOE IV CBS gy CBS g CBS o CBS -8
ATG stop
— Loop p-Faltblatt E ooHelix E3 o

Abb. 12: Die Genprodukte der /oe-Transkriptvarianten.
Es lassen sich drei Untergtuppen etkennen: LOE I, LOEIL/V-VII und LOE 1II/IV. Die strukturellen Voraussagen
wurden durch PHD und PREDPROT auf www.expasy.ch erstellt.

b) LOE I

Das LOE I-Protein hebt sich nicht nur hinsichtlich der Linge des N-Terminus von den anderen
Varianten ab. Der auf Neuronen beschrinkte Phinotyp und die alleinige Verantwortung von /el
dafiir (s.u., C. II), suggeriert fir LOE I offenbar sehr spezifische Funktionen im Stoffwechsel von
Neuronen (C. II). Diese Spezifitit ist im N-Terminus des Proteins zu suchen. Die Struktur und

mogliche Funktionen dieses N-terminalen Bereiches sollten daher genauer untersucht werden.

Sekundir- und Tertidrstruktur

Die Sekundirstruktur des LOE I-Genproduktes ist in Hinsicht auf 0-Helices oder -Faltblitter in
Abb. 12 dargestellt. Eine Voraussage der Tertidrstruktur des N-Terminus von LOE I ist aufgrund
mangelnder Strukturhomologien schwierig. Die Verteilung eventueller Bindungs- und Interakti-

onsmotive kann u. U. mehr zur Aufklirung der Funktion beitragen.

Motive und Dominen
Der N-Terminus des Proteins wurde auf Homologien und Bindungsmotive in Datenbanken unter-

sucht. Dabei standen zwei Fragen im Vordergrund:
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1.Gibt es Homologe in Vertebraten, die ebenfalls einen lingeren N-Terminus haben?

2. Welche Hinweise geben Motive auf Interaktionspartner?

Kirzlich wurden zwei weitere Y-Untereinheiten aus Homo sapiens isoliert (Cheung, 2000 #29).
Diese neuen Isoformen zeigen im Gegensatz zu den bislang aus Vertebraten bekannten Ortholo-
gen (Kemp, 1999 #28) lingere N-Termini ohne bekannte Homologien. Eine Zusammenfassung

der Ubereinstimmungen zwischen den Y-Untereinheiten aus Vertebraten und LOE 1 gibt Abb. 13:

Die Homologien zwischen LOE I und der AMPK-Y aus Vertebraten wieder. Der zwischen den
Spezies hochkonservierte Bereich der CBS-Domainen ist zwischen den humanen Homologen und
LOE I zu 53,1%-64,1% identisch und stimmt zu 76%-80% positiv Giberein. Das Homolog aus Sac-
charomyces cerevisiae SNI'4 ist in diesen Bereich zu 36% identisch (Abb. 13).

Die in 2000 klonierten neuen humanen Isoformen 2 und 3 (Cheung, 2000 #29) mit lingeren N-
Termini sind hinsichtlich ihrer Ubereinstimmung in diesen N-terminalen Bereichen untersucht
worden. Die Isoform 3 stimmt zu 17,2% die Isoform 2 zu 18,2% mit dem LOE I-N-Terminus
positiv tiberein. Diese Werte beziehen sich auf die Gesamtsequenzen der verglichenen Bereiche,
welche sich hinsichtlich ihrer Linge jedoch enorm unterscheiden und somit diese Werte u. U. an-
ders betrachtet werden mussen (s. D. I). Dennoch ist diese Methode ein Standard fir Homologien

und somit diese Werte fiir die Vergleichbarkeit der [“Jbereinstimmungen wichtig.

1 1400
[  [ces] il [cas” M [C5s) M [Cas| M| LOE 1 Drosophila
L o amw —
1 — 21,1% — 560
| | hAMPK y 2 human
| —————— 8% (172%) ————— H-— 53,1% (76%) —
L
R — 17% Ty
L N N N | hAMPK y 3 human

1 = 841%(78%) — 331

L1 JF JF RAMPK v 1 human

| ——  653%(TT%) — 330

I avekytsra

1 —  36%(60%) —» 35

| N | Snf 4 yeast

Abb. 13: Die Homologien zwischen LOE I und der AMPK-Y aus Vertebraten
Gezeigt sind hier schematisch die homologen Bereiche zwischen Y-AMPK aus Vertebraten und LOE I. Die Prozent-

angaben beziehen sich auf Identitit bzw. positive Ubereinsimmung (in Klammern). Fiir dataillierte a/ignements s.
Abschnitt F.
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Da die Homologien des N-Terminus von LOE I zu den humanen Isoformen 2 und 3 der y-AMPK
nicht besonders hoch sind, wurde nach weiteren Homologien auch zu Proteinen ohne CBS-
Dominen gesucht.

Es gibt in den offentlichen Datenbanken keine dem LOE I-N-Terminus hochgradig homologen
Proteine. Im Hinblick auf die funtionelle Rolle von LOE I wurde in Datenbanken nach méglichen
Interaktionsmotiven, posttranslationalen Modifikationsstellen und Dominenhomologien gesucht.
Es wurden eine Vielzahl von Proteinmotiven aus den Datenbanken isoliert, die schwach oder nur
tber kurze Bereiche zu LOE I homolog sind. Aus diesen Dominen musste eine Auswahl getroffen

werden. Folgende Kriterien wurden zur Auswahl herangezogen:

1. Die homologen Dominen sollten nicht tiberlappen (und sich somit ausschlief3en).
2. Mit den fiir LOE I durch genetische Interaktion festgesstellten moglichen Wirkungsmechanis-
men sollte ein Zusammenhang herstellbar sein.

3. Die durch die Homologien vorstellbaren Wirkungsmechanismen durften sich nicht ausschlie3en.

So ist z. B. eine Rolle von LOE I als Hom&oboxprotein oder (mit Prolin-reichen Dominen) dime-
risierender Transkriptionsfaktor aufgrund des funktionellen Kontextes der AMPK nicht oder nur
schwer vorstellbar und fand hier keine Beachtung. Mangels irgendeiner beschrieben Funktion wur-
de hier auch eine deutliche Homologie zu EAST (Enhanced Adult Salt Tolerance) aus Drosophila nicht
einbezogen.

Motive posttranslationaler Modifikation wurden hingegen trotz Redundanz und/oder Uberlage—
rung tibernommen, da hier keine Auswahl hinsichtlich der Bedeutung getroffen werden konnte. In

Abb. 14 sind folgende homologe Dominen in einem detaillierten alignement eingezeichnet:
1. Ein X110-/mint-2-homologes Motiv (X110)
2. Homologien zu dem Awmzyloid-like Precorsor Protein (AALPP) aus Drosophila.

Eine mogliche Bindungsstelle fiir Profilin, zwei mogliche Interaktionsstellen der MAP2-Kinase
oder von 1334CdCZ und zwei mogliche Interaktionsstellen mit Proteinen der KlasselV-WW-
Interaktionsdomanenproteine sind ebenfalls im N-Terminus des LOE I-Proteins vorhanden (s. D.

I) (Kay, 2000 #30).

Motive der posttranslationalen Modifikation finden sich zahlreich im N-Terminus von LOE 1. So
sind diverse Glycosylierungsstellen, Phosphorylierungsstellen und Myristylierungsstellen zu finden

(s. Abb. 14). Eine Bewertung dieser méglichen Modifikationen wird in D. I besprochen.
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Abb. 14: Eventuell funktionell bedeutende Motive im N-Tetminus von LOE I
Im Hinblick auf die funtionelle Rolle von LOE I sind hier mogliche Interaktionsmotive, posttranslationale Modifika-
tionsstellen und Dominenhomologien dargestellt.

Die Motiv-Homologien zu X110 und dem dALPP sind im deataillierten a/gnement eingetragen.

In der entsprechenden Farbe der eingetragenen Sequenz ist in der Legende die Konsensus-Sequenz des Motivs be-
zeichnet. Ein x steht fur jede beliebige AS, {x} fir deren Anzahl, [x] stehen fir priaferenzielle AS an dieser Stelle und
["x] fur jede AS auBler x.
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c) Die GADFly Voraussage fiir das Joe-Gen

Mit der Veroffentlichung der genomischen Sequenz von Drsophila ging die Voraussage von mogli-
chen und Posititonsbestimmung von bekannten Genen im Genom durch Analyseprojekte in ver-
schiedenen Institutionen voran. Einer dieser Dienste ist GadFly auf den Servern des BDGP (Ber-
kley Drosophila Genome Project). Diese Suchmaschinen verwenden ORFs und deren Produkte, sowie
mogliche Homologien dieser Produkte als Kiriterien zur Bestimmung von putativen Genen. Diese
Voraussagen werden dann z.T. durch Augenschein der betreuenden Wissenschaftler und durch
weitere Verfeinerung der vorhergesagten Struktur (Spleilstellen, Promotoren etc.) konkretisiert

(Adams, 2000 #22Rubin, 2000 #23).

Abb. 15 zeigt die Genvoraussagen fur die AMPK-y-Untereinheit (SNF4 Y) in Drosophila. Interessan-
terweise ordnet das Programm die zwischen den Exons von /el liegenden Exons der Formen II,
V-VII und III nicht dem Gen zu, auch wenn sich dadurch ein durchgehender ORF ergibe. Die
von E. N. Yoshida 1998 veroffentlichte Sequenz (Yoshida, 1999 #24) einer verkirzten SNF4-y
(entspricht LD11267, s. Abb. 15) gab dazu wahrscheinlich die Votlage, offen bleibt dann hingegen,
warum das in 1.D11267 und somit auch in der Sequenz von E N. Yoshida enthaltene kleine Exon
VII nicht in die Vorhersage miteinbezogen wurde. Zur Komplettsequenzierung des Gens wurde
von BDGP der Klon LLD22662 ausgewihlt, er entspricht mit seinem 5-EST SD02114 und wurde

in der Arbeit nicht untersucht.

L

[NLIZLIN TAA
M loe | (svare oz
GadFly annotation
Drosophila SNF4 gamma

TAA

Thi
W loe Il (cHieses, LD1gzss,

LDO8456)

Abb. 15: Die GadFly-Genvoraussage fiir die AMPK-y-Untereinheit (SNF4 Y) in Drosophila.

Gezeigt sind die annotierten Exons im Vergleich zu den Exons von drei der anderen Spleilformen, deren Exons
zwischen den vorausgesagten liegen. Die cDNA-Nummern entsprechen fu// length-Transkripten. Der Klon LID22662
(foely wurde vom BDGP als Klon zur Komplettsequenzierung ausgewihlt, er wurde in der Arbeit jedoch nicht unter-
sucht. Zur Orientierung ist der von Yoshida et al zugrundegelegte cDNA-Klon LID11267 eingetragen.
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6. Die - und (3-Untereinheiten des AMPK-Komplexes in Drosophila

Der 5-AMP-aktivierte-Proteinkinase-Komplex (AMPK) ist konserviert tiber die Speziesgrenzen

hinweg. Homologe sind in Saccharomyces cerevisiae ebenso beschrieben wie in Vertebraten. Dieser
Proteinkinasekomplex besteht aus drei Untereinheiten: der katalytischen a-Untereinheit und den

regulatorischen [3- und y-Untereinheiten.

In der Bickerhefe reguliert dieser Komplex bei Glucose-Mangel Energie-intensive Synthesewege
durch Phosphorylierung ihrer Schliisselenzyme herunter. Fiir den AMPK-Komplex aus Vertebra-
ten wurden dhnliche Wirkungsmechanismen in Abhingigkeit von dem ATP/AMP Verhiltnis in
der Zelle beschrieben (s.a. D. I). Der Komplex existiert in einer inaktiven und einer aktiven

Form, in welche et durch Bindung eines Molekiils 5'-AMP tberfihrt wird.

A B
kinase

a subunit small lobe N

T R 1
kinase

domain AMPKK ———=

autoinhibitory i ‘4 0
. ¥ subunit
region kinase_—
large lobe MP .
tethering .
domain ™22 |
———

[ subunit [ subunit

————

Abb. 16: Der AMPK-Komplex im inaktiven und aktiven Zustand
A. inaktiver Zustand, B. aktiver Zustand (Cheung, 2000 #29)

Die 0- und B-Untereinheiten des AMPK-Komplexes in Drosophila sind seit der Veroffentlichung
der Gen-Annotationen bekannt. Zum Zeitpunkt des Beginns der vorliegenden Arbeit war lediglich
ein fragmentarischer Homologie-Klon der O-Untereinheit in den Datenbanken bekannt, desweite-
ren eine als pri-mRNA zu wertende Transkriptsequenz. Die [3-Untereinheit(en) sind ebenfalls nicht
kloniert gewesen. Um eventuelle Interaktionen und eine Uberexpression des gesamten Komplexes
untersuchen zu koénnen, mussten die Untereinheiten aus Homologievergleichen in Datenbanken

isoliert und kloniert werden.
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a) Der Genlocus der a-Untereinheit

Ausgehend von homologen Sequenzen der 0-AMPK aus Vertebraten konnten aus den cDNA-
Sequenzierprojekten zwei cDNA-Klone isoliert werden: GH08222 und GH07170. Nach Subklo-
nierung und Sequenzierung der beiden cDNAs konnten sie als zu einer Isoform gehorig charakteri-
siert werden. Die bereits in den Datenbanken enthaltenen Sequenzen fiir eine A-AMPK in Drosophi-
la konnten korrigiert und erginzt werden. Anhand verbffentlichten genomischen Sequenz des

Cosmids 132E8 konnte das Transkript in seiner Intro-/Exon-Struktur aufgeklirt werden (Abb. 17).

1F
E H B C XhN HH Xb P P CK Xh PP SlIB c cc
] [ I Il [ I N I I N I | I |1
12000 16500

cosmid 132E 8

catalytic auto
regulatory

d AMPK- (GHoszzz+GHOT170)
ATG TAA

Abb. 17: Das Gen der dAAMPK-O

Die Intron-/Exonstruktur der dAMPK-0. P bezeichnet die wichtigste regulatorische Phosphorvlierungsstelle (Crute,
1998 #25).

Durch Sequenzvergleiche der Proteinsequenzen zwischen dem humanen (Crute, 1998 #25) und
dem Drosgphila-Homolog konnten der dAMPK-Q die fur diese Untereinheit typischen funktionellen
Dominen zugeordnet werden (Abb. 18). Die Homologie erstreckt sich iiber alle drei Domiénen der
0-AMPK, dabei steht griin fur die katalytische Domine, rot fir die autoregulatorische Domaine

und gelb fiir die regulatorische Domine, an welche auch die B-Unteteinheit bindet (Crute, 1998
#25) (s.a. Abb. 10).

40



Ergebnisse
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Abb. 18: Die Homologie der AMPK-0 zwischen Vertebraten und Drosophila und die funktionellen Domi-

nen

Eingezeichnet sind in griin die katalytische Domine, in rot die autoregulatorische Domine und in gelb die regulatori-
sche Domine, an welche auch die beiden anderen Untereinheiten binden. Stellvertretend fir die Vertebraten-

Homologe ist die a-AMPK aus Homo sapiens verwendet worden.

41



Ergebnisse

b) Der Genlocus der B-Unteteinheit

Ausgehend von homologen Sequenzen der B-AMPK aus Vertebraten konnten aus den cDNA-
Sequenzierprojekten drei cDNA-Klone isoliert werden: GH 26685, LD03031 und LID36793. Nach
Subklonierung und Sequenzierung der beiden cDNAs konnten sie als zu einer Isoform gehérig
charakterisiert werden, wobei GH26685 eine partielle, verkiirzte cDNA darstellt. Anhand der Se-
quenz des genomischen Klons BACR10N14 in der Datenbank konnte das Transkript in seiner

Intro-/Exon-Struktur aufgeklirt werden

2R, 45A-46A
Xh Xh P BHP E
1 1 1 111 1
123457 BACR10M14 127262
-
L T 1 | dAMPK-J (LD38793, LP03031]
ATG TAG

Abb. 19: Das Gen der dAAMPK-f3

Die Intron-/Exonstruktur der dAMPK-f3, P bezeichnet die wichtigste regulatorische Phosphorylierungsstelle (Mit-
chelhill, 1997 #26)

Durch Sequenzvergleiche der Proteinsequenzen zwischen dem humanen und dem Drosophila-
Homolog konnten der dAMPK-3 die fiir diese Untereinheit typischen funktionellen Dominen
zugeordnet werden (Abb. 20). Die Homologie erstreckt sich tber diese charakteristischen Doma-
nen der B-Untereinheiten der AMPK, dabei steht grun fur die KIS (kinase interacting Sequence)-
Domine und grau fir die ASC (association with SNEF1 complex)-Domine (Hardie, 1998 #18) (s.a.
Abb. 10).
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Abb. 20: Die Homologien der AMPK-B zwischen Vertebraten und Drosophila und die funktionellen Do-
minen
Fingezeichnet in grin die KIS(kinase interacting Sequence )-Domiane und in grau die ASC (association with SNFT1
complex)-Domine. Stellvertretend fiir die Vertebraten-Homologe ist die B-AMPK aus Ratius norvegicns verwendet
worden.

Die Existenz des AMPK-Komplexes ist mit den drei charakteristischen Untereinheiten in Drosophila
nachgewiesen worden. Die Transkriptvarianten von /e kodieren fiir die Y-Unterinheit dieses Kom-

plexes. Es wurden dartiberhinaus eine O- und eine [3-Untereinheit der AMPK kloniert. Im Ver-
gleich mit Homologen aus anderen Spezies sind sie als konserviert zu bezeichnen.
Eine zusammenfassende Gegentiberstellung der Homologe der drei AMPK-Untereinheiten sind im

Anhang in Abb. 54 dargestellt.
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II. Die Variante loel ist fiir die Mutation und den Phinotyp verantwortlich

Die Insertionsstelle des P-Elementes in /e liegt in unmittelbarer Nahe zweier Transkriptvarianten:
loel (in Intron VII) und /Aell (in der vermutlichen Promotor-Region). Von der Insertion kénnen
somit beide betroffen sein. Ein erster Hinweis darauf, dass nicht /ell fir den Phinotyp verantwort-
lich ist, stammt aus jump ont-Experimenten (Hammerschmied, 1999 #14): Eine dabei erzeugte
Deletion entfernt das erste, allerdings nicht kodierende Exon von /&ell. Diese Fliegen zeigen keinen
loe-Phianotypes. Dennoch mulite fiir beide Transkripte die Verantwortlichkeit fiir den Phinotyp
tberprift werden: Durch Expression der wildtypischen Transkripte im mutanten Hintergrund

zn vivo und molekular durch eventuelle Verinderungen auf mRNA-Ebene.

1. Northern-Blot-Experimente

Zur Charakterisierung des /e Phinotypes auf molekularer Ebene wurden Northern-Blot-

Experimente durchgefiihrt. Dabei sollten folgende Fragestellungen geklart werden:

1. Gibt es Verianderungen des Transkriptes /el in der loe-Mutante auf mRNA-Ebene?
2. Lassen sich diese Verinderungen charakterisieren?

3. Ist auch die Variante II betroffen?

Es wurden jeweils Kopf- und Kérper-Homogenisate des Wildtypes (als wildtypischer Referenz-
stamm diente »'""%, da es der Hintergrundstamm der P-Elementinsertion ist) und der /e Mutante
miteienander verglichen. Fragestellung 1 wurde durch Hybridisierung mit einer fiir /el spezifischen
Sonde beantwortet (Abb. 21A.). Das Transkipt /el ist in /oe um etwa 1-2kb vergro3ert. Ein kleines,
kopfspezifisches Transkript von ca. 0,0kb wurde ebenfalls von der Sonde erkannt. Es muf} aus E-
xons komponiert sein, die von der urspriinglich verwendeten 'loel'-Sonde nicht erfal3t wurden. Die-
ses Transkript ist in /e nicht verdndert.

Aufgrund der Lage des P-Elementes im Intron VII des Transkriptes I sind Splei3-Artefakte in /oe
wahrscheinlich. So wurde zur Kliarung der Fragestellung 2 mit einer Sonde aus dem inserierten P-
Element-Typ P-lacW hybridisiert (s. Abb. 21B.). Die bereits mit der Sonde fir /&el detektierte Ban-
de hybridisiert auch mit der Sonde aus dem P-Element P-lacW. Das bedeutet, dass offenbar in /e
ein Teil des PlacW-Elementes in das /&el-Transkript hineingespleil3t wird. Desweiteren sind die
Transkripte von lacZ (ca. 2,2kb) und mini-white (ca.4,5kb) erkannt, da beide Transkripte auf dem
PlacW-Element liegen und abgelesen werden. Im Wildtyp 1463t sich keine dieser Banden nachwei-
sen.

Das Transkript kell zeigt keinerlei Verinderung in G6Be oder Expressionsstirke, wie durch Hybri-

disierung mit einer fiir das erste Exon von /ell spezifischen genomischen Sonde nachgewiesen
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wurde. Zur Kontrolle der aufgetragenen mRNA-Mengen wurde mit einer rp49-Sonde hybridisiert
(Abb. 21C.), scheinbare Unterschiede in der Expressionsstirke sind auf die unterschiedlichen
RNA-Mengen zurtickzufithren: Das gilt fur /&e I in Abb. 21C und das kleine kopfspezifische Tran-
skript in Abb. 21A.

- o

58 58 £8 58 58 £58

bodies heads bodies heads bodies heads
7,46kb - < g ke .
4,49kb - L

-
2,31kb - - |
1,37kb -
- e
L Y N P
A B C

Abb. 21: Northern-Blot-Hybridiesierungen zur Charakterisierung des Joe Phinotypes auf molekularer Ebe-
ne.

A. Hybridisierung mit einer fiir /el spezifischen Sonde: Deutlich zu erkennen ist die Verlingerung des &el Transkrip-
tes in der /se-Mutante. Die weitaus groflere Bande im Wildtyp muf} als unvollstindig gespleifites Transkript gedeutet
werden, da sie in vorangegangenen Experimenten nicht detektiert werden konnte (s. Abb. 9). Ein kleines, kopfspezi-
fisches Transkript von ca. 0,6kb wurde ebenfalls von der Sonde erkannt. Es muf} aus Exons komponiert sein, die
von der urspriinglich verwendeten 'loel'-Sonde nicht erfalit wurden.

B. Hybridisierung mit einer aus PlacW genetierten Sonde: Zu erkennen sind in /e das mini-whife-Transkript (ca.
4,5kb) das lacZ-Transkript(ca. 2,2kb) und das /fel-Transktipt (ca. 6kb). Die unteren Banden bei ca. 0,5kb sind Reste
der Hybridisierungen mit der rp49-Sonde (s.u.).

C. Hybrdisierung mit einer fir loell spezifischen (genomischen) Sonde. Weder in Gro3e noch in Expressionsstirke
ist das fell-Transkript alteriert. Als Mengenkontrolle darunter die Hybridisierung mit einer Sonde fiir 1p49 (Riboso-
males Protein 49)
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2. Rescue der Mutation und des Phinotypes und Uberexpression von loel

Als Beweis dafir, dass ein Phanotyp von einem mutierten Gen verursacht wird, gilt die Reversion
des Phanotypes durch Expression einer wildtypischen Kopie dieses Gens im mutanten Hinter-
grund. Das musste aufgrund der molekularen Befunde trotzdem sowohl mit /el als auch mit /el

durchgefiihrt werden.

a) Konstrukte

Aufgrund der enormen Ausdehnung des &e-Genlocus auf genomischer Ebene (55kb) kamen rescue-
Konstrukte, die den gesamten genomischen Kontext der Transkriptvarianten umfassen nicht in
Frage. Auch hitte dieses Verfahren die Transkriptspezifitit nicht geklart. Als Transformationsvek-
toren wurden pUAST und pINDY-5 (s. B. 1.2) verwendet. Abb. 22 zeigt die unterschiedliche Do-
minen umfassenden Konstrukte. Uberpriift werden sollte damit, dass tatsichlich der N-Terminus
von /el fir eine vollstindige Reversion des Phinotypes notwendig ist und die X-110-homologe

Domine in Exon I eine Bedeutung fiir die Funktion von /el und somit fiir den Phianotyp hat.

TAA
IZVIVEWZWWVZMVHVWEEI loe| (sboz2114)

VAV E— Ay PUAST o6l
BV V=YY= pUAST-loel

C’V V== pINDY-5-loel-CES

TAA
vj_:vzv:w:nwlvm]j loe Il (spo208s)

VA y— UAST-loel!

Abb. 22: Die Transformations-Konstrukte von Joel und loell

b) Rescue- und Uberexpressionsexperimente

Simtliche Rescue- und Uberexpressionsexperimente wurden auf Basis des Gal-4-Systems durchge-
fihrt. Als Promotor-Konstrukte kamen die neuronalen Treiber App/~-Gal4 und elar-Gal4, sowie die
glialen Treiber /oco-Gal4 und MIB-Gal4 zur Verwendung. Im Falle dieser Experimente wurden nur

UAS-Konstrukte verwendet, die auf dem X-Chromosom inseriert sind.
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Abb. 23: Rescue-Experimente mit Joel- und loell-Konstrukten

Hotizontalschnitte durch Gehirne von Fliegen folgender Genotypen (Es sind nur die relevanten Konstrukte und
Marker genannt, alle Konstrukte sind lediglich heterozygot, die &e-Mutation jeweils homozygot):

A e  B. WIS C. ¢lar-Gal4 ; UAS-loell ; e D. elar-Gal4 ; UAS-loel ; e

E. e/ar-Gal4d ; UAS-loel-CBS ; e F. elav-Gal4 ; UAS-loel™; /e

Eine Reversion des Phinotypes konnte nur mit den neuronalen Treibern erreicht werden. Mit glia-
len Treibern konnte das nicht gezeigt werden, was die histologischen Befunde (Nekrose von neu-
ronalen Zellen) in der /re-Mutante bestitigt.

Deutlich ist der nur partielle Rescue des Phinotypes durch die beiden verkiirzten Konstrukte loel-
CBS und loel™ zu ersehen. Dies zeigt die funktionelle Notwendigkeit auch der duflerst N-
terminalen Dominen, wie z.B. des X11a-Homologie-Motives.

Erwartungsgemil ist die Expression von /fell zu keiner Reversion des Phianotypes fihig.

Bei verschiedenen Fehl- bzw. Uberexpressionsexperimenten mit den Treibern Ae+-Gald (zwei Kon-
strukte), GMR-Gal4 (zwei Konstrukte) sowie MIB-Gal4 und /co-Gal4 konnten keine Verdnderun-
gen gegeniiber dem Wildtyp beobachtet werden (Bilddaten nicht gezeigt)

Expression einer konstitutiv aktiven katalytischen d-Untereinheit der AMPK

Exprimiert man die ersten 312AS der AMPKO aus Vertebraten, erhilt man eine konstitutiv aktive

AMPK mef3bar an ihrer Kinase-Aktivitit (Crute, 1998 #25). Um diese Experimente 2z vivo in Dro-
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sophila zu wiederholen und eventuelle Auswirkungen auf die se-Mutation zu untersuchen, wurde ein

entsprechendes Fragment aus der Drosohpila-cDNA in den pINDY-5-Vektor kloniert (Abb. 24).

catalytic auto
regulatory

| d AMPK-o

ATG TAA

Eessssseessessssssm - pINDY-AMPK-o catalytic

Abb. 24: Das Konstrukt zur Expression einer konstitutiv aktiven d-AMPK

Eine Uber- und Fehlexpression dieser konstitutiv aktiven katalytischen 0-Untereinheit der Drosgphi-
la-AMPK in Neuronen und Gliazellen fithrte ebensowenig zu einer Anderung des /&e-Phinotypes
wie zu einem neuen Phanotyp im wildtypischen Hintergrund (Bilddaten nicht gezeigt).
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III. Die Expression von loel auf Proteinebene in Drosophila

Vorangegangene 7 sitn-Hybridisierungsexperimente zur Feststellung der RNA-Expression (durch-
gefiihrt von Doris Kretzschmar) lieBen fur /el eine Expression im gesamten Cortex annehmen. Da
aber die Expression eines Genes noch nichts iiber die Verteilung des Genproduktes aussagt, sind
Antikorperfirbungen gegen das LOE I-Protein von Interesse. Die Generierung von polyklonalen

Antikoérpern wurde aus Kosten- und Zeitgrinden der von monoklonalen vorgezogen.

1. Generierung und Charakterisierung der polyklonalen Antikérper

Die Generierung von Antikérpern gegen bekannte Proteine kann im Prinzip auf zwei Wegen erfol-
gen: Durch Immunisierung der Spendertiere gegen das gereinigte Protein oder gegen besonders
antigene, synthetisch erzeugte Peptide. Es werden hierzu Peptide aus der bekannten Aminoséure-
sequenz der Proteine ausgewahlt und duch verschiedene Algorithmen beziiglich Antigenizitit und
Uberlappung mit Epitopen anderer Proteine selektiert.

Da Proteinexpression in E ¢/i und die darauffolgende Reinigung ein zeitaufwendiger Prozess sind,
wurde hier die Immunisierung gegen Peptide gewihlt. Diese Peptide werden dann synthetisch her-
gestellt und zur Immunisierung verwendet. Ein weiterer Vorteil dieser Methode besteht darin, dass
man die .age des Epitopes genau kennt.

Zur besseren Charakterisierung der Antikorper wurden allerdings geringe Mengen eines kurzen
LOE I-Proteins als Fusionsprotein in E. co/i exprimiert, jedoch nie tber Affinititschromatografie

o0.4. aufgereinigt (s.u.). Zur Verwendung kam hierbei das Konstrukt pQE 32 loe-CBS (s. Abb. 29).

a) 1. Charge (Firma Pineda)

Eine erste Charge Antikérper wurde bei der Firma Dr.Pineda Antikrper Service (Bitterfelderstr.19,
12681 Berlin) bestellt. Es wurden dort Peptide aus den N-Termini von LOE I und LOE III ausge-
wihlt (die Variante /fell war zu diesem Zeitpunkt noch nicht isoliert). Auch entsprach dieses LOE 1
dem Produkt der kurzen cDNA LD11267 (Abb. 10), welche auch zur Produktion des Fusionspro-
teins (s.0.) verwendet wurde, da die vollstindige cDNA von loel zu diesem Zeitpunkt noch nicht

kloniert war.

Peptidsequenzen:
Peptid I aus LOEI: NH, - CADGTQSTAKSKYKDGSAHPHQGSD - COO
PeptidII aus LOE III NH, - CHHVSRRDDSQSHSHSESP — COO

Die Peptide sind in ihrer Lage zu den Exons der Transkriptvarianten I und III in Abb. 28 darge-

stellt.
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Immunisiert wurden mit Peptid I und II je 2 Kanninchen und je ein Meerschweinchen. Die finalen

Antikorperfraktionen wurden tiber Affinitits-Chromatographie aufgereinigt geliefert.

Westernblots zur Charakterisierung

Die als Zwischenproben genommenen sog. bkeds wurden auf Western-Blots auf ihre Reaktivitit
gegen das LOE I-Protein getestet, um den aktuellen Titer des Antikérpers in den immunisierten
Tieren zu verfolgen und das Ende der Immunisierung festzulegen. Eine detektierbare Anderung
lie3 sich nicht verfolgen und so wurde die Immunisierung maximal ausgedehnt. Auf optimierten
Western-Blots konnte fiir den an#-ILOE I GP-AK (GP steht fir guinea pig - Meerschweinchen) ge-
zeigt werden, dass er eindeutig mit dem in E. e/ exprimierten Fusionsprotein reagiert, in Drosophila-
Kopfhomogenaten allerdings kein eindeutiges Signal ergibt (Abb. 25). Die am stirksten erkannte
Proteinbande liegt mit >240kDa deutlich tiber den erwarteten 190kDa des LOE I-Proteins. Der
zwischen W' und /e zu erkennende Unterschied ist nicht reproduzierbar.

Die aus Kanninchen gewonnenen Antikorper konnten auch gegen das Fusionsprotein nicht positiv
getestet werden.

Die gewonnenen Antiseren waren auch bei histologischen Untersuchungen an Kryostatschnitten

nicht spezifisch.

anti-6xHis anti-LOE | GP
W" FP loe W" FP loe

2 . = 240kDa
—— 160kDa
) —— 105kDa
> H » u — 75kDa
— 50kDa

- . o
-re -

A B

- 35kDa

Abb. 25: Western Blot zur Charakterisierung des Antikérpers anti-LOE I GP

A. Western-Blot geprobt mit dem monoklonalen AK gegen das RGS-6xHis-Epitop; zu ertkennen ist die 75kIDa Ban-
de des Fusionsproteins (FP) (Pfeil)

B. Der selbe Westernblot geprobt mit dem an#-I. OE I GP-AK. Das Fusionsprotein wird von diesem AK spezifisch
erkannt (Pfeil). Die Spezifitat in Kopthomogenisaten ist nicht befriedigend. Die am starksten erkannte Proteinbande
liegt mit >240kDa deutlich iiber den erwarteten 190kDa des LOE I-Proteins. Der zwischen W18 und /e zu erken-
nende Unterschied (Wellenlinie) ist nicht reproduzierbar. Auch scheint das Epitop-tragende Protein der Degradation
zu untetliegen. Sekundirer anti-GP-HRP-AK 1:10 000 verdiinnt.
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Mit den bleeds aus gegen LOE III immunisierten Tieren wurde, wie oben fir die anti-LOE I-
Antikorper beschrieben, verfahren. Abb. 26 zeigt die drei gewonnenen Antiseren im Vergleich. Als
am spezifischsten stellte sich der an#-LLOE 1II-R7-AK ( - Rabbit 1) heraus. Die Gro3e von LOE 111
betrigt in Ubereinstimmung mit der GréBenkalkulation auf Basis der Proteinsequenz etwa 90kDa.
Das mit aufgetragene kurze LOE I-Fusionsprotein aus E ¢/ wird von diesem AK richtigerweise
nicht erkannt.

anti-LOE Il anti-LOE Il anti-LOE Il
R1 R2 GP

FP W111B FP w4||8 FP W|113

-
" ' — 240kDa
o —— 160kDa
—— 105kDa
> —
— 75kDa
<
—
=) £

-« B &

Abb. 26: Western-Blot zum Vergleich der Immunoreaktivitit der drei gegen LOE III erhaltenen Antiseren
Als am spezifischsten stellte sich der an#-ILOE III-R7-AK ( - Rabbit 1) heraus. Die Gréfie von LOE III betrigt in
Ubeteinstimmung mit der GréBenkalkulation etwa 90kDa (Pfeil).

Das aufgetragene kurze LOE I-Fusionsprotemn (FP) wird von diesem AK richtigerweise nicht etkannt. GP steht fiir
guinea pig - Meerschweinchen

Histologie
Aufgrund der Spezifitit des anti-LOE III-R7-AK wurden damit histologische Untersuchungen
durchgefiithrt. Es wurden Kryostat-Schnitte mit dem Antikorper in einer Verdinnung 1:1000 inku-

biert und mittels des ABC-1ectaStain-Systems entwickelt (Abb. 27).
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Abb. 27: Immunhistologische Firbung fir anti-LOE ITI-R1-AK an einem Gehirn-Horizontalschnitt
Es ist deutlich eine Farbung der Retina zu erkennen (Pfeile). Die Variante loelll ist offenbar fiir die Photorezeptoren
spezifisch.

Die gegen LOE I generierten Antikorper lieferten in der Histologie keine eindeutigen Ergebnisse

(Daten nicht gezeigt)

b) 2. Charge (Firma Davids Biotechnologie)

Da die Ergebnisse mit dem ersten Antikorper gegen LOE I im Western-Blot nicht befriedigten
wurde eine weitere Charge Antikorper, diesmal gegen den N-Terminus des kompletten LOE 1
(entspricht dem Produkt der cDNA SD02114) generiert. Wieder wurde die Peptidimmunisierung
der Immunisierung mit Protein vorgezogen. Allerdings wurde parallel dazu die Expression und
Reinigung des N-Terminus-Fragmentes von LOE I in E. ¢/ aus zwei Griinden begonnen (s. C.
Il.1.c) ):

1. Die Immunisierung gegen Peptide hatte bei der 1. Charge bei LOE I nicht zum Erfolg gefiihrt.
Eine Immunisierung gegen das gereinigte Protein konnte gro3eren Erfolg haben.

2. Die neuen Antiseren kénnen nicht gegen das bereits verwendete, kurze LOE I-Fusionsprotein

getestet werden, da es die gewahlten Epitope nicht enthilt.

Peptidsequenzen

Es wurden folgende Peptide aus dem N-Termnus (Exon V) von LOE I ausgewihlt:
Peptid 111 NH, — CRPRAKSDAKRQK — COO

Peptid IV NH, — CAKSKYKDGSAHPH - COO

Die Peptide sind in ihrer Lage zum Exon V der Transkriptvariante I in Abb. 28 dargestellt.
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1 5D02114 3 L_LD11267 3

PEPTID IV

PEPTID Il | PEPTID |

TAA
loe |

PEPTID Il

TAA
loe lll

Abb. 28: Die als Epitope gewihlten Peptide in ihrer Lage relativ zu den Exons von loelund loelll

Zur Orientierung sind die Anfinge der cDNAs LD11267 und SD 02114 eingezeichnet. Bei der Generierung der 1.
Chatge von Antikérpern (Peptd I+11) galt LID11267 als full length-Transkript, das tatsichliche (SD02114) war noch
nicht bekannt. Bei Auswahl der Peptide der 2. Charge wurde die kompletten Sequenz von /el zugrunde gelegt.

Mit den Peptiden wurden je ein Kaninchen und ein Huhn immunisiert. Die finalen Antikérperfrak-

tionen wurden tber Affinitits-Chromatographie aufgereinigt geliefert.

Westernblots zur Charakterisierung
Die zur Uberwachung des Antikdrpertiters im immunisierten Tier bislang durchgefiihrten blked-
Tests entfielen, da sie von der Firma Davids Biotechnologie durch auf EI IS A basierenden Tests ersetzt

wurden. Die gereinigten Antikérper wurden direkt in Western-Blots eingesetzt (s. Abb. 33).

c) Expression von Joe I-Konstrukten in E. coli

Zur eventuellen Immunisierung und zum AntikOrpertest wurde jeweils parallel zu den Peptid-
Immunisierungen versucht, das Peptidmotiv enthaltende Proteine in E. cw/ zu exprimieren. Zur
Anwendung kam hierbei ausschlieSlich das System QiaExpressionist” von QiaGen. Das System
beruht auf einer IPTG induzierbaren Expression von Fusionskonstrukten, dessen Produkte auf-
grund der fusionierten 6xHistidin-Motive tiber Nickel-NTA-Matrizes isoliert werden kénnen (De-

tails s. QiaExpressionist)

(1) Konstrukte

Zum Austesten der anti-LOE I-Antikorper der ersten Charge (s.0.) wurde ein kurzes /el-Fragment
inklusive der CBS —Dominen von kel exprimiert und isoliert (pQE 32-loe-CBS, s. Abb. 29). Fir
loelll wurde auf diesen Schritt angesichts geringerer Bedeutung dieser Variante fur die Mutation /e
verzichtet.

Aus den oben genannten Grinden wurde fir die zweite Charge auch eine Immunisierung gegen
gereinigtes Fusionsprotein aus E. co/i erwogen.

Dafiir war die Expression eines Fusionsproteins vonnéten, das folgende Eigenschaften besitzt:

53



Ergebnisse

Es musste die beiden fiir die 2. Charge gewihlten Peptid-Epitope enthalten.
Es durfte nicht die allen /&e-Splei3formen gemeinsamen CBS-Dominen enthalten, da sonst bei ei-

ner Immunisierung gegen dieses Portein kein LOE I-spezifischer Antikorper zu erhalten ist.

Die Expressionskonstrukte zur Expression des kurzen LOE I-Fusionsproteins und die Konstrukte
zur BExpression des N-Terminus von LOE I unterscheiden sich somit deutlich voneinander (s.
Abb. 29).

Da sich das isoliert exprimierte N-terminale Fragment von LOE I als sehr instabil erwies, wurde
versucht durch Verkiirzung der Konstrukte dieses Problem zu umgehen (pQE32-loel-Nterm II-
V).

In den Westernblotanalysen (s.u.) konnte eine schon in der uninduzierten Kultur vorhandene Ex-
pression des Fusionsproteins beobachtet werden. Das sollte durch Verdnderung des Repressions-
mechanismus mit der Verwendung von Vektoren der pQES80er-Serie verhindert werden. Diese
Vektoren tragen den Repressor sowie das Fusionskonstrukt, die Haltung von zwei Plasmiden in
einem Bakterien-Klon mit zwei verschiedenen Resistenzmarkern kann so umgangen werden und
der Induktionseffekt stirker gestaltet werden.

Zur besseren Zuginglichkeit des fusionierten Motivs bei der Aufreinigung wurde ein weiteres Kon-
strukt mit dem Vektor pQE-70 hergestellt, dessen Produkt das 6xHis-Motiv am C-Terminus fusio-
niert hat (s. Abb. 29).

NI Pll Bl NI BIl Sl Sl Bl Pl Sl Sl
| | | | 1 | I | |

ATG Pll PIV PI stop

PQE 32 loe-CBS I— CBS I CBS NCES I CBS I—
PQE 32 loe I/ [

pQE 82 loe |

pQE 32 loe | Nterm Il [
pQE 82 loe | N-term |

pQE 32 loe | N-term I/ I
pQE 82 loe | N-term Il
pQE 82 loe | N-term Ill | |
B 6xHisTag
E 82 loe | N-term IV | | Px
pa [ | Peptid-Epitope
pQE 70 loe | N-term [ EES | Cystathione p domain

Abb. 29: Die Proteinexpressionskonstrukte in pQE-Vektoren des QiaExpressionist-Systems

Gezeichnet sind die unterschiedlichen Konstrukte im Verhiltnis zum gesamten Transkript (enspricht pQE-32/82-
loel) Dominen und fusionierte Peptide s. Legende)

Zur Orientierung sind auch die drei Peptid-Epitope in LOE T eingezeichnet.

(2) Westernblotanalyse von Lysaten aus E. coli-Expressionskulturen

Proben der Expressionskulturen wurden nach den Empfehlungen im QiaExpressionist entnommen
und unter denaturierenden Bedingungen verarbeitet. Die denaturierenden Bedingungen wurden
gewihlt, da sich das RGS-6xHis-Epitop in ersten Tests fir den AK nur dann als zuginglich erwies,
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wenn die Proben unter Zugabe von 8M Harnstoft aufgeschlossen wurden (Abb. 30). Diese Tests
wurde mit dem Konstrukt pQE-32-loe-CBS durchgefiihrt.
PQE32-l0e-CBS

wB +8M urea

—— 160kDa
= 105kDa

— T75kDa

—— 50kDa

—— 35kDa

Abb. 30: Expression von pQE32-loe-CBS in E. coli; Vergleich der AufschluBlatten

Western-Blot geprobt mit anti-RGS-6xHis-AK

ty — Probe vor der Induktion mit IPTG, t; — 1h nach der Induktion, usw.

Der Pfeil weist auf das exprimierte Fusionsprotein mit einer erwarteten GréB3e von ca. 75kDa. Deutlich ist auch, dass
das Konstrukt in etheblichem Mafle auch schon ohne Induktion zur Expression kommt.

WB steht fiir 2xWestern Buffer.

Beispicelhaft fiir die Expression von Konstrukten des N-Terminus von loel in E ¢/ sollen hier die
Experimente mit pQE-loel-NtermlII und pQES82-loel-Nterml gezeigt werden (Konstrukte s. Abb.
29).

Wie in Abb. 31 zu sehen ist, kann keines der beiden Konstrukte stabil und ohne Degradation des
Proteins exprimiert werden (Abb. 31). Zusitzlich dazu traten bei Expression des Konstruktes
pQES82-loel-NtermlI Abbruchartefakte auf, d.h. die Translation des Fusionsproteines wurde vor
dem eigentlichen s#gp-Kodon abgebrochen. Das Resultat sind Doppel- oder multiple Banden (s.
Abb. 31 B). Ebenfalls wird deutlich, dass keines der beiden Repressionssysteme eine Expression

der Konstrukte ohne Induktion verhindert.
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pQE-loel Nterm Il pQE82-loel Nterml

—— 160kDa
= 105kDa

— 160kDa
—— 105kDa

vy

—  75kDa — 75kDa

—— 50kDa | =—— 50kDz

= 35kDa 2

A B

—— 35kDz

Abb. 31: Expression von pQE32-loe-I-NtetmlII und pQES82-loe-NtermlI in E. coli

Western-Blot geprobt mit anti-RGS-6xHis-AK

A. Der Pfeil weist auf die erwartete Grofle des exprimierten Fusionsproteins. Deutlich ist die mit laufender Indukti-
on zunehmende Degradation des Expressionsproduktes (Wellenlinie) zu erkennen.

B. Deutlich sichtbar sind die beiden prominenten Produkte der Expression, wobei die obere Bande in der GroQle
dem erwarteten Produkt von ca. 105kDa entspricht; die untere ist als Abbruchprodukt zu werten. Trotz des geinder-
ten Repressionsmechanismus ist eine Expression in der uninduzierten Probe nachzuweisen.

Eine weitere Verkiirzung der fusionierten Fragmente des /&el-N-Terminus konnten die Degradati-
onsprobleme nicht 16sen.

Einzig die Expression des Konstruktes pQE70-loe-I-Nterm lieferte ein stabiles Produkt. Die Be-
sonderheit dieses Konstruktes liegt darin, dass aus Klonierungs-technischen Griinden die erste
CBS-Domine mit in dem Fusionskonstrukt enthalten ist. Da CBS-Domanen aufgrund ihrer kom-
pakten tertidren Struktur gegeniiber dem weniger strukturierten restlichen N-Terminus von LOE 1
als mehr antigen einzustufen sind, eignen sich Proteinpriparationen aus dieser Expression schlecht
zur Immunisierung von Tieren mit dem Ziel, einen LOE I-spezifischen Antikérper zu erhalten. Die
Antikérper aus den Peptid-Immunisierungen kénnen aber gegen dieses Expressionsprodukt getes-

tet werden, da es die gewihlten Peptid-Epitope beinhaltet.
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pQE70-loel Nterm

Klon #1 Klon #2 Klon #3

=— 160kDa
= 105kDa

-  75kDa

—— 50kDa
" l —  35kDa

Abb. 32: Expression von pQE70-loe-I-Nterm in E. coli

Das erhaltene Produkt entspricht in seiner Gréfle (ca. 100kDa) den Erwartungen, es ist nicht degradiert. Deutlich
auch in diesen Eperimenten zu sehen: Die Repression funktioniert nicht optimal, in den uninduzierten Proben (tg) ist
bereits Proteinexpression nachzuweisen (Pfeil). Die Klone 1-3 zeigen dariiberhinaus unerwartet unterschiedliche
Expressionsstirken.

Da im Verlauf dieser Arbeiten funktionelle Antikérper aus den Peptid-Immunisierungen gewonnen
werden konnten, wurden weitere Versuche abgebrochen, die Expression dieser Fusionsproteine in
E.coli zu optimieren (z.B. unter Verwendung einfach- oder multipel-Protease-defizienter E co/-

Expressionsstimme).

2. Westernblotanalyse von Gehirnhomogenisaten

Mit den Antikérpern der zweiten Charge wurden Western-Blot-Experimente durchgefiihrt. Dabei
sollten eventuelle Verinderungen in der Gréfle des LOE I-Proteins in /e untersucht werden. Die
Grof3e des detektierten Proteins entspricht im WT wie in /&e nicht den erwarteten 152kDa. Das
detektierte Protein hat ein ungefihres Gewicht von ca. 250kDa. Verantwortlich sein kénnten dafiir
Mpyristylierungen oder Phosphorylierungen, welche durch die verwendeten Aufschlussmethoden
nicht enfernt werden konnten. Denkbar ist auch die feste Einbindung in einen Komplex, der nicht
aufgeldst werden kann, jedoch wahrend der Denaturierung aggregiert.

Der erwartete Gro3enunterschied zwischen dem LOE I-Protein in WT und /e lie3 sich aufgrund
des unscharfen Laufverhaltens der Aggregate nicht reproduzieren. Das LOE I-Protein ist in Emb-

ryonen nicht nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 33: Das LOE I-Protein in der Entwicklung im Vergleich Wildtyp und Joe

Aufgetragen wurden: je 50 Embryonen, 10 larvale Gehirme, 5 adulte Képfe und 1 Hintetleib.

Der scheinbare Groflenunterschied des LOE I Proteins in ke Kopfpriparationen (geschlossener Pfeil) ist nicht re-
produzierbar.

anti-I.OE I-R7-AK 1:1000 verdinnt. Film 2,5min exponiert.

Um Proteinaggregate aufzulésen kann man zu hirteren Denaturierungsmethoden greifen als die
Denaturierung mit SDS. Um LOE I aus einem moglichen Aggregat oder Komplex herauszul6sen,
wurden die Proben mit einem Puffer denaturiert, der 8M Harnstoff enthilt. Nach einer Denatutie-
rungszeit von 15min konnte eine Bande der Grof3e von ca. 160kDa detektiert werden, die in etwa
der GroBle von LOE I entspricht (Abb. 34). Dabei wurde jedoch ca. 90% der Epitop-Reaktivitit

verloren, was sich durch die lange Exponierzeit von 1,5h (im Vergleich zu 2,5min in Abb. 33) zeigt.
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Abb. 34: Stirkere Denaturierung kann LOE I aus den Aggregaten herauslosen

Nach einer Denaturierungszeit von 15min in 8M Harnstoff konnte eine Bande der Gréfie von ca. 160kDa detektiert
werden (Pfeil), die in etwa der GroBe von LOE T entspricht (152kDa). Dabei wurde jedoch ca. 90% der Epitop-
Reaktivitit verloren, da die Exponierzeit auf 1,5h angehoben werden musste.

anti-I. OF I-R7-AK 1:1000 verdiinnt.

Die Spezifitit des Antikorpers lisst sich aber daran erkennen, dass in der Uberexpression von
UAS-lel mit Act-Gal4 (Abb. 34) eine deutliche Zunahme des Signals zu erkennen ist. Das vom
anti-. OE I-R7-AK erkannte Epitop ist also im LOE I-Protein enthalten.FFir eine genauere Charak-
terisierung von LOE I im Vergleich zwischen WT und /e miissten die Detaturierung weiter opti-
miert werden und gegebenenfalls um chemische Prozessierungen (Demyristylierungen, Deacetylie-

rungen 0.4.) erginzt werden.

3. Lokalisierung der LOE-I Distribution an Kryostatschnitten

Mit dem in den Western-Blot-Experimenten als am spezifischsten reaktiven charakterisierten anti-
LOE I-Antikorper (anti-. OE I-R7-AK) wurden histologische Untersuchungen angestellt. Es wur-
den Kryostat-Schnitte mit dem Antikérper in einer Verdiinnung 1:1000 inkubiert und mittels des
ABC-VectaS tain-Systems entwickelt. LOE I ist nicht, wie man aufgrund des generellen neurodege-
nerativen Phinotypes vermuten konnte, in allen Neuronen exprimiert, sondern in einer distikten
Untergruppe von Nervenzellen (Abb. 35). Dennoch exprimieren im zentralen Teil des Gehrins
mehr Zellen LOE I als im optischen Systen, was mit dem Phinotyp in /%e korreliert (mehr und eher
Degeneration im Zentralbereich als in den periferen Teilen oder dem optischen System, s. Abb. 3)

Eine in Stirke oder Lokalisation geidnderte Expression von /el in der /re-Mutante ldsst sich nicht
erkennen. Da das Epitop topologisch vor der P-Element-Insertion liegt, ist auch kein Unterschied

zu erwarten, da auch in /e LOE I-Protein produziert wird (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 35: Immunhistologische Firbung fir anti-LOE I-R1-AK an Gehirn-Horizontalschnitten

Die Exptression von LOE I ist auf eine Untergruppe von Neuronen beschrinkt (Pfeile). In diesen Zellen ist die Ex-
pression allerdings vergleichsweise hoch. Ein Unterschied zwischen dem Wildtyp und der Mutante lisst sich nicht
festestellen. anzi-I.OE I-R7-AK 1:1000 verdinnt.

A. WTC Hortizontalschnitt

B. VergroBerung aus A (Neuaufnahme, der Ausschnitt entspricht in etwa der Box in A.)
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1V. Erzeugung weiterer letaler Allele von loe

Da die /e-Mutation homozygot lebensfihig ist und aufgrund der Northern-Blot-Daten und der
anti-LOE I-Antikérperfirbungen nicht davon auszugehen war, dass %e eine Null-Mutante ist, wur-
den im Rahmen der Diplomarbeit von C. Hammerschmied Rekombinationsexperimente unter
Ausnutzung der male recombination nach dem HEI (HybridElementInsertion)-Prinzip durchgeftihrt
(s. Abb. 36 und (Hammerschmied, 1999 #14). Als Rekombinationsmarker diente ebony (proximal)
und curled (distal). Bei dieser speziellen Form der Rekombination in Drosgphila-Mannchen kommt es
u. U. zu gréBeren Deletionen, Duplikationen oder Inversionen (Preston, 1996 #10).
cut Al A2 A3 A4 :

e
""" ? """ P-Element tragendes Chromosom mit
e den wildtypischen Kopien (cu’, &) der
-

===m= Markercuunde

cu A1 A2 A3 A4

homologes Chromosom ohne
linserticn aber mit den Markern cu
und e

A bzw. B 1-4: homologe Regionen der
beiden Chromoesomen

cut Al A2 A3 A4 o

cu’ A1 A2 7 A3 A4 e

ot Al A2

----- —_—— rekombinantes Chromosom mit Deletion
mem— =====  Chromosom mit Doppelstrangbruch
cu A1 A2 A3 A4

A3 A4 o
N ——— wdiun rekombinantes Chromosam mit Duplikation

unmodifiziertes Chromosom

Abb. 36: Rekombinationen nach dem HEI-Prinzip
nach Preston et al (Preston, 1996 #16)

Ziel dieser Experimente war, homozygot letale &e-Allele zu erzeugen, die aufgrund der GroBe des
loe-Genlocus nicht durch z.B. herkémmliche jump-outs erzeugt werden konnten. Die rekombinanten
Stimme zeigten iiber der Originalmutation den /e-Phinotyp und waren Gber der den /&e-Genlocus
tberspannenden Defizienz 93B3-D2 letal, bzw. steril im Falle der Rekombinante R4 (Hammer-

schmied, 1999 #14).

1. Charakterisierung der isolierten Deletions- und Inversionsrekombinanten

Um die genaue GroBle und Position der zugrunde liegenden genomischen Aberrationen zu charak-
terisieren, sollten die rekombinanten Linien mit molekulaten Methoden untersucht werden.
Die Zahl der zu charakterisierenden rekombinanten Stimme belief sich nach Uberpriifung der

Phinotypen tiber der genannten Deletion und der /e-Mutation auf 12 Linien (Tab. 5).
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Die Rekombinanten besitzen vermutlich alle ein inseriertes P-lacW-Element sichtbar an der oran-
gen Augenfarbe (Ausnahme R51), da sie ausgehend von der originalen P-Element-Insertion erzeugt
wurden. Aus R51 konnten keine plasmid rescues gewonnen werden, da diese Linie wahrscheinlich
keine intakten P-Element-Anteile mehr tragt. Auch fiir die Linien R6, R12 und R41 verliefen die
Pplasmid rescue-Experimente negativ.

Tab. 5 fa3t die Ergebnisse der plasmid rescue-Experimente zusammen.

Linie | or+/- | tekombi- | Typ det chtomo- | plasmid rescue | 5'-Position* 3'-Position* Grolle der
nierter somalen Verande- moglich chromosoma-
Marker rung len Verinde-
rung
R4 + ¢ Deletion + @ -65 von ofiginal 05bp
PlacW loe
R6 + cu - - - - -
R12 | + o - - - - -
R8 + cu Translokation und + 101F, 101F, ~12kb
Deletion BACNO05016 | BACNO05016
@35660 @23119
R9/R + cu Deletion und Inver- + original Ac019641 ~92kb
10 sion @37028
R14/ + cu Deletion + original Ac019641 ~74kb
R17 @29843
R37 + cu Translokation und + original 89B11-89C2 ?
Duplikation Ac007641
@136436
49A2-49B8
Ac016021
@5036
R39 + cu Translokation + original 89B-89C ?
Ac009840
@50522
R41 + u - _ _ _ _
R51 - o - - - - _

Tab. 5: Zusammenfassung der molekularen Charakterisierung der /oe-Rekombinanten

or— Augenfarbe als Hinweis auf ein intaktes mini-whsfe und damit auf vorhandenes P-Flement.

* Die Angaben zur Lokalisation beruhen auf den cytologischen Positionen (s.u.) der genomischen Klone, zu denen
die Sequenzen det plasmid rescues homolog sind. Dazu sind die exakten Insertionsstellen (@...) in den genomischen
Klonen der Sequenzierprojekte angegeben (Ac... oder BAC...),

cytologische Positionen: 1-20 X-Chromosom, 20-60 2. Chromosom, 61-100 3. Chromosom, 102-102 4.Chromosom.

Es konnte in vier Linien Aberrationen nachgewiesen werden, die die /e-Transkriptionseinheit voll-
stindig entfernen: R9/10 und R14/17. Die erzeugten Deletionen dehnen sich in distaler Richtung
aus, deletieren allerdings mehrere weitere Gene distal von /e (Abb. 37). Die homozygote Letalitit in

diesen Linien ist somit nicht unbedingt im Zusammenhang mit der Deletion des /e-Genlocus zu
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sehen.

Im Falle der Linie R4 ist die Sterilitit evntl. auf ein Fehlen des &ell-Transkriptes zuriickzufiihren, da
die Deletion die Region des Promotors von /&ell entfernt.

In den Linien R37 und R39 haben sich kompliziertere Umlagerungen ereignet, die nachzuweise-
nenden P-Element-Insertionsorte liegen in anderen genomischen Regionen des 3. Chromosons
(Region 89B-C) bzw. auf dem 2. Chromosom (Region 49A-B, Linie R37). Im Falle der Linie R37
hat dartiberhinaus eine Duplikation des re-inserierenden P-Elementes stattgefunden.

In der Linie R8 ist das P-Element nach dem Rekombinationsereignis auf dem 4. Chromosom (Re-
gion 101F) inseriert.

Mogliche Mechanismen der Aberrationen werden in der Diskussion erértert (C. IV.1).

Ac019671 .3 302 AcO19641

BACR 20N14

BACROGL13

BACR10M16 [—

,ﬁv*-‘_,_h_,_-.%-w o
— RN AR
mvaii

v|=“ foa

bap
) Thialase (CG)
df 3t v mod (megd)

VAR AR =
VAR AT oo
B ATRE
PN ASTE
NP =

Abb. 37: Karte det genomischen Region von Joe und die Rekombinationsereignisse

BACR ... — genomische Klone des ursprunglichen Drosgphila Sequenzierprojektes BDGP/EDGP)
Ac ... — genomische Klone des CELLERA-Sequenzierprojektes

Die von den Defizienzen tberspannten Gene sind nur threr ungefdhren Position nach eingezeichnet.
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V. Charakterisierung der Funktion des LOE I -N-Terminus

1. Yeast-two-hybrid-Screens

Die funktionelle Spezifitit des LOE I-N-Terminus bringt die Frage nach spezifischen Interaktions-
partnern mit sich. Eine Methode, solche Protein-Protein-Interaktionen zu finden und zu untersu-
chen sind yeast two hybrid- Screens. Die Wahl fiel auf das Matchmaker-2-System der Firma Clontech,
da anfinglich nur fir dieses System eine Drosophila-cDNA-Expressionsbibliothek erhiltlich war.
Das System beruht auf der Rekonstitution des Gal4-Transkriptionsfaktors durch die Interaktion
zwischen zwei Proteinen im Nukleus von Hefezellen. Transaktivierungs-Domine und DNA-
Bindungsdomine von Gal4 sind auf zwei getrennten Vektoren kodiert, das Zielprotein wird in Fu-
sion mit der DNA-Bindungsdomine, die Bibliothek in Fusion mit der Transaktivierungsdomane

exprimiert und in den Kern importiert (Clontech, 1998 #47).

Da die Screens mit dem Matchmaker-2-System keine grofle Ausbeute an moglichen Interaktions-
partnern von LOE I ergaben, wurde nach einem anderen System gesucht.

Das CytoTrap”-System  (Stratagene) beruht darauf, die Temperatur-sensitive Ras-
Aktivierungskaskade in Hefen des cdc25H-Stammes zu rekonstituieren.

Dabet ist das Zielprotein in Fusion mit dem humanen cdc25-Homolog hSos exprimiert, die Biblio-
thek in Fusion mit dem Myristylierungssignal von hSos. Mit der Interaktion zwischen dem Zielpro-
tein und einem Protein aus der Expressionsbibliothek wird hSos an der Membran lokalisiert. Es
kann dort wieder als Guanidin-Nukleotid-Austauschfaktor wirken und tber die Bindung an Ras
und nachfolgende Aktivierung von Ras die Kaskade aktivieren und den Temperatur-sensitiven He-
fen ein Wachstum bei der restriktiven Temperatur ermdéglichen. Der problematische Kernimport
wird dadurch umgangen. Auch werden so Interaktionen Gberhaupt erst méglich, die eine posttrans-

lationale Modifikation der beteiligten Proteine erfordern.

a) Konstrukte

In den einzelnen Screens sollten eventuelle Bindungspartner des N-Terminus und der (allen Iso-
formen gemeinsamen) CBS-Dominen getrennt isoliert werden. Abb. 38 gibt die Konstrukte wie-
der, die fur die Screens und/oder Verifikationen verwendet wurden. Die Konstrukte wurden fiir
beide Systeme prinzipiell gleich gestaltet, lediglich erfolgte die Klonierung entsprechend der Erfor-
dernisse der unterschiedlichen Vektoren in andere Restriktionsschnittstellen und damit die Erzeu-

gung der Fragmente mit anderen PCR-Primern.
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Abb. 38: Konstrukte in den Vektoren pAS-2-1 und pSos fiir die yeast two hybrid- Screens
Die Konstrukte wurden fir beide Systeme prinzipiell gleich gestaltet, lediglich erfolgte die Klonierung in andere
Restriktionsschnittstellen und damit die Erzeugung der Fragmente mit anderen PCR-Primern.

b) Screens mit dem N-Terminus von LOE I

Es wurden fir den LOE I-N-Terminus insgesamt 5 Screens durchgefiihrt, dabei konnten nur in

zwei Screens mit dem Matchmaker-2-System positive Klone isoliert werden.

Positive Klone miissen zusitzlich zur revertierten Histidin-Auxotrophie folgende Kiriterien erfiillen:
1. Der lacZ-Reportertest muss positiv ausfallen.
2. Eine eventuelle Homologie muss in Bezug auf die Transaktivierungsdomine im selben Leseras-

ter liegen, da das ermittelte Protein sonst nicht in Fusion exprimiert wurde.

Aus den zwei positiv verlaufenen Screens mit dem N-Terminus von LOE 1 erfiillte nur eine Inter-
aktionsklon reproduzierbar diese Kriterien: Dieser Klon kodiert fir das NiPSNAP-Protein (4-
NitrophenylPhosphatase-SINAP-25-like).

Diese Interaktion konnte sowohl in yeast two hybrid- Experimenten mit den urspriinglich verwende-
ten Konstrukten (pAS2-1-loel-Nterm und pAct-NiPSNAP), als auch in Versuchen mit dem kom-
pletten LOE I-Protein verifiziert werden. Eine Interaktion dieses Proteins mit den CBS-Dominen
aus /e konnte nicht nachgewiesen werden. Die Interaktion zwischen NiPSNAP ist somit eindeutig

funktionell dem N-Terminus von LOE I zuzuordnen.

Das NiPSNAP-Protein besitzt Homologien zu einer Nitrophenyl-Phosphatase und zu SNAP-25,
einem Protein, das bei der Membranfusion von Vesikeln eine Rolle spielt. Die Interaktion mit
LOE I erscheint auch insofern sinnvoll, da auch fiir APPL eine Rolle im Vesikeltransport diskutiert

wird (Gunawardena, 2001 #54) und /e wiederum mit App/interagiert (s.a. D. V).
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c) Screens mit dem CBS-Fragment

Mit dem die CBS-Dominen enthaltenden Fragment wurden Screens zur Isolierung von anderen
B- und a-Untereinheiten durchgefihrt. Das konnte nicht erreicht werden. Die Erklirung liefer-
ten Cheung et al zum Ende der Arbeiten hin, die in ihren Experimenten zeigen konnten, dass die
B- und y-Untereinheit tber den N-Terminus der Y-Untereinheit an einander binden (Cheung,
2000 #29), welcher in den hier verwendeten Konstrukten nicht enthalten war. Die Interaktion

der Y- mit der O-Untereinheit wiederum geschieht nur im kompletten Komplex unter Bindung
eines AMP (s. D. I, Abb. 49).
d) Screens mit dem CytoTrap®-System

Die Durchfithrung von yeast two hybrid- Screens nach dem CytoTrap®-System (Stratagene) konnten
in der vorliegenden Arbeit nicht beendet werden. Lediglich die Klonierung der dazu notwendigen

Konstrukte konnte abgeschlossen werden.
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V1. loel und der Cholesterin -Stoffwechsel

Die Regulation eines Enzymes durch die AMPK ist in Vertebraten besonders gut charakterisiert:
die Regulation der HMG-CoA-Reduktase durch Phosphorylierung (Hardie, 1998 #18). Deshalb
wurde eine mogliche genetische Interaktion zwischen /e und /b (columbus, Mutante des Drosgphila

HMG-CoA-Reduktase-Gens) untersucht.

1. Die HMG-CoA-Reduktase hat Einfluss auf die loe-Mutation

Das Homolog der HMG-CoA-Reduktase in Drosophila ist columbus (clb). Die Mutante ist homozygot
letal (Van Doren, 1998 #21). Um ecine eventuelle genetische Interaktion zu zeigen wurde eine /oe-
clb/ loe -Mutante erzeugt und in Neuronen die ¢//-cDNA im /ee-Hintergrund tberexprimiert. Wih-
rend die Reduktion der ¢/h-Expression um eine Kopie den /&e-Phianotyp abschwicht, verstirkt die

Expression einer zusitzlichen Kopie ¢/ den /le-Phinotyp (Abb. 39). Zur Quantifizierung der Va-

kuolisierung wurde ein Kalkulationsprogramm von R. Wolf verwendet (Heisenberg, 1995 #20).

A

B =

w
8
Bl

= IS

loe“clb

loe UAS-elb

control

Abb. 39: Die genetische Interaktion zwischen loe und clb

Folgende Genotypen sind dargestellt: A. - /e, B. — loe-clb/ loe, C. - EM7a 3 UAS-clb 5 loe, D. - Appl-Gald ; UAS-c/b ;5 loe
E. Kalkulation der Anzahl und F. des Gesamtvolumens der sichtbaren Locher als Mal3 der Vakuolisierung,.

Eine Reduktion der ¢/b-Expression um eine Kopie schwicht den /se-Phanotyp ab, die Expression einer zusitzlichen
Kopie ¢/b verstirkt den Je-Phinotyp.
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Der Einfluss der Gendosis von ¢/ auf die /e-Mutante belegt eine genetische Interaktion zwischen
loe und c/b. Diese Interaktion zeigt deutlich 7z vivo, dass die Regulation der HMG-CoA-Reduktase
durch die AMPK in Drsgphila konserviert ist.

2. Statine reduzieren den loe-Phinotyp

Die HMG-CoA-Reduktase kann mit einer S7atine genannten Substanzklasse kompetetiv gehemmt
werden (Wolozin, 2000 #10). Um die Rolle der Regulation von ¢/ in der /e-Mutante weiter zu un-
tersuchen, wurden wildtypische und /&e-Fliegen mit dem Medikament Mevinacor® (MSD SHARP &
DOME GmbH, Haar) behandelt. Mevinacor® enthilt als wirksame Komponente Lovastatin, eine
Substanz aus der Statin-Familie.

Die jeweiligen Genotypen wurden ab dem L3-Stadium auf Glisern gehalten, in denen mit ddH,O
und Glucoselosung (40mg/ml) getrinkte Zellstoffticher als Unterlage dienten. Die verschiedenen
Konzentrationen des Medikamentes Mevinacor” wurden in ddH,O gelost zugegeben (d.h. die Tii-
cher bis zur Sittigung getrinkt). Die Konzentration wurde durch Ubertragen der oralen Maximal-
dosis beim Menschen auf das Drsophila-1.ebendgewicht bestimmt und zu Kontrollzwecken auf ein
Zehntel vertingert und auf das 100- bzw. 1000-fache erhéht. Zur Anwendung kamen: 0,1ng/ml,
Ing/ml, 100ng/ml und 1pg/ml. Kontrollgruppen von WT- und /e-Fliegen wurden mit dem glei-
chen Volumen an ddH,O (als Losungsmittel des Medikaments) behandelt.

Es lieB sich bereits bei einer Konzentration von 0,1ng/ml eine Reduktion der Vakuolisierung
nachweisen. Die starke Vakuolisierung in /Ae-Fliegen lief3 sich durch die Behandlung deutlich redu-
zieren. Eine weitere Konzentrationsabhingigkeit dieses Effektes konnte jedoch nicht beobachtet
werden. Ein Uberdosierungseffekt (beim 1000fachen der wirksamen Dosis) war ebenfalls nicht zu

erkennen (Abb. 40).
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v

loe/1ng/ml Mevinacor loe/1ng/mi*Mevinagor

/

WT/10ng/ml Mevinacor WT/100ng/ml Mevinacor

Abb. 40: Vergleich des Vakuolisietungsgrades in Joe-Fliegen mit und ohne Mevinacor® -Behandlung
Die Vakuolisierung in /&e-Fliegen 1a6t sich durch die Behandlung mit Mevinacor® reduzieren (Pfeile in A, B)

A. loeK - Kontrolle: /e-Fliegen mit ddH,O/Glucose behandelt

B. loe 1ng/ml Mevinacor — Medikament-behandelte /e-Fliegen

C. Uberdosierung bei der Behandlung von wildtypischen Fliegen, WT'/K — Behandlung mit ddH>O/Glucose

3. Die Lipidzusammensetzung ist in loe alteriert

Die HMG-CoA-Reduktase ist das Schliisselenzym der Cholesterin-Biosynthese. In Drosgphila ist die
HMG-CoA-Reduktase konserviert. Ebenso ist deren Regulation sowohl durch die AMPK als auch
durch Statine konserviert. Allerdings ist fur Insekten keine Cholesterin de novo-Synthese gezeigt, da
ihnen zwei katalytische Enzyme dieses Syntheseweges fehlen (Gertler, 1988 #11). Dennoch wurde
eine Beeinflussung der Cholesterin-Homdostase in /e untersucht.

Es wurden Kopthomogenisate von Drosohpila hergestellt und eine Total-Lipid-Extraktion durchge-
fithrt. Die Dunnschicht-Chromatographien zur Auftrennung und die Bestimmung von Lipiden in
diesen Homogenisaten wurden von Dr Karin Athenstaedt (AG Prof. Dr G. Daum, TU Graz)
durchgefiihrt. Untersucht wurden Cholesterin, Cholesterinester, Triacylglycerole und Phospholipi-
de.

Der Gehalt an Cholesterinestern ist in der /re-Mutante auf ca. 40% reduziert, wihrend die Spiegel
von freiem Cholesterin, Triacylglyceriden und Phospholipiden nicht signifikant verindert sind.

Quantifizierungen wurden auf den Gesamtgehalt an Phosphor bezogen (Athenstaedt, 1997 #19).
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Abb. 41: Die Lipidzusammensetzung von Gehirnextrakten in /oe verglichen mit dem Wildtyp

Der Gehalt an Cholesterinestern ist in der se-Mutante um auf ca. 40% reduziert, wihrend die Spiegel von freiem
Cholesterin, Triacylglyceriden und Phospholipiden unverindert sind. Die Messwette (je 3 Priaparationen 4 4 Messumn-
gen) wurden zusammengenommen und der Standardfehler berechnet.

resene steht fiir den in den Reversionsexperimenten verwendeten Stamm ( C. I1.2.b)).

Uberraschenderweise ist in ke tatsichlich ein Teil der Cholesterin-Homdostase beeinflusst: Der

Gehalt an Cholesterinestern ist stark reduziert. Fin Betrachtung moglicher Regulationen wird in der

Diskussion (D. V) besprochen.
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VII. Die Mutanten Appl und loe int eragieren miteinander

Fir die neuronal-degenerative Alzheimer-Krankheit ist die Bildung von sog. amyloiden Plaques
charakteristisch, die u.a. aus einem Peptid bestehen, das als AB-42 bezeichnet wird. Dieses Peptid
entsteht durch proteolytische Porzessierung aus APP (Amyloid Precursor Protein). Mutationen in APP
sind fir den GroBteil der familidgren Alzheimer-Krankheit verantwortlich (Selkoe, 2001 #50).

Die Motivhomologie im N-Terminus von LOE I zu X110 (welches an APP bindet) und dem da-
mit denkbaren funktionellen Kontext mit APP lieB3 eine genetische Interaktion zwischen /e und
Appl, der Null-Mutante des Drosophila-APP-Homologs, méglich erscheinen. Desweiteren ist eine
Abhingigkeit der proteolytischen Prozessierung des APP in Verbindung mit Verinderungen der
Cholesterinhomdostase beschrieben (De Strooper, 2000 #51).

Die hier verwendete App/-Null-Mutante App/  ist verursacht durch eine Defizienz; es wird kein

Protein erzeugt (Rosen, 1989 #40).

1. Phinotyp der Doppelmutante
Die Doppelmutante des Genotypes App/ ;I1/se weist folgende neue Phinotypen auf:

1. Verstirkung des Joe-Neurodegenerationsphinotypes

Die App/ “-Fliegen zeigen keine Anzeichen von Neurodegeneration (Rosen, 1989 #46). Die Ver-
stirkung des neurodegenerativen Phinotypes von /e ist von der Dosis der App/ “Mutation abhin-
gig: Es ist eine Verstirkung nicht nur zwischen /%e und der homozygoten Doppelmutante (im Hin-
blick auf App/*) zu erkennen, sondern bereits der Verlust einer Kopie App/ fithrt zu einer Verstir-
kung der Neurodegeneration (Abb. 42A-C). Zur Quantifizierung der Vakuolisation wurden mittels
des oben erwihnten Kalkulationsprogrammes (Heisenberg, 1995 #20) Zahl und Volumen der Va-
kuolen bestimmt (Abb. 42 F, G)

2. extrem verkiirzte Lebensdauer (3-4d)

Appl “Fliegen haben eine weitestgehend dem Wildtyp entsprechende Lebensdauer (Rosen, 1989
#406), loe-Fliegen leben durchschnittlich ca. 14-17 Tage. Die Fliegen der Appl-loe-Doppelmutante
leben lediglich 3-4 Tage. Die extrem verkiirzte Lebensdauer kénnte auf die starke Zunahme der

Vakoulisierung im Gehirn zurtickzufithren sein.
3. Sterilitat der Weibchen

Sowohl App/ * als auch le-Fliegen sind lebensfihig und nicht steril. Die Weibchen der App/-loe-
Doppelmutante sind steril, die Mannchen gleichen Genotypes hingegen nicht. Diese Sterilitit der

weiblichen Tiere ist vermutlich auf eine Verkimmerung der Ovarien zuriickzufihren (Abb. 42 E).
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Abb. 42: Der histologische Phinotyp der Appl-loe-Doppelmutante
A-C, Horizontalschnitte des Gehitns: A — App/ , B — e, C — App/iITiloe D, E — Ovarien von »''"*- und App/;Illse —
Fliegen F, G — Kalkulation der Zunahme der Vakuolisation in den Doppelmutanten.

Die Untersuchungen an der Doppelmutante App/ 11/se belegen eine eindeutige Interaktion zwi-
schen den Genen ke und App/, die neue, in den Finzelmutanten nicht erkennbare Phinotypen
zeigt. Fine Funktion von LOE I im Zusammenhang mit der zelluliren Funktion von APPL ist

somit anzunehmen.

2. Appl-Prozessierung ist durch loel beeinflul3t

Der Befund, dass kritische Faktoren bei der Prozessierung von APP Cholesterin und Cholesterin-
ester sind (Simons, 1998 #7) und in ke Anderungen im Gehalt an Cholesterinestern zu verzeichnen
sind, lieBen eine Beeinflussung der Prozessierung von APPL vermuten. Bestirkt wurde dies durch

die genetische Interaktion zwischen App/ ' und /oe.

Es wurden mittels Western-Blots sowohl der Einfluss von #e und LOE I auf die endogene Prozes-
sierung von APPL, als auch die Prozessierung im Kontext verschiedener Uberxpressionsexpeti-

mente untersucht.

Das APPL-Protein erscheint im Western-Blot mit gegen den N-Terminus gerichteten Antikérpern

in zwei Formen: Einer membrangebundenen 145kDa und einer 16slichen 130kDa-Bande, wobei die
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130kDa-Bande durch proteolytische Prozessierung aus der gréfleren entsteht (Luo, 1990 #49).

///8) Cine

Enfernt man eine Kopie von /&el, so kann man im Vergleich zum Referenz-Wildtyp (w
deutliche Reduzierung dieser prozessierten Bande beobachten, wohingegen eine Uberexpression
von /el zu einer Verstirkung dieser Prozessierung fithrt (Abb. 43). Die Reduktion um eine Kopie
wurde mit der heterozygoten /Ae-Mutation tber einem Balancer-Chromosom, die Addition einer

Kopie mit der Expression von /el unter Kontrolle des Actin-Promotors realisiert.

Y 1118 loe Act-Gal4
Appl w Tm6b  UAS-loel

145kDa — - . .
— Y-

0-CSP il W walllr S

Abb. 43: Beeinflussung der Prozessierung von endogenem APPL-Protein durch loel

Deutlich ist die Reduktion det prozessietten Form von APPL in /e/TMGb zu etkennen, ebenso deutlich die Verstir-
kung der Prozessierung bei Uberexpression von /el.

Appt — Negativkontrolle (kein APPL-Protein)

#»'""f _ Positivkontrolle

loe/ TMO6b — nur eine wildtypische Kopie von /el

Act-Gal4/UAS-loe — drei Kopien &el

Geprobt wurde mit anti-APPL R1 1:4000.

Bei der Prozessierung der Proteine der APP-Familie spielen Sekretasen die entscheidende Rolle. In
Vertebraten sind O-, B- und Yy-Sekretasen beschrieben.

In Zellkultur aus Vertebraten ist eine Beeinflussung der B-Sekretase-Aktivitit (BACE) durch Ver-
inderungen der Cholesterin- und Cholesterinester-Spiegel im Medium gezeigt, die O-Sekretase ist
davon unbeeinflusst (De Strooper, 2000 #51). Die 3- und Y-Sekretase-Aktivitit scheint in Vertebra-
ten in einem gemeinsamen Plasmamembran-Kompartiment zu lokalisieren (Selkoe, 2001 #50). Die
Prozessierung von APP durch die Y-Sekretase kann wiederum nur dann erfolgen, wenn eine Pro-
zessierung durch die - oder [B-Sekretase vorangegangen ist.

In Drosophila sind Homologe der Q- (kug — kuzbanian, (Pan, 1997 #52)) und der Y-Sekretase (Psn —

presenilin, Nowotny, 2000 #53)) bekannt. Eine B-Sekretase ist in Drosophila nicht bekannt.

Eine Verinderung der APPL-Prozessierung konnte iiber die Beeinflussung einer der Sekretasen
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passieren.

Eine mogliche Beeinflussung der Y-Sekretase presenilin durch lel wurde im Kontext der APPL-
Prozessierung untersucht. Dazu wurden sowohl 4pp/ als auch Psz unter Kontrolle des neuronalen
Treibers e/ar-Gal4 exprimiert und gleichzeitig die Dosis mutanter /e-Expression variiert.

Fir diese Experimente musste ein UAS-App/ Konstrukt hergestellt werden. Dazu wurde der ko-
dierende Teil (2,900kb von 5,422kb) der App~-cDNA (BDGP # GH04413) in den pUAST-Vektor
kloniert und dann mittels Keimbahntransformation transgene Drosophila erzeugt.

Die Uberexpression von App/und Psn in diesen Experimenten ist notwendig, um einen Effekt von

Psnund /lve auf die APPL-Prozessierung tiber die endogenen Prozesse hinaus (und damit unabhin-

gig von O-, B- und anderen Sekretasen) beobachten zu kénnen.

loe
+

loe

loe

elav -Appl -psn
elav -Appl -psn/
elav -Appl -psn/

elav -Appl

145kDa — .
130kDa — .

Abb. 44: Die Beeinflussung der Appl-Prozessierung durch Uberexpression von presenilin in Abhingigkeit
von loel

Die Prozessierung von APPL wird nicht durch die Uberexpression von einer Kopie Psz beeinflusst. Die &e-Mutation
hat darauf keinen Effekt.

Es bedeuten:

elav-Appl — elar-Gald; UAS-App/

elav-Appl-psn — analog, mit zusitzlich UAS-ps#

elav-Appl-psn/ e/ + oder lve/ loe — analog, mit einer oder zwei Kopien des mutanten /e-Chromosomes.

Geprobt wurde mit anti-APPL R1 1:4000.

Die Prozessierung von APPL wird erwartungsgemil3 nicht durch die Uberexpression von Psz be-
einflusst. Bevor Presenilin APP schneiden kann, muss (in Vertebraten) ein initialer Prozessierungs-
schritt durch eine O- oder B-Sekretase erfolgt sein.

Dieser Sachverhalt ist vermutlich in Drosophila ihnlich. Eine Uberexpression von Psz allein verstirkt
nicht die Prozessierung von APPL.

Die /e-Mutation hat keinen Effekt auf die Prozessierung von APPL durch Presenilin, wenn auf-
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grund starker Uberexpression von App/und Psn der Einfluss der endogenen Sekretasen vernachlis-

sigt werden kann (s.a. D. VIII).

Presenilin ist auch an der proteolytischen Prozessierung des NOTCH-Proteins beteiligt (Kopan,
2000 #56). Um eine Beeinflussung von PSN sowie eine generelle Beeinflussung von proteolyti-
schen Prozessen durch /e auszuschlieBen, wurde die NOTCH-Prozessierung in Wildtyp und der
loe-Mutante untersucht. Das NOTCH-Molekil wird von Presenilin in ein 300kDa- und ein
100kDa-Fragment geschnitten (Nowotny, 2000 #53).

Die Prozessierung von NOTCH ist in /e nicht verindert (Abb. 45).

WﬂTS Joe

300 kDa - fm -

Abb. 45: Die Prozessietrung von NOTCH in Joe
Das NOTCH-Molekill witd von Presenilin in ein
100 kDa - ~— 300kDa- und ein 100kDa-Fragment geschnitten (No-
e 3 -+ wotny, 2000 #53). Die Prozessierung von NOTCH ist in
Joe nicht verindert. Geprobt wurde mit dem AK C17.9C6
1:500.

Hat /oe einen Einfluss auf die Aktivitit der O-Sekretase, die in Drosgphila vermutlich kuz ist, so
miisste die Prozessierung von NOTCH ebenfalls gestort sein, da die KUZ-Sekretase NOTCH pro-
zessiert (Pan, 1997 #52). Das ist nicht der Fall, dennoch ist eine andere Funktion von KUZ im
Hinblick auf die APPL-Prozessierung denkbar.

Deswegen wutrde die APPL-Prozessierung £uz- sowie ku#z/ loe-Doppelmutanten untersucht.

In der heterozygoten £xz-Mutation ist eine neue Prozessierungsform von APPL zu detektieren: Sie
ist kleiner als die endogenen Prozessierungsprodukte und hat eine Grof3e von ca. 125kDa. Diese
Prozessierung muss als gain of function in diesem kuzg-Allel gewertet werden (die genaue Art der Mu-
tation in diesem Allel ist unbekannt). Diese Fehlprozessierung wird nicht von der &e-Mutation alte-
riert (Abb. 406, geschlossener Pfeil). Auch in diesen Expreimenten ist die endogenen Form der Pro-
zessierung durch /e beeinflusst (Abb. 406, offener Pfeil), wie schon in vorangegangenen Experimen-

ten gezeigt (Abb. 43).
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kuziCyO
kuz/CyO ; loelTM3
kuz/CyO ; loe
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w

145kDa -

130kDa -

Abb. 46: Der Einfluss von kuz auf die Prozessierung von APPL

In der heterozygoten &zz-Mutation ist eine neue Prozessierungsform von APPL zu detektieren: Sie ist kleiner als die
endogenen Prozessierungsprodukte und hat eine Gro3e von ca. 125kDa. Diese Prozessierung muss als gain of function
in diesem kug-Allel gewertet werden. Diese Fehlprozessierung wird nicht von der /e-Mutation alteriert (geschlosse-
ner Pfeil). Dennoch wird die normale Form der Prozessierung durch /e beeinflusst, wie schon in vorangegangenen
Experimenten gezeigt (offener Pfeil).

Geprobt wurde mit anti-APPL R1 1:4000.

Wie in Abb. 45 gezeigt, beeinflusst ke nicht die Aktivitit von KUZ bei der Prozessierung von
NOTCH. Pan et al haben gezeigt, dass in dem Nullallel knz? keine Prozessierung von NOTCH
mehr stattfindet (Pan, 1997 #52). Hitte /e einen Einfluss auf KUZ, misste sich das in der Prozes-

sierung von NOTCH niederschlagen.

Andere Sekretasen als KUZ und PSN sind in Drosophila bislang nicht bekannt, jedoch enthalten die

Genvoraussagen der Drosophila-Sequenzierprojekte (GadFly, s. C. 1.5.c)) mehrere Metalloproteasen

(zu welchen alle Sekretasen gehoren).

Es konnte gezeigt werden, dass ein Homogenat aus Drosgphila-Kopfen APP aus Vertebraten pro-

zessieren kann. Diese Prozessierung unterscheidet sich jedoch von der Prozessierung durch BACE,

der B-Sekretase aus Vertebraten, und von der Prozessierung durch die 0-Sekretase (R. Reifegerste,

personliche Mitteilung, Daten unveroffentlicht). Es muss also eine weitere endogene Sekretase in

Drosophila existieren.

In Umkehrung dieser Tatsache konnte in ersten Experimenten gezeigt werden, dass die BACE-

Sekretase aus Vertebraten ebenso APPL aus Drosophila prozessien kann (s.u.). Ein Finfluss von /e

auf diese Sekretase wurde untersucht, um evntl. Rickschliisse auf die Beeinflussung der endogenen

APPL-Prozessierung ziehen zu kénnen.

Dazu wurden App/ und bace unter der Kontrolle von elav-Gal4 exprimiert. Kombiniert wurde diese

Uberexpression mit zusitzlicher Expression von /el oder der /re-Mutation (Abb. 47).

Das Produkt der Prozessierung von APPL durch BACE entspricht in seiner Gréf3e nicht dem en-
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dogenen 130kDa-APPL-Fragment. Das neue Fragment hat eine Grof3e von etwa 135kDa. Diese
Prozessierung wird durch die se-Mutation unterbunden. Dieser Effekt lisst sich sowohl bei Uber-
expression von App/ (Abb. 47 A) als auch bei der BACE-Prozessierung des endogenen APPL beo-
bachten (Abb. 47 B). Eine Uberexpression von /el scheint diese Prozessierung zu férdern, jedoch
ist das Verschwinden der unprozessierten 145kDa-APPL-Bande als eine Uberlagerung von gestei-
gerter BACE-Aktivitit und gesteigerter Aktivitit der endogenen Sekretase zu interpretieren.(Abb.
47 A, s. D. VIII). Der Effekt auf die endogene Sekretase allein ist in Abb. 43 zu sehen: Die
145kDa-Form wird deutlich vermindert, bleibt aber detektierbar.

+

elav -Appl
elav -Appl -Bace
-Bacel loe
elav -Appl -Bace -loe
oe
+

elav -Appl
elav -Bace
elav -Bacei"

1118
w

145kDa — '
130kDa — . :

A B

Abb. 47: Die Prozessierung von APPL durch BACE in Abhiingigkeit von loel

Das Produkt der Prozessierung von APPL durch BACE entspricht in seiner Grolie nicht dem endogenen 130kDa-
APPL-Fragment. Das neue Fragment hat eine GroBe von etwa 135kDa. Diese Prozessierung wird durch die /e-
Mutation unterbunden. Dieser Effekt lasst sich sowohl bei Uberexpression von App/ als auch bei der BACE-
Prozessierung des endogenen APPL beobachten. Fine Uberexpression von /el scheint diese Prozessierung zu for-
dern, sie zumindest jedoch nicht negativ zu beeinflussen.

Es bedeuten:

A:

elav-Appl — elar-Gald; UAS-App/

elav-Appl-Bace — analog, mit zusitzlich UAS-Bace

elav-Appl-Bace/ e/ + — analog mit einer Kopie des mutanten /se-Chromosomes.

elav-Appl-Bace-loe — analog ohne /&e, mit zusitzlich UAS-/el

B:

#'""" — Referenz-Wildtyp

elav-Bace - elar-Gald; UAS-bace

elav-Bace/ e/ + — analog mit einer Kopie des mutanten fe-Chromosomes

Die vergleichbare Signalstirke der endogenen APPL-Menge in A und der tiberexprimierten in B wurde durch lingere
Exposition des Films gegen die Membran in B erreicht. In B wurden zwischen der Spur fiir »'"’* und den restlichen
der besseren Ubersicht wegen zwei Spuren eines anderen Experimentes weggelassen.

Geprobt wurde mit anti-APPL R1 1:4000.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen:

Die endogene Prozessierung des APPL-Proteins ist eindeutig durch /el beeinflusst.

Eine Inhibition von Presenilin ist nicht die Ursache dieser Beeinflussung,

Die vermtliche O-Sekretase KUZ ist ebensowenig durch /e in ihrer Aktivitit alteriert.

Eine Sekretase, die in ihrer Aktivitit der 3-Sekretase BACE ahnelt, konnte Ziel des Einflusses von

LLOE 1 sein.
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D. Diskussion

I. Das loe Gen und der AMPK -Komplex

Promotoren

Die /oe-Transkriptionseinheit ist mit iiber 55kb verhiltismaBig grof3. Die Anzahl von (mind.) VII
Transkriptvarianten ldsst, was die post-transkriptionalen Prozessierungen angeht, zwei Mdéglichkei-
ten zu:

1. Die mRNAs aller Varianten werden reguliert von einem Promotor exprimiert und aus einem
Primirtranskript gespleiit. Dabei misste dann der Spleilvorgang die Spezifitit im Hinblick auf
Exonkomposition (C. 1.5) und Zelltyp (z.B. C. I1.2.b), C. II1.1.a) oder C. II1.3) erzeugen. Die Regu-
lation der Spezifitit der Genprodukte lige somit in einem differentiellen Spleiivorgang eines einzi-

gen Primartranskriptes

2. Die mRNAC(s) jeder Variante oder zumindest der Untergruppen der Varianten werden von einem
eigenen Promotor reguliert und in einem (Zell-)spezifischen Kontext gespleifit. Die Regulation der

Spezifitit der Genprodukte lige somit in der Erzeugung mehrerer verschiedener Primirtranskripte.

Die erste Moglichkeit ist experimentell schwer zu iberprifen. Die Spleivorginge, die alle
Transkriptvarianten Entwicklungs- und Zelltyp- abhingig liefern missten, sind jedoch als so kom-
pliziert anzusehen, dass sie nicht angenommen werden konnen.

So kann man die zweite Méglichkeit als die wahrscheinlicher verwirklichte betrachten.

Es gibt fiir die meisten Organismen Konsensussequenzen fiir Promotoren. Der Konsensus in Dro-
sophila ist fur die -25/-30-Region von TATA-Boxen-enthaltenden Promotoren mit */G/. TATA-
AAY/ .9/, der Konsensus fiir die Transkriptionsstart mit /A/OTCAC/ 1"/ .G festgelegt worden.
Einen Konsensus fiir die -25/-30-Region fiir Promotoren, die keine TATA-Boxen enthalten, gibt
es nicht. Dazu gehéren in Drosgphila etwa die Hilfte aller Promotoren, der Konsensus fiir den
Transkriptionsstart gilt fiir nur '/, der Transkripte (Arkhipova, 1995 #31). Mit Hilfe dieser Promo-
torkonsensi wurden fiir die Ae-Transkriptionseinheit mogliche Promotoren fiir die einzelnen Vari-
anten bestimmt. Es muss festegestellt werden, dass aufler im Falle von /elX (s.u.) fir keine der
Transkriptvarianten ein Promotor der TATA-haltigen Art bestimmt werden konnte. Auch ent-

spricht keiner der Transkriptionsstartpunkte dem von Arkhipova bestimmten Konsensus.

Transkriptlingen

Die Transkriptlingen, die in den Northern Blot Experimenten zu Abb. 8 ermittelt wurden, kénnen

nur teilweise den entsprechenden Varianten zugeordnet werden. Eine genaue Untersuchung hitte
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fir jede Variante spezifische genomische oder cDNA-Proben verlangt. Dieser Aufwand war im
Hinblick auf die Relevanz der einzelnen Transkripte fir den Phéinotyp nicht angemessen. Die Zu-
ordnung erfolgte, wo es moglich war, tiber die Lingen der ermittelten cDNA-Sequenzen.

Eine weitere Frage, die mit diesem Problem zusammenhingt, ist die nach den scheinbar partiellen
Transkripten unter den isolierten cDNAs aus den Sequenzierprojekten: So konnen bell”; loel”1,
loeV/1I1 und /Joel X als partielle oder unvollstindig gespleilite cDNAs der anderen Isoformen gesehen

werden. Zwei Argumente sprechen allerdings dagegen:

1. Sie bestehen immer aus vollstindigen Exons und ergeben potentiell funktionelle Y-
Untereinheiten der AMPK.

2. Sie sind durch die Splei3-Konsensi fur Exons in Drosophila (Mount, 1992 #36) begrenzt (Aus-
nahme: kell).

In Frage gestellt werden mussen besonders die als #el’1I und /kelX bezeichneten Transkripte. In
threm Fall scheint ein zufilliger Abbruch der reversen Transkription bei der cDNA-Synthese an
einer Exon-Grenze wahrscheinlich. Dennoch sind Transkripte dieser Exon-Komposition nicht
auszuschlieBen, vor allem da fiir ein mogliches Transkript &elX ein TATA-haltiger Promotor zu
finden ist.

Wie oben erwihnt miisste zur Aufklirung dieser Fragen eine komlizierte Analyse der Transkripte
auf RNA-Ebene erfolgen, die aufgrund fehlenden wissenschaftlicher Relevanz im Sinne des Projek-

tes jedoch nicht unternommen wurden.

Die AMPK und die Isoformen der Y-Untereinheit

Der 5-AMP-aktivierte-Proteinkinase-Komplex (AMPK) ist konserviert tiber die Speziesgrenzen
hinweg. Homologe sind in Saccharomyces cerevisiae ebenso beschrieben wie in Vertebraten. Es fin-
den sich Homologe aller Untereinheiten in vielen Spezies (s. F. , Abb. 54). In der Bickerhefe re-
guliert dieser Komplex bei Glucose-Mangel Energie-intensive Synthesewege durch Phosphorylie-
rung ihrer Schliisselenzyme herunter. Fir den AMPK-Komplex aus Vertebraten wurden dhnliche
Wirkungsmechanismen in Abhingigkeit von dem ATP/AMP Verhiltnis in der Zelle beschrie-
ben. Dartiberhinaus sind in den letzen Jahren fir die AMPK in Vertebraten weitere regulatori-
sche Funktionen beschrieben worden (Hardie, 1998 #18). Abb. 48 zeigt, wie verschieden die
Regulationsziele der AMPK sind.
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starvation _>stress exercise
ATP{AMP ratio
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AMPK
glucose K
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ﬁ-oxida?ion of transkription
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creatin kinase synthesis of fatty acids
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(madified: Kemp et al, 1999)

Abb. 48: Zusammenfassung der beschriebenen Regulationen durch den AMPK-Komplex
(nach Kemp, 1999 #28)

Wie in Vertebraten gezeigt, bilden die unterschiedlichen O-, - und y-Untereinheiten Zell- oder
Gewebs-spezifische Komplexe (Hardie, 1998 #18). Dabei dient die B-Untereinheit als Adapter
zwischen der O- und der Yy-Untereinheit. Bei der Aktivierung binden die O- und die Y-

Untereinheit AMP und durch eine Konformationsinderung wird die Kinase Domine der a-

Untereinheit aktiv (Abb. 49 (Cheung, 2000 #29)).
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Abb. 49: Der AMPK-Komplex im inaktiven und aktiven Zustand
A. inaktiver Zustand, B. aktiver Zustand (Cheung, 2000 #29)

Wie in Abb. 49 zu sehen, wird die Interaktion zwischen der B- und der y-Untereinheit tiber den
N-Terminus der Y-Untereinheit vermittelt. Die Spezifitit der Zusammenstellung des Komplexes
im Hinblick auf die y-Untereinheiten kénnte iiber die verschiedenen N-Termini vermittelt wet-
den. Dafiir sprechen die deutlichen Unterschiede in diesen Bereichen bei relativ stark konstanten
C-Termini mit den konservierten 4 CBS-Dominen sowie die Ergebnisse dieser Arbeit: Die Ex-
pression einer nur im N-Terminus unterschiedlichen Transkriptvariante (fell) reicht nicht aus,
um die Funktion der anderen (/&el) im selben Kontext (/e-Mutation) zu erfiillen (Abb. 23). Auch
binden bestimmte, sich N-terminal unterscheidende y-Untereinheiten stirker oder schwicher an

die verschiedenen B-Untereinheiten (Cheung, 2000 #29).

Eine weitere Funktion der N-Termini (zumindest der stark verlingerten in Drosophila und Ver-
tebraten) kann in der Rekrutierung weiterer Co-Aktoren oder Co-Regulatoren des AMPK-
Komplexes gesehen werden. Diese Faktoren kénnten die AMPK in einen spezifischen regulatori-

schen Kontext stellen oder den Komplex innerhalb der Zelle an einem speziellen Wirkungsort
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lokalisieren. Eventuelle Interaktionsmotive in diesen N-Termini sollen im folgenden diskutiert

werden.

LOE1I

Die Untersuchungen zu der /re-Mutation deuten auf eine Funktion fir LOE I, die mit dem Ubetle-
ben von Nervenzellen eng verbunden ist. Die Auswirkungen einer Fehlfunktion in diesem Sinne
sind in /e sowohl im Cholesterinhaushalt und in der Prozessierung von APPL zu finden. Die Spezi-
fitit dieser Funktion(en) liegt im N-Terminus des LOE I Proteins. Zur speziellen Funktion des
LOE I-N-Terminus sind, vor allem hinsichtlich einer funktionellen Homologie zu Vertebraten,

prinzipiell drei Moglichkeiten denkbar:
Moglichkeit A: LOE I ist einer bisher unbekannten humanen Y-AMPK homolog.

Moglichkeit B: LOE I ist funktionell der Y-AMPK 2 oder 3 aus Homzo sapiens homolog.

Moglichkeit C: LOE 1 ist mit seinem N-Terminus funktionell anderen (Vertebraten-) Proteinen

homolog.

A. LOE I ist einer unbekannten Y-AMPK-Isoform aus Vertebraten homolog

Wire dies der Fall, miissten sich im Bereich der Genloci der humanen Y-Untereinheiten der AMPK
vorausgesagte offene Leseraster finden, die eine hohere Homologie zu dem N-Terminus von LOE
I haben als die N-Termini der bekannten Isoformen hyAMPK1, 2 und 3. Dann kénnten diese of-
fenen Leseraster fiir bis dahin unbekannte N-Termini der hyAMPK kodieren. Das konnte jedoch
fir alle moglichen Genloci in den zuginglichen genomischen Datenbanken ausgeschlossen werden.
Ob ein direktes Homolog zu LOE I in dem immer noch unveréffentlichten Sequenzinformationen

des Humangenoms zu finden ist, bleibt offen.

B. LOEF 1 ist funktionell der y-AMPK 2 oder 3 aus Homo sapiens homolog

Die Homologien der humanen Y-Untereinheiten 2 bzw. 3 betragen zu LOE I 21,1% und 17% re-
spektive, wenn man die gesamte Sequenz der Proteine gegeniiberstellt. Die konservierten CBS-
Dominen zeigen zu tiber 75% positive Ubereinstimmung (Abb. 13, s. C. 1.5.b)). Die verlingerten
N-Termini der humanen Isoformen 2 und 3 stimmen mit dem N-Terminus von LOE I zu 18,3%
bzw. 17,2% positiv tiberein. Diese Werte mussen allerdings unter der Voraussetzung gesechen wer-
den, dass die N-Termini von hyAMPK 2 und 3 569AS bzw. 464AS lang sind, der N-Terminale
Bereich von LOE I hingegen 936AS. Betrachtet man die direkten Gegeniiberstellungen der Se-

quenzen, so sind kiirzere, aber hoher homologe Ubereinstimmungen zu erkennen, wie es allgemei-
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nen fiir Proteine typisch ist, die Motive gemeinsam haben. Diese Ubereinstimmungen sind in Tab.

6 zusammengefasst.

hyAMPK2 hyAMPK3
Liange des N-Terminus 569AS 464AS
Linge der alignements 253AS8 156AS
Identititen total 10,4% 8,0%
positive Ubereinstimmungen total 18,3% 17,2%
Identititen im alignement 97AS / 38,3% 71AS / 45,5%
positive Ubereinstimmungen im alignement 177AS / 70,0% | 122AS / 78,2%

Tab. 6: Gegeniiberstellung der Homologiewerte zwischen LOE I und den beiden humanen Homologen

hyAMPK?2 und 3

Die Werte fiir das alignement wurden folgendermallen berechnet:

Anzahl der identischen AS / Linge des akgnements x100 = % bzw.

Anzahl der positiv ibeteinstimmendnen AS / Lange des akignements x100 = %.

Die in den N-Termini beider humaner Isoformen enthaltenen Phosphorylierungs- und Myristylie-
rungsstellen lieBen einen dhnlichen zelluliren Kontext der beiden humanen Proteine und LOE 1
postulieren. Da solche Motive allerdings recht haufig vorkommen und tber eine Relevanz nur spe-
kuliert werden konnte, bleiben sie bei diesen Betrachtungen unberiicksichtigt, soweit sie sich nicht
in gleicher Weise in LOE I finden (s.u.).

Betrachtet man die Sequenzvergleiche unter strukturellen Gesichtspunkten, fallen folgende Dinge
auf:

Die Ubereinstimmungen zwischen hyAMPK3 und LOE T erstrecken sich auf viele sehr kurze Ab-
schnitte, die die Glaubwiirdigkeit herabsetzen und damit den héheren Wert der Identititen ab-
schwichen.

Die Homologien zwischen hyAMPK2 und LLOE I finden sich dagegen tber lingere Teile der Se-
quenz, es werden sogar zwei mogliche Interaktionsstellen gemeinsam geteilt:

1. eine Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle [ST|x[DE] ("""SGK'” bezogen auf LOE 1)

2. eine p34°'? Interaktionsstelle [PxTP] (**PRTP*"bezogen auf LOE I)

Beide Proteine (und damit der mit ihnen gebildete AMPK-Komplex koénnen iiber diese Motive

einerseits in Antwort auf extrazellulire Signale (Protein-Kinase C), andererseits in Abhangigkeit von
Zellzyklus (p34°'?) reguliert werden. Eine funktionelle Homologie zwischen hyAMPK2 und LOE I

ist somit diskutietbar.
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Es bleiben jedoch bei einer Beschrinkung auf diese funktionelle Homologie eine Reihe ebenso

homologer Motive im N-Terminus von LOE I unbeachtet.

(Der detaillierte Sequenzvergleich zwischen hyAMPK2 und LOE 1 ist im Anhang (F. Abb. 53)
angeftigt.)
C. Der LOE I-N-Terminus ist funktionell anderen (Vertebraten-) Proteinen homolog

In Datenbanksuchen konnten dem N-terminalen Bereich von LOE I diverse Homologien, Motive
und Modifikationsstellen zugeordnet werden (Abb. 14, C. 1.5.b)).

Betrachtet man die Sequenz des N-Terminus von LOE 1, so fallen eine groe Anzahl von Prolinen
auf - in loser Folge aber auch in einem sog. stretch: **P-P**. Proline sind die prominente Aminosiu-
re in Protein-Interaktionsmotiven. Die einzelnen Motive variieren sehr stark in ihrem jeweiligen
Konsensus, kénnen jedoch Klassen zugeteilt werden (Kay, 2000 #30). Solche Interaktionsmotive

und weitere Homologien sollen im folgenden diskutiert werden.
X71a und dALPP

Unmittelbar am N-Terminus von LOE I findet sich eine Homologie zu einem Protein der mint-
Familie, X110. Diese wunc-18 interacting proteins interagieren mit der PTB-Domine im C-Terminus
des APP aus Vertebraten durch eeine der zwei enthaltenen PDZ-Dominen (Borg, 1998 #35). Die
Homologie zu dem Bereich in LOE I liegt nicht in dieser PDZ-Domine, stellt jedoch eine Verbin-
dung zu den méglichen Interaktionspartnern des APP her. Im weiter C-terminal gelegenen Bereich
finden sich Motive, die homolog zu Bereichen in einem Protein der Drosophila-APP-Famile sind.
Dieses Protein ist zu dem APP-Homolog in Drosophila (Appl) lediglich paralog und in seiner Funk-
tion nicht charakterisiert, es wird in der SwissProt-Datenbank als dALPP (Drosophila [B-Amyloid-like
precursor protein) bezeichnet. Die tibereinstimmenden Bereiche weisen keine sehr hohe Homologie
auf, sie sind jedoch innerhalb der moglichen Motive im korrekten Aminosidureabstand und inner-
halb der beiden Molekiile in der richtigen Reihenfolge. Zusammen mit der gentischen Interaktion
zwischen App/ und lhe konnte dies ein Hinweis auf eine Funktion von LOE I (und damit der

AMPK) im cytologischen Kontext von APPL sein.
Assoziation an das Cytoskelett

LOE 1 weist von AS278 bis 288 einen Prolin-strefch auf, der in mehreren anderen Proteinen als
funktionelle Domine diskutiert wird. An dieses Prolin —Motiv bindet Profilin (Drosophila chic — cica-
dee  (Cooley, 1992 #34)), ein Microtubuli-assoziiertes Protein, das das sog. +-Ende von Aktin-
Filamenten stabilisiert und somit eine Funktion beim Auf- und Abbau der Aktinfilamente und so-

mit in der Plastizitit des Cytoskeletts hat.
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Fur das Protein WASp (Wiskott-Aldrich Syndrom protein) sind zwei solche Prolin-Motive beschrieben
und die Profilinbindung tiber diese Motive im Arp2/3-WASp-Komplex gezeigt (Wear, 2000 #38).
Eines dieser Motive ist hochgradig homolog zu dem in LOE I zu findenden Prolin-strefch. Profilin
wird als einer der Mediatoren zwischen Signalprozessen und daraus resultierenden Umstrukturie-

rungen des Cytoskeletts diskutiert.

LCE | S—EAPPPPPPPPPP| PATI L-- - - - - - - PKAL KAL L HTQEPVAPPSRPSPVGPPSPAPTSSVI VAKETPVPVTPEP- - - VSPLPLPTEPP
S PPPPPPPPPP PAT L P L+ P PP PP+ PSPP+ ETVWPP V LPP PP
hWASpl  SMISTPPPPPPPPPPPPATAL QAPAVPPPPAPLQ APGVL HPAPPPI AP- PLVQPSP- PVARAAPVCET- VPVHPL PQGEVQGL PPPPPPP

Abb. 50: Die Homologie zwischen hWASp1 und LOE I im Bereich der Profilin-Interaktionsstelle
In rot sind die Profilin —Bindungsstellen eingezeichnet

Eine weitere auf einem Prolin-reichen Motiv basierende Ubereinstimmung besteht zwischen For-
min und LOE 1. Auch dieses Protein ist im Zusammenhang mit dem Cytoskelett beschrieben, es
assembliert Aktin-Filamente in einer von dem Arp2/3-Komplex unabhingigen Art und Weise (E-
vangelista, 2002 #39).

Wie von B. Kay beschrieben, finden sich unter den Protein-Interaktions-Modulen sehr viele mit
variierenden Kombinationen aus PLxPP, PPLPP, LPPLPPL und anderen Aminosduren (Kay, 2000
#30). Die Interaktionen zwischen Fe65 und Mena (Drosophila ena — enabled), Proteine die an APP
binden, werden ebenfalls tiber Klasse I-WW-Dominen vermittelt, die an poly-Prolin-Module bin-
den, welche im Aufbau den Prolin-Motiven in LOE I dhnlich sind, aber nicht genau den Konsensi
entsprechen (Ermekova, 1997 #40).

Die Zahl der beschriebenen Interaktionsmotive wichst stindig und so sind, auch wenn noch nicht
konkret einer Interaktion zuzuweisen, die zahlreichen Prolin-Leuzin-reichen Aminosdureabfolgen

im LOE I-N-Terminus als sicherer Hinweis auf verschiedenste Intreraktionen zu werten.

Proteininteraktion tiber ein coiled coil-Motiv

Eine weitere Homologie findet sich im N-Terminus von LOE I in einer prominenten O-Helix (AS

578-617). Die Aminosiuren dieser Domine formen einen sog. coled cloil, eine strenge O-Helix, die
in vielen Proteinen als Interaktionsmotiv fungiert. Proteine mit solchen Helices sind z.B. das Pro-
dukt des Gens plexus aus Drosophila oder SPEN (spen — split ends). Das coiled coil-Motiv wird als Oli-
gomertisierungsdomine beschrieben (Beck, 1998 #42), wie z.B. bei der Bindung von Zink-Finger-
Proteinen oder der Bildung des SNARE-Komplexes bei der Vesikelfusion. Dabei tetramerisieren
cotled coils aus Synaptobrevin, Sytaxin und SNAP-25 (2) (Burkhard, 2001 #43). Im Bezug auf die 7
yeast two hybrid-Experimenten fiir LOE 1 gezeigte Interaktion mit NiPSNAP, welches ebenfalls ein

coiled coil-Motiv enthilt, ist das eine mogliche Erklirung der Funktion des cozled coz-Motivs in LOE 1.
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Yeast two hybrid-Experimente mit den coiled coil-Motiven aus beiden Proteinen kénnten diese Funkti-

on belegen.
Proteininteraktion tiber ein Alanin-reiches Motiv

Fir viele Transkriptionsregulatoren, deren Wirkung auf der Interaktion mit anderen Proteinen be-
ruht, ist ein weiteres Motiv beschrieben, eine Alanin-reiche Region (Bicker, 2001 #44). In LOE 1
konnte sie ebenfalls zur Interaktion mit anderen Proteinen herangezogen werden, eine konkrete
Funktion oder ein Zielprotein lassen sich im bisher bekannten Kontext von LOE I allerdings nicht

finden.
Myristylierung, PKC und p34°“-Interaktionsstelle

Wie schon im Zusammenhang mit den humanen Homologen diskutiert, finden sich im N-
Terminus von LOE I diverse Phosphorylierungsstellen, tiber die sowohl die Bindungsaffinitit an
die B-Untereinheit als auch die Bindung an andere Interaktionspartner reguliert werden konnen.
Eine Regulation in Antwort auf extrazellulire Signale (PKC und cAMP/cGMP-abhingige Protein-
kinasen) oder in Abhingigkeit vom Zellzyklus (p34cdc2) scheint méglich, iiber tatsachliche Regula-
tionsmechanismen kann nur spekuliert werden. Auch eine Lokalisation des LOE I enthaltenden
AMPK-Komplexes an der inneren Cytoplasmamembran mittels eines Myristyl-Ankers ist denkbar,

jedoch nicht nachgewiesen.

: *— —o

coiled coil Protein Interaktionsmotiv. — ] ] ﬁ *— —®
| — — —

dALPP-Homologie o cw

| ==
MAP2-Kinase/p3d{cdca) | -
Interaktionsstelle T—a Myristylierung ?

L=
Profilin Bindung —
|

B —— X1 1u-Motiv

Abb. 51: Zusammenfassung méglicher Interaktionsmotive von LOE T im AMPK-Komplex
verindert nach Cheung (Cheung, 2000 #29)

Motive und Dominen von LOE II-VII
Die Genprodukte der Varianten II-VII teilen sich in (mindestems) zwei Gruppen: LOE III/IV und
LOEII/V-VIL

Die Proteine beider Gruppen unterscheiden sich stark hinsichtlich ihrer Sekundarstruktur und der
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daraus resultierenden denkbaren Tertidrstruktur. Es sind fur beide unterschiedliche Funktionen
anzunechmen, nicht zuletzt aufgrund der fiir LOE III gezeigten Expression in Photorezeptoren (C.
III1.1.2)).

Wie auch LOE I tragen Proteine beider Untergruppen mehrere Glycosylierungssignale, die aller-
dings angesichts der angenommenen cytosolischen Funktion keine Rolle spielen sollten. Bedeutsa-
mer erscheinen Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase C und Caseinkinasell: Eine Regulation
der mit diesen Untereinheiten gebildeten AMPK-Komplexe im Zell-physiologischen Kontext
durch Phosphorylierung ist sehr wahrscheinlich, auch wenn zu méglichen Regulationswegen und —
arten keine Experimente durchgefiihrt wurden.

Der N-Terminus von LOEIII trigt drariiberhinaus zwei Motive zur Interaktion mit Klasse I- und
Klasse-IV-WW-Dominen-Proteinen. Diese Motive sind interessanterweise in LOE VI (der ver-
kiirzten Variante von LOE III) nicht enthalten. Klasse I-WW-Dominen-Proteine sind z.B. Nedd-4
(eine Ubiquitin-Ligase), Dystrophin (ein Aktin-bindendes Protein aus der Z-Scheibe von
Muskelzellen) und YAP-65 (ein mit Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie interagierendes
Protein). Klasse IV-WW-Dominen-Proteine sind zB. Essl/Pinl(eine Prolylisomerase) und
ebenfalls Nedd-4 (eine Ubiquitin-Ligase) (Kay, 2000 #30). Ein funktioneller Zusammenhang
zwischen LOE III und einigen dieser Proteine ist denkbar, aber im Rahmen der vorliegenden

Arbeit nicht untersucht.

Beim Vergleich der Holmologen der Y-Untereinheiten zwischen Vertebraten und Drosophila fillt ein
weiterer Unterschied besonders auf:

Wihrend in Vertebraten die verschiedenen Isoformen in getrennten Genloci kodiert werden und
sich schwach sowohl im N-Terminus als auch in den konservierten Dominen unterscheiden, sind
in Drosophila alle Isoformen in einem Genlocus kodiert, differieren aber enorm (in Linge und Se-
quenz) in ihren N-Termini. Das konnte Ausdruck verschiedener evulotorischer Mechanismen sein,

die jeweils zu den unterschiedlichen Isoformen mit unterschiedlichen Funktionen gefiihrt haben.
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II. Expressionsstudien in vivo

Partielle Rescues und Uberexpression

Wie in Abb. 23 gezeigt, reicht die Expression einer nur im N-Terminus unterschiedlichen
Transkriptvariante (fell) nicht aus, um die Funktion der anderen (&el) im selben Kontext (/e-
Mutation) zu erfullen. Die Expression eines anderen N-Terminus hat sogar einen geringeren Ef-
fekt (im Hinblick auf die Reversion des Phianotyps) als die Expression eines fel-Konstruktes mit
einem sehr kurzen Anteil des LOE I-N-Terminus. Eine Erklirung auf biochemischer Ebene

koénnte so aussehen:
Die y-Untereinheit bindet mit ihrem N-Terminus an die 3-Untereinheit, mit den CBS-Dominen

unter Bindung eines AMP an die 0-Untereinheit und aktiviert diese (Cheung, 2000 #29).

Exprimiert man nun einen 'falschen' N-Terminus (%ell) im 'falschen' mutanten Kontext (/e) kann
das zur Rekrutierung der falschen Interaktionspartner und damit zu einer geringeren Reversion
des /fichrig-Phinotypes fihren als mit der Expression eines Konstruktes ohne lingeren N-
Terminus. Diese verkiirzte y-Untereinheit kann zwar nicht die erforderlichen (hypothetischen)
Co-Faktoren rekrutieren und daher den Phinotyp nicht vollstindig revertieren, jedoch zumindest
einen funktionellen AMPK-Komplex bilden, der eine 'Minimal-Funktion' erfillt.

Offenbar liegen aber funktionell fiir LOE I wichtige Motive in dem kurzen Bereich, der in loel*

N-terminal von den CBS-Dominen liegt und in der Sequenz von LOE II abweicht (s. Abb. 22).

Eine Uberexpression von /el hat keinen Effekt hinsichtlich eines neurodegenerativen Phinotyps
(C. 11.2.b)), wohl aber auf die Prozessierung von APPL (C. VII.2). Wie ist das zu erkliren?

1. Uberschiissiges LOE I hat keinen generell negativen Effekt auf Nervenzellen.

2. Der Effekt der Uberexpression wirkt sich auf die proteolytische Prozessierung des APPL-
Proteins aus. Eine Auswirkung hinsichtlich Neurodegeneration miisste sich auf den App/~Phianotyp
beziehen. Die App/-Mutante selbst hat jedoch keinen neurodegenerativen Phinotyp und somit

kann dieser auch nicht von der Uberexpression von /el beeinflusst werden.

Verwendung der neuronalen Treiber verglichen mit dem Expressionsmuster von loel in
vIvO

Hinsichtlich des Phanotypes ist die Expression vom /&el unter der Kontrolle neuronaler Treiber
(Appl-Gald und elar-Gal4) vollig ausreichend zur Reversion des Phinotyps (s.C. 11.2.b)), wohinge-
gen gliale Treiber keinerlei Effekt zeigen. Wie durch die Antikérperfiarbungen an Kryostatschnitten
mit einem Antikorper gegen LOE I gezeigt werden konnte ist das Expressionsmuster von /el deut-
lich detaillierter (C. II1.3) und nur auf bestimmte Neuronen beschrinkt. Da jedoch auch eine Uber-

expression von /el unter der Kontrolle stirkerer Treiber (z.B. actin-Gal4) keine Effekte im Hinblick
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auf Neurodegeneration zeigt, lisst sich die aus der neuronalen Expression resultierende iiberschiis-

sige Expression in allen Neuronen vernachlissigen.

Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass /el eine neuronale Funktion hat, bei deren Ausfall Neu-
ronen nekrotisch sterben. Diese Funktion hinsichtlich Neurodegeneration ist an den N-Terminus
von LOE I gebunden, wobei alle vorhandenen Motive dieses Bereiches fir eine korrekte Funktion

notwendig sind — fehlen einige, wird der Phinotyp der Mutante nicht vollstindig revertiert.

LOE T als y-Untereinheit der AMPK stellt diesen Komplex in einen funktionellen Kontext, der
Uber die Regulation von Prozessen hinausgeht, die die allgemeine Zellphysiologie umfassen. Viel-
mehr zeigt die Arbeit tiber /el neue, Nerven-spezifische Funktionen des AMPK-Komplexes, die

durch keine der anderen Isoformen substituiert werden konnen.

Northern Blot Experimente

Das /el Transkript ist in der /e-Mutante um ca. 1,5kb verlingert. Durch die Hybridisierungen mit
ciner P-Element-Sonde konnte gezeigt werden, dass das /kel-Transkript in /e einen Teil des P-
Elementes enthilt. Versuche, dieses Transkript mit RT-PCR zu gewinnen und so Aufschluss tber
die genaue Zusammensetzung dieses Mischtranskriptes zu erlangen, waren nicht erfolgreich. Es
kann von der Produktion eines in AS-Zusammensetzung und evntl. Gro3e verinderten Proteins
ausgegangen werden, auch wenn dieses nicht in Western-Blot-Experimenten verifiziert werden
konnte (s. D. I1I).

Ein kleines, kopfspezifisches Transkript von ca. 0,6kb, das aus Exons des 5'-Bereichs von /el be-
stehen muss, konnte in Northern-Blot-Experimenten ebenfalls detektiert werden. Es ist in /e nicht
verindert und somit auch ohne Relevanz fur den /&e-Phinotyp. Versuche, dieses Transkript mit RT-
PCR zu gewinnen und so Aufschluss tber die genaue Sequenz dieses Transkriptes zu etrlangen,

waren nicht erfolgreich.
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II1. Proteinlokalisation und —detektion

Spezifitit der gewihlten Peptide und Selektivitit der Antikérper

Die Aminosiuresequenz der Peptide, die zur Immunisierung der Tiere verwendet wurden, ist durch
verschiedene Verfahren bei den beauftragten Firmen bestimmt worden. Dabei spielen in erster
Linie die AS-Seitenketten eine Rolle, in Verbindung mit einer Strukturdatenbank antigener Motive.
Die ermittelten Sequenzen werden dann noch auf Redundanz gegen Datenbanken bekannter
Proteine und Motive tberprift, um eine ungewollte Ubereinstimmung der ermittelten Epitope mit
Epitopen anderer Proteine zu verhindern.

Trotzdem sind Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen in Totalhomogenisaten von Geweben nicht
ausgeschlossen. Dies ist bei Antikorpern der ersten und zweiten Charge von Antikérpern der Fall
(s. C. IIL.1.a) und C. IIL.1.b)).

Die Tatsache, dass manche Antikorper zwar das in E. coli exprimierte Fusionsprotein erkennen,
nicht jedoch das Protein in Fliegenhomogenisaten kann aufgrund der unterschiedlichen organismi-
schen Herkunft nicht verwundern: Posttranslationale Modifikationen fehlen ebenso wie eine kot-

rekte Tertidrstruktur, die die Epitope maskieren kann.

Stabilitidt der fremdexprimierten Proteine

Die Voraussagen fiir eine Sekundirstruktur von LOE I belegen fiir den N-Terminus einen losen
Aufbau ohne prominente Strukturdomanen (C. 1.5.b)). Fur die Expression solcher /low complexity-
Proteine wird eine Fusion mit fremden Strukturdominen zur Erhéhung der Stabilitit empfohlen
(QiaGen, 2001 #45). Mit einem Fusionskonstrukt, das eine CBS-Domine (pQE70-loel-Nterm) als
stabilisierendes Element enthielt, konnte tatsichlich eine Expression stabiler Produkte erreicht
werden (Abb. 32). Fusionskonstrukte mit der DHFR (DeHydroFolatReduktase) aus der Maus
(Vektoren pQE-16 und —40) konnen die Stabilitit eines Fusionpsroduktes durch die stabilisierende
Wirkung der stark globuliren DHFR erhohen. Aufgrund der sehr geringen Antigenizitit der
DHEFR wiirde diese auch nicht die Antikdrpergeneration storen. Die Produktgréle wire jedoch auf
tber 160kDa angestiegen, was eine erfolgreiche Expression unwahrscheinlich macht.

Versuche, das Kulturenwachstum bei reduzierter Temperatur (30°C) durchzufithren, konnten e-
bensowenig die Degradation der anderen Expressionsprodukte verhindern wie die Verwendung
Protease-defizienter Stimme (s. B. 1.1.b)). Eine Induktion fiir eine kiirzere Zeitperiode, wie eben-
talls im QiaExpressionist (QiaGen, 2001 #45) empfohlen, konnte aufgrund der Expression in der

uninduzierten Kultur als Losung ebenfalls ausgeschlossen werden.
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LOE I in Western Blot-Experimenten mit Kopf-Totalhomogenisaten

Der Widerspruch zwischen dem theoretischen Molakulargewicht von 152kDa und der in Western-
Blots fiir LOE I ermittelte GroB3e von <240kDa ldsst sich nicht abschlieBend 16sen. Verantwortlich
sein kénnten daftur Myristylierungen oder Phosphorylierungen, welche durch die verwendeten Auf-
schlussmethoden nicht enfernt werden konnten. Denkbar ist auch die feste Einbindung in einen
Komplex, der nicht aufgeldst werden kann, jedoch wihrend der Denaturierung aggregiert. LOE I-
Protein kann zu einem geringen Teil unter Verlust eines gro3en Teils der Epitop-Reaktivitit aus
diesen Aggregaten herausgelost werden und mit einer Gréf3e von ca. 160kDa bestimmt werden.

Fir eine genauere Charakterisierung von LOE I im Vergleich zwischen WT und /e miissten die
Detaturierung weiter optimiert werden und gegebenenfalls um chemische Prozessierungen (Demy-

ristylierungen, Deacetylierungen 0.4.) erginzt werden.

1V, Letale Rekombinanten

Das Ziel der Rekombinationsexperimente war es, neue, letale Allele von /e zu erzeugen. Deshalb

wurden die erhaltenen Linien auf ihre Lebensfihigkeit hin selektioniert (Hammerschmied, 1999

#H14).

Wie in Abb. 37 zu sehen, wurden bei den Rekombinationsexperimenten grofie Chromosomenver-

anderungen verursacht. Dabei sind neben Rekombination im Sinne des HEI-Prinzips (s. Abb. 36)

weitere, komplizierte Umlagerungen zu verzeichnen.

Dabei ist zuerst ein Rekombinationsereignis wie nach dem HEI-Prinzip zu postulieren, da in allen

Fallen die eingesetzten Marker (¢ oder ¢) auf das P-Element-tragende Originalchromosom rekom-

biniert wurden. Danach kam es allerdings aufgrund mangelnder Stabilisierung zu weiteren Translo-

kationen des P-Elementes.

Die Linien R14 und R17 tragen eine ca. 74kb grof3e Deletion tiber den /e-Genlocus aber auch tiber

cine Reihe anderer Gene hinweg (s. Abb. 37). Nach dem ersten Rekombinationsereignis sind keine

weiteren Umlagerungen vor sich gegangen.

Ahnlich ist die Situation in den Linien R9 und R10. Hier wurde ein Bereich von ca. 92kb deletiert.

Zusitzlich dazu ereignete sich eine Inversion des P-Elementes, ob dies vor oder nach dem Rekom-

binationsereignis geschah, kann nicht tiberprift werden.

Dem Rekombinationsereignis in Linie R8 folgte ein jump out, wobei eine kleine Deletion im Bereich

der ehemaligen Insertionsstelle hinterlassen wurde (Hammerschmied, 1999 #14). Die Re-Insertion

des P-Elementes geschah in 101F auf dem 4. Chromosom. Die gesetzte Deletion liegt im nichtko-

dierenden Bereich von /e, somit ist vermutlich die Reinsertion auf dem 4. Chromosom fur die Le-

talitit verantwortlich.

Die widerspriichlichsten Ergebnisse lieferten die Linien R39 und R37. Reproduzierbare plasmid
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rescues in 5'-Richtung belegten die Lage des P-Elementes an der orginalen Position in 93B-C, ebenso
reproduzierbare plasmid rescues in 3' Richtung deuteten im Falle von R39 auf eine Position in 89B-C,
im Falle von R37 gar auf eine Positionierung in 49A-B und 89B-C.

Die wahrscheinlichste Erklarung fiir beide Falle kann so gegeben werden: Nach dem anfinglichen
Rekombinationsereignis erfolgte ein unpraziser jump out, bei dem ein gréfleres genomisches Frag-
ment aus dem 5'-Bereich der ehemaligen Insertionsstelle mitgenommen wurde. Dieses genomische
Fragment muss grof3er sein als die Lauflinge einer durchschnittlichen Sequenzierreaktion, so dass
nie Uber dieses Fragment hinaus in 5'-Richtung sequenziert werden konnte. In Linie R39 erfolgte
dann eine Re-Insertion dieses falsch exzisierten P-Elementes in 89B-C, in R37 eine Duplikation
dieses Flementes und zwei Re-Insertionen (in 49A-B und 89B-C). Das hat zur Folge, dass die Se-
quenzierung in 5'-Richtung die originale Position vorgibt (aufgrund des mit-translozierten genomi-

schen Stiickes), Sequenzierungen in 3'-Richtung jedoch den tatsichlichen Insertionsort offenbaren.

Die Bildung von Mischchromosomen kann eher ausgeschlossen werden, da sich dann im Verlauf
der nachfolgenden Kreuzungen Chromosomen-Duplikationen fiir das zweite und dritte Chromo-
som hitten manifastieren mussen, welche als letal anzusehen sind.

In allen Fillen ist die erzeugte Letalitit wahrscheinlicher auf die Neuinsertionen der P-Elemente an
anderen Orten und nicht auf die Verinderungen im /e-Genlocus zuriickzufiihren.

Im Falle der Linien, von denen keine plasmid rescues generiert werden konnten, kann nur durch ande-
re Techniken eine genaue Rekonstruktion der chromosomalen Verinderungen erstellt werden.

Da jedoch die anderen letalen Rekombinationsereignisse immer auch andere Gene beeinflussten,
konnte nicht klar gestellt werden, ob /e letal mutierbar ist. Eine Mitbeeinflussung anderer Gene wie
in den bereits charakterisierten Linien ist u.U. zu erwarten. Die weitere Charakterisierung der

verbleibenden Linien muss noch erfolgen.

V. Interaktionen des LOE I-N-Terminus

Die geringe Ausbeute in den yeast two hybrid- Screens mit dem Matchmaker-System konnte seine Ur-
sachen in den verwendeten Konstrukten haben. Dabei sind zwei kritische Parameter naheliegend:
Der in dem System enthaltene Kernimport der Fusions-Proteine und deren Grof3e sowie Stabilitit.
Kernimport und Gréfle

Um als rekonstituierter Transkriptionsfaktor zu wirken, miissen die interagierenden Fusionsprotei-
ne in den Kern importiert werden. Die erzeugten Fusionsproteine tragen zwar jeweils ein nukledres
Lokalisationssignal, jedoch benoétigen globulire Proteine tiber 60kDa einen aktiven Transport durch
die Kernpore (Mattaj, 1998 #66). Dabei wird nicht nur der Kernporenkanal erweitert, sondern fiir
eine Reihe von Porteinen ist fiir den korrekten Kernimport ein Entfalten des Proteins vonnéten.

Dabei spielen z.B. die beat shock-Proteine Hsp60 und Hsp70 eine Rolle (Gotlich, 1998 #65). Das
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Gal4-LOE I-Fusionsprotein hat eine GroB3e von 115,4kDa. Ein inkorrekter Kernimport kann bei

dieser GrofBe nicht ausgeschlossen werden.

Stabilitit von LOE I

Wie sich in den Experimenten zur Expression eines LOE I-Fusionsproteins gezeigt hat, ist der
isolierte N-Terminus des Proteins in E.co/ relativ instabil (s. C. I111.1.c)(2)). Diese Instabilitit beruht
zum einen auf der vermutlich nicht sehr kompakten Tertidrstruktur dieses N-terminalen Bereiches
von LOE I (s. C. 1.5.b)) andererseits auf der Grof3e des Fusionsproduktes (s.o.).

Das in den yeast two hybrid- Screens mit dem LOE I-N-Terminus verwendete Fusionskonstrukt ent-
spricht in seiner Komposition hinsichtlich /el den N-terminalen Konstrukten, die fiir die Protein-
expression verwendet wurden. Eine dhnliche Instabilitit des Fusionsproduktes in Hefen ist anzu-
nechmen. Ein degradiertes Protein wird vermutlich trotz NLS (Nuclear Localization Signal) erst gar
nicht in den Nucleus importiert. Sollte dies doch der Fall sein, so ist jedoch nur ein Bruchteil der
moglichen Interaktionen zu erwarten.

Losungen

Nach der abgeschlossenen strukturellen Analyse in Bezug auf Interaktionsmotive und Dominen (s.
C. L5.b)) sollten die in den yeast two hybrid- Screens eingesetzten Konstrukte dahingehend verandert
werden, dass nur noch einzelne Motive oder Dominen in den Konstrukten enthalten sind. Das
hitte einerseits eine zwangsldufige Verkleinerung der Fusionsprodukte (und damit Steigerung der
Stabilitit) zu Folge, andererseits ergiben die yeast #wo hybrid- Screens dann gleich konkretere Bezie-
hungen zwischen Interaktionspartner und Interaktionsmotiv. Auch das Problem des unsicheren
Kernimportes kann so umgangen werden.

Eine weiterer, im Rahmen der Arbeit ja auch schon begonnener Weg ist, den kritischen Kernim-
port ganz zu umgehen. Dazu finden yeast two hybrid- Systeme Anwendung, deren Interaktion im
Cytoplasma der Hefe-Zellen stattfindet, wie das bei dem CytoTrap”-System von Stratagene der Fall

ist.

NiPSNAP - der Interaktionspartner von LOE I

Das NiPSNAP-Protein besitzt Homologien zu einer Nitrophenyl-Phosphatase und zu SNAP-25,
einem Protein, das bei der Membranfusion von Vesikeln eine Rolle spielt. Nitrophenylphosphatase-
Domiinen sind tber ihre katalytische Fuktion charakterisiert: Sie dephoshporylieren das Pseudo-
Substrat p-Nitrophenylphosphat. Diese Aktivitdt zeigen eine Reihe von Membran-stindigen ATPa-
sen, die als Ionentransporter fungieren (Martin, 2000 #63). Welche Funktion diese Aktivitit im
Hinblick auf das NiPSNAP-Protein hat, ist nicht beschrieben (Seroussi, 1998 #64).

Die Interaktion mit LOE I erscheint insofern sinnvoll, da auch fur APPL eine Rolle im Vesi-

keltransport diskutiert wird (Gunawardena, 2001 #54). Von Gunawarda et al wird fiir APPL eine
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Funktion als Rezeptor fiir Kinesin I zz vivo gezeigt. Dartiberhinaus konnten Kamal et al zeigen, dass

APP fiir den Transport von Membrankompartimenten benotigt wird, die sowohl B-Sekretase als
auch Presenilin enthalten (Kamal, 2001 #55). Dass fiir solche spezialisierten Vesikel NiPSNAP und
ein AMPK-Komplex mit LOE I eine Funktion haben ist spekulativ aber durchaus moglich.

V1. loel und der Cholesterinstoffwechsel

Mit der erzeugten /oe-clb/ loe —Mutante und der Uberexpression der ¢/--cDNA im /e-Hintergrund in
Neuronen konnte eindeutig eine genetische Interaktion zwischen /e und ¢/b nachgewiesen werden.
Wihrend die Reduktion der ¢/-Expression um eine Kopie den /&e-Phinotyp abschwicht, verstarkt
die Expression von zusitzlichem ¢/ den /e-Phinotyp (Abb. 39).

Der Einfluss der Gendosis (Reduktion um eine Kopie und Expression einer weiteren Kopie von
¢lb) von clb auf die le-Mutante belegt diese Interaktion. Diese Interaktion zeigt deutlich 7 vivo, dass
die Regulation der HMG-CoA-Reduktase durch die AMPK in Drosophila konserviert ist.

Es besteht jedoch ein gravierender Unterschied zwischen Insekten und Vertebraten: Aufgrund des
Fehlens zweier Enzyme konnen Insekten kein Cholesterin de novo synthetisieren. Der unveridnderte
Cholesterin-Spiegel in /e geht damit konform. Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist aber die Menge an
Cholesterinestern in /e alteriert. Es kann daher fir die HMG-CoA-Reduktase moglicherweise ein
bislang unbekannter Einfluss auf die Hydrolyse von Cholesterinestern oder die Veresterung von
Cholesterin postuliert werden.

Die Neurodegeneration in adulten /e Fliegen ldsst sich durch eine Statin-Behandlung deutlich redu-
zieren (Abb. 40). Dieser Effekt belegt die Funktion der HMG-CoA-Reduktase im Hinblick auf den

loe-Phianotyp und damit die Interaktion zwischen ¢/ und /e.

Es wurde gezeigt, dass Statine dramatisch die Produktion des AB-Peptides unterdriicken konnen
bevor eine Reduktion des Cholesterins detektiert werden kann (Fassbender, 2001 #57). Die APP-
Prozessierung wird also offenbar durch andere Intermediate des Cholesterin-Stoffwechsels beein-
flusst, z.B. Cholesterinester, wie es in Vertebraten diskutiert wird (Wolozin, 2000 #10). Die Sup-
pression des neurodegenrativen Phinotypes in /e durch Statine kénnte ebenfalls tiber die Redukti-
on von Cholesterin-Derivaten und damit tiber die Veranderung der APPL-Prozessierung gesche-
hen.

Ein anderes Enzym, das im Cholesterinester-Stoffwechsel von Vertebraten eine Rolle spielt, ist die
Hormon-sensitive Lipase. Sie hydrolysiert Cholesterinester und wird negativ von der AMPK regu-
liert (Garton, 1989 #58). Eine Reduzierung oder der Verlust der Aktivitit der AMPK in /e sollte zu
einer Uberaktivierung dieser Lipase fithren und damit zu einem reduzierten Gehalt an Cholesterin-
estern. Die Anderungen des Cholesterinester-Spiegels in /e konnten ein erster Hinweis auf die E-

xistenz einer solchen Lipase in Neuronen von Drosophila sein.
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VII. Appl — loe-Interaktion

Wie die knock ont-Miuse fiir das APP aus Vertebraten zeigt auch die App/-Null-Mutante nur gerin-
ge neurologische Defekte (Miller, 1994 #59, Zheng, 1995 #060, Luo, 1990 #49). Im /oe-
Hintergurnd aber kann App/ eindeutig in Verbindung mit Neurodegeneration gebracht werden. Ist
in der /e-Mutation die Menge an 16slichem APPL-Protein (nach der Prozessierung) reduziert, fehlt
sie in App/ vollig. Fiir das nach Prozessierung durch die 0-Sekretase sezernierte sSAPPQ-Fragment
ist eine neuroprotektive Funktion beschrieben (Furukawa, 1996 #61). Die drastische Verstirkung
der Neurodegeneration und die damit verbundene Reduzierung der Lebensdauer kénnte auf das
komplette Fehlen dieser neuroprotektiven Funktion durch das Fehlen von APPL in der Doppel-
mutante (App/ 1llo¢) im Zusammenhang mit dem neuronalen Zelltod in /e zuriickzufithren sein.

Von Torroja et al wurde jedoch auch gezeigt, dass APPL eine Funktion bei der Plastizitit von Sy-
napsen hat (Torroja, 1999 #62). Ebenso wurde fiir APPL eine Funktion als Rezeptor fir Kinesin I,
einem Motorprotein im anterograden Vesikeltransport, gezeigt (Kamal, 2001 #55). Ein AMPK-
Komplex mit LOE I als y-Untereinheit konnte tGber die Interaktion mit NiPSNAP ebenfalls eine
Funktion in einem spezialisierten Vesikeltyp tibernehmen (s.0.). Eine verinderte Versorgung von
Synapsen bzw. das Fehlen bestimmter Vesikel-Subtypen kann ebenso zum Absterben von Neuro-

nen fuhren.

Uber die Ursache der Verkiimmerung der Ovarien in der App/slllse-Doppelmutante lisst sich nur
spekulieren. Es wurde gezeigt, dass APP in Vertebraten nicht nur eine Funktion im axonalen Vesi-
keltransport hat (Beer, 1995 #85). Der Verlust von funktionellem APPL zusammen mit eventuellen
Verinderungen des Sterolgehaltes in der Membranin der App/ ‘/,'H;/oe-Doppelmutante ist in den exo-

cytotisch hochativen Follikelzellen somit wahrscheinlich der Grund fur die Sterilitit.
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VIII. LOE I, APPL und Sekretasen

Die Prozessierung von APPL ist durch LOE I klar beeinflusst: Die Mutation /e reduziert die Pro-
duktion der 16slichen 130kDa-Form, eine Uberexpression steigert diese Prozessierung (Abb. 43).
Diese Prozessierung geschieht durch spezielle Metalloproteasen, nach ihrer Funktion Sekretasen
genannt. In Vertebraten sind a-, B- und Y-Sekretasen beschrieben.

In Zellkultur aus Vertebraten ist eine Beeinflussung der B-Sekretase-Aktivitit (BACE) durch Ver-
anderungen der Cholesterin- und Cholesterinester-Spiegel im Medium gezeigt, die O-Sekretase ist
davon unbeeinflusst (De Strooper, 2000 #51). Die B- und Y-Sekretase-Aktivitit scheint in Vertebra-
ten in einem gemeinsamen Plasmamembran-Kompartiment zu lokalisieren (Selkoe, 2001 #50). Die
Prozessierung von APP durch die Y-Sekretase kann wiederum nur dann erfolgen, wenn eine Pro-
zessierung durch die O- oder 3-Sekretase vorangegangen ist.

In Drosophila sind Homologe der Q- (kuz — kuzbanian, (Pan, 1997 #52)) und der y-Sekretase (Psz —

presenilin, Nowotny, 2000 #53)) bekannt. Eine [3-Sekretase ist in Drosgphila nicht kloniert. Nichts-
destotrotz enthalten die Genvoraussagen der Drosophila-Sequenzierprojekte (GadFly, s. C. 1.5.c))
mehrere Metalloproteasen (zu welchen alle Sekretasen gehéren).

Von R. Reifegerste konnte gezeigt werden, dass ein Homogenat aus Drosophila-Kopfen APP aus
Vertebraten prozessieren kann. Diese Prozessierung unterscheidet sich jedoch von der Prozessie-
rung durch BACE, der [B-Sekretase aus Vertebraten, und von der Prozessierung durch die O-
Sekretase. Die Schnittstelle dieser endogenen Sekretase liegt etwa 10-15AS von der BACE-
Schnittstelle entfernt (personliche Mitteilung, Daten unveréffentlicht, s. Abb. 52A). Es muss also
eine weitere endogene Sekretase in Drosophila existieren. Man kénnte diese (hinsichtlich threr Aktivi-
tit) vierte Sekretase als '0'-Sekretase bezeichnen (D. Kretzschmar, personliche Mitteilung).

In den vorliegenden Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass Presenilin nicht von LOE 1
beeinflusst wird. Weder die Prozessierung von NOTCH durch PSN noch die APPL-Prozessierung
durch PSN sind durch die /se-Mutation oder (im Fall von APPL) durch eine Uberexpression von

Joel zu verandern.

Die vermutliche 0-Sekretase in Drosophila KUZ scheint in ihrer Aktivitit ebensowenig von LOE 1
abhingig zu sein, wie die Experimente zur APPL-Prozessierung in /e und kuzg zeigen. Wie in Abb.
45 gezeigt, beeinflusst /e nicht die Aktivitit von KUZ bei der Prozessierung von NOTCH. Pan et
al haben gezeigt, dass in dem Nullallel von £#z keine Prozessierung von NOTCH mehr stattfindet
(Pan, 1997 #52). Hitte ke einen Einfluss auf KUZ, misste sich das in einer Verdnderung der Pro-
zessierung von NOTCH niederschlagen.

97



Diskussion

Es wurde bislang auch noch nicht gezeigt, dass KUZ tberhaupt eine Rolle in der APPL-
Prozessierung spielt. Die gain of function-Aktivitit des kuz Allels £#3™> deutet jedoch auf eine mogli-
che Funktion von KUZ bei der APPL-Prozessierung hin.

Dass die Reduzierung der endogenen APPL-Prozessierung durch /e in Abb. 46 nicht sehr deutlich
zu sehen ist, liegt vermutlich daran, dass diese Reduzierung durch die gain of function Prozessierung
in kug zum Teil maskiert wird, da sich die Prozessierungen der Sekretasen ausser der Y-Sekretase
ausschliessen (Selkoe, 2001 #50). Desweiteren ist in diesen Versuchen aufgrund der Letalitit von
knz die Mutation nur heterozygot, was zur Folge hat, dass die normale endogene Prozessierung

immer im Hintergrund vorhanden ist.

Um Eigenschaften einer B-dhnlichen Sekretase untersuchen zu konnen, wurde stellvertretend fiir

eine 'B'-Sekretase aus Drosophila die [B-Sekretase BACE aus Vertebraten verwendet. Die Prozessie-
rungsstelle von BACE in APPL unterscheidet sich klar von der der endogenen Sekretase in Dro-
sophila, wie anhand der groflenverinderten Prozessierungsprodukte in Abb. 47 zu sehen ist.

Die Aktivitit von BACE lisst sich klar durch /e blockieren (Abb. 47). Eine Uberaktivierung, wie in
der endogenen APPL-Prozessierung bei /el-Uberexpression zu beobachten (Abb. 43 und Abb. 47),
lasst sich nicht klar belegen, jedoch ist das Verschwinden der unprozessierten 145kDa-APPL-
Bande als eine Uberlagerung von gesteigerter BACE-Aktivitit und gesteigerter Aktivitit der endo-
genen Sekretase zu interpretieren. Der Effekt auf die endogene '0-Sekretase allein ist in Abb. 43 zu
sehen: Die 145kDa-Form wird deutlich vermindert, bleibt aber detektierbar. Die Uberaktivierung
der '0-Sekretase durch /el scheint stirker zu sein als die von BACE und daher findet diese Prozes-
sierung u.U. bevorzugt statt.

Aufgrund der ermittelten Differenzen der Fragmentgrof3en der APPL-Prozessierung durch BACE

und die '9-Sekretase lisst sich folgende Verteilung der Sekretase-Schnittstellen in dAPPL postulie-
ren. Wie von Torroja et al gezeigt, ist im Bereich von AS 758-791 in APPL die Schnittstelle der
Sekretase enthalten, die die l6sliche 130kDa-Form von APPL erzeugt (Torroja, 1999 #62). Dele-
tiert man diesen Bereich, ist die Prozessierung von APPL unterbunden (Konstrukt .4pp/*” in Tor-
roja et al, 1999, s. Abb. 52B). Die Transmembrandomine wird von Torroja et al auf die AS 787-836

festgelegt (Torroja, 1999 #62), die tatsichlich membrandurchspannenden AS sind 812-834
(Transmembrandominenvoraussage auf www.expasy.ch). Die Y-Schnittstelle liegt vermutlich am C-
terminalen Ende der Transmembrandomine von APPL (Torroja, 1999 #62).

Das Produkt der APPL-Prozessierung durch BACE hat ein molekulares Gewicht von ca. 135kDa
und unterscheidet sich damit von dem endogenen Prozessierungsprodukt (130kDa). Die BACE-
Schnittstelle und die 'd-Schnittstelle miissen somit in einer Distanz von 35-40 AS liegen, denn das

wiederum entspricht der Gewichtsdifferenz von ca. 5kDa. Diese Distanz lasst sich zumindest in der
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GroBenordnung zwischen der vermutlichen BACE- und der 'd'-Sekretase-Schnittstelle finden (Abb.
52B). Die in Abb. 52 eingezeichnete BACE-Schnittstelle wurde aufgrund von Turner et al be-
stimmten Konsensus (Turner, 2001 #67) und in Abgleich mit der BACE-Schnittstelle in hAPP
bestimmt (unterstrichene AS in Abb. 52A+B).
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Abb. 52: Die Positionen der Sekretase Prozessierungsstellen in hAPP und dAPPL.

A. Die Sekretaseschnittstellen in hAPP, verdndert nach De Strooper (De Strooper, 2000 #51).

B. Die vermutlichen Positionen der Sekretaseschnittstellen in dAPPL

Im Bereich von AS 758-791 in APPL ist die Schnittstelle der Sekretase enthalten, die die 16sliche 130kDa-Form von

APPL erzeugt (Torroja, 1999 #62). Die BACE-Schnittstelle und die '0-Schnittstelle in APPL miissen in einer Dis-
tanz liegen, der AS eines Gewichtes von ca. 5kDa entsprechen. Das sind ungefihr 35-40 AS, diese Distanz lasst sich

zumindest in der GroBenordnung zwischen der vermutlichen BACE- und der '8'-Sekretase-Schnittstelle finden (Abb.
52B). Die in Abb. 52 eingezeichnete BACE-Schnittstelle wurde aufgrund von Turner et al bestimmten Konsensus
(Turner, 2001 #67) und in Abgleich mit der BACE-Schnittstelle in hAPP bestimmt (unterstrichene AS in Abb.
52A+B)

In Vertebraten wurde gezeigt, dass Statine dramatisch die Produktion des AP-Peptides unterdrii-
cken koénnen bevor eine Reduktion des Cholesterins detektiert werden kann (Fassbender, 2001
#57). Das lisst eine Beeinflussung der B-Sekretase durch andere Intermediate des Cholesterin-
Stoffwechsels vermuten (Wolozin, 2000 #10), z.B. Cholestetinester. Die vemutete 'd-Sekretase in

Drosophila kénnte ebenfalls in ihrer Aktivitdit vom Cholesterinester-Spiegel abhingen, der in /e auf

40% gesenkt ist (s. C. VL.3).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen:

Die endogene Prozessierung des APPL-Proteins ist eindeutig durch /el beeinflusst.

Eine Inhibition von Presenilin ist nicht die Ursache dieser Beeinflussung,

Ein Effekt von LOE I auf die Aktivitit von KUZ, der vermuteten O-Sekretase in Drosophila, kann

ebenfalls ausgeschlossen werden.
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Die 3-Sekretase aus Vertebraten BACE wird in ihrer Aktivitit durch die se-Mutation negativ beein-
flusst.

Eine Sekretase, die in ihrer Aktivitit der 3-Sekretase BACE ahnelt, konnte Ziel des Einflusses von
LOE I sein. Da sie eine von den anderen Sekretasen unterscheidbare Prozessierungsstelle erkennt,

kann sie als '0'-Sekretase bezeichnet werden.

Mediator dieser Beeinflussung koénnte der Cholesterinester-Spiegel sein, den in Neuronen ein
AMPK-Komplex mit LOE I als y-Untereinheit tiber die HMG-CoA-Reduktase reguliert.
Der Einfluss von LOE I im AMPK-Komplex auf BACE und die postulierte &-Sekretase ist somit

wahrscheinlich indirekt.
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E. Zusammenfassung

Neurodegenerative Erkrankungen des Menschen sind eines der Hauptfelder molekularer neurobio-
logischer Grundlagenforschung. Um generell molekulare, komplizierte Vorginge i vivo untersu-
chen zu konnen, nutzt man seit geraumer Zeit Modellorganismen wie Caenorbabditis elegans oder

Drosophila melanogaster.

In der vorliegenden Arbeit wird die Drosophila-Neurodegenerationsmutante /e (/ichrig) beschrieben,
die als Modell fiir die Rolle des Cholesterinhaushalts im Bezug auf Neurodegeneration herangezo-
gen werden kann.

Die Fliegen dieser Mutante zeigen stark progressive, altersabhingige Degeneration von Neuronen,
dabei unterlaufen diese Nervenzellen einen nekrotischenZelltod.

Verantwortlich fiir diese Mutation ist die Insertion eines P-Elementes in einem Intron des Drosgphi-
la-y-5"-AMP-aktivierten Proteinkinase- (AMPK)-Gens. Die verschiedenen Splei3produkte des /e

Gens kodieren fiir die regulatorische Yy-Untereinheit des AMPK-Komplexes, der , aktiviert durch
5'AMP, energicintensive Prozesse negativ reguliert.

Die Splei3form /el ist durch die P-Element-Insertion betroffen, Anteile des P-Elementes werden
in das /lel-Transkript hineingespleil3t. Eine neuronale Expression von /el im /e-Hintergrund fithrt
zur Revertierung des /e-Phinotypes. Mit der Expression anderer Splei3formen kann dieser Effekt
nicht erzielt werden.

Das LOE I-Protein birgt in seinem N-Terminus eine Reihe méglicher Interaktionstellen mit ande-
ren Proteinen, die den AMPK-Komplex in einen Kontext mit den Proteinen der APP (Amyloid
Precursor Proteins) —Familie stellen oder z. B. Interaktionen mit dem Cytoskelett herstellen kénnen.
Eine molekulare Interaktion mit NiPSNAP, einem Protein, dass vermutlich eine Rolle im Vesikel-
verkehr spielt, konnte nachgewiesen werden.

Ein direktes humanes Homolog von LLOE 1 ist nicht bekannt, wohlgleich es im Menschen drei

AMPK-y-Untereinheiten gibt, von denen zwei dhnliche Funktionen tbernehmen kénnten wie
LOE L

Die /ve-Mutante interagiert genetisch mit der Mutante ¢/b — columbus, die einen Defekt im Gen der
HMG-CoA-Reduktase trigt. Dieses Emzym ist das Schlisselenzym der Cholesterinbiosynthese.
Die Art der Interaktion belegt eine negative Regulierung der HMG-CoA-Reduktase durch die
AMPK. So schwicht die ¢/»-Mutation den neurodegenerativen /e-Phinotyp ab, eine Uberexpressi—
on von ¢/b verstirkt diesen. Eine Verminderung der Neurodegeneration kann auch mit Medikamen-
ten erreicht werden: Statine, potente Hemmer der HMG-COA-Reduktase, reprimieren deutlich den

loe-Phinotyp. In /e ist der Cholesterinester-Spiegel auf 40% abgesenkt.
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Eine weitere genetische Interaktion von /e konnte nachgewiesen werden: Die Mutante fir das Dro-
sophila-Homolog von APP (Appl) verstirkt den neurodegenerativen Phinotyp in /e stark, wogegen
die App/-Mutante selbst keine neurodegenerativen Defekte aufweist. Dartiberhinaus zeigt die Dop-
pelmutante Defekte, die keine der Einzelmutanten aufweist: Sterilitit oder eine extrem kurze
Lebensdauer von nur 3-4 Tagen.

Diese Interaktion lieB3 sich auf molekularer Ebene charakterisieren. Die proteolytische Prozessie-
rung von APPL durch Sekretasen ist in /e alteriert. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt wer-
den, dass durch die Ze-Mutation die [-Sekretase aus Vertebraten (BACE) und eine bisher noch
nicht beschriebene endogene Sekretase aus Drosophila negativ beeiflusst werden. Ein AMPK-
Komplex mit LOE I als y-Untereinheit scheint tiber den Cholesterinester-Spiegel die Aktivitit einer
speziellen Untergruppe der Sekretasen zu beeinflussen. Die Missfunktion dieser Sekretasen ist ein
kritischer Punkt in der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit.

Die /Jre-Mutation wirft neues Licht auf die bekannten Verbindungen zwischen Cholesterin-
Stoffwechsel, Vesikelverkehr und Prozessierung von APP(L). Mit den groen Moglichkeiten, die
die Drosgphila-Genetik bietet, stellt diese neue Mutante ein weiteres Werkzeug zur Charakterisierung

von Therapie-Ansitzen fiir die Alzheimer-Kankheit dar.

Die vorliegende Arbeit belegt um ein weiteres Mal, dass Drosgphila ein potentes Modellsystem zur
Untersuchung humaner, neurodegenerativer Erkrankungen wie Chorea Huntington, Parkinson oder

der Alzheimer Krankheit ist.
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SUMMARY

Human neurodegenerative diseases are the main topic of basic molecular neurobiological re-
search. To investigate general detailed mechanisms zz vivo one uses genetic model organisms like
Caenorbabditis elegans or Drosophila melanogaster for quite a long while.

This thesis describes the Drosophila neurodegeneration mutant /ichrig (loe), which can be used as a
model for cholesterol metabolism in respect to neurodegeneration.

Mutant /e flies show strong and progressive age-dependent neurodegeneration with necrotic cell
death of neurons.

The P-element inserted in an intron of the gene coding for the Drosophila 5'-AMP activated pro-
tein kinase (AMPK) complex Y-subunit, is responsible for the mutation in /&e. The various splice

forms of the /e gene code for different y-subunits, which are the regulatory subunits of the
AMPK complex consisiting of three heterodomains.

The splice form /el is affected by the P-element insertion, parts of the P-element are spliced into
the /el transcript in the /e mutant. The neuronal expression of one copy of /&el in the mutant
background revertes the neurodegenerative phenotype which can not be achieved by expression
of one of the other splice forms.

The LOE I protein contains in its N-terminus several putative interaction motifs and domains.
These could get a LOE I-containing AMPK complex in context with the APP (amyloid precursor
protein) or the cytoskeletton. An interaction with NiPSNAP — a protein with a putative function in
vesicular transport — has been proved moleculatly.

A human homolog of LOE I is not yet known, although there are three different isoforms of a

AMPK Y subunit described in humans.

The /e mutant interacts genetically with the columbus (¢/b) mutant, ¢/b encodes for the HMG-CoA
reductase, the key enzyme in cholesterol biosynthesis. This interaction verifies a negative regula-
tion of the HMG-CoA reductase by the AMPK complex in Drosophila, because the ¢/b mutation
supresses the /e phenotype and an overexpression of ¢/b enhances the neurodegeneration. A su-
pression of the neurodegenerative phenotype can also be achieved by a statin treatment of /oe
flies. Statins are potent inhibitors of the HMG-CoA reductase.

Another genetic interaction exists between /e and the App/ mutant. App/’, the null mutant of the
Drosophila APP homolog, enhances strongly the neurogenerative phenotype of /e, whereas the
App! mutant itself shows no neuronal defects. In addition the double mutant shows defects
which none of the single mutants show: sterility of females and a dramatic shortened lifespan of

only 3-4 days.

103



This interaction could be characterized on the molecular level: The proteolytic processing of
APPL by secretases is altered in the /e mutant. Both the BACE secretase from vertebrates and a

so far uncharacterized endogenous secretase in Drosophila are negatively influenced by the /e mu-

tation. An AMPK complex containing LOE I as the Y-subunit seems to regulate the activity of a
subgroup of the secretases via the cholesterolester level. The misfunction of secretases is a crutial
point in the pathogenesis of Alzheimer's disease.

The /e mutation gives new insights in the already known links between cholesterol homeostasis,
vesicular transport, and processing of APP(L). Together with the extensive tools of Drosgphila
genetics this new mutant will offer new possibilities to characterize putative therapies to cure
Alzheimer's disease.

This thesis once again presents Drosgphila as a potent model system for the research on human

neurodegenerative diseases like Huntington's, Parkinson's, or Alzheimer's disease.
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Abb. 53: alignment zwischen LOE I und hyAMPK 2

Die Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle

("MSGK'? bezogen auf LOE I) ist in

, die MAP2-

Kinase Interaktionsstelle [PxTP] (**PRTP" bezogen auf LOE I) ist in rot eingezeichnet. Erklirungen der AS-

Konsensi, s Abb. 14, C. 1.5.b).
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catalytic auto- subunits binding
regulatory domain

h AMPK «1-2 human

75% 40%
T e
B81% 32%

subunits binding domains

Il | 11 | dAMPK [ Drosophila
AMPK (12 rat
37% 50%
I | || | | | Sip 1 yeast
25% 35%
[ | [ | 1 Sip 2 yeast
1 1400
1 | EE51 ] 6651 ] 665 ] 55 | LOE I Drosophila
1 “—  638% (80%) ==b coq
| | I I_n hAMPK y 2 human
| = E31% (T6%) >
L1 i1 11 1 I:n hAMPK y 3 human

| - 64,1% (T8%) i 331

IO vaverc tnoman

1 == B59% (77%) ==p 33p

I | SRR

1 p— 36% /60%) — 322
L i) I Snf 4 yeast

Abb. 54: Die Untereinheiten der AMPK im Vergleich zwischen den Spezies
modifiziert nach Hardie, 1998 und Kemp, 1999
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Anhang

Protein Datenbank accession numbers
ha AMPK1 AAD43027.1
ha AMPK2 CAC17574.1
ratd AMPK AAC52355.1
hBAMPK1 AAC98897.1
ratBAMPK1 AAC52579.1
hyAMPK1 AAC50495.1
hyAMPK2 AJ2489976
hyAMPK3 AJ249977
ratyAMPK1 AAC52580.1
dSNF4/dyAMPK AAC953006.1

Tab. 7: Genbank-Nummern der beschirebenen und verglichenen Proteine

weitere: www.ncbinlm nih.gov, www.expasy.org
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H. Verzeichnis der Abkiirzungen

5-AMP 5-AdenosinMonoPhosphat

a”P-dCTP desoxyCytosin TrisPhosphat, das a-Phosphat enthilt das Isotop Phosphor

Abb. Abbildung

Abk. Abkiirzung

abs. absolut

AD Alzbheimer's disease
AK Antikorper

AMPK 5AMP-aktivierte Protein Kinase

APS Ammoniumpersulfat
AS Aminosauren
BACE B-site APP cleaving enzyme

BDGP Berkley Drosophila Genome Project

bp Basenpaare
BSA Bovine Serum Albumine
BSE Bovine Spongioforme Encephalopathy

cAMP cyclischesAMP(= 3-AMP)

cDNA complementary DNA

CIA Chloroform/Isoamylalkohol

CJD Creutzfeld-Jacob-Disease

cpm counts per minute

Cy5 Indocarbocyanin

DC-2 Drosophila cAMP abhingige Proteinkinase 2
DNA DesoxyriboNucleic Acid

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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GPI

kb
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mRNA
NiPSNAP
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ORF
PCR
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PEG

RT
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UN
UTR

u.U.
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Glycosyl Phosphatidyl Inositol
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messenger RNA
NitrophenylPhosphatase-SINAP 25-ike protein
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