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Zusammenfassung englisch

Intact fast anterograde transport is imperative both for proper
neurodevelopment as well as to protect synapses against degeneration. In this,
study | investigate the diverse effects of mutations in the two major anterograde
motors: The kinesin-3 family member Unc-104 and the kinesin-1 family member
KIF5A. Interestingly mutations in both motors have been associated with

hereditary spastic paraplegia (HSP).

HSPs comprise a group of inherited motorneuron diseases. The main feature of
HSP is the progressive stiffness of the lower limbs due to a dysfunction of nerve
cells. Hereby, the kinesin-3 family member unc-104 is the Drosophila homolog
of kifla, the spastic paraplegia gene 30 (SPG30), the kinesin-1 family member
khc is the homolog of kif5a, the SPG10 gene.

In an anatomical screen of neurodevelopmental mutants, | identified unc-104""
as a novel mutation in unc-104. unc-104 has been shown to be important for
fast axonal transport of synaptic components and maturation of embryonic
synaptic boutons. Unc-104°" is a point mutation in a conserved residue
(R561H) in the FHA domain of Unc-104. This mutation does not decrease
protein abundance but does lead to functional impairment in the unc-104 loss of
function mutant, most likely by affecting the regulation of kinesin activity, which
is important for energy coupled cargo loading. Using this subtle mutation | was
able to uncover novel cellular functions of Unc-104 in Drosophila. |1 show that
Unc-104 coordinates presynaptic maturation of neighboring active zones at the
neuromuscular junction, possibly by controlling site specific delivery of its
cargoes. Next, | identified a role for Unc-104 in restricting NMJ growth and
dendrite branch stability, suggesting the involvement of Unc-104 in dendritic
transport. Additionally, changes in the subsynaptic reticulum were observed.
These novel functions together with the previously described roles highlight that
kinesin-3 function is critically important for the maturation of neuronal structures,
both during embryonic development and later during larval neuromuscular
junction formation and dendrite branch stability. Although the investigated

mutations in the kinesin-3 did cause severe neurodevelopmental defects, no



XWV|ZUSAMMENFASSUNG

neurodegeneration was observed. Future work will have to show whether HSP
associated mutations recently identified in unc-104 lead to a similar
neurodevelopmental defects as observed by me, or whether they trigger

neurodegeneration.

| next investigated axonal transport defects caused by the ectopic expression of
disease associated mutations in khc. To this aim the mutation N256S in the
SPG10 gene kif5a was selected, which has previously been shown to affect
transport velocity but not microtubule binding affinity. Ectopic expression of
Drosophila khc carrying this human mutation is sufficient to disturb axonal
transport and to induce motoneuron disease in Drosophila. Impairments in the
transport of kinesin-1 cargos lead to axonal swellings and neurodegeneration of
synapses. Focus of this study was hereby, to investigate ultrastructural
alterations that occur in this SPG10 HSP model. Axonal swellings are an
important cellular hallmark of the human disease. In Drosophila khc null
mutants axons have increased diameter up to ten-fold within a micron. Indeed |
was able to confirm that ectopic expression of khcV?*°® is sufficient to cause the
formation of axonal swellings. Interestingly cargo of both anterograde and
retrograde transport accumulate inside swellings. The presence of large auto-
lysosomes organelles is indicative of ongoing degeneration. Indeed examination
of synaptic terminals revealed that while no major developmental disturbances
of synapse morphology were observed, dystrophic boutons were frequently

detected.
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Zusammenfassung deutsch

Schneller anterograder Transport ist sowohl fur die richtige Entwicklung des
Nervensystems als auch fir den Schutz der Synapsen vor Degeneration
unerlasslich. In dieser Arbeit untersuche ich die vielfaltigen Effekte von
Mutationen in den beiden wichtigsten anterograden Motoren: Dem Kinesin-3
Mitglied Unc-104 und dem Kinesin-1 Mitglied Khc. Interessanterweise sind
Mutationen in beiden Motoren mit hereditarer spastischer Spinalparalyse (HSP)

in Verbindung gebracht worden.

HSP umfasst eine Gruppe von erblichen neurologischen Krankheiten. Das
Hauptmerkmal der HSP ist die progressive Spastik der unteren Gliedmalien
aufgrund von Funktionsstérungen in Nervenzellen. Dabei ist das Kinesin-3
Mitglied unc-104 das Drosophila Homolog von kifla, dem Spastischen
Paraplegie Gen 30 (SPG30). Das Kinesin-1 Mitglied khc ist das Homolog von
kif5a, dem SPG10 Gen.

In einem anatomischen Screen von neurologischen Mutanten konnte unc-104°"
als neue Mutation in unc-104 identifiziert werden. Von unc-104 wurde gezeigt,
dass es fur den schnellen axonalen Transport der synaptischen Komponenten
und Reifung von embryonalen synaptischen Boutons wichtig ist. Unc-104"" ist
eine Punktmutation (R561H) in einem vollstandig konservierten Bereich der
FHA-Domane von unc-104. Diese Mutation fihrt nicht zu einer Reduzierung der
Proteinmenge, jedoch kommt es zu Beeintrachtigungen der Proteinfunktionen in
unc-104 Loss-of-Function Mutanten. Dies geschieht hochstwahrscheinlich
durch eine Beeintrachtigung der Regulation der Kinesinaktivitat, welche fur das
energiegekoppelte Beladen von Frachten wichtig ist. Es konnten neue zellulare
Funktionen von Unc-104 in Drosophila beschrieben werden. Zudem konnte
beobachtet werden, dass Unc-104 die prasynaptische Reifung von
benachbarten einzelnen Synapsen an der neuromuskularen Verbindung
koordiniert, moglicherweise durch die ortsspezifische Auslieferung seiner
Ladung an definierte Synapsen. Desweiteren wurde eine Rolle fir Unc-104 bei
der Regulation des Wachstums der NMJ und der Stabilitat der dendritischen
Aste identifiziert, was auf eine Beteiligung von Unc-104 am dendritischen

Transport hindeutet. Zusatzlich konnte eine Veranderung des subsynaptischen
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Retikulums beobachtet werden. Diese neuen Funktionen zusammen mit der
zuvor beschriebenen Rollen hebt die bedeutende Funktion von Kinesin-3 bei
der Reifung neuronaler Netzwerke hervor, sowohl wahrend der
Embryonalentwicklung als auch spater wahrend der Bildung larvaler
neuromuskularen Verbindungen und bei der Stabilitat der dendritischen Aste.
Obwohl die untersuchten Mutationen im Kinesin-3 zu schweren neurologischen
Defekten fuhrten, wurde keine Neurodegeneration beobachtet. Zukinftige
Arbeiten werden zeigen muissen, ob HSP-assoziierte Mutationen, die erst
kirzlich in unc-104 identifiziert wurden, zu &hnlichen neurologischen Defekten

wie den von mir beobachteten filhren oder ob sie Neurodegeneration auslosen.

Desweiteren wurden axonale Transportdefekte untersucht, die durch die
ektopische Expression von einer Krankheits-assoziierten Mutation in khc
hervorgerufen wurden. Zu diesem Zweck wurde die Mutation N256S im SPG10
Gen kifba gewahlt, von der gezeigt wurde, dass sie die
Transportgeschwindigkeit des Kinesins beeinflusst, aber nicht die
Mikrotubuliaffinitéat. Ektopische Expression von Drosophila khc, welche diese
humane Mutation tragt, ist ausreichend um axonalen Transport zu stéren und
motoneuronale Erkrankungen in Drosophila hervorzurufen. Beeintrachtigungen
im Transport von Kinesin-1 Frachten fihren zu axonalen Schwellungen und
Degeneration von Synapsen. Schwerpunkt dieser Studie war es, die
ultrastrukturellen Verénderungen, die in diesem SPG10 Modell auftreten zu
untersuchen. Axonale Schwellungen sind ein wichtiges zellulares Kennzeichen
der menschlichen Krankheit. In Drosophila khc Nullmutanten kénnen Axone
einen bis zu 10-fach grofReren Durchmesser aufweisen. Tatsachlich konnte

N256S qusreichend ist

bestétigt werden, dass die ektopische Expression von khc
um axonale Schwellungen hervorzurufen. Interessanterweise reichern sich in
den Schwellungen sowohl Frachten des anterograden als auch des retrograden
Transports an. Das Vorhandensein grof3er, autolysosomaler Organellen weist

auf eine anhaltende Degeneration hin.
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1 Einleitung

1.1 Synapsen

Synapsen sind spezialisierte, interzellulare Kontaktstellen, welche fur die
schnelle Transmission von Signalen zwischen Neuronen und ihren Zielzellen
bendtigt werden (Kittel et al., 2006). Es gibt zwei verschieden Arten von

Synapsen: elektrische und chemische Synapsen.

Elektrische Synapsen ermdglichen den direkten Ubergang von elektrischen
Signalen, da die beteiligten Zellen tber Kanale in der Zellmembran (Gap
Junctions) verbunden sind. In Wirbeltieren und den meisten Wirbellosen sind

chemische Synapsen jedoch haufiger vertreten (Campbell Biologie 2000).

Bei den chemischen Synapsen werden ankommende elektrische Signale
schnell und effizient in chemische Signale umgewandelt. Strukturell sind
Synapsen unterteilt in einen vom Neuron gebildeten prasynaptischen Bereich,
in dem sich synaptische Vesikel befinden und einen postsynaptischen Teil der
von der Zielzelle z.B. Neuron oder Muskelzellen erzeugt wird. Dazwischen
befindet sich der synaptische Spalt. Durch die unterschiedlichen strukturellen
Eigenschaften des pra- und postsynaptischen Bereichs erfolgt die Weiterleitung

der Signale in der Regel unidirektional.

Chemische Kommunikation findet Uber die Fusion von neurotransmitter-
geflllten synaptischen Vesikeln statt, die mit der prasynaptischen Membran
verschmelzen und Rezeptoren an der postsynaptischen Membran aktivieren.
Die Fusion der synaptischen Vesikel mit der prasynatischen Membran findet nur
an einem spezialisierten Bereich der Plasmamembran, der sogenannten
aktiven Zone statt (Schoch and Gundelfinger, 2006). Gegenilber der aktiven
Zone befindet sich die postsynaptische Dichte (PSD). In ihr sind lonenkanéle

und Neurotransmitterrezeptoren lokalisiert (Abb.1).
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Abbildung 1 Schematischer Aufbau einer Synapse

Der obere schwarze Teil stellt die prasynpatische Seite dar, der untere blaue Bereich ist die
postsynaptische Seite. Durch die Verschmelzung der Vesikel an der prasynaptischen Membran
werden die Vesikel in den synaptischen Spalt ausgeschittet und konnen an der
postsynaptischen Membran an die Rezeptoren anlagern.

1.1.1 Die prasynaptische Membran und ihre Komponenten

Die aktive Zone wird von einem Proteinnetzwerk gebildet, der sogenannten
Cytomatrix aktiver Zonen (CAZ). Die CAZ ist eine besonders elektronendichte
Struktur und hat in verschiedenen Organismen eine unterschiedliche Form. So
bildet sie in Drosophila eine charakteristische T-Form (Abb. 2), in saccularen
Haarzellen von Froschen ist sie kreisférmig und bei Menschen bildet sie im
Hippocampus z.B. eine pyramidale Form (Zhai and Bellen, 2004). Die CAZ
koordiniert die Freisetzung der Neurotransmitter an der Membran der aktiven
Zonen. Hierbei wird durch sie der Transport und die Verankerung synaptischer
Vesikel, das Heranschaffen synaptischer Molekile zur aktiven Zone und die

Organisation der prasynaptischen Struktur erreicht.

In S&dugetieren konnten die Proteine Piccolo und Bassoon bereits in einer sehr
frihen Phase der Synapsenbildung an der CAZ identifiziert werden. Da es sich
bei diesen beiden Proteinen um sehr grof3e (530 und 420 kDa) Proteine handelt
und beide viele Interaktionsdomanen enthalten, wird davon ausgegangen, dass
es sich um Geristproteine handelt (Garner et al., 2000). Ahnliche Funktionen
werden RIM1 (Rab3 interagierendes Protein) und CAST/ERC zugeschrieben
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(Ziv and Garner, 2004, Schoch and Gundelfinger, 2006). Das CAST-Protein
(CAZ-assoziiertes Strukturprotein) ist angereichert in aktiven Zonen und
interagiert wiederum mit vielen anderen CAZ-Proteinen (Ohtsuka et al., 2002,
Takao-Rikitsu et al., 2004) , wie z.B. Bassoon (Khimich et al., 2005, tom Dieck
et al., 2005) und Piccolo (Fenster et al., 2000). In Drosophila konnte als CAST-
Homolog Bruchpilot (Brp) identifiziert werden (Wagh et al., 2006). Desweiteren
sind in der CAZ spannungsabhangige Kalziumkandle und

Zelladhasionsmolekiile lokalisiert (Schoch and Gundelfinger, 2006).

Abbildung 2 Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Synapse von Drosophila an
einer neuromuskuléren Verbindung

Auf der prasynaptischen Seite ist deutlich die T-férmige CAZ zu erkennen, sie ist umgeben von
Vesikeln.

Liprin-a ist ein weiteres wichtiges Protein, welches fur die Synapsenbildung von
Bedeutung ist. Liprin-a interagiert z.B. direkt mit CAST (Dai et al., 2006). In
C.elegans wurde gezeigt, dass das Liprin Homolog Syd-2 genetisch mit Syd-1
interagiert und mehrere synaptische Proteine zur aktiven Zone rekrutiert (Dai et
al., 2006, Patel et al., 2006). Desweiteren clustert und aktiviert Syd-2 in
C.elegans Kinesin-3 (unc-104) (Wagner et al., 2009).

Weitere wichtige Proteine fir die Signaltransduktion sind Proteine, die mit der
synaptischen Vesikelfreisetzung assoziiert sind, wie v- und t-SNAREs. Kommt
es durch Depolarisation der prasynaptischen Membran zum Einstrom von
Kalzium erfolgt die Freisetzung des Vesikelinhalts. Es wird ein sogenannter
SNARE-Komplex aus Vesikel- (Synaptobrevin) und Zellmembranproteine
(SNAP-25 und Syntaxin) gebildet, welcher Vesikel an Zellmembranen bindet.
Das einstromende Kalzium bindet an das Vesikelprotein Synaptotagmin. Durch
Interaktion mit dem SNARE-Komplex wird die Vesikelfusion mit der Membran
ausgelost (Jahn et al., 2003, Sudhof, 2004, Lang and Jahn, 2008).



4|EINLEITUNG

1.1.2 Die postsynaptische Membran und ihre Komponenten

In der PSD sind die lonenkanale und Neurotransmitterrezeptoren lokalisiert. Bei
den exzitatorischen Synapsen des zentralen Nervensystems handelt es sich
meist um glutamaterge Synapsen. Nach der Freisetzung des Neurotransmitters
Glutamat bindet dieser auf der postsynaptischen Membran an metatrope und
ionotrope Glutamatrezeptoren. Zu den ionotropen Rezeptoren zéhlen AMPA-,
NMDA- und Kainat-Rezeptoren. In Drosophila sind die Glutamatrezeptoren den
NMDA-Rezeptoren sehr dhnlich (Heckmann und Dudel, 1997). Es konnten in
Drosophila fuinf verschiedene Glutamatuntereinheiten identifiziert werden. Der
tetramere Rezeptor besteht immer aus den Untereinheiten GIuR IIC, IID und IIE
sowie entweder Il1A oder IIB (Qin et al., 2005).

Die PSD ist am Vernetzen und Verankern der postsynaptischen Rezeptoren
und lonenkanale beteiligt. Innerhalb der PSD sind Geristproteine, welche eine
PDZ-Domane enthalten, zahlreich vertreten (Walikonis et al., 2000). Zu ihnen
zéhlen PSD-95 (Post synaptisches Dichteprotein 95) und SAP97 (Synapsen
assoziiertes Protein 97), welches beide Membran-assoziierte Guanylyl-Kinasen
(MAGUK) sind.

1.2 Axonaler Transport

Ein typisches Neuron besteht aus Zellkérper, mehreren kurzen, dickeren
Dendriten und einem langen, diinnen Axon. Die meisten Proteine, die im Axon
und an den Synapsen bendtigt werden, werden im Zellkdrper synthetisiert und
entlang des Axons in Membranorganellen oder Proteinkomplexen transportiert
(Grafstein and Forman, 1980).

In Axonen und Dendriten verlaufen Mikrotubuli in longitudinaler Orientierung
und dienen als Schienen, auf denen Membranorganellen und molekulare
Komplexe transportiert werden konnen (Hirokawa, 1998). Mikrotubuli sind

réhrenférmige Strukturen, welche aus alternierenden a- und (-Tubulin-
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Untereinheiten aufgebaut sind. Durch die bestimmte Anordnung der a- und [3-
Untereinheiten besitzen die Mikrotubuli eine Polaritat mit einem Plus- und
einem Minusende. Diese Polaritat ist fur die Wachstums- und
Bewegungsrichtung von Bedeutung (Wehner et al., 2007). Im Axon weist das
Plusende der Mikrotubuli immer zur Zellperipherie, in Dendriten kommt es zu

einer gemischten Orientierung der Mikrotubuli.

Molekulare Motoren der Kinesin- und Dynein-Superfamilie bewegen sich
entlang der Mikrotubuli. Viele Kinesine bewegen sich in Richtung Plusende und
stellen so den anterograden Transport dar. Sie transportieren selektiv Molekile
vom Zellkérper zum Axon oder Dendrit. Der retrograde Transport vom Axon
oder Dendrit zum Zellkdrper wird hauptsachlich durch zytoplasmatisches
Dynein ausgefuhrt, welches sich in Richtung Minusende der Mikrotubuli bewegt
(Hirokawa and Takemura, 2005).

Axonaler Transport kann in schnellen und langsamen Transport klassifiziert
werden. Schneller axonaler Transport tritt in anterograder und retrograder
Richtung auf und beinhaltet den Transport von membrangebundenen
Organellen, Mitochondrien, Neurotransmitter, Kanalproteine, multivesikularen
Korpern (MVK) und Endosomen. Im Gegensatz dazu werden Zytoskelett-
Komponenten wie Neurofilamente, Tubulin oder Aktin und auch Proteine wie
Clathrin und zytosolische Enzyme mit langsamen Transportgeschwindigkeiten
befordert (Shah and Cleveland, 2002).

1.3 Kinesine

Die Kinesin-Superfamilie besteht aus 45 humanen kif Genen, welche in 14
Unterfamilien eingeteilt sind. Alle KIFs haben eine hoch konservierte globulare
Motordomane mit einer Mikrotubuli-Bindestelle und einer ATPase-Funktion.
AulRerhalb der Motordomane besitzen die einzelnen Kinesinfamilien eine
einzigartige Sequenz. Aufgrund dieser in jeder Kinesinunterfamilie

unterschiedlichen Sequenz kodnnen Kinesine viele verschiedene Frachten
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binden und transportieren (Hirokawa and Takemura, 2005). Mit Hilfe der
ATPase-Funktion kénnen die Kinesine durch Spaltung von ATP chemische
Energie in mechanische Energie umwandeln und so an den Mikrotubuli entlang

wandern (Verhey and Hammond, 2009).

Kinesine sind beim axonalen Transport von Frachten wie synaptischen
Vorlaufervesikeln (SVV) (KIF1A/KIF1BB), prasynaptischen Membranen oder
aktive Zonen Vesikel (KIF5A), Mitochondrien (KIF1Ba/KIF5), APP-enthaltende
Vesikel (KIF5), APOER2 Vesikel (KIF5) und Plasmamembran Vorlaufer (KIF3)
(Hirokawa, 2011) beteiligt.

1.3.1 Kinesin-1/KIF5

Kinesin-1 oder das sogenannte konventionelle Kinesin wurde als erstes Mitglied
der Kinesin-Superfamilie entdeckt. Kinesin-1 setzt sich aus zwei schweren und
zwei leichten Ketten (Kinesin heavy chain (KHC) bzw. Kinesin light chain (KLC))
zusammen und bildet so ein Heterotetramer (Diefenbach et al., 2002). Die
schwere Kette enthdlt die Motordoméane und ist fir die Motorfunktion
verantwortlich. Die leichten KLC-Untereinheiten interagieren mit den
Endbereichen der schweren Ketten und dienen der Regulation der Aktivitat der
Kinesine (Abb.3). Zuséatzlich kénnen sowohl Uber die schweren als auch tber

die leichten Untereinheit Frachten an das Kinesin gebunden werden (Gindhart
et al., 1998).

(-
KLC ;@
" B

\A%
O,
%%

Abbildung 3 Struktur von Kinesin-1
Aufbau des Kinesin-1 als Tetramer aus den Untereinheiten KHC und KLC.
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Fur die schwere und die leichte Kette des konventionellen Kinesin gibt es im
humanen Genom je drei Gene (kif5a, kif5b und kif5¢c bzw. kic1, klc2 und kic3),
in Drosophila dagegen codiert jeweils nur ein Gen fur die schwere (khc) und die
leichte Kette (Kic).

Genau wie KIF1A kann KIF5A tber 1 um entlang am Mikrotubulus laufen ohne
sich zu lésen. Khc lauft durchschnittlich 2 um pro Transportereignis (Pilling et
al., 2006). Die hohe Prozessivitat erreichen sie durch einen ,hand-over-hand*
Mechanismus. Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen von KIF5 konnte
gezeigt werden, dass zwei Kinesin-Képfe nahe am Ende einer Coiled-Coil-
Struktur positioniert sind. Aus diesem Grund kdnnen Kinesin-Dimere zwei Kopfe
benutzen um an den Mikrotubulus zu binden. Das hand-over-hand-Modell geht
davon aus, dass diese zwei Kopfe alternieren und somit das Kinesin wahrend
dem Fortbewegen immer mit einem Kopf an den Mikrotubulus gebunden ist
(Hirokawa et al., 2009).

KIF5A ist fur den Mitochondrien-Transport wichtig (Karle et al., 2012).
AulRerdem transportieren sie Membranorganellen wie Syntaxin 1 oder SNAP25
und auch Vorlaufervesikel, welche Synaptotagmin und Synaptobrevin enthalten
(Pilling et al., 2006, Hirokawa et al., 2009).

Loss-of-function Mutationen in den schweren Ketten von Drosophila fuhren zu
axonalen Schwellungen um das mehr als 10-Fache des normalen
Axondurchmessers. Die Schwellungen sind sowohl mit Frachten des schnellen
anterograden Transports als auch des retrograden Transports gefullt. Bei der
Fracht handelt es sich unter anderem um Mitochondrien, kleine Vesikel,
membrangebundene Organellen und synaptische Membranproteine (Saxton et
al.,, 1991, Hurd and Saxton, 1996). Zusatzlich verursacht diese Mutation
Storungen im Wachstums und der Funktion der neuromuskularen Endplatte.
Bei einem Funktionsverlust des Kinesins scheint es zu einer generellen
Unterbrechung des schnellen, axonalen Transports zu kommen. Diese
wiederum fuhrt zu Dystrophie des Neurons, langenabhangigen Stérungen der
Neurotransmission und fortschreitender distaler Parese. Diese beobachteten
Effekte &ahneln denen, die bei Motoneuron-assoziierten Krankheiten bei
Menschen beschrieben sind (Hurd and Saxton, 1996, Salinas et al., 2008).
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In Drosophila-Larven fuhrt die Mutation zu einem ,Tail-Flip“ Phanotyp. Der frihe
Verlust der Motoneuronenaktivitat in den ventral-posterioren Segmenten
verursacht ein Ungleichgewicht bei der Muskelkontraktion, was dazu fihrt, dass
die Larve bei Bewegung rhythmisch ihren Schwanz nach oben bewegt (Hurd
and Saxton, 1996).

Bei Mutationen in den leichten Ketten des Kinesin kommt es zu einem
ahnlichen Phanotyp. Dies deutet darauf hin, dass sowohl die schweren als auch
die leichten Ketten fir die Funktion des Kinesins verantwortlich sind. Die
leichten Ketten dienen als positive Unterstiitzung bei der Frachtbindung und
spielen zuséatzlich eine Rolle bei der negativen Regulierung der Kinesinaktivitat
(Gindhart et al., 1998).

1.3.2 Kinesin-3/KIF1

KIF1A und das Homolog in Caenorhabditis elegans Unc-104 waren die ersten
Mitglieder der Kinesin-3 Familie, die identifiziert wurden. Charakteristisch fur die
Kinesin-3 Familie ist eine Schleife positiv geladener Lysine (K-Loop) in der
Motordomane, sowie eine fork head-associated (FHA-)-Domane C-terminal der
Motordomane (Westerholm-Parvinen et al., 2000). FHA-Doméanen vermitteln
Protein-Protein-Interaktionen in Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren
(Hofmann and Bucher, 1995). Desweiteren besitzt Unc-104 eine Pleckstrin-
Homologie (PH-)-Doméne, die am C-terminalen Ende gelegen ist. Diese PH-
Domaéne ist nicht in allen Mitgliedern der Kinesin-3 Familie enthalten. Das
Drosophila-Homolog Imac/Unc-104, das C. elegans Homolog Unc-104 und die
humanen Kinesine KIF1A und KIF1B besitzen diese Domane (Pack-Chung et
al., 2007). Die in Kinesinen enthaltenen PH-Doméanen vermitteln die spezifische
Bindung an Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate (PI(4,5)P,), bei PI(4,5)P;
handelt es sich um Phospholipide der Membran (Klopfenstein et al., 2002).
Ferner besitzt das Drosophila-Homolog und auch KIF1A zwischen der FHA-
und PH-Domane eine Liprin-Binde-Doméne (LBD) (Abb.4). Mit Hilfe von Liprin-
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a kann KIF1A an verschiedene Liprin-a-assoziierte Proteine binden und somit
fur ihren Transport ins Neuron sorgen (Shin et al., 2003).

PH } tail

LBD
cc2
FHA

H2 (=CC1)
Hinge neck

stalk

H1

monomer dimer

Abbildung 4 Monomerer und dimerer Zustand von Kinesin-3
Die roten Pfeile deuten Interaktionen zwischen den verschiedenen Doméanen an. PH,
Pleckstrin-Homologie Doméne; LBD, Liprin-Binde-Doméne; CC, Coiled-Coil-Doméane

In KIF1A und KIF1BB kénnen RAB3 Proteine Uber ein Adaptorprotein (Mitogen-
activated protein kinase (MAPK)-activating death Domane MADD) binden
(Hirokawa et al., 2009).

Studien Uber KIF1A zeigen, dass ein einzelnes KIF1A Monomer sich am
Mikrotubulus entlang bewegen kann. Die Bewegung erfolgt mit Hilfe einer
elektrostatischen Interaktion zwischen dem K-Loop in der Motordomane und
dem C-terminalen E-Hook von Mikrotubuli. Diese Interaktion erlaubt es, dass
sich KIF1A uber eindimensionale Diffusion zur nachsten Bindestelle bewegt,
ohne sich vom Mikrotubulus zu lI6sen (Hirokawa et al., 2009). Diese monomere
Bewegungsweise konnte auch bei monomeren KIF5 beobachtet werden
(Hirokawa et al., 2009).
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Abbildung 5 Struktur von Kinesin-3
Struktur des Kinesin-3 Monomers und Dimers.

Des Weiteren ist es mdglich, dass sich Dimere von KIF1A bilden und diese wie
KIF5 durch den hand-over-hand-Mechanismus am Mikrotubulus entlang
bewegen. Diese Dimere werden durch mehrere Coiled-Coil-Motive in den
Kinesinen stabilisiert (Tomishige et al., 2002). AufRerdem kann durch das
Coiled-Coil-Motiv im Halsbereich eine Konformitatsdnderung durchgefihrt
werden (Abb. 5). Bei der Dimerisierung kommt es zu einer Reorganisation der
gefalteten Doménen, was dazu fuhrt, dass das monomere, selbst-gefaltete
Kinesin in eine aktive dimere Konformation wechselt (Abb. 4 und 5). Diese
dimere Konformation erlaubt eine schnelle, prozessive Beweglichkeit von
Kinesin-3 (Al-Bassam et al., 2003).

Die am besten untersuchten Mitglieder der Kinesin-3 Familie sind Unc-104
(Drosophila melanogaster/C. elegans) und KIF1A (Saugetiere). Amorphe
Mutationen in Drosophila unc-104 fuhren zu einer Letalitit im spaten
Embryonalstadium. Hypomorphe (partielle Loss-of-Function) mutante Larven
von unc-104 zeigen keine distale Paralyse oder axonale Schwellungen, wie es
charakteristisch fur Kinesin-1 Mutanten ist (Barkus et al., 2008). Pack-Chung
und Kollegen fanden heraus, dass homozygote amorphe Mutationen im unc-
104 Allel zu einer frihen Letalitat in der Entwicklung von Drosophila fuhrt. Die
Mutanten waren paralysiert und die koordinierende Muskelperistaltik zum
Schlipfen des Embryonen fehlte. Die Embryonen der Nullmutanten zeigen
normal entwickelte Axone, welche an ihren entsprechenden Muskelfasern

lokalisiert sind, jedoch werden keine Synapsen geformt (Pack-Chung et al.,
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2007). In unc-104 Nullmutanten sind die Proteine der aktiven Zone stark
reduziert, synaptische Vesikel sind abwesend und die Nervenendungen
entwickeln sich nicht zu runden Boutons (Pack-Chung et al., 2007). Ferner
kommt es an der neuromuskularen Endplatte (neuromuscular junction NMJ)
von unc-104 Nullmutanten zusatzlich zum Verlust von synaptischen Vesikeln
auch zu einer starken Reduktion des aktiven Zonen Proteins Bruchpilot (Brp).
AulBerdem ist die GréRe der NMJ reduziert (Pack-Chung et al.,, 2007). Die
Abwesenheit von synaptischen Boutons in Nullmutanten deutet darauf hin, dass
Unc-104 fur den Transport von einer Klasse nicht identifizierter synaptischer
Molekule verantwortlich ist, welche notwendig sind fir die morphologische

Transformation der axonalen Enden in runde Boutons.

Analysen von hypomorphen unc-104 mutanten Larven zeigen, dass das unc-
104 von Drosophila melanogaster ein wesentlicher Faktor im Transport von
sowohl neuropeptidgefiillten Vesikeln, als auch von Synaptotagmin-tragenden
Vesikeln ist. Mitochondrien werden dagegen hauptséachlich vom Kinesin-1-
Komplex transportiert (Hall and Hedgecock, 1991, Barkus et al., 2008).
Zusatzlich ist bei hypomorphen unc-104 mutanten Larven die NMJ verkleinert.

Bei Mutanten in C.elegans kommt es ebenfalls zu einer verminderten
Synapsenanzahl, mehrere aktive Zonen Komponenten lokalisieren aber
unabhangig von Unc-104 (Patel et al., 2006).

1.4 Drosophila als Modellorganismus neurodegenerativer Erkrankungen

Drosophila melanogster (die Fruchtfliege) besitzt ein zentrales Nervensystem,
welches in vielen Aspekten den héherer Organismen &hnelt. Nicht nur deshalb
ist sie als Modellorganismus zur Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen
geeignet. Ebenfalls teilt Drosophila sich mit den Vertebraten die gleichen
Neurotransmitter-Systeme wie z.B. GABA oder Glutamat. Desweiteren kénnen
mit Hilfe der Fliege komplexe Verhaltensmuster wie Lernen und Gedachtnis fur
Untersuchungen herangezogen werden (Botella et al., 2004).
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Von den etwa 1000 Genen, die bereits mit humanen Erbkrankheiten assoziiert
sind, weisen mehr als 70 Prozent homologe Gene in Drosophila auf (Botella
and Schneuwly, 2004). Aul3erdem sind zwischen Mensch und Fliegen nicht nur
viele Gene, sondern auch Signaltransduktionskaskaden konserviert (Botella et
al., 2004, Celotto and Palladino, 2005, Sang and Jackson, 2005).

Dieses hohe Maf an Ubereinstimmung, das komplexe Nervensystem in einem
intakten Organismus, die einfache genetische Manipulation und die relativ kurze
Generationszeit macht Drosophila zu einem idealen Modellorganismus fur

progressive neuronale Erkrankungen (Celotto and Palladino, 2005).

Durch Jahrzehnte lange Forschung mit Drosophila stehen viele tausende
Mutanten zur Verfigung (Botella and Schneuwly, 2004). Das etablierte
UAS/Gal4 System erlaubt eine gewebespezifisch und zeitlich definierte
Expression des gewunschten Gens (Brand and Perrimon, 1993). Des Weiteren
sind die meisten Entwicklungsstadien von Drosophila fur physiologische,
histologische und mikroskopische Methoden leicht zuganglich. So kann z.B. die
Entwicklung der Synapsen in Drosophila in vivo untersucht werden (Rasse et
al., 2005, Fuger et al., 2007, Zhang et al., 2010).

Ein sich wiederholendes Muster aus Muskeln in jedem Segment der
Drosophila-Larven erlaubt eine eindeutige Zuordnung von Synapsen und
Muskeln. Die Axonenden der Motoneurone sind im Muskel eingebettet und
formen typische runde Boutons. In jedem Bouton lokalisieren typischerweise 5
bis 20 Synapsen (Abb. 6).
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Abbildung 6 Aufbau einer NMJ von Drosophila

(A) Schematische Zeichnung einer dorsal geo6ffneten Drosophila Larve. Die in grau
gezeichneten Nerven kommen aus dem Ventralganglion (helleres grau) und innervieren
definierte Muskeln. (B) zeigt ein Beispiel einer NMJ. In (C) ist ein einzelner synaptischer Bouton
zu erkennen. (D) zeigt die VergroRerung einer einzelnen glutamatergen Synapse. Die weil3en
Boxen geben die jeweilige Stelle der VergréfZerung an. (B-D) Die NMJ wurde in blau mit dem
Membranmarker HRP, in rot mit dem aktiven Zonen Protein Brp und in grin mit dem
Glutamatrezeptor GIuRIIl angeféarbt. Mal3stabsbalken B: 10 um; C: 1 um; D: 250 nm. (Modifiziert
von (Zhang, 2012)).

1.4.1 Hereditare spastische Spinalparalyse

Die hereditare spastische Spinalparalyse (HSP) ist eine klinisch und genetisch
heterogene, neurologische Erkrankung, fir die autosomal-dominante,
autosomal-rezessive und X-chromosomal rezessive Erbgénge beschrieben sind
(Fink, 2003).

HSP ist charakterisiert durch eine progressive Lahmung der unteren
Extremitaten, welche aus der axonalen Degeneration von motorischen und
sensorischen Neuronen hervorgeht. Die langsten Axone des Nervensystems

sind an ihrem distalen Ende am stérksten betroffen (Reid et al., 1999).

Klinisch wird HSP in eine reine und eine komplizierte Form eingeteilt. Bei der

reinen Form steht die Parese im Zentrum, bei der komplizierteren Form
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kommen zudem noch weitere Symptome wie Optikusatrophie, Epilepsie,
cerebellare Ataxie und kognitive Defizite hinzu (Ztchner et al., 2006).

Es wurden mehr als 40 verschiedene Loci fur HSP beschrieben und 23
verantwortliche Gene, genannt SPG (spastic paraplegia gene) identifiziert
(Klebe et al., 2012).

Mehr als 50 Prozent aller HSP Falle gehen auf Mutationen in spastin (SPG4)
und atlastin (SPG3A) zuriick. Unter den identifizierten Genen befinden sich
aber auch Kinesine. So wurde in kifla (Kinesin-3) (Erlich et al., 2011, Klebe et
al., 2012) und in kif5a (Kinesin-1) (Blair et al., 2006, Schule et al., 2008) HSP

auslésende Mutationen entdeckt.

SPG10/KIF5A codiert fur die schweren Ketten des neuronalen Kinesins, einem
Motor des anterograden axonalen Transports. Bis heute wurden 21
verschiedene Mutationen fir SPG10 beschrieben (Reid et al., 2002, Crimella et
al., 2012), 19 davon befinden sich in der Motordomane von KIF5A. Weder
genomische Deletionen noch ,trunkierte“ Mutationen wurden als Ursache flr

das autosomal-dominantes SPG10 identifiziert.

In SPG30/KIF1A konnten bisher nur zwei homozygote Mutationen (p.R350G
und p.A255V) identifiziert werden, die sich beide in der Motordomane von
KIF1A befinden (Erlich et al., 2011, Klebe et al., 2012). Beide Mutationen sind

autosomal rezessiv.
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1.5 Fragestellung

Kinesinmotoren vermitteln den anterograden Transport von synaptischen
Frachten entlang der Mikrotubuli. Die Synapsenbildung und Reifung ist
abhangig von Kinesin-basiertem Transport (Puthanveettil et al., 2008). Die
Spezifitat der Frachten wird durch die koordinierenden Aktionen von
Kinesinmotoren, Adaptorproteinen und regulatorischen Molekilen vermittelt. Bis
heute ist nur ein begrenztes Verstandnis der molekularen Komposition und der
dynamischen Regulation von Motor-Fracht-Komplexen bekannt. An Faktoren,
die das Binden und Lésen von Frachten an Motorproteine beeinflussen besteht
weitere Aufklarung (Verhey and Hammond, 2009, Verhey et al., 2011).

Schneller axonaler Transport von Frachten Dbeinhaltet synaptische
Vorlaufervesikel (SVV) (Hall and Hedgecock, 1991, Barkus et al., 2008),
Mitochondrien (Horiuchi et al., 2005, Glater et al., 2006), piccolo-bassoon
Transportvesikel (PTV) (Cai et al.,, 2007) und RNA-Protein Komplexe (RNP)
(Baines, 2004). Dieser anterograde Transport wird hauptséchlich durch Kinesin-
1 (Gindhart et al., 1998) und Kinesin-3 (Pack-Chung et al., 2007, Barkus et al.,
2008) Mitglieder ausgefihrt.

Hierbei scheint eine betrachtliche Uberlappung von Kinesin-1 und Kinesin-3
Motoren zu bestehen. So ist z.B. fur CSP als Kinesin-1 Motor Khc beschrieben
(Hurd and Saxton, 1996), aber auch in Kinesin-3 Mutanten treten Stérungen im
CSP Transport auf, was z.B. auf eine Zusammenarbeit beider Motoren oder

entwicklungsabhangigen Transport hinweisen konnte.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von gestdrtem Kinesin-1 und Kinesin-3
basiertem Transport vergleichend zu untersuchen. Mutationen sowohl in
Kinesin-1 als auch in Kinesin-3 losen im Menschen hereditdre spastische
Spinalparalyse aus. Dies legt nahe, dass in beide Fallen degenerative Prozesse
auftreten. Wenn gleich die Lokomotion von Fruchtfliegenlarven sowohl durch
Beeintrachtigung des Kinesin-1 als auch des Kinesin-3 basierten Transportes in
ihrer Bewegungsfahigkeit eingeschrankt sind, so ist der Verlauf dieser Stérung

grundlegend unterschiedlich:
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Storungen des Kinesin-3 basierten Transports fihren zu einer Verlangsamung
der larvalen Bewegung in allen Stadien, es folgt eine anschlie3ende Paralyse,
dann der Tod. Stérungen des Kinesin-1 basierten Transports betreffen junge
Larven kaum, altere Larven starker. Es geht der Paralyse - im Gegensatz zu

den Kinesin-3 Mutanten - eine posteriore Paralyse voraus.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die zellbiologischen Ursachen und
molekularen Signalwege, die diese Unterschiede begrinden, né&her zu

beleuchten.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und sonstige Materialien

Die verwendeten Chemikalien waren von héchster Reinheit und wurden, wenn
nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Steinheim) oder AppliChem (Darmstadt)

bezogen. Sonstige Labormaterialen wurden von folgenden Firmen bezogen:

GoTag® DNA Polymerase und Colorless Reaction Buffer, Promega

GmbH, (Mannheim)

Deoxynucleoside Triphosphate Set, Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim)

5x BigDye® Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer, Applied Biosystems,
(Foster City, CA, USA)

BigDye® Terminator v1.1/3.1 Ready Reaction Premix, Applied
Biosystems, (Foster City, CA, USA)

Primer und Oligos wurden bei der Firma MWG-Biotech AG, Ebersberg
bestellt.
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2.1.2 Haufig verwendete Puffer und Losungen

Losung A

Ca®" freies HL3

PBS

PBST

2.1.3 Antikorper

0,1 M TrisHCI pH 9,0; EDTA 0,1 M; SDS 1%

70 mM NacCl, 5 mM KCI, 20 mM MgCl,, 10 mM NaHCOg3, 5
mM Trehalose, 115 mM Saccharose, 5 mM HEPES, pH 7,2

8 g NaCl, 1,15 g Na;HPO4 x 2H,0, 0,2 g KH,PO,4 x H,O auf

1 Liter

PBS mit 0,05% Triton TX100

2.1.3.1 Primére Antikorper

Tabelle 1 Verwendete priméare Antikérper

Antigen Tier Verdiinnung Donor Referenz
Bruchpilot . .
(NC82) Maus 1:100 DSHB (Wagh et al., 2006)
CSP (DSCP-2) Maus 1:50 DSHB (Zinsmaier et al., 1994)
Dlg (4F3) Maus 1:50 DSHB (Parnas et al., 2001)
DV-Glut Kaninchen 1:1000 H. Aberle (Mahr and Aberle,
2006)
Fas Il (1D4) Maus 1:50 DSHB (Hummel et al., 2000)
GluRIIC Kaninchen 1:1000 selbst erzeugt
Unc-104 Kaninchen 1:1000 T.Schwarz | (Pack-Chungetal.,

2007)

*DSHB Developmental Studies Hybridoma Bank

Das Peptid PRRSLDKSLDRTPKS wurde benutzt, um einen GIuRIIl Antikorper

in Kaninchen herzustellen und aufzureinigen.
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Tabelle 2 Verwendete sekundéare Antikdrper

Antigen Tier Verdinnung Vertrieb
HRP-Cy3 Ziege 1:500 Dianova
HRP-Cy5 Ziege 1:500 Dianova
HRP-FITC Ziege 1.500 Dianova
Maus-Alexa-405 Ziege 1:500 Invitrogen
Maus-Alexa-488 Ziege 1:500 Molecular Probes
Maus-Atto-647N Ziege 1.500 Fluka/Sigma
Kaninchen-Alexa-488 Ziege 1:500 Molecular Probes
Kaninchen-Alexa-568 Ziege 1:500 Molecular Probes
Kaninchen-Alexa-700 Ziege 1:500 Invitrogen
2.1.4 Versuchstiere
Tabelle 3 Verwendete Versuchstiere
Allele Chromosom e [EDEE Referenz
Nummer
Unc-104"" I J. Brenman (Medina et al., 2006)
Unc-104911204 I BL 19346 (Thibault et al., 2004)
Defizienzen
Df(2R)Exel 7145 1 BL 7887 (O'Farrell et al., 2008)
Df(2R)Exel 6064 I BL 7546 (Parks et al., 2004)
Df(2R)ED 3181 I BL 9213
witie X BL3605 (Castiglioni, 1951)
Gal4-Treiber
elav®™-Gal4 X BL 458 (Lin and Goodman, 1994)
ppk-Gald 1] BL 32079
D42-Gal4 1 BL 8816 (Gustafson and Boulianne, 1996)
24B-Gal4 1 H. Aberle (Brand and Perrimon, 1993)
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UAS-Konstrukte | Chromosom DoNnor/ BDSC Referenz
ummer
UAS-unc™e"™ 1l W. Saxton
UAS-Aktin-GFP 1 BL 7311
UAS-BRP m S. Sigrist (Rasse et aI.,Z%(())%E)S, Wagh et al.,
UAS-BRP-RNAI I S. Sigrist (Rasse et a"'zf)%%?’ Wagh etal.,
UAS-khc" I intern
UAS-khc'#02 1] intern

2.1.5 Soft- und Hardware, spezielle Gerate

Align X von Vector NTI®
Animaltracker

Hochdruckgefriergerat
Bal-Tec HPM 010,

Chromas
Digitalkamera fur Mikroskop

DNA-Sequenziersystem

Elektronenmikroskopie
Philips CM10
FEI-Tecnai Spirt, 120 kV
EM-Film Maco ES 208,
Gatan USC 4000

Free Video Dub 2.0.5.221
ImageJ Version 1.409g

LSM 710 Mikroskop

Invitrogen

Hertie Institut, Tibingen

Balzers, Liechtenstein
LITE Version 2.01
DCM 510 ScopeTek®, China

ABI PRISM 3100 Genetic Analyser Applied

Biosystems (Darmstadt)

MPI, Tubingen
MPI, Tubingen
Hans O. Mahn GmbH & Co KG, Stapelfeld
MPI, Tubingen

DVDVideoSoft
NIH

Zeiss Jena
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Prism Video Converter, v 1.61 NCH Software Inc., Australien

Scope Photo 3.1.386 ScopeTek®
Virtual Dub 19.11 Avery Lee.
Zen 2009 Zeiss, Jena

2.2 Methoden

2.2.1 Sequenzierung genomischer DNA

Fur die Sequenzierung der genomischen DNA wurden homozygote unc-104""
Larven und des Ursprungsstamms, aus welchem die Mutation erzeugt wurde,
benutzt. Zur Uberpriifung der mutmaRlichen Mutationen in unc-104°" wurde mit
den angegebenen Primerpaaren zuerst eine Vor-PCR durchgefihrt. Das
amplifizierte Fragment wurde nach Fallung und Aufreinigung mit den Primern
einzeln sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden zwischen unc-104°"

und dem Elternstamm verglichen (Vector NTI Align X).

2.2.1.1 Isolation genomischer DNA

Fur die Isolation genomischer DNA wurden 50 Larven bei -80°C in 1,5 ml
Eppendorfgefalien fur mindesten 5 Minuten eingefroren. Nach Zugabe von 200
ul Loésung A erfolgte die Homogenisierung mittels eines Pistills. Anschliel3end
erfolgte eine Inkubation bei 70°C fir 30 Minuten. Nach Zugabe von 28 pyl 8 M
KAc wurde das Eppendorfgefald kurz geschittelt und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Durch eine 15 minttige Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C konnten
die festen Bestandteile abgetrennt werden. Der Uberstand wurde abgenommen
und mit 100 pl Isopropanol versetzt. Nach kurzem Schiutteln wurde nochmals 5

Minuten bei 10000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
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und das Pellet mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen und erneut 15 Minuten bei
13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und
das Pellet anschlieBend bei Raumtemperatur ca. 30 Minuten getrocknet.
Danach erfolgte die Resuspension des Pellets in 20 pl dH,O. Die Lagerung der
isolierten DNA erfolgte bei -20°C.

Mittels eines Photometers wurde der DNA-Gehalt ermittelt und Verdinnungen
von 10 ng/ul mit dH,O hergestellt.

2.2.1.2 Reaktionsansatz fur Vor-PCR und PCR-Programm

Reaktionsansatz:

1u DNA 10 ng/ul

2ul dNTPs (2 mM)

4 ul 5x Puffer

1l Primers (2 pmol)
1l Primer as (2 pmol)
10,9 pl dH,O

0,1 GoTaq

20 ul Gesamtvolumen

Vor-PCR-Programm:

95 °C 10 min Denaturierung

95 °C 25s Denaturierung

55°C 45s Annealing } 35 Zyklen
72 °C 2 min Elongation

72 °C 7 min Elongation

4 °C 0
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2.2.1.3 Reaktionsansatz fur Sequenzier-PCR und PCR-Programm

Reaktionsansatz:

6 pl Aufgereinigte PCR
1l Big Dye Buffer
1l Primer (10 pmol)
2ul Big Dye

10 pl Gesamtvolumen

Sequenzier-PCR-Programm:

94 °C 1 min Denaturierung

94 °C 10s Denaturierung

55°C 5 s Annealing } 30 Zyklen
60 °C 4 min Elongation

4 °C o0

2.2.1.4 DNA Féllung nach Vor-PCR und Sequenzier-PCR

Zum Fallen der DNA wurden nach der PCR zum PCR-Reaktionansatz 40 pl
(Vor-PCR) bzw. 30 pl (Sequenzier-PCR) NaAc pH 4,8 in Ethanol (1:25)
gegeben und anschlieBend 45 Minuten bei 3220 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde mit 100 pl 70% Ethanol
gewaschen und erneut fir 20 Minuten bei 3220 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand wieder verworfen und erneut fur 1

Minute bei 600 rpm mit dem Gefald tber Kopf zentrifugiert um alle Reste des
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Ethanols zu entfernen. Das Pellet wurde in15 ul dH,O resuspendiert und fur 30

Minuten geschuttelt.

2.2.1.5 Verwendete Primer fur die Sequenzierungen

Tabelle 4 Verwendete Primer zur Sequenzierung

Position Primer Primersequenz (5°->3")

R561H unc_s_11 |GTCTTCGCCGAAATGGGTGT
unc_as_11 |CATGGATTGCTCCTCAACCTGTTT
V772L unc_s_13a |CTCTGGGGCAATGCTATATTCCTT
unc_as_13a | GTGATCTTCGCTTTGTTTACAGCC
D1073E |unc_s_16 |GGAGGGTGAGTTTCCACGGACTATA
unc_as_16n | CACATATTCTCCATTGGGAGCCA
V1170M |unc_s_17n |CAAGATATTTGGGCACTACCAGACG
unc_as_17 |TTGAGCAGTGCCGAGTTGTGCA
A1405V  |unc_s_19 |TACAAAGGCGTCAACGTCGAGTGC
unc_as_19 |GCCGAATGGATGCAAGCTAACT

2.2.2 Klonierungen

Bei allen erzeugten Vektoren wurde nach einer Mutagenese oder einer
Amplifizierung durch PCR eine Sequenzierung durchgefiihrt um die Richtigkeit
der amplifizierten Bereiche in den Konstrukten zu bestétigen. Zusatzlich wurden

alle fertigen Konstrukte vollstandig sequenziert.

2.2.2.1 Methoden Klonierung

Alle verwendeten Methoden fir molekulare Klonierungen wurden nach

Standardprotokollen durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). Die verwendeten
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Restriktionsenzyme wurden alle von New England Biolabs, Frankfurt am Main,
bezogen, mit einer Ausnahme SanD | welche von Fermentas, St. Leon-Rot
stammt. Shrimp Alcaline Phosphatase und T4 Ligase wurden von Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, bezogen. Fir Amplifizierungen mittels PCR
wurde ein High Fidelity PCR Enzyme Mix von Fermentas, St. Leon-Rot, mit
einer Korrekturlesefunktion verwendet. Von QIAGEN GmbH, Hilden wurden
folgende Kits benutzt: QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick Gel Extraction Kit,
QIAquick PCR Purification Kit und QIAfilter Plasmid Maxi Kit.

2.2.2.2 Hybridisierung von Oligonukleotid

Fur die Hybridisierung von Oligonukleotiden wurden jeweils 20 ul der
Oligonukleotide (100 pmol/ul), 5 pul Wasser und 5 pl Hybridisierungspuffer (100
mM MgClz2, 250 mM Tris pH=8,0) in einem 0,5 ml Eppendorf-Gefald gemischt.
Das mit Parafilm versehene Gefal wurde in 1 Liter kochendes Wasser gegeben
und bis zum Erreichen der Raumtemperatur (Uber Nacht) darin belassen.
Danach wurde 1 pul einer 1:10 Verdinnung des Oligonukleotid-Gemisches in
einer Ligation verwendet. Die verwendeten Oligonukleotide waren bereits mit

einer Phosphatgruppe am 5° Ende bestellt worden.

2.2.2.3 Primer Mutagenese

Fur die Mutagenese mit Primer wurden vier verschiedene Primer bestellt.
Primer 1 enthielt die Mutation in Sense-Richtung, Primer 2 in Antisense-
Richtung. Primer 3 und Primer 4 beinhalten jeweils eine in der Nahe der
gewiinschten Mutation vorhandene Restriktionsschnittstelle. Primer 3 dabei in
Sense Richtung, Primer 4 in Antisense-Richtung. Alle verwendeten Primer

wiesen eine ahnliche Schmelztemperatur auf. Zuerst wurden zwei verschiedene
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PCRs durchgefihrt: einmal mit den Primerpaaren Primer 1 (Mutation) und
Primer 4 (Restriktionsschnittstelle), die zweite mit den Primerpaaren Primer 3
(Restriktionsschnittstelle) und Primer 2 (Mutation). Die erhaltenen PCRs wurden
auf ein Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit
extrahiert. Die extrahierten Banden wurden mittels eines weiteren Agarosegels
Uberpruft und in einer neuen PCR zusammengemischt. Die Banden aus den
beiden PCRs wurden dabei je nach ihrer Grof3e in einem bestimmten Verhaltnis
gemischt. Der Reaktionsansatz wurde zuerst fur sieben Zyklen ohne die Primer
amplifiziert, dadurch wurden die extrahierten Banden als Primer benutzt und es
entsteht ein einziges PCR-Produkt. Nach Zugabe der Primer 3 und 4 erfolgt

eine normale PCR zur Amplifizierung.

Es wurde folgender Ansatz verwendet:

Reaktionsansatz:

X Ml Bande aus PCR 1
X Ml Bande aus PCR 2
5 pl dNTPs (2 mM)

5ul 10x Puffer

1l Primer 3 (10 pmol)
1l Primer 4 (10 pmol)
X ul dH,O

1u HiFi PCR Mix

50 ul Gesamtvolumen

Das erhaltene PCR-Produkt wurde auf einem Agarosegel dberpruft und
anschlieBend mittels QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt. Danach wurde
ein Restriktionsverdau und eine anschlieBende Ligation in den gewiinschten
Vektor durchgefihrt.
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2.2.2.4 Klonierung von pUAST attB unc-104

Um pCl MCS zu erzeugen, wurde ein Oligonukleotid mit verschiedenen
Restriktionsschnittstellen (Sal-Not-Sca-Fse-Xba-Spe 5 Strang: CTA GGG TCG
ACG CGG CCG CAG TAC TGG CCG GCC TCT AGA ACT AGT G und
3’Strang: CTA GCA CTA GTT CTA GAG GCC GGC CAG TAC TGC GGC CGC
GTC GAC C) in peGFP-C1 (Clontech) mit Hilfe der Restriktionsenzyme Nhe |
und Xba | ligiert.

Um pC1 unc-104-A zu erzeugen, wurde Teil A von unc-104 aus pUAST unc-
104-mCherry (William Saxton) mit Hilfe von Not | und Sca | herausgeschnitten
und in den Vektor pC1 MCS ligiert.

Der Vektor pC1 unc-104-AB wurde durch den Restriktionsverdau von Order 1
(synthetisiert von Mr. Gene) mit Hilfe von Sca | und Fse | und anschlielRender
Ligation in pC1 unc-104-A erhalten.

Um das vollstandige unc-104 zu erzeugen, wurde mittels der beiden Primer 5
Fse | GTC AGG CCG GCC TGG CTG CCT GGG CTTT CC und 3" Stopp Xba
GTC ATC TAG ATT ATC ATT TGC TCG CAC TAT TGG CAT TCG der letzte
Teil von unc-104 in einer PCR amplifiziert, mit Fse | und Xba | geschnitten und

in pC1 unc-104-AB ligiert. Damit wurde pC1 unc-104 erzeugt.

Um pUAST attB unc-104 zu erhalten, wurde pC1 unc-104 mit Sal | und Spe |
geschnitten und in den mit Xho | und Xba | geschnittenen pUAST attB ligiert.

2.2.2.5 Klonierung von pUAST attB venus unc-104

Um pC1l venus unc-104 zu erzeugen, wurde Venus mittels der Primer 5 Sal
GTC AGT CGA CAT GGT GAG CAA GGG CGA GGA und 3" Not GTC AGC
GGC CGC CGG CCT TGT ACA GCT CGT CCA TGC C amplifiziert, mit Sal |
und Not | verdaut und in pC1 unc-104 ligiert.
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Um pUAST attB venus unc-104 zu erhalten, wurde pC1 venus unc-104 mit Sal |
und Spe | geschnitten und in den mit Xho | und Xba | geschnittenen pUAST
attB ligiert.

2.2.2.6 Klonierung von pUAST attB turquoise unc-104°"

Durch eine Mutagenese mit Hilfe von Primern wurde in Order 1 die Mutation
brisly erzeugt. Die verwendeten Primer waren P1Mut bris s AA G GTT CTC
ACG TGA TCC TCG GAA AGA AC, P2Mut_bris_as GAG GAT CAC GTG AGA
ACC GTT CTT AAG AAC C, P3unc-104_Kpn_s GTT GGG TAC CCA TGA
AGC A und P4unc-104_Xho_as GCT TCT CGA GCA ATT CGC A. Um pC1
unc-104°" zu erhalten, wurde die Mutation nach bestatigter Sequenzierung aus

Order 1 mit Sca | und Fse | herausgeschnitten und in pC1 unc-104 ligiert.

Um pC1l turquoise unc-104°" zu erzeugen, wurde Turquoise mit denselben
Primern wie fir Venus 5"Sal GTC AGT CGA CAT GGT GAG CAA GGG CGA
GGA und 3" Not GTC AGC GGC CGC CGG CCT TGT ACA GCT CGT CCA
TGC C amplifiziert, mit Sal | und Not | verdaut und in pC1 unc-104°" ligiert.

Um pUAST attB turquoise unc-104"" zu erhalten, pC1 turquoise unc-104"" mit
Sal | und Spe | geschnitten und in den mit Xho | und Xba | verdauten pUAST
attB ligiert.

2.2.2.7 Klonierung von pUAST attB venus unc-104""

Durch eine Mutagenese mit Hilfe von Primern wurde aus pUAST attB venus
unc-104 die Mutation HSP erzeugt. Die fur die Mutagenese verwendeten
Primern waren: P1 Mut HSP_ s GTA GAC TTG GTG GGG TCG GAA CGA
GCG GAT T P2_Mut_HSP_as Mut TTC CGA CCC CAC CAA GTC TAC CAA
GCT GAT CTT G P3unc-104_SanDIl_s CCC CTT TTG GGT CCC TAT GTG
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und P4unc-104_Kpn_as CAT GGG TACC CAA CCG AGT TAG. Die erzeugte
Mutation wurde mit SanD | und Kpn | verdaut und in pUAST attB venus unc-104
ligiert. Somit entstand pUAST attB venus unc-104"S" Danach wurde die

Mutation mit Hilfe einer Sequenzierung bestatigt.

2.2.2.8 Klonierung von pUAST attB unc-104""

Um pC1l unc-104"P zu erzeugen, wurde pUAST attB venus unc-104"" mit

SanD | und Kpn | verdaut und in pC1 unc-104 ligiert.

4HSP

Um pUAST attB unc-104"5F zu erzeugen, wurde pC1 unc-10 mit Sal | und

Spe | verdaut und in den mit Xho | und Xba | geschnitten pUAST attB ligiert.

2.2.2.9 Injektion von Drosophila-Embryonen

Es wurden verschiedene Khc Konstrukte erzeugt. So wurde pUAST Khc* und
PUAST Khc"V?*®S Kkiloniert und diese nach folgendem Vorgehen in white™*®
Fliegen injiziert. Nach erfolgreicher Injektion und Mapping der Konstrukte
wurden erste Versuche in den Larven durchgefihrt. Da sich die Konstrukte auf
verschiedenen Chromosomen integriert hatten und somit unterschiedlich stark
exprimiert werden konnten, wurde entschieden die Konstrukte in ein pUAST
attB Vektor umzuklonieren und sie dann an derselben Stelle des Genom zu
integrieren. Dies fuhrt dazu, dass eine vergleichbare Menge von mutantem und
wildtypischem Protein vorhanden ist. Diese seitenspezifische Injektion wurde

von der Firma Best Gene durchgefihrt.

Fir die Sammlung von Embryonen fur die Injektion wurden die Fliegen bei
Raumtemperatur und einem naturlichem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Zur

Eiablage wurden den Fliegen alle 30min eine neu behefte Apfelagarplatte (3%
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(w/v) Agar, 1,67% (w/v) Saccharose, 1,33% (v/v) Nipagin (10% in Ethanol) und
33,3% Apfelsaft in A. bidest) angeboten. Die abgelegten Eier wurden mit einem
Pinsel von der Apfelagarplatte in eine Filtereinheit (abgeschnittenes 50ml
Falcon-Tube, mit im Deckel eingearbeitetem Nylon-Netz) Gberfihrt und ca. 90
Sekunden mit Natriumhypochlorid-Losung (1 Teil Natriumhypochlorid, 1 Teil
H,O) dechorioniert. Nach Abspulen der Natriumhypochlorid-Losung mit
Leitungswasser wurden die Embryonen auf ein kleines ca. 5 x 1 cm grol3es
Apfelagarbléckchen Uberfuhrt. Mit Hilfe von Pinsel und Prépariernadel wurden
die Embryonen auf dem Blockchen der Reihe nach aufgereint. Dabei wurden
sie so positioniert, dass der posteriore Bereich (anhand der Mikropyle
erkennbar) vom Rand des Blockchens abgewandt war. Danach wurden die
Embryonen auf Deckglaser transferiert, die mit Klebstoff (in n-Heptan gelostes
Scotch-Klebeband) beschichtet waren. Die so auf dem Deckglas fixierten
Embryonen wurden fir ca. 8 Minuten in einem mit Kieselgel geflllten Gefald
angetrocknet. Dabei wurde versucht, jeden direkten Kontakt der Embryonen mit
dem Kieselgel zu vermeiden. Die angetrockneten Embryonen wurden
anschlieBend sofort mit Voltalef-10S-Ol tberschichtet und in einem auf 18°C
temperierten Raum injiziert. Dazu wurde die DNA, das Helferplasmid und der
Injektionspuffer (0,1 mM Phosphatpuffer pH 7,2; 5 mM KCI) in die
Injektionsnadel (selbstgezogene Borsilicat Glaskapillare) gegeben und diese in
den Mikroinjektor montiert. Zum Offnen der verschlossenen Nadelspitze wurde
die Spitze mehrmals in einen Uberalterten Embryo gestochen, bis eine feine
Offnung entstanden war. Die Injektion der Embryonen erfolgte an einem
Mikroskop in den posterioren Pol der Embryonen. Die verwendeten Parameter
des Mikroinjektors betrugen: P1 (Reinigungsdruck) 4000hPa; P2
(Injektionsdruck) ca. 450hPa, P3 (Haltedruck) 80hPa. Der Injektionsdruck
wurde dem Offnungsdurchmesser der Nadel angepasst, so dass das injizierte
Volumen ca. 2% des Embryovolumens betrug. Wurden beim Injizieren zu alte
Embryonen entdeckt, wurden diese mit Hilfe der Injektionsnadel durchstochen
um sie zu zerstoren. Nach dem Injizieren wurden die Embryonen auf den
Deckglasern in eine feuchte Kammer (Apfelagarplatte mit Aussparungen in dem
sich Wasser befindet) gelegt und bei 18° bis zum Schlipfen der Larven
aufbewahrt. Die geschlupften Larven wurden abgesammelt und in ein
Zuchtgefal’ tberfuhrt.
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2.2.3 Fliegenhaltung

Die Fliegen wurden, wenn nicht anders angegeben, in Standardmedium bei

25°C in dunklen Inkubatoren gehalten.

2.2.4 Immunhistochemie

Fur die Praparation von Larvenfilets wurden Larven im dritten Stadium
verwendet. Die Larven wurden auf einer Praparationsmatte mit Hilfe von
Insektennadeln immobilisiert. Dabei wurde die Larve mit der dorsalen Seite
nach oben mit je einer Nadel am anterioren und posterioren Ende fixiert. Nach
der Zugabe eines Tropfens eiskalter Hamolymph-&hnlicher Salzlésung (HL3)
wurde die Larve entlang der Mittelinie aufgeschnitten. Die Epidermis wurde
gedehnt und mittels Insektennadeln fixiert. Die inneren Organe wurden mit
Pinzetten vorsichtig entfernt. Dabei wurde besonders darauf geachtet, die
Muskeln und das zentrale Nervensystem der Larve nicht zu beschéadigen.
AnschlieBend wurden die Filets mit Hilfe von 4% PFA fur 10 Minuten fixiert. Fir
eine native GFP Detektion wurde die Larve nur 3 Minuten fixiert und innerhalb
von 72 Stunden aufgenommen. Nach der Fixierung erfolgte ein dreimaliges
kurzes Waschen mit PBST. Zur Blockierung und anschlieRender Féarbung
wurden die Filets in ein Eppendorfgefa mit PBST uberflihrt. Die Blockierung
der Filets erfolgte in 5% NGS in 0,05% PBST fir 30 Minuten. Fur die Inkubation
des primaren Antikorpers wurde das NGS erneuert und Antikdrper Uber Nacht
bei 4°C im Rotator inkubiert. Die Filets wurden anschliel3end drei Mal kurz mit
PBST gewaschen und dann fir je drei Mal 20 Minuten im Rotator bei
Raumtemperatur. Danach erfolgte die Zugabe des sekundéren Antikorpers in
5% NGS fur 2 Stunden bei Raumtemperatur im Rotator. Nach erneutem
Waschen mit PBST, wie vorher beschrieben, wurden die Filets in Vectashield
Uberfuhrt. Nach 30 minuatiger Inkubation bei 4°C wurden die Filets auf einen
Objekttrager mit Vectashield aufgezogen und das Deckglas mit Nagellack

fixiert.
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2.2.5 Analyse der sensorischen Neurone

Um die dendritischen Aste in den sensorischen Neuronen zu untersuchen,
wurden die Larven fir 2-3 Sekunden in 65°C heilles Wasser gegeben.
Anschliel3end wurden die Larven in eine Kammer, welche normalerweise fur in
vivo Imaging benutzt wird, Gberfuhrt und innerhalb von 15 Minuten an einem
Zeiss LSM 710 Konfokalen Mikroskop aufgenommen. Details fur die
Konstruktion der Kammer wurden beschrieben (Fuger et al., 2007, Zhang et al.,
2010). Die Larve wurde so in die Kammer eingebettet, dass sie mit der dorsalen

Seite nach unten zeigte.

2.2.6 Bildaufnahme und Analyse

Ganze Larven oder Larvenfilets wurden an einem Zeiss LSM 710 Konfokalen
Mikroskop aufgenommen, welches ausgestattet ist mit 405, 445, 488, 514, 561
und 633 Laserlinien und einem ConfoCor 3 Scankopf. Es wurde entweder das
40x Plan-Apochromat 1.3 Objektiv oder das 63x Plan-Apochromat 1.4 N.A.
Objektiv benutzt. Die aufgenommenen Bilder wurden mittels der PMT Detektion
erhalten. Falls die Fluoreszenzintensitat sehr schwach war, wurde die ADP
Detektion benutzt. Die Voxel Dimension (x/y/z) fur NMJ waren 100 nm x 100
nm x 500 nm, fur CNS 300 nm x 300 nm x 1000 nm und fur sensorische
Neurone 520 nm x 520 nm x 750 nm. Die ausgeschnittenen Bilder wurden um
den Faktor 2 skaliert und ein Gaussian blur Filter (Filterradius = 2) angewendet.
Gammawerte wurden entweder nicht verandert oder mit dem Wert 0,75 fir alle

Illustrationen benutzt.

Fur qualitative Vergleiche der Morphologie verschiedener Genotypen wurden
die Bilder mit einem Maximum an Helligkeit aufgenommen, wobei eine
Ubersattigung vermieden wurde. Fir quantitative Vergleiche der Intensitaten

wurde ein gemeinsames Setting gewahlt, bei welchem es bei keinem der
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untersuchten Genotypen zu einer Uberbelichtung kam. Die Bildbearbeitung
wurde mittels NIH ImageJ Version 1.40g durchgefihrt.

2.2.7 Verhaltens-Assay

Fur qualitative Verhaltensanalysen von einzelnen Larven wurden diese auf
einem dunnen Stuck Apfelagar platziert. Das Tail-Flip Verhalten wurde visuell
gewertet. Die Larven wurden mit einer DCM510 (ScopeTek, P.R. China)
Mikroskopkamera aufgenommen, die in ein dafir speziell angefertigtem
Stereomikroskop integriert wurde. Die sich bewegenden Larven wurden fir 5
Minuten bei einer Frame Rate von 30 fps gefilmt um Beispiele fir die
Korperhaltung der Larven wahrend der Fortbewegung zu erhalten. Die Videos
wurden mit Prism Video Converter, v 1.61 (NCH Software Inc., Australia)
umgewandelt. Fur weitere Bearbeitungen wurde VirtualDub 1.9.10 und ImageJ

Version 1.40g verwendet.

FUr quantitative Analysen von Larven wurden diese vom Futter befreit, indem
sie kurz in 15%ige Saccharose getaucht wurden und anschlieend kurz mit
Leitungswasser gewaschen wurden. Die Larven wurden dann fir 45 Minuten
bei 25°C und einer Luftfeuchtigkeit von 70% auf einer Agarplatte zur
Akklimatisierung gehalten. Diese Bedingungen wurden auch bei dem
Verhaltensversuch eingehalten. Um die Laufgeschwindigkeit zu messen wurden
bis zu 200 Larven auf einer 15 x 15 cm grol3en Agarplatte fir 10 Minuten
gefilmt. Die Geschwindigkeit und GroRe der Larven wurde durch eine speziell
hergestellte Software (Animaltracer, T.M. Rasse) ermittelt. Larven, welche sich
bertihren, wurden von der Analyse ausgeschlossen. Ebenfalls ausgeschlossen
wurden  Larven, deren Geschwindigkeit weniger als 10% der
Durchschnittsgeschwindigkeit  ihres  entsprechenden  Genotyps  und
GrolRengruppe betrug. Dieses Selektionskriterium erlaubt es, tote Larven oder
Schmutz auszuschlieRen, die sonst als Larve angerechnet wirden.

Durchschnittliche Laufgeschwindigkeiten wurden fur jede Grol3engruppe in
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jedem Film kalkuliert. Ein Minimum von 6 Filmen pro Genotyp wurde analysiert.

Fir alle weiteren statistischen Analysen wurde ,n“ als Zahl der Videos definiert.

2.2.8 Probenvorbereitung fur Elektronenmikroskopie am Axon

Lebende L2 Larven wurden auf eine Aluminiumplatte mit einer Aussparung von
150 um Uberfihrt, welche 1-Hexadecan als externen, nicht durchdringenden
Fullstoff enthalt. Die Plattchen wurden mit Plattchen ohne Aussparung
zusammengebracht und mit einem Hochdruck-Gefriergerat (Bal-Tec HPM 010,
Balzers, Liechtenstein) kryofixiert. Die Larven wurden vom externen Hexadecan
unter flissigem Stickstoff befreit und in 2 ml Mikroréhrchen Uberfihrt. Als
Gefriersubstitutionsmedium wurde 2% Osmiumtetroxid Losung in wasserfreiem
Aceton verwendet, erganzt mit 25 pl einer 20%igen methanolischen
Uranylacetat Losung, welches einer finalen Konzentration von 0,5% entspricht.
Die Gefriersubstitution wurde an einem Leica AFS-2 ausgefihrt, wobei die
Proben folgendermalR3en behandelt wurden: -90°C fur 27 h, -60°C fur 6 h und -
40°C fur 6 h. Die Temperaturerhéhung erfolgte in 10°C Schritten je Stunde. Bei
-40°C wurde Glutaraldehyd von einer 25% LOsung in Wasser zugegeben bis zu
einer finalen Konzentration von 0,6% Glutaraldehyd und 2% Wasser. Nach 6
Stunden bei -40°C wurden die Mikroréhrchen fir 1 Stunde auf Eis gestellt. Die
Proben wurden dann drei Mal mit Aceton gewaschen und mit Epon bei
Raumtemperatur infiltriert. Dazu wurde die Konzentration an Epon mit jedem
Schritt erhoht (30%, 60%, 90%, 2x 100% Epon je fir 1 h, der zweite 100%
Epon Schritt Gber Nacht am Rotator). Nach dem Einbetten wurden die Proben
bei 60°C fur 48 Stunden polymerisiert. Ultradinnschnitte wurden mit
Uranylacetat und Bleicitrat gefarbt und in einem Philips CM10
Elektronenmikroskop dokumentiert. Bilder wurden auf EM-Film (Maco ES 208,
Hans O. Mahn GmbH & Co KG, Stapelfeld, Germany) aufgenommen. Alternativ
wurden die Ultradtinnschnitte am FEI-Tecnai Spirt, 120 kV Elektronenmikroskop

untersucht und mit einer Gatan USC 4000 aufgenommen.
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2.2.9 Probenvorbereitung fur Elektronenmikroskopie an der NMJ

Larvenfilets wurden wie beschrieben aufgespannt und dann in 4% PFA fir 10
Minuten fixiert. Anschlieend erfolgte eine weitere Fixierung mit 2,5%
Glutaraldhyd Uber Nacht. Eine Nachfixierung wurde mit 1% Osmiumtetroxid in
100 mM Phosphatpuffer pH 7,2 fur 1 Stunde auf Eis durchgefuhrt. Die
Larvenfilets wurden mit Wasser gewaschen und mit 1% wassrigem
Uranylacetat fuir 1 Stunde bei 4°C behandelt. AnschlieRend erfolgte die
Dehydrierung durch eine Ethanolserie und Aufbewahrung in flissigem Epon
uber Nacht. Die Larvenfilets wurden am nadchsten Tag auf einer
Praparationsplatte fixiert und Muskel 4 aus Segment 4 wurde mit Hilfe von
scharfen Insektennadeln heraus prapariert. Die einzelnen Muskeln wurden in
Epon eingebettet und fir 48 Stunden bei 60°C polymerisiert. Ultradiinnschnitte
wurden mit Uranylacetat und Blei kontrastiert und in einem Philips CM10
Elektronenmikroskop auf EM-Film (Maco ES 208, Hans O. Mahn GmbH & Co
KG, Stapelfeld, Germany) aufgenommen.

2.2.10 Analyse von synaptischen Vesikeln in elektronenmikroskopischen

Aufnahmen

Um die Vesikelabstande an der Synapse zu messen, wurden die
aufgenommenen Bilder mit Hilfe von NIH ImageJ Version 1.40g ausgewertet.
Auf alle zu quantifizierenden Bilder wurde ein Gaussian blur Filter (Filterradius =
2) angewendet. Die auf dem Bild aufgenommene Synapse wurde
ausgeschnitten und so gedreht, dass sich die Vesikel im oberen Teil des Bildes
befanden und die PSD im unteren Teil. Es wurde entweder ein 300 nm langer
Bereich in der Mitte der PSD markiert oder je 150 nm links und rechts der T-Bar
(siehe Abb. 34A gelbe Linien). Nur in diesem Bereich wurde der Abstand der
Vesikel zur Membran gemessen (siehe Abb. 34A rote Linien). Es wurden dabei
nur Vesikel gemessen, die kleiner als 50 nm waren und sich nicht weiter als 250

nm von der Membran entfernt befanden.
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2.2.11 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden, wie in den folgenden Verfahren beschrieben,
ausgefuhrt. Die Datensétze wurden als erstes auf Normalitdt Uberprift. Bei
normalverteilen Datensatzen wurden die Daten Uber eine ANOVA analysiert,
gefolgt von einem Tukey-Test. Bei Datenséatzen in denen nicht alle Gruppen
normalverteil waren, wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet und
anschlieend ein Dunn-Test. Die verwendeten a-Level sind * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001.

Stichprobenfehler sind als Standardabweichung (s.d.) und Standardfehler des
Mittelwerts (s.e.m.) angegeben. Der Standardfehler des Mittelwertes ist als Box
in die Diagramme eingezeichnet, die Standardabweichung als schwarze Striche

Uber und unter der Box.
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3 Ergebnisse

3.1 Brisly Mutation

3.1.1 Brisly Mutanten haben Defekte in der Dendritenentwicklung und

Synapsenmorphologie

Erstes Ziel dieser Arbeit war es, einen erweiterten Einblick in die
Synaptogenese zu erlangen. Hierbei sollte der genetisch ideal zugangliche
Modellorganismus Drosophila melanogaster genutzt werden. Die larvale
neuromuskulare Verbindung ist hierbei ein gut etabliertes System zur

Untersuchung von Synaptogenese und Synaptopathie.

Um neue Gene zu entdecken, die fur den Aufbau beziehungsweise die
Stabilisierung von Synapsen wichtig sind, wurde in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Jay Brenman an der Universitat von North Carolina School

of Medicine ein EMS Mutagenese-Screen durchgefihrt.

Wahrend das Labor von Jay Brenman Stérungen in der Morphologie von
Dendriten untersucht hat, lag der Fokus dieser Arbeit darin, Gene zu

untersuchen, die flr Synaptogenese und Synaptopathie von Bedeutung sind.

Eine Synapse zeichnet sich ultrastrukturell durch die Gegenuberstellung einer
prasynaptischen aktiven Zone mit einem postsynaptischen Rezeptorfeld aus.
An der aktiven Zone fusionieren Vesikel mit der prasynaptischen Membran. Der
Neurotransmitter wird in den synaptischen Spalt freigesetzt und bindet
postsynaptisch an die Neurotransmitterrezeptoren. Jegliche Abweichung von
diesem Aufbau deutet auf Stérungen entweder in der Synaptogenese oder auf
eine degenerative Veranderung hin.

Ultrastrukturelle Veranderungen mit Hilfe von Elektronenmikroskopie im Kontext
eines Screens zu untersuchen ist nicht realistisch. Stattdessen wurde
entschieden, die korrekte Gegenuberstellung von aktiver Zone und PSD
immunhistochemisch zu untersuchen. Prasynaptisch ist Bruchpilot (Brp) von
zentraler Bedeutung um an der aktiven Zone Vesikel in der Nahe von

spannungsabhangigen Ca®* -Kanalen anzuhaufen. Postsynaptisch sind an der
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NMJ Glutamatrezeptoren von zentraler Bedeutung um den Neurotransmitter
Glutamat zu detektieren. Daher verwundert es nicht, dass an Kontroll-NMJs
mehr als 97 % aller Synapsen positiv fir sowohl Brp als auch der

Glutamatrezeptoruntereinheit Il (GluRIll oder GIuRIIC) sind.

Jede Abweichung hiervon wurde weiteruntersucht. Hierbei wurde die Mutante
brisly (bris) isoliert und fur weitere Charakterisierungen ausgewahlt. In
Dendriten zeichnet sich Bris durch verstarktes Filopodienwachstum an der
Spitze von Neuron ddaA (Abb. 7) aus. (Medina et al., 2006).
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Abbildung 7 Brisly Mutanten sind durch Defekte bei der Bildung von dendritischen
Filopodien charakterisiert

(A) Wahrend die dendritischen Verzweigungen des Neurons ddaA (Zellkorper: blaue Pfeilspitze)
in Kontrolltieren (elavX-Gal4/+;;UAS-actin-GFP/+) nicht beeintrachtigt ist, ist bei brisly (bris,
elavX-Gal4/+;unc-104""/unc-104"":UAS-actin-GFP/+) L3 Mutanten (B) eine deutlich verstarkte
Verzweigung der Filopodien der distalen sekundaren Aste zu beobachten. MaRstabsbalken 20
um. * Fir eine bessere Visualisierung wurden die sekundaren Aste in Helligkeit und Kontrast
bei beiden VergroRerungen angepasst. Mal3stabsbalken 10 um.

In homozygoten bris mutanten Larven wurde an der NMJ ein prozentualer
Anstieg von Glutamatrezeptoren ohne prasynaptisches Brp beobachtet (Abb.
8). Dieser Effekt trat nicht in heterozygoten bris Larven auf (wt: 1,7 £ 0,3%, n=8;
bris/+: 1,8 + 0,3%, n=10; bris/bris: 17 + 1,3%, n=10). Deswegen wurde davon
ausgegangen, dass es sich bei dem beobachteten NMJ Phanotyp am
wahrscheinlichsten um eine partielle Loss-of-Function anstatt um einen
dominant-negativen Effekt oder einen Gain-of-Function Phanotyp handelt. Die

molekulare Ursache der bris Mutation war bisher nicht untersucht worden.
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Abbildung 8 Brisly Mutanten sind durch Defekte an der Synapse charakterisiert
(A-B) Konfokale Aufnahmen von Fluoreszenzfarbungen zeigen verschiedene synaptische
Boutons der NMJ 4 von L3 Drosophila Larven. (A) Wildtyp (w'**®) und (B) Bris Mutanten (unc-

bris bris

1047"/ unc-104""") wurden fur Glutamatrezeptor Il (GluRlIll, griin) und fur Bruchpilot (Brp,
magenta) gefarbt. Boutons sind in brisly Mutanten im Vergleich zur Kontrolle kleiner. Im
Vergleich zum Wildtyp sind viele GIuRIll Felder ohne prasynatisches Brp (Pfeilspitzen).
Maf3stabsbalken 1 um.

Als nachstes wurde Uberprift, ob die veranderte synaptische
Zusammensetzung das Resultat von Entwicklungsdefekten (Viquez et al., 2009)
oder von Degenerationsprozessen war. Distale Regionen von NMJs sind eher
von Degenerationsprozessen betroffen als proximale Regionen. In bris
mutanten Larven treten Glutamatrezeptorfelder ohne gegeniberliegendes Brp
sowohl in distalen als auch in proximalen Regionen der NMJ auf (Abb. 8B,
Pfeilspitzen). Dieser Phanotyp deutet darauf hin, dass die beobachteten
synaptischen Defekte in bris mutanten Larven wahrscheinlich durch eine
Stérung der Synapsenentwicklung verursacht werden. Diese Hypothese wird
weiterhin durch die Verteilung der betroffenen Synapsen entlang der NMJ
unterstutzt. Im Kontext von degenerativen Prozessen werden in der Regel
ganze Cluster von Synapsen auf einmal abgebaut. In bris mutanten Larven sind

betroffene und nicht betroffene Synapsen oft benachbart.
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3.1.2 Brisly Mutanten zeigen keine Retraktion an NMJs

Synaptische Retraktion wird in Drosophila mit dem synaptischen FuRabdruck-
Assay untersucht (Eaton et al., 2002). Dieser Ansatz basiert auf der Tatsache,
dass die postsynaptische Membran der Drosophila NMJ eine komplexe Serie
von Membraneinfaltungen (Subsynaptisches Retikulum, SSR) ist, die sich nur
langsam nach prasynaptischer Innervierung entwickelt und nach Retraktion der
prasynaptischen Innervierung fir mehrere Stunden stabil bleibt. Um
synaptische Retraktion zu untersuchen, wurde das SSR mit einem Antikorper
gegen das postsynaptische Gerustprotein Discs-Large (DLG) gefarbt und die
neuronalen Membranen mit HRP-Antikdrper sichtbar gemacht. In bris mutanten
Larven konnten keine Anzeichen von synaptischer Retraktion beobachtet
werden (Abb. 9). Alle terminalen Boutons, an welchen die Retraktion
typischerweise auftritt (Abb. 9A-B; Pfeilspitzen), waren positiv fir den

neuronalen Marker HRP.

Abbildung 9 Keine Retraktion an Synapsen von bris mutanten Larven erkennbar

(A,B) NMJ 4 aus Segment A2 von Drosophila (A) Wildtyp (w***®) und (B) Bris (unc-104""/unc-
104"”5) mutanten L3 Larven wurden mit dem Membranmarker HRP (magenta) und den
postsynaptischen Gerlstprotein Discs-Large (DLG, grin) gefarbt. Die Anwesenheit von
postsynaptischem DLG ohne prasynaptische Struktur deutet auf eine Retraktion der Synapse
hin. Retraktion tritt normalerweise an distalen Boutons auf (Pfeilspitzen). In bris mutanten
Larven konnte keine Retraktion beobachtet werden. Mal3stabsbalken 10 um. VergréR3erungen

rechts Mal3stabsbalken 2 um.
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3.1.3 Brisly ist ein Allel von unc-104, einem Mitglied der neuronalen
Kinesin-3 Familie

Um die molekulare Lasion im betroffenen Gen von bris zu identifizieren, wurde

der original bris Fliegenstock gegen Kontrollfiegen (white!''®

) Uber drei
Generationen ausgekreuzt. Als nachstes wurde die Mutante mit Hilfe eines Sets
von Defizienzen klassisch gemappt. Hierbei wurden drei Uberlappende
Defizienzen (Thibault et al., 2004, Ryder et al., 2007) (Df(2R): Exel 7145, Exel
6064, ED 3181) identifiziert, welche den bris Lokus nicht komplementieren.
Diese drei Defizienzen uberlappen an der Region (2R) 12.618.999-12.714.156
des Drosophila-Genoms (Abb. 10A). Der gleiche Bereich wurde auch durch
rekombinationsbasiertes Mapping mit molekular definierten P-Elementen
identifiziert (Zhai et al., 2003, Kramer, 2008). Als nachstes wurden Mutationen
der betroffenen Kandidatengenen der identifizierten Region untersucht. Die XP
Insertion unc-104%112%* konnte die bris Mutation nicht komplementieren (Abb.
10A). Das Gen unc-104 gehoért zur Kinesin-3 Familie und ist fir den Transport
von synaptischen Vorlaufervesikeln, groRen Neuropeptid-gefillten Vesikeln und
kleinen Transportvesikeln von Bedeutung (Pack-Chung et al., 2007, Barkus et
al.,, 2008). unc-104 Nullmutanten sind homozygot letal und sterben im
Embryonalstadium. In unc-104 Nullmutanten kommt es zudem zu einer
Reduzierung von Brp in den Boutons (Barkus et al., 2008). Daraufhin wurde das
brisly/unc-104 Allel sequenziert. Hierbei wurden finf Abweichungen relativ zum
Genom der Referenz (Entrez GenelD: 36876, FBgn0034155) identifiziert:
R561H, V722L, D1073E, V1170M und A1450V (Abb. 10B) (Kramer, 2008). Als
nachstes wurden diese funf Positionen im Ursprungsstamm, der fir die EMS
Mutagenese eingesetzt worden war, sequenziert. Die Mutation R561H ist, im
Gegensatz zu den vier anderen gefundenen Mutationen, die einzige Mutation
welche im Ursprungsstamm nicht vorhanden ist. Daraus wurde geschlossen,
dass es sich bei vier der mdglichen Aminosaureaustausche im Vergleich mit der
Datenbanksequenz (V722L, D1073E, V1170M, A1450V) um natirliche
Polymorphismen handelt. Die Mutation R561H ist dagegen wahrscheinlich fur
den beobachteten Phanotyp verantwortlich (Abb. 10B). Die brisly/unc-104
R561H Mutation befindet sich in einem konservierten Bereich der FHA-Doméne
von Unc-104/KIF1A (Abb. 10C,D).
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Abbildung 10 Brisly enthalt eine Punktmutation in der FHA-Doméane von unc-104, einem
Mitglied der Kinesin-3 Familie

(A) Schematische Zeichnung des unc-104 Lokus. Drei Uberlappende Defizienzen sind als
schwarze Boxen dargestellt (von oben nach unten: Df(2R): Exel7145, Exel 6064, ED 3181). Alle
drei konnten den bris Lokus nicht komplementieren. Die drei Defizienzen Uberlappen an der
Position (2R) 12.618.999-12.714.156 (angegeben in orange) des Drosophila-Genoms. Die XP
Insertion unc-104"*"%"* kann bris/unc-104 ebenfalls nicht komplementieren. unc-104 ist als
grine Box eingezeichnet, weitere Gene in dieser Region in Blau oder Pink. (B) Funf
Veranderungen der unc-104 Sequenz im Vergleich zu der auf Flybase (Entrez GenelD: 36876,
FBgn0034155) hinterlegten konnten identifiziert werden. Vier dieser Mutationen (V722L,
D1073E, V1170M und A1450V) reprasentieren wahrscheinlich Polymorphismen und wurden
auch im Parentalstock, welcher fir die Mutagenese verwendet wurde, gefunden (links unc-
104", rechts Parental). Die Originalsequenzen sind abgebildet. Pfeile zeigen, welcher DNA-
Strang sequenziert wurde. (C) Vorhergesagte Doméanenstruktur von Unc-104 und ausgewahlte
Mutationen. R561H befindet sich an einem konservierten Bereich der FHA-Doméane von Unc-
104. Motordoméane: violett, Coiled-Coil Region: grau, FHA-Domane: orange; Liprin-Binde-
Doméne (LBD): grin, PH-Domane: blau. (D) Alignment von Unc-104 mit verschiedenen Arten
(Drosophila melanogaster (D.m.), Tribolium castaneum (T.c.), Caenorhabditis elegans (C.e.),
Danio rerio (D.r.), Homo sapiens (H.s.)). Die mutierte Aminosaure (R561H, roter Pfeilkopf) ist in
allen begutachteten Arten konserviert.
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unc-104 Nullmutanten (unc-104'°/Df(2R)DAIk21) sind embryonal letal (Pack-
Chung et al., 2007). Im Gegensatz dazu sterben homozygote unc-104"" Larven
oder transheterozygote (unc-104""/unc-104*'?** und unc-104°"/unc-104"%)
Larven erst im dritten Larvenstadium. Diese neue hypomorphe Mutation erlaubt
es, spatere Prozesse wahrend der Entwicklung zu untersuchen.
Immunhistologische Analysen zeigen ein gut zu detektierendes, stabiles Protein
(Abb. 11). Homozygote unc-104°" Larven weisen keinen reduzierten
Proteinlevel von Unc-104 (Abb. 11) auf. Sowohl im Ventralganglion (Abb. 11A-
B"), an der NMJ (Abb. 11G,G') und im Axon (Abb. 11C-F") sind Anreicherungen
von Unc-104 zu erkennen. In den Anreicherungen im Axon kommt es jedoch
nicht zu einer weiteren Ansammlung von Brp (Abb. 11E-F", Pfeilspitzen) oder
neuronaler Membranen (Abb. 11C-D, HRP).

unc-104 unc-104 , %Q' R R TR HRP unc-104

EI
A A
‘ I

Abbildung 11 Verteilung von Unc-104 in unc-104"" Larven

Konfokale Aufnahmen von Immunfluoreszenz-gefarbten L3 Drosophila Larven. (A, A, B, B
Ventralganglien von Wildtyp (w''*%, oben) und unc-104"" (unc-104""/unc-104°", unten) Larven
wurden Unc-104 gefarbt. (A) und (B) mit starkerer Laserleistung, (A') und (B') mit niedrigerer
Laserleistung. Aggregate von Unc-104 sind nur in unc-104"" erkennbar. MaRstabsbalken 20
um. (D-F) Axone von Wildtyp (oben) und unc-104"" (unten) Larven wurden mit verschiedenen
Antikdrpern markiert. Der Membranmarker HRP wurde verwendet um die Nerven sichtbar zu
machen (C,D). Aggregate von Unc-104 erscheinen nur in unc-104°" Axonen (D, F, F” grin),
wahrend eine mehr diffuse Verteilung in Wildtyp-Axonen vorhanden ist. Einzelne Partikel von
Brp (E, F, E", F' rot E', F' intensitatsabhangig) sind im Wildtyp (E) und in unc-104"" (F) Larven
sichtbar. Die entsprechenden Bereiche, welche mit Pfeilspitzen markiert wurden, sind
vergroRert abgebildet (E”, F”). Die leicht vermehrte Anwesenheit von Brp ist weder nicht
signifikant, noch kolokalisieren die Brp Partikel mit Unc-104 Aggregaten. (G, H, G, H'Y)
Immunfluoreszenzfarbungen zeigen Teile von NMJ 4. (G, H) Der Membranmarker HRP (rot)
veranschaulicht die NMJ und Unc-104 zeigt die Verteilung von Kinesin-3 (G, H griin; G', H'
weild). Aggregate von Unc-104 sind nur an den distalen Regionen (Pfeilspitzen) der NMJ von
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unc-104°" (unten) erkennbar und nicht im Wildtyp (oben). MaR3stabsbalken C: 5 pm E" 1 pm.
G: 10 pm.

Pan-neuronale Expression (elav-Gal4) eines mCherry-getaggten unc-104 cDNA
Konstrukts (unc-104™°"™) ist ausreichend, um transheterozygote unc-
104°"/unc-10491%** | arven (von nun an bezeichnet als: unc-104°"/-) zur vollen

Lebensfahigkeit zu bringen.

Die pan-neuronale Expression von Unc-104""" st auch ausreichend, um die
auftretenden Defekte in der Synapsenentwicklung zu retten (Abb. 12A-C). Beim
Rescue (Abb. 12C) sind keine Glutamatrezeptorfelder ohne
gegeniberliegendes Brp wie in unc104®/- mutanten Larven (Abb. 12B) zu

erkennen.

A Kontrolle B unc-104v)- C  Rescue

Brp

Brp
GluRlIII

Abbildung 12 Pan-neuronale Expression von unc-104"°"" rettet die beobachteten
Defekte in unc-104"" Larven

(A-C) Konfokale Aufnahmen von Immunfluoreszenzfarbungen zeigen mehrere synaptische
Boutons von NMJ 4 von L3 Drosophila Larven. Larven wurden mit GluRIIl (grin) und Brp
(magenta) gefarbt. Die pan-neuronale Expression von unc-104""" (C) rettet den Phanotyp
der Glutamatrezeptorfelder ohne Brp (Pfeilspitzen), welcher in unc-104""/- Larven (B)
beobachtet wird. Genotypen Kontrolle: elavX-Gal4/+;;UAS-unc-104"""/+ unc-104""/-: unc-
104""/unc-104""%**:UAS-unc-104"""/+ Rescue: elavX-Gal4/+;unc-104""/unc-104 “****;,UAS-
unc-104"°""/+ MaRstabsbalken 1 pm.

Expression von unc-104™"" in Typ IV verzweigten dendritischen Neuronen
(ppk-GAL4) ist ebenfalls ausreichend, um die beobachteten Defekte im
dendritischen Filopodienwachstum in einer zellautonomen Weise zu retten
(Abb. 13). Beide Resultate beweisen, dass der beobachtete Phanotyp durch
einen Funktionsverlust von Unc-104 ausgelost wurde und dass das mutierte
Unc-104 keine neue toxische Funktion erlangt hat (toxic-gain-of-Function). Da

der durch die R561H Mutation hervorgerufene Phanotyp im Vergleich zu
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Nullmutanten (Pack-Chung et al., 2007, Barkus et al., 2008) abgemildert ist,

handelt es sich bei der brisly Mutation um eine hypomorphe Mutante.
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Abbildung 13 Ektopische Expression von unc-104"°"*" rettet die auftretenden Defekte
an Dendriten

(A-C) Konfokale Aufnahmen von dendritischen Neuronen. Ektopische Expression von unc-
104™""™ (C) in Typ IV dendritisch verzweigten Neuronen mittels ppk-Gal4 ist ausreichend, um
die massive Zunahme an Filopodienwachstum in unc-104"" mutanten Larven (B) zu retten.
Filopodien wurden mit Hilfe von ektopisch exprimiertem Aktin-GFP sichtbar gemacht. Der
untere Teil zeigt eine VergrolRerung. Genotypen Kontrolle: ;;ppk-Gal4/UAS-Aktin-GFP,UAS-unc-
104™"™  unc-104""/-:  unc-104""/unc-104"*****ppk-Gal4/UAS-Aktin-GFP; Rescue: unc-
104""/unc-104"1%°*:ppk-Gal4/UAS-Aktin-GFP, UAS-unc-104™"" MaRstabsbalken 20 pm:;
VergroRerung 10 pum.

3.1.4 unc-104"" Larven sind charakterisiert durch Stérungen in der

Initiierung von Frachttransporten

Die FHA-Doméane vermittelt Protein-Protein-Interaktionen (Hofmann and
Bucher, 1995). Zusatzlich ist die FHA-Domé&ne in unc-104 an intramolekularen
Interaktionen beteiligt. Strukturelle Veranderungen in der FHA-Doméane kbnnen
zu Beeintrachtigungen im Frachttransport oder in der Freisetzung von Frachten
am Zielort fuhren. Um diese zwei Méglichkeiten zu unterscheiden, wurde die

Initierung des Transports im Soma und der Transports entlang der Axone
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untersucht. Beeintrachtigungen bei der Initiierung von Transporten kdnnen im
Ventralganglion beobachtet werden. Hierbei reichern sich Frachten im
Zellkorper an und werden nicht zu den Synapsen transportiert. Daher kommt es
zu einer verstarkten Farbung in Gebieten, in denen Zellkdrper lokalisiert sind
und einer dazu Kkorrespondierenden abgeschwachten Farbung im
synapsenreichen Neuropil. unc-104"/- mutante Larven sind durch verstarkte
Brp Farbungen in Bereichen gekennzeichnet, in denen die Zellkérper lokalisiert
sind (Vergleich Abb. 14A und 14B). Das in Kontrollarven normal lokalisierte
synaptische Vesikelprotein Cystein String Protein (CSP) sammelt sich in unc-
104°"/- mutanten Larven ebenfalls in Regionen, in denen die Zellkdrper
lokalisiert sind (Abb. 14C,D). Transmembranproteine, darunter das
Zelladhasionsprotein Fasciclin Il (Fas Il) (Abb. 14E,F) und das Antigen, welches
vom HRP-Antikorper erkannt wird (Abb. 14G,H) zeigen keine veranderte
Verteilung im Ventralganglion von unc-104°"/- Larven. Diese Daten deuten
Abris

darauf hin, dass Synapsen in unc-10 Mutanten unter einer verminderten

Versorgung mit Vesikeln und Komponenten der aktiven Zonen leiden kdnnten.

4MChey st ausreichend, um die

Pan-neuronale Expression von unc-10
Beeintrachtigungen bei der Initierung des Transports von Brp zu retten (Abb.

141,J).

BRP

Kontrolle

Abbildung 14 Verteilung von neuronalen Proteinen im Ventralganglion von unc-104""/-

Larven
(A-H) Das Ventralganglion von Wildtyp (W'**%, oben) und unc-104°"/- (unc-104""/unc-104 **%**,
unten) L3 Drosophila Larven wurde mit verschiedenen Antikdrpern markiert um die Verteilung
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von Frachten in den Zellkérpern zu beurteilen. Dabei wurden Probleme bei der Initiierung des
Transports von synaptischen Vesikeln und Brp entdeckt. (A,B) Immunfluoreszenzfarbung des
prasynaptischen aktiven Zonen Proteins Brp ist in der Neuropil-Region (griines N) von Wildtyp
Larven (A) konzentriert. In unc-104""/-  Larven (B) kommt es zu einer Zunahme im
zellkdrperreichen Bereich (grines C). (C, D) Das synaptische Vesikelprotein CSP war ebenfalls
verhaltnismafig erhéht in Zellkérpern von unc-104""/- Larven. (E, F) Andere Proteine zeigen
eine unveranderte Verteilung in unc-104""/- Larven, darunter das Zelladhasionsmolekiil
Fasciclin Il (Fas II) (E, F) und der neuronale Marker HRP (G, H). (I, J) Pan-neuronale
Expression von unc-104""" rettet die in unc104”™ mutanten Larven beobachteten Defekte.
Das Ventralganglion von L3 Drosophila Larven wurde mit dem aktiven Zonen Protein Brp
markiert. MaRstabsbalken 20 pum.

Als nachstes sollte der Transport entlang des Axons untersucht werden. Sollten
axonale Transportprobleme auftreten, z.B. spontaner Abbau des Motor-Fracht-
Komplexes, wirde erwartet werden, dass axonale Schwellungen und/oder
Anhaufungen von Frachten im Axon auftreten, wie fir Kinesin-1 Mutanten
beschrieben (Hurd and Saxton, 1996). Es konnten weder Anhaufungen von
Frachten in Axonen von unc-104°" Larven beobachtet werden, noch traten
Fracht-Cluster oder axonale Schwellungen auf (Abb. 15A-N). Dies legt nahe,
das unc-104"" Mutanten wahrscheinlich eher unter beeintrachtigter Initiierung

von Frachten leiden als an Transportproblemen im Axon.
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Abbildung 15 Keine axonalen Schwellungen wurden in unc-104"" mutant Larven
beobachtet

Axone von Wildtyp (W™®, links) und unc-104""/- (unc-104""/unc-104 **** rechts) von L3
Drosophila Larven wurden mit verschiedenen neuronalen Markern gefarbt. Visualisierung des
prasynaptischen aktiven Zonen Proteins Brp (A-D; grau/magenta), des synaptischen
Vesikelproteins CSP (E-H; grau/magenta) und des Zelladhasionsmolekils Fasciclin 1l (Fas Il) (I-
L; grau/magenta) zeigt, dass keines der Proteine in den Axonen von unc-104"" Larven
angereichert ist. Neuronale Membranen wurden durch Farbung mit HRP kenntlich gemacht (C,
D, G, H, K - N, grin). Es konnten keine axonalen Schwellungen erkannt werden.
Mafl3stabsbalken 5 um.

3.1.5 unc-104" Larven sind durch larvale Bewegungsstdrungen

gekennzeichnet

Desweiteren wurde untersucht, ob Stérungen im Unc-104 basierten Transport
und der gleichzeitige Verlust von Brp an einigen Synapsen zu funktionalen
Storungen in der NMJ Funktion fiihren. Da die NMJ fur die Bewegung der Larve
essentiell ist, kdnnen Storungen der NMJ Funktion anhand eines veranderten
Larven-Bewegungsmusters nachgewiesen werden. Tatsachlich zeigen

Analysen der larvalen Fortbewegung, dass homozygote unc-104"" Larven
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gravierende Beeintrachtigungen aufweisen. Transheterozygote unc-104°"/-
Larven sind nahezu paralysiert (Abb. 16) und die Larven weisen zusatzlich
einen Koérperhaltungsdefekt auf (Abb. 17). Durch die pan-neuronale Expression
von unc-104™""™ kann sowohl die gravierende Beeintrachtigung in der

Fortbewegung als auch der Korperhaltungsdefekt gerettet werden.
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Abbildung 16 Beeintrachtigte larvale Bewegungsaktivitat bei unc-104°"* mutanten Larven

Wildtyp Larven sind signifikant schneller als homozygote unc-104"" Larven. unc-104""/- Larven

sind nahezu bewegungslos und sterben im spaten L3 Stadium. Pan-neuronale Expression von
unc-104"°"" rettet die beobachteten Defekte. Genotypen WT:. w'**® unc®™: unc-104""/unc-
104" unc-104""/-: unc-104""/unc-104 “***, Kontrolle: elavX-Gald/+;;UAS-unc-104"""/+
Rescue : elavX-Gald/+;unc-104""/unc-104""***:UAS-unc-104"""/+

Stoérungen in Kinesin-1 basiertem Transport [6sen Defizite in der Bewegung von
Larven aus. Diese Defizite sind in jungen Larven eher schwach und werden mit
dem Alter starker (Hurd and Saxton, 1996, Flger et al., 2012). Desweiteren
konnte beobachtet werden, dass Transportdefizite in khc mutanten Larven zu
einem charakteristischen Tail-Flip Phanotyp fiihren. Dieser wird durch einen
anterior-posterioren Gradienten in der NMJ Funktion verursacht. Das zeigt,
dass lange Axone bei Transportdefiziten am meisten geféahrdet sind (Hurd and
Saxton, 1996). Im Gegensatz dazu ist in homozygoten unc-104"" Larven der
Anteil von larvalen Bewegungsstérungen Uber die gesamte Entwicklung
konstant (1-2,5 mm/s: wt: 0,42 +/- 0,03 mm/s, n=6; unc-104""/unc-104°": 0,19
+ 0,01 mm/s, n=7; 2,5-4 mm/s: wt; 0,61 +/- 0,05 mm/s, n=6; unc-104""/unc-
104°": 0,24 + 0,02 mm/s, n=8). Dies deutet daraufhin, dass die

zugrundeliegenden Defekte wahrscheinlich auf eine gestdrte Entwicklung und
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nicht auf einen degenerativen Defekt zurickzufuhren sind. Eine mogliche
Ursache konnte die gestorte Reifung einer Untergruppe von Synapsen sein.

Um die langenabh&ngige Stérung im axonalen Transport zu testen, wurde das
Auftreten von phéanotypisch charakterisiertem Tail-Flip von Kinesin-1
Transportstérungen bewertet (Hurd and Saxton, 1996). Weder homozygote
unc-104°" Larven noch transheterozygote unc-104°"/- Larven zeigten einen
Tail-Flip Phanotyp (Abb. 17). Zusammen mit der Haufung von synaptischen
Frachten in den Zellkérpern und der Abwesenheit von axonalen Schwellungen
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass in unc-104"™ Larven die Initiierung
des Transports limitierend ist und dass daher alle Segmente zu einem
ahnlichen Grad betroffen sind.

unc-104°ris unc-104°ris/-
Kontrolle Rescue

Abbildung 17 Kérperhaltungsdefekt bei unc104°™/- Larven

Larven sind wahrend dem Fortbewegen gezeigt. Kein Tail-Flip Phanotyp wurde beobachtet.
Nahezu paralysierte unc-104""/-  Larven zeigen einen Korperhaltungsdefekt. Dieser
Haltungsdefekt kann durch die pan-neuronale Expression von Unc-104"°"" gerettet werden.
Genotypen WT: w'™® unc®™: unc-104""/unc-104"" unc-104""/-: unc-104""/unc-104°*%*
Kontrolle:  elavX-Gal4/+;;UAS-unc-104""*"/+; Rescue : elavX-Gald/+;unc-104""/unc-
104" UAS-unc-104"""™/+,
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3.1.6 Intakter unc-104 basierter Transport ist essentiell um NMJ Wachstum
zu begrenzen, unabhéngig von der Synapsenfunktion

Stérungen von Kinesin-1 und Kinesin-3 basierten anterograden Transporten
fuhren zu einer Reduzierung der NMJ Grél3e und einer Verringerung der Anzahl
von synaptischen Boutons (Hurd and Saxton, 1996, Pack-Chung et al., 2007,
Barkus et al., 2008). Die Reduzierung von synaptischem Brp durch transgene
RNA. ist jedoch nicht ausreichend um die Gro3e der NMJ zu verandern (Wagh
et al., 2006).

Um zu testen, ob Unc-104 basierte Transportstorungen zu morphologischen
Veranderungen aufgrund des Brp Verlustes an individuellen Synapsen fihren,
wurde die Grole der NMJ und der Boutons, die Anzahl der Synapsen pro
Bouton und der Prozentanteil an Glutamatrezeptorfelder ohne Brp in Muskel 4
im Segment A2 quantifiziert (Abb. 18A-C). Uberraschenderweise sind die NMJs
von unc-104°"/unc-104"" und unc-104°"/- Larven signifikant langer (Abb.
18D), wahrend sich die Flache der NMJs nicht verandert (Abb. 18A,E). NMJs
von mutanten Larven enthalten, verglichen mit dem Wildtyp (Abb. 18F) auch
mehr synaptische Boutons. Desweiteren scheint die Ausdehnung und Reifung
dieser synaptischen Boutons gestort zu sein, was sich durch eine reduzierte
GroRe bemerkbar macht (Abb. 18B,G). Die Boutons von unc-104°"/- Larven
enthalten ebenfalls weniger Synapsen, was durch die Anzahl an

Glutamatrezeptorfelder quantifiziert wurde (Abb. 18B,H).
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Abbildung 18 Veranderte Morphologie an der NMJ von unc-104"""/- Larven

(A-C) NMJ 4, Segment A2 von L3 Drosophila Larven mit den Genotypen Wildtyp (white
unc-104°"/+, unc-104"" (unc-104""/unc-104°") und unc-104""/- (unc-104°"/unc-104 %%
wurden mit dem Membranmarker HRP (A-B), GIuRlll (B-C) und Brp (C) gefarbt.
MalRstabsbalken A: 10 um; B: 1 um. Die folgenden Charakteristiken der NMJ wurden bestimmt:
NMJ Lange (D), NMJ GroRe (E), Boutons pro NMJ (F), BoutongrofRe (G), PSD pro Bouton (H)
und Prozent an PSD ohne Brp (1).

1118
),

Warum fuhrt ein gestorter Unc-104 basierter Transport zur Bildung von
langeren NMJs und zu Defekten in der Ausdehnung der Boutons? Die NMJ von
unc-104""/- Larven sind charakterisiert durch einen groBen Anteil an
Glutamatrezeptoren ohne Brp (Abb.18C,I und Abb. 8B). Diese Synapsen sind
wahrscheinlich nur partiell funktional. Es ist mdglich, dass die Vergrof3erung der
NMJs und die Defekte in der Reifung der Boutons unabhangig von der Stdrung
der Synapsenreifung sind. Durch die Punktmutation in der FHA-Doméane von
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brisly Mutanten kdnnte es zu Stérungen in der Regulation des NMJ Wachstums
kommen. Desweiteren konnte durch die Punktmutation eine Stdérung in der
Boutonvergro3erung vorliegen. Durch die erhdhte Lebensdauer der bris
mutanten Larven konnten diese neuen Funktionen vielleicht erst erkannt

werden.

Pan-neuronale Expression von unc-104""*"™ im unc-104 mutanten Hintergrund
ist ausreichend um alle beobachteten Defekte in unc-104"/unc-104%12%
Larven (Abb. 19) zu retten. Dies hebt hervor, dass sowohl die Vergrél3erung der
NMJ (Abb. 19D,F) als auch die Defekte in der BoutonvergroR3erung (Abb.
19G,H) in einer Loss-of-Function der bris R561H Mutation begriindet sind.

Neuronale Expression von unc-104mcheny

im bris mutanten Hintergrund
unterdrickt die VergrolRerung, die in bris mutanten Larven auftritt. Hierbei
andert sich die Form der NMJ. Die Anzahl an Boutons per NMJ verringert sich,
die Grofle der Boutons steigt hingegen. Die GroRe der NMJ, die in bris
mutanten Larven reduziert ist, wird durch Expression von unc-104""®" im bris
mutanten Hintergrund nicht beeinflusst (Abb. 19A,E). Die Expression von unc-
104" rettet auch die Defekte in der Synapsenentwicklung (Abb. 19B-H).
Hierbei rettet die unc-104™"*"™ Expression die Defizite in der Synapsenreifung,
wie durch Messung des Prozentanteils von Glutamatrezeporfelder ohne Brp

quantifiziert wurde (Abb. 19I).



54| ERGEBNISSE

Kontrolle unc-104°s/- Rescue D NMJ Linge [um]
- OO
. Q @ NN
E;v--a,..‘ ‘\ . N Kontrolle i‘_‘_
b \%r )\ . ¢ \ '\.:) ]:
unc-104v7e- ﬁ- ]
B E Rescue 3- 5

HRP NMJ GroRe [pm?]

GluRllI S
C Kontrolle
Brp .
GluRIl unc-104°r/-

Rescue

LTI

=

ﬁ r % % %k x! :
; E 75 — 210

S 5 3
o

m

& 2 25 g 0
7)) 0 -
& 5 0 @ o\ @ 2 ?

c 0
g S S § & o
a EIRCIER 2 S

[} <

8 ¥ & +

Abbildung 19 Rescue der morphologischen Veranderungen durch pan-neuronale
Expression von unc-104mc""

(A-C) NMJ 4, Segment A2 von L3 Drosophila Larven mit den Genotypen elavX-Gal4;;UAS-unc-
104™<"™  (Kontrolle), unc-104""/unc-104""?°*;UAS-unc-104""" (unc-104""/-) und elavX-
Gal4;unc-104""/unc-104""*%*:UAS-unc-104"""™ (Rescue) wurden mit dem Membranmarker
HRP (A-B), GIuRIll (B-C) und Brp (C) gefarbt. MaRstabsbalken A: 10 um; B: 1 pum. Die
folgenden Charakteristiken der NMJ wurden bestimmt: NMJ Lange (D), NMJ Grof3e (E),
Boutons pro NMJ (F), Boutongréfe (G), PSD pro Bouton (H) und Prozent an PSD ohne Brp (I).

3.1.7 Veranderungen in der NMJ- und Bouton-Morphologie werden nicht
indirekt durch den Verlust von Brp verursacht

An NMJs von bris mutanten Larven wurden drei Klassen von Defekten

festgestellt.

(1) Defekte in der Ausbildung von funktionellen Synapsen. Oft fehlt ein
prasynaptisches Brp Signal.

(2) Eine verénderte Morphologie der NMJs. NMJs sind bei gleicher Flache
viel langer.

(3) Boutons sind kleiner und enthalten weniger Synapsen.
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Bisher ist unklar, ob alle drei Defekte voneinander unabh&ngig sind, oder ob
z.B. der Verlust von Brp zu synaptischer Fehlfunktion fuhrt. Diese Fehlfunktion
kann auf Ebene der NMJ kompensatorisch zu vermehrtem Auswachsen der
NMJ fahren. Das starke Langenwachstum kann wiederum das Ausreifen und

Wachsen von Boutons erschweren.

Der beobachtete Verlust von Brp an aktiven Zonen |0st eine synaptische
Fehlfunktion aus. Wenn die Defekte des zu starken Wachstums der NMJ und
die Defekte in der Ausreifung sekundar zum Verlust von Brp an der aktiven
Zone ist, sollte die Reexpression von Brp ausreichen um die NMJ- und Bouton-
Defekte zu heilen. Die weitere Reduktion von Brp sollte diese Defekte hingegen

weiter verstarken.

Die VergroRerung der NMJ wurde weder durch die Uberexpression von Brp
unterdriickt, noch hat die weitere Reduzierung von Brp bestehende Defekte
verschlimmert (Abb. 20A-D). Ebenso bestehen die Defekte in der VergroRerung
und in der Reifung der Boutons bei Erhéhung oder Reduzierung von Brp weiter
und werden durch Brp RNAI nicht verschlimmert (Abb. 20E-G). Daher kann
davon ausgegangen werden, dass weder die VergroéRerung von Wildtyp NMJs,
noch die Defekte in der Boutonreifung auf den Verlust von Brp an aktiven
Zonen zurlckzufthren sind (Rasse et al., 2005, Kittel et al., 2006, Wagh et al.,
2006).
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Abbildung 20 Veranderte Mengen von Brp andern nicht die NMJ-Morphologie von unc-
104°"*" Mutanten

(A-F) Um zu testen, ob die beobachteten morphologischen Veranderungen in unc®/- Larven
auf den Verlust von Brp zurlckzufihren sind, wurden L3 Drosophila Larven folgenden
Genotyps mit dem Membranmarker HRP (A) gefarbt: elavX-Gal4;unc-104""/unc-104%*
(Kontrolle), elavX-Gal4;unc-104""/unc-104""?**;UAS-Brp-RNAi (Brpd) und elavX-Gal4;unc-
104""/unc-104""?**:UAS-Brp (Brp?T). Die folgenden Charakteristiken der NMJ 4 aus Segment
A2 wurden bestimmt: NMJ Lange (B), NMJ GréRe (C), Boutons pro NMJ (D), Boutongrof3e (E),
PSD pro Bouton (F). Mal3stabsbalken 10 um.

3.2 Postsynaptische Veranderungen in unc-104"" mutanten Larven

3.2.1 Reduzierte DLG Konzentration in unc-104°"S/- mutanten Larven

In homozygoten unc-104"™ mutanten Larven ist keine Retraktion zu erkennen
(Abb. 9). Es ist eher zu beobachten, dass an den terminalen Enden HRP ohne
DLG vorhanden ist. Es ist bekannt, dass DLG die Glutamatuntereinheit GluRIIB
an der Synapse stabilisiert (Chen and Featherstone, 2005). Zusatzlich
beeinflusst sowohl die pra- als auch die postsynaptische Expression von DLG
das Wachstum des SSR (Budnik et al., 1996). DLG dient somit als wichtiger
Marker fir das SSR. Die postsynaptische Membran der NMJ entwickelt sich
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erst langsam nach prasynaptischer Innervierung. Da in der brisly Mutante an
terminalen Boutons kein DLG und somit vermutlich kein SSR vorhanden ist,
konnte es in der Mutante zu einer verlangsamten Synaptogenese kommen. Aus
diesem Grund wurde die Menge an DLG in verschiedenen Larven untersucht.
Um die Konzentration von nativem DLG zu messen, wurden L3 Drosophila
Larven mit anti-DLG immungefarbt und unter gleichen Bedingungen am
konfokalen Mikroskop aufgenommen. In unc-104°"/- Larven kommt es zu einer
deutlichen Reduzierung von nativem DLG (Abb. 21C). Hieraus ergibt sich die
Frage, ob die verminderte Menge an DLG auf (1) Einschrankungen der
prasynaptische Funktion zurickzufihren ist, ob sie (2) eventuell auf den Verlust
von prasynaptisch trophischen Wachstumsfaktoren an den Muskel basiert oder

ob (3) sie direkt auf gestdrten postsynaptischen Transport zuriickzuftihren ist.

Um dies naher zu untersuchen, wurde unc-104™°""™ entweder pra- oder
postsynaptisch exprimiert. Die Reduktion von DLG wird durch die pan-
neuronale Expression von unc-104™C"" yolistandig gerettet (Abb. 21D).
Ektopische postsynaptische Expression (24B-Gal4) von unc-104™°"®™ hat

hingegen keinen Einfluss auf den DLG-Level.

Hieraus lasst sich folgern, dass die verminderten Level an DLG nicht auf
gestérten postsynaptischen Transport zurtckzufihren sind. Ob der
postsynaptische Defekt auf Einschréankungen der prasynaptische Funktion
zuruckzufiihren ist, oder ob er eventuell auf den Verlust von prasynaptischen
trophischen Wachstumsfaktoren an den Muskel zurtickzufihren ist, wurde nicht

abschlieBend geklart.

UAS-unc-104mcCherry
elav > Gal4 24B > Gal4

WT elav > Gal4 unc-104°ris/- unc-104brs/- unc-104bris/-

Abbildung 21 Reduzierte DLG Expression in unc-104°"/- mutanten Larven
(A-E) Konfokale Ausschnitte von NMJ 4 in Segment A2 immunfluoreszenzgeféarbt mit dem
Geristprotein DLG. Alle Genotypen wurden mit der gleichen Laserintensitat aufgenommen. Die

reduzierte Expression von DLG in unc-104""/- mutanten Larven (C), kann durch die pan-
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neuronale Expression von unc-104mc"e™ (D) gerettet werden kann. Ektopische Expression von
unc-104""" mit 24B-Gal4 (E) filhrt zu keiner Veranderung der Expression von DLG im

bris

Vergleich zu unc-104""/-Larven. Mal3stabsbalken 1 pm

3.2.2 Veranderungen im SSR von unc-104°"%/- mutanten Larven

In unc-104°"/- Mutanten treten Defekte in der Struktur des SSR auf (Kramer,
2008). In Kontrolltieren bildet sich eine dichte SSR Struktur. Das SSR ist
deutlich komprimiert (Abb. 22A), im Gegensatz zur unc-104""/- Mutante (Abb.
22B). In der bris Mutante wirkt das SSR weit aufgefachert und nicht kompakt.

Defekte in der Faltung des SSR und die Reduzierung des DLG-Levels an der
NMJ von unc-104°"/- Larven konnten durch Storungen des pra- oder

postsynaptischen Transports verursacht worden sein.

4mCherry und

Durch pra- oder postsynaptische Expression von unc-10
anschlieBender Anfertigung von Ultradiinnschnitten der NMJs sollte geklart
werden, ob pra- oder postsynaptische Expression ausreichend ist, Defekte in

der Faltung des SSR zu retten.

Pan-neuronale Expression von unc-104m"™ ist ausreichend um Defekte in der
SSR Faltung zu retten (Abb. 22C). Jedoch gelingt es nicht, durch die ektopische
Expression von unc-104™°"" mit 24B-Gal4 das SSR wieder zu komprimieren
(Abb. 22D).

Es konnte gezeigt werden, dass es im SSR von unc-104""/- mutanten Larven
zu strukturellen Defekten kommt. Somit mag die verringerte Menge von DLG im

direkten Zusammenhang mit einer gestorten SSR Struktur stehen.

Desweitern sollte neben den auftretenden SSR Defekten in den
Ultradiinnschnitten auch die Grof3e der Boutons untersucht werden. Wie bereits
aus den Immunfarbungen zu erkennen war, sind die einzelnen Boutons in der
unc-104""/-  Mutante deutlich kleiner als in den Kontrollen. Die
Ultradiinnschnitte bestatigten dies. Wie zu erwarten war, waren die Boutons in
unc-104""/- Larven deutlich kleiner als in der Kontrolle (Abb. 22A,B). Dieser
Effekt konnte durch die pan-neuronale Expression (elav-Gal4) von unc-
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104™MC"e™ gerettet werden (Abb. 22C), nicht jedoch durch die postsynaptische
Expression (24B-Gal4) von unc-104"""™ (Abb. 22D).

UAS-unc-104mcherry

) elav > Gal4 24B > Gal4
elav > Gal4 unc-104°ris/- unc-104b"s/- unc-104°brs/-

e

Abbildung 22 Veradnderungen im SSR von unc-104""/- mutanten Larven sind im
Elektronenmikroskop erkennbar

(A-D) Elektronenmikroskopische Aufnahmen der NMJ 4 in Segment A2. (A) In der Kontrolle sind
deutlich T-Bars zu erkennen und das SSR weist eine kompakte Form auf. (B) Der Bouton der
unc-104""/- mutanten Larve ist deutlich kleiner und das SSR wirkt auseinandergezogen. (C)
Pan-neuronale Expression mit unc-104™"" fijhrt zu einem Rescue. Der Bouton, wie auch die
T-Bar ist mit der Kontrolle vergleichbar. Ebenfalls hat das SSR eine kompakte Form. (D) Durch
die ektopische Expression mit 24B-Gal4 von unc-104"""™ kommt es zu keiner Verbesserung.
Der Bouton und auch das SSR weisen die gleichen Defekte wie in der unc-104°"/- Mutanten
Larve auf. MaRRstabsbalken A: 500 nm A': 250 nm

3.2.3 Veranderte Verteilung von Fas Il und DLG in unc-104°"/- mutanten

Larven

Bei Untersuchungen an DLG Mutanten wurde festgestellt, dass der
prasynaptische Verlust von DLG ahnliche SSR Defekte auslost wie in unc-
104°"/- mutanten Larven beobachtet wurden (Abb. 22B) (Budnik et al., 1996).
Die Komprimierung des SSR ist ebenfalls beeintrachtigt. Die Defekte des SSR
konnten somit durch ein prasynaptisches Problem im DLG Transport oder

Verteilung verursacht worden sein.
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Der Anteil an prasynaptischem DLG ist in Immunfarbungen nicht erkennbar, da
er durch die postsynaptischen Expression Uberdeckt wird. Um DLG visuell auf
der prasynaptischen Seite zu erkennen, wurde ein fluoreszenzmarkiertes DLG

prasynaptisch exprimiert.

DLG bindet und clustert normalerweise das Protein Fas Il, welches dann in den
Membranen lokalisiert ist (Thomas et al., 1997). Das Zelladh&sionsmolekll Fas
Il lokalisiert sowohl pra- als auch postsynaptisch und kontrolliert die Stabilitat
der Synapse. Zusatzlich ist Fas Il fur das Auswachsen der NMJ und die
strukturelle Plastizitat wichtig (Schuster et al., 1996). Fas Il kontrolliert Gber
seine Menge an synaptischen Fas Il das synaptische Wachstum. Kommt es zu
einem vollstdndigen Verlust der Fas Il Menge an der Synapse, wird das
Wachstum der NMJ verhindert (Schuster et al., 1996). Ein moderater Verlust an
Fas Il fuhrt hingegen zu einem zu starken Auswachsen der NMJ, was eine
weitere Parallele zu unc-104°" mutanten Larven darstellt (Schuster et al.,
1996). Durch die Immunfarbung der Ventralganglien von Drosophila Larven
konnte gezeigt werden, dass Fas Il unabhangig von Kinesin-3 transportiert wird.
Es kommt zu keiner Anhéaufung von Fas Il in den zellkérperreichen Regionen
des Ventralganglions (Abb. 14E,F). Um zu Uberprifen, ob es zu Stérungen von
Fas Il und prasynaptischem DLG an der NMJ von bris mutanten Larven kommt,
wurde DLG présynaptisch exprimiert und fur Fas Il eine Immunfarbungen

durchgefuhrt.

Im Wildtyp ist deutlich zu erkennen, dass DLG und Fas Il an der gesamte NMJ
perisynaptisch exprimiert werden. Hierbei ist die gesamte Kontaktflache
zwischen Nerv und Muskel, bis auf die Synapsen, die ringférmig ausgespart
werden, positiv fir DLG und Fas Il (Abb. 23A, Pfeilspitzen). In den unc-104""/-
mutanten Larven ist hingegen die Kolokalisierung beider Proteine gestort. An
einigen Stellen ist DLG an anderen Fas Il allein exprimiert. Es treten viele

perisynaptische Bereiche auf, die negativ fur DLG sind (Abb. 23B; Pfeilspitzen).

Durch die hieraus bedingten Beeintrachtigungen von Fas Il kommt es
vermutlich in der unc-104°"/- Mutante zu Stérungen in der fiir die Koordination

des Boutonwachstums wichtigen Modulation der Zelladh&sion.
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Abbildung 23 Veranderte Fas Il und DLG-GFP Verteilung in unc-104""/- mutanten Larven
(A-B) Konfokale Aufnahmen von NMJ 4 in Segment A2 in Wildtyp (elav3rd-Gal4,UAS-DLG-
GFP, links) und unc-104""/- (unc-104""/unc-104 “*?** elav3rd-Gal4,UAS-DLG-GFP, rechts)
mutanten Larven mit pan-neuronaler Expression von dlg-GFP  (grin) und
Immunfluoreszenzfarbung vom Zelladh&asionsmolekidl Fasciclin Il  (Fas I, rot) und
Membranmarker HRP (A',B' blau). Im Wildtyp sind Fas Il und DLG in einer Ringstruktur
lokalisiert (Pfeile). Normalerweise kolokalisiert DLG mit Fas I, wie im Wildtyp zu erkennen. In
unc-104°" mutanten Larven ist Fas Il auRerhalb der Synapse zu erkennen und DLG innerhalb.
Mafl3stabsbalken 1 um.
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3.3 Untersuchungen an der Kinesin-1 Mutante khcN?%%°

Hereditare spastische Spinalparalyse (HSP) fasst eine Gruppe von genetisch
heterogenen, neurodegenerativen Erkrankungen zusammen. HSP st
charakterisiert durch eine spastische Schwéachung der unteren Extremitaten. Es
wurde ein Drosophila-Modell fir HSP Typ 10 (SPG10) entwickelt, hervorgerufen
durch eine Mutation in kif5a. Die entsprechende Position der humanen Mutation
N256S ist in Drosophila an der Position N262S. Ektopische Expression von
Drosophila khc, welche eine humane Mutation (N256S) tragt, genugt um
axonalen Transport zu stéren und motoneuronale Erkrankungen in Drosophila

hervorzurufen.

N262S

3.3.1 Auftreten von axonalen Akkumulationen in khc mutanten Larven

N262S sowonhl

In Immunfarbungen wurde in Larven nach Uberexpression von khc
Akkumulation von synaptischen Frachten als auch Verédnderung an der
neuronalem Membran festgestellt (Flger et al., 2012). Dies sind zwei von drei

Vorrausetzungen um axonale Schwellungen eindeutig nachzuweisen.

Ein Drosophila Axon hat einen typischen Durchmesser von unter 300 nm. Aus
diesem Grund ist es sehr schwer, einzelne Axone, die im Nerv gebindelt
auftreten, lichtmikroskopisch aufzuldsen.

Hurd und Saxton (Hurd and Saxton, 1996) zeigten, dass einzelne Axone beim
Auftreten von axonalen Schwellungen einen bis zu 10-fachen grof3eren
Durchmesser aufweisen. Um zu uberprifen, ob Uberexpression (D42-Gal4;
29°C) von khc“?®?° ausreichend ist um das Anschwellen von Axonen

auszuldsen, wurden Ultradiinnschnitte angefertigt und analysiert.

In Immunfarbungen konnte nachgewiesen werden, dass in L3 Larven haufig
grof3e Schwellungen und Akkumulationen von Frachten auftreten. Aus diesem

Grund wurden einzelne Nerven von L3 Larven verwendet (Flger et al., 2012).
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Es wurde die Technik der chemischen Fixierung angewendet mit der auch die
Synapsen prapariert wurden (siehe 2.2.9). Das Ventralganglion und die aus ihm
kommenden Nerven wurden in der Larve belassen. Nach Auswertung der
ersten Aufnahmen wurde festgestellt, dass es mit dieser Methode zu einem
Entleeren der Axone im Nerv kommt. In der Abbildung 24 ist ein Beispiel zu
sehen. Deutlich zu erkennen sind grol3e ,leere® Axone (Abb. 24B, grin). Bei
ihnen handelt es sich vermutlich um Axone mit axonalen Schwellungen, die
dadurch einen groReren Durchmesser aufweisen und deren Struktur selektiv

wahrend der Fixierung und der darauf folgenden Waschschritte zerstort wurde.

Abbildung 24 Nerv mit leeren Axonen

(A,B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Nervs mit beschéadigten Axonen. Durch die
verwendete Préparationstechnik scheint es zu einem Auslaufen der Axone zu kommen. Es sind
grofRe Axone ohne Inhalt zu erkennen. In (B) sind einzelne intakte Axone in blau hinterlegt, in
grun sind die leeren Axone gekennzeichnet.

Diese auftretenden Probleme konnten durch Verwendung von L2 Larven und
einer neu etablierten Pré&parationstechnik (siehe 2.2.8) gel6st werden. Die
kleineren Larven konnten mit Hilfe eines Hochdruckgefriergerats ohne
Praparation und Vorfixierung mittels PFA oder Glutaraldehyd kryofixiert werden.
Nach einer anschlieRenden Gefriersubstitution konnten sie in Epon uberfuhrt
und Ultradiinnschnitte angefertigt werden. In Abbildung 25 ist ein Beispiel eines
Nervs dieser neuen Methode zu sehen. Der Nerv weist keine ,leeren® Axone
mehr auf. Die vorhandenen Axone (Abb. 25B, blau) sind im inneren des Nervs

gebindelt und werden von einer Gliaschicht umgeben (Abb. 25B, rot). Auch der
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Zwischenraum zwischen den Axonen ist mit Gliazellen gefillt. Von aul3en ist

der Nerv von einer Neurallamelle umgeben.

Abbildung 25 Nerv mit neuer Methode

(A,B) Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Nervs mit der neu etablierten Methode. Es
sind keine leeren Axone mehr zu erkennen. In (B) wurden die einzelnen Axone blau hinterlegt,
die umgebende Gliaschicht wurde in rot hinterlegt. Die einzelnen Axone im Inneren werden
zusatzlich von Gliazellen umgeben. Zur Abgrenzung nach aufen ist der Nerv von einer
Neurallamelle eingeschlossen.

Nach Etablierung der neuen Methode wurde das Auftreten von axonalen
Schwellungen in der khc Mutante untersucht. Ein Beispiel eines typischen
Querschnitts eines Nervs von Kontrolllarven (D42>w*'*8; 29°C) und Larven mit
tiberexprimiertem khc"?°?® (D42>Khc“?2%; 29°C) ist auf der rechten Seite von
Abbildung 26 zu sehen. Der mittlere, axonale Durchmesser von Khc\%°?
exprimierenden Larven ist deutlich erhéht (w**8: 0,25 pm, n=320; khc"“?°%°: 0,36

um, n=301; p<0,001) (Abb. 26B).

Hiermit konnte nachgewiesen werden, dass die Uberexpression von khcN?6%

ausreichend ist um axonale Schwellungen auszulésen
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Abbildung 26 Charakterisierung von axonalen Schwellungen

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von segmentalen Nerven aus Mitte-L2 wildtyp (D42>
w''®) und mutanten (D42>Khc"?°*) Larven. Die Larven wurden fiir eine starkere Expression
auf 29°C gehalten. Nerven von wildtyp Larven enthalten Mitochondrien (griiner Pfeilkopf) und
Mikrotubuli (hellblauer Pfeilkopf). Nerven von Larven, welche Khc"*®*® exprimieren, sind haufig
geschwollen. Diese geschwollenen Axone sind mit Mitochondrien (gruner Pfeilkopf),
pralysosomalen Vakuolen (roter Pfeilkopf), Autophagosomen (dunkelblauer Pfeilkopf) und
multivesikularen Koérpern (violetter Pfeilkopf) gefllt. Mal3stabsbalken 100 nm. (B) Boxplot vom
Axondurchmesser von Mitte-L2 wildtyp (D42>w''®) und mutanten (D42>Khc"?®%%) Larven
anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Die Box zeigt Median, oberes und unteres
Quartil. Die ,Whiskers" reprasentieren 1-99 Prozent der Durchschnittswerte. Ausreier wurden
durch Punkte gekennzeichnet.

3.3.2 Frachten in axonalen Akkumulationen

Die genaue Untersuchung des Inhaltes von axonalen Schwellungen ist eine
gute Mdglichkeit um mehr Uber die Entstehung von axonalen Schwellungen zu
erfahren. Hierbei ist es von Interesse, ob nur Frachten des anterograden
Transportes in Schwellungen akkumulieren. Primér anterograd transportierte
Organellen sind synaptische Vesikel. Mitochondrien und grof3e elektronendichte
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Vesikel (dense core vesicle) werden bidirektional transportiert. Autophagosome

und Lysosome werden primar retrograd transportiert.

Axone von Kontrolllarven enthalten Mikrotubuli (Abb. 26A, blaue Pfeilspitze),
Transportfrachten wie Mitochondrien (Abb. 26A, griine Pfeilspitze) und klare

Vesikel. Die Axone von Khc\?6%S

enthalten zusatzlich dunkel gefarbte
Organellen wie multivesikulare Korper (Abb. 26A, violette Pfeilspitze), dunkle
pralysosomale Vakuolen (PLV) (Abb. 26A, rote Pfeilspitze) und

Autophagosomen (Abb. 26A, dunkelblaue Pfeilspitze).

Hierbei ist das Auftreten von Autophagosomen und Lysosomen von
besonderem Interesse, da es nahe liegt, dass Stérungen sowohl des

anterograden als auch des retrograden Transportes auftreten.

3.3.3 Neurodegeneration der NMJ in khc mutanten Larven

HSP ist eine neurodegenerative Erkrankung, welche durch eine distale
Axonopathie charakterisiert ist. Anhand durchgefiuhrter Experimente konnte
gezeigt werden, dass distal gelegene NMJs starker betroffen sind. Diese
Untersuchungen wurden mit Hilfe von Immunfarbungen durchgefihrt. Um ein
genaueres Bild in den Synapsen zu erhalten, wurden Ultradinnschnitte
angefertigt. Mit diesen Schnitten ist es moglich, ohne Farbung verschiedene
Organellen in der NMJ zu identifizieren und auch auftretende
Neurodegenerationen an der Synapse zu untersuchen. Die Ultradinnschnitte

wurden von der NMJ 4 aus dem Segment A4 angefertigt.

Bei HSP handelt es sich um eine autosomal dominante Krankheit. Um ahnliche
Voraussetzungen wie im Menschen zu schaffen ist, es wichtig, dass mutantes
und wildtyp Protein in vergleichbarer Abundanz vorhanden ist. Hierzu wurden
Konstrukte verwendet, die spezifisch an derselben Stelle im Genom integriert
wurden. Dies stellt sicher, dass beide Konstrukte im selben Verhaltnis

exprimiert werden. Im Folgenden wurde khc™ und khc“?%® gleichzeitig
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ektopisch exprimiert. Dies stellt sicher, dass jederzeit mehr als 50% des

Wildtyp-Proteins vorhanden ist.

Die Uberexpression (D42-Gal4; 29°C) von khc"™*N%%25 fihrt in NMJs zur
Akkumulation von PLV (Abb. 27B, rote Pfeilspitze), Autophagosomen (Abb.
27B, dunkelblaue Pfeilspitze) und zu multivesikularen Koérpern (Abb. 27B,
violette Pfeilspitze), diese werden nicht in Kontrolllarven gefunden (Abb. 27A).

Abbildung 27 NMJ Degeneration in Khc mutanten Larven.

(A-B) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von NMJ 4 aus Segment A4 von L3 Drosophila
D42>w''® und D42>Khc"*™?®? Larven. Die Larven wurden fiir eine starkere Expression auf
29°C gehalten. Prasynaptische Boutons von D42>Khc"*"?**> | arven enthalten multivesikulare
Korper (violetter Pfeilkopf), pralysosomalen Vakuolen (roter Pfeilkopf) und entstehende
Autophagosomen (dunkelblauer Pfeilkopf). MaRstabsbalken 100 nm.

Dies deutet darauf hin, dass Teile der NMJ sich im Abbau befinden kdnnten.
Hierfur gibt es auch lichtmikroskopische Evidenz (Fuger et al., 2012).

Diese Degeneration ist an terminalen Boutons besonders ausgepragt. Aus
diesem Grund sollte mit Hilfe von Serienschnitten, die von proximal nach distal

ausgefuhrt wurden, untersucht werden, ob distal verstarkt Defekte auftreten.

In Abbildung 28 ist die Degeneration einer NMJ in Larven mit einer
Uberexpression (D42-Gal4; 29°C) von khc"*N?62° zy sehen. Die Serienbilder

der NMJ zeigen das fortschreitende Aufldsen eines Boutons (Abb. 28B-L). Am
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Anfang ist die NMJ stark mit verschiedenen Organellen gefillt (MVK,
Mitochondrien, Autophagosomen und klare Vesikel) (Abb. 28B-C, Abb. 29),
danach kommt es zur Anhaufung grofRer klarer Organellen, die nur in der
Mutante (Abb. 28D-L, Abb. 30 und Abb. 31) und nicht in der Kontrolle (Abb.
28A) zu beobachten sind. Im weiteren Verlauf der NMJ ist vermutlich ein
Autophagosom zu erkennen (Abb.28I-L und Abb. 31A-C, rote Pfeilspitzen). Die

in ihm enthaltenen grof3en, klaren Vesikel sind phagozitierte Organellen.
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Abbildung 28 Fortschrei-
tende Degeneration an
der NMJ von khc
Mutanten

(A - L) Elektronenmikros-
kopische Aufnahmen von
D42>w'® (A) und
D42>Khc"*"%% (B - L) L3
Drosophila Larven. Die
Larven wurden fir eine
starkere Expression auf
29°C gehalten. (B - L)
Serienbilder eines
D42>Khc"™N?%%5  Boutons,
bei dem fortschreitende
Neurodegeneration Zu
erkennen ist. Jeweils Uber
den Aufnahmen befindet
sich ein Schema eines
Boutons. Die GluRlll
Rezeptoren sind in grin
dargestellt, Brp in rot. Die
blauen Linien markieren
die unterschiedlichen
Stellen, an denen
Aufnahmen gemacht
wurden. Der rote Pfeil gibt
an, an welcher Stelle sich
die Aufnahme befindet.
Maf3stabsbalken 100 nm.
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Um die auftretenden Organellen besser zu erkennen, wurden einzelne Schnitte
der Abbildung 28 nochmals vergroBert dargestellt. Abbildung 29 zeigt eine
VergroRerung von Abbildung 28B. Deutlich zu erkennen ist das vermehrte
Auftreten von MVK (Abb. 29; violette Pfeilspitzen), das Vorhandensein von
Autophagosomen (Abb. 29; dunkelblaue Pfeilspitzen) und klaren Vesikeln (Abb.
29; gelbe Pfeilspitze). Bei dem mit einer griinen Pfeilspitze markierten Objekt
handelt es sich vermutlich um ein dysfunktionales Mitochondrium. Ein
eindeutiger Nachweis fur Mitophagie ist die Anzahl der vorhandenen aul3eren
Membranen. Wenn es sich um zwei Membranen handelt stammt, die AuRRere
und Innere vom Mitochondrium. Handelt es sich um drei Membranen, stammt
die AuBRere von einem Autophagosom und die beiden Inneren vom
Mitochondrium. Leider ist es nicht mdglich, die genaue Anzahl der Membranen

zu erkennen und so das genaue Stadium des zerstorten Mitochondriums zu

bestimmen.

Abbildung 29 Detailtibersicht von Abbildung 28B

In dieser elektronenmikroskopischen Aufnahme eines Boutons von D42>Khc mutanten
Larven sind unterschiedliche Organellen zu erkennen. Dunkelblaue Pfeilspitze Autophagosom;
gelbe Pfeilspitze klarer Vesikel; griine Pfeilspitze zerstdrtes Mitochondrium; violette Pfeilspitze
MVK. MaR3stabsbalken 100 nm.

wt+N262S

In Abbildung 30 ist eine Vergrdl3erung von Abbildung 28D dargestellt. Eindeutig
zu erkennen sind drei verschiedene Boutons (Abb. 30, weil3e Pfeilspitzen) In

einem Bouton ist zusétzlich eine Synapse zu sehen (Abb. 30; weil3er Stern).
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Abbildung 30 Detailiibersicht von Abbildung 28D

In dieser elektronenmikroskopischen Aufnahme eines Boutons von D42>Khc mutanten
Larven sind drei verschiedene Boutons (wei3e Pfeilspitzen) und eine Synapse (Stern) zu
erkennen. Mal3stabsbalken 100 nm.

Wt+N262S

In Abbildung 31A-C sind die Vergréf3erungen von 28J,K,.L zu sehen. In den
degenerierenden Boutons befindet sich ein MVK (Abb. 31A, dunkelblaue
Pfeilspitze) und ein kleines Autophagosom (Abb. 31A, violette Pfeilspitze). Die
roten Pfeilspitzen markieren die auf3eren Grenzen eines grof3en Organells. Es
handelt sich vermutlich um eine Autophagosom, da keine Verbindung zur
auleren Membran besteht.
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Abbildung 31 Detailtiibersicht von Abbildung 28J,K,L
(A) In dieser elektronenmikroskopischen Aufnahmen von D42>Khc"*"**** mutanten Larven
sind ein Autophagosom (dunkelblaue Pfeilspitze) und MVK (violette Pfeilspitze) zu sehen. (A-C)

Die roten Pfeilspitzen weisen auf die Grenzen eines vermutlichen Autophagosoms hin.
Mafstabsbalken 100 nm.
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Durch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte bestéatigt werden,

wt+N262S

dass es in den Synapsen von khc mutanten Larven zu Degeneration

kommt.

3.3.4 Degenerierte NMJs werden nicht vom Muskeln phagozytiert

Durch die elektronenmikroskopische Untersuchung an Synapsen konnte
gezeigt werden, dass Neurodegeneration in khc“??*®* mutanten Larven
stattfindet. Dies wirft eine weitere Frage auf: Wie werden die durch

Neurodegeneration gebildeten phagozyitierten Organellen abtransportiert?

Es ist bekannt, dass préasynaptische Bruchstiicke und Geisterboutons,
undifferenzierte synaptische Boutons, von neuronaler Aktivitat moduliert
werden. Fuentes-Mendel und Kollegen haben berichtet, dass prasynaptische
Bruchstiicke und Geisterboutons aktiv von der NMJ entfernt werden. Dabei
dringen Gliazellen dynamisch in die NMJ ein und phagozytieren die
prasynaptischen Bruchstlicke, die Geisterboutons werden umschlungen oder

von Muskelzellen abgebaut (Fuentes-Medel et al., 2009).

Um zu Uberprifen, ob es in der khc Mutante zu einem Abbau der phagozitierten
Organellen mit Hilfe der Muskeln kommt, wurde eine Immunfarbung gegen
CSP, ein synaptischer Vesikelmarker, durchgefihrt. Mit Hilfe dieser Farbung
konnen postsynaptische Bruchsticke, die CSP und HRP aufweisen, klar einem
prasynaptischen Ursprung zugeordnet werden. Sollte der Muskel die
phagozitierten Organellen entfernen, sollte es zu einer Erhéhung der CSP

Farbung im Muskel kommen.

In white'**® Larven (D42>white™*'®; 25°C) konnten nur wenige Bruchstiicke im
HRP-Kanal detektiert werden (Abb. 32A-A"). Im CSP-Kanal dagegen kam es
zu einem starkeren Auftreten von Bruchstiicken (Abb. 32B-B'"). Die in HRP
vorkommenden Bruchsticke weisen ebenfalls ein CSP Signal auf (Abb.
32A" B", weiRe Pfeilspitze). Sie sind somit prasynaptischen Ursprungs. Einige

CSP positive Bruchstiicke dagegen zeigen keine HRP Farbung (Abb. 32A" B",
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grine Pfeilspitze). In der khc Mutante (D42>khcN*%: 25°C) kommt es zu
weniger Bruchstiicken im CSP-Kanal als in white*!® Larven. Zudem kommt es
zu drei unterschiedlichen Arten von Bruchstlcken. Es treten ebenfalls HRP und
CSP positive Bruchstiicke auf (Abb. 32C" D", weiRRe Pfeilspitze) und auch CSP
positive und HRP negative Bruchstiicke (Abb. 32C" D", griine Pfeilspitze). In
der khc Mutante sind zusétzlich Bruchstiicke die HRP enthalten, aber kein CSP

aufweisen (Abb. 32C" D", gelbe Pfeilspitze).

Durch diese Farbung konnte gezeigt werden, dass es sowohl in Kontrollen als
auch in der khc Mutante nur zu einem geringen Anteil an postsynaptischen
Bruchstiicken mit prasynaptischen Ursprung kommt. Zudem findet keine
Verstarkung der CSP oder HRP Farbung im Muskel statt. Es findet daher keine
Erhdhung der Vesikelanzahl im Muskel statt. Demzufolge ist es
unwahrscheinlich, dass die durch Neurodegeneration entstandenen Organellen
in der khc Mutante durch den Muskel abgebaut werden. Der Abtransport der

phagozytierten Organellen erfolgt vermutlich Gber das Axon.
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Abbildung 32 Keine erh6hte Phagozytose an der NMJ durch den Muskel

(A-D) Konfokale Aufnahmen von Fluoreszenzfarbungen von D42>white'*® (links) und
D42>khc"***® (rechts) L3-Drosophila Larven. Die Aufnahmen zeigen Teile der NMJ 6/7 mit
angrenzenden Muskelbereichen. Die neuronale Membran wurde mit HRP sichtbar gemacht,
zusatzlich wurden synaptische Vesikel mit CSP angefarbt. Alle Abbildungen sind
intensitatsabhangig dargestellt. In A-D' wurde der Kontrast fiir eine bessere Beurteilung von
vorhandenen Bruchstiicken erhoht. A"-D" zeigen jeweils einen vergroRerten Ausschnitt von A'-
D'. Die Pfeilspitzen in A"-D" weisen auf Bruchstiicke an der NMJ. Die mit einer weiRen
Pfeilspitze markierten Bruchsticke enthalten sowohl HRP als auch CSP, die grinen
Pfeilspitzen zeigen auf Bruchstiicke, die CSP aber keine HRP enthalten. Bruchstiicke mit einer
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gelben Pfeilspitze weisen HRP aber kein CSP auf. MaRstabsbalken A: 10pm A": 5um. Bilder
von V. Sreekumar, Auswertung J.V. Kern

3.3.5 Analyse von synaptischer Ultrastruktur

In elektrophysiologischen Untersuchungen konnten Defekte in khcN?%%S
mutanten Larven beobachtet werden. Sogar unter basaler Stimulation ist die
Mutante (D42> khc“?°%°) im Vergleich zur Kontrolle (D42>khc™) beeintrachtigt
(Fuger et al., 2012). Unter Hochfrequenz-Stimulation ist die Mutante (D42>
khc"*N262%) im Vergleich zur Kontrolle (D42>khc") (Fuger et al., 2012)
beeintrachtigt. Aus diesem Grund sollte die Vesikelverteilung in den khc
Mutanten untersucht werden. In Abbildung 33 ist eine Ubersicht einer Synapse
gezeigt. Die mit Neurotransmittern gefillten Vesikel umgeben die aktive Zone
mit der T-Bar. Durch die Verschmelzung eines Vesikels mit der prasynaptischen
Membran kommt es zur Freisetzung von Neurotransmittern in den synaptischen

Spalt und zu deren Anlagerung an den Rezeptoren der PSD.

aktive Zone

. Vesikel

Q!
' T-Bar

— o Syna ptischer Spalt

>

Abbildung 33 Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Synapse
Ubersicht der vorhandenen Komponenten an der Synapse.

gedockter Vesikel

Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die Abstande der
synaptischen Vesikel zur Membran ausgewertet. In Abbildung 34A ist jeweils
ein Beispiel jedes Genotyps zu sehen. Es wurde davon ausgegangen, dass es
sich um gedockte Vesikel handelt, wenn die Vesikel sich nicht weiter als 25 nm
von der Membran entfernt befanden. Bei den gedockten Vesikeln handelt es
sich um mit Neurotransmittern gefillte Vesikel, die durch ein ankommendes

Aktionspotential in der Nervenendigung zur Fusion mit der prasynaptischen
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Membran gebracht werden. Durch das Aktionspotential werden
spannungsabhangige  Kalziumkanale  gedffnet, dadurch  steigt die
Kalziumionenkonzentration, was wiederum zum Verschmelzen der gedockten
Vesikel mit der Membran und zur Freisetzung des Transmitters fuhrt. Im
Vergleich zur Kontrolle (D42>khc“?%®) kommt es zu einer prozentualen
Zunahme an gedockten Vesikel in der khc“?®*® Mutante und bei der
geleichzeitig khc™ und khc“°?® exprimierenden Larven (D42>white'*®: 3,2%;
D42> khcN?%%5: 8,2%;: D42> khc*™N?%%5: 3 9%%) (Abb. 34B,C).

Durch diese Analyse konnte bestéatigt werden, dass es bei der khc“%*?® Mutante
zu synaptischen Problemen kommt. Der hohere Anteil von gedockten Vesikeln
in der khc"?®>® Mutante konnte ein Hinweis sein, dass wenn es zum Ca®'-
Einstrom kommen sollte, gentgend Vesikel vorhanden sind um mit der
Membran zu verschmelzen. Die Mutante konnte so versuchen, ihre Defizite
auszugleichen. Bei der khc"*N?%?° Mutante kommt es wie bei den

elektrophysiologischen Untersuchungen kaum zu Beeintrachtigungen.

A 1118 N262S wt+N262S
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Abbildung 34 Verteilung von synaptischen Vesikeln

(A) Beispielbilder der Auswertungen von synaptischen Vesikeln. In gelb ist entweder ein 300 nm
langer Bereich in der Mitte der PSD eingezeichnet oder jeweils 150 nm links und rechts der T-
Bar. Nur in diesem Bereich wurden die Vesikel ausgewertet. In rot sind die Abstédnde der
Vesikel zur Membran markiert. Maf3stabsbalken 150 nm. (B) Prozentualer Anteil an gedockten
Vesikeln in den angegebenen Genotypen. Als gedockter Vesikel wurde ein Vesikel definiert,
des sich nicht weiter als 25 nm von der Membran befand. (C) Prozentuale Verteilung der
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Vesikel in unterschiedlichen Distanzen zur Membran. w''®; D42>white'®; khc“?°%:

D42>thN2625; thWH'NZGZS: D42>thWt+N2625.
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4 Diskussion

4.1 Eine neue Mutation in der FHA-Doméane von Unc-104 offenbart neue

Aufgaben in der neuronalen Entwicklung

Einer der groRten Vorteile der Drosophila-Genetik ist die Fahigkeit, tausende
neue Mutationen in einem multizellularen Modellorganismus durch Screens zu
untersuchen. Diese erzeugt oft neue, unvorhergesehene molekulare Lasionen.
Die Generierung von unc-104°", einem neuen Allel von unc-104 zeigt die
Bedeutung der Regulation der Kinesinaktivitat in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien. Durch die Mutation in der FHA-Doméane kommt es zu
Problemen bei der Initierung des Transports. Zukilnftige direkte in vivo
Untersuchungen der Motorbewegung werden notwendig sein um dieses These
vollstandig zu validieren. Die erhaltenen Daten unterstlitzen die vorgeschlagene
These des Initiierungsproblems. Zum einen fihrt die Mutation nicht zur
Degradierung von Unc-104, da das Protein in Immunfarbungen von
homozygoten unc-104°" Larven deutlich detektiert werden kann (Abb. 11).
Daher ist eine beeintrachtigte Stabilitdt des Proteins als Grund fur den
beobachteten Phénotyp unwahrscheinlich. Desweitern wurde kein anterior-
posteriorer Gradient in der NMJ Funktion durch die Verhaltensexperimente
entdeckt, welche typischerweise bei limitierenden Proteinkomponenten
beobachtet werden (Abb. 17). In Féllen, bei denen der axonale Transport
limitierend ist, sollten NMJs, welche durch ein langeres Axon innerviert werden,
starker betroffen sein als solche mit kirzeren Axonen (Abb. 35). Die
Verhaltensexperimente decken jedoch kein solchen Unterschied auf, was nahe
legt, dass mdglicherweise nur die Initierung des Transports gestort ist. Die
erhéhte Menge an Frachten in der Zellkérperregion der Ventralganglien und die
reduzierte Menge dieser Frachten an den peripheren Synapsen, sowohl im
Ventralganglion als auch an der NMJ, unterstitzen das Modell durch Anzeigen
einer Storung beim Initiieren des Transports. Zur gleichen Zeit ist die
Anwesenheit von Brp an der NMJ zu beobachten. Es wird deshalb davon
ausgegangen, dass wenn Unc-104""-Motor-Fracht-Komplexe das Soma
verlassen, die Frachten zuverlassig transportiert werden (Abb. 35). Die

Beobachtung, dass Frachten im Zellkdrper angereichert werden (Abb. 14A-D),
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wahrend Unc-104 nicht im Zellkérper angereichert ist (Abb. 11A-B) kann durch
ein Modell erklart werden, in dem Unc-104 die Zellkorper verlassen konnte

ohne die Fracht am Motor-Fracht-Komplexen beladen zu haben.

Alternativ kann Unc-104 auch vorrangig fur den Transport von Frachten aus
dem Soma ins Axon verantwortlich sein, wo andere Motoren, wie etwa Kinesin-
1, ausreichen um den Transport Uber lange Strecken zu vermitteln (Goldstein et
al., 2008).

4.1.1 Dendritenreifung

Die vorhandenen sensorischen Neurone in unc-104°", welche normale
Filopodien aufweisen, zeigen eine erhohte Dichte der Filopodien ohne dabei
Defekte in der Denritenverzweigung aufzuweisen (hier und (Medina et al.,
2006)). Es konnte gezeigt werden, dass die dendritischen Defekte, durch die
Expression von unc-104""®™ in sensorischen Neuronen selektiv gerettet
werden konnten. Das hebt hervor, dass die in brisly auftretenden dendritischen
Anderungen zellautonom sind. Interessanterweise waren Anderungen in der
Struktur von dendritischen Dornen unter den ersten neuroanatomischen
Veranderungen, welche mit mentaler Retardation in Verbindung gebracht
wurden (Marin-Padilla, 1972). Heute wird angenommen, dass Defekte in der
Entwicklung und/oder der Aufrechterhaltung der Dendriten zu einer grol3en
Anzahl sowohl neurologischer als auch entwicklungsgestérter neurologischer
Krankheiten wie Angelman-Syndrom, Autismus, Down Syndrom, fragiles X-
Syndrom, Rett-Syndrom und Schizophrenie fuhrt (Jan and Jan, 2010). Es
konnten mehr als 100 Gene identifiziert werden, welche die Verzweigungen der
Dendriten koordinieren. Unter diesen Genen befinden sich zwei molekulare
Motoren: KIF5 (Hoogenraad et al., 2005) und Dynein. Die erhaltenen Resultate
legen nahe, dass Unc-104 basierter Transport auch fir die Aufrechterhaltung
der korrekten Dendritenmorphologie wichtig ist. Unsere Resultate legen nahe,
dass auch Kinesin-3 basierter Transport eine Bedeutung im Kontext von

neurodegenerativen Erkrankungen hat.
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4.1.2 Synapsenreifung

Brp clustert Kalziumkané&le an der aktiven Zone und ist Teil der T-Bars. T-Bars
sind elektronendichte, prasynaptische Strukturen von denen gezeigt wurde,
dass sie die synaptische Vesikelfreisetzung unterstitzen (Kittel et al., 2006).
Synapsen, welche negativ fir Brp sind, sind nicht vollstandig inaktiv, haben
aber eine dramatisch reduzierte Vesikelfreisetzungswahrscheinlichkeit (Kittel et
al., 2006, Wagh et al., 2006). Daher scheint Brp wahrend der Reifung der
Synapse eine wichtige Rolle zu spielen (Rasse et al.,, 2005, Schmid et al.,
2008). Auffallig ist, dass in Wildtyplarven vorrangig sehr junge (<3h), unfertige
Synapsen Brp negativ sind (Rasse et al., 2005). Die Abwesenheit von Brp
erlaubt eine hohe Freisetzungswahrscheinlichkeit der Transmitter dieser
speziellen Synapsen und kann als Marker fur unreife Synapsen verwendet
werden (Kittel et al., 2006). Der hohe Prozentsatz an solchen Synapsen in bris
Mutanten legt nahe, dass die Synapsenreifung entweder durch begrenzten Brp-
Transport, -Auslieferung oder -Stabilitdt gestort ist. Jedoch sind nicht alle
Synapsen vom Fehlen von Brp auf dieselbe Weise betroffen. Dies deutet auf
eine neue Rolle von bris bei der Koordination von Brp-Mengen an benachbarten
aktiven Zonen hin. Die Kontrolle der aktiven Zonen spezifischen Auslieferung
von synaptischer Fracht ist wichtig um diese zu starken (Vitureira et al., 2011,
Clarke et al., 2012). Intakter Unc-104 basierter Transport kdonnte, wie der
Kinesin-1 basierte Transport (Puthanveettil et al., 2008), von Bedeutung fur die
Proteinsynthese-abhangige Langzeitpotenzierung sein, ein wichtiger relevanter

Prozess im Zusammenhang von Lernen und Gedachtnis.

4.1.2 Strukturelle Defekte an der NMJ

In unc-104""™ mutanten Larven wurden Defekte in der Boutonreifung und dem
NMJ Wachstum beobachtet. Die VergroRerung der NMJ war tUberraschend, da
berichtet wurde, dass sowohl Stérungen in Kinesin-1 als auch in Kinesin-3

basiertem anterogradem Transport zu reduzierter NMJ Grol3e und synaptischer
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Boutonanzahl fuhren (Hurd and Saxton, 1996, Pack-Chung et al., 2007, Barkus
et al., 2008). Eine mogliche Erklarung ist die Natur des brisly Allels.
Verschiedene hypomorphe Allele von Fasciclin Il fihren zum Beispiel zu einer
Reduzierung (fas®’®) (Mathew et al., 2003) oder zu einer Erhéhung (fas®®)
(Schuster et al., 1996) in der Anzahl an synaptischen Boutons. Uberexpression
von unc-104MC"" rettet die beobachteten Defekte im NMJ Wachstum und in
der Boutonreifung in unc-104°" mutanten Larven. Desweiteren wurden keine
Defekte in heterozygoten mutanten Larven beobachtet. Diese zwei Experimente
heben hervor, dass die bris Mutation hypomorph ist und nicht in einen
dominant-negativen Effekt oder einen Gain-of-Function Mechanismus involviert

ist.

Interessanterweise scheinen die Defekte in der VergrolRerung und Reifung der
Boutons und in der VergréRerung der NMJ unabhangig von der Unc-104
Transportfunktion der aktiven Zonenkomponente Brp zu sein (Rasse et al.,
2005, Kittel et al., 2006, Wagh et al., 2006).

4.2 Postsynaptische Veranderungen von Fas Il, DLG und SSR

Bei den Untersuchungen der Ultrastruktur von betroffenen Synapsen konnten
weder Abweichungen an der aktiven Zone (wie schwebende T-Bars, ungunstig
anliegende pra- und postsynaptische Membran (Kittel et al., 2006)), noch die
typischen Anzeichen von Synapsendegeneration/Synapsenretraktion, wie
grof3e prasynaptische Vesikel (Eaton et al., 2002), Ablésen der prasynaptischen
Membran (Eaton et al., 2002) oder MVK (Ashley et al., 2005) beobachtet
werden. Die einzelnen Synapsen hatten, wie durch die Immunfarbungen
erwartet, kleinere Boutons und wiesen zusatzlich einen SSR Faltungsdefekt
auf. Beide Defekte weisen auf eine gestbrte Entwicklung, aber nicht auf
Neurodegeneration oder Synapsenretraktion hin. Hierbei mag der SSR-
Faltungsdefekt theoretisch durch einen Abfall der synaptischen Aktivitat bedingt
sein. Dies ist allerdings unwahrscheinlich, da keine vergleichbaren Defekte

nach Expression von Tetanus-Toxin, welche Neurotransmission blockiert bzw.
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behindert beschrieben wurden. Auch bei Brp mutanten Larven kommt es zu
keiner Veranderung des SSR, obwohl die Transmission reduziert wurde (Kittel
et al., 2006, Wagh et al., 2006). Ferner wurde das Auswachen von Boutons
nicht durch die Expression von Tetanus-Toxin beeintrachtigt (Zhang, 2012),
weshalb auch Defekte im Auswuchs synaptischer Boutons hdchstwahrschlich

nicht sekundar zu einem Verlust von Neurotransmitter ist.

Aufgrund der Homologie zu prasynaptischen DLG Mutanten liegt hingegen der
Schluss nahe, das die Defekte in der Faltung des SSR auf ein Ungleichgewicht

im Niveau der perisynaptischen Zelladhasionsproteine zurickzufihren sind.

Die NMJ von Drosophila Larven sind dynamische Strukturen, welche sich
standig verandern. Sowohl die Anzahl an aktiven Zonen an der prasynatischen
Seite, als auch die GrofRe und Komplexitat des SSR wachst mit Zunahme des
Muskels in der Larvenentwicklung (Gorczyca et al., 1993, Jia et al., 1993, Guan
et al., 1996). Die Interaktion zwischen der préa- und postsynaptischen Membran
wird durch Adhasionsmolekile, der Freisetzung antero- und retrograder
Signale, synaptische Aktivitat und durch Kombinationen dieser Prozesse
beeinflusst (Budnik et al., 1996).

Im SSR sind mehrere Gerustproteine, das Aktin-Bindeprotein Spectrin, das
Zelladhasionsmolekiil Fas 1l, Shaker-K*-Kandle und Glutamatrezeptoren
lokalisiert (Budnik, 2006).

DLG zahlt zu den Gerustproteinen die im SSR von Drosophila zu finden ist.
DLG ist eine Membran-assoziierte Guanylyl-Kinase (MAGUK) und das Homolog
von PSD-95/SAP-90. Die PSD-95/SAP90 Familie der MAGUKSs binden direkt an
einige lonenkandle (Thomas et al., 1997). Diese Interaktion scheint die
Ansammlung und die Lokalisation der interagierenden lonenkanale und
Rezeptoren an der spezifischen Synapsenseite zu vermitteln (Kim et al., 1995,
Kornau et al., 1995, Kim et al., 1996, Muller et al., 1996, Niethammer et al.,
1996, Tejedor et al., 1997). Sowohl die pra- als auch die postsynaptische
Expression von DLG beeinflusst das Wachstum des SSR (Budnik et al., 1996).
Mit Hilfe seiner PDZ-Doméne kann DLG in den Membraneinfaltungen des SSR
Shaker-K*-Kanale und Fas Il binden (Tejedor et al., 1997, Thomas et al., 1997,
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Zito et al., 1997). Desweiteren ist bekannt, dass DLG die Glutamatuntereinheit
GIuRIIB an der Synapse stabilisiert (Chen and Featherstone, 2005).

Von KIF1A ist bekannt, dass es sich um Neuronen-spezifische Kinesine handelt
(Hall and Hedgecock, 1991, Okada et al., 1995). Durch die Uberexpression von
unc-104"°"*" auf der postsynaptischen Seite in unc-104™ mutanten Larven,
konnte gezeigt werden, dass es zu keinen Anderungen im SSR Phéanotyp
kommt. Trotz der postsynaptischen Expression kommt es zu den gleichen
Defekten im SSR, wie bei der unc-104"" Mutante. Daraus lasst sich schlieRen,
dass der vorhandene SSR Phanotyp durch einen prasynaptischen Defekt von
Kinesin-3 hervorgerufen wird. Ein weiteres Anzeichen dafur ist der Rescue der
SSR Defekte durch die prasynaptische Expression von unc-104M"™ (Abb.
22C).

Die Defekte in der SSR Faltung werden vermutlich durch prasynaptische
Defekte verursacht. Bei Untersuchungen an der NMJ wurde festgestellt, dass
es bei einem prasynaptischen Verlust von DLG es zu einem ahnlichen
Phanotyp des SSR kommt, wie in der unc-104°"/- Mutante (Abb. 22B) (Budnik
et al., 1996). Die Membraneinfaltungen sind ebenfalls weniger kompakt um den
Bouton gelagert. Zusatzlich kommt es in der brisly Mutante zu einer Abnahme
des DLG Levels an den Boutons der NMJ (Abb. 21C). Durch den verminderten
Transport von DLG an die Synapse kommt es vermutlich auch zu einer
fehlerhaften Lokalisation von Fas Il (Abb. 23B) in der prasynaptischen
Membran. Dadurch kommt es vermutlich zu einer fehlerhaften Entwicklung des
SSR.

4.3 Khc

4.3.1 Axonale Schwellungen und Neurodegeneration an der NMJ

Neurofilamente akkumulieren in Schwellungen von SPG4 Patienten und in
Mausmodellen von SPG4 (Kasher et al., 2009). Im hier gezeigten HSP Modell

akkumulieren in den Schwellungen sowohl Frachten von Kinesin-1 als auch von
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Kinesin-3 (Pack-Chung et al., 2007) und zusatzlich lysosomale Oranganellen und
Autophagosomen. Dies legt nahe, dass axonale Schwellungen eine generelle
Barriere fur Frachten des schnellen axonalen Transports darstellt und sich diese
unabhangig vom relevanten Motorprotein in axonalen Schwellungen ansammeln
konnen. Schwellungen in SPG4 Patienten und im SPG4 Mausmodell, die positiv
fur Neurofilamente waren, enthalten verschieden Frachten, wie Mitochondrien,
das Amyloid-Vorlaufer-Protein, Tubulin und Tau (Kasher et al., 2009). Weitere
Untersuchungen mit Hilfe von in vivo Modellorganismen wie Maus- und
Drosophila sollten Aufschluss Uber die Entstehung der Schwellungen geben.
Dabei ist es wichtig herauszufinden, welche Frachten als erstes in den
Schwellungen akkumulieren. Diese Fracht, die die Ursache fur die Schwellung

ist, sollte vor den anderen Frachten akkumulieren.

In der Pathologie von SPG10 ist ein gestorter Neurofilamenttransport beteiligt
(Wang and Brown, 2010). Das menschliche Genom enthalt drei Gene, die die
schweren Ketten des konventionellen Kinesin codieren. Die neuronal
exprimierten Gene kif5a und kif5c, sowie das ubiquitar exprimierte Gen kif5b.
Neurofilamente werden von KIF5A und KIF5C transportiert (Uchida et al., 2009,
Wang and Brown, 2010). Durch gestorte KIF5A Funktion ausgeldste Storungen
im Neurofilamenttransport konnten erklaren, warum nur Mutationen in KIF5A,
nicht aber in KIF5B als genetische Ursache von HSP identifiziert worden sind.
Alternativ konnte der Verlust von ubiquitar exprimiertem KIF5B zu einer friihen
Letalitat fUhren. HSP relevante Mutationen in kif5c, dem anderen wichtigem khc
Transport-Gen von Neurofilamenten, wurden nicht identifiziert. Diese Daten
legen ein Modell nahe, in dem KIF5A den Verlust von KIF5C ersetzen kann,
aber nicht umgekehrt. Das Drosophila-Genom enthélt allerdings kein Gen fur
Neurofilamente und im Gegensatz zum Mensch nur ein einziges khc-Gen
(Rubin et al., 2000). In elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde
festgestellt, dass Arthropoden keine Neurofilamente besitzen (Lasek et al.,
1983) und dennoch ektopische Expression von mutierten khc zur Bildung von
axonalen Schwellungen und HSP-&hnlichen pathologische Veranderungen in
Drosophila fuhrt. Zusatzlich treten in den Schwellungen keine Veranderungen
des Zytoskeletts auf. Die erhaltenen Daten unterstitzen daher ein Modell, in
welchem SPG10 in erster Linie durch Stérungen im Transport von Kinesin-1

Frachten verursacht wird als durch Stérungen im Neurofilamenttransport.
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N262S ausreichend

Ferner legt die Tatsache nahe, dass die Expression von khc
ist um eine HSP Pathologie in der Fruchtfliege recht detailgetreu nachzubilden.
Deshalb sollte die Vermutung, dass der Transport von Neurofilamenten fir die

Entstehung von HSP wichtig ist, erneut geprift werden.

4.3.2 Moglicher Abbau der Neurodegeneration

Es konnte gezeigt werden, dass dystrophe Boutons in khc Mutanten Larven
nicht durch die Muskeln abgebaut werden. Fur den Abtransport der
degenerierten Synapse mussen daher andere Abbauwege zur Verfliigung

stehen.

Mogliche Mechanismen wéren z.B., dass sich Boutons selbst verdauen und
Bruchstiicke zum Zellkérper abtransportiert werden (1), die vorhandenen
Gliazellen die degenerierte Synapse abbauen (2) oder die vorhandene Gliazelle
redifferenziert sich zum Makrophagen und beseitigt die degenerierte Synapse
(Kurant, 2011).

Bei Synapsenumformungen, werden einzelne synaptische Kontakte hinzugeflugt
oder entfernt um den synaptischen Beitrag der Zielzelle zu starken oder zu
schwachen. Zum Beispiel haben Drosophila Motoneurone synaptische Kontakte
mit spezifischen embryonalen Muskelzellen bis zum Ende der Embryogenese
geschaffen (Johansen et al.,, 1989). In den nachfolgenden Larvenstadien
wachsen einzelne synaptische Kontakte mit der Muskelzelle um ein 100-faches.
Andere wiederum werden abgebaut (Gorczyca et al.,, 1993, Schuster et al.,
1996). Ahnliche Teilbereiche des Mechanismus kommen in Saugetieren beim
Einstellen des Gleichgewichts von neuralem Input und Grol3e der Zielzelle vor.
In  adulten Saugern fuhrt der Anteil an Testosteron im Musculus
bulbocavernosus zur Zu- oder Abnahme der MuskelgréRe, mit einer
entsprechenden Ausdehnung oder Schrumpfung des postsynaptischen NMJ
Bereichs (Balice-Gordon et al., 1990).
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Es konnte gezeigt werden, dass in Drosophila Gliaprozesse am
Synapsenwachstum beteiligt sind. Subperineurale Gliazellen bilden eine Blut-
Nerven-Schranke um das Axon, proximal zum ersten Bouton der NMJ. Die
Prozesse der perineuralen Gliazellen dehnen sich tber die Blut-Nerven-Barriere
in die NMJ aus. Dabei bedecken sie aber nicht die komplette NMJ. Ein
Wachstum der Gliazellen fuhrt zu einem Wachstum der NMJ und zu einer

Zunahme der synaptischen Aktivitat (Brink et al., 2012).

Es ist bekannt, dass beim Rickzug beziehungsweise einer Degeneration von
Axonen in Saugetieren und bei Drosophila ganze Axon&ste destabilisiert,
degeneriert und vom zentralen Nervensystem durch Umhullen entfernt werden
(Luo and O'Leary, 2005). Ahnliches wurde bei NMJs von Saugetieren
beobachtet, die NMJ wurde destabilisiert, 16ste sich von der Endplatte und die

Bestandteile wurden vom Axon entfernt (Bishop et al., 2004).

Wahrend des normalen synaptischen Wachstums kommt es zur Anhaufung von
prasynaptischen Membranen in Form kleiner Bruchsticke und zu
undifferenzierten  Boutons  (Geisterboutons).  Diese  prasynaptischen
Bruchstiicke und Geisterboutons werden aktiv von der NMJ entfernt. Dazu
dringen die Glia dynamisch in die NMJ vor und phagozytiert die vorhandenen
prasynaptischen Bruchsticke. Die Geisterboutons werden von Muskelzellen

umschlossen oder degradiert (Fuentes-Medel et al., 2009).

Keller und Kollegen konnten zeigen, dass ein aktiver prodegenerativer
Signalweg innerhalb des Motoneurons durch die periphere Gliazellen in
Drosophila existiert. Sie gehen davon aus, dass neuronaler Stress, wie eine
Unterbrechung der Spectrin/Ankyrin Skeletts, durch umgebende periphere
Gliazellen erkannt wird. Die periphere Gliazelle reagiert darauf mit der
Freisetzung von Drosophila TNF-a (Eiger). Eiger wird durch Wengen, einen
TNF-a Rezeptor, in Motoneuronen erkannt. Dadurch wird die Caspase-Kaskade
aktiviert und es kommt zum Abbau des Axon und/oder der Synapse (Keller et
al., 2011).

Mutationen in ank2 fihren zu Neurodegeneration an NMJs. Es kommt zu einem
kompletten Verlust der prasynaptischen Nervenenden an vielen NMJs. Durch

den Knockdown von eiger in ank2 Mutanten konnte ein Ruckgang der
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Neurodegeneration beobachtet werden (Keller et al.,, 2011). Auch die
Expression von wengen RNAI in ank2 Mutanten fuhrte zu einer Reduzierung

der Neurodegeneration (Keller et al., 2011).

Der Abbau der degenerierten Synapsen in khc Mutanten wird vermutlich Uber
Gliaprozesse gesteuert. Einen Abbau der vorhandenen Bruchstiicke durch
Muskelzellen konnte nicht betétigt werden. Es liegt jedoch nahe, dass durch die
axonalen Schwellungen und die Neurodegeneration ein &hnlicher neuronaler
Stress wie in Ankyrin-Mutanten ausgelost wird. Dies kénnte ebenfalls zur
Freisetzung von Eiger fihren und dies wiederum zum Aktiveren der Caspase-
Kaskade. In dieser Hinsicht bedarf es weiterer Untersuchungen. Ein
Knockdown von eiger oder die Expression von wengen RNAI sollte klaren, ob

diese prodegenerative Signalkaskade auch in HSP Mutanten ausgeldst wird.

4.4 Vergleich der Transportstérungen von Kinesin-1 und Kinesin-3

Ziel dieser Arbeit war es zellbiologische Ursachen und molekulare Signalwege
von Stérungen in Kinesin-1 und Kinesin-3 basiertem Transport naher zu

betrachten.

Stérungen im axonalen Transport fuhren oft zu axonalen Schwellungen und
einer gestorter Funktion der NMJ, abhéangig von einem anterioren-posterioren
Gradienten. Dabei nimmt die Intensitat der Stérung mit der gré3eren Distanz
zwischen Zellkdrper und NMJ zu. Dies ist bei Stérungen von Kinesin-1 zu
beobachten (Abb. 35 links). Es wird angenommen, dass die Wahrscheinlichkeit
eines erfolgreichen Transports aus dem Zellkérper zur Synapse umgekehrt
proportional zur Lange des innervierten Axons ist. Das bedeutet, je langer das
innervierende Axon ist, desto grof3er ist die Wahrscheinlichkeit fur einen
Transportdefekt.

Wird die Storung aber durch einen Defekt in der Bindung der Frachten und/oder
der Initiierung des Transports, wie bei Kinesin-3 (Abb. 35 rechts), ausgeldst,

kommt es zu keiner Stérung wéahrend des Transports entlang des Axons. In
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diesem Fall sind die Menge an gelieferten Frachten an der NMJ und die
beobachteten Defekte unabhangig von der Lange des innervierten Axons.

Kinesin-1 Kinesin-3

Gestorter axonaler Transport Gestorte Initilerung desTransport

Konsequenzen

e Axonale Schwellungen e Akkumulation von Fracht in den
Zellkdrpern
¢ langenabhangige strukturelle und

weder axonale Schwellungen noch
funktionale Defekte an der NMJ langenabhéngige Defekte an der NMJ

e Tail-Flip Phanotyp ¢ langsame bzw. paralysierte Larven

Abbildung 35 Vergleich der Transportstérungen in Kinesin-1 und Kinesin-3

Dargestellt sind in grau die Zellkdérper mit Axon und NMJ und in rot die zu liefernden Frachten.
Mit einem Blitz ist der Bereich der Stérung gekennzeichnet. Bei Kinesin-1 kommt es zu einer
Stdrung im Axon, bei Kinesin-3 liegt eine fehlerhafte Beladung oder ein Fehler bei der Initiierung
des Transports vor. Mit t sind die unterschiedlichen Zeitpunkte angegeben.
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5 Ausblick

Veranderungen in der Reifung der dendritischen und synaptischen Enden
wurden  unabhéangig voneinander mit mentaler Retardation und
Neurodegeneration  assoziiert. Der Umstand, dass ein einziger
Aminosaureaustausch von Arginin zu Histidin in der FHA-Domane von Unc-104
ausreichend ist um all diese Prozesse zu storen, ist ein ideales biochemisches
Werkzeug um die neurobiologischen Grundlagen der Regulation von Kinesin-3
basiertem Transport naher zu untersuchen. Dies wird hoffentlich dazu beitragen
entwicklungsgestorte, neurologische Krankheiten zu entschlisseln. Es bleibt zu
klaren, ob die Defekte des NMJ Wachstums und der Boutonvergréf3erung
wirklich unabhangig voneinander sind oder direkt durch die Veranderungen in
der Funktion von Unc-104 verursacht werden. Frihe Entwicklung wird generell
durch eine Vergrof3erung sowohl der pra- als auch der postsynaptischen
Strukturen charakterisiert. Durch die Reifung individueller Kontakte nehmen
neuronale Netzwerke ihre Arbeit auf. Wéhrend diese Kontakte reifen, starker
werden und andere Kontakte stabilisieren, werden andere Kontakte schwacher
und letztendlich eliminiert. Dieser Prozess wird als eine zentrale zellulare
Korrelation zwischen Lernen und Erinnern angesehen. Beide Defekte, die
Stabilisierung als auch die Eliminierung von Kontakten, flhren zu

neurologischen oder neurodegenerativen Defekten.

Studien Uber den Austausch von Arginin zu Histidin in der FHA-Doméne
konnten als Werkzeug dienen um die Rolle von Unc-104 in der
Synapsenentwicklung und der synaptischen Plastizitdt zu entschlisseln. Eine
mdogliche Erweiterung des Verstandnisses von neurologischen Erkrankungen,
bei denen Synapsen sich mdglicherweise nicht richtig entwickeln, kénnten zur

Entwicklung von Behandlungsstrategien beitragen.

Um die Rolle der FHA-Doméane genauer zu untersuchen, konnte die
sogenannte molekulare Kraftmikroskopie angewandt werden. Dabei kann die
intramolekulare Kraft zwischen der FHA-Domane wund der mit ihr
interagierenden  CC-Doméane untersucht werden. Mit Hilfe eines

Atomkraftmikroskops  (Atomic Force Mikroskop, AFM) werden die
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intramolekularen Krafte gemessen. Dazu wird das zu untersuchende Protein
durch Bindungspartner (z.B. Ig aus Dictyostelium discoideum Filamin) an der
Atomkraftmikroskopspitze und einer Glasoberflache befestigt. Durch langsames
Wegziehen der Spitze entfalten sich die untersuchten Proteine. Dabei kénnen
die intramolekularen Krafte gemessen werden. Ein Vergleich von unc-104 mit
unc-104°" kann zeigen, ob es durch die Mutation in der FHA-Domane zu einer
verminderten intramolekularen Interaktion der FHA-Domé&ne und der CC-
Doméne kommt. Diese verminderte Interaktion kénnte auch Einfluss auf die

Autoregulation von Unc-104 haben.

Desweitern konnten die mit verschiedenen Fluoreszenzmarkierungen erzeugten
Konstrukte (siehe 2.2.2.5 und 2.2.2.6) verwendet werden um die Mdglichkeit zu
tiberprifen, dass sich Dimere aus Unc-104 und Unc-104°" bilden. Die
fluoreszenzmarkierten Konstrukte konnten auch dazu verwendet werden, den
Transport von Frachten zu beobachten. So kdnnten markierte Frachten wie z.B.
Brp-GFP und das fluoreszierende unc-104"" koexprimiert werden um das
genaue Verhalten beim Initieren des Transports zu untersuchten. Diese
Experimente konnten sowohl in vivo (Transportverhalten) als auch mit

Praparationen (Dimerbildung) durchgefiihrt werden.

Bei dem Drosophila-Modell von HSP konnte gezeigt werden, dass es in den
Axonen zu Schwellungen und in den NMJ zu Neurodegeneration kommt. Um
die axonalen  Schwellungen genauer zu untersuchen,  sollten
fluoreszenzmarkierte Konstrukte der Mutation und des Wildtyps entwickelt
werden. Durch Koexpression einer markierten Fracht (z.B. Mito-GFP) kdnnte
das Verhalten an den Schwellungen charakterisiert werden. Kommt es zum
Beispiel in der Schwellung zur Ablésung der Fracht vom Motor-Fracht-Komplex,
oder bleibt dieser Komplex auch in den Schwellungen bestehen? Desweiteren
konnte durch Koexpression des Wildtyp und des mutanten Konstruktes die
Bildung von Dimeren beobachtet werden. Dadurch kénnte untersucht werden,
ob es bei einem homogenen Dimer aus Khc“?®° frilher zu axonalen
Schwellungen und Akkumulationen von Frachten kommt als bei heterogenen

Dimeren aus Khc™ und Khc'V2%6S,

Da bekannt wurde, dass HSP nicht nur durch Kinesin-1 ausgel6st wird, sondern
auch durch Mutationen in Kinesin-3 (Erlich et al., 2011, Klebe et al., 2012),
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wurde ein weiteres Modellsystem mit diesen Mutationen entwickelt (siehe
2.2.2.4, 2.2.2.7 und 2.2.2.8). An diesem Modellsystem kénnen nun dieselben
Untersuchungen wie im khc"?°* Modell durchgefiihrt werden. Kommt es auch
hier zur Akkumulation und zu Schwellungen im Axon? Sind an den
Akkumulationen die gleichen Frachten beteiligt oder nur die des Kinesin-3
Transports? Kommt es ebenfalls zur Neurodegeneration der Synapsen an der
NMJ?

Durch Identifizieren der Signalwege von Khc und Unc-104 kénnten neue
Anséatze fur Behandlungsstrategien von HSP angestrebt werden. Bestéatigt sich
z.B. die Annahme, dass der prodegenerative Signalweg auch im Abbau der
Neurodegeneration von HSP beteiligt ist, kann in dieser Richtung nach

Verbesserungen fur Patienten gesucht werden.
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Anhang

Vektorkarten von Unc-104

Nhel (592)

74

Primer 2s
eGFP
pEf?;i;Cl Primer 3as
__Xhol (2344)
Sall (1370)
EpnI (1380)
neomycin phosphotransferase Ebal (1403)
Abbildung 36 Vektorkarte von pEGFP-C1 von Clontech
Nhel (592)
el (508)
Xbal (604)
Fsel (615)
~_ Scal (620)
Not1 (625)
Sall (632)
pCl MCS
3966 bp

neomycin phosphotransferase

Abbildung 37 Vektorkarte von pC1 MCS
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unc-104 A

Scal (3962)

Feel(3957)

Xbal (3946)

Spel (3940)
Nhel (3934)

Notl (1)

pcl unc-104 A
4381 bp

neomycin phosphotransferase

Abbildung 38 Vektorkarte von pC1 unc-104-A

Secal (379)
SanDI (484

Scal (38
AmpR

0947723 unc CDS Order 1 pMA
4052 bp

unc CDS Order 1
Col E1 origin Kpnl (1469)

Xhol (1708)
Fsel (2072)

Abbildung 39 Vektorkarte von Order 1 von Mr.Gene
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umc-104 A

Seal (5646)

SanDI (5338)
ATPBindetasche

NotI (1)

pCl unc-104 AB

fob; bp
neomycin phosphotransferase

Abbildung 40 Vektorkarte von pC1 unc-104-AB

Seal (8349) NotI (1)
SanDI (8441) IL_’SHH (&)
ATP-BindBtﬂsche—__\_\
Epnl {7463)
FHA
Khol (7126)
Fsel (686a)

necmycin phosphotransferase

pC1 unc-104
8068 bp

unc-104

 Nhel(3334)
Xhol (5282) Spel (3940)
Nhel (5045]) Xbal (3946])

Abbildung 41 Vektorkarte von pC1 unc-104
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Scal (8055),
Primer T3 |

pUASTattB
8489 bp

_ Sall (2605)
white+

Sall (3464)
Scal {4919]’;,-{-*',-'
Scal (4900) l,a"

Scal {4881)"

Abbildung 42 Vektorkarte von pUAST attB
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Scal (13063)
Spel (11286) \
Sall {uzﬂn}:"-.,l
attB \":"'..I

\
i\
W
\

Sall (11001)

Spel (10995)

5V40 poly A ~ Sall (2603)
Xbal (10283) white+
Nhelttozny)  — pUAST attB unc-104 Sall (3460)

13497 bp
Nhel (4804)

Nhel (4844)
Scal (4881)
" Scal (4900)

— —f
Nhel (9184)

Xhol (Bo47)
unc-104 ', Scal (4919)
Fsel {?3??)\, "‘\xScaI (4938)
Xhol (7103) ' Seal (4957)
FHA 5xUAS-hspT0
Kpnl (6774) . Notl (5260)
Scal (5684)
SanDI (5784)
ATP-Bindetasche

Abbildung 43 Vektorkarte von pUAST attB unc-104
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Venus
NotI (Bafg) Sall (8)

Scal (8545
SanDl {3441)\
ATP-Bindetasche \\
.

neomycin phosphotransferase
Epnl (7463)
Fﬂni pCl venus unc-104
hol (1126) 9680 bp
Fel (6860)
umc-104
__ INhel(3334)

j %, Spel(3940)

xhol (289 / \, bal (3946)

Nhel (5045) Nhel (4015)

Abbildung 44 Vektorkarte von pC1l venus unc-104
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Scal (13600)
Y
Spel (12023) Y

\ \
Sall (12017) \
W lll.l
attB \|
\

Sall (11738)

Spel (11732) ™ __Sall (2605)
SV40 poly A white+
Xbal (11020)
NheT (10051) pUAST attB venus-unc-104 —sall (3464)

14234 bp
Nhel (4804)

Nhel (4844)
~ Scal (4881)

Nhel (ggz1) ="
—
Xhol (9684)

unc-104
Fsel (B114) \_/
Xhol (7840)
FHA
Kpnl (7511)

1; " Scal (4900)
‘-}:._HSmI (4919)
'\ Scal (4938)
Scal (4957)
| BxUAS-hsp70
| \Not1 (5260)

",I Venus

Not1 (5997)
Scal (fg21)
SanDI (6526)

ATP-Bindetasche

Abbildung 45 Vektorkarte von pUAST attB venus unc-104
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Vektorkarten von Unc-104°"S

Seal (8543)
SanDI (B441) NotI (1)
ATP-Bindetasche — sali(g)
Epnl (7463)
FHA
brisly neomycin phosphotransferase
Xhol (7126
Fret(eBto)___ pC1 unc-104 bris
8a68 bp
unc-104
S \ | Mhel(zsad
Xhol (5282) Spel (3340)
hel (5045) \, Xbal(3346)
Nhel (3015)

Abbildung 46 Vektorkarte von pC1 unc-104""
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Turquise
Notl (Baba) Sall (&)

M{Bm\

SanDI (B441)

ATP Bindetasche \
H—.\

neomycin phosphotransferase

Epnl (7463)
Fl'lﬁ.\‘ i .
i 1 turguoise unc-104 bris
Thol (7126} | hhabe
Fsel (6860)

unc-104

N\ NheI (3934)

j A\ Spel (3340)

4 ".|
Xhol (5282) / ".,_' JXbal (3946)
Nhel (5045) ‘Nhel (4013)

Abbildung 47 Vektorkarte von pC1 turquoise unc-104""
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Seal {13300]._
Y
Spel(12023) '\,\
Y \
Sall (12017) II"R \
'\:.
Sall (11738) \

Spel (11732) ™ __JSa.EI (2605)
5V40 poly A white+
Hoat (uoz0)_2 ST attB turquoi 104bri
Nhel {19951]’* d urguoise unc- rl ~ Sall (3464)
14234 bp
Nhel (4804)
Nhel (9921) =" Nhel (4844)
— -
Xhol (g684) " Scal (4881)
unc-104
Fsel (B114)

\ Scal (4900)

‘{» Scal (4919)
RR\

. '"'x,ISmI (4938)
Scal (4957)
FHA A | 5xUAS-hsp70
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