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Einleitung

1.1. Drosophila melanogaster als Modell fr
neurodegenerative Erkrankungen des Menschen

1.1.1. Neurodegenerative Erkrankungen des Menschen

1.1.1.1. Definition und Charakterisierung neurodege  nerativer Erkrankungen

Laut Definition der Medical Subject Heading-Datenbank der United States National Library
of Medicine (http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html) handelt es sich bei
neurodegenerativen  Erkrankungen um erbliche und sporadisch auftretende
Erkrankungen, die durch fortschreitende Dysfunktion des Nervensystems gekennzeichnet
sind. Diese Stdérungen gehen oft mit einer Atrophie der betroffenen Strukturen des
zentralen oder peripheren Nervensystems einher. Bekannte Beispiele sind unter anderem
amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Chorea Huntington, Friedreich-Ataxie, Parkinson- und
Alzheimer-Krankheit.

Meist treten diese Krankheiten in hdherem Lebensalter auf, und mit Andauern der
Erkrankung  verschlechtern sich die  Symptome wie Bewegungs- und
Verhaltensstérungen, kognitive Schwierigkeiten bis hin zur Personlichkeitsverdnderung.
Die Krankheiten sind bislang nicht heilbar und fithren schlie3lich zum friihzeitigen Tod der
Patienten (Mutsuddi & Nambu, 1998).

1.1.1.2. Haufigkeit neurodegenerativer Erkrankungen

Durch standige Fortschritte in der medizinischen Forschung und Verbesserung der
Lebensumstande steigt die durchschnittliche Lebenserwartung in Deutschland
kontinuierlich: betrug sie zu Beginn des letzten Jahrhundert ungeféhr 40 Jahre, so liegt sie
hundert Jahre spater bei etwa 80 Jahren. Vorausberechnungen des Statistischen
Bundesamts zufolge wird im Jahr 2050 jeder dritte Deutsche Uber 65 Jahre alt sein, die
Zahl der Mitburger Gber 80 wird sich von derzeit knapp vier Millionen auf zehn Millionen
Menschen erhéhen (Eisenmenger et al., 2006).

Mit der zunehmenden Lebenserwartung steigt aber auch die Zahl derer, die an
altersabhangigen Erkrankungen leiden. Beispielsweise leben im Moment in Deutschland
circa eine Million Menschen mit einer Demenzerkrankung, im Jahr 2050 wird die Zahl
doppelt so hoch liegen; bei zwei Dritteln der Falle handelt es sich um eine Alzheimer-
Erkrankung (Robert-Koch-Institut, 2006). Mit dem vermehrten Auftreten dieser
Erkrankungen verbunden sind eine sinkende Lebensqualitat fir den Einzelnen ebenso
wie steigende Kosten fiur die Allgemeinheit. Die Untersuchung der zugrunde liegenden

Vorgéange und die Entwicklung effektiver Therapien sind deshalb besonders wichtig.
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1.1.2. Modellsysteme fir Neurodegeneration

1.1.2.1. Identifizierung geeigneter Modellsysteme

Das Fehlen nicht-invasiver neurobiologischer Techniken, die progressive Natur der
neurodegenerativen Krankheiten und die Komplexitdt des Nervensystems stellen jedoch
groRe Schwierigkeiten bei der Untersuchung der menschlichen Erkrankungen dar
(Ubersichtsartikel Celotto & Palladino, 2005). Deshalb ist die Verwendung geeigneter
Modellsysteme entscheidend fiir den wissenschatftlichen Fortschritt auf diesem Gebiet.

Oft werden im Zusammenhang der neurodegenerativen Erkrankungen vor allem durch
genetische Manipulation entstandene Modelle verwendet. Zwar Uberwiegt die Anzahl der
sporadischen Félle haufig die der erblichen Formen; dennoch kann die Untersuchung
dieser selteneren, aber fir genetische Manipulationen zuganglichen Falle wichtige
Hinweise auf die allgemeinen pathophysiologischen Ursachen der Neurodegeneration,
mogliche beeinflussende Faktoren und Ansatzpunkte fur die Entwicklung von Therapien
liefern. Ein Modellsystem muss dabei zum einen experimentell leicht zuganglich sein, zum
anderen sollten grundlegende Mechanismen nach einem &hnlichen Muster ablaufen wie
im Menschen, um eine spatere Ubertragbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten.
Zell-basierte Systeme sind experimentell verhaltnismagig leicht zu manipulieren, so dass
sich zellulare Aspekte der Erkrankungen relativ einfach untersuchen lassen. Allerdings
kann hier nicht die Reaktion eines gesamten Organismus vollstandig rekapituliert werden;
oft ist jedoch gerade diese entscheidend. In Saugetier Modellsystemen wie der Maus
steht natiirlich die Mdoglichkeit der Analyse in vivo offen und die Ahnlichkeiten zum
menschlichen Gehirn sind grof3; allerdings erfordern Untersuchungen in diesen Systemen
viel Zeit und Geld (Ubersichtsartikel Marsh & Thompson, 2006).

1.1.2.2. Drosophila melanogaster als Modellsystem

Dahingegen kann die schwarzbauchige Taufliege Drosophila melanogaster trotz der
unbestritten vorliegenden physiologischen Unterschiede als ideales Modellsystem
verstanden werden: sie hat eine kurze Generations- und Lebenszeit, produziert zahlreiche
Nachkommen und kann einfach und kostengtinstig gehalten werden. Sie besitzt jedoch
auch ein komplexes Gehirn, das in vielerlei Hinsicht dem des Menschen &hnlich und zu
Lernen, Gedéachtnis und komplexen Verhaltensablaufen fahig ist (Ubersichtsartikel Marsh
& Thompson, 2006; Ubersichtsartikel Celotto & Palladino, 2005). Die Signalwege sind
stark konserviert, und fir etwa drei Viertel der Gene, die im Menschen fir bestimmte
Krankheiten verantwortlich gemacht werden, existiert in der Fliege ein orthologes (Reiter
et al., 2001). Daruber hinaus sind genetische und molekulare Methoden fir Experimente
an der Taufliege gut etabliert, ihre Anatomie und Entwicklung sind genauestens

beschrieben; das Genom ist vollstandig sequenziert, verhaltnismafig klein und weist eine
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geringe Redundanz auf, so dass es relativ einfach ist, transgene Tiere zu erzeugen und
Mutagenese-Screens im groRen MaRstab durchzufiihren (Ubersichtsartikel Kretzschmar,
2005). Aus diesen Grinden wurde in den letzten Jahren oftmals die Taufliege fir
Untersuchungen Uber neurodegenerative Erkrankungen des Menschen verwendet. Zur
Schaffung von Modellen fiir menschliche Krankheiten in der Taufliege gibt es

verschiedene Mdglichkeiten, die im Folgenden erlautert werden sollen.

1.1.3. Modelle menschlicher neurodegenerativer Erkr  ankungen in
Drosophila melanogaster
1.1.3.1. Mit Hilfe von Reverse Genetics erzeugte Modelle
In einigen Fallen ist das krankheitsverursachende Gen aus dem Menschen bekannt;
durch Erzeugung beziehungsweise Identifizierung einer entsprechenden Mutation im
Fliegengenom und Analyse der Folgen kann die menschliche Erkrankung naher
charakterisiert werden.
Diese Herangehensweise wurde zum Beispiel angewendet, um die Ursachen einer
autosomal-rezessiv erblichen Form der Parkinson-Erkrankung in der Fliege nachzubilden,
die durch loss of function Mutation im parkin Gen entsteht (Kitada et al., 1998). Die
Berkeley Drosophila Genome Projekt Database (BDGPD) wurde nach einem Orthologen
dieses Gens durchsucht und mittels P-Element-Mutagenese wurden anschlieRend
Nullallele erzeugt. Die so entstandenen Fliegenstimme zeigten der menschlichen
Erkrankung ahnliche Symptome, unter anderem eine Verkirzung der Lebensspanne,
lokomotorische Defekte und Degeneration von Motorneuronen (Greene et al., 2003).
Durch Untersuchung der Fliegen konnte zusammen mit anderen Studien ein zugrunde
liegender pathogener Signalweg, der die Integritat der Mitochondrien beeinflusst,
identifiziert werden; dieser Weg kbénnte moglicherweise einen vielversprechenden
Ansatzpunkt fiir Therapien darstellen (Ubersichtsartikel Marsh & Thompson, 2006). Auf
ahnliche Weise entstand auch ein Modell fiir eine erbliche Form der ALS, deren Grund
eine Mutation im Gen fir die Superoxiddismutase ist (Deng et al., 1993; Phillips et al.,
1995).

1.1.3.2. Durch Expression dominanter Konstrukte ent  standene Modelle

Manchen Erkrankungen des Menschen liegen dominante Gendefekte zugrunde; in
einigen Fallen existiert jedoch das fir eine menschliche Erkrankung verantwortlich
gemachte Gen in der Fliege nicht oder zumindest nicht in der krankmachenden Form. In
diesem Fall kann die krankheitsrelevante Form des menschlichen Gens in bestimmten
Geweben mit Hilfe des UAS/GAL4 Systems (Brand & Perrimon, 1993) exprimiert werden.
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Oft konnen in diesen transgenen Tieren wichtige Symptome der menschlichen
Erkrankung reproduziert und davon ausgehend manipuliert werden. Es existieren
zahlreiche Beispiele solcher transgener Tiermodelle, unter anderem fir dominante
Formen der Parkinson-Krankheit (Feany & Bender, 2000), die Alzheimer-Krankeit (Greeve
et al., 2004; Wittmann et al., 2001) und flir Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) (Warrick
et al., 1998).

Eines der ersten Beispiele war ein Modell fir Chorea Huntington. Diese Erkrankung zahlt
zu den polyQ Krankheiten; die zugrunde liegenden Gene enthalten Wiederholungen des
fur die Aminosaure Glutamin (Ein-Buchstaben-Abkirzung: Q) codierenden Basentripletts
CAG. Wird jedoch durch krankhafte Veranderung eine bestimmte Anzahl dieser
Wiederholungen uberschritten, kommt es zu Neurodegeneration. Durch Expression von
Konstrukten mit verschieden langen CAG-Wiederholungen im Huntingtin Gen konnten in
Fliegenaugen Merkmale der menschlichen Erkrankung reproduziert werden: es bildeten
sich in den Zellen Proteinaggregate, der Phanotyp war progressiv und die Schadigung der
Zellen war umso starker, je mehr Wiederholungen vorhanden waren (Jackson et al.
1998). Mittlerweile konnte das Modell in zahlreichen Studien genutzt werden, um die
genauen zelluldren Ablaufe zu untersuchen und beeinflussende Faktoren zu identifizieren

beziehungsweise eine eventuelle therapeutische Wirkung zu testen.

1.1.3.3. Unter Verwendung der klassischen  Forward Genetics geschaffene Modelle

Im Gegensatz zu den beiden bisher genannten Herangehensweisen stellt die Isolierung
und Charakterisierung von Drosophila Mutanten mit neurodegenerativem Phanotyp eine
Maoglichkeit dar, Einblicke in genetische und molekulare Ursachen menschlicher
neurodegenerativer Krankheiten zu erlangen, ohne bereits vorab genetische
Informationen zu besitzen. Dadurch kdnnen unvoreingenommen bislang unbekannte
Gene, Signalwege und Mechanismen identifiziert werden, die generelle Grundlage fir
Neurodegeneration sein kdonnen. Dabei zeigt sich, dass die Stérung verschiedenster
zellularer Funktionen zu Neurodegeneration filhren kann (Ubersichtsartikel Celotto &
Palladino, 2005; Ubersichtsartikel Kretzschmar 2005).

Ein Beispiel ist die Mutante swiss cheese. Sie wurde in einem Screen nach
Neurodegenerationsmutanten identifiziert und das codierte Protein besitzt grolie
Ahnlichkeit mit der menschlichen Neuropathy Target Esterase (NTE), die ein bekanntes
Angriffsziel fir Umweltgifte darstellt, welche Neuropathie hervorrufen (Kretzschmar et al.,
1997; Ubersichtsartikel Kretzschmar 2005). Spater wurde in den Fliegen eine Verbindung
zwischen der fehlenden Esterase-Aktivitdt und einer veranderten Lipidzusammensetzung
der Zellmembranen festgestellt; diese scheint generell fir das Uberleben von Neuronen
und die korrekte Signalweiterleitung entscheidend zu sein (Muhlig-Versen et al., 2005).

Auf die Untersuchungen in Drosophila aufbauend wurde ein Maus Modell mit spezifischer
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Deletion von NTE in neuronalen Geweben entwickelt; die Tiere zeigten Vakuolisierung
von Neuronen-Zellkérpern und Dendriten (Akassoglou et al., 2004). Dies ist eines der
ersten Beispiele dafir, wie Drosophila die Grundlage fir die Identifizierung einer Mutation
bildete, die zu progressiver Neurodegeneration im Wirbeltier fuhrt.

Eine weitere in einem solchen forward genetic Screen identifizierte Drosophila
melanogaster Mutante mit altersabhéngiger Neurodegeneration ist die im Rahmen der

vorliegenden Arbeit untersuchte vap Mutante.
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1.2. Die Drosophila vap Mutante und RasGAP
1.2.1. Die vap Mutante

1.2.1.1. Phanotypen

Das erste Allel der in dieser Dissertation untersuchten Mutante, vap® (vacuolar peduncle),
wurde in einem Screen nach neuen Fliegenstdammen mit EMS induzierten Mutationen, die
histologisch sichtbare Verdnderungen im Gehirn zeigen, entdeckt (Heisenberg & Bohl,
1979). In spateren P-Element-Mutagenese-Screens wurden weitere Allele identifiziert.
Alle Mutanten sind homozygot lebensfahig und fertil und zeigen - mit jeweils Allel-
spezifischem zeitlichem Verlauf - eine mit dem Alter zunehmende Bildung von Vakuolen
im zentralen Gehirnbereich und in den optischen Loben (Abb. 1); zwei der Allele

verursachen auch eine verkirzte Lebensspanne (Botella et al., 2003).

Abb. 1: Phanotyp des adulten Gehirns der  vap® Mutante.

Die Bilder zeigen horizontale Paraffinschnitte durch Kopfe von (A) 15 und (B) 25 Tage alten Mannchen der Linie vapz,
geféarbt mit dem neuropilspezifischen Antikdrper ab49. Mit zunehmendem Alter wird die Vakuolisierung im Zentralgehirn
und den optischen Loben starker.

Zh: Zentralgehim, Re: Retina, La: Lamina, Me: Medulla, Lo: Lobula, Lp: Lobulaplatte.
(Aufnahmen zur Verfiigung gestellt von Dr. José Botella)

Die vap-Fliegen sind dartber hinaus auch in ihrem phototaktischen Verhalten gestort. In
einem Verhaltenstest, der von Seymour Benzer (1967) entwickelt wurde, wird Fliegen die
Madoglichkeit gegeben, sich von einer im Dunkeln liegenden Startposition Uber mehrere
Rohrchen zu einer Lichtquelle hin zu bewegen. Wildtypische Fliegen besitzen ein positiv-
phototaktisches Verhalten, so dass sich am Ende eines solchen Versuchs die Mehrzahl
der Fliegen im letzten Rohrchen befindet. Im Unterschied dazu bleibt der grof3te Teil der
eingesetzten vap® Fliegen im ersten Réhrchen. Vom-Licht Experimente zeigten, dass die
Fliegen auch hier nicht auf den Reiz reagieren, das heif3t, dass es sich auch nicht um ein
negativ-phototaktisches  Verhalten handelt. Wie sich bei Untersuchung der
lokomotorischen Aktivitat zeigte, ist diese in vap? Fliegen jedoch normal (Kiermayer,
2003).
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Blinde sine oculis Fliegen, die keine Augen besitzen, sich aber zufallig vorwérts und
riackwarts bewegen, befinden sich zum Schluss grof3teils in einem in der Mitte zwischen
Start- und Zielposition gelegenen Rohrchen. Es handelt sich bei der fehlenden Reaktion
auf den Lichtreiz in den vap Fliegen folglich weder um ein gestdrtes Sehvermégen noch
um lokomotorische Probleme, sondern vermutlich um Schwierigkeiten mit der

Koordination beziehungsweise der Reizverarbeitung.

1.2.1.2. Allele

Insgesamt wurden drei Allele der vap Mutation gefunden. Wie sich durch molekulare
Untersuchungen zeigte, liegt das betroffene Gen auf dem X-Chromosom; die
Transkriptionseinheit enthalt acht Exons und sieben Introns (Abb. 2-A). Das vap® Allel
entsteht durch P-Element-Insertion im ersten Intron und verursacht eine geringfiigig
reduzierte Proteinmenge; die Fliegen zeigen keine verkirzte Lebensspanne und nur einen
sehr schwachen Phéanotyp (Botella et al., 2003). Dieses Allel wird im weiteren Verlauf
nicht beriicksichtigt; vap® und vap? hingegen sind gut charakterisiert und wurden in der

vorliegenden Arbeit verwendet.

A vap’

"

[ |sn2fsns|sh2l | pH [l c2 | | cap [ ] w
Csw2[ = L opH [ lc2 [ | cap [ ]
[ |stiz s [sha[[  [PHe vap'

1kb

lu
|

Abb. 2: Exon/Intron-Struktur des  RasGAP Gens, vap Allele und Struktur des RasGAP Proteins im Wildtyp und in
den vap Mutanten.

(A) Das RasGAP Gen aus Drosophila melanogaster besitzt neun Exons und acht Introns. (B) In der vap® Mutante erzeugt
eine Punktmutation ein Sto!)codon; das fuhrt zur Entstehung eines verkirzten RasGAP Proteins ohne katalytische
Doméne. In der Mutante vap® liegt eine Deletion von 239bp vor, die einen fehlerhaften Spleil3vorgang verursacht. Dadurch
entsteht ein verkurztes Transkript, in dem die SH2/SH3 Doménen betroffen sind; die katalytische Doméne bleibt erhalten.

(Schemata bearbeitet nach Botella et al., 2003)
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In der vap' Mutante liegt eine durch EMS induzierte Punktmutation (G-A) vor der
katalytischen Domane vor, die ein Stopcodon erzeugt, so dass das resultierende Protein
in Bezug auf die katalytische Aktivitat eine Nullmutante ist (Abb. 2-B); auch das restliche
verbleibende Stiick mit den beiden SH2 und der SH3 Doméne kann in Western Blots nicht
detektiert werden (Abb. 3). Die durch P-Element-Insertion erzeugte vap® Mutante tragt
eine Deletion von 239bp (Abb. 2); dies fuhrt teilweise zu einem fehlerhaften, uneffizienten
SpleiBvorgang, so dass ein verklrztes Transkript entsteht. Die katalytische Domane ist -
im Gegensatz zur SH3 und einer der SH2 Domaénen - nicht betroffen; jedoch ist auch hier

die Proteinmenge im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb. 3).

Abb. 3: Western Blot gegen das RasGAP

1 2 3 .
Hwt Lwt vap vap® vap Protein.
entsteht ein mutantes Protein von 100kDa durch
- den fehlerhaften SpleiRvorgang, der durch die

Das wildtypische Protein besitzt eine GroRe von
108kDa und kann sowohl in Proteinextrakten aus
adulten Kopfen (H wt) als auch aus Larven des
dritten Stadiums (L wt) in groBer Menge detektiert
werden. In Proteinextrakten aus Larven des
dritten Stadiums des Stammes vap' kann
108kDA — !
. Deletion verursacht wird; auf3erdem ist nur eine
100kDA —_—> geringe Menge des Proteins detektierbar. Die
Insertion des Transposons in valp3 verursacht eine
Reduktion der Expression des RasGAP Proteins.
In allen Spuren wurden gleiche Proteinmengen
aufgetragen.

dagegen kein Signal detektiert werden. In vap®
(Abbildung entnommen aus Botella et al., 2003)

Insgesamt ist in der vap? Mutante ein abgeschwéchter Phanotyp im Vergleich zu vap® zu
sehen: die maximale Lebensspanne von vap® Fliegen betragt circa 25 Tage, diejenige von
vap’ Fliegen 55 Tage, und die Neurodegeneration ist in vap* Fliegen bereits nach sieben
Tagen zu sehen, in vap? tritt sie erst nach 15 Tagen in Erscheinung (Botella et al., 2003).
Es stellte sich heraus, dass das in vap Fliegen mutierte Gen fiur das Drosophila
melanogaster Ras GTPase Aktivierende Protein (DmRasGAP) codiert (Botella et al.,
2003; Feldmann et al., 1999).

1.2.2. Das RasGAP Protein

1.2.2.1. Katalytische Aktivitdt und Expressionsmust er von Drosophila RasGAP

Bei den Ras Proteinen handelt es sich um eine stark konservierte Familie von an einer
Vielzahl zellularer Signaltransduktionswege beteiligter kleiner G-Proteine. Dabei wirken
sie als binare Schalter, die in der aktiven, GTP gebundenen und einer inaktiven, GDP
gebundenen Form vorliegen kénnen (Abb. 4). Wie wichtig eine korrekte Regulation der
Aktivitat von Ras ist, zeigt sich in der Tatsache, dass aufgrund von Mutationen konstitutiv
aktive Formen von Ras Ursache von ungefahr 20% aller menschlichen Tumoren sind

(Ubersichtsartikel Rajalingam et al., 2007).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Regulation der Ras
Aktivitét.

Ras Proteine gehoren zu den monomeren GTPasen. Sie
funktionieren als molekulare Schalter, die zwischen zwei
Aktivitatszustdnden wechseln koénnen: einem aktiven, wenn
GTP gebunden ist, und einem inaktiven bei Bindung von GDP.
Zwei Klassen von Signalproteinen, GEFs und GAPs, regulieren
f . die Ras Aktivitat durch Beeinflussung des Ubergangs zwischen

den beiden Zustanden. GEFs (guanine nucleotide exchange
inaktiv aktiv factors) begiinstigen den Austausch von GDP gegen GTP, so

dass Ras aktiviert wird. GAPs (GTPase activating proteins)

erhohen die intrinsische Rate der Hydrolyse von gebundenem

GTP, wodurch Ras inaktiviert wird. Zu den in Drosophila
O bekannten GAPs gehért das von der vap Mutation betroffene
RasGAP.

(Schema bearbeitet nach Takai et al., 2001)

Die Regulation erfolgt hauptsachlich durch zwei Arten von Molekillen: die sogenannten
GEFs (guanin nukleotid exchange factors), die die Freisetzung von GDP und damit den
Austausch gegen GTP katalysieren, und die GAPs, welche die intrinsische GTPase-
Aktivitdt der Ras-Proteine erh6hen und sie dadurch in den inaktiven Zustand tberfiihren
(Ubersichtsartikel Takai et al., 2001).

Das erste auf molekularer Ebene charakterisierte GAP war p120 GAP (Ubersichtsartikel
Bernards, 2002). Das in der vap Mutante betroffene Gen codiert fir das homologe Protein
aus Drosophila. Es wird wahrend der gesamten Entwicklung exprimiert, allerdings
verstarkt in Embryonen (Feldmann et al., 1999). Wie in situ Hybridisierungs-Experimente
zeigten, wird RasGAP im adulten Gehirn der Fliegen im gesamten Cortex ausgepragt,
jedoch nicht in Gliazellen. Die Expression wildtypischer RasGAP cDNA mit Hilfe des
UAS/GAL4-Systems (Brand & Perrimon, 1993) unter der Kontrolle von
neuronenspezifischen Treibern rettete den neurodegenerativen Phéanotyp der vap
Mutanten, Expression in Gliazellen rettete nicht. Damit scheint die Funktion von RasGAP
nur in Neuronen, nicht aber in Gliazellen benétigt zu werden (Botella et al., 2003).

Die Funktion von RasGAP im adulten Drosophila Gehirn ist spezifisch: Mutationen in den
beiden anderen bekannten Drosophila GAPs, Gapl und NF1 (Neurofibromin 1), fihren
nicht zu Neurodegeneration, und der vap Phéanotyp kann auch nicht durch neuronale

Expression von Gapl gerettet werden (Botella et al., 2003).

1.2.2.2. Struktur und Funktion von RasGAP

Das Drosophila RasGAP besitzt 47% Aminosaureidentitdt und sogar 68%
Aminosaureahnlichkeit mit dem menschlichen p120 RasGAP. Der carboxyterminale Tell
von RasGAP enthéalt die katalytische Doméne; diese ist von der Hefe bis zum Menschen
konserviert. Zentral befinden sich PH und C2/CalB Domanen, die vor allem Protein/Lipid
Interaktionen vermitteln. Der aminoterminale Teil enthalt SH2 und SH3 Doméanen, die fur

Protein/Protein Interaktionen zusténdig sind (Feldmann et al., 1999; Abb. 5).

20



Einleitung

N SH2 | SH3 | SH2 PH C2 GAP Cc

Abb. 5: Schematische Darstellung der Struktur von Drosophila RasGAP.

Das Protein besitzt im aminoterminalen Teil zwei SH2 Doménen und eine SH3 Doméne, die fir Protein/Protein
Interaktionen zusténdig sind, und zentrale PH und C2/CalLB Domaénen, die hauptséachlich Protein/Lipid Interaktionen
vermitteln. Die GAP katalytische Doméne befindet sich im carboxyterminalen Teil.

N: Amino-Terminus, C: Carboxy-Terminus.
(Schema bearbeitet nach Botella et al., 2003)

RasGAP kann in Drosophila als Inhibitor von Signalwegen wirken, die Uber verschiedene
Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTKs) durch Ras vermittelt werden: Uberexpression von UAS-
RasGAP kann Phanotypen im Fligel unterdriicken, die durch aktivierte Formen von RTKs
der fibroblast growth factor receptor (FGFR) Familie ausgelost werden (Feldmann et al.,
1999, Woodcock & Hughes, 2004). RasGAP fungiert in der Taufliege auch als negativer
Effektor des Torso Signalweges, der in der Embryonalentwicklung die terminalen
Strukturen spezifiziert (Cleghon et al., 1998).

Verschiedene Experimente zeigten, dass der neurodegenerative Phanotyp in vap Fliegen
durch Beeinflussung des epidermal growth factor receptor (EGFR) Signalwegs modifiziert
werden kann: Missexpression des EGFR unter Verwendung eines Hitzeschock-Treibers
kann die Neurodegeneration verstdrken, Reduzierung der EGFR-Menge durch
Verwendung eines Nullallels kann sie dagegen vermindern. Die Analyse weiterer
genetischer Interaktionen stitzt diese Vermutung; auch ist in Western Blots eine
Veranderung der Aktivierung des nachgeschalteten MAPK Signalweges zu sehen (Botella
et al., 2003; Kiermayer, 2003). Eine nahe liegende Erklarung wére, dass durch die vap
Mutation die GAP katalytische Aktivitat von RasGAP vermindert und dadurch die Aktivitat
von Ras und damit nachgeschalteter Signalwege erhoéht ist; dies kdnnte das Absterben
der Neuronen herbeifihren. Verminderung der Menge an EGFR wirde eine geringere
Menge an Ras Aktivitdt verursachen und damit den Effekt, der durch die fehlende
negative Regulation in vap Fliegen entsteht, kompensieren.

Dies muss jedoch nicht direkt Uber die GAP katalytische Funktion von RasGAP
geschehen: bekanntermalRen besitzt RasGAP auch Effektorfunktion (Ubersichtsartikel
Tocque et al., 1997). Da RasGAP selbst keine enzymatische Funktion hat, welche eine
Rolle in verschiedenen zelluldaren Prozessen erklaren wirde, muss man vermuten, dass

diese Rolle von oder Uber Interaktionspartner von RasGAP erfillt wird.
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1.2.2.3. Interaktionspartner von RasGAP
Tatsachlich sind zahlreiche Interaktionspartner der verschiedenen Domanen von RasGAP

aus Saugetieren bekannt. Diese sollen nun im Einzelnen erlautert werden:

GAP Domaéane

RasGAP bindet, wie bereits erwdhnt, an Ras und reguliert dessen Aktivitat. Da fir die
Bindung allerdings auch die Effektor Doméne von Ras entscheidend ist, wird vermutet,
dass die Rolle von RasGAP in durch Ras vermittelten Signalwegen vermutlich tber die
reine negativ regulatorische Funktion hinausgeht (Ubersichtsartikel Lowy & Willumsen,
1993). AulRerdem stimuliert RasGAP auch die GTPase Aktivitat von Rab5; dieses kleine
GTP bindende Protein spielt eine Rolle bei der Regulation der Endosomen Fusion (Liu &
Li, 1998).

CalLB/C2 Doméne

Uber die Ca®"-dependent phospholipid-binding/conserved region 2 (CaLB/C2) Domé&nen
binden Proteine an negativ geladene Phospholipide und zellulare Membranen; die
Bindung ist von Ca?' abhangig. Da in der CaLB/C2 Domane von RasGAP bestimmte
Aspartat Reste fehlen, die normalerweise fiir die Koordinierung der Ca** lonen zusténdig
sind, werden vermutlich weitere Proteine benétigt, um diese Funktion zu tbernehmen; als
solches wurde Annexin VI identifiziert. Diese Interaktion dient zur Regulation der
subzellularen Lokalisation von RasGAP und hat Einfluss auf die Bildung von
Signalmodulen und so auf die Feinabstimmung der Signalweiterleitung (Ubersichtsartikel
Grewal & Enrich, 2006).

PH Domaéane

Pleckstrin Homology (PH) Domanen sind in vielen Molekilen vorhanden, die an der
zellularen Signalweiterleitung, an der Reorganisation des Zytoskeletts, an membrane
trafficking und an der Phospholipid-Modifizierung beteiligt sind und besitzen diverse
Funktionen; sie binden nicht nur, wie lange Zeit vermutet, an Phospholipide, sondern
vermitteln auch Protein/Protein Interaktionen (Ubersichtsartikel Lemmon, 2004). RasGAP
interagiert Uber die PH Domane beispielsweise mit RACK1, einem Gerustprotein,
wodurch die Lokalisation von RasGAP beeinflusst wird (Koehler & Moran, 2001). Zudem
findet moglicherweise auch eine kompetitive intramolekulare Bindung der PH an die
GAP katalytische Domane statt, welche eine Bindung an Ras verhindert (Drugan et al.,
2000).
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SH3 Domane

Src homology 3 (SH3) Doménen gehdren zu den ersten identifizierten modularen Protein
Interaktions Domé&nen. Diese circa 60 Aminosauren groRen Domanen kommen sehr
haufig in Proteinen vor und binden an Prolin-reiche Regionen in anderen Proteinen; das
konservierte Bindemotiv ist PXXP (P steht fur die Aminosaure Prolin, X fur eine beliebige
Aminosaure). Die Affinitdt und Spezifitdt der SH3 Domaéanen fir ihre Peptid-Liganden ist
recht gering, wodurch eine grof3e Flexibilitat der moglichen Bindung zustande kommt, die
beispielsweise einen raschen Umbau von Signalkomplexen in Antwort auf Veradnderungen
der Umgebung ermdglicht. Daneben gibt es auch Beispiele fiir spezifische, biologisch
signifikante SH3/Liganden Interaktionen (Ubersichtsartikel Mayer 2001). Versuche
mehrerer Gruppen mit monoklonalem Antikérper gegen die SH3 Doméane von RasGAP
zeigten, dass onkogene Formen von Ras zwei Signalmechanismen aktivieren: die MAPK
Kaskade und einen Signalweg, an dem die SH3 Doméane von RasGAP beteiligt ist
(Duchesne et al., 1993; Pomerance et al., 1996; Leblanc et al., 1998 & 1999).

Fur die SH3 Doméane von RasGAP sind mehrere Interaktionspartner bekannt. G3BP
(RasGAP SH3 binding protein) bindet an RasGAP nur wenn Ras aktiv ist und besitzt eine
Phosphorylierungs-abhangige Endoribonuklease-Aktivitat; deshalb wird eine Beteiligung
an der Regulation des RNA turnover in Antwort auf durch RasGAP vermittelte Signale
vermutet (Parker et al., 1996; Gallouzi et al., 1998). Wie in einem Yeast Two Hybrid
Screen herausgefunden wurde, bindet RasGAP aul3erdem an die Kinase Doméane der
Serin/Threonin Kinase Aurora , wodurch deren Aktivitat inhibiert wird. Es kommt auch zur
Bildung eines ternaren Komplexes RasGAP/Aurora/Survivin (Gigoux et al., 2002). Aurora
Kinasen sind beteiligt an der Regulation mitotischer Zellteilungsvorgéange
(Ubersichtsartikel Katayama et al., 2003), Survivin unterdriickt Apoptose und reguliert die
Zellteilung (Ambrosini et al., 1997); moglicherweise ist der terndre Komplex so an der
Regulation der Balance zwischen Zellteilung und Apoptose beteiligt. Weiters bindet
RasGAP (ber seine SH3 Doméne auch an Huntingtin ; Defekte in diesem Genlocus
verursachen die neurodegenerative Erkrankung Chorea Huntington. Die Funktion des
Proteins ist bislang unbekannt, vermutlich handelt es sich um ein Adapter Protein, das
moglicherweise Uber seine Interaktion mit RasGAP und auch Grb2 beteiligt ist an der
EGFR-vermittelten Signalweiterleitung und der Regulation von Ras-abhangigen

Signalwegen (Liu et al., 1997).

SH2 Domanen

Src homology 2 (SH2) Doménen stellen das h&ufigste Proteinmodul dar, uUber das
Interaktionen mit Phosphotyrosinen (pY) stattfinden. Die ungefédhr 100 Aminosauren
groRen Domanen, deren Rolle spezifisch fir durch Protein Tyrosin Kinasen (PTKS)
vermittelte Signalwege ist, sind evolutionar und strukturell stark konserviert. Jede SH2

Doméne erkennt mehrere flankierende Aminosaurereste in der Umgebung von pY, aber
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die Bindung ist dennoch nicht absolut spezifisch, so dass eine gewisse Flexibilitat
vorhanden ist. Die Spezifitdt wird zusatzlich beeinflusst durch weitere im Protein
vorhandene Module oder durch lokale Konzentrationen. SH2 Doméanen stellen damit den
Prototyp von Protein/Protein Interaktions-Modulen dar, die die reversible Relokalisierung
von Proteinen und die Bildung von Multiprotein-Komplexen wahrend der
Signalweiterleitung vermitteln (Ubersichtsartikel Machida & Mayer, 2005).

Die meisten der bisher bekannten Interaktionspartner von RasGAP binden lber seine
SH2 Doméne. Eine Gruppe sind Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTKs) wie der EGFR
(epidermal growth factor receptor; Margolis et al., 1990), der PDGFR (platelet derived
growth factor receptor; Kazlauskas et al., 1990) und der FGFR (fibroblast growth factor
receptor; Cailliau et al., 2001). Es findet auch eine vortubergehende Interaktion mit dem
Insulin Rezeptor (IR) statt (Pronk et al.,, 1992). Nach der Bindung wird RasGAP
phosphoryliert und rekrutiert dann weitere Interaktionspartner zur Membran.

Die SH2 Doméane von RasGAP bindet an verschiedene zytosolische Proteine; am besten
bekannt sind p190 (Ellis et al., 1990) und die Dok Proteine p62%* (Ellis et al., 1990) und
p56%* (DiCristofano et al., 1998). Die Interaktion mit p190RhoGAP spielt wahrscheinlich
eine Rolle bei der Remodellierung des Zytoskeletts und ermdglicht eine Kopplung der Ras
und Rho Signaltransduktion (Dupont & Blancq, 1999); darliber hinaus fuhrt die Bindung
der SH2 Doménen an p190 zu einer Konformationsdnderung von RasGAP, wodurch die
Zuganglichkeit der SH3 Doméne stark erhoht und damit weitere Proteininteraktionen von
RasGAP gefordert werden (Hu & Settleman, 1997). Die Dok (downstream of tyrosine
kinases) Proteine sind eine Familie von Adaptorproteinen, die nach Aktivierung vieler
RTKs oder von zytoplasmatischen Kinasen an Tyrosinresten phosphoryliert werden, die
dann als Bindestellen fir SH2 Doméanen anderer Proteine dienen. Die Uber die SH2
Doménen von RasGAP vermittelten Interaktionen, auch mit zahlreichen weiteren hier
nicht naher diskutierten Proteinen, dienen insgesamt vermutlich hauptsachlich zur

Feinregulation der Signalweiterleitung in GUber PTKs vermittelten Signalwegen.

1.2.2.4. Funktionen des N-terminalen Teils von RasG AP

Der N-terminale Teil von RasGAP spielt dartber hinaus in verschiedenen
Zusammenhéngen eine wichtige Rolle. Beispielsweise muss er vorhanden sein, um die
volle katalytische Aktivitat von RasGAP zu gewahrleisten (Bryant et al., 1996). Eine
Interaktion mit Filamin C, die einen Einfluss auf die mRNA- und Proteinsynthese in der
Zelle besitzt, wird Uber diesen Teil des Proteins vermittelt (Lypowy et al., 2005), ebenso
wie die Interaktion mit der Akt Kinase (Yue et al., 2004), die eine wichtige Rolle in der
Regulation der Autophagie spielt. Darlber hinaus besitzt der N-terminale Teil von
RasGAP eine Bedeutung firr die Regulation der Apoptose (Ubersichtsartikel Yang et al.,

2004). Diese beiden zuletzt genannten Funktionen sollen im Folgenden erlautert werden.
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1.3. RasGAP, Apoptose und Autophagie

1.3.1. RasGAP und Apoptose

1.3.1.1. Programmierter Zelltod durch Apoptose

Um Zellen zu beseitigen, die nicht langer benétigt werden oder die kaputt oder infiziert
sind, benutzen Organismen genetisch kontrollierte Zelltod-Prozesse. Die am besten
beschriebene Form des programmierten Zelltods ist die Apoptose. Die sogenannten
Caspasen (cysteinyl-aspartate specific proteases: eine Familie von Proteasen mit einem
Cystein im aktiven Zentrum, die Peptidbindungen C-terminal von Aspartat spalten) spielen
in diesem Prozess die entscheidende Rolle: sie beeinflussen durch die Spaltung zellularer
Proteine die Signalweiterleitung auf dem Weg zum Zelltod. Durch innere oder &uf3ere
Signale werden diese Enzyme in Signalkaskaden aktiviert, die zum schnellen Abbau von
zellularen Strukturen und Organellen fiihren; wenn dieser Prozess im Schrumpfen der
Zelle mit Kondensation des Chromatins und Fragmentierung des Zellkerns endet, spricht
man von Zelltod Typ | oder von Apoptose (Ubersichtsartikel Vermeulen et al., 2005; Hay &
Guo, 2006; Maiuri et al., 2007).

1.3.1.2. RasGAP als Sensor fur Caspase-Aktivitat

Wen et al. (1998) stellten in Untersuchungen an Jurkat Zellen fest, dass RasGAP
wahrend der Apoptose von Caspasen gespalten wird. Yang & Widmann (2001) fanden
heraus, dass RasGAP dabei als eine Art Sensor fur die Caspase-Aktivitdt dient: bei
geringer Aktivitat dieser Proteasen wird RasGAP in ein Fragment C und ein Fragment N
gespalten, welches die Zellen vor Apoptose schitzt. Steigt die Aktivitat der Caspasen

weiter, wird das Fragment N wiederum in zwei Fragmente, N1 und N2 gespalten (Abb. 6).

RasGAP

@ |SH2|SH3|SH2| @ | PH C2 GAP Abb. 6: Schematische Darstellung

der Spaltung von RasGAP durch

Caspasen.
caspase-3 RasGAP  besitzt zwei caspase
caspase-3 cleavage sites (schwarze Punkte).

Bei niedriger Caspase Aktivitat wird
RasGAP in Fragment N und

Fragment C gespalten. Bei hoherer
[—.SHZ SH3 | SH2 l: . E— . :] Caspase Aktivitat wird Fragment N

Fragment N Fragment C weiter in die Fragmente N1 und N2
gespalten. Die Spaltung an der
caspase-3 zweiten cleavage site kann nur
&rssy caspase-3 stattfinden, wenn zuvor die erste
Spaltung erfolgt ist.
Eood caspase-3 caspase3 (Schema bearbeitet nach Yang et al.,
2004)
Caspase-3 caspase-3
[|sH2|sH3|sH2| ]

Fragment N1 Fragment N2
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Wie Yang et al. (2005) herausfanden, besteht die Funktion dieser zweiten Spaltung darin,
die antiapoptotische Funktion von Fragment N zu inaktivieren; dadurch werden die
Caspasen nicht mehr weiter in ihrer Fahigkeit gestort, den Zelltod herbeizufihren.

Apoptose ist jedoch nicht der einzige Weg, um nicht mehr bendétigte beziehungsweise
schadhafte Zellen zu entfernen. Seit einiger Zeit wird ein als autophagischer Zelltod
bezeichneter Mechanismus diskutiert. Bevor dies jedoch naher erlautert wird, sollen die

Grundlagen der Autophagie Erwahnung finden.

1.3.2. RasGAP und Autophagie

1.3.2.1. Ablauf und molekulare Mechanismen der Auto  phagie

Zellen besitzen in der Hauptsache zwei Wege fur den Abbaustoffwechsel: das
Proteasomen-System und Autophagie. Durch beide Wege kbénnen Proteine abgebaut
werden, Autophagie ist aber der wichtigste Mechanismus einer Zelle, um Proteine und der
einzige, um ganze Organelle abzubauen. Grundséatzlich unterscheidet man drei Formen
der Autophagie: Chaperon-vermittelte Autophagie, Microautophagie und
Macroautophagie. Auf die ersten beiden soll hier nicht naher eingegangen werden;
letztere stellt die wichtigste Form dar und wird deshalb meist kurz allgemein und auch im
Weiteren einfach als Autophagie bezeichnet (Ubersichtsartikel Codogno & Meijer, 2005).
Autophagie ist ein evolutionar konservierter Prozess eukaryontischer Zellen. Am Beginn
steht nach Induktion der Autophagie die Bildung einer Isolierungs-Membran aus der
sogenannten praautophagosomalen Struktur unbekannten Ursprungs. Verlangerung
dieser Membran fuhrt zur Bildung einer Doppelmembran-umschlossenen Struktur, des
Autophagosoms. Nach Fusion der auf3eren Membran mit einem Lysosom werden das
enthaltene zytoplasmatische Material und die innere Membran des Autophagosoms durch
die lysosomalen Hydrolasen abgebaut; die wahrend dieses Prozesses entstandene

Struktur wird als Autolysosom bezeichnet (Abb. 7).

Zytoplasmatisches Lysosom
Material
AE A
Jhme
v
v.\T v v.\/- v v’:\/- v :.\/- v
—— SAume TP A ume Ohume —— A=
< © < <
Praautophagosomale Isolierungs- Autophagosom Autolysosom
Struktur Membran

Abb. 7: Ablauf der Autophagie.

Zytoplasmatisches Material wird von einer Isolierungs-Membran umschlossen, die sich aus einer pradautophagosomalen
Struktur unbekannten Ursprungs bildet. Durch Verlangerung bildet sich eine von einer Doppelmembran umschlossene
Struktur, das Autophagosom. Dieses fusioniert mit einem Lysosom. Im entstehenden Autolysosom wird das umschlossene
Material abgebaut.

(Abbildung bearbeitet nach Levine & Yuan, 2005)
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Fir die verschiedenen Schritte der Autophagie sind sogenannte Atgs (autophagy-related
genes/proteins) essentiell; entdeckt wurden sie zumeist in der Hefe, sie besitzen jedoch
grof3teils Orthologe in hdéheren Organismen. Sie kdnnen in vier funktionelle Gruppen
eingeteilt werden: einen Serin/Threonin Kinase Komplex, der auf vorgeschaltete Signale
wie die TOR Kinase (siehe Abschnitt 1.3.2.2.) reagiert (Atgl, Atgl3, Atgl7), einen Lipid
Kinase Komplex, der die Keimbildung der Vesikel vermittelt (Atg6, Atgl4, Vps34, Vpsl5),
zwei Ubiquitin-ahnliche Konjugationswege, die an der VergréR3erung der Vesikel beteiligt
sind (Atg8- und Atgl2-Systeme), und einen Recycling-Weg, der fur die Dissoziation von
Atg Proteinen von reifen Autophagosomen bendtigt wird (Atg2, Atg9, Atgl8)
(Ubersichtsartikel Levine & Yuan, 2005). Neuere Untersuchungen in Drosophila
melanogaster lassen zudem eine Rolle des Orthologen von Hefe-Vps18 (vacuolar protein
sorting), Deep orange (Dor), bei der Fusion von Autophagosom und Lysosom vermuten
(Lindmo et al., 2006). Fur die Regulation der Funktion von Dor scheint das Carnation
(Car) Protein, das Orthologe zu Vps33 aus der Hefe, eine Rolle zu spielen (Sriram et al.,
2003). Mutationen in den beiden Drosophila Genen, dor* und car?, sind haufig verwendete
Augenfarben-Marker in der Taufliege.

Autophagie findet auf einem basalen Niveau besténdig in Zellen statt, um alte und defekte
Zellbestandteile zu beseitigen und die durch den Abbau gewonnenen molekularen
Bausteine (Aminosauren und Fette) wieder fiir den Zellstoffwechsel zur Verfiigung zu
stellen. Daneben wird Autophagie aber auch unter bestimmten Umstédnden vermehrt
induziert: wéhrend der Entwicklung wird dieser Mechanismus beispielsweise in der
Fruchtfliege verwendet, um larvale Strukturen abzubauen (Ubersichtsartikel Baehrecke,
2003). Dieser Prozess steht unter hormonaler Kontrolle und soll hier nicht weiter erlautert
werden. Autophagie wird auch unter néhrstoffarmen Bedingungen induziert, um das
Uberleben der Zelle zu sichern. Die Kontrolle dieses Prozesses soll im Folgenden

erlautert werden.

1.3.2.2. Regulation der Autophagie

Autophagie wird Uber Wachstumsfaktoren und N&hrstoffe reguliert; die Signalweiterleitung
erfolgt Uber einen Signalweg, der die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), die Akt Kinase,
TOR (target of rapamycin) und die Atgs beinhaltet (Abb. 8).

Bindung von Insulin oder IGFs (insulin-like growth factors) an die entsprechenden
Rezeptoren filhren zur Rekrutierung und Phosphorylierung des IRS (insulin receptor
substrate) und daraufhin Verlagerung der PI3K an die Membran. An IRS gebundene PI3K
wandelt PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-Phosphat) in der Zellmembran in PIP3
(Phosphatidylinositol-3,4,5-Phosphat) um; PIP3 rekrutiert PDK1 (phosphoinositide-
dependent kinase 1) und Akt zur Membran. Dies fuhrt zur Phosphorylierung und
Aktivierung der Akt durch PDK1. Akt phosphoryliert und inaktiviert dadurch TSC2
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(tuberous sclerosis protein 2). Zusammen mit TSC1 bildet TSC2 ein Heterodimer,
welches TOR negativ reguliert, und zwar tUber Inaktivierung der kleinen GTPase Rheb
(Ras homolog enriched in brain), die den TOR-Komplex 1 (TORC1) aktiv reguliert.
TORC1 unterdriickt Autophagie tber einen Mechanismus, an dem ATG1 beteiligt ist, eine
Kinase, die einen frihen Aktivierungsschritt im Autophagie-Prozess vermittelt
(Ubersichtsartikel Wullschleger et al., 2006; siehe auch Abschnitt 1.3.2.1.).

Insulin/IGF Nahrstoffe

Growth factor

receptor s
; tress,
»- - Hypoxie

Niedrige

Energie le)

TSC2

TSC1

Il

Rapamycin Rheb

\ TORC1 - /

o
[\ \

synthese, Ribosomen-
Stoffwechsel biogenese Transkription Autophagie

Abb. 8: Molekulare Mechanismen der Regulation der A utophagie.

Autophagie wird in den Zellen uber eine Signalkaskade, welche PI3K, Akt und TOR als wesentliche Faktoren beinhaltet,
reguliert (Einzelheiten siehe Text). Verschiedene weitere Faktoren kdnnen an unterschiedlichen Stellen des Signalweges
hemmend oder aktivierend Einfluss auf diesen Proze3 nehmen. PTEN (phosphatase and tensin homolog) beispielsweise
inhibiert den Akt-Weg, indem es die 3’ Phosphatgruppe von PIP3 entfernt. Erk (extracellular signal regulated kinase) und
RSK (p90 ribosomal S6 kinase) kdnnen den TSC1/TSC2 Komplex durch Phosphorylierung inaktivieren. Auch Stress,
Hypoxie, mangelhafte Energieversorgung und Néahrstoffe nehmen an verschiedenen Stellen Einfluss auf den TORC1
Komplex und damit unterhalb gelegene zellulare Prozesse. Neben der Autophagie reguliert der TORC1 Komplex uber
weitere Faktoren (siehe Text) Transkription, Ribosomen-Biogenese, Proteinsynthese und damit den Stoffwechsel.

(Abbildung bearbeitet nach Wullschleger et al., 2006)
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Neben Insulin beeinflussen weitere Faktoren wie Stress oder Hypoxie, eine mangelhafte
Energieversorgung oder Néhrstoffe diesen Signalweg oberhalb von TORC1 (siehe Abb.
8). Uber weitere Substrate von TORC1 werden zusétzliche Faktoren beeinflusst, die den
Erndhrungszustand der Zelle reflektieren: neben der Transkription und der Ribosomen-
Biogenese wird auch die Translation durch TORC1 beeinflusst. Die Regulation der
Translation und damit der Proteinsynthese erfolgt Uber 4E-BP (elongation factor 4E
(elF4E) binding protein) und die S6-Kinase 1 (S6K1), wobei Uber letztere wiederum eine
negative Regulation des Signalwegs stattfindet (Ubersichtsartikel Wullschleger et al.,
2006). Dass TOR in diesem Prozess eine zentrale Rolle zukommt, zeigen auch die
Ergebnisse von Scott et al. (2004): in Drosophila Larven mit einer Mutation in dTOR
kommt es zu konstitutiver Autophagie im Fettkérper, und konstitutiv aktives dTOR
unterdriickt durch Hunger induzierte Autophagie.

In letzter Zeit wird eine weitere mogliche Rolle der Autophagie diskutiert, namlich eine
Beteiligung an neurodegenerativen Vorgangen; dies soll in den néchsten Abschnitten

erlautert werden.

1.3.2.3. Autophagie und Neurodegeneration

In verschiedenen aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass Mutationen in Atg Genen
sowohl in Drosophila melanogaster (Juhasz et al., 2007; Simonsen et al., 2007) als auch
in Mausen (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006) zu Neurodegeneration fihren kénnen.
Zurickgefuhrt wird dieser Effekt auf die Anhaufung unldslicher Proteine: normalerweise
durch Autophagie entfernte Proteine mit anomaler Struktur werden nicht beseitigt und
verursachen Schaden, die schliel3lich zum Tod der Zelle fihren.

Bei der Behandlung neurodegenerativer Krankheiten, die mit einer intrazellularen
Anhaufung toxischer Proteine einhergehen, kdnnte die Beeinflussung der Autophagie
einen moglichen Ansatz darstellen: die Erhéhung der intrinsischen Autophagie-Rate durch
Rapamycin-dhnliche Medikamente wird derzeit als mogliche Therapie diskutiert
(Ubersichtsartikel Rubinsztein, 2006). Rapamycin wurde in den 1970er Jahren in
Bodenproben von der Osterinsel (Rapa Nui, daher der Name des Antibiotikums) als
Stoffwechselprodukt von Streptomyces hygroscopicus mit hoher Wirksamkeit gegen Pilze
entdeckt. Spater wurden immunsuppressive Eigenschaften bemerkt, die bei naherer
Untersuchung auf seine hemmende Wirkung auf TOR (daher der Name target of
rapamycin) zuriickgefiihrt werden konnten (Ubersichtsartikel Wullschleger et al., 2006).
Diese hemmende Wirkung auf TOR und damit Erh6hung der Autophagie will man sich
also nun bei der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie Chorea Huntington

und der Parkinson-Erkrankung zunutze machen.
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Eine positive Wirkung einer erhéhten Autophagie-Rate konnten Simonsen et al. (2007) in
Drosophila nachweisen: Uberexpression von Atg8a in den Gehirnen alterer Fliegen
konnte die Empfindlichkeit gegeniiber oxidativem Stress und die Anh&aufung ubiquitinierter
und oxidierter Proteine verringern und die Lebenserwartung deutlich steigern. Obwohl
diese Ergebnisse fiir eine positive Rolle der Autophagie fiir das Uberleben von Neuronen

sprechen, wird seit einiger Zeit die Existenz von autophagischem Zelltod diskutiert.

1.3.2.4. Autophagischer Zelltod

Nach morphologischen Kriterien kénnen drei Formen von Zelltod identifiziert werden:
Nekrose, Apoptose und autophagischer Zelltod. Nekrose definiert sich dabei durch das
Fehlen von Merkmalen der Apoptose oder der Autophagie. Apoptose zeichnet sich durch
Chromatinkondensation und Kernfragmentation aus, wahrend bei autophagischem Zelltod
wie oben beschrieben Teile des Zytoplasmas in Doppelmembran-umschlossenen
Vakuolen eingefangen und schlieZlich von Hydrolasen abgebaut werden (Galluzzi et al.,
2007).

Es ist jedoch nach wie vor umstritten, wann man davon sprechen kann, dass der Zelltod
tatsachlich durch Autophagie stattfindet oder dass diese nur eine Begleiterscheinung
darstellt: wahrend der Apoptose kann Autophagie als protektiver Mechanismus aktiviert
werden, der den Zelltod verhindert und auch die Apoptose unterdrickt, oder als
Mechanismus, der zum Zelltod beitragt. Ist die Apoptose gehemmt, kann autophagischer
Zelltod vorkommen (Ubersichtsartikel Codogno & Meijer, 2005). Mdglicherweise wird
autophagischer Zelltod nur ausgeltst, wenn Apoptose verhindert wird. Vielleicht stellt der
autophagische Zelltod aber auch einen verzégerten Weg dar, der mit der Apoptose
ausgelost wird, aber sich nur manifestieren kann, wenn der schnellere Prozess der
Apoptose behindert wird (Xue et al., 1999; Ubersichtsartikel Stefanis, 2005).

Beide Mechanismen kdnnen zum Teil von denselben Signalen ausgeltst werden, so dass
beide gleichzeitig ablaufen; sie kénnen sich auch gegenseitig ausldésen. Unter manchen
Umstanden entscheidet die Zelle zwischen den beiden Antworten (Ubersichtsartikel
Maiuri et al., 2007). Vermutlich besitzen Zellen ein breites Repertoire sich
uberschneidender Mechanismen, die den Zelltod herbeifiihren kénnen, und Apoptose und
autophagischer Zelltod stellen die Extreme der abgestuften Skala physiologischer Arten
von Zelltod dar. Auch in den Drosophila vap Mutanten wurde die Art des Zelltods

analysiert (Botella et al., 2003).
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1.3.2.5. Mdgliche Funktionen von RasGAP im Zusammen  hang mit Autophagie

Wie ultrastrukturelle Untersuchungen und die Verwendung verschiedener molekularer
Marker zeigten, wird die Neurodegeneration in vap Mutanten durch den Tod von
Neuronen verursacht, Gliazellen sind vom Zelltod nicht betroffen. In mehreren
unabhangigen Experimenten konnte festgestellt werden, dass es sich nicht um
apoptotischen Zelltod handelt: nach TUNEL-Farbung konnten keine apoptotischen Kerne
gefunden werden, und eine Reduktion der Dosis bestimmter apoptotischer Gene fiihrte
nicht zu einer Modifizierung des Ph&notyps. Auch konnte panneuronale Expression des
antiapoptotischen Proteins p35 den Phéanotyp nicht retten, was auf einen Caspase-
unabhangigen Zelltod-Mechanismus hinweist. Morphologische Analysen bestatigten die
Abwesenheit typischer Merkmale apoptotischer Zellen (Botella et al., 2003). Stattdessen
traten Merkmale des autophagischen Zelltodes auf (Clarke, 1990): das Zytoplasma zeigte
Zeichen von Autophagie, und die Zellkerne blieben bis in spate Stadien des
Sterbeprozesses erhalten (Abb. 9). Diese Merkmale wurden auch in sterbenden

menschlichen Tumorzellen nach Expression einer onkogenen Form von Ras gefunden
(Chi et al., 1999).

Abb. 9: Ultrastrukturelle Analyse der Neuronen in vap Fliegen.

Die Neuronen in einen Tag alten vap' Fliegen zeigen verschiedene Merkmale autophagischen Zelltods (A). In der
VergréRBerung erkennt man im Einzelnen: eine Anh&ufung von Autolysosomen (Pfeil), Vakuolen, die membrandses Material
enthalten (Pfeilspitze) sowie leere Vakuolen oder Vakuolen, die noch Reste von Material enthalten (Sternchen) (B).
Neuronen sieben Tage alter Fliegen zeigen verdautes Zytoplasma, wahrend der Zellkern (n) intakt ist (C).

Mafstab: 2uM in (A) und (C), 0,5uM in (B).
(Abbildung entnommen aus Botella et al., 2003)

Diese Einstufung des Zelltods in den Neuronen von vap Fliegen deutet auf einen
mdglichen Zusammenhang von RasGAP mit dem Mechanismus der Autophagie hin. Wie
bereits erwahnt, war zudem in einem Yeast Two Hybrid Screen die Akt Kinase als
Interaktionspartner des N-terminalen Teils von RasGAP identifiziert worden (Yue et al.,
2004). Die Bindung von RasGAP wird fiir die Phosphorylierung und Aktivierung von Akt
bendtigt; wie unter Punkt 1.3.2.2. erlautert, ist Akt ein Element in der
Signaltransduktionskette, durch die Autophagie reguliert wird. Dies macht eine Beteiligung

von RasGAP an der Regulation der Autophagie denkbar.
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Den aufgefiihrten Hinweisen zu mdglichen Funktionen von Drosophila RasGAP im
Zusammenhang mit dem vap Ph&notyp sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertation
nachgegangen werden: zum einen sollte eine mdgliche Rolle von RasGAP im
Zusammenhang mit der Deregulation des Ras Weges Uber verschiedene
Interaktionspartner untersucht werden, zum anderen sollten mogliche Einflisse der vap
Mutation auf die Zelltodmechanismen Apoptose und Autophagie identifiziert werden. Dazu
wurden molekulare und genetische Interaktionen von RasGAP mit Hilfe der im Folgenden

beschriebenen Systeme untersucht.
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1.4. Systeme zur Untersuchung von molekularen und
genetischen Interaktionen

1.4.1. Yeast Two Hybrid Screen zur Untersuchung mol  ekularer
Protein/Protein Interaktionen
Da viele der Funktionen von RasGAP uber Protein/Protein Interaktionen vermittelt
werden, sollten Interaktionen des Drosophila Proteins in dieser Dissertation genauer
analysiert werden. Eine héaufig verwendete Methode, um bisher unbekannte
Interaktionspartner eines Proteins zu identifizieren, ist der Yeast Two Hybrid Screen. Er
wurde von Fields & Song (1989) erstmals beschrieben; es handelt sich dabei um ein
System, mit Hilfe dessen in Hefen die Interaktion zweier Proteine X und Y durch
Wiederherstellung eines aktiven Transkriptionsfaktors identifiziert werden kann. Dabei
macht man sich zunutze, dass viele eukaryontische Transkriptionsfaktoren aus zwei
funktionell unabhangigen Doméanen bestehen, die nur gemeinsam einen funktionsfahigen
Transkriptionsaktivator bilden kénnen. Die Hefe eignet sich gut als Modellorganismus fir
dieses System: die Generationszeit ist kurz, die Kulturhaltung ist einfach und
kostengiinstig, und es existieren zahlreiche auxotrophe Mutationen, die als
Selektionsmarker fur Plasmidmanipulationen dienen kénnen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kam das ProQuest™ Two Hybrid System von
Invitrogen zum Einsatz. Der hier benutzte GAL4 Transkriptionsfaktor aus Saccharomyces
cerevisiae (im verwendeten Hefestamm ist das GAL4 Gen deletiert) besteht aus einer
DNA-Binde-Doméane (DB) und einer Aktivierungsdoméne (AD). Diese kdnnen physikalisch
getrennt voneinander vorliegen, sind dann aber nicht aktiv. Werden sie in rAumliche Nahe
zueinander gebracht, wird der funktionelle Transkriptionsfaktor rekonstituiert. Dies kann
durch Interaktion zweier Fusionsproteine geschehen: eines beinhaltet die DNA-Binde-
Doméne (DB), fusioniert an ein Protein von Interesse (DB-X, auch ,Kdder* genannt), das
andere die Aktivierungs-Domane, fusioniert an ein zweites Protein (AD-Y, ,Beute” oder
<Zielprotein® genannt). Durch Interaktion von (DB-)X und (AD-)Y wird der funktionelle
Transkriptionsfaktor aus DB und AD wieder zusammengesetzt.
Um einen Screen nach bisher unbekannten Interaktionspartnern eines Proteins
durchzufiihren, wird dieses Protein (X) in einem entsprechenden Vektor hinter die DB
kloniert und auf Interaktion mit Klonen aus einer cDNA Bibliothek, fusioniert an die AD,
gescreent. Dies geschient mit Hilfe von auf den Chromosomen integrierten
Reportergenen, die von Promotoren getrieben werden, die die relevanten DB Bindestellen
enthalten und die nur bei Interaktion des Proteins X mit einem Protein Y aus der
Bibliothek abgelesen werden (Abb. 10).

33



Einleitung

GAL4

RNA
Polymerase

keine Expression

| Reportergen

GAL4 Bindestelle

Expression

(VaVaVavaVa

Abb. 10: Grundlage des Two Hybrid Systems.

Das GAL4 DB-X Fusionsprotein und das GAL4 AD-Y Fusionsprotein werden in Hefezellen exprimiert. Wenn X und Y nicht
interagieren, kann das GAL4 AD-Y Fusionsprotein nicht an den Promoter translozieren und die Transkription wird nicht
aktiviert (A). Interagieren X und Y, wird das GAL4 AD-Y Fusionsprotein zum Promoter transloziert und die Transkription
von Reportergenen aktiviert (B).

(Schema bearbeitet nach ProQuest™ Two Hybrid Benutzerhandbuch)

Die Bibliothek wird dabei gewonnen aus dem mRNA Pool der im interessierenden
Gewebe exprimierten Gene. Gegebenenfalls identifizierte potentielle Interaktionen
mussen zunachst mit Hilfe weiterer Versuche wie Co-Immunoprazipition verifiziert
werden. Bei positivem Ergebnis dieser in vitro Versuche muss die biologische Relevanz
anschlief3end in vivo nachgewiesen werden.

Dies kann beispielsweise durch Untersuchung genetischer Interaktionen geschehen.
Neben den Auswirkungen direkter physikalischer Interaktionen kénnen auch indirekte
Interaktionen von Genprodukten auf diese Weise untersucht werden, indem man die

Gendosis der entsprechenden Proteine manipuliert und die Auswirkungen analysiert.
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1.4.2. UAS/GAL4 System zur Untersuchung genetischer Interaktionen
durch Beeinflussung der Gendosis

Seit vielen Jahren wird in Drosophila melanogaster zur Untersuchung der Funktion eines
bestimmten Genprodukts die Missexpression des Gens mit Hilfe des UAS/GAL4 Systems
verwendet (Brand & Perrimon, 1993). Dazu wird die cDNA Sequenz des Gens von 5’
nach 3’ in den pUAST Vektor kloniert, dieser in Fliegen-Embryonen injiziert und unter
Verwendung einer Transposase ins Fliegengenom integriert. Durch mehrere
Kreuzungsschritte werden stabile Fliegenlinien etabliert, welche das UAS Konstrukt
tragen. Durch Kreuzung mit GAL4 Linien kann die Expression des Konstrukts in den
Nachkommen in verschiedenen Geweben ausgelést werden. Die Folgen dieser
Missexpression lassen moglicherweise Ruckschlisse auf die Funktion des Genprodukts
Zu. Zudem wird die Methode verwendet, um durch Expression entsprechender Konstrukte
die Funktion eines mutierten Gens wiederherzustellen oder die Bedeutung einzelner Teile
des Proteins im Rahmen einer funktionellen Analyse zu untersuchen. Auch die
Auswirkungen der Beeinflussung der Gendosis eines vermutlichen (direkten oder
indirekten) Interaktionspartners oder eines mutmaflich mit der Funktion des mutierten
Gens in Zusammenhang stehenden Proteins lassen sich so analysieren.

Eine relativ neue Methode, um die durch den Funktionsverlust eines Gens entstehenden
Effekte zu untersuchen, ist die RNA Interferenz (RNAI) (Fire et al., 1998). Dabei wird in
den untersuchten Organismus eine doppelstrangige RNA eingebracht, die komplementar
zum untersuchten Gen ist. Dies induziert den Abbau der komplementdren mRNA
Sequenz, so dass die Expression des Gens posttranskriptionell inhibiert wird. Fur die
Verwendung dieser Methode gibt es in Drosophila den Vektor pWIZ (Lee & Carthew,
2003), der auf pUAST basiert und die einfache Klonierung eines UAS-RNAI Konstrukts
ermdglicht. Dazu muss auf beiden Seiten eines auf dem Vektor vorhandenen Introns eine
kurze Sequenz (500-700bp) aus dem untersuchten Gen in jeweils entgegengesetzter
Orientierung eingefugt werden. Injektion des Konstrukts, Etablierung stabiler Linien und
Expression durch GAL4 Treiber erfolgen analog zu einem pUAST Konstrukt. Bei der
Transkription bilden die komplementaren Sequenzen eine Haarnadelstruktur aus, wobei
die Haarnadelbildung durch das Intron erleichtert wird. Die entstehende doppelstrangige
RNA 16st den Abbau der mRNA und damit die Unterdriickung der Expression des Gens

aus.

Die beschriebenen Methoden wurden neben anderen im Rahmen der vorliegenden
Dissertation verwendet, um das der vap Neurodegenerationsmutante zugrunde liegende
RasGAP aus Drosophila melanogaster beziiglich seiner molekularen und genetischen

Interaktionen entsprechend der folgenden Zielsetzung genauer zu charakterisieren.
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1.5. Zielsetzung der vorliegenden Dissertation

Die Ergebnisse einer in vorangegangenen Arbeiten durchgefihrten und im Rahmen
dieser Arbeit bestéatigten und erweiterten funktionellen Analyse  deuten auf eine
besondere Bedeutung des N-terminalen, fur Protein/Protein Interaktionen benétigten Teils
von RasGAP hin. Deshalb sollten in einem Yeast Two Hybrid Screen neue
Interaktionspartner des Proteins beziehungsweise seiner SH3 Domane aus einer
Drosophila melanogaster adult head cDNA Bibliothek identifiziert werden.

Da der beobachtete Einfluss der Interaktions Doméanen jedoch auch auf die Auswirkungen
indirekter Interaktionen zurtickzufiihren sein kdnnte, sollten auch solche analysiert
werden. Zundchst sollte ein méglicher Einfluss der vorhandenen Gendosis von Crk
eines eventuellen Konkurrenten von RasGAP um Bindestellen am EGFR, untersucht
werden. Dazu wurden UAS-Crk und UAS-Crk-RNAi Fliegenlinien hergestellt, auf ihre
Funktionalitat Gberpruft und die Auswirkungen ihrer Expression im wildtypischen und im
vap mutanten Hintergrund beobachtet.

Weiters sollte eine mogliche Rolle des N-terminalen Teils von RasGAP als genereller
Uberlebensfaktor untersucht werden. Dazu wurde ein Modellsystem entwickelt, mit dem
Apoptose induziert und eine eventuelle Rettung durch Expression bestimmter Faktoren
beobachtet werden kann.

In einem weiteren Teil der Arbeit sollten genetische Interaktionen mit Elementen des
PI3K/AKt/TOR Signalweges und der S6K mittels Untersuchung ihres Einflusses auf den
Neurodegenerations-Phénotyp in vap Mutanten charakterisiert werden. Dazu wurde ihre
Gendosis durch Expression verschiedener Konstrukte im mutanten Hintergrund verédndert
und die Auswirkung durch Quantifizierung der Neurodegeneration in Paraffinschnitten
untersucht.

SchlieRlich sollten genetische Interaktionen mit der  car' Mutation analysiert werden,
die modglicherweise eine Bedeutung flur den in vap Mutanten beobachteten
autophagischen Zelltod besitzt. Dazu wurde die Auspragung verschiedener Ph&notypen in

Fliegenlinien mit oder ohne die car* Mutation im vap' mutanten Hintergrund verglichen.
Die zur Durchfihrung der Versuche verwendeten Materialien und Methoden werden im

nachsten Teil dieser Arbeit aufgefihrt. Im Anschluss werden die erzielten Ergebnisse

beschrieben und schlie3lich im letzten Teil der Arbeit diskutiert.
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Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Enzyme, Standards, Kits, Chemikalien, Verbra

und Gerate

2.1.1.1. Enzyme, Standards und Kits

uchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Elieschreibung

Big Dye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

Applied Biosystems, Foster City/USA

Kit fir die DNA-Sequenzierreaktion

Calf Intestine Alkaline Phosphatase

Fermentas International Inc.,
Ontario/Kanada oder

New England Biolabs, Ipswich/USA

Enzym flr die 5’-Dephosphorylierung von
DNA

DNA ladder (100bp oder 1kb)

New England Biolabs, Ipswich/USA

GroRenstandard fur Agarosegel-
Elektrophorese von DNA

pGEM®-T Easy Vector System

Promega Corporation, Madison/USA

Kit fir die Klonierung von PCR-
Fragmenten

Proteinase K

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland

Enzym flir den Protein-Abbau in
Einzelfliegen-DNA-Praparationen

QlAfilter® Plasmid Midi Kit/
QIlAfilter® Plasmid Maxi Kit

QIAGEN GmbH, Hilden/Deutschland

Kits fur die Praparation von Plasmid-DNA
aus Bakterien (verschiedene MaRstébe)

QIAquick® Gel Extraction Kit

QIAGEN GmbH, Hilden/Deutschland

Kit fir die Isolierung von DNA aus
Agarosegelen

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

QIAGEN GmbH, Hilden/Deutschland

Kit fir die Reverse Transkription von RNA
(enthélt auch DNase)

Restriktionsenzyme

Fermentas International Inc.,
Ontario/Kanada oder

New England Biolabs, Ipswich/USA

Enzyme fur das Schneiden
doppelstréangiger DNA innerhalb
spezifischer Basensequenzen

RNase

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland

Enzym fir die Entfernung von RNA aus
DNA-Praparationen

RNeasy® Mini Kit

QIAGEN GmbH, Hilden/Deutschland

Kit fur die Isolierung von RNA aus
Geweben

Tag-Polymerase

Lehrstuhl fir Entwicklungsbiologie,
Universitat Regensburg/Deutschland

Enzym fur die Amplifizierung von DNA
mittels PCR

T4-DNA-Ligase

Fermentas International Inc.,
Ontario/Kanada oder

New England Biolabs, Ipswich/USA

Enzym fir die Zusammenfiigung
doppelstréangiger DNA-Sticke

Tab. 1: Auflistung der verwendeten Enzyme, Standard

s und Kits.

Alle Enzyme, Standards und Kits wurden gemaf Herstellerangaben verwendet.

2.1.1.2. Chemikalien

Die bendtigten Chemikalien wurden von folgenden Herstellern bezogen: Applied
Biosystems, Foster City/USA; Arkema, Colombes Cedex/Frankreich; BD Biosciences,
San Jose/USA; Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf/Deutschland; Electron
Microscopy Sciences, Fort Washington/USA; Invitrogen Corporation, Carlsbad/USA,
Mallinckrodt Baker B.V., Deventer/Niederlande; Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland;
peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen/Deutschland; gbiogen, Morgan Irvine/USA; Carl
Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe/Deutschland; Sigma-Aldrich, St. Louis/USA; USB
Corporation, Cleveland/USA. Oligonukleotide wurden von der Invitrogen Corporation,
Carlsbad/USA oder von Sigma-Aldrich, St. Louis/USA bezogen.
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2.1.1.3. Verbrauchsmaterialien

Es wurden von folgenden Firmen hergestellte Verbrauchsmaterialien verwendet: Brand
GmbH & Co. KG, Wertheim/Deutschland; Dispomed Witt oHG, Gelnhausen/Deutschland;
Equibio  Ltd.,,  Ashford/UK; GFL  Gesellschaft  fur  Labortechnik  mbH,
Burgwedel/Deutschland; Duran Group GmbH, Mainz/Deutschland; Eppendorf AG,
Hamburg/Deutschland; GLW® Gesellschaft fiir Laborbedarf mbH, Wiirzburg/Deutschland;
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen/Deutschland; Kimberly-Clark, Dallas/USA; Paul
Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kénigshofen/Deutschland; Gerhard Menzel
Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig/Deutschland; Merck KGaA,
Darmstadt/Deutschland; Nalge Nunc International, Rochester/USA; Pechiney Plastic
Packaging Inc., Chicago/USA; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe/Deutschland;
Sarstedt AG & Co., NuUmbrecht/Deutschland; Schleicher & Schuell GmbH,
Dassel/Deutschland; TPP Techno Plastic Products, Trasadingen/Schweiz; VWR

International GmbH, Darmstadt/Deutschland; Whatman plc, Maidstone/UK.

2.1.1.4. Gerate

Es wurden Gerate folgender Hersteller verwendet: A. Dumont & Fils, Montignez/Schweiz;
Air Liquide Kryotechnik GmbH, Disseldorf/Deutschland; Alpha Innotech Corporation, San
Leandro/lUSA; Amersham plc, Little Chalfont/UK; B. Braun Melsungen AG,
Melsungen/Deutschland,; Biometra biomedizinische Analytik GmbH,
Gottingen/Deutschland; Biorad Laboratories, Hercules/USA; Biospec Products Inc.,
Bartlesville/USA; Enodis plc, London/UK; Eppendorf AG, Hamburg/Deutschland; GFL
Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel/Deutschland; Gilson Inc., Middleton/USA;
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach/Deutschland; Hellma GmbH & Co.
KG, Millheim/Deutschland; Heraeus Holding GmbH, Hanau/Deutschland; Intas Science
Imaging Instruments GmbH, Gottingen/Deutschland; KGW Isotherm,
Karlsruhe/Deutschland; Kika Labortechnik, Staufen/Deutschland; Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Nussloch/Deutschland; Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar/Deuschland; Medax GmbH & Co. KG, Rendsburg/Deutschland; Memmert GmbH
+ Co. KG, Schwabach/Deutschland; Mettler Toledo GmbH, Greifensee/Schweiz; Millipore,
Billerica/USA; MWG Biotech  AG, Ebersberg/Deutschland; Sartorius  AG,
Gottingen/Deutschland; Thermo Fisher Scientific Inc./Centrifugation (Sorvall) oder
/Heating Insturments (Varioklav), Waltham/USA; Stratagene, La Jolla/USA; Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Jena/Deutschland.
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2.1.2. Puffer, Lésungen und Medien

2.1.2.1. Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Inhalt/Herstellung

lerwendung

Acetat-Losung

5M KAc

pH4,8 einstellen mit Eisessig

Miniprep Bakterien (Neutralisierung)

Alkali-SDS (Bakterien) 0,2M NaOH Miniprep Bakterien (alkalische Lyse)
1% SDS (wiv)
Alkali-SDS (Hefen) 0,2M NaOH Y2H (Miniprep Hefen)

3% SDS (W)

Carnoy 60% EtOH (v/v) Paraffinschnitte (Fixierung)
30% Chloroform (v/v)
10% Eisessig (v/v)
GTE 0,05M Glucose Miniprep Bakterien (Resuspension des

0,025M Tris/HCI pH8,0
0,01M EDTA pH8,0

Zellpellets)

Injektionspuffer, 10x

0,05M KCI
0,001M NaPO, pH6,8

Keimbahntransformation (Verdiinnung der
DNA)

Ladepuffer, 6x

50% Glycerol (v/v)
0,001M EDTA pH8,0
0,25% Bromphenolblau (w/v)
0,25% Xylencyanol (w/v)

Agarosegel-Elektrophorese (Ladepuffer fur
DNA-Proben)

LSB, 10x

0,2M  Tris/HCI pH8,75
0,1M KClI
0,1M  (NH,4);SO,
0,02M MgSO,
1Img/ml BSA

PCR (Reaktionspuffer)

PEGILIAc

1x TE
40% PEGassg (W/V)
0,1M LiAc

Y2H (Transformation von Hefen)

PPS6
pH7.,4

0,2M NayHPO, x 12H,0
0,2M  KH,PO,4 x H,O

Semidunnschnitte (Praparation, Waschen)

Squishing Buffer

0,01M  Tris/HCI pH8,2
0,001M EDTA pH8,0
0,025M NacCl
0,2mg/ml Proteinase K (frisch zugegeben)

Isolierung von Einzelfliegen-DNA
(Homogenisierung der Fliegen und Protein-
Abbau)

TAE, 50x 2M  Tris/HCI pH7,5 Agarosegel-Elektrophorese (Herstellung und
1M Eisessig Lauf des Gels)

0,05M EDTA pH8,0
TE, 10x 0,1M Tris/HCI pH7,5 Y2H (Transformation von Hefen)

0,01M EDTA pH8,0
TE/LiAc 1x TE Y2H (Transformation von Hefen)

0,1M LiAc

Toluidinblau- 1% Toluidinblau (w/v) Semidunnschnitte (Toluidinblau-Farbung)

Farbeldsung, 5x

1% Di-Natrium-Tetraborat (w/v)

Trager-DNA 2mg/ml in H2Owiiio Y2H (Transformation von Hefen)
X-Gal 100mg/ml in DMF Y2H (X-Gal-Assay)
Z-Puffer 0,06M Na,HPO, x 12H,0 Y2H (X-Gal-Assay)

0,04M NaH,;PO, x H,O
0,001M KCI

0,001M MgSO, X 7H,0
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Z-Puffer/X-Gal-Losung 10ml Z-Puffer Y2H (X-Gal-Assay)
100ul X-Gal
60ul RB-Mercaptoethanol

Tab. 2: Auflistung der verwendeten Puffer und Losun gen.

Alle Puffer und Losungen wurden mit H.Owmiiq hergestellt. Mehrfachpuffer wurden zum

Gebrauch jeweils auf 1x verdinnt.

2.1.2.2. Medien

<

Bezeichnung Inhalt/Herstellung lerwendung

Drosophila Medium 8,0% Maismehl (w/v) Haltung von Fliegenstimmen, Kreuzungen,
8,0% Malzextrakt (w/v) Alterungsversuche

2,2% Rubensirup (v/v)
1,8% Hefe (wiv)

1,0% Sojamehl (w/v)

0,8% Agar (w/v)

0,3% Nipagin in EtOH (w/v)

Eiablage-/ Saftagar- 25% Apfelsaft (v/v) Eiablage und Embryonalentwicklung wéhrend
Platten 2,5% Sucrose (Wiv) der Keimbahntransformation

1,75% Agar (w/v)
0,15% Nipagin in EtOH (w/v)

LB-Medium 10g Bacto Tryptone Medium zum Wachstum von Bakterien
5g Bacto Yeast Extract
5g NacCl
in 11 destilliertem Wasser l6sen, pH7,0 mit 1N
NaOH einstellen, autoklavieren;

(eventuell nach dem Autoklavieren Zugabe von
steriler Antibiotika-Lésung, siehe Tab. 5)

SC-Medien 6,79 Yeast Nitrogen Base w/o amino acids | Selektionsmedien zum kontrollierten
1,49 Yeast synthetic dropout medium Wachstum von Hefen mit bestimmten

supplement w/o His, Leu, Trp, Ura Selektionsmarkern

in 950ml destilliertem Wasser lésen, pH5,6 mit 1N
NaOH einstellen, autoklavieren;

nach Abkihlen des autoklavierten Mediums auf
circa 50C Zugabe von:

50ml Glucose (40%; sterilfiltriert)

und je nach untersuchter Auxotrophie zusétzlich
folgender sterilfiltrierter Lésungen:

10ml  Uracil (2g/1)
10ml Leucin (10g/l)
10ml Tryptophan (4g/l)
10ml Histidin (10g/l)
10-100ml  3-AT (1M)

YPDA-Medium 20g Bacto Peptone reichhaltiges Medium zum standardmaRigen
20g Glucose Wachstum von Hefen

10g Bacto Yeast Extract
0,1g Adenin-Hemisulfat

in 11 destilliertem Wasser I6sen, pH6,0 mit 1N HCI
einstellen, autoklavieren

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Medien.
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Alle Medien wurden mit einfach destilliertem Wasser hergestellt. Zur Herstellung von
Platten der aufgefuhrten Bakterien- und Hefe-Medien wurden vor dem Autoklavieren je

Liter 20g Agar zugegeben.

2.1.3. Software

2.1.3.1. Allgemeine Software

Die vorliegende Arbeit wurde in Microsoft” Word 2000 (Microsoft Corporation,
Redmond/USA) geschrieben, Graphen wurden in Microsoft” Excel 2000 (Microsoft
Corporation, Redmond/USA) erstellt. Zur Darstellung von Kreuzungsschemata und
Vektorkarten wurde das Programm Microsoft” Office Visio” 2003 (Microsoft Corporation,
Redmond/USA) benutzt, zur Bildbearbeitung Adobe” Photoshop” 6.0 (Adobe Systems
Incorporated, San Jose/USA). Schematische Darstellungen von
Signaltransduktionswegen und &hnliche Abbildungen wurden unter Verwendung des
Harvard Designer (Software Publishing Corporation, Amherst/USA) generiert oder mit
Hilfe von Adobe Reader 7.0 (Adobe Systems Incorporated, San Jose/USA) aus Pdf-
Dokumenten entnommen. Internetrecherche wurde unter Verwendung von Mozilla Firefox

(Mozilla Corporation, Mountain View/USA) betrieben.

2.1.3.2. Spezielle Programme

Oligonukleotide wurden unter Verwendung von Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft
International, Palo Alto/USA) entworfen. Sequenzdaten wurden mit Hilfe von Lasergene®
V5 (DNAStar, Madison/USA) und BLAST (National Center for Biotechnology Information,
Bethesda/USA) analysiert. Fluoreszenzmikroskopische Bilder wurden unter Zuhilfenahme
der Intas Camera Control V2.05 (Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen/Deutschland) aufgenommen. Die Quantifizierung erfolgte unter Verwendung
des Programms analySIS 2.1 (Softimaging Software GmbH, Minster/Deutschland). Zur
statistischen Auswertung der Daten aus dem Phototaxis-Versuch wurde das Programm
Graphpad Prism 4.03 (GraphPad Software Inc., La Jolla/lUSA) verwendet; es wurde

Normalverteilung der Daten angenommen und ein two-tailed paired t-Test durchgefihrt.
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Isolierung von DNA oder RNA aus D. melanogaster

2.2.1.1. Isolierung von Einzelfliegen-DNA aus  D. melanogaster

Zur Isolierung der genomischen DNA aus einer einzelnen Fliege nach dem Protokoll
von Gloor & Engels (1992) wurde diese betdubt und in ein 500ul-Eppi tGberfihrt; dort
wurde sie mit Hilfe einer Pipettenspitze, die 50ul Squishing Buffer enthielt, homogenisiert
und dann in dem Puffer fir ungefahr 30min. bei 37<C inkubiert. Die im Puffer enthaltene
Proteinase K wurde anschlieBend durch Erhitzen auf 95C fur 2min. inaktiviert. Durch
Zentrifugation bei 13.000rcf und RT fur 1min. wurde die Préparation von den
Fliegenresten gereinigt; die im Uberstand enthaltene DNA hatte eine Konzentration von
circa 0,1pg/ul und konnte als Vorlage in eine PCR-Reaktion (siehe Abschnitt 2.2.2.2.)

eingesetzt werden.

2.2.1.2. Isolierung der Gesamt-RNA aus D. melanogaster

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus 150 Kdpfen beziehungsweise 20-30 Kdrpern oder
ganzen Fliegen erfolgte unter Verwendung des RNeasy® Mini Kit; dazu wurde das
schockgefrorene Gewebe mit Hilfe eines BioVortexer™ mit Mikrohandriihrer in 600pl RLT-
Puffer/3-Mercaptoethanol (siehe Protokoll zum Kit) homogenisiert. Die weiteren Schritte
erfolgten geméalR Protokoll des Herstellers. Die RNA wurde in 30ul RNase-freiem Wasser

eluiert und bei —80T aufbewabhrt; die Konzentration betrug ungeféhr 0,5ug/ul.

2.2.1.3. Bestimmung von Konzentration und Reinheit von RNA

Zur photometrischen Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der RNA-
Extraktion wurde ein Teil des Eluats in Wasser 1:20 verdinnt und die Absorption in einer
Quarzkivette bei 260nm (Azesonm) UNd 280nm (Azgonm) Wellenldnge gemessen. Bei 260nm
absorbieren Nukleinséduren, bei 280nm Proteine. Das Verhaltnis Azsonm/Azsonm Spiegelt die
Verunreinigung der Extraktion mit Proteinen wider und sollte bei einem Wert zwischen 1,6
und 2,0 liegen. Aus der Ayonm kann die Konzentration der RNA berechnet werden: eine
optische Dichte von 1 entspricht einer RNA-Konzentration von 40ug/ml (Ausubel et al.,
Appendix 3D, 2006).
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2.2.2. Reverse Transkription, PCR und Genexpression  sanalyse

2.2.2.1. DNase-Verdau und Reverse Transkription von ~ RNA

Die Reverse Transkription der in einer RNA-Extraktion (siehe Abschnitt 2.2.1.2))
enthaltenen mRNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des QuantiTect ® Reverse Transcription
Kit. Der erste Schritt des Protokolls, eine Inkubation mit gDNA wipeout buffer, diente der
Entfernung eventuell mitisolierter genomischer DNA. In einem 20ul-Ansatz wurde jeweils
1lug RNA eingesetzt, die Reaktion wurde in einem diunnwandigen 500ul-Eppi im T3

Thermocycler durchgefihrt.

2.2.2.2. PCR
Zur Amplifizierung von DNA mittels PCR (Saiki et al., 1988) wurden folgende Ansétze in
dunnwandige 500ul-Eppis pipettiert:
16,5 ul H2>Owiliq
2,5 pl 10xLSB
2 ul - DNA (50ng/ul)
1 pl dNTPs (10mM)
1 pl  sense Primer (10pM)
1 pl  antisense Primer (10uM)
1

pl - Tag-Polymerase

Das folgende Programm wurde in einem T3 Thermocycler durchlaufen:

95T 5min. (vollstandige Denaturierung des DNA-Doppelstrangs)
95T 1min. (Denaturierung des DNA-Doppelstrangs)

46-64T* 1min. | bis zu 33x (Anlagerung der Primer an die DNA-Vorlage)

72T Imin. (Elongation der DNA-Stucke)

72T 10min. (Vervollstandigung der amplifizierten Stiicke)

*je nach Annealing-Temperatur des Primer-Paars, siehe Tab. 4 und 6.

Diese Methode kann einfach zur Vermehrung von spezifischen DNA-Stiicken,
beispielsweise fur eine Klonierung (siehe Abschnitt 2.2.3.4), eingesetzt werden. Als
Vorlage kann dabei eine aus einer genomischen Extraktion gewonnene DNA dienen
(siehe Abschnitt 2.2.1.1.) oder ein bestellter cDNA-Klon (siehe Abschnitt 2.2.3.4).

2.2.2.3. Semi-quantitative RT-PCR zur Genexpression sanalyse

Die Polymerase-Ketten-Reaktion kann auch zur Genexpressionsanalyse verwendet
werden; hierbei wird als Vorlage cDNA eingesetzt, die in einer RNA-Praparation mit
anschlielBender Reverser Transkription gewonnen wurde (siehe Abschnitte 2.2.1.2. und
2.2.2.1.). Die Menge der cDNA fir ein Gen entspricht der urspriinglich vorhandenen

MRNA-Menge. Je mehr cDNA-Vorlage in einem PCR-Ansatz vorhanden ist, desto friher
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wird eine Produktmenge erreicht, die als Bande auf einem Agarosegel sichtbar ist.
Anhand von Auftreten beziehungsweise Intensitat der Banden nach Amplifikation der
cDNA-Vorlage mit genspezifischen Primern kann somit ungefdhr auf die

Expressionsstérke des jeweils untersuchten Gens riickgeschlossen werden.

Zur Durchfiihrung einer stark vereinfachten Form einer solchen semi-quantitativen PCR

(Gilliland et al., 1990) wurden Triplikate der oben genannten Anséatze getrennt pipettiert
und der PCR-Reaktion unterzogen (siehe Abschnitt 2.2.2.2.); diese wurde jedoch nach
15, 22 oder 33 Zyklen durch Entnahme des Eppis und Abkihlung auf Eis abgebrochen.
Die Produkte wurden auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (siehe
Abschnitt 2.2.3.3.) und die Menge mit derjenigen aus der Amplifikation einer Kontroll-
cDNA mit denselben genspezifischen Primern (Tab. 4) verglichen. Parallel wurde dieselbe
Reaktion unter Verwendung von Primern fir ein sogenanntes Haushaltsgen mitgefihrt,
das stets dieselbe Expressionsstarke besitzt; sie diente als interne Kontrolle fir die

tatsachlich eingesetzte gesamte cDNA-Menge.

Bezeichnung Sequenz (5° - 3) Annealing- Verwendung
Temperatur
rp49_A CCAAGGACTTCATCCGCCACC 55€C Haushaltsgen; interne Kontrolle fur
vorhandene cDNA-Menge
rp49_B GCGGGTGCGCTTGTTCGATCC 55T
Crk-RNAI_Bglll_s CGAAGATCTCTGCGTGTAGAAGGGTGG 55C Uberpriifung der Expressionsstarke
- von Crk nach Uberexpression eines
Crk-RNAi_Xhol_as | CGACTCGAGATTCAACGTGCGTGAAGG 55T UAS-Crk Konstrukts mit actin-GAL4

Tab. 4: Auflistung der fur die Genexpressionsanalys e verwendeten Primer. Kkursiv: angeflugte Schnittstellen;
eingeflgte Basen (siehe Abschnitt 2.2.3.4.).

Durch Vergleich von Auftreten und Intensitat der Banden konnte eine erhthte oder
erniedrigte Expressionsstarke des Gens in den untersuchten Fliegen im Vergleich zu

Kontrolltieren abgeschatzt werden.

2.2.3. Klonierung und Sequenzierung

2.2.3.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien (E. coli XL1-blue, Genotyp: supE44
hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac F'[pro AB", lacl? lacZAM15 Tn10 (tet)]) erfolgte
mittels alkalischer Lyse gemald dem Protokoll von Birnboim & Doly (1979) aus einer
Uber-Nacht-Kultur einer Einzelkolonie, die in 2-3ml LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum (Tab. 5) unter Schiitteln bei 230rpm in einem Reagenzglas fur ungefahr 16h
bei 37C gewachsen war. Von dieser Kultur wurde 1ml in einem Eppi mit 15.000rcf bei RT
fur 20sek. zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, das Zell-Pellet in 100ul GTE
resuspendiert und fur 5Smin. bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 200yl frischer Alkali-SDS-

L6sung und Inkubation fur 5min. auf Eis wurden die Zellen lysiert. Anschliel3end wurden
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zur Neutralisierung 150l Acetat-Losung zugefiigt und die Mischung nach Inkubation fir
5min. auf Eis mit 15.000rcf bei RT fur 2min. zentrifugiert; renaturierte Plasmid-DNA blieb

dabei im Uberstand, wahrend denaturierte chromosomale DNA und Proteine prazipitiert

wurden.
Bezeichnung Selektions- Antibiotikakonzentration ~ Vlerwendung Herkunft/Refere nz
medium

pBlueskriptSK(-) | LBamp Ampicillin, 50mg/l Vektor fur Crk cDNA-Klon Stratagene

pDBLeu LBkan Kanamycin, 25mg/l Y2H: Herstellung des Kdder- | Invitrogen Corporation
Plasmids (durchgefiihrt von
M. Mark, 2005)

pEXP-AD502 LBamp Ampicillin, 50mg/l Y2H: Herstellung der Invitrogen Corporation
Bibliothek (Invitrogen
Corporation)

pGEM-T-Easy LBamp Ampicillin, 50mg/| Klonierung von PCR- Promega Corporation
Fragmenten

pPC86 LBamp Ampicillin, 50mg/I Y2H: Kontrolltransformation | Invitrogen Corporation
von Hefen

pUAST LBamp Ampicillin, 50mg/l Keimbahntransformation: Brand & Perrimon, 1993
Herstellung von UAS
Konstrukten

pWIZ LBamp Ampicillin, 50mg/I Keimbahntransformation: Lee & Carthew, 2003
Herstellung von UAS-RNAI
Konstrukten

Tab. 5: Auflistung der zur Transformation von Bakte rien verwendeten Vektoren.

Aus dem in ein neues Eppi Uberfuhrten Uberstand konnte die Plasmid-DNA mittels
Zugabe von 900ul 99% EtOH, Inkubation fir mindestens 5min. auf Eis und anschlieRende
Zentrifugation fur 5min. ausgeféllt werden. Nach Waschen mit 900ul 70% EtOH konnte
das getrocknete DNA-Pellet in 50ul sterilem H,Owmiip gelost werden; die Konzentration

betrug in etwa 0,5ug/pl.

Um groBere Mengen Plasmid-DNA mit hoherer Reinheit zu gewinnen, wurden Midi-
Praparationen mit Hilfe des QIlAfilter © Plasmid Midi Kits durchgefiihrt; zunéchst wurden
dafir Einzelkolonien in 2-3ml LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft und fiir 8h bei 37C
geschuttelt. Mit 100ul dieser Vorkultur wurden 75ml-Kulturen angeimpft und nach
Wachstum UN geerntet. Die Préparation erfolgte gemafR Protokoll; die DNA wurde in

100pl sterilem H,Owiiiq eluiert, die Konzentration betrug ungefahr 2ug/pl.

2.2.3.2. Restriktion und Dephosphorylierung von DNA

Enzymatische Verdaus von DNA (Ausubel et al, Unit 3.1, 1995) wurden zu
Testzwecken in einem Volumen von 20ul, flr praparative Zwecke in 80ul-Ansatzen
gemal den Angaben des jeweiligen Herstellers unter Zugabe von RNase (ad 25ng/ul)
angesetzt und fir 2h bei 37C inkubiert. Abstoppen der Reaktion erfolgte durch
Hitzeinaktivierung des Enzyms oder Auftragung auf ein Agarosegel und
Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.3.3.).
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Um Religationen zu verhindern, wurden mit nur einem Enzym verdaute Vektoren vor der
Ligation ,gezippt’, das heil3t, mittels Inkubation mit einer alkalischen Phosphatase
wurden Phosphate am 5’-Ende entfernt (Ausubel et al., Unit 3.10, 1987). Die Reaktion
erfolgte in einem 30pl-Ansatz fir 2x 15min. gemald den Angaben des Herstellers und
wurde durch Auftragung des Ansatzes auf ein Agarosegel, Gelelektrophorese und
anschlieRende Extraktion der DNA abgestoppt (siehe Abschnitt 2.2.3.3.).

2.2.3.3. Agarosegel-Elektrophorese und Gelextraktio n

DNA-Proben wurden auf 1%igen (w/v) Agarosegelen aufgetrennt, die mit 1x TAE
hergestellt wurden (McDonell et al., 1977). Nach Auflésung der Agarose im Puffer mittels
Aufkochen in der Mikrowelle wurde zur spateren Sichtbarmachung der DNA
Ethidiumbromid ad 1mg/l zugegeben und das Gel gegossen. Das Aushéarten dauerte in
etwa 30min., anschlieliend wurde das Gel mit 1IXTAE als Laufpuffer Gberschichtet. Die
DNA-Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen; in eine Tasche
wurde ein DNA-GroéfRenstandard geladen. Nach Elektrophorese bei 90-120V fur 45-
90min. (zur optimalen Separation der Banden bei 20V UN) wurde die DNA mittels UV-

Licht sichtbar gemacht.

Aus praparativen Gelen wurden die entsprechenden DNA-Banden ausgeschnitten und die
DNA mit Hilfe des QIAquick ® Gel Extraction Kit gemaR Herstellerangaben aufgereinigt

und in 50pl sterilem H;Owiq €luiert.

2.2.3.4. Herstellung von Insert-DNA und Ligation

Zur Herstellung rekombinanter Plasmid-DNA wurde geschnittener (und eventuell
gezippter) Vektor mit kompatibler Insert-DNA gemaR den Herstellerangaben in einem
500ul-Eppi ligiert (Ausubel et al., Unit 3.16, 1987). Die Insert-DNA wurde entweder direkt
durch Verdau aus einem bestellten cDNA-Klon (Crk-cDNA in pBluescriptSK(-),
Klonnummer LD08427, Berkeley Drosophila Genome Project) oder mittels PCR (siehe
Abschnitt 2.2.2.2.) durch Amplifikation des gewiinschten DNA-Stlicks aus der bestellten
cDNA oder aus selbst isolierter Einzelfliegen-DNA (siehe Abschnitt 2.2.1.1.) gewonnen.
Dabei wurden spezifische Primer eingesetzt (Tab. 6), die eventuell
Restriktionsschnittstellen anflgten. Zur Vermeidung von Rasterverschiebungen
beziehungsweise zur Verbesserung der Zuganglichkeit von Restriktionsenzymen wurden,

falls nétig, zuséatzliche Basen in die Primer-Sequenzen eingeflgt.
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Bezeichnung Sequenz (5’ - 3) Annealing- Verwendung
Temperatur
Crk-RNAI_sense CGATCTAGACTGCGTGTAGAAGGGTGG 60C Klonierung des UAS-Crk-RNAI-
- - Konstruktes tber Xbal / Nhel

Crk-RNAI_antisense | AGCTCTAGAATTCAACGTGCGTGAAGG 60T
Crk-RNAI_Bglll_s CGAAGATCTCTGCGTGTAGAAGGGTGG 60C Klonierung des UAS-Crk-RNAI-
Crk-RNAi_Xhol_as | CGACTCGAGATTCAACGTGCGTGAAGG 60C Konstruktes tber Bglil und Xhol
RasGAP_cDNA (s) ACCCGTCCACATGGCGGACCTAATACATTTGGEAAAC 56T Klonierung des Konstrukts

— RasGAP_cDNA in pDBLeu
RaSGAP_CDNAZ (as) ATAAGAATGCGGCCGCTTAGCTGATCATCTCGCGATACTTCAG 560(: (durchgefuhrt von M. Mark, 2005)
SH3_Sall (s) ACGCGTCGACATCCTGCCTTACAC 52C Klonierung des Konstrukts

RasGAP_SH3 in pDBLeu

SH3_Notl (as) ATAAGAATGCGGCCGCATCGATAGATACATC | 52T (durchgefiihrt von M. Mark, 2005)

Tab. 6: Auflistung der zur Amplifikation von DNA-St Ucken fur anschlieBende Klonierung verwendeten PCR- Primer.
kursiv: angefligte Schnittstellen; : eingefligte Basen.

Die aus einem Agarosegel isolierten Stiicke wurden unter Verwendung des pGEMP-T
Easy Vector System in diesen Vektor subkloniert (siehe Protokoll zum Kit) und durch
Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 2.2.3.2.) und Gelextraktion (siehe Abschnitt 2.2.3.3.)
isoliert.

Der 10pl-Ligation sansatz enthielt jeweils circa 50ng Vektor-DNA und die etwa dreifache
Menge an Insert-Molekiilen (berechnet anhand der GréRRenverhaltnisse von Vektor und

Insert) und wurde UN bei 4C inkubiert.

2.2.3.5. Transformation von E. coli

Die Einbringung der DNA in Bakterien erfolgte mittels Hitzeschock-Transformation oder
Elektroporation. Bei der Hitzeschock-Transformation in Anlehnung an das Protokoll von
Mandel & Higa (1970) wurden 1-5ul Plasmid-DNA zu 200ul Hitzeschock-kompetenten
Zellen pipettiert, die zuvor vorsichtig auf Eis angetaut worden waren. Nach Inkubation auf
Eis fur 15-20min. erfolgte der Hitzeschock im Wasserbad bei 42T fur 1min.,
anschliel3end wurde der Ansatz fur 15min. auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 800ul LB-
Medium ohne Antibiotikum konnten die transformierten Zellen fir 45min. bei 37C unter
Schitteln hochwachsen, dann wurden sie auf entsprechende Selektionsplatten (siehe
Tab. 5) mit Hilfe eines Drygalski-Spatels oder von Glasperlen (2,85-3,30mm

Durchmesser) ausplattiert. Die Platten wurden UGN bei 37T inkubiert.

Vor der Elektroporation (Shigekawa & Dower, 1988) musste die DNA zur Entfernung von
Salzen durch Phenolisierung und Fallung gereinigt werden. 1-5ul dieser DNA wurden zu
40ul angetauten elektrokompetenten Zellen pipettiert. Diese Mischung wurde in sterile
Elektroporations-Kuvetten tberfihrt und im Elektroporator 1000 einem Spannungspuls
von 2500V ausgesetzt. Durch Zugabe von 900ul LB-Medium wurden die transformierten
Zellen aus der Kiivette gespdlt und in ein Eppi Uberfiihrt, wo sie fir 45min. bei 37<C unter
Schitteln hochwachsen konnten; Plattierung und Wachstum erfolgten wie nach

Hitzeschock-Transformation.
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2.2.3.6. Glycerolstocks von Bakterien-Kulturen

Bei Bedarf wurden von Bakterien Glycerolstocks (Ausubel et al., Unit 1.3, 2002)
angefertigt. Dazu wurden 850l UN-Kultur in einem Schraubdeckel-Eppi mit 150ul 87%
Glycerin durch Vortexen gemischt und anschlieBend in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgte bei —80<C .

2.2.3.7. DNA-Sequenzierung

Gegebenenfalls wurde zur Bestimmung der Basenfolge des isolierten Plasmids der Big
Dye" Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit  verwendet. Die PCR-Reaktion wurde auf
Eis unter Verwendung passender Primer (Tab. 7) laut Protokoll zum Kit angesetzt und in

einem T3 Thermocycler durchgefihrt.

Bezeichnung Sequenz (5° - 3) Annealing- Verwendung
Temperatur
SV40 CTTAGAGCTTTAAATCTCTGTAGG 60C Sequenzierung vo n Konstrukten im

pUAST- oder pWIZ-Vektor

AS2 CAACTACTGAAATCTGCCAAG 60C Sequenzierung von Ko nstrukten im
pUAST- oder pWIZ-Vektor

pDBLeu_sequencing | GAATAAGTGCGACATCATCATC 60T Sequenzierung von Konst rukten im
pDBLeu-Vektor

pPC86_sequencing | TATAACGCGTTTGGAATCACT 55C Sequenz ierung von Konstrukten im
pPC86/pEXP-AD502-Vektor

Tab. 7: Auflistung der fir Sequenzierungen verwende  ten Primer.

AnschlieRend wurde die DNA mit EtOH geféallt und gewaschen und in 20pl H,Owmiiq oder
Hi-Di™-Formamid geloést. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte an einem
Kapillarsequenzierer am Lehrstuhl Heinze der Universitait Regensburg oder bei der
Geneart AG, Regensburg. Zur Auswertung der Sequenzdaten wurden die Programme

Lasergene®/Edit Seq und BLAST verwendet.

2.2.4. Yeast Two Hybrid Screen

2.2.4.1. Amplifizierung der Bibliothek

Um ausreichende DNA-Mengen der von Dr. Megan Goodwin zur Verfligung gestellten
Bibliotheken (siehe Abschnitt 3.2.2.1.) fir die durchzufiihrenden Screens zu erhalten,
mussten Aliquots amplifiziert werden. Dazu wurden 20-80ng DNA mittels Elektroporation
(siehe Abschnitt 2.2.3.5.) in E. coli Zellen eingebracht und die transformierten Zellen mit
einer Dichte von circa 4x 10* colony forming units (cfu) pro Platte (Durchmesser 15cm)
auf insgesamt ungefahr 100 LB.m, Platten ausplattiert. Die nach Wachstum fur 22h bei
30C - die niedrige Temperatur unterstutzt die Stabilisierung instabiler Klone -
entstandenen konfluent gewachsenen Kolonien (insgesamt circa 5x 10° cfu) wurden mit

jeweils 5ml LB,ynp, von den Platten in einen sterilen Erlenmeyerkolben tberfuihrt und die
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Kultur fiir 30min. bei 30C und 230rpm bis zu einer Dichte von ungefahr 10'° Zellen pro ml
geschuttelt. Ein Drittel der Kultur wurde als Reserve nach Mischen mit Glycerol ad 25%
schockgefroren und bei —80C aufbewahrt. Der Rest w urde in sterilen GS3-Bechern durch
Zentrifugation fir 15min. bei 4C und 6.000rpm geer ntet und die DNA aus den Zellen mit
Hilfe des QIAfilter © Plasmid Maxi Kit geméaR Herstellerangaben isoliert und in 200p! TE-
Puffer geldst; die Konzentration betrug 0,5-5ug/pl.

2.2.4.2. Transformation von S. cerevisiae

Um mittels der Hefe-Zwei-Hybrid Methode Proteininteraktionen untersuchen zu kénnen,
mussten zunachst die im Vorfeld klonierten Vektoren (pDBLeu-RasGAP oder pDBLEU-
SH3, siehe Abschnitt 2.2.3.), die fir die entsprechenden Hybrid-Proteine codieren, in die
Hefen eingebracht werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde hierzu die Lithium-
Acetat-Methode verwendet (Schiestl & Gietz, 1989). Zuerst wurde in Hefen des
Stammes MaVv203 (Genotyp: MATa, leu2-3, 112, trp1-901, his3A200, ade2-101, galdA,
gal80A, SPAL10::Ura3, GAL1::lacZ, His3uaseaci::His3@LYS2, canl®, cyh2®) das Koder-
Plasmid mittels Transformation im kleinen Maf3stab eingebracht, anschliel3end wurden in
diese Zellen Konstrukte aus der durchsuchten Bibliothek (Drosophila melanogaster adulte
Kopf cDNA Bibliothek, hergestellt von der Invitrogen Corporation, amplifiziert von Dr.
Megan Goodwin und abermals selbst amplifiziert) mit Hilfe einer Transformation im
grolen Ansatz eingebracht. Diese sequentielle Transformation sollte die
Transformationseffizienz gegeniiber der gleichzeitigen Transformation mit zwei Plasmiden
erhohen. Naturlich musste bei allen Schritten auf eine sterile Vorgehensweise geachtet
werden; wahrend der Versuchsdurchfihrung wurde mehrmals mittels Mikroskopie das
Vorliegen einer Kontamination der Hefe-Kulturen mit schneller wachsenden Bakterien

ausgeschlossen.

Der erste Schritt war die Herstellung kompetenter Hefe-Zellen . Dazu wurde jeweils eine
einzelne Hefe-Kolonie von einer frisch ausgestrichenen Platte in 5-10ml Medium
angeimpft und bei 30C fir circa 20h unter Schiittel n bei 230rpm inkubiert. Die optische
Dichte bei 600nm Wellenlange (ODgyonm) der Uber-Nacht-Kultur wurde photometrisch
festgestellt und die Hefen in 50ml YPDA-Medium auf eine ODggonm VOn 0,5 bis 1 verdinnt.
Die Zellen wurden abermals bei 30C so lange (ungef adhr 5h) geschiittelt, bis eine ODgoonm
von 1,5 bis 3 erreicht wurde. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fir 5min. bei RT und
1.000rcf geerntet und in 15ml H,Omiic gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde
das Pelletin 1-1,5ml 1x TE/LiAc gelost.

Zu diesen kompetenten Zellen wurden je nach MaRstab der Transformation
unterschiedliche Mengen an Plasmid-DNA und weiterer Losungen gegeben (siehe

nachste Seite).
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kleiner Mal3stab: grof3er Maf3stab:
Trager-DNA (2mg/ml) 100 pl 1 mi
Plasmid-DNA 0,1 bis1 pg 10 bis 50 pg
kompetente Zellen 100 pl 1 ml
PEGI/LiAc-L6sung 600 ul 6 ml

Anfangs wurden Tréager-DNA und Plasmid-DNA gemischt; die Trager-DNA war zuvor bei
95<C fur 15min. denaturiert worden. Dann wurden die kompetenten Hefen zugegeben und
der Ansatz vorsichtig gemischt. AnschlieRend wurde die PEG/LiAc-Lésung zugeflgt und
die Transformations-Reaktion fr 30min. bei 30T unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42T fir 45min. im Wasserbad und darauf eine
plétzliche AbkuUhlung fir 1-2min. auf Eis. Die transformierten Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 3.000rcf in der Tischzentrifuge bei RT fir 3min. geerntet und in 500ul
(kleiner MaRRstab) oder 2,5ml (groRBer MaRstab) TE resuspendiert. Je 100-200ul dieser
Suspension beziehungsweise verschiedener Verdinnungen wurden unter Verwendung
von Glasperlen auf unterschiedliche Platten - je nach Selektionsmarker der

transformierten Vektoren (Tab. 8) - ausplattiert.

Bezeichnung Selektionsmedium  Beschreibung Herkunft/Referenz

pDBLeu SC-Leu Plasmid zur Herstellung des Kéder-Konstruktes; Invitrogen Corporation
enthalt Gen fur die DNA-Binde-Doméne

pEXP-AD502 SC-Trp Plasmid zur Herstellung der Bibliothek; enthalt Gen Invitrogen Corporation
fur die Transkriptions-Aktivierungs-Doméne

pPC86 SC-Trp Kontrollplasmid zur Bestimmung der 3AT- Invitrogen Corporation
Konzentration, die nétig ist, um basale Expression
des HIS3-Gens zu unterdicken

Tab. 8: Auflistung der zur Transformation von Hefen verwendeten Vektoren.

Die Platten wurden zum Wachstum der Hefen fiir zwei bis funf Tage bei 30C inkubiert.

2.2.4.3. Interaktionstests

Die fur die Interaktionstests verwendeten Hefen enthielten das Kéder-Plasmid und ein
zufallig transformiertes Plasmid aus der Bibliothek. Wenn die in den beiden Konstrukten
codierten Proteine interagierten, sollte die Anschaltung verschiedener Reportergene diese
Wechselwirkung anzeigen (Fields & Song, 1989). Durch die Interaktion sollte bei dem hier
verwendeten System das HIS Reportergen aktiviert werden. Deshalb wurden je 200ul der
Zellen nach der Transformation mit dem Bibliotheks-Plasmid auf grol3e Platten
(Durchmesser 15cm) ohne Histidin ausgestrichen; diese Platten enthielten zusétzlich den
Inhibitor 3AT in einer zuvor ausgetesteten Konzentration, die Hintergrundwachstum
aufgrund einer basalen Expression des HIS3-Gens unterdriicken sollte. Die darauf
gewachsenen, potentiell positiven Klone wurden durch abermaliges Ausstreichen auf
Histidin-freie Platten gereinigt und anschlieBend auf Platten ohne Leucin und Tryptophan

aufgebracht. Diese Klone wurden dann gemeinsam mit den Kontrollstimmen A-E und
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MaV203(pDBLeu-Insert/pPC86) als Negativkontrolle auf sogenannte Master-Platten
ausgestrichen, welche nach Inkubation bei 30T fir 24h auf verschiedene weitere Platten
Replika-plattiert wurden. Bei den Kontrollstimmen handelt es sich um Hefen des
Stammes MaV103 (Genotyp: vgl. MaV203 (siehe Abschnitt 2.2.4.2.), aber mating type
MATa), die Konstrukte enthalten, deren Produkte verschiedene Interaktionsstérken zeigen

(Tab. 9). Mit deren Phanotypen konnte derjenige der transformierten Hefen verglichen

werden.

Bezeichnung Plasmide DNA-Inserts Interaktionsstérke

Kontrolle A pPC97 kein Insert keine
pPC86 kein Insert

Kontrolle B pPC97-RB human RB Acc#M28419 (amino acids 302-928) schwach
pPC86-E2F1 human E2F1 Acc#M96577 (amino acids 342-437)

Kontrolle C pPC97—CYH25—dDF’ Drosophila DP Acc#X79708 (amino acids 1-377) maRig stark
pPC86-dE2F Drosophila E2F Acc#U10184 (amino acids 225-433)

Kontrolle D pPC97-Fos rat cFos Acc#X06769 (amino acids 132-211) stark
pPC86-Jun mouse cJun Acc#X12761 (amino acids 250-325)

Kontrolle E pCL1 (codiert GAL4 | GAL4 Acc#K10486 (amino acids 1-881) sehr stark
in gesamter Lange)
pPC86 kein Insert

Tab. 9: Auflistung der verwendeten Hefe-Kontrollsta ~ mme.

Dazu wurden zuerst die Master-Platte, anschlieend die Selektionsplatten in
vorgegebener Reihenfolge auf ein Stick sterilen Samt gedriickt, so dass das

Koloniemuster auf letztere bertragen wurde (siehe Abb. 11).

Die erste Platte enthielt YPDA-Medium, darauf befand sich eine Nylonmembran. Nach
Inkubation fur 24h bei 30C wurden die darauf gewac hsenen Kolonien einem X-Gal-
Assay unterzogen. Dazu wurde die Nylonmembran zum Aufbrechen der Zellwande fir
20sek. in flussigen Stickstoff getaucht und anschlieBend mit der Kolonieseite nach oben
auf zwei mit Z-Puffer/X-Gal-Loésung durchtrankte Whatman-3MM-Papiere gelegt; durch
VerschlieBen mit Parafilm wurde ein Verdunsten der Fliissigkeit verhindert. Wahrend der
Inkubation bei 37C fur maximal 24h wurde eine etwaige Blaufarbung der Kolonien
registriert.

Als néachstes wurden die Kolonien von der Master-Platte auf Selektionsplatten
gestempelt, in denen neben Leucin und Tryptophan auch Uracil fehlte; Kolonien konnten
nur wachsen, wenn das entsprechende Reportergen aufgrund der Interaktion der Proteine
aktiv war. Als letztes wurden die Kolonien zur Verifizierung der zuvor beobachteten

Ergebnisse nochmals auf Platten ohne Histidin Gbertragen.
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HIS+ Klone, gereinigt auf SC-Leu-Trp

Ausstreichen auf die Masterplatte (SC-Leu-Trp):
- je vier isolierte Kolonien pro HIS+ Klon

- je zwei Kolonien der Kontrollen A bis E

- zwei Kolonien von MaVv203(pDBLeu-X/pPC86)
Inkubation 30°C, 18h

v
Kontrolle A
Kontrolle B /4 \
Kontrolle C MaV203(pDBLeu/pPC86)
Kontrolle D
Kontrolle E

Replika-Plattierung auf
Selektionsplatten

Replika Cleaning

Inkubation 30°C, 24h Inkubation 30°C, 24h

Inkubation 30°C, 24h

AETTN P AT

YPDA Platte
mit Membran Sc-Leu-Trp-His+3AT
fiir X-Gal Assay Sc-Leu-Trp-Ura
Durchfiihrung des X-Gal Assay Replika Cleaning
Bestimmung der Phanotypen Replika Cleaning Inkubation 30°C, 2d

Inkubation 30°C, 2d

y v

Bestimmung der Phénotypen

Bestimmung der Phanotypen

Abb. 11: Durchfiihrung der Interaktionstests.

Potentiell positive Klone wurden auf eine Master-Platte ausgestrichen. Nach dem Uberstempeln auf die Selektionsplatten
und gegebenenfalls Replika Cleaning konnte nach der angegebenen Inkubationszeit beziehungsweise Durchfiihrung des
X-Gal-Assay der Phanotyp bestimmt werden.

(Schema bearbeitet nach ProQuest™ Two-Hybrid-Benutzerhandbuch)

Um echtes Wachstum auf den Selektionsplatten von Resten Ubertragenen Zellmaterials
unterscheiden zu kdnnen, mussten die Platten zu bestimmten Zeitpunkten mittels Replica
Cleaning von Zellresten befreit werden. Dazu wurden sie auf frisch autoklavierte Samt-
Stiicke gedrickt und dieser Vorgang so oft mit jeweils frischem Stoff wiederholt, bis keine

Zellen mehr auf den Selektionsplatten sichtbar waren.
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2.2.4.4. 1solierung von Plasmid-DNA aus  S. cerevisiae und Retransformation
Hefe-Kolonien, die in den verschiedenen Tests positive Ergebnisse lieferten, wurden einer
Retransformation unterzogen. Aus ihnen wurde mittels Hefe-Miniprep unter Verwendung

der entsprechenden Selektionsmarker das Bibliotheks-Plasmid isoliert.

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus Hefen  nach einem abgewandelten Protokoll von
Polaina und Adam (1991) wurden Einzelkolonien in 5ml Selektionsmedium angeimpft und
unter Schutteln bei 230rpm und 30T fur 20h inkubie rt. 1ml der Kultur wurde in ein Eppi
dberfuhrt und die Zellen durch Zentrifugation bei 15.000rcf und RT fir 30sek. geerntet.
Die Zellen wurden durch Zugabe von 100ul Alkali-SDS-Ldsung und anschlieBende
Inkubation fur 15min. bei RT lysiert. Dann wurden 500ul TE und 60l 3M NaAc zugefugt
und der Ansatz durch Inversion gemischt. Nach Zugabe von 600ul
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 25:24:1 wurde 2min. lang gevortext und dann fir 2min.
bei 15.000rcf und RT zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Eppi
Uberfuhrt und abermals phenolextrahiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 600ul
Isopropanol, Fallung bei —20C fur mindestens 30min. und Zentrifugation bei 15.000rcf
und RT fur 5min. prazipitiert. Das Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen und schliel3lich

in 10pl sterilem HyOwiiig gelost.

Die DNA konnte in Bakterien transformiert und dort vermehrt, aus diesen isoliert und
eventuell mittels Restriktionsverdau, PCR und/oder Sequenzierung getestet und
anschlieliend gemeinsam mit dem Kdder-Plasmid in Hefen retransformiert werden. Die so
veranderten Hefen sollten bei einer echten Interaktion dieselben Phanotypen zeigen wie

in den zuvor durchgefiihrten Tests.

2.2.4.5. Glycerolstocks von Hefe-Kulturen

Um Glycerolstocks von Hefestammen (Ausubel et al., Unit 13.1, 1993) herzustellen,
wurden Einzelkolonien von einer Platte in 50pul sterilem H,Owmiig suspendiert und auf einer
Platte mit dem entsprechenden Medium ausplattiert. Nach Inkubation bei 30C fir 48h
wurde der Hefe-Rasen von der Platte abgekratzt und in 500pl sterilem H,Opiiiq in €inem
Schraubdeckel-Eppi suspendiert. Nach Zugabe von 150ul 87% Glycerol wurden die

Zellen in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80C aufbewahrt.
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2.3. Organismische Methoden

2.3.1. Keimbahntransformation von D. melanogaster

2.3.1.1. Injektion

Zur Injektion basierend auf der Methode von Rubin und Spradling (1982) wurden von den
zuvor mittels Klonierung (siehe Abschnitt 2.2.3.) hergestellten Konstrukten Mini- oder
Midipraparationen hergestellt (siehe Abschnitt 2.2.3.1.). Nach Zentrifugation bei 16.000rcf
fur 30min. wurde die Plasmid-DNA mit Wasser und Injektionspuffer auf eine
Konzentration von 0,1-0,3ug/pl verdiinnt und durch Zugabe von Lebensmittelfarbe zur

Kontrolle der injizierten DNA gefarbt.

Injiziert wurde in circa 30-60min. alte Embryonen (syncytiales Stadium), die aus einer

118 ynd circa 30 Mannchen des

Kreuzung von ungefahr 50 Jungfrauen des Stammes w
Transposase-Stammes yw; A42-3, ki hervorgegangen waren; sie besallen also den
Genotyp w'8/yw; : 42-3, kil+ oder w*8ly: ; 42-3, ki/+. Das richtige Alter der Embryonen
wurde durch halbstindliches Umsetzen der Elterntiere auf frische Eiablageplatten
gewahrleistet. Um die Embryonalentwicklung zu verlangsamen, wurden die Eier bei 18T
weiterbehandelt. Die Embryonen wurden per Hand durch Rollen auf Klebeband
mechanisch dechorionisiert, fir kurze Zeit auf mit Klebstoff beschichteten Deckglaschen
iiber Kieselgel angetrocknet und anschlieBend mit Voltalef>-Ol tiberschichtet, um eine

weitere Austrocknung zu verhindern.

Die Injektion der DNA in das Polplasma erfolgte mit Hilfe von zuvor abgebrochenen
Injektionskapillaren und eines Mikromanipulators, der erforderliche Druck von ungefahr
lbar wurde mittels einer Stickstoffflasche mit Druckminderer erzeugt. Die weitere
Entwicklung der Tiere erfolgte bei 18T zunachst auf feuchten Saftagarplatten, ab dem

ersten Larvenstadium in normalem Fliegenaufzuchtmedium.

2.3.1.2. Etablierung stabiler Linien

Die nach der Mikroinjektion geschliipften, weiR&ugigen Fliegen wurden gegen w'''®
Fliegen rickgekreuzt . Bei erfolgreicher Integration der Plasmid-DNA in das Genom der
zukunftigen Keimzellen sollten die Nachkommen dieser Fliegen aufgrund des im P-

Element enthaltenen Selektionsmarkers mini-white farbige Augen aufweisen.

Solche Fliegen mit gelber, oranger oder roter Augenfarbe, die zudem das Transposase-
enthaltende Chromosom nicht mehr besalRen (zu erkennen am Verlust des kinked-
Markers), wurden zur Stabilisierung und Balancierung des integrierten P-Elements mit
Fliegen des Doppelbalancer-Stammes CyO/Sco; TM3/D3 gekreuzt. Die daraus

resultierenden Nachkommen mit farbigen Augen und der Balancerkombination CyO und
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TM3 wurden erneut mit dem Doppelbalancer-Stamm gekreuzt. Bei Integration auf dem
zweiten oder dritten Chromosom sollten alle Nachkommen, die die Balancerkombination
CyO/Sco; TM3/D3 aufwiesen, weil3e Augen besitzen. Alle anderen Stdmme wurden der
Einfachheit halber verworfen. Waren die Nachkommen mit den Balancerkombinationen
CyO/Sco; TM3 oder D3 und CyO oder Sco; TM3/D3 rotaugig, wurde angenommen, dass
sich sowohl auf dem zweiten als auch auf dem dritten Chromosom ein P-Element befand;

diese Stamme wurden ebenfalls verworfen.

Wenn alle Nachkommen mit der Marker- beziehungsweise Balancerkombination
CyO/Sco; TM3 oder D3 weil3augig waren, konnte davon ausgegangen werden, dass das
P-Element auf dem zweiten Chromosom integriert war. Waren hingegen alle
Nachkommen mit der Kombination CyO oder Sco; TM3/D3 weiRaugig, konnte von einer
Integration auf dem dritten Chromosom ausgegangen werden. Von diesen Linien wurden

wiederum unter Verwendung des Doppelbalancer-Stammes stabile Stamme etabliert.

2.3.2. Fliegenhaltung und -kreuzungen

2.3.2.1. Fliegenhaltung

Folgende Fliegenstamme wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet (Tab. 10):

Stamm Beschreibung/ Verwendung Herkunft Literatur
CS Wildtyp- und Kontrollstamm Stammsammlung Lindsley & Zimm, 1992
wHe Kontroll- und Ausgangsstamm Stammsammlung | Lindsley & Zimm, 1992
vap’ Mutation im RasGAP Gen J.A. Botella Botella et al., 2003
(vap'f'car’)
vap® Mutation im RasGAP Gen J.A. Botella Botella et al., 2003
UAS-RasGAP/+; SM6:TM6B | Uberexpression der RasGAP cDNA | D.A. Hughes Feldmann et al., 1999
vap®; UAS-RasGAP/CyO Uberexpression der RasGAP cDNA | D.A. Hughes Feldmann et al., 1999
im mutanten Hintergrund
vap®; UAS-17.30/TM3 Uberexpression der Adapter-Region | D.A. Hughes Feldmann et al., 1999
von RasGAP im mutanten
Hintergrund
vap?; UAS-22.2/TM3 Uberexpression der RasGAP cDNA | D.A. Hughes Feldmann et al., 1999
mit Mutationen in beiden SH2
Doménen im mutanten Hintergrund
vap?; UAS-N15.1/CyO ...mit Mutation in der N-terminalen D.A. Hughes Woodcock & Hughes, 2004
SH2 Doméne...
vap®; UAS-C75.6/TM3 ...mit Mutation in der C-terminalen D.A. Hughes Woodcock & Hughes, 2004
SH2 Domaéne...
vap?; UAS-B111.4/CyO ...mit Mutation in der SH3 Doméne... | D.A. Hughes Woodcock & Hughes, 2004
UAS-GAP*/TM3 Uberexpression der RasGAP cDNA | D.A. Hughes Woodcock & Hughes, 2004
mit Mutation in der GAP Doméne
actin-GAL4/TM6B Treiberstamm zur ubiquitaren Stammsammlung -
Uberexpression von UAS
Konstrukten
Da-GALA4 (1) vgl. actin-Gal4 Stammsammlung -
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elav-GAL4/TM3

Treiberstamm zur Uberexpression
von UAS Konstrukten in Neuronen

Stammsammlung

appl-GAL4 (Il)

vgl. elav-Gal4

Stammsammlung

MS1096-GAL4 (1)

Treiberstamm zur Uberexpression
von UAS Konstrukten in Fligeln

Bloomington #8860

Capdevila &Guerrero, 1994

GMR-GAL4 (Il)

...im Auge

Stammsammlung

Freeman, 1996

vap?; actin-GAL4/TM3

Treiberstamm zur ubiquitéaren
Uberexpression von UAS
Konstrukten im mutanten
Hintergrund

selbst gekreuzt

vap? +:appl-GAL4/SM6:: TM6

Treiberstamm zur Uberexpression
von UAS Konstrukten in Neuronen
im mutanten Hintergrund

selbst gekreuzt

vap'/FM7c; actin-GAL4/TM3

Treiberstamm zur ubiquitaren
Uberexpression von UAS
Konstrukten im mutanten
Hintergrund

selbst gekreuzt

vap'/FM7c; appl-GAL4/TM3

Treiberstamm zur Uberexpression
von UAS Konstrukten in Neuronen
im mutanten Hintergrund

selbst gekreuzt

yw; A2-3, ki

Transposase-Stamm fur
Keimbahntransformation

Stammsammlung

CyO/Sco; TM3/D3

Doppelbalancer-Stamm; verwendet
bei Etablierung stabiler Linien nach
Keimbahntransformation

Stammsammlung

UAS-Crk (Il) oder (l11)

Uberexpression der Crk cDNA

diese Arbeit

diese Arbeit

UAS-Crk-RNAi (Il) oder (I11)

Uberexpression eines Crk RNAI
Konstruktes

diese Arbeit

diese Arbeit

UAS-rpr (I1)

Uberexpression der reaper cDNA

Bloomington #5824

Aplin & Kaufman, 1997

UAS-DIAPL (Ill)

Uberexpression der DIAP1 cDNA

Bloomington #6657

Labor von Bruce Hay

UAS-Dp110 (1)

Uberexpression der Dp110 cDNA

Michael Lehmann

Leevers et al., 1996

UAS-Dp110-RNAi (1ll)

Uberexpression eines Dp110 RNAI
Konstruktes

VDRC #38985

Dietzl et al., 2007

UAS-Dakt™" (1)

Uberexpression einer konstitutiv
membranlokalisierten Form von Akt

Michael Lehmann

Cavaliere et al., 2005

UAS-Dakt1/CyO

Uberexpression der Akt cDNA

?

Staveley et al., 1998

UAS-Dakt1-RNAi (11l)

Uberexpression eines Akt RNAI
Konstruktes

VDRC #2902

Dietzl et al., 2007

UAS-TOR (IIl)

Uberexpression der TOR cDNA

Bloomington #7012

Hennig & Neufeld, 2002

UAS-TOR™® (1)

Uberexpression einer dominant
negativen Form von TOR

Bloomington #7013

Hennig & Neufeld, 2002

UAS-S6K.STDETE (ll)

Uberexpression einer konstitutiv
aktiven Form der S6K

Bloomington #6914

Stewart & Barcelo, 2002

UAS-S6K.KQ (Il)

... dominant negativen Form der
S6K

Bloomington #6911

Stewart & Barcelo, 2002

FM6/arm

Balancerstamm fiir das 1. Chr.

Stammsammlung

car'

Mutation im carnation Gen

Bloomington #19

Mainx, 1938

Tab. 10: Auflistung der verwendeten Fliegenstamme.

Alle Fliegenstamme wurden bei 25T und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 65% in

Glasern mit Drosophila Medium gehalten. Zusatzlich enthielten die Glaschen fir

Kreuzungen oder fir die Aufrechterhaltung der Stamme Streuhefe; Glaschen, die fir die

Alterung von Fliegen verwendet wurden, enthielten etwas weniger Brei und keine

Streuhefe. In den Zuchtraumen herrschte ein kinstlicher Tag/Nacht-Rhythmus von 12/12h

LD.
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2.3.2.2. Kreuzungen

Kreuzungen wurden unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Fir eine Kreuzung
wurden jeweils drei bis funf Jungfrauen und ein bis drei Mannchen in ein Glas
zusammengesetzt. Die Parentalgeneration wurde vor dem Schlipfen der F1-Generation

aus dem Glas entfernt. Die Betaubung der Fliegen erfolgte mit CO,.

2.3.3. Versuche zu Lebenserwartung und Verhalten

2.3.3.1. Alterungsversuche
Fliegenmannchen wurden zu je 25 in Alterungsglaschen gehalten und jeden zweiten bis

dritten Tag in frische Glaser Uberflhrt und dabei die toten Tiere gezabhit.

2.3.3.2. Phototaxis

Verhaltensversuche wurden grundsatzlich zur Vermeidung tagesrhythmischer Effekte zur
selben Tageszeit durchgefuhrt. Das phototaktische Verhalten der Fliegen wurde nach
der von Benzer (1967) beschriebenen Methode in dem dazugehérigen Apparat getestet.
Dieser besteht aus zehn Glasrbhren, die paarweise gegeniberliegend angeordnet sind;
sie sind gegeneinander verschiebbar. Im verwendeten Versuchsaufbau befand sich
jeweils ein Roéhrchen eines Paares im Dunkeln, das andere im Licht. Der Abstand zur
Lichtquelle betrug circa 15cm. Zu Beginn des Versuchs wurden ungefahr 50 Fliegen an
das Ende des ersten dieser Rohrchen gebracht, das sich im Dunkeln befand. Sie hatten
nun eine Minute Zeit, sich in Richtung der Lichtquelle zu begeben; die Entfernung
zwischen den Enden der beiden R6hrchen und damit die Laufstrecke betrug 70cm, der
Durchmesser der Rohrchen 1,5cm. Nach einer Minute wurden die Rohrchen um eine
Position verschoben und diejenigen Tiere, die sich in der beleuchteten Halfte befanden,
wurden in das neue nun gegeniberliegende abgedunkelte Rohrchen geschittelt.
Insgesamt wurde den Fliegen finfmal die Gelegenheit gegeben, auf den Lichtreiz zu
reagieren. Nach Abschluss der finf Zyklen wurde ausgezahlt, wie viele Fliegen sich in
den Réhrchen 1-6 befanden. Fir jeden Genotyp wurden die Daten aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen ausgewertet, wobei teilweise dieselben Fliegen bis zu dreimal
hintereinander am selben Tag getestet wurden und der Mittelwert dieser Laufe in die

Auswertung einging.
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2.4. Histologische Methoden

2.4.1. Paraffinschnitte und Quantifizierung der Neu  rodegeneration

2.4.1.1. Paraffinschnitte

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten adulter Fliegengehirne wurden jeweils zehn bis
zwanzig Mannchen verschiedener Genotypen nach der Methode von Heisenberg
(Heisenberg, 1980) mit den Kopfen nach oben und den Risseln in gleicher Ausrichtung
auf einem Kragen aufgereiht. Zwischen die zu unterscheidenden Fliegenlinien wurde auf
jeden Kragen eine sine oculis-Fliege in asymmetrischer Anordnung eingefligt, um spéater

eine Zuordnung der verschiedenen Genotypen zu ermdglichen.

Die Fixierung wund Einbettung in Paraffin  wurde gemaR folgendem Protokoll

durchgefuhrt:
Fixierung in Carnoy (frisch hergestellt) bei RT far 3,5-4h
Entwasserung in 99% EtOH bei RT fir 2x 30min.

in 100% EtOH bei RT fir 1x 60min.

in Methylbenzoat bei RT UN

in Methylbenzoat/Paraffin 1:1 bei ca. 60C fiur 1h
Einbetten in Paraffin bei ca. 60C fiur 6x ca. 30min.
Eingiel3en in Paraffin im Plastikférmchen

Ausharten lassen

AnschlieRend wurden die Paraffinblocke auf Metallblocke aufgeklebt, prazise getrimmt
und mit einem Reichert Jung Mikrotom 7pm-Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden
kurz auf einem mit Glycerolalbumin beschichteten und von Wasser bedeckten
Objekttrager bei 40C gestreckt, dann wurde das Was ser weitgehend abgesaugt. Die
Schnitte durften Uber Nacht staubfrei bei Raumtemperatur auf den Objekttrdgern

antrocknen.

Am néachsten Tag wurde das Paraffin durch eintauchen in Xylol bei ca. 60C fir
mindestens 2x 15min. entfernt. Die Schnitte wurden noch nass mit DPX eingedeckelt

und bei 4C im Dunkeln aufbewahrt.

2.4.1.2. Mikroskopie und Quantifizierung der Neurod  egeneration

Beim Schneiden wurden die autofluoreszierenden Augenpigmente jeweils Uber das ganze
Gehirn der Fliege verteilt, was die mikroskopische Analyse des Gehirnphanotyps
ohne zusatzliche Farbung ermdéglichte. Die Mikroskopie erfolgte an einem Zeiss Axiophot
Mikroskop. Mit Hilfe der Intas Camera Control Software V2.05 wurden Fotografien der

Gehirnphénotypen erstellt.
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Zur genaueren Charakterisierung des Grades der Neurodegeneration wurde der
durchschnittliche prozentuale Anteil des Gewebes in Lobula und Medulla ermittelt, der von
der Vakuolisierung betroffen war. Dabei wurden pro Kopf jeweils beide Hemispharen in
drei aufeinanderfolgenden Schnitten auf Hohe des Oesophagus mit einem Zeiss Axioplan
Mikroskop aufgenommen und mit Hilfe der analySIS 2.1 Software ausgewertet. Pro Kopf
wurde der Mittelwert aus diesen drei Schnitten aus beiden Gehirnhalften gebildet; pro
Genotyp wurden jeweils mindestens vier, fir die Kontrollen (vap/Y; +/appl-GAL4) Gber 15

Kdpfe ausgewertet.

2.4.2. Semidunnschnitte und Toluidinblau-Farbungen

2.4.2.1. Semidinnschnitte
Semidinnschnitte von Gehirnen adulter Mannchen wurden freundlicherweise von Ursula
Roth angefertigt. Dazu wurden diese zunachst durch Entfernen von Rissel und

Luftsacken in PPS6 pH7,4 auf Eis prapariert . Danach wurden folgende Schritte

durchgefuhrt:
Fixierung in 5% Glutaraldehyd bei 4C uN
Waschen in PPSO6 pH7,4 3x
Kontrastieren in 1% Osmiumtetraoxid bei 4C fur 2h auf Schiittler
Waschen in PPSO pH7,4 3x
Entwésserung 30%, 50%, 70%, 80%, 95%, 99%, 2x 100% EtOH
uber steigende fur je 10min.
Alkoholreihe
Waschen in Propylenoxid 2X fur je 10min.
in Durcupan bei RT UuN
(Propylenoxid:Epon 1:1)
in Epon bei RT 1h
Einbetten in Epon (frisch) bei 37C UN

Ausharten in Firmchen

Mit einem Leica Reichert 2040 Autocut Mikrotom wurden anschlielend 2um dicke

Schnitte angefertigt.

2.4.2.2. Toluidinblau-Farbungen und Mikroskopie

Die Objekttrager mit den Semidinnschnitten wurden bei 60C auf einer Warmeplatte
getrocknet, fur 1-2min. bei 60T mit filtrierter Toluidinblau-Farbeldésung  Uberschichtet
und dann 2x mit H,Owiig gewaschen. Eingedeckelt wurde mit DPX. Die Mikroskopie

erfolgte an einem Zeiss Axiophot Mikroskop.
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2.4.3. Ultradinnschnitte und Elektronenmikroskopie

2.4.3.1. Ultradinnschnitte

Ultradiinnschnitte von Gehirnen adulter Mannchen wurden freundlicherweise ebenfalls
von Ursula Roth angefertigt. Praparation und Fixierung erfolgten wie fir die
Semidiinnschnitte angegeben (siehe Abschnitt 2.4.2.1.). Von den Praparaten wurden mit

einem Leica Reichert 2040 Autocut Mikrotom 50-100nm dicke Schnitte angefertigt.

2.4.3.2. Kontrastierung und Mikroskopie

Die Schnitte wurden auf Grids aufgezogen und in 2% Uranylacetat in destilliertem Wasser
und Bleicitrat nach Reynolds (1963) kontrastiert . Die Untersuchung der Praparate
wurde an einem Zeiss EM 10 C/VR Transmissionselektronenmikroskop bei 80kV

durchgefihrt.
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3.1. Funktionelle Analyse von Drosophila RasGAP

3.1.1. Letalitat der ubiquitiren RasGAP Uberexpression

3.1.1.1. Zeitpunkt der Letalitat

Wie bereits in frheren Untersuchungen festgestellt worden war, fiuhrt eine ubiquitare
Uberexpression der RasGAP cDNA sowohl in wildtypischen Fliegen als auch in vap
Mutanten zur Letalitdt (Kiermayer, 2003). Um diesen Effekt genauer zu untersuchen,
wurde das UAS/GAL4 System von Brand und Perrimon (1993) verwendet.

Es besteht zum einen aus dem Gen fir den Transkriptions-Aktivator GAL4 aus der Hefe,
welches zuféllig im Fliegengenom inseriert ist und je nach Insertionsort unter der Kontrolle
des an dieser Stelle vorhandenen Promotors in bestimmten Geweben oder Zellen
exprimiert wird. Dieser sogenannte Treiber aktiviert dort die Transkription eines Zielgens,
das sich unter der Kontrolle der GAL4 bindenden upstream activating sequence (UAS)
befindet. Das GAL4 Gen und das Zielgen mit der vorgeschalteten UAS Sequenz liegen
zunachst getrennt in zwei unterschiedlichen transgenen Fliegenstdmmen vor. Durch
Kreuzung dieser Stamme wird das Zielgen in den Nachkommen im gewlinschten Muster
exprimiert, so dass die Folgen dieser ektopischen Expression untersucht werden kénnen.
Die Linie actin-GAL4 ermoglicht die Expression eines UAS-Zielgens in allen Geweben der
Fliege; dies fuhrt jedoch haufig zur Letalitéat, da das Zielgen in Geweben oder Zellen
ausgeprégt wird, in denen es sonst nicht oder in geringerer Menge vorhanden ist. Auch
die Expression von UAS-RasGAP mit actin-GAL4 ist fur die Tiere todlich. Um
festzustellen, zu welchem Zeitpunkt der Entwicklung dieser Effekt auftritt, wurde folgende
Kreuzung durchgefihrt (Abb. 12):

P UAS-RasGAP; + + actin-GAL4
. - X ;
SM6::TM6B + TM6B
UAS-RasGAP; + UAS-RasGAP; + SM6::TM6B SM6::TM6B
_— oder _— oder _— oder _—
+; actin-GAL4 +; TM6B +; actin-GAL4 +; TM6B
nicht Tb Th Th letal

Abb. 12: Kreuzungsschema fur die ubiquitare Express ion von UAS-RasGAP in wildtypischen Fliegen.

Beide Elternstémme tragen das Balancer-Chromosom TM6B, im UAS Stamm gekoppelt an SM6, so dass zweites und
drittes Chromosom zusammen vererbt werden. Der auf TM6B enthaltene Tubby-Marker (Tb) fihrt zu einem im Vergleich
zum Wildtyp gedrungeneren Koérperbau, so dass diejenigen Nachkommen, die sowohl das UAS-RasGAP Konstrukt als
auch den Treiber actin-GAL4 besitzen, an ihrer fur diesen Marker wildtypischen Gestalt zu erkennen sind.

P: Parentalgeneration, F: Filialgeneration.

Das Balancer-Chromosom TM6B, welches in beiden Elternstammen vorhanden ist (im
UAS Stamm gekoppelt an SM6, so dass diese Chromosomen miteinander vererbt
werden), tragt den Marker Tubby (Tb). Tiere, die diesen Marker tragen, sind kleiner und

gedrungener als fur das entsprechende Gen wildtypische Fliegen. Besonders bei Larven
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und Puppen ist dies gut zu erkennen, so dass in der oben aufgefiihrten Kreuzung
diejenigen Nachkommen, welche ein Balancer-Chromosom tragen, schon in frihen
Entwicklungsstadien sehr leicht von solchen, die beide Konstrukte tragen, unterschieden
werden koénnen. Solche Larven des dritten Stadiums, die sowohl actin-GAL4 als auch
UAS-RasGAP tragen, waren im erwarteten Verhdltnis zu finden und wurden in eigene
Glaschen uberfuhrt und ihre Entwicklung weiter beobachtet.

Die Larven verpuppten sich, jedoch waren spéate Puppenstadien, in denen beispielsweise
eine Verdunkelung der Fligel durch die Puppenhllle sichtbar ware (Stadium P12 nach
Bainbridge & Bownes, 1981), nicht zu beobachten. Wie erwartet, schllpften keine adulten
Tiere. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Tiere, welche RasGAP ubiquitar exprimieren,

in einem frihen Puppenstadium sterben.

3.1.1.2. Einfluss der verschiedenen Domé&nen von Ras  GAP auf die Letalitat

Um herauszufinden, ob nur die ubiquitire Uberexpression des voll funktionstiichtigen
Proteins zum Tod der Tiere fuhrt oder ob dafir bestimmte Doméanen von RasGAP
verantwortlich sind, wurden verschiedene UAS Konstrukte mit dem actin-GAL4 Treiber
kombiniert (Abb. 13):

Abb. 13: Schematische Darstellung der
Proteine, die bei Expression

verschiedener UAS-RasGAP cDNA
A [C[shz[shs[snz[™ | pH_[T] c2 [T eAp [T Jeschedene Y

Das als UAS-RasGAP*  bezeichnete
B Konstrukt besitzt eine Punktmutation in der

GAP Kkatalytischen Doméne, welche den

Funktionsverlust dieser Domane verursacht

(A). Das Konstrukt UAS-17.30 fuhrt zur

C Iﬁﬂmﬁiﬂ-mlm-m_ Expression eines kurzen Stiicks von

RasGAP, in dem nur die beiden SH2 und die
SH3 Domane vorhanden sind (B). Im

D .mmm-m.m-m_ Konstrukt UAS-22.2 enthalten die beiden

SH2 Domaénen jeweils eine Punktmutation,
so dass im Protein diese Doménen

geschédigt sind (C). Bei Expression des als
E Iﬁﬂmﬁiﬂ-ml-m_ UAS-N15.1 bezeichneten Konstruktes besitzt
das entstehende Protein eine mutierte N-
terminale SH2 Doméne (D). In UAS-C75.6 ist

F [TlsH2[sh3[sH2[™ | PH [] c2 [T | AP [T | die naher beim C-Terminus gelegene SH2

Doméne mutiert (E), in UAS-B111.4 die SH3
Domaéne (F).

(Schema bearbeitet nach J. Botella)

Durch eine Punktmutation kommt es bei Expression des Konstruktes UAS-RasGAP*
(Abb. 13A) zu einem Aminosdure-Austausch von Arginin zu Lysin an Position 695 im
Protein, welcher vermutlich einen Funktionsverlust der GAP Kkatalytischen Doméne
verursacht (Kiermayer, 2003). Bei Expression von UAS-17.30 entsteht nur ein kleiner Teil
des RasGAP Proteins (AS 83-343), der lediglich die beiden SH2 und die SH3 Domane
beinhaltet (Abb. 13B). Im Konstrukt UAS-22.2 (Abb. 13C) werden stark konservierte
Arginin-Reste an Position 110 und 278 durch Leucin ersetzt, in den Konstrukten UAS-
N15.1 (Abb. 13D) beziehungsweise UAS-C75.6 (Abb. 13E) liegt nur jeweils eine dieser

beiden Mutationen (R110L beziehungsweise R278L) vor, so dass nur jeweils eine der
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SH2 Domaénen in ihrer Funktion gestort ist (Feldmann et al., 1999; Woodcock & Hughes,
2004). Im Konstrukt UAS-B111.4 (Abb. 13F) wird ein hoch konserviertes Tryptophan an
Position 219 durch Alanin ersetzt; dadurch sollte eine mutierte SH3 Doméane entstehen.
Die Konstrukte wurden jeweils im Labor von David A. Hughes kloniert und transgene
Fliegenlinien etabliert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ubiquitare
Uberexpression von UAS-B111.4 zum Tod der Tiere filhrt. Ubiquitare Expression der
Konstrukte UAS-RasGAP*, UAS-17.30 wund UAS-22.2 durch Kreuzung der
entsprechenden Linien mit dem actin-GAL4 Treiber hingegen fiihrte sowohl im
wildtypischen als auch im vap® Hintergrund nicht zur Letalitit (Giesecke, 2002 und
mindliche Mitteilung J. Botella). Damit konnte gezeigt werden, dass sowohl die GAP als
auch die SH2 Doméanen funktionell vorhanden sein missen, um bei ubiquitarer
Uberexpression eine Letalitat zu verursachen. Welche Bedeutung den einzelnen
Domanen in Bezug auf den Phototaxis- und den Neurodegenerations-Phanotyp in vap

Mutanten zukommt, wird im Folgenden erlautert.

3.1.2. Einfluss der verschiedenen Doménen von RasGA P auf den
Phototaxis-Phanotyp
Funf Tage alte vap Fliegen zeigen ein gestortes phototaktisches Verhalten: sie bewegen
sich nicht wie wildtypische Fliegen auf einen Lichtreiz zu, sondern bleiben in einem
Versuch, in denen ihnen die Méglichkeit gegeben wird, sich in finf aufeinanderfolgenden
Zyklen auf das Licht zu und damit jeweils ein R6hrchen weiter zu bewegen, zum Grol3teil
im ersten Rohrchen sitzen (Kiermayer, 2003); dieses Ergebnis konnte im Rahmen dieser
Arbeit bestatigt werden (Abb. 14).

Verteilung der Fliegen im Phototaxis-Versuch Abb. 14: Phototaxis-Phano typ von
funf Tage alten vap? Fliegen.
Dargestellt ist die prozentuale
100 Verteilung der im Versuch eingesetzten
l —e—CantonS  Fliegen auf verschiedene Rohrchen.
80 Finf Tage alte wildtypische (CantonS)

vap2 Fliegen bewegen sich zum Licht hin, so
$ 60 dass sich am Ende des Versuchs viele
_5’ Tiere in den letzten Réhrchen befinden.
L 40 Fliegen des Stammes vap® bleiben
X hingegen grof3teils im ersten Réhrchen.

20 /I———I/i\i Genotypen: CantonS: CS/Y, vap2:
|} : vap?/Y.

Réhrchen-Nr.
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Um festzustellen, welchen Einfluss die einzelnen Doméanen des RasGAP Proteins auf die
Entstehung des gestdrten phototaktischen Verhaltens besitzen, wurden im hemizygoten
vap® Hintergrund die verschiedenen RasGAP cDNA Konstrukte (siehe Abb. 13) mit Hilfe
des neuronalen Treibers elav-GAL4 exprimiert und in mindestens drei unabhangigen
Versuchen das phototaktische Verhalten von jeweils ungefahr 50 Fliegen analysiert. Die
Expression dieser UAS Konstrukte unter Kontrolle des elav-GAL4 Treibers sollte im
mutanten Hintergrund in den Neuronen die Funktion der jeweils codierten, nicht mutierten
Doménen wieder herstellen. Aus dem resultierenden Effekt auf den Phanotyp kann auf
die Bedeutung der vorhandenen beziehungsweise nicht vorhandenen Doméanen
geschlossen werden. Wie in Abbildung 14 zu sehen, ist der Verhaltensunterschied
besonders deutlich am prozentualen Anteil der Fliegen zu erkennen, die im ersten

Roéhrchen bleiben; deshalb wurde dieser verglichen (Abb. 15).

Prozentualer Anteil der Fliegen im ersten R6hrchen

100 ~
90 +
80 T
70 - L 1'
60 + 'l'
50 - .|. J. 'l' T
40 - I L T
30 J. L
20 I
10 +
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
CantonS vap2 vap2;UAS- vap2;UAS- vap2;,UAS- vap2;UAS- vap2;UAS- vap2;UAS-
RasGAP 17.30 22.2 N15.1 C75.6 B111.4
Abb. 15: Beeinflussung des Phototaxis-Phanotyps von vap’ Fliegen durch neuronale Expression verschiede ner

UAS Konstrukte.

Wahrend nur 20% einer Population von finf Tage alten wildtypischen Fliegen (CantonS) am Ende eines Phototaxis-
Versuchs im ersten Réhrchen des Versuchsapparates vorhanden sind, bleiben von Fliegen des vap2 Stammes circa 75%
im ersten Rohrchen sitzen. Neuronale Expression des Konstruktes UAS-RasGAP im vap® Hintergrund fuhrt zu einer
deutlichen Verbesserung dieses Phanotyps. Expression des Konstruktes UAS-17.30, wodurch nur die beiden SH2 und die
SH3 Doméne von RasGAP ausgepragt werden, fuhrt dagegen nicht zur Abschwéchung. Expression eines Konstruktes, in
dem beide SH2 Doménen mutiert sind (UAS-22.2) fuhrt nicht zu einer signifikanten Verbesserung des Phéanotyps.
Expression von Konstrukten, in denen jeweils eine der SH2 Doméanen (UAS-N15.1 oder UAS-C75.6) oder aber die SH3
Doméne (UAS-B111.4) mutiert ist, verursacht eine Verbesserung des Verhaltens.

Genotypen: CantonS: CS/Y, vap2: vapzlY, vap2;UAS-RasGAP: vapzlY; UAS-RasGAP/+; +/elav-GAL4, vap2;UAS-17.30:
vap?lY; UAS-17.30/elav-GAL4, vap2; UAS-22.2: vap’/Y; UAS-22.2/elav-GAL4, vap2; UAS-N15.1: vap’/Y; UAS-N15.1/+;
+lelav-GAL4, vap2; UAS-C75.6: vap’/Y; UAS-C75.6/elav-GAL4, vap2; UAS-B111.4: vap?/Y; UAS-B111.4/+; +/elav-GAL4.

Wie bereits auch von Kiermayer (2003) gezeigt, verbessert Expression der wildtypischen
RasGAP cDNA unter Kontrolle des neuronalen Treibers elav-GAL4 das in finf Tage alten
vap’ Fliegen gestérte phototaktische Verhalten deutlich. Somit ist bewiesen, dass die vap
Mutation Ursache dieses Phanotyps ist. Von Kiermayer (2003) war auch festgestellt

worden, dass vap? Fliegen, in denen mit Hilfe des UAS-17.30 Konstruktes und des elav-

GAL4 Treibers die beiden SH2 Doméanen und die SH3 Domane exprimiert werden, immer
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noch ein gestortes phototaktisches Verhalten aufweisen; diese Domanen geniigen folglich
allein nicht, um den Phanotyp zu retten. Kiermayer (2003) hatte festgestellt, dass
Expression eines UAS-RasGAP cDNA Konstruktes, in dem lediglich die GAP katalytische
Doméne mutiert ist, die restlichen Domanen aber ungeschadigt vorliegen, den Phanotyp
nicht retten kann. Jedoch konnte auch Expression eines anderen GAP Proteins, GAP1,
den Phanotyp nicht retten; eine GAP katalytische Aktivitat allein scheint also auch nicht
auszureichen.

Wahrend bei Kiermayer (2003) die Expression des Konstruktes UAS-22.2 zu einer
Verschlechterung des Verhaltens gefiihrt hatte, kam es bei den im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchen zu keiner signifikanten Veranderung; das
Ergebnis ist hier also nicht eindeutig. Durch Expression von Konstrukten, in denen jeweils
nur eine der beiden SH2 Domanen (UAS-N15.1 und UAS-C75.6) mutiert ist, konnte das
phototaktische Verhalten verbessert werden (Abb. 15), was eher fir eine nicht
entscheidende Rolle der einzelnen SH2 Doméanen spricht. Expression des Konstruktes
UAS-B111.4 fihrte zu einer Anzahl von Fliegen im ersten Rohrchen ahnlich der bei
Expression von UAS-RasGAP. Zur Uberpriifung der Richtigkeit der aus der reinen
Betrachtung der Graphen getroffenen Aussagen wurden die Daten fiir diesen Versuch
einem two-tailed paired t-Test unterzogen, dessen Ergebnisse die gewonnenen
Erkenntnisse stlitzen; die P-Werte kénnen der Tabelle A1 im Anhang entnommen werden.
Gemeinsam mit den Ergebnissen von Kiermayer (2003) kann festgestellt werden, dass fur
ein normales phototaktisches Verhalten von Drosophila melanogaster das Vorhandensein
einer GAP katalytischen Doméane oder des N-terminalen Teils allein nicht ausreicht. In
einem weiteren Versuch sollte auch hinsichtlich des Neurodegenerations-Phénotyps die
Bedeutung der einzelnen Domé&nen untersucht werden; die Ergebnisse werden im

nachsten Abschnitt erlautert.

3.1.3. Einfluss der verschiedenen Domanen von RasGA P auf den
Neurodegenerations-Phanotyp

Es wurden wiederum Kreuzungen zur Expression der verschiedenen UAS Konstrukte
unter der Kontrolle des elav-GAL4 Treibers im vap® Hintergrund durchgefiihrt und die
gewtinschten Nachkommen 20 Tage gealtert. AuRerdem wurden Mannchen der Stamme
CantonS und vap® abgesammelt und ebenfalls gealtert. Von den Képfen dieser Fliegen
wurden Paraffinschnitte angefertigt und die Vakuolisierung in Lobula und Medulla mit Hilfe
der AnalySIS Software quantifiziert. Zur Berechnung wurde jeweils aus den Werten beider
Hemisphéren eines Kopfes in drei aufeinanderfolgenden Schnitten der Mittelwert gebildet;

pro Genotyp wurden jeweils finf Kopfe ausgewertet.
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Wie von Kiermayer (2003) bereits gezeigt, kann die in vap® Fliegen auftretende
Neurodegeneration durch neuronale Expression der RasGAP cDNA vollstandig gerettet
werden; dadurch ist bewiesen, dass die Mutation in RasGAP tatsachlich fiir den Phanotyp
verantwortlich ist. Uberraschenderweise rettet allerdings auch die Expression eines
Konstruktes, in dem die GAP Domane mutiert ist (UAS-RasGAP*); Expression des UAS-
17.30 Konstruktes, von dem lediglich die SH2/SH3/SH2 Doméanen gebildet werden, kann

ebenfalls den wildtypischen Zustand wiederherstellen (Abb. 16).

Prozentualer Anteil vakuolisierten Gehirngewebes in Lobula und Medulla

2 4
1 4
0
CantonS vap2 vap2;UAS- vap2;UAS- vap2;UAS-
RasGAP RasGAP* 17.30

Abb. 16: Rettung des Neurodegenerations-Phanotyps v on vap? Fliegen durch neuronale Expression verschiede  ner
UAS Konstrukte.

Neuronale Expression des Konstruktes UAS-RasGAP stellt in 20 Tage alten vap? Fliegen den wildtypischen Zustand des
Gehirns wieder her. Wird ein Konstrukt exprimiert, in dem die GAP Domé&ne mutiert, der Rest des Proteins jedoch
vorhanden ist (UAS-RasGAP*), ist ebenfalls keine Neurodegeneration mehr zu beobachten. Auch die Expression des
Konstruktes UAS-17.30, wodurch nur die beiden SH2 und die SH3 Doméne von RasGAP ausgepragt werden, fihrt zur
vollstdndigen Rettung des Neurodegenerations-Phéanotyps. Die katalytische Doméne ist folglich fir die Aufrechterhaltung
der Neuronen nicht entscheidend; hier kommt dem N-terminalen Teil des Proteins eine entscheidende Rolle zu.

Genotypen: CantonS: CS/Y, vap2: vap’Y, vap2;UAS-RasGAP: vap’/Y; UAS-RasGAP/+, +/elav-GAL4, vap2; UAS-
RasGAP*: vap?/Y; UAS-RasGAP*/elav-GAL4, vap2; UAS-17.30: vap?/Y; UAS-17.30/elav-GALA4.

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die katalytische Aktivitat von Drosophila
RasGAP nicht fur die Integritdt der Neuronen nétig ist. Hier kommt dem N-terminalen Teill
des Proteins eine entscheidende Rolle zu.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass ein Konstrukt, das eine
Mutation in der SH3 Doméne besitzt (UAS-B111.4), ebenfalls vollstandig retten konnte.
Konstrukte, von denen das gesamte Protein exprimiert wird, die jedoch in beiden (UAS-
22.2) oder in jeweils einer der SH2 Domanen eine Mutation tragen (UAS-N15.1 oder
UAS-C75.6), die zum Funktionsverlust fuhrt, konnten hingegen den wildtypischen Zustand
nicht vollstandig wiederherstellen (Abb. 17). Damit wurde gezeigt, dass die Funktion der

SH2 Doméanen von Drosophila RasGAP entscheidend fur die Integritat der Neuronen ist.
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Prozentualer Anteil vakuolisierten Gehirngewebes in Lobula und Medulla
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T
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CantonS vap2 vap2;UAS- vap2;UAS- vap2;UAS- vap2;UAS-
B111.4 22.2 N15.1 C75.6

Abb. 17: Beeinflussung des Neurodegenerations-Phdano  typs von vap® Fliegen durch neuronale Expression
verschiedener UAS Konstrukte.

Neuronale Expression eines Konstrukts, von dem das gesamte Protein gebildet wird, wobei jedoch die SH3 Doméne
mutiert ist (UAS-B111.4), kann den Phanotyp von 20 Tage alten vap® Fliegen vollstandig retten. Die Expression von
Konstrukten, die das gesamte Protein codieren, wobei jedoch Mutationen in beiden (UAS-22.2) oder in jeweils einer der
SH2 Doménen vorliegen (UAS-N15.1 oder UAS-C75.6), welche zu deren Funktionsverlust fiihren, kdnnen den
wildtypischen Zustand nicht vollstandig wiederherstellen. Daraus lasst sich schlieBen, dass die SH2 Domanen essentiell fur
die Integritat der Neuronen sind.

Genotypen: CantonS: CS/Y, vap2: vapzlY, vap2;UAS-B111.4: vapzlY; UAS-B111.4/+; +lelav-GAL4, vap2;UAS-22.2:
vap?lY; UAS-22.2/elav-GAL4, vap2;UAS-N15.1: vap?Y; UAS-N15.1/+, +/elav-GAL4, vap2;UAS-C75.6: vap’/Y; UAS-
C75.6/elav-GAL4.

Die funktionelle Analyse ergab, dass nicht, wie erwartet, die katalytische Domane von
RasGAP in den Fliegen die entscheidende Rolle fur die Integritdt der Neuronen spielt,
sondern auch oder vor allem den anderen Domanen, speziell im N-terminalen Bereich
des Proteins, grof3e Bedeutung fir die korrekte Funktion zukommt. Diese Domé&nen sind
fur die Vermittlung von Interaktionen zusténdig, durch die die Funktion von RasGAP
offensichtlich in hohem Male beeinflusst wird. Deshalb sollten diese Interaktionen im
Rahmen der vorliegenden Dissertation weiter analysiert werden. Ein haufig genutztes
System, um Protein/Protein Interaktionen nicht auf biochemischer Ebene, sondern in vivo
zu identifizieren, ist der sogenannte Yeast Two Hybrid Screen, der im nun folgenden Tell
der Arbeit verwendet wurde, um neue Interaktionspartner von Drosophila RasGAP zu

identifizieren.
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3.2. Untersuchung molekularer Interaktionen von
Drosophila RasGAP mittels Yeast Two Hybrid Screen

3.2.1. Das ProQuest ™ Two Hybrid System

Um Protein/Protein Interaktionen zu definieren, gibt es verschiedene Methoden wie Co-
Immunoprazipitation oder Affinitdtschromatographie. Diese kdnnen eingesetzt werden,
wenn bereits relativ viel bekannt ist Uber die mutmalllichen Interaktionspartner
beziehungsweise wenn eine bereits bekannte Wechselwirkung genauer definiert werden
soll. Auch mit Hilfe eines Yeast Two Hybrid Screens lassen sich vermutete Interaktionen
zwischen zwei bekannten Proteinen untersuchen. Die Methode ist jedoch auch geeignet,
um unbekannte Interaktionspartner eines untersuchten Proteins zu identifizieren.

Die Methode wurde von Fields & Song (1989) entwickelt und seither immer weiter
verbessert; es gibt verschiedene kommerziell vertriebene Systeme. Eines davon, das
ProQuest™ Two Hybrid System von Invitrogen, wurde in der vorliegenden Arbeit
verwendet. In diesem System wird der GAL4 Transkriptionsfaktor aus Saccharomyces
cerevisiae eingesetzt, um auf den Chromosomen integrierte Reportergene zu aktivieren.
Im verwendeten Hefestamm MaV203 ist das GAL4 Gen deletiert, so dass die
Reportergene nur exprimiert werden, wenn durch Interaktion zweier Proteine X und Y die
daran fusionierten DB und AD Doménen von GAL4 in raumliche Nahe gebracht und
dadurch der funktionstiichtige Transkriptionsfaktor wiederhergestellt wird (siehe Abb. 10).

Im ProQuest™ Two Hybrid System gibt es drei Reportergene, die stabil in einfacher Kopie
im Genom des Hefestamms MaV203 integriert sind: HIS3, URA3 und lacZ. Sie werden
jeweils von unabhangigen Promotoren induziert, was die Zahl Falsch-Positiver verringert.
Zudem sind die verwendeten Vektoren low copy number Vektoren, wodurch ebenfalls die
Zahl Falsch-Positiver, die durch Uberexpression der Fusionsproteine entstehen kénnen,
reduziert wird; zudem wird eine Toxizitdt einer zu hohen Menge der codierten Proteine
und damit die Zahl Falsch-Negativer herabgesetzt. In dem verwendeten System sind
dartber hinaus verschiedene Kontrollstdmme enthalten, die eine standige Kontrolle der
Handhabung und zudem eine Einordnung der Interaktionsstarken ermdéglichen.

Die interaktionsabh&ngige Induktion von HIS3 oder URA3 kann anhand des Wachstums
der ansonsten dafiir auxotrophen Hefezellen auf Platten ohne Histidin (durch Bildung des
HIS3-Genprodukts Imidazol-Glycerolphosphat-Dehydratase) beziehungsweise Uracil
(durch Bildung des URA3-Genprodukts Orotidin-5’-Monophosphat-Decarboxylase)
beobachtet werden; die Induktion von lacZ resultiert in einer Blaufarbung der Kolonien in
einem X-gal Assay, da die von diesem Gen codierte 3-Galaktosidase X-gal spalten und

dadurch von einer farblosen in eine farbige Substanz umsetzen kann.
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Das System kann dazu verwendet werden, zu testen, ob zwei bekannte Proteine
miteinander interagieren, oder um in einer cDNA Bibliothek codierte, bisher unbekannte
Interaktionspartner eines Proteins zu identifizieren. Dafir mussen die im folgenden

Schema beschriebenen Schritte durchgefiihrt werden (Abb. 18):

Herstellung beziehungsweise Uberpriifung einer cDNA Bibliothek im GAL4-AD Vektor pEXP-AD502

)

Klonierung des zu untersuchenden Gens X in frame mit der GAL4-BD Sequenz in den pDBLeu Vektor

)

Transformation von Hefen des Stammes MaV203 mit pDBLeu-X

1

Test der MaV203(pDBLeu-X) Zellen auf Selbstaktivierung der Reportergene und
Bestimmung der zur Unterdriickung der intrinsischen HIS3 Expression benétigten 3AT Konzentration

i

Transformation von MaV203(pDBLeu-X) mit pEXP-AD502-Bibliothek unter anschlieRender
Selektion derjenigen Zellen, die beide Plasmide enthalten und das HIS3 Reportergen aktivieren

)

Reinigungsausstrich der Zellen, die moglicherweise interagierende Proteine enthalten und
Ausstreichen isolierter Klone auf eine Masterplatte

!

Replika-Plattierung von der Masterplatte auf Selektionsplatten zur Bestimmung der Induktion der drei Reportergene

i

Retransformations-Versuch mit Kolonien, die die Reportergene induzieren, um zu bestatigen, dass
DB-X und AD-Y auch interagieren, wenn AD-Y erneut mit einem frischen DB-X Plasmid getestet wird

i

Gegebenenfalls Bestéatigung der Interaktion durch unabhéngige Methoden wie beispielsweise Co-Immunoprazipitation

Abb. 18: Durchfiihrung eines Yeast Two H¥brid Screen s zur ldentifizierung bisher unbekannter Interaktio ns-
partner eines Proteins X mit dem ProQuest ' Two Hybrid System von Invitrogen.

Ausgangspunkt sind ein pDBLeu Konstrukt, in dem das untersuchte Protein X an die GAL4-DB fusioniert ist, und eine
cDNA Bibliothek im GAL4-AD Vektor pEXP-AD502. Zunéachst wird der pDBLeu-X Vektor in den Hefestamm MaV203
transformiert. Der transformierte Stamm wird darauf getestet, ob das pDBLeu Konstrukt bereits eigenstandig die
Transkription der Reportergene aktiviert; in diesem Fall kdnnte der Screen so nicht durchgefiihrt werden. Das Reportergen
HIS3 zeigt aulRerdem im verwendeten Stamm eine intrinsische Expression, welche durch den Inhibitor 3AT (3-Amino-1,2,4-
Triazol) unterdriickt werden kann; die dafiir notwendige Konzentration muss in einem vorab durchgefihrten Versuch
bestimmt werden.

Nach erfolgreicher Durchfiihrung dieser Vorversuche kann die Transformation der Bibliothek in MaV203 Zellen erfolgen,
die bereits den pDBLeu-X Vektor enthalten. Die entstandenen Klone werden auf Vorhandensein beider Plasmide
(Selektionsmarker LEU2 fir den pDBLeu Vektor und TRP1 fur den pEXP-AD502 Vektor) und Induktion des Reportergens
HIS3 durch Interaktion von X mit einem bisher unbekannten Protein Y (codiert in der Bibliothek) selektiert. Die auf HIS-
Platten gewachsenen Zellen, die vermutlich die cDNA fir ein interagierendes Protein enthalten, werden nach einem
Reinigungssausstrich zur Vereinzelung auf eine sogenannte Masterplatte ausgestrichen. Von dort werden sie mittels
Replika-Plattierung auf Selektionsplatten aufgebracht, um die Induktion der drei Reportergene zu untersuchen.

Positive Klone werden mittels Retransformation nochmals getestet; bei abermals positivem Ergebnis misste die Interaktion
mit Hilfe unabhangiger Methoden bestatigt werden.

(Schema bearbeitet nach ProQuest™ Two Hybrid Benutzerhandbuch)

Im Weiteren werden diese Schritte mit Bezug auf die in der vorliegenden Arbeit

gewonnenen Ergebnisse genauer beschrieben.
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3.2.2. Vorbereitungen

3.2.2.1. Charakterisierung der verwendeten Biblioth ek

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Interaktionen von RasGAP beziehungsweise seiner SH3
Domane (da Interaktionen einzelner Doméanen eventuell leichter zu detektieren sind als
die von grol3en Proteinen) mit Proteinen aus einer adulten Drosophila melanogaster Kopf
Bibliothek untersucht werden. Diese wurde von Invitrogen als Custom ProQuest cDNA
library aus aus Kopfen adulter Fliegen gewonnener mRNA fir Dr. Megan Goodwin von
der University of Glasgow hergestellt. Dazu wurde die durch reverse Transkription
gewonnene cDNA nach Anfugen geeigneter Schnittstellen in den pEXP-AD502 Vektor
ligiert, wobei nur Stiicke Uber 500bp verwendet wurden. Diese Bibliothek wurde in
Bakterien transformiert, dabei entstanden 3x 10° cfu (colony forming units), das heif3t, drei
Millionen unabhangige Klone. Um gentigend DNA fir mehrere Screens zu erhalten,
wurde diese urspriingliche Bibliothek von Dr. Megan Goodwin mehrmals amplifiziert,
zweimal nach einem Protokoll fiir eine semi solid amplification (SS1 und SS2), einmal
nach einem Protokoll fur eine liquid amplification (liquid). Aliquots dieser Amplifikate
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit abermals amplifiziert und fur die Versuche

verwendet.

3.2.2.2. Herstellung der Kéder-Plasmide

Die Klonierung der Koder-Vektoren erfolgte durch Michaela Mark (Mark, 2005). Kurz
zusammengefasst, wurde die cDNA Sequenz des RasGAP Gens (Basenpaare 292 bis
3156 der unter der Zugangs-Nummer AJ012609 gespeicherten Sequenz)
beziehungsweise seiner SH3 Domane (Basenpaare 856 bis 1030) nach Amplifizierung
mittels PCR und Subklonierung in pGEM-T-Easy Uber Sall und Notl von 5" nach 3’ in
frame, also ohne Verschiebung des Leserasters, anschlielend an die GAL4-DB in den
pDBLeu Vektor inseriert. Fir die SH3 Doméane wurde zusatzlich am 5 Ende ein
Startcodon eingefligt, um die Transkription des Teilsticks zu garantieren. Die erfolgreiche

Klonierung wurde fiir beide Konstrukte durch Sequenzierung bestéatigt.

3.2.2.3. Validierung des verwendeten Systems

Ebenfalls von Mark (2005) wurde eine Validierung des verwendeten Sytems durchgefiihrt.
Zunachst wurde gezeigt, dass die Konstrukte alleine nicht die Reportergene aktivieren, in
welchem Fall das System so nicht verwendet werden kdnnte. Aul3erdem konnte gezeigt
werden, dass die Expression der Konstrukte auch nicht toxisch fur die Hefezellen ist, was
ebenfalls eine Durchfiihrung des Screens verhindert hatte. Schlie3lich wurde die cDNA flr
einen bekannten Interaktionspartner der SH3 Domdane von Drosophila RasGAP, die
Aurora Kinase, in den Vektor pPC86 (auf ihm basiert der Bibliotheks-Vektor pEXP-AD502)
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kloniert und die Interaktionstests sowohl fiir das gesamte Protein als auch fir die SH3
Doméne durchgefuhrt. Die von Gigoux et al. (2003) festgestellte Interaktion konnte mit
dem hier verwendeten System bestatigt werden. Somit sollte das System geeignet sein,
um in einem Screen mogliche Interaktionspartner von Drosophila RasGAP mit Proteinen

aus der adulten Kopf Bibliothek zu detektieren.

3.2.2.4. Bestimmung der 3AT Konzentration

Vor Beginn des Screens musste die richtige 3AT Konzentration bestimmt werden, um die
basale Expression des HIS3 Gens zu unterdriicken. Da bei der verwendeten Technik
Variationen in der Handhabung durch den einzelnen Experimentator auftreten kdnnen,
musste dieser bereits von Michaela Mark durchgefiihrte Vorversuch wiederholt werden.
Dazu wurde in den Stamm MaV203 zusatzlich zu pDBLeu-RasGAP beziehungsweise
pDBLeu-SH3 mittels Transformation im kleinen Mal3stab das Plasmid pPC86 (ohne
Insert) eingebracht, auf dem das Bibliotheks-Plamid pEXP-AD502 basiert. Die Zellen
wurden auf geeignete Selektionsplatten (SC-Leu-Trp) aufgebracht und bei 30T inkubiert.
Mit den gewachsenen Kolonien wurden sogenannte Masterplatten angeimpft. Zusatzlich
wurden die im ProQuest™ System vorhandenen Kontrollstimme aufgetragen, die
Plasmide enthalten, auf welchen Proteine mit verschiedenen Interaktionsstéarken codiert
sind (siehe Tab. 9); durch Uberprifung der Phanotypen kann die richtige Handhabung
kontrolliert werden. Nach Inkubation bei 30C fur 18h wurde auf Selektionsplatten
Replika-plattiert, die verschiedene Konzentrationen des Inhibitors 3AT enthielten, wobei
auf die Platte mit der hochsten Konzentration zuerst gestempelt wurde. Die Platten
wurden im Anschlul3 sofort Replica-gereinigt, um Zellreste zu entfernen. Anschlie3end
wurden sie fur 24h bei 30C inkubiert und abermals gereinigt, dann nochmals fir 48h
inkubiert, bevor das Wachstum ausgewertet wurde.

Die Kontrollstdmme zeigten das erwartete Wachstum, das heil3t, die Stdmme E und D,
welche sehr starke beziehungsweise starke Interaktionen zeigen, wuchsen auf allen
Konzentrationen, Stamm C (maRig starke Interaktion) wuchs nicht mehr auf 200mM 3AT,
Stamm B (schwache Interaktion) nicht auf 75mM und 100mM 3AT, und Stamm A (keine
Interaktion) wuchs auf keiner der Platten (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis beweist,
dass die verwendete Technik reproduzierbar angewendet werden konnte.

Die Stamme MaV203(pDBLeu-RasGAP/pPC86) und MaV203(pDBLeu-SH3/pPC86)
zeigten ein schwaches Wachstum auf den Platten mit 10mM 3AT, auf denjenigen mit
einer Konzentration ab 25mM wuchsen keine Zellen (Daten nicht gezeigt). Diese
Konzentration des Inhibitors reicht folglich aus, um die intrinsische Expression von HIS3
zu unterdriicken. Deshalb wurden fur die Screens Platten mit einer Konzentration von
25mM 3AT verwendet.
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3.2.3. Yeast Two Hybrid Screens mit Drosophila RasGAP und mit der
SH3 Domane aus Drosophila RasGAP
3.2.3.1. Transformation
Zur Durchfihrung eines Screens mit der gesamten RasGAP cDNA beziehungsweise mit
der SH3 Domane wurde das Konstrukt pDBLeu-RasGAP beziehungsweise pDBLeu-SH3
zunachst mittels Transformation im kleinen MaR3stab in MaV203 Zellen eingebracht. Die
erfolgreiche Transformation wurde zum einen durch das Wachstum der Plasmid
enthaltenden Zellen in Selektionsmedium ohne Leucin gezeigt, zum anderen wurde das
Vorhandensein des richtigen Plasmids durch PCR und Restriktionsverdau nachgewiesen
(Daten nicht gezeigt).
In diese Zellen wurden anschlieBend die cDNA Bibliotheks-Plasmide in einer
Transformation im groRen Mafistab eingebracht. Die entstandenen Klone wurden auf
grol3e SC-Leu-Trp-His+25mM 3AT Platten ausplattiert und bei 30T inkubiert. Es sollten
hier nur solche Zellen hochwachsen, die beide Plasmide enthalten, und deren Produkte
miteinander interagieren. Zur Berechnung der Transformationseffizienz wurden kleine
Aliquots des Transformationsansatzes auf SC-Leu-Trp Platten aufgetragen; durch
Auszahlung der gewachsenen Kolonien und Hochrechnung auf die insgesamt plattierte
Menge kann bestimmt werden, wie viele Klone beide Plasmide enthalten sollten. Dadurch
kann berechnet werden, wie viele Klone gescreent wurden. Der Screen wurde fur beide
Konstrukte (pDBLeu-RasGAP und pDBLeu-SH3) mit jeweils zwei der drei Amplifikate der
Bibliothek (SS2, SS2 und liquid) durchgefinhrt, aufgrund geringer
Transformationseffizienzen teilweise mehrmals. In Tabelle 11 ist die jeweils insgesamt

erreichte Anzahl gescreenter Klone angegeben.

3.2.3.2. Masterplatte

Die Kolonien, die auf dem Selektionsmedium nach bis zu dreizehn Tagen gewachsen
waren (His® Klone), wurden wiederum auf SC-Leu-Trp-His+25mM 3AT ausgestrichen.
Dadurch wurde nochmals auf interagierende Proteine selektiert; diese Klone wurden
weiter getestet. Sie wurden auf eine Masterplatte aufgetragen, gemeinsam mit einer
Negativkontrolle (MaV203 mit pDBLeu-RasGAP oder pDBLeu-SH3 und dem leeren
Vektor pPC86) und den Kontrollstammen A-E zur Kontrolle der richtigen Handhabung. Ein
Beispiel einer solchen Masterplatte ist in Abb. 19A abgebildet.

3.2.3.3. Interaktionstests
Die Kolonien wurden von der Masterplatte nach Wachstum bei 30C fir 18h in der
angegebenen Reihenfolge auf folgende Platten gestempelt: zuerst YPDA Medium mit

Nylonmembran, danach SC-Leu-Trp-Ura, zuletzt SC-Leu-Trp-His.
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Abb. 19: Masterplatte und Ergebnisse von Interaktio  nstests.

Dargestellt sind als Beispiel die Ergebnisse eines Interaktionstest aus dem Screen fur die SH3 Doméane mit dem liquid
Amplifikat. Jeweils zwei Einzelkolonien der Kontrollstdmme A bis E wurden im linken Teil der Masterplatte ausgestrichen,
im rechten Teil der Platte zwei Kolonien der Negativkontrolle (N; MaV203(pDBLeu-SH3/pPC86)). In der Mitte wurden
untereinander jeweils vier Kolonien von vier verschiedenen (#1-4), nach dem Screen und nach abermaligem Ausstreichen
auf Platten ohne Histidin gewachsenen Klonen aufgetragen. Das Bild (A) zeigt die Platten nach Inkubation bei 30C fir
18h. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Kolonien auf die Platten fiir die Interaktionstests gestempelt. In (B) dargestellt ist das
Ergebnis des X-gal Assays, in (C) das Wachstum auf einer Ura” Platte und in (D) das Wachstum auf einer His™ Platte
(Details zu den Inkubationszeiten und eventuellen Replika-Reinigungs-Schritten siehe Text). Die Rotfarbung einzelner
Kolonien (Kontrollstamm B, C und E) kommt durch die ade2” Mutation zustande.

Kontrollstamm A zeigt wie erwartet keine Interaktion und damit keine Blaufarbung im X-gal Assay und kein Wachstum auf
den Selektionsplatten; dasselbe gilt fir die Negativkontrolle N. Kontrollstamm B zeigt eine schwache Interaktion und
entsprechend eine schwache Blaufarbung im X-gal Assay sowie Wachstum auf der Platte ohne Histidin. Auf der Platte
ohne Uracil wéchst dieser Kontrollstamm wie erwartet nicht. Die Kontrollstdmme C bis E, welche fur méRig bis sehr starke
Interaktion stehen, zeigen eine dunkle Blaufarbung und gutes Wachstum auf den Selektionsplatten.

Der getestete Klon #1 zeigt keine Blaufarbung im X-gal Test sowie kein Wachstum ohne Uracil und nur ein schwaches
Wachstum ohne Histidin, welches aber auch durch unzureichende Replika-Reinigung zustande kommen kann; dieser Klon
wird als negativ in Bezug auf eine Interaktion gewertet. Klon #3 ist in allen drei Tests negativ. Die Klone #2 und #4 zeigen
eine schwache Blaufarbung im X-gal Assay sowie Wachstum auf der His™ Platte, allerdings kein Wachstum auf der Ura’
Platte und sind damit in den Ph&anotypen vergleichbar dem Kontrollstamm B, der eine schwache Interaktion repréasentiert.
Sie konnen als potentiell positive Kandidaten gewertet werden; dieses Ergebnis muss anschlieRend zunachst in einem
Retransformations-Versuch verifiziert werden.
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Nach Inkubation fir 24h bei 30C wurden die auf der Nylonmembran gewachsenen
Kolonien einem X-gal Assay unterzogen; Blaufarbung erfolgte nur, wenn das Reportergen
lacZ aktiv war (lacZ® Klone) (Beispiel siehe Abb. 19B). Die Selektionsplatten wurden
ebenfalls bei 30T inkubiert und zu bestimmten Zeit punkten (siehe Abb. 11) mittels
Replica-Reinigung von Zellresten befreit, um echtes Wachstum von Resten Ubertragenen
Zellmaterials unterscheiden zu konnen. Kolonien konnten nur wachsen, wenn das
entsprechende Reportergen (URA3 beziehungweise HIS3) aufgrund der Interaktion der
Proteine aktiv war (Beispiel siehe Abb. 19C und 19D).

3.2.3.4. Ergebnisse der Yeast Two Hybrid Screens
In Tabelle 11 sind die erzielten Ergebnisse zusammengefasst; da der X-gal Assay am
eindeutigsten auszuwerten war, wurden die Ergebnisse aus den beiden Selektionsplatten

nicht gesondert aufgefuhrt:

Bibliotheks- | Anzahl gescreente | His™ Klone davon getestete davon lacZ * Klone |positive Klone

Amplifikat Klone Klone (Retransformation)
RasGAP | SH3 RasGAP | SH3 RasGAP | SH3 RasGAP | SH3 RasGAP | SH3

Ss1 3x10° - 155 - 87 - 0

SS2 -|  6x10* - 9 - 9 - 5 - 0

liquid 1x10°| 5x10° 60 131 47 25 0 3 - 0

Tab. 11: Ergebnisse der durchgefuhrten Two Hybrid S creens.

Fur die RasGAP cDNA wurden insgesamt 300.000 Klone aus dem SS1 und 100.000
Klone aus dem liquid Amplifikat gescreent. Nach Ausplattieren der mit beiden Vektoren
transformierten Zellen wuchsen davon 155 beziehungsweise 60 auf den Platten ohne
Histidin; diese Hefen, die Plasmide flr mdglicherweise interagierende Proteine enthielten,
wurden abermals auf Platten ohne Histidin ausgestrichen. Hier wuchsen nur noch 87
beziehungsweise 47 der Klone. Diese wurden auf Masterplatten Gberimpft und den oben
angegebenen Interaktionstests unterzogen. Keiner der Klone zeigte im X-gal Assay oder
auf den beiden Selektionsplatten ein positives Ergebnis.

Fur die cDNA der SH3 Domane wurden 60.000 Klone aus dem SS2 Amplifikat untersucht,
aus dem liquid Amplifikat sogar eine halbe Million Klone. Davon wuchsen neun
beziehungsweise 131 auf Platten ohne Histidin, neun beziehungsweise 25 davon wurden
weiter getestet. FuUnf beziehungsweise drei der Klone zeigten im X-gal Assay eine
Blaufarbung. Zur Uberpriifung wurden die Plasmide aus den Hefezellen mittels Hefe-
Miniprep isoliert, in E. coli amplifiziert und wieder in Hefezellen transformiert. Mit den
retransformierten Zellen wurde wieder eine Masterplatte angeimpft und die

Interaktionstests durchgefiihrt. Hier waren die Ergebnisse allerdings nicht positiv.
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Wie sich bei Sequenzierung der aus den lacZ® Klonen isolierten Bibliotheks-Plasmide
herausstellte, codierten die enthaltenen Inserts zum Teil fir bekannte Falsch-Positive wie
mitochondriale rRNAs oder mitochondriale Proteine, oder es konnte keine signifikante
Ahnlichkeit zu einem Gen aus Drosophila melanogaster gefunden werden. Lediglich in
einem Fall lieR die Sequenzierung darauf schlie3en, dass tatsachlich ein funktionelles
Protein entstehen kdnnte. Dabei handelte es sich jedoch um ein Strukturprotein der
Kutikula, welches in keinem offensichtlichen Zusammenhang mit der Funktion von
RasGAP steht. Da dartiber hinaus der Retransformations-Versuch ein negatives Ergebnis
geliefert hatte, wurde dieser Klon ebenfalls als Falsch-Positiv gewertet.

Damit ist festzustellen, dass im hier durchgefihrten Yeast Two Hybrid Screen kein
Interaktionspartner von Drosophila RasGAP oder seiner SH3 Doméne identifiziert werden
konnte. Daflr kdnnen zahlreiche Grinde angeflihrt werden, die in der Diskussion
(Abschnitt 4.2) ausfuhrlich behandelt werden. Einer davon ist, dass beispielsweise
Interaktionen der SH2 Domanen, uber die die meisten der bisher identifizierten Interaktion
von RasGAP stattfinden, mit diesem System grundsatzlich nicht detektiert werden
kénnen, da die SH2 Domanen an phosphorylierte Tyrosinreste binden und solche
posttranskriptionalen Modifikationen in Hefezellen nicht stattfinden. Um die Bedeutung
dieser Doménen, die fir die Funktion von RasGAP in Bezug auf den Neurodegenerations-
Phanotyp besonders wichtig zu sein scheinen, genauer zu charakterisieren, wurden
deshalb verschiedene weitere Versuche unternommen, die in den folgenden Teilen dieser

Arbeit erlautert werden.
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3.3. Analyse genetischer Interaktionen von  RasGAP mit Crk

3.3.1. Herstellung von UAS-Crk und UAS-Crk-RNAI Fliegenlinien

3.3.1.1. Beeinflussung des Gleichgewichts der Expre  ssion von RasGAP und Crk

Crk (von chicken tumour virus no. 10 regulator of kinase) ist ein SH2/SH3 Adaptor
Protein, das, wie in vitro gezeigt wurde, wie RasGAP ebenfalls Uber eine SH2 Doméne an
den EGFR bindet und mit RasGAP dabei in einer quantitativen Konkurrenz steht (Birge et
al., 1992); aulRerdem ist die Konsensus-Bindungs-Sequenz im Rezeptor fir Crk (pYXXP;
Songyang et al., 1993) sehr @hnlich derjenigen flir RasGAP (pYXXPXD). Crk besitzt zwar
selbst keine katalytische Aktivitat, bindet jedoch unter anderem an den C3G exchange
factor, der Rapl und damit nachgeschaltete Signalwege aktiviert (Ubersichtsartikel Feller,
2001). Denkbar ware, dass im wildtypischen Zustand eine Konkurrenz zwischen RasGAP
und Crk um die Bindestelle am EGFR stattfindet, die im Normalzustand zur richtigen
Balance zwischen Hemmung und Aktivierung nachgeschalteter Signalwege fiihrt. Fehlt
jedoch aufgrund der vap Mutation die Bindung von RasGAP, tberwiegt die Bindung von
Crk und es kommt zur GbermaRigen Aktivierung, die tddlich fur die Zellen ist.

Diese Hypothese sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Beeinflussung der
Expressionsstarke von Crk untersucht werden. Deshalb sollten Fliegenlinien hergestellt
werden, die ein UAS oder ein UAS-RNAI Konstrukt fir das Drosophila melanogaster Crk
Gen tragen, um die Folgen der Uberexpression beziehungsweise des Funktionsverlusts
des Gens in verschiedenen Geweben im wildtypischen oder im vap mutanten Hintergrund

zu analysieren.

3.3.1.2. Klonierung der Konstrukte

Fur das UAS-Crk Konstrukt wurde die cDNA fir das Drosophila melanogaster Crk Gen
aus dem cDNA Klon LD08427 im pBlueskriptSK(-) Vektor mittels Restriktionsverdau mit
EcoRI und Xhol ausgeschnitten und tGber dieselben Schnittstellen in 5’ - 3’ Orientierung in
die multiple cloning site des pUAST Vektors ligiert. Die richtige Basenfolge wurde durch
anschlieBende Sequenzierung verifiziert (siehe Abb. A1 im Anhang).

Fur das UAS-Crk-RNAIi Konstrukt wurde mittels PCR mit den Primern Crk_RNAIi_sense
und Crk_RNAI_antisense ein 462bp langes Stick aus dem cDNA Klon amplifiziert und in
den pGEM-T-Easy Vektor subkloniert. Daraus wurde das Stiick mit den
Restriktionsenzymen Xbal und Spel ausgeschnitten, wobei die Xbal Schnittstelle aus dem
Primer Crk_RNAIi_antisense und die Spel Schnittstelle aus pGEM-T-Easy verwendet
wurde. Nach Gelextraktion wurde das DNA Stiick auf der 3’ Seite des white Introns in mit
Nhel geschnittenen und gezippten pWIZ Vektor ligiert. Dies ist moglich, da die
entstehenden DNA Uberhange dieser Enzyme miteinander ligationskompatibel sind. Die

Insertion des DNA Inserts erfolgte in zufélliger Orientierung und wurde mittels
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Sequenzierung Uberprift; da das Insert in 3'-5’ Richtung orientiert war, musste das
Insert auf der anderen Seite des white Introns aus dem pWIZ Vektor in der
entgegengesetzten Orientierung, also von 5’ - 3’ inseriert werden.

Dazu wurde das Stiick wiederum aus dem cDNA Klon amplifiziert, diesmal jedoch unter
Verwendung der Primer Crk_RNAi_Bglll_s und Crk_RNAi_Xhol as. Das DNA Stick
wurde in pGEM-T-Easy kloniert, Gber die Bglll und Xhol Schnittstellen der Primer daraus
ausgeschnitten und in gerichteter Orientierung von 5 -3’ auf der 5’ Seite des Introns in
mit den beiden Enzymen geschnittenen pWIZ Vektor, in den das Insert wie oben
angegeben auf der 3’ Seite des Introns in 3’ -5’ Orientierung inseriert worden war, ligiert.
Zur Uberprifung wurde mit dem Ligationsprodukt ein Testverdau durchgefiihrt, der die
erwarteten Banden lieferte (Daten nicht gezeigt). Eine vollstandige Sequenzierung gelang
nicht, da sich wahrend der fur die Sequenzierreaktion notwendigen PCR durch die
zweimalige Insertion derselben Sequenz in  entgegengesetzter Orientierung
Haarnadelstrukturen ausbilden. Eventuell wahrend der Amplifizierung entstandene
Punktmutationen wéren dartber hinaus bei einem RNAIi Konstrukt nicht sehr stérend, da
sie die Funktionalitdt des Konstrukts, namlich die Bildung einer doppelstrédngigen RNA,
nicht stark beeintrachtigen wirden. Es konnte jedoch zumindest auf beiden Seiten der
Anfang des Inserts in der gewtinschten Orientierung verifiziert werden, und der Abbruch
der Sequenz, der vermutlich durch die Haarnadelbildung zustande kommt, gibt zudem
auch schon einen Hinweis auf die Funktionalitéat des Konstruktes. Die erwartete Sequenz

des Konstruktes ist im Anhang (Abb. A2) angegeben.

3.3.1.3. Keimbahntransformation und Etablierung sta  biler Linien

Die Konstrukte wurden jeweils mittels Keimbahntransformation in Fliegenembryonen mit
dem Genotyp w'8/yw; ; 42-3, ki/+ oder w''*®ly; ; A2-3, ki/+ eingebracht. Die geschliipften
Fliegen wurden zur Uberpriifung der erfolgreichen Integration ins Genom und Entfernung
der Transposase-Aktivitat (erkennbar am Marker kinked) mit w'**® Fliegen gekreuzt.
Rotaugige Nachkommen ohne Transposase wurden danach zur Identifizierung des
Integrations-Chromosoms und zur Etablierung stabiler Linien mit Fliegen eines
Doppelbalancer-Stamms gekreuzt.

Ingesamt konnten vier Stamme etabliert werden, die das UAS-Crk Konstrukt auf dem
zweiten Chromosom tragen (UAS-Crky,.1, UAS-Crky,,, UAS-Crkipz1 und UAS-Crkigs)
und zwei Linien, bei denen das Konstrukt auf dem dritten Chromosom integriert ist (UAS-
Crkyss und UAS-Crky71). AuBer dem Stamm UAS-Crk;s3, bei dem das Chromosom mit

dem UAS Konstrukt Gber TM3 balanciert ist, sind alle Stdamme homozygot lebensfahig.
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Fir das UAS-Crk-RNAi Konstrukt wurden drei homozygote Linien etabliert, von denen
zwei das Konstrukt auf dem zweiten Chromosom tragen (UAS-Crk-RNAi, ; , und UAS-Crk-
RNAi3zg>), und eine Linie, bei der es auf dem dritten Chromosom integriert ist (UAS-Crk-
RNAI;1.1).

3.3.2. Uberprifung der Funktionalitat der Konstrukt e

3.3.2.1. Nachweis der Uberexpression von  Crk mittels semi-quantitativer RT-PCR

Zunachst wurde die Auswirkung der ubiquitdren Expression des UAS-Crk Konstruktes in
wildtypischen Fliegen untersucht. Dazu wurde die Linie UAS-Crk, 5 3/TM3 mit Fliegen des
Treiberstammes actin-GAL4/TM6B gekreuzt. Die Nachkommen mit dem Genotyp UAS-
Crkyss/actin-GAL4 kamen im erwarteten Verhdltnis vor, zeigten jedoch keine
offensichtlichen Phénotypen. Die Funktionalitdt des Konstruktes wurde daraufhin mittels
semi-quantitativer RT-PCR untersucht; dazu wurde die RNA aus 25 Mannchen des
angegebenen Genotyps unter Verwendung des RNeasy" Mini Kits isoliert, parallel dazu
zur Kontrolle aus 25 Mannchen des Genotyps UAS-Crky 5 3/+, die aus einer Kreuzung von
UAS-Crky 5 3/TM3 mit dem w!'® Stamm hervorgegangen waren. Nach photometrischer
Bestimmung von Reinheit und Konzentration wurde die RNA Extraktion mit Hilfe des
QuantiTect” Reverse Transcription Kit von DNA Verunreinigungen befreit und in cDNA
umgeschrieben. Diese diente als Template in einer semi-quantitativen PCR mit Primern
aus dem Crk Gen sowie in parallelen Ansatzen mit Primern aus dem rp49 Haushaltsgen
zur internen Kontrolle der eingesetzten Template Mengen. Die Gelelektrophorese der
Produkte ergab folgendes Bild (siehe Abb. 20): nach 15 Amplifikations-Zyklen war mit
beiden Primern (rp49 und Crk) und beiden cDNA Templates (Kontrolle K und
Uberexpression Ue) jeweils noch kein Produkt zu sehen. Fiir das Haushaltsgen waren die
Banden nach 22 und 33 Zyklen in den beiden Ansatzen gleich stark, was zeigt, dass
jeweils dieselben cDNA Mengen eingesetzt worden waren. Im Gegensatz dazu war nach
Amplifikation fur 22 Zyklen mit den Crk Primern die Produktmenge im Uberexpressions-
Ansatz hoher, wodurch gezeigt werden konnte, dass die Crk cDNA Menge in den
entsprechenden Fliegen hoher war als in den Kontrollfiegen. Nach 33 Zyklen konnte

dieser Unterschied aufgrund einer Sattigung der Reaktion nicht mehr festgestellt werden.
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rp49 Primer Crk Primer

100bp 15 22 33 100bp 15 22 33
ladder K Ue K Ue K Ue ladder K Ue K Ue K Ue

<«— 460bp

ca. 200bp —

Abb. 20: Semi-quantitative RT-PCR zur Uberpriifung d  er Uberexpression des Crk Gens bei actin-GAL4 getriebener
Expression von UAS-Crk.

Zu sehen ist das Ergebnis einer RT-PCR mit Primern furr ein Haushaltsgen (rp49) sowie Crk spezifischen Primern (Crk). Als
Template diente cDNA aus Fliegen, welche das UAS-Crk Konstrukt ubiquitar tiberexprimieren (Ue) und zur Kontrolle aus
solchen Fliegen, die zwar das Konstrukt, jedoch keinen Treiber enthalten, in denen das Crk Gen also auf wildtypischem
Niveau exprimiert sein sollte (K). Die Amplifikation wurde jeweils nach 15, 22 und 33 Zyklen abgebrochen.

Nach 15 Zyklen ist jeweils noch kein Produkt zu sehen. Bei den circa 200bp groRen Hauhaltsgen-Banden lassen sich nach
22 oder 33 Zyklen keine quantitativen Unterschiede zwischen den einzelnen Ansitzen (Ue und K) erkennen; das zeigt,
dass jeweils dieselbe Template-Menge eingesetzt wurde. Die circa 460bp groBe Crk Bande ist nach 22 Zyklen in der
Kontrolle nur schwach zu sehen, in den Uberexpressions-Fliegen jedoch recht stark. Nach 33 Zyklen ist aufgrund einer
Sattigung der Reaktion kein Unterschied mehr zu erkennen. Es lasst sich somit feststellen, dass ubiquitdre Expression des
UAS-Crk Konstrukts zu einer Erhhung der cDNA Menge fur dieses Gen fihrt.

Eine Wiederholung des Versuchs fiihrte zum selben Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Somit
konnte gezeigt werden, dass die ubiquitdre Expression des UAS-Crk Konstruktes
tatsachlich zu einer Erh6hung der cDNA Menge flr dieses Gen fiihrt, das Konstrukt also

funktioniert.

3.3.2.2. Nachweis der Funktionalitat von ~ UAS-Crk-RNAi: der bent tibia Phanotyp
Auch die Linie UAS-Crk-RNAi11(llI) wurde mit Fliegen des Treiberstammes actin-
GAL4/TM6B gekreuzt. Zunachst wurde angenommen, der Genotyp UAS-Crk-
RNAI; 1 1/actin-GAL4 sei letal, da in den Glasern keine lebenden adulten Nachkommen
dieses Genotyps gefunden werden konnten. Bei einer genaueren Auszahlung stellte sich
jedoch heraus, dass genauso viele leere Puppen dieses Genotyps wie des Genotyps
UAS-Crk-RNAIL11/TM6B, zu erkennen an der kirzeren, gedrungeneren Form, in den
Glaschen gefunden werden konnten. Die Fliegen waren also geschlipft, offensichtlich
jedoch kurz nach dem Schlupfen gestorben. Derselbe Effekt zeigte sich auch bei
Uberexpression im vap* oder vap? Hintergrund.

Wie sich bei genauerer Untersuchung herausstellte, blieben die frisch geschlipften Tiere
aufgrund eines bent tibia Phanotyps im Brei kleben und starben. Bei den betroffenen
Fliegen zeigt die Tibia im dritten Beinpaar einen Knick (Abb. 21). Dies fuhrt dazu, dass die

Fliegen sich nicht normal bewegen kénnen, wodurch sie wohl im Brei kleben bleiben.
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Abb. 21: Der bent tibia Ph&notyp von
UAS-Crk-RNAI ubiquitar Uber-
exprimierenden Fliegen.

Abgebildet ist jeweils das dritte Bein
einer wildtypischen Fliege (CantonS)
(A) und einer Fliege mit dem Genotyp
UAS-Crk-RNAi/actin-GAL4 (B).
Deutlich zu erkennen ist ein Knick
(Pfeil) in der Tibia bei der RNAI Fliege,
der in wildtypischen Fliegen nicht
vorkommt und der eine Stérung der
Bewegungsfahigkeit verursacht, welche
zum Festkleben der adulten Fliegen im
Brei und dadurch zum Tod der Fliegen
in normalen Fliegenglasern fuhrt.

Fe: Femur, Ti: Tibia, Ta: tarsale
Segmente 1-5.

Der bent tibia Ph&anotyp wurde von Ward et al. (2003) beschrieben und fir seine
Entstehung wird der kleinen GTPase Rhol eine Rolle zugeschrieben. Auch die Funktion
von Crk steht mit der Regulation solcher kleiner GTPasen in einem Zusammenhang,
wodurch die Annahme einer Verbindung zwischen der Unterdriickung der Expression von
Crk und dem Auftreten des Phanotyps gestitzt wird.

Eine weitere Untersuchung der Fliegen war jedoch leider nicht mdglich, da auch eine
Haltung auf Filterpapier schwierig war und nur wenige Fliegen Uberlebten; moglicherweise
fuhrt die ubiquitare Uberexpression von UAS-Crk-RNAi auch zu einer Verkirzung der
Lebensspanne. Jedenfalls ist die Funktionalitdit des UAS-Crk-RNAi Konstrukts damit

ebenfalls bewiesen.

3.3.3. Auswirkungen der Uberexpression der  Crk Konstrukte mit Hilfe
verschiedener Treiber

Da sich mit dem actin-GAL4 Treiber kein Phanotyp zeigte, wurde der Stamm UAS-
Crky.53/TM3 auch mit dem Treiberstamm Da-GAL4(lll) gekreuzt; dieser flhrt ebenfalls zu
ubiquitarer Expression. Doch auch mit diesem Treiber konnte kein Effekt der
Uberexpression festgestellt werden. Zur gezielten Missexpression in verschiedenen
Geweben wurde noch mit den Treiberstammen GMR-GAL4(Il) und MS1096(l) gekreuzt.
Dies fiuhrte jedoch weder zu einem Phanotyp im Auge (GMR-GAL4), noch im Fligel
(MS1096). Fir die Treiber actin-GAL4 und GMR-GAL4 wurde die Missexpression auch im
vap? Hintergrund durchgefilhrt, auch hier zeigte sich jedoch kein Effekt. Auch
Uberexpression des UAS-Crk-RNAi Konstruktes mit dem GMR- oder MS1096-GAL4
Treiber zeigte keinen Phanotyp in den betroffenen Strukturen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Crk moglicherweise in den untersuchten
Geweben keine entscheidende Funktion besitzt beziehungsweise die Missexpression hier
durch andere Faktoren ausgeglichen werden kann. Die Funktion von RasGAP wird vor
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allem in Neuronen gebraucht. Deshalb wurden die Crk Konstrukte schlief3lich mit Hilfe des
neuronalen Treibers appl-GAL4 in den Neuronen wildtypischer sowie vap® mutanter

Fliegen exprimiert.

3.3.4. Beeinflussung des vap? Neurodegenerations-Phanotyps durch
Uberexpression der Crk Konstrukte mit Hilfe neuronaler Treiber
Dazu wurden Jungfrauen der Stamme appl-GAL4(lll) oder vap?/vap? +;appl-GAL4/
SM6::TM6B mit Mannchen der Stdamme UAS-Crk;s3/TM3 oder UAS-Crk-RNAiy 1 1(l11)
gekreuzt und die méannlichen Nachkommen, die Konstrukt und Treiber tragen,

abgesammelt. Zur Kontrolle wurden auch Mannchen des Wildtypstammes CantonS sowie

der Treiberstimme mitgefiihrt. Die Fliegen wurden jeweils 20 Tage gealtert, dann wurden
Paraffinschnitte angefertigt (Abb. 22).

Abb. 22: Neurodegeneration von
vap? Fliegen bei neuronaler
Expression von UAS-Crk oder UAS-
Crk-RNAI.

Mannchen des Stammes CantonS (A)
zeigen in horizontalen Paraffinschnitten
mit 20 Tagen keine Vakuolisierung des
Gehirngewebes, wie dies bei gleich
alten mannlichen vap® Fliegen (B) der
Fall ist. Ein Phanotyp zeigt sich auch
nach neuronaler Expression der
Konstrukte UAS-Crk (C) oder UAS-Crk-
RNAI (D) in 20 Tage alten vap® Fliegen.
Genotypen: (A) CS/Y, (B) vap?Y, (C)
vap/Y;  UAS-Crk/appl-GAL4, (D)
vap®/Y; UAS-Crk-RNAi/appl-GAL4.

Zg: Zentralgehirn, Lo: Lobula, Lp:
Lobulaplatte, Me: Medulla, La: Lamina,
Re: Retina. MaRstab: 50um.

Fliegen des Stammes CantonS zeigen in diesem Alter keine Neurodegeneration (Abb.
22A), ebenso wie 20 Tage alte Mannchen des Treiberstammes appl-GAL4 (nicht gezeigt).
Auch die Uberexpression der Konstrukte im wildtypischen Hintergrund fuhrte nicht zu
einer Vakuolisierung (nicht gezeigt); damit genugt Uberexpression beziehungsweise
durch RNAI ausgeldste Verminderung der Expression, zumindest in der hier untersuchten
Starke, von Crk in Neuronen nicht aus, um einen vap &ahnlichen Neurodegenerations-
Phanotyp herbeizufithren. Mannchen der Linie vap? (Abb. 22B) zeigen dagegen, ebenso
wie solche des Genotyps vap?Y; +/+; UAS-Crk(-RNAi)/appl-GAL4 (Abb. 22C und 22D),

eine Vakuolisierung in den optischen Loben.
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Die Vakuolisierung in Lobula und Medulla wurde mit Hilfe der AnalySIS-Software
quantifiziert; zur Berechnung wurde jeweils aus den Werten beider Hemisphéaren eines
Kopfes in drei aufeinanderfolgenden Schnitten der Mittelwert gebildet. Pro Genotyp

wurden jeweils vier bis finf Kopfe ausgewertet (Abb. 23).

Prozentualer Anteil vakuolisierten Gehirngewebes in Lobula und Medulla

N
H

;f —+

CantonS vap2 vap2;Crk vap2;Crk-RNAiI

Abb. 23: Beeinflussung des Neurodegenerations-Phano  typs von vap?® Fliegen d urch neuronale Expression von
UAS-Crk oder UAS-Crk-RNA..

20 Tage alte mannliche vap® Fliegen zeigen circa 6% Vakuolisierung des Gewebes in Lobula und Medulla. Neuronale
Expression des Konstruktes UAS-Crk in vap2 Fliegen mit dem Treiber appl-GAL4 reduziert die Neurodegeneration auf in
etwa 1%, bei Expression von UAS-Crk-RNAI betragt der Wert circa 2%. Unerklarlicherweise beeinflussen also sowohl eine
Uberexpression als auch eine Reduktion der Menge von Crk den vap Neurodegenerations-Phanotyp positiv.

Genotypen: CantonS: CS/Y, vap2: vap?/Y, vap2;UAS-Crk: vap?Y; UAS-Crk/appl-GAL4, vap2;UAS-Crk-RNAi: vap’/Y;
UAS-Crk-RNAi/appl-GALA4.

In 20 Tage alten vap? Mannchen sind etwa 6% der Flache der optischen Loben
vakuolisiert, wobei sich jedoch, wie anhand der groRen Fehlerbalken zu sehen ist, eine
starke Variation des Phanotyps zeigt. Uberexpression von UAS-Crkiss im vap?
Hintergrund fihrt bei 20 Tage alten Mannchen zu etwa 1% Vakuolisierung,
Uberexpression von UAS-Crk-RNAii;; zu etwa 2%. Es ist also festzustellen, dass
neuronale Uberexpression von UAS-Crk im vap® Hintergrund nicht, wie vielleicht zu
erwarten gewesen ware, zu einer Verschlechterung des Neurodegenerations-Phanotyps
fuhrt, sondern so wie Verringerung der Menge an Crk durch neuronale Expression des
UAS-Crk-RNAi Konstruktes zu einer Verbesserung. Eigentlich sind dartber hinaus
generell Zweifel an der Funktionalitdt der neuronalen Expression von RNAi Konstrukten
angebracht, da hier oft Probleme auftreten (Dietzl et al., 2007). Aufgrund dieser
widerspriichlichen Ergebnisse ist es schwierig, den Einfluss der Uberexpression der Crk
Konstrukte sicher zu interpretieren.

Ein Einfluss von Crk auf den vap Neurodegenerations-Phénotyp und damit eine
genetische Interaktion der beiden Adaptor-Proteine konnte in den hier durchgefuhrten
Versuchen somit nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es gibt jedoch weitere
Ansatzpunkte, um der Funktion von RasGAP genauer auf den Grund zu gehen.

Beispielsweise ist fur den N-terminalen Teil des Saugetier-Homologen eine anti-
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apoptotische Funktion bekannt, die mdglicherweise auch in Drosophila fir das Uberleben
der Zellen von Bedeutung sein kdonnte. Um dies zu untersuchen, wurden die im n&chsten

Teil dieser Arbeit beschriebenen Experimente durchgefiihrt.
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3.4. RasGAP und Apoptose: der N-terminale Teil von
RasGAP als mdglicher genereller Uberlebensfaktor

3.4.1. Apoptose in Drosophila melanogaster

3.4.1.1. Anti-apoptotische Funktion von Fragment N und Induktion von Apoptose in
Drosophila melanogaster

Wie Wen et al. (1998) in Untersuchungen an Jurkat Zellen feststellten, wird RasGAP
wahrend der Apoptose von Caspasen gespalten. Yang & Widmann (2001) fanden heraus,
dass das dabei entstehende Fragment N eine anti-apoptotische Wirkung besitzt.
Neuronale Expression des Konstruktes UAS-17.30 kann, wie im Abschnitt 3.1.3.
beschrieben, den Neurodegenerations-Phanotyp von vap Fliegen vollstéandig retten. Das
durch dieses Konstrukt codierte Teilstiick von Drosophila RasGAP besitzt Ahnlichkeit zum
erwdhnten Fragment N. Deshalb sollte untersucht werden, ob mdglicherweise dieses
Proteinfragment auch in Fliegen eine generelle anti-apoptotische Funktion besitzt, die zur
Rettung des Neurodegenerations-Phanotyps von vap Fliegen fiihrt.

Es ist bekannt, dass ektopische Expression des Gens reaper (rpr) zum Zelltod fihrt;
auRerdem konnte gezeigt werden, dass Co-Expression von DIAP1 (Drosophila inhibitor of
apoptosis) dem entgegenwirken kann (Hay et al.,, 1995). Mit Hilfe entsprechender
Konstrukte sollte ein System zur Untersuchung einer moglichen anti-apoptotischen
Wirkung von UAS-17.30 erstellt werden. Augen und Fligel der Fliege wurden als
maoglicherweise geeignete Gewebe ausgewéhlt, da dort auftretende Phanotypen meist gut

sichtbar und einfach zu identifizieren sind.

3.4.1.2. Modellsysteme zur Untersuchung von Apoptos e in Auge und Fligel der
Fliege

Zur Induktion von Apoptose im Auge wurde ein UAS-rpr Konstrukt mit Hilfe des GMR-
GAL4 Treibers Uberexprimiert; dazu wurden Jungfrauen des Treiber-Stammes GMR-
GALA4(I) mit Mannchen des Genotyps UAS-rpr(ll) gekreuzt. Leider scheint der Treiber
GMR-GAL4 auch in anderen Geweben als dem Auge zu wirken, so dass Expression von
UAS-rpr mit GMR-GAL4 letal ist und nicht, wie erwartet, lediglich einen Augen-Phéanotyp
hervorruft. Folglich konnten aus den Kreuzungen keine Nachkommen gewonnen werden.
Parallel zu der oben aufgefiihrten Kreuzung wurde der Treiber-Stamm zur Uberpriifung
der Methode allerdings auch mit dem Stamm UAS-rpr(ll); UAS-DIAP1/TM3 gekreuzt. Aus
dieser Kreuzung gingen Nachkommen des Genotyps UAS-rpr/UAS-GMR-GAL4; UAS-
DIAP1/+ hervor, die normale Augen hatten. Damit konnte gezeigt werden, dass die durch
Uberexpression von UAS-rpr mit dem Treiber GMR-GAL4 hervorgerufene Letalitat durch
Co-Expression von UAS-DIAP1 gerettet werden kann. Das verwendete System ist somit

geeignet, um die anti-apoptotische Wirkung von Konstrukten nachzuweisen.

86



Ergebnisse

Zur Uberexpression von UAS-rpr im Fligel wurde der Treiber MS1096-GAL4 verwendet.
Dazu wurden Jungfrauen des Stammes MS1096(I) mit UAS-rpr(ll) Mannchen gekreuzt.
Aus dieser Kreuzung gingen nur weibliche Nachkommen (mit dem Genotyp MS1096/+;
UAS-rpr/+) hervor, bei denen die Entwicklung verzogert war: sie schlipften erst nach 14
statt nach zehn Tagen. Mannliche Nachkommen (Genotyp: MS1096/Y; UAS-rpr/+) waren
nicht zu finden. Offensichtlich ist der Effekt der reaper Uberexpression Dosis-abhangig, so
dass die in den hemizygoten Mannchen aufgrund von dosage compensation gegentber
heterozygoten Weibchen stéarkere Expression des Treibers MS1096-GAL4 zur Letalitat
fuhrt. Aus einer Kreuzung des Treiber-Stammes mit dem Stamm UAS-rpr(ll); UAS-
DIAP1/TM3 gingen hingegen auch mannliche Nachkommen hervor; durch Expression von
UAS-DIAP1 kann also die Letalitdt der Mannchen gerettet werden. Somit scheint auch
dieses System geeignet zu sein, um zu Uberprifen, ob ein Konstrukt gegen apoptotischen
Zelltod wirkt. Die Expression von UAS-rpr mit dem GMR-GAL4 und dem MS1096-GAL4
Treiber wurde deshalb eingesetzt, um eine mdgliche anti-apoptotische Wirkung von UAS-

17.30 zu analysieren.

3.4.2. Versuch der Rettung durch Expression des N-t  erminalen Teils
von RasGAP
Im Gegensatz zur Rettungskreuzung mit UAS-DIAP1 gingen aus einer Kreuzung des
GMR-GAL4 Treibers mit Mannchen des Stammes UAS-rpr(ll); UAS-17.30/TM3 keine
Nachkommen hervor. Uberexpression von UAS-17.30 kann folglich nicht, wie
Uberexpression von UAS-DIAP1, die durch reaper induzierte Letalitat retten.
Aus Kreuzungen von MS1096-GAL4(l) Jungfrauen mit UAS-rpr(ll); UAS-17.30/TM3
Mannchen gingen nur weibliche Nachkommen hervor. Mannchen, wie bei Co-Expression
von UAS-DIAPL1, konnten dagegen nicht gefunden werden. UAS-17.30 konnte hier folglich
auch nicht retten.
Eine generelle anti-apoptoptische Funktion von UAS-17.30 in Drosophila melanogaster
ahnlich der von Fragment N in menschlichen Zellen konnte im Rahmen der hier
durchgefuhrten Versuche also nicht nachgewiesen werden. Eine solche war aufgrund
verschiedener Hinweise, die in Abschnitt 4.4 naher diskutiert werden, auch nicht
unbedingt zu erwarten. Vermutlich ersetzt UAS-17.30 doch eher eine spezifische Funktion
im in den vap Mutanten gestorten RasGAP Signalweg. Beim Zelltod in den Neuronen von
vap Fliegen handelt es sich zudem nicht um apoptotischen Zelltod, sondern um
Autophagie. Deshalb sollten mégliche Zusammenhange zwischen diesem Mechanismus
und der vap Mutation in den im Folgenden beschriebenen Teilen dieser Arbeit aufgeklart

werden.
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3.5. RasGAP und Autophagie: Genetische Interaktione n von
RasGAP mit PISK/Akt/TOR und S6K

3.5.1. Beeinflussung der Aktivitat von PI3K, Akt, T  OR und S6K

Der wichtigste Signalweg zur Regulierung der Autophagie verlauft Gber PI3K, Akt und
TOR. Ein wichtiges nachgeschaltetes Element von TOR ist auch die S6K, welche Einfluss
auf die Translation hat und zudem fur die feedback regulation des Weges wichtig ist
(siehe Abschnitt 1.3.2.2.; Ubersichtsartikel Wullschleger et al., 2006). Wie Yue et al.
(2004) herausfanden, bindet RasGAP an Akt und fuhrt zur Phosphorylierung und damit
Aktivierung dieser Kinase. In den Neuronen von vap Mutanten kommt es zu
autophagischem Zelltod (Botella et al., 2003). Diese Befunde stellen Hinweise darauf dar,
dass moglicherweise in vap Mutanten der autophagische Prozess in Neuronen durch den
Funktionsverlust von RasGAP dereguliert sein kdnnte und dies die Neurodegeneration
verursacht beziehungsweise beeinflusst.

Fur verschiedene Elemente des Signalweges sind Linien mit UAS Konstrukten
vorhanden, deren Expression zu einer Erhéhung der Menge (UAS-Dpl110, UAS-Dakt1,
UAS-TOR) oder sogar zur konstitutiven Aktivitdt der entsprechenden Proteine (UAS-
Dakt™") fuhren sollte; bei den entsprechenden Elementen handelt es sich um solche, die
jeweils die Autophagie negativ regulieren. Erhéhung ihrer Menge beziehungsweise
Aktivitdt kbnnte eine durch die vap Mutation mdéglicherweise verursachte tberméaRige
Aktivierung der Autophagie kompensieren und somit zu einer Verbesserung des
Phanotyps fiihren. Des weiteren gibt es auch RNAI Konstrukte (UAS-Dp110-RNAi, UAS-
Dakt1-RNAI) beziehungsweise Konstrukte, durch die dominant negative Formen codiert
werden (UAS-TOR'™P), und durch deren Expression die Aktivitdt der entsprechenden
Elemente vermindert oder komplett verhindert werden sollte; ihre Uberexpression kénnte
zu einer Verschlechterung des Phanotyps fuhren. Fir die S6K gibt es sowohl ein UAS
Konstrukt fur die Expression einer konstitutiv aktiven (UAS-S6K.STDETE) als auch einer
dominant negativen Form (UAS-S6K.KQ) (Literaturangaben siehe Tabelle 10).

Diese Konstrukte wurden verwendet, um genetische Interaktionen der Faktoren mit der
vap Mutation zu untersuchen. Dazu wurden Jungfrauen der appl-GAL4 Treiberstamme im
vap Hintergrund (vap?/vap® +/appl-GAL/SM6::TM6B oder vap'/FM7c; appl-GAL4/TM3)
mit Mannchen der UAS Stamme (siehe unten) gekreuzt und die gewiinschten mannlichen
Nachkommen, welche das jeweilige Konstrukt im mutanten Hintergrund mit Hilfe des
neuronalen Treibers exprimieren, 20 Tage gealtert und horizontale Paraffinschnitte der
Gehirne angefertigt. Als Kontrolle wurden Méannchen der Stamme CS (Wildtypkontrolle),
vap® und vap? sowie mannliche Nachkommen aus einer Kreuzung der Treiberstamme im

1118

mutanten Hintergrund mit UAS-17.30 als Positiv-Kontrolle und mit w eingesetzt. Die

Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten dieser Arbeit im Einzelnen beschrieben.
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3.5.2. Genetische Interaktion von RasGAP mit PI3K

Zunachst wurden die Nachkommen aus der Kreuzung der oben aufgefuhrten
Treiberstamme im vap® Hintergrund mit UAS-Dp110 (Il) und UAS-Dp110-RNAi (lll)
analysiert (Abb. 24); Dp110 ist die katalytische Untereinheit der PI3K aus Drosophila.

Abb. 24: Genetische Interaktion von  vap® mit PI3K.

Mannliche Fliegen der verschiedenen Genotypen (siehe unten) wurden jeweils 20 Tage gealtert und anschlieBend wurden
Paraffinschnitte angefertigt. Kontrollfliegen zeigen keine Neurodegeneration (A). Dahingegen ist in vap? Fliegen eine recht

starke Vakuolisierung zu beobachten (B). Auch Fliegen der Treiberlinie im vap2 Hintergrund, rickgekreuzt mit wHe, zeigen

wie erwartet einen starken Neurodegenerationsphanotyp (C). Dieser kann durch Uberexpression des UAS-17.30
Konstruktes, wie bereits gezeigt (Abschnitt 3.1.3.), auf das wildtypische Niveau revertiert werden (D). Eine Erhdhung der
Gendosis der p110-Untereinheit der PI3K aus Drosophila melanogaster fiihrt zu einer Verbesserung des Phanotyps (E),
ebenso wie eine mutmagliche Verringerung der Gendosis durch Expression eines RNAi Kontruktes (F).

Genotypen: (A) CantonS, (B) vap’Y, (C) vap’/Y; +/appl-GAL4, (D) vap’/Y; UAS-17.30/appl-GAL4, (E) vap?Y; UAS-
Dp110/+; +/appl-GAL4, (F) vap/Y; UAS-Dp110-RNAi/appl-GAL4.

Zq: Zentralgehirn, Lo: Lobula, Lp: Lobulaplatte, Me: Medulla, La: Lamina, Re: Retina. MaRstab: 50um.
In CantonS ist keine Vakuolisierung zu beobachten (Abb. 24A). 20 Tage alte vap?
Mannchen zeigen eine starke Neurodegeneration (Abb. 24B), ebenso wie Fliegen des

1118 rijckgekreuzt worden waren (Abb. 24C). Zur Kontrolle

Treiberstammes, die mit w
wurde das Konstrukt UAS-17.30 exprimiert (siehe Abschnitt 3.1.3.); wie erwartet, wird die
Neurodegeneration vollstandig gerettet (Abb. 24D). Expression eines Konstruktes, durch
welches die p110 Untereinheit der PI3K codiert wird (UAS-Dp110), fuhrt zu einer
Verbesserung des Phanotyps (Abb. 24E). Expression einer RNAI-Linie fir Dp110 fihrt

jedoch ebenso zur Suppression des Phanotyps (Abb. 24F).
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Dieselben Tendenzen konnten in analogen Versuchen mit dem vap® Allel groRteils
bestétigt werden (Abb. 25A-F). Dabei war jedoch festzustellen, dass die Degeneration in
20 Tage alten vap' Fliegen insgesamt schwécher war als in vap? Fliegen, was nicht zu
erwarten gewesen war, da vap® eigentlich das stéarkere Allel sein sollte. Es ist auch zu
bemerken, dass durch Expression des UAS-17.30 Konstruktes im vap® Hintergrund der

Phanotyp nicht so vollstandig revertiert werden kann wie in vap?®. Auch der Einfluss der

tibrigen Konstrukte ist nicht so deutlich wie in vap?.

Abb. 25: Genetische Interaktion von ~ vap® mit PI3K.

Kontrollfliegen zeigen im Alter von 20 Tagen keine Neurodegeneration (A). In vap® Fliegen hingegen ist Vakuolisierung zu
beobachten (B); allerdings ist diese unerwarteterweise weniger stark als in vap® Fliegen (Naheres siehe Text). Fliegen der
Treiberlinie im vap® Hintergrund, riickgekreuzt mit we, zeigen einen etwas stérkeren Neurodegenerationsphénotyp (C).
Dieser kann durch Uberexpression des UAS-17.30 Konstruktes verbessert werden (D), jedoch nicht auf das wildtypische
Niveau wie im vap® Hintergrund (siehe Text). Eine Erhéhung der Gendosis der p110 Untereinheit der PI3 Kinase aus
Drosophila melanogaster fuhrt zu einer geringfugigen Verbesserung des Phénotyps (E), ebenso wie eine mutmalRliche
Verringerung der Gendosis durch Expression eines RNAi Kontruktes (F).

Genotypen: (A) CantonS, (B) vap'/Y, (C) vap'/Y; +/appl-GAL4, (D) vap'/Y; UAS-17.30/appl-GAL4, (E) vap'/Y; UAS-
Dp110/+; +/appl-GAL4, (F) vap'/Y; UAS-Dp110-RNAi/appl-GAL4.

vap? ist der sensitivere Hintergrund fiir die Versuche; dennoch stiitzen die Ergebnisse aus
den Versuchen mit dem vap' Allel zumeist die im anderen Hintergrund beobachteten
Tendenzen. Dies wird auch deutlich, wenn man die Quantifizierung der Ergebnisse aus
den beiden Versuchen betrachtet (Abb. 26).
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Abb. 26: Anteil vakuolisierten Gehirngewebes in Lob ula und Medulla bei Uberexpression der katalytische n
Untereinheit der PI3K im vap Hintergrund.

(A) Bei den als Kontrolle quantifizierten méannlichen Nachkommen aus der Ruckkreuzung des Treiberstammes im vap2
mutanten Hintergrund mit w**® sind im Alter von 20 Tagen circa 7% Neurodegeneration in den optischen Loben
festzustellen. Neuronale Expression von UAS-17.30 fiihrt wie erwartet zur Suppression des Neurodegenerations-
Phénotyps. Expression von UAS-Dp110 vermindert die Neurodegeneration auf in etwa 1,5%, Uberexpression eines RNAI
Konstruktes fur Dp110 fiihrt jedoch ebenfalls zu einer deutlichen Suppression. (B) Im vap® Hintergrund ist das Niveau der
Vakuolisierung insgesamt geringer und die Effekte weniger deutlich, es sind jedoch im Grunde dieselben Tendenzen zu
beobachten.

Genotypen: vap2;appl-GAL4: vap?/Y; +/appl-GAL4, vap2;UAS-17.30: vap®/Y; UAS-17.30/appl-GAL4, vap2;UAS-Dp110:
vap?/Y; UAS-Dp110/+; +/appl-GAL4, vap2;UAS-Dp110-RNAi: vap?/Y; UAS-Dp110-RNAi/appl-GAL4. Analog fiir vap.

Es wurde jeweils der Anteil degenerierten Gewebes in Lobula und Medulla in jeweils
mindestens funf Koépfen in drei aufeinanderfolgenden Ebenen in beiden Hemispharen
quantifiziert. Um die relativen Werte aus den Versuchen im vap® und vap® Hintergrund
besser vergleichen zu kdnnen, wurde in der folgenden Darstellung jeweils die
Vakuolisierung im rickgekreuzten Treiberstamm gleich eins gesetzt und die anderen
Werte darauf bezogen (Abb. 27).

Vergleich der Neurodegenerationim  vapl und vap2 Hintergrund

Ovap2 mvapl

18
16
14
1,2 =

08 L T
0,6
0,4

0

vap;appl-GAL4 vap;UAS-17.30 vap;UAS-Dp110 vap;UAS-Dp110-RNAi

Abb. 27: Vergleich des relativen Anteils vakuolisie rten Gehirngewebes in Lobula und Medulla bei Manipu  lation der
Gendosis von Dp110im vap?und vap® Hintergrund.

Im Vergleich zum vap® Hintergrund ist der Effekt der neuronalen Uberexpression des als Positiv-Kontrolle verwendeten
Konstruktes UAS-17.30 in vap® nicht so deutlich, aber dennoch vorhanden. Expression von UAS-Dp110 besitzt ebenfalls in
vap® eine deutlich starker supprimierende Wirkung als in vap’; hier besitzt das Konstrukt kaum einen Einfluss. Der
erwartete verschlechternde Effekt der Uberexpression von UAS-Dp110-RNAi bleibt in beiden Hintergriinden aus; vielmehr
wird sogar eine Suppression des Phanotyps erreicht.

Genotypen: vap;appl-GAL4: vap/Y; +/appl-GAL4, vap;UAS-17.30: vap/Y; UAS-17.30/appl-GAL4, vap;UAS-Dp110: vap/Y;
UAS-Dp110/+; +/appl-GAL4, vap;UAS-Dp110-RNAi: vap/Y; UAS-Dp110-RNAi/appl-GAL4. vap steht in diesem Fall jeweils
fur das durch die Farbe der S&ule (siehe Legende) gekennzeichnete Allel.
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Es ist zu sehen, dass Expression des UAS-Dp110 Konstruktes im vap® Hintergrund zu
einer Verbesserung des Neurodegenerations-Phéanotyps im Vergleich zur Kontrolle
vap?/Y; appl-GAL4/+ fiihrt. In vap* wird der Phanotyp kaum beeinflusst, die Tendenz ist
jedoch in beiden Allelen dieselbe. Im vap® Allel ist beispielsweise auch der Effekt von
UAS-17.30 nicht so deutlich und das Degenerations-Niveau generell recht gering, so dass
hier die Effekte weniger deutlich ausfallen und deshalb insgesamt schwieriger zu
beurteilen sind.

Unerwarteterweise verursacht Expression eines UAS-Dpl110-RNAi Konstruktes, durch
das eigentlich der gegenteilige Effekt, namlich eine Verstarkung des Phanotyps, erzielt
werden sollte, in beiden Allelen eine sogar noch deutlichere Suppression als das
Uberexpressions-Konstrukt.

Als nachstes wurde der Einfluss der Manipulation der Gendosis von Akt auf den

Neurodegeneration-Phanotyp von vap Fliegen untersucht.

3.5.3. Genetische Interaktion von RasGAP mit Akt

Expression einer durch Myristoylierung konstitutiv aktiven Form von Akt (UAS-Dakt™")
fuhrt, wie erwartet, zur Abschwéchung des Neurodegenerations-Phénoptyps (Abb. 28A).

myr

Anders als Uberexpression von Dakt™" fiihrt jedoch Uberexpression der cDNA fur Daktl
zu einer Verschlechterung des Phanotyps (Abb. 28B). Uberexpression eines UAS-RNAI
Konstruktes fur Daktl verursacht nicht, wie erwartet, eine Verschlechterung des

Phéanotyps, sondern wie das konstitutiv aktive Konstrukt eine Verbesserung (Abb. 28C).

Abb. 28: Genetische Interaktion von vapzmit Akt.

Wird eine myristoylierte Form der Akt exprimiert, welche fir eine konstitutive Membranlokalisierung und damit Aktivierung
der Akt sorgt, kann die Vakuolisierung in 20 Tage alten Mannchen im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 24C) stark
herabgesetzt werden (A). Uberexpression der Akt cDNA fiihrt jedoch zu einer starken Verschlechterung des Phénotyps
(B). Durch Expression eines Akt RNAi Konstruktes hingegen wird der Phanotyp wiederum supprimiert (C).

Genotypen: (A) vap?Y; UAS-Dakt™/appl-GAL4, (B) vap®Y; UAS-Daktl/+; +/appl-GAL4, (C) vap®Y; UAS-Daktl-
RNAi/appl-GAL4.
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Hier konnten wiederum die im vap® Hintergrund gefundenen Tendenzen auch im vap*
Hintergrund bestétigt werden (Bilder nicht gezeigt). Die Degeneration wurde auch fir
diese Konstrukte in beiden Hintergriinden in mindestens fiunf Kdpfen quantifiziert; die
Werte wurden wiederum auf die Degeneration in der Kontrolle, vap/Y; +/appl-GAL4,
bezogen (Abb. 29).

Vergleich der Neurodegeneration im  vapl und vap2 Hintergrund
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Abb. 29: Vergleich des relativen Anteils vakuolisie rten Gehirnge webes in Lobula und Medulla bei Manipulation der
Gendosis beziehungsweise Aktivierung von Akt im vap® und vap® Hintergrund.

Im Vergleich zum vap® Hintergrund ist der Effekt der Uberexpression der aktivierten Form der Akt, UAS-Dakt™", in vap
wiederum nicht so deutlich, aber dennoch vorhanden. Unerwarteterweise verursacht Uberexpression der Akt cDNA in
beiden Hintergrinden eine starkere Vakuolisierung. Ebenso bleibt der erwartete verschlechternde Effekt der
Uberexpression von UAS-Daktl-RNAi in beiden Hintergriinden aus; es wird sogar eine Suppression des Phé&notyps
erreicht.

Genotypen: vap;appl-GAL4: vap/Y; +/appl-GAL4, vap;UAS-Daktmyr: vap?Y; UAS-Dakt™"/appl-GAL4, vap;UAS-Daktl:
vap?/Y; UAS-Daktl/+; +/appl-GAL4, vap;UAS-Dakt1-RNAi: vap/Y; UAS-Dakt1-RNAi/appl-GAL4. vap steht in diesem Fall
jeweils fur das durch die Farbe der Saule (siehe Legende) gekennzeichnete Allel.

myr

Wiederum ist der Effekt im vap®' Hintergrund im Vergleich zu vap? abgeschwécht. In
beiden Fallen fuhrt jedoch Uberexpression einer konstitutiv membranlokalisierten und
damit aktivierten Form der Akt zu einer deutlichen Suppression des Neurodegenerations-
Phanotyps; jedoch wird ein sogar noch starkerer Effekt durch Expression eines RNAi
Konstruktes fir Akt erzielt. Ebenso Uberraschend ist ein negativer Effekt der
Uberexpression der Akt cDNA, welcher in vap® wesentlich deutlicher ausfallt als in vap®;
wie an den groRRen Fehlerbalken zu erkennen, weist der Phanotyp hier auch eine
besonders starke Variabilitat auf.

Stromabwaérts von Akt im Signaltransduktionsweg, der zur Inhibierung der Autophagie

fuhrt, liegt das als nachstes untersuchte TOR.
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3.5.4. Genetische Interaktion von RasGAP mit TOR

Expression von UAS-TOR fihrt, wie erwartet, zur Abschwéchung des
Neurodegenerations-Phanotyps in vap? Fliegen (Abb. 30B). Uberexpression eines
angeblich dominant negativen Konstruktes fir TOR (UAS-TOR™P) verursacht jedoch
nicht, wie erwartet, eine Verschlechterung des Ph&notyps, sondern wie das cDNA
Konstrukt eine Verbesserung (Abb. 30C). Dieselben Tendenzen werden im vap'

Hintergrund beobachtet (Bilder nicht gezeigt).

Abb. 30: Genetische Interaktion von  vap®mit TOR.

Wird in vap?® Fliegen in Neuronen ein Konstrukt exprimiert, mit dem die wildtypische cDNA fiir das TOR Gen tiberexprimiert
wird, kann in Paraffinschnitten der Gehirne von 20 Tage alten Fliegen eine Suppression des Phénotyps im Vergleich zur
Kontrolle (A) beobachtet werden (B). Allerdings fiihrt auch Expression einer angeblich dominant negativen Form von TOR
zur Abschwachung (C).

Genotypen: (A) vap'/Y; +/appl-GAL4, (B) vap’/Y; UAS-TOR/appl-GAL4, (C) vap®/Y; UAS-TOR™/+; +/appl-GALA4.

Wiederum kann der Einfluss auf die Neurodegeneration in den beiden Allelen verglichen
werden (Abb. 31):

) ) Abb. 31: Vergleich des relativen
Vergleich der Neurodegeneration Ant eils vakuolisierten
im vapl und vap2 Hintergrund Gehirngewebes in Lobula und

Cvap2 @vapl Medulla bei Manipulation der
Gendosis von TOR im vap® und

2 vap' Hintergrund.

18 Im  Vergleich  zum  vap®
1,6 Hintergrund ist die Suppression
des Phéanotyps durch
1.4 Uberexpression von TOR in vap®
1,2 = nicht so deutlich, aber dennoch
1 vorhanden.  Unerwarteterweise
verursacht Uberexpression einer
08 - dominant negativen Form von

0,6 TOR den selben Effekt.
0.4 _ Genotypen: vap;appl-GAL4:
' vap/Y; +/a[2)pI-GAL4, vap;UAS-
0,2 TOR: vap’/Y; UAS-TOR/appl-
0 !_h- GAL4, vap;UAS-TORted: vap’/Y;
UAS-TOR'™®/+; +/appl-GAL4. vap
vap;appl-GAL4 vap;UAS-TOR vap;UAS-TORted steht in diesem Fall jeweils fur das

durch die Farbe der Saule (siehe
Legende) gekennzeichnete Allel.
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Abermals ist der Effekt in vap' schwécher. Insgesamt ist auch hier zu erkennen, dass wie
in den vorhergehenden Versuchen die Ergebnisse nicht eindeutig sind: Uberexpression
der Elemente des Signalweges, die die Autophagie hemmen und damit den vap
Neurodegenerations-Phénotyp verbessern sollten, fihren zwar tatsachlich zur
Suppression (Ausnahme ist die Uberexpression der Akt cDNA, die eine Verschlechterung
verursacht). Jedoch erzielt Expression von Konstrukten, die die Elemente inhibieren
sollten, denselben oder einen sogar noch starker positiven Effekt. Darlber wird spater zu
diskutieren sein. Zuletzt wurde jedoch auch noch der Einfluss einer veranderten Gendosis
der S6K analysiert, eines Elementes, welches selbst vom geschilderten Signalweg
reguliert wird und zudem den zur Inhibierung der Autophagie fihrenden Signalweg in

einer feedback loop hemmit.

3.5.5. Genetische Interaktion von RasGAP mit S6K

Neuronale Uberexpression einer konstitutiv aktiven Form der S6K (UAS-S6K.STDETE)
fuhrt zur Abschwéachung des Neurodegenerations-Phanotyps in vap® Fliegen (Abb. 32B).
Bei Expression einer dominant negativen Form der S6K (UAS-S6K.KQ) hingegen bleibt
der Ph&notyp im vap? Hintergrund unverandert (Abb. 32C). Im vap* Hintergrund fiihrt
Expression der konstitutiv aktiven Form wiederum zur Suppression, Expression der

dominant negativen Form verursacht eine Verschlechterung des Phéanotyps (Bilder nicht

gezeigt).

Abb. 32: Genetische Interaktion von  vap®mit S6K.

Paraffinschnitte der Gehirne von 20 Tage alten vap2 Fliegen, in denen in Neuronen eine konstitutiv aktive Form der S6K
exprimiert wird (B), zeigen eine Suppression des Phanotyps im Vergleich zur Kontrolle (A). Expression einer dominant
negativen Form fiihrt in vap? zu keiner Veranderung der Neurodegeneration (C).

Genotypen: (A) vap’/Y; +/appl-GAL4, (B) vap?/Y; UAS-S6K.STDETE/+; +/appl-GAL4, (C) vap?/Y; UAS-S6K.KQ/+; +/appl-
GAL4.

Dies ist auch in den Ergebnissen aus der Quantifizierung zu sehen (Abb. 33).
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Vergleich der Neurodegeneration Abb. 33: Vergleich des relativen

im vapl und vap2 Hintergrund Antels vakuolisierten
p P 9 Gehirngewebes in Lobula und

Ovap2 mvapl Medulla bei Manipulation der

2 Gendosis von S6K im vap2 und
18 vap' Hintergrund.
1’6 T Uberexpression der konstitutiv
’ aktiven Form von S6K zeigt in
1,4 beiden Allelen einen
2 supprimierenden Effekt.
L T Expression einer dominant
1 negativen Form veréandert in vap2
08 1L den Neurodegenerations-
’ Phanotyp nicht, in vap' kommt es
0,6 zu einer Verschlechterung.
0,4 Genotypen: vap;appl-GAL4:
0.2 vaplY; +/appl-GAL4, vap;UAS-
' S6K.STDETE: vap/Y; UAS-
0 ‘ S6K.STDETE/+; +/appl-GAL4.,

vap;appl-GAL4 vap;UAS-S6K.STDETE  vap;UAS-S6K.KQ vap;UAS-S6K.KQ: vap/Y; UAS-
S6K.KQ/+; +/appl-GALA4. vap steht

in diesem Fall jeweils fir das
durch die Farbe der Saule (siehe
Legende) gekennzeichnete Allel.

Fur die S6K sind die Ergebnisse der Untersuchung einer genetischen Interaktion von vap
mit der konstitutiv aktiven und der dominant negativen Form nicht widerspriichlich; die
Ergebnisse sind jedoch insgesamt schwierig zu interpretieren und sollen in der
abschlieBenden Diskussion ausfihrlich besprochen werden. Es kann nicht eindeutig
festgestellt werden, ob durch Beeinflussung dieses fir die Regulation der Autophagie
entscheidenden Signalweges Einfluss genommen werden kann auf den vap
Neurodegenerations-Phanotyp. Jedoch konnten die Ergebnisse der im letzten Abschnitt
dieses Teils der Arbeit beschriebenen Versuche Hinweise liefern, dass tatsachlich in den

vap Fliegen eine Deregulation der Autophagie vorliegen konnte.
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3.6. RasGAP und Autophagie: Genetische Interaktion von
vap' mit car’

3.6.1. Entfernung der car® Mutation aus dem vap* Hintergrund durch
Rekombinationskreuzung

Aufgrund der im Abschnitt 1.3.2.5. beschriebenen Hinweise lasst sich vermuten, dass es
in vap Fliegen zu einer erht6hten Aktivierung der Autophagie kommt. Wie in
ultrastrukturellen Untersuchungen festgestellt worden war, haufen sich in den Neuronen
von vap Fliegen autophagische Vakuolen an. Dieser Effekt ist in vap® Fliegen besonders
stark zu sehen. Allerdings tragen diese Fliegen neben der vap' Mutation auch den
Augenfarbenmarker car!, also eine Mutation im carnation Gen. Carnation ist vermutlich
am Prozess der Vesikelverschmelzung im Rahmen der Autophagie beteiligt (siehe
Abschnitt 1.3.2.1.). Es besteht die Méglichkeit, dass es in vap® durch eine von der car'
Mutation verursachte Behinderung der Vesikelverschmelzung zu der ultrastrukturell
sichtbaren erhohten Anh&ufung der aufgrund der vap Mutation vermehrt gebildeten
Vesikel kommt und dies auch den frilheren Tod der Fliegen im Vergleich zu vap?
verursacht. Wenn tatsachlich ein Zusammenhang zwischen der vap Mutation und einer
Deregulation autophagischer Prozesse besteht, sollte eine Entfernung der car' Mutation
aus dem vap' Hintergrund zu einer Verminderung der Anzahl der angeh&uften Vakuolen
und dadurch vermutlich auch zu einer Verbesserung des Neurodegenerations-Phanotyps
und der Verklrzung der Lebensspanne fihren.

Um einen vapl Stamm zu etablieren, der keine car'® Mutation tragt, wurden
Rekombinationskreuzungen durchgefiihrt. Zundchst wurden Jungfrauen des vap'
Stammes (Genotyp w'vap'f'car’/w*vap'f'car’) mit Mannchen des Stammes CantonS
(CS/Y) gekreuzt. In den Keimzellen der weiblichen Nachkommen dieser Kreuzung kann

es unter anderem zu folgendem Rekombinationsereignis kommen (Abb. 34):

vapt f! cart vapt f!

Ny N >
\\ cart

Abb. 34: Schematische Darstellung des gewiinschten R ekombinationsereignisses zur Herstellung eines vap"

Stammes ohne car'.

Die weiblichen Nachkommen einer Kreuzung von vap® Jungfrauen mit CS Mannchen tragen das links abgebildete erste
Chromosomenpaar: in rot ist das von der Mutter ererbte Chromosom mit der vap® Mutation in der zytologischen Position
14A5-14A6 dargestellt. Dieses Chromosom tragt daneben die duRerlich sichtbaren Marker f* (forked; Borstenphanotyp)
und car® (carnation; dunklere Augenfarbe) in den angegebenen zytologischen Positionen. In den Keimzellen kommt es zur
Rekombination zwischen den beiden Chromosomen. Nach Rickkreuzung mit CS Mannchen werden diejenigen
mannlichen Nachkommen selektiert, die den durch f* verursachten Borstenphanotyp zeigen und aber den Marker car', der
zu einer weiteren Verdunkelung der roten Augenfarbe fiihren wirde, nicht tragen. Durch weitere Kreuzung dieser
Mannchen kann ein stabiler Stamm vap® ohne car' etabliert werden (siehe Text).
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Nattrlich kann die Rekombination auch an anderen Stellen des Chromosoms stattfinden;
hier ist lediglich das gewilinschte Rekombinationsereignis dargestellt, welches spater
anhand der Markerkombination identifiziert werden kann. Dazu wurden die aus der
Kreuzung entstandenen Weibchen in groRer Menge wiederum mit Mannchen des CS
Stammes gekreuzt; einzelne Mannchen mit der gewiinschten Markerkombination f'car
(nicht car') wurden zur Stabilisierung des rekombinierten Chromosoms mit Weibchen des
Balancerstammes FM6/arm gekreuzt und die weiblichen Nachkommen mit Genotyp
vap'f'car'/FM6 mit FM6/Y Mannchen gekreuzt. Durch Kreuzung von vap'f‘car/FM6
Weibchen mit vap'f'car’/Y Mannchen kann schlieBlich ein stabiler Stamm etabliert
werden; vap'f'‘car® Weibchen sind homozygot lebensfahig und fertil, so dass ein neuer
Stamm vap'ficar® (ohne Balancerchromosom FM6) entstanden ist. Dieser wird im
Weiteren vap® ohne car’ genannt. Zur besseren Unterscheidung wird der bisher einfach
vap' genannte Stamm in diesem Teil der Arbeit mit vap'car’ bezeichnet. Mit diesen

Stammen wurden die im Folgenden beschriebenen Versuche durchgefuhrt.

3.6.2. Einfluss der car® Mutation auf die Lebensspanne von  vap®

Zunachst wurde die Lebenserwartung von vap® Fliegen mit und ohne car' verglichen. Von
dem durch Rekombinationskreuzung entstandenen Stamm vap' ohne car' sowie dem
urspriinglichen vap'car' Stamm und weiteren Kontrollen wurden jeweils 100 Ménnchen

abgesammelt und gealtert. Dabei ergaben sich folgende Lebensspannen (Abb. 35):

Lebenserwartung
100 0=, —&— CantonS
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Abb. 35: Lebenserwartung verschiedener Fliegenstamm  e.

Als Kontrolle wurden der Wildtyp-Stamm CantonS und der ,Mutterstamm* der ubrigen Linien, w ", verwendet. w " besitzt
generell aus bisher unbekannten Griinden eine etwas héhere Lebenserwartung als CantonS. Die Lebensspanne von car*
Fliegen liegt zwischen der dieser beiden Kontroll-Stamme; die Mutation fihrt folglich nicht zu einer Verkiirzung der
Lebenserwartung. Im vap® Hintergrund fiihrt die car® Mutation jedoch zu einer weiteren Erniedrigung der in vap Mutanten
gegeniber den Wildtypen erniedrigten Lebenserwartung.

Genotypen: CantonS: CS/Y, w1118: w''*®/Y, carl: car'/Y; vapilcarl: vap'f'car'/yY, vap1: vap'f/yY, vap2: vap?Yy.

1118 1118
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Der Wildtyp-Stamm CantonS besitzt stets, aus bisher unbekannten Griinden, eine etwas
niedrigere Lebenserwartung als w'**®, der ,Mutterstamm* der anderen in diesem Versuch
eingesetzten Stamme. Die Lebensspanne von car' Fliegen liegt zwischen der dieser
beiden Kontrollen; durch die Mutation in diesem Gen allein kommt es also nicht zu einer
Erniedrigung der Lebenserwartung. vap® Fliegen zeigen dagegen eine verkiirzte
Lebensspanne. Im bisher verwendeten vap'car’ Stamm ist die Lebenserwartung noch
weiter herabgesetzt. Entfernung der car' Mutation aus dem vap® Hintergrund fiihrt zu einer
Anhebung der Lebensspanne auf dasselbe Niveau wie im anderen Allel. Zuséatzliches
Vorhandensein der car' Mutation besitzt also, obwohl sie allein keine Auswirkung auf die
Lebenserwartung hat, einen negativen Effekt auf die Lebensspanne von vap Fliegen. Dies
ist ein Hinweis auf ein Zusammenwirken der beiden Mutationen.

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die car' Mutation auch eine Auswirkung auf den

Neurodegenerations-Phanotyp von vap* Fliegen besitzt.

3.6.3. Einfluss der car' Mutation auf den Neurodegenerations-
Ph&notyp von vap'

Mannchen des Stammes vap'car' sowie von vap' ohne car® wurden abgesammelt, 20
Tage gealtert und horizontale Paraffinschnitte der Gehirne angefertigt (Abb. 36C und
36D). Als Kontrolle wurde der Wildtypstamm CantonS verwendet (Abb. 36A). Zusétzlich

wurden auch Mannchen des car' Stammes untersucht (Abb. 36B).

Abb. 36: Genetische Interaktion von
vap' mit car® (Paraffinschnitte).
Wildtypische Fliegen (A) sowie Fliegen
des Stammes car' (B) zeigen im Alter
von 20 Tagen keine
Neurodegeneration. Die in vap'car'
Fliegen (C) auftretende Vakuolisierung
kann durch Entfernung der car
Mutation aus dem  genetischen
Hintergrund vermindert werden (D).
Genotypen: (A) CS/Y, (B) car'lY, (C)
vap'ficar'/y, (D) vap'f/Y. MaRstab:
50um.
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Mannchen des car® Stammes zeigen im Alter von 20 Tagen ebenso wie die Wildtyp-
Kontrolle keine Vakuolisierung des Gehirngewebes, vap'car' Fliegen hingegen schon.
Durch die Entfernung der car' Mutation aus dem genetischen Hintergrund des Stammes
wird die Neurodegeneration vermindert. Dies bestatigen auch die Ergebnisse der
Quantifizierung des Anteils an vakuolisiertem Gehirngewebe in Lobula und Medulla von

jeweils mindestens sieben Kdpfen (Abb. 37):

Vergleich der Neurodegeneration in
vaplohne carl relativzu vaplcarl
1,2 Abb. 37: Einfluss von car' auf die

Neurodegeneration in  vap™.
1 Die in vap'car' Fliegen auftretende
Vakuolisierung kann durch Entfernung
08 | der car' Mutation aus dem genetischen
’ Hintergrund vermindert werden.
06 Genotypen: vap'car’: vap'ficar'’y,
] vap* ohne car®: vap'f'/Y.
04 -
0,2
0 4
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Die car’ Mutation besitzt also einen Einfluss auf die durch die vap Mutation
hervorgerufene Neurodegeneration. Dieses Ergebnis stitzt die Vermutung, dass der
Neurodegenerations-Phénotyp von vap Fliegen mit einem gestdrten Autophagie-Prozess
zusammenhangt.

AbschlieRend sollte auch auf ultrastruktureller Ebene der Effekt der car' Mutation im vap*

Hintergrund untersucht werden.

3.6.4. Einfluss der car® Mutation auf die Anh&ufung autophagischer
Vakuolen in vap?

Um zu untersuchen, ob car' die Anhaufung autophagischer Vakuolen in vap' Fliegen
beeinflusst, wurden Semidinn- und Ultradinnschnitte der entsprechenden
Fliegenstamme angefertigt. Dazu wurden Ménnchen der Stamme car’, vap'car' und vap*
ohne car' fiir 14 Tage gealtert, dann wurden ihre Gehirne prapariert, in Glutaraldehyd
fixiert und in Epon eingebettet. AnschlieRend wurden Semidunn- und Ultradiinnschnitte
angefertigt (freundlicherweise durchgefihrt von Frau Ursula Roth).

In mit Toluidinblau gefarbten Semidiinnschnitten sind bei Fliegen, welche zusétzlich zur
vap' Mutation die car' Mutation tragen (Abb. 38B) in einigen Zellen Anh&ufungen dunkler
Punkte (Pfeil) zu erkennen, wéhrend in car' (Abb. 38A) und vap* ohne car' (Abb. 38C) in
jeder Zelle lediglich ein dunkel gefarbter Punkt, ndmlich der aufgrund seines sauren pH

Wertes mit Toluidinblau angefarbte Zellkern, zu sehen ist.
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Abb. 38: Genetische Interaktion von  vap® mit car' (Semidiinnschnitte).

Fliegen des Stammes car' (A) zeigen im Alter von 14 Tagen in jeder Zelle einen mit Toluidinblau dunkel angeférbten
Punkt, namlich den Zellkern. In vap'car' (B) sind dagegen in vereinzelten Zellen (Beispiel siehe Pfeil) Ansammlungen
solcher dunkel geférbter Punkte zu erkennen. Vermutlich handelt es sich dabei um autophagische Vakuolen mit einem
sauren pH; ihre Anh&aufung deutet auf vermehrte autophagische Aktivitat beziehungsweise gestorten Abbau der
autophagischen Vakuolen hin. In vap® ohne car' (C) sind wiederum lediglich dunkel gefarbte Zellkerne zu sehen. Der
Ausschnitt zeigt jeweils den Cortex-Bereich zwischen Medulla-Neuropil und Zentralgehirn.

Genotypen: (A) car'/Y, (B) vap'ficar'/y, (C) vap'f'/Y. MaRstab: 10pum.

Die Ansammlungen in vap® mit car' stellen vermutlich aufgrund von Problemen mit der
Autophagie angehaufte Vakuolen dar, die wie Zellkerne einen sauren pH besitzen und
deshalb mit Toluidinblau angefarbt werden kdnnen. Vermehrtes Auftreten solcher
Vakuolen bei Fliegen, die beide Mutationen, vap1 und car', besitzen, im Vergleich zu
Fliegen, die nur jeweils eine Mutation aufweisen, deutet auf eine Beteiligung der beiden
codierten Proteine am selben Prozess, namlich der Autophagie, hin. Dieser Effekt ist
jedoch nur schwer zu quantifizieren, da dazu jeweils der exakt gleiche Bereich in der
gleichen Ebene des Gehirns untersucht werden misste, was, anders als bei
Paraffinschnitten, in einer statistisch relevanten Anzahl fur Semidinnschnitte nicht
realisierbar ist.

Bei Betrachtung der entsprechenden kontrastierten Ultradiinnschnitte mit dem
Elektronenmikroskop ergibt sich folgendes Bild (Abb. 39):

Abb. 39: Genetische Interaktion von  vap® mit car' (Ultradiinnschnitte).

In Fliegen des Stammes car’ (A) sind nur wenige autophagische Partikel zu erkennen. In vap'car' (B) scheint ihre Zahl
hingegen erhéht zu sein. Durch Entfernung von car’ (C) haufen sich weniger dieser Partikel in den Neuronen an.

Genotypen: (A) car'/Y, (B) vap'ficar'/Y, (C) vap'f'/Y. MaRstab: 2um.
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Ergebnisse

In car' (Abb. 39A) kénnen vereinzelte Autolysosomen identifiziert werden, die wohl einen
basalen Autophagie-Level zum normalen Protein- und Organell-Turnover darstellen. In
vap*car' (Abb. 39B) Fliegen fallt die bereits verdffentlichte erhéhte Anzahl autophagischer
Vakuolen auf (siehe Abschnitt 1.3.2.5.), die in vap* ohne car' (Abb. 39C) wiederum auf ein
geringeres Niveau gesunken zu sein scheint; jedoch ist auch hier eine Quantifizierung
nicht durchfiihrbar.

Eine quantitative Auswertung des Einflusses von car® auf die Anhaufung autophagischer
Vakuolen in vap Fliegen konnte somit zwar nicht erfolgen; die Ergebnisse aus der
ultrastrukturellen Analyse geben dennoch gemeinsam mit der gezeigten genetischen
Interaktion von car' mit vap® in Bezug auf Lebensspanne und Neurodegenerations-
Phanotyp der Fliegen einen deutlichen Hinweis auf eine Beteiligung von RasGAP am

autophagischen Prozess.
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Diskussion

4.1. Funktionelle Analyse von Drosophila RasGAP

4.1.1. Letalitat der ubiquitairen RasGAP Uberexpression

Um die Funktion von Drosophila RasGAP besser zu verstehen, wurden im ersten Teil der
vorliegenden Arbeit die Auswirkungen einer Missexpression der RasGAP cDNA genauer
analysiert. Es konnten Ergebnisse aus zuvor durchgefiihrten Untersuchungen (Kiermayer,
2003) bestatigt werden, dass eine ubiquitare Missexpression mit dem Treiber actin-GAL4
fur die Fliegen todlich ist. Das im Abschnitt 3.1.1.1. beschriebene Experiment zeigte, dass
die Uberexpression bereits im frilhen Puppenstadium zum Tod fihrt. Dass die
Uberexpression nicht erst in adulten Tieren zur Letalitat fihrt, weist auf eine Auswirkung
der Missexpression in friheren Entwicklungsabschnitten hin. Tatsachlich sind ja
Funktionen von Drosophila RasGAP im Zusammenhang mit fir die Entwicklung
zustandigen RTKs nachgewiesen (Cleghon et al., 1998; Woodcock & Hughes, 2004);
deren Uberfunktion konnte den todlichen Effekt hervorrufen.

Im Gegensatz zur Uberexpression besitzt ein Funktionsverlust von RasGAP, wie er in den
vap Mutanten vorliegt, jedoch keinen Effekt auf die Entwicklung der Tiere (Botella et al.,
2003); uberlebenswichtige Funktionen von RasGAP kénnen in Embryonen und Larven
vermutlich durch andere Faktoren, mdglicherweise die beiden anderen in Drosophila
vorhandenen GAP Proteine fur Ras, NF1 und GAP1, kompensiert werden. Anders jedoch
in adulten Tieren: die Mutation im RasGAP Gen verursacht in den vap Mutanten
altersabhangige Neurodegeneration. Dieser Phanotyp kann durch Wiederherstellung der
GAP katalytischen Funktion, entweder durch Expression von Konstrukten mit intakter
GAP Domane oder Expression von GAP1, nicht kompensiert werden (siehe Abschnitt
3.1.3.). Dies weist auf eine spezifischere Funktion von RasGAP in adulten Tieren, und wie
weitere Untersuchungen zeigten, insbesondere in den Neuronen adulter Tiere, hin
(ausfihrlichere Diskussion hierzu siehe unter Abschnitt 4.1.2.).

Drosophila RasGAP, das Homologe zum humanen p120RasGAP, weist im Gegensatz zu
den anderen GAPs neben der GAP katalytischen Doméane weitere Doménen auf, die fir
Interaktionen des Proteins mit Lipiden oder anderen Proteinen zustandig sind. Besonders
die SH2 Doméanen vermitteln eine Vielzahl der bisher bekannten Protein/Protein
Interaktionen von RasGAP. Wie in Abschnitt 3.1.1.2. gezeigt, verursacht ubiquitare
Uberexpression von Konstrukten, die Mutationen in der GAP katalytischen oder in den
SH2 Domanen tragen, im Gegensatz zur Uberexpression der intakten cDNA keine
Letalitat. Auch Uberexpression eines Konstruktes, durch das nur die Adapter-Domane des
Proteins codiert wird, fuhrt nicht zum verfrihten Tod der Fliegen.

Uberexpression eines Konstruktes, in dem nur die SH3 Domane eine Mutation aufweist,
ist letal fUr die Fliegen. Dies konnte darauf hindeuten, dass die SH3 Domane fur die

Funktion von RasGAP keine entscheidende Rolle spielt. Mdglicherweise fuhrt aber die
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Mutation auch nicht zu einem vollstandigen Funktionsverlust der Doméne, so dass das
verwendete Konstrukt der wildtypischen cDNA entspricht und deshalb denselben
Phanotyp aufweist. Wéhrend namlich beispielsweise fir die verwendeten Konstrukte mit
Mutationen in den SH2 Domanen gezeigt werden konnte, dass sie tatsachlich die
Bindungsfahigkeit an bekannte Interaktionspartner verhindern (Woodcock & Hughes,
2004), fehlt ein solcher Nachweis fir das SH3 Konstrukt UAS-B111.4. Dass alle im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit mit dem Konstrukt durchgefiihrten Versuche keinen
vom wildtypischen Konstrukt abweichenden Effekt gezeigt haben, kann als Hinweis
gedeutet werden, dass die SH3 Domane nicht wirklich in ihrer Funktion gestort ist. Um
dies mit Sicherheit sagen zu kénnen, misste beispielsweise die Bindungsfahigkeit an
bekannte Interaktionspartner Gber Co-Prazipitations-Versuche oder Two-Hybrid gesondert
untersucht werden.

Die Ergebnisse sprechen insgesamt dafiir, dass nur Uberexpression des voll
funktionstiichtigen RasGAP mit all seinen Doméanen, also auch der GAP Doméne, zu
einer Ubermafigen Aktivitat des Proteins fiihrt, die fir die Tiere in der Entwicklung tddlich
ist, moglicherweise lUber eine Deregulation von Ras.

Der Effekt der Mutation in RasGAP in adulten Tieren unterscheidet sich hiervon, wie die
Ergebnisse der Analyse des Phototaxis- und des Neurodegenerations-Phanotyps von vap

Mutanten zeigen, die im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

4.1.2. Einfluss der verschiedenen Domanen von RasGA P auf
Phototaxis- und Neurodegenerations-Phanotyp
Neuronale Expression der RasGAP cDNA mit Hilfe des Treibers elav-GAL4 kann den
Phototaxis-Phanotyp von vap Fliegen positiv beeinflussen oder retten; der Anteil der
Fliegen im ersten R6hrchen am Ende des Versuchs (ungefahr 40%) ist signifikant
geringer als in den vap Fliegen (circa 70%), wenn auch nicht identisch mit dem in
wildtypischen Tieren (in etwa 20%). Das Ergebnis liefert einen deutlichen Hinweis, dass
der Funktionsverlust von RasGAP in Neuronen die Ursache des Phanotyps ist.
Untersuchung des Einflusses der einzelnen Domanen des Proteins auf den Verhaltens-
Phéanotyp erweist sich allerdings als schwierig: relativ eindeutig lasst sich lediglich zeigen,
dass die GAP Doméne oder der N-terminale Teil von RasGAP mit den SH2 und SH3
Doménen allein nicht geniigen, um das wildtypische Verhalten wiederherzustellen
(Kiermayer, 2003 und diese Arbeit). Eine Mutation in der SH3 Domane scheint den
rettenden Effekt des cDNA Konstruktes nicht zu beeinflussen; hier gilt jedoch wiederum,
dass ein tatsachlicher Funktionsverlust durch die eingefiihrte Mutation nicht bewiesen ist.
Der genaue Einfluss von Mutationen in beiden oder jeweils einer der SH2 Domé&nen lasst
sich schwer einschéatzen; sind beide Doméanen mutiert, wird das Verhalten nicht signifikant
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verbessert. Ist nur jeweils eine der SH2 Doméanen mutiert, liegt der Anteil der Fliegen im
ersten Rohrchen am Ende des Versuchs zwischen den Werten fiur die vap Mutante und
fur die Rettung durch das wildtypische Konstrukt. Mdglicherweise kann neuronale
Expression der entsprechenden Konstrukte das Verhalten retten, was dafiir sprechen
wirde, dass die Funktion dieser Doméanen fur das wildtypische Verhalten nicht
entscheidend ist beziehungsweise, dass eine funktionierende SH2 Domane allein
ausreicht, um Funktionsfahigkeit zu gewahrleisten. Eindeutig kdénnen die Ergebnisse
allerdings nicht eingeordnet werden. Dies zeigt die Schwierigkeit der Interpretation der
Daten aus Verhaltensversuchen; vermutlich spielen alle Doméanen des Proteins eine Rolle
fur die korrekte Steuerung des Verhaltens. Die Ergebnisse sprechen mdglicherweise fiir
eine kooperative Rolle beider SH2 Doméanen und der GAP Doméne. Eine eindeutige
Aussage ist jedoch schwer zu treffen.

Davon unterscheidet sich der Einfluss der einzelnen Domanen auf den
Neurodegenerations-Phanotyp: der Effekt einer neuronalen Uberexpression von UAS-
RasGAP auf den Neurodegenerations-Phéanotyp ist eindeutig: die Vakuolisierung kann
vollstandig gerettet werden. FiUr diesen Phanotyp ist folglich definitiv die Mutation in
RasGAP verantwortlich; die Funktion des Proteins wird in Neuronen gebraucht. Neuronale
Uberexpression von RasGAP cDNA Konstrukten, die Mutationen in beiden oder in einer
der SH2 Domanen besitzen, kann den wildtypischen Phanotyp nicht wiederherstellen;
diese Domanen haben eine Bedeutung fiir die Integritat der Neuronen. Uberexpression
des Konstruktes mit der Mutation in der SH3 Doméne scheint vollstandig zu retten, jedoch
ist wiederum zu erwahnen, dass eventuell der Funktionsverlust nicht vollstandig ist; eine
Rolle dieser Doméane fir die Funktion von RasGAP in adulten Neuronen kann somit nicht
ausgeschlossen werden.

Eindeutig ist jedoch, dass die GAP katalytische Doméne fir den Neurodegenerations-
Phanotyp keine Bedeutung besitzt: Expression eines Konstruktes mit einer Mutation in der
GAP Doméne kann den Phanotyp vollstandig retten. Dartber hinaus kann durch
Expression eines Konstruktes, in dem nur die SH2 und SH3 Domanen vorhanden sind,
die Vakuolisierung ebenfalls vollstandig verhindert werden. Dies zeigt eindeutig eine
entscheidende Rolle dieses Teils des RasGAP Proteins beziehungsweise der dort
vorhandenen Domanen fur die Integritat der Neuronen.

Da SH2 und SH3 Doménen bekannte Adapter-Doméanen darstellen, die Protein/Protein
Interaktionen vermitteln, wird eine wichtige Rolle solcher Wechselwirkungen von RasGAP
vermutet. Die Ergebnisse eines deshalb in der vorliegenden Arbeit durchgefiuihrten Yeast
Two Hybrid Screens zur Identifizierung von Interaktionspartnern von Drosophila RasGAP

werden im nachsten Teil diskutiert.
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4.2. Untersuchung molekularer Interaktionen von
Drosophila RasGAP mittels Yeast Two Hybrid Screen

4.2.1. Verwendetes System und Koder-Vektoren

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Identifizierung von Interaktionspartnern von
Drosophila RasGAP das ProQuest™ Two Hybrid System von Invitrogen verwendet, das
verschiedene Vorkehrungen gegen das Auftreten falsch-positiver und falsch-negativer
Ergebnisse sowie Kontrollstamme zur Uberpriifung der korrekten Handhabung und zur
Einordnung der Interaktionsstarken beinhaltet (ndher erlautert in Abschnitt 3.2.1.). Unter
Verwendung dieses Systems konnten im Rahmen dieser Dissertation jedoch keine
Interaktionspartner von RasGAP beziehungsweise seiner SH3 Domane identifiziert
werden. Bevor dieses Ergebnis ndher diskutiert wird, sollen vorab noch einige Punkte
beziglich des verwendeten Systems und der Koder-Vektoren erlautert werden.

Ein parallel zur hier vorgestellten Arbeit mit demselben System durchgefiihrter Yeast Two
Hybrid Screen nach Interaktionspartnern des Drosophila GABARAP zeigte, dass das
verwendete System hervorragend geeignet ist, sowohl bereits bekannte oder vermutete
Interaktionen zu bestétigen, als auch bisher unbekannte, neue Interaktionen zu
entdecken, deren weitere Untersuchung Aufschluss Uber die Funktion des als Kéder
verwendeten Proteins geben konnte. In diesem Screen konnten insgesamt 16
verschiedene Interaktionspartner identifiziert werden; darunter waren solche, fir deren
Homologe aus Saugern eine Interaktion mit dem Sauger-GABARAP bekannt war oder
deren Funktion im Zusammenhang mit der vermuteten Funktion von GABARAP stand,
sowie verschiedene Proteine bisher unbekannter Funktion (Ruckerbauer, 2006).

Von Michaela Mark konnte fir RasGAP gezeigt werden, dass die (weiter unten naher
erlauterten) Koder-Konstrukte weder selbstdndig die Reportergene induzieren, noch
toxisch fur die Hefen sind, so dass das System grundsatzlich eingesetzt werden kann.
Zudem konnte unter Verwendung des in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Systems
eine beschriebene Interaktion von Drosophila RasGAP mit der Aurora Kinase bestatigt
werden (Mark, 2005). Auch wurde die korrekte Handhabung durch den Experimentator
Uberprift. Grundsatzlich sprach also nichts gegen eine erfolgreiche Durchfiihrung des
Screens.

Im Sinne einer unvoreingenommenen Identifizierung von Interaktionspartnern von
RasGAP und zur Aufrechterhaltung der oftmals fir Interaktionen einzelner Doménen
entscheidenden Gesamtkonformation wurde die gesamte Sequenz als Kdder fur den
Screen eingesetzt. Jedoch ist nicht nur die Klonierung und Vermehrung gréf3erer DNA
Stiicke schwieriger als die kleinerer Teile; zudem ist auch die Detektion von Interaktionen
einzelner Doméanen einfacher: selbst bei Bindung eines Interaktionspartners kann die

rAumliche Assoziation der Transkriptionsfaktor-Domé&nen bei einem grof3en Protein
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(RasGAP: 108kDa) gefahrdet sein. Deshalb sollte der Screen auch mit einer einzelnen
Doméne aus RasGAP durchgefuhrt werden; es wurde die SH3 Doméane gewahlt, da trotz
der Ergebnisse aus der funktionellen Analyse eine Rolle dieser Domane fir die korrekte
Funktion von RasGAP im Zusammenhang mit der Neurodegeneration nicht
ausgeschlossen werden kann und Interaktionen der SH2 Doméanen mit Hilfe des
verwendeten  Systems aufgrund der erforderlichen  Phosphorylierung  des
Interaktionspartners nicht untersucht werden kénnen.

Vergleicht man die Ergebnisse aus den Screens mit der RasGAP cDNA und der SH3
Domaéane, so kann man feststellen, dass fiur die einzelne Doméane tatséchlich leichter
Interaktionen zu finden sind, auch wenn es sich im Nachhinein herausgestellt hat, dass es
sich nicht um echte, spezifische Interaktionen handelte, sondern um Falsch-Positive. Die
Ergebnisse zeigen aber auch, dass trotz der verschiedenen Vorkehrungen, die im System
gegen das Auftreten Falsch-Positiver getroffen wurden, diese nicht vermieden werden
kénnen, vor allem, da zwei der drei unabhangigen Reportergene (HIS3 und URA3)
aufgrund der heiklen Handhabung des Replika Cleaning (siehe unten) nicht mit groRer
Zuverlassigkeit verwendet werden konnten. Insgesamt war jedoch in den durchgefuhrten
Screens nicht das Auftreten zu vieler falsch-positiver Klone das Problem, sonder eher die
Maoglichkeit von Falsch-Negativen.

Dass trotz der nachgewiesenen grundséatzlichen Eignung des Systems bei dem im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Screen keine Interaktionen von RasGAP
beziehungsweise seiner SH3 Domane festgestellt werden konnten, kann verschiedene
Griunde haben. Zunachst muss erlautert werden, dass bei der Durchfiihrung des Screens
verschiedene systematische Probleme auftraten; ihre Bedeutung wird im nun folgenden
Abschnitt diskutiert. Danach werden generelle Grinde aufgefihrt, warum die
Identifizierung von Interaktionspartnern von RasGAP mittels Two Hybrid Screen

moglicherweise spezielle Probleme in sich birgt.

4.2.2. Systemprobleme

Zunachst muss die Reprasentativitat der verwendeten Bibliothek hinterfragt werden. Wie
bereits erwahnt, waren bereits die von Dr. Megan Goodwin erhaltenen DNAs einmal aus
der urspriinglichen Bibliothek amplifiziert worden, wodurch sicherlich manche cDNAs
verlorengingen beziehungsweise andere bevorzugt vermehrt wurden, wie sich deutlich am
Ergebnis aus dem parallel am Lehrstuhl durchgefihrten Screen des SS1 Amplifikats mit
GABARAP zeigte: fir die SS1 Bibliothek wurden 150 His* Klone identifiziert, von denen
50 weiter getestet wurden. Diese enthielten alle dasselbe Konstrukt: die cDNA fur
cinnamon, das Drosophila Homologe eines aus Saugetieren bekannten

Interaktionspartners von GABARAP. Hingegen konnten in einem Screen mit der liquid
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Bibliothek 15 unterschiedliche Interaktionspartner identifiziert werden; diese Art der
Amplifikation scheint eine bessere Reprasentativitdt zu besitzen (Ruckerbauer, 2006);
eine Vollstandigkeit kann dennoch auch hier nicht als sicher angenommen werden.
Zudem waren auch die Transformationsraten nicht befriedigend; sie konnten aber trotz
grolRer Bemihungen nicht verbessert werden. Von der Transformationsrate fir die
Bibliothek ist jedoch die Anzahl der gescreenten Klone abhangig. Zum Test durchgefihrte
Transformationen mit anderen Hefe-Stammen und anderen DNAs brachten zum Teil recht
hohe Transformationsraten. Auch in den parallel von Sabine Ruckerbauer durchgefihrten
Screens mit dem GABARAP Protein konnten hohere Raten erzielt werden. Scheinbar war
speziell die Transformation der Hefen, welche die RasGAP Plasmide enthielten, mit den
Bibliotheks-Plasmiden problematisch.

Weiters war auch die sichere Identifizierung von His® Klonen schwierig, da es trotz der
zuvor ausgetesteten 3AT Konzentration zu einem relativ starken Hintergrundwachstum
kleinerer Kolonien kam, da die Platten recht lange inkubiert werden mussten, um
Uberhaupt Wachstum zu beobachten; eine Kontamination wurde mittels Mikroskopie
ausgeschlossen. Mit den nach abermaligem Ausstreichen als His* eingeordneten Klonen
wurde weitergearbeitet; sie wurden auf Masterplatten ausgestrichen und den
Interaktionstests unterzogen. Aufgrund der Replika Cleaning Schritte, die fir die
Auswertung des Wachstums auf den Platten ohne Uracil und ohne Histidin nétig waren,
konnten die Phénotypen hier jedoch relativ schlecht eingeordnet werden, da bei zu
grindlicher Reinigung moglicherweise positive Klone verloren gehen, bei zu
oberflachlicher Reinigung hingegen eigentlich negative Klone trotzdem wachsen kénnen.
Wie bereits im Ergebnisteil erwdhnt, war das Ergebnis aus dem X-gal Assay am
eindeutigsten. Hier als positiv beobachtete Kolonien wurden weiter untersucht; allerdings
waren das recht wenige, nur insgesamt acht Kolonien aus den beiden Screens mit der
SH3 Domane. Diese erwiesen sich in den durchgeflihrten Retransformationsversuchen
jedoch als Falsch-Positive, da hier keine positiven Phanotypen mehr festgestellt wurden.
Zudem zeigte auch die Sequenzierung der Inserts, dass es sich um typische Falsch-
Positive wie mitochondriale RNAs oder Proteine handelt, die unter physiologischen
Bedingungen mit dem zytoplasmatischen RasGAP nicht interagieren kénnen. Neben
diesen  systematischen Problemen mit  Repréasentativitdt der  Bibliothek,
Transformationsrate und Interpretation des Wachstums der Hefen auf den verschiedenen
Selektionsmedien kénnen mdgliche spezifische Grinde aufgefihrt werden, die dazu

fuhrten, dass fur RasGAP keine Interaktionspartner gefunden wurden.

109



Diskussion

4.2.3. Spezifische Schwierigkeiten

Die bei der Transformation aufgetretenen Schwierigkeiten speziell mit den verwendeten
RasGAP Plasmiden sowie das langsame Wachstum der damit transformierten Hefen
deuten darauf hin, dass die Plasmide nicht optimal von den Hefen vertragen werden.
Moglicherweise wird das RasGAP Protein auch nicht stark exprimiert; ein Nachweis tber
die vorhandene Proteinmenge mittels Western Blot war nicht gelungen (Mark, 2005).
Zudem konnten im Hefe-System Probleme mit Bioprozessierung, Faltung und Stabilitat
des Proteins auftreten, welche die Bildung richtiger Interaktionen verhindern.

Ein Vergleich mit dem von Sabine Ruckerbauer durchgefiihrten Screen deutet darauf hin,
dass generell die Identifizierung von Interaktionspartnern von RasGAP mittels Yeast Two
Hybrid Screen schwierig sein kénnte: in einem von Gigoux et al. beschriebenen Screen
einer Drosophila melanogaster embryo cDNA library nach Interaktionspartnern der
RasGAP SH3 Domane wurden 6x 10° Transformanden erhalten, jedoch nur zwei positive
Klone identifiziert, die beide die Aurora Kinase codierten. Im Gegensatz dazu konnte
Sabine Ruckerbauer bei der gleichen Anzahl Transformanden 15 verschiedene
Interaktionspartner von GABARAP identifizieren.

Diese Schwierigkeit zeigt sich mdglicherweise auch daran, dass in der Literatur bisher
insgesamt lediglich drei in einem Yeast Two Hybrid Screen identifizierte
Interaktionspartner von RasGAP beschrieben sind: Filamin C (Lypowy et al., 2005) und
Akt (Yue et al., 2004), die beide aus demselben Screen einer neonatal rat heart cDNA
library hervorgingen, sowie die Aurora Kinase (Gigoux et al., 2002).

Auch sind schwache Interaktionen, wie sich am Kontrollstamm B zeigt, mit dem
verwendeten System nur sehr schwer zu detektieren. Mdglicherweise sind aber die
Interaktionen von RasGAP beziehungsweise seiner SH3 Domane nur voribergehend und
schwach; auf diese Mdglichkeit deutet die Tatsache hin, dass in auf den Ergebnissen von
High Throughput Screens basierenden Protein Interaction Maps von Drosophila (Giot et
al., 2003; Formstecher et al., 2005) RasGAP nicht zu finden ist. Ein weiterer Grund fur
diese Befunde konnte sein, dass die meisten der bisher beschriebenen und damit
vielleicht Uberhaupt aller Interaktionen von RasGAP Uber die SH2 Doménen stattfinden,
und solche Interaktionen mit den verwendeten Methoden nicht nachgewiesen werden
kdnnen.

Die Bedeutung einer solchen bekannten Interaktion der RasGAP SH2 Doméanen, namlich

der mit dem EGFR, wird im nun folgenden Abschnitt diskutiert.
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4.3. Analyse genetischer Interaktionen von  RasGAP mit Crk

4.3.1. Mdogliche Bedeutung des Gleichgewichts der Ex  pression von
RasGAP und Crk

Uber seine SH2 Doméanen bindet RasGAP an verschiedene RTKs, unter anderen an den
EGFR. Bekannt ist, dass in vitro eine quantitative Konkurrenz zwischen RasGAP und dem
Adapter-Protein Crk um Bindestellen am EGFR besteht (Birge et al., 1992). Der von
diesem Rezeptor ausgeloste Ras Signalweg ist in den vap Mutanten nachweislich
dereguliert (Kiermayer, 2003; Botella et al., 2003). Eine naheliegende Vermutung wére
deshalb, diese Deregulation auf die fehlende negative Regulierung von Ras durch die
GAP katalytische Doméane zuriickzufihren; allerdings spielt diese Doméane bei der
Rettung des neurodegenerativen Phanotyps in vap Mutanten keine Rolle. Wenn man
davon ausgeht, dass die Deregulation ursachlich mit der Neurodegeneration in
Zusammenhang steht, ist ein solcher direkter Zusammenhang deshalb nicht
wahrscheinlich. Der N-terminale Teil von RasGAP hingegen rettet den
Neurodegenerations-Phéanotyp; denkbar wéare ein indirekter Einfluss Uber die Bindung
dieser Doméane an den Rezeptor und dadurch verénderte Lokalisation weiterer Faktoren,
maoglicherweise Uber Bindung an die SH3 Doméane von RasGAP, welche die Aktivitat von
Ras beeinflussen. Mdglicherweise ist die Deregulation von Ras aber auch ein indirekter
Effekt und nicht die Ursache fir die Neurodegeneration, und andere Signalwege sind von
der vap Mutation betroffen.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass durch die fehlende Bindung von RasGAP in vap Fliegen
die Bindung anderer Faktoren wie Crk in ihrer Dynamik gestort ist, was die Balance der
zellularen Signalweitergabe, Uber Ras oder andere Signalwege, stort und so die
Neurodegeneration verursacht. Die direkte Auswirkung einer genetischen Beeinflussung
der Expression von Crk wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit untersucht. Dazu
wurden Fliegenlinien geschaffen, die entweder ein Uberexpressionskonstrukt oder ein
RNAI Konstrukt fir Crk trugen; korrekte Sequenz sowie erfolgreiche Etablierung stabiler
Fliegenlinien konnten gezeigt werden. Nachfolgend werden die Ergebnisse der

Uberexpression der Konstrukte diskutiert.

4.3.2. Auswirkungen der Uberexpression von ~ UAS-Crk

Fur das UAS-Crk Konstrukt konnte recht eindeutig mittels semi-quantitativer PCR gezeigt
werden, dass ubiquitare Expression die mRNA Menge erhoht; eine Auswirkung auf die
Proteinmenge miusste jedoch gesondert mittels Western Blot untersucht werden.
Ubiquitare Uberexpression verursachte weder mit actin-GAL4 noch mit Da-GAL4

irgendeinen Phanotyp. Denkbar wére, dass das Niveau der Expression nicht genugt, die
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Proteinmenge Uberhaupt oder zumindest so stark zu erhfhen, dass es zu Stdrungen
kommt.

Gezielte Expression des Konstruktes in Geweben wie Auge oder Fligel verursachte
ebenfalls keinerlei erkennbare Phanotypen. Dies kdnnte ein Hinweis sein, dass die
Missexpression durch andere Faktoren kompensiert werden kann; moglicherweise ist das
Niveau der Missexpression auch zu gering oder sie erfolgt zum falschen Zeitpunkt, um
eine groRere Storung zu verursachen. Vielleicht besitzt Crk in den Geweben auch keine
entscheidende Funktion. Uber die natiirliche Expression dieses Gens in den analysierten
Geweben sind im Ubrigen keine Daten vorhanden.

Im Mittelpunkt der Untersuchungen zu Crk stand jedoch die Wechselwirkung mit RasGAP,
insbesondere im Bezug auf den Neurodegenerations-Phanotyp. Die Expression von Crk
in Képfen adulter Taufliegen konnte nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt); eine
Rolle von Crk in Gehirnen ist folglich nicht von vorne herein ausgeschlossen.
Uberexpression von UAS-Crk in den Neuronen wildtypischer Tiere in dem Male, wie
diese durch das Konstrukt stattfindet, fihrte nicht zur Entstehung eines
Neurodegenerations-Phanotyps wie in vap Fliegen. Im vap® Hintergrund filhrte die
Uberexpression unerwarteterweise zu einer Suppression des Phanotyps. Dieser Effekt
wird am Ende des néchsten Abschnittes gemeinsam mit den Ergebnissen aus den
Versuchen mit UAS-Crk-RNAi diskutiert.

4.3.3. Auswirkungen der Expression von  UAS-Crk-RNAI

Fir das UAS-Crk-RNAi Konstrukt konnte der Einfluss auf die Genexpression bei
ubiquitarer Expression mittels RT-PCR nicht analysiert werden, da genigend Tiere aus
den erforderlichen Kreuzungen nur schwer zu erhalten waren; dieser Effekt wurde jedoch
wiederum als Hinweis auf die Funktionalitat des Konstruktes gewertet, wie im Folgenden
genauer diskutiert.

Ubiquitare Expression von UAS-Crk-RNAi verursachte einen bent tibia Phanotyp: die
Tibia des dritten Beinpaares in den Fliegen weist einen deutlichen Knick auf, der dazu
fuhrt, dass sich die Tiere nicht richtig bewegen kodnnen. Vermutlich fuhrt diese
Behinderung dazu, dass die Fliegen nach dem Schlipfen im Fliegenbrei kleben bleiben
und dort sterben. Ein solcher Phanotyp wurde auch gefunden in einem genetic modifier
screen nach genetischen Elementen, die den durch die broad Mutation (br') verursachten
Phéanotyp verstarken (Ward et al., 2003). Die Ergebnisse dieses Screens legen einen
wichtigen Einfluss des Rhol Signalweges auf die Morphogenese des Fliegenbeins nahe.
Rhol gehdrt wie Rap, das vom Crk Interaktionspartner C3G reguliert wird, zu den kleinen

GTPasen. Der gefundene Phéanotyp der UAS-Crk-RNAI ubiquitar exprimierenden Fliegen
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deutet moglicherweise auf eine bisher unbekannte Rolle von Crk, eventuell Uber den
Interaktionspartner C3G, in diesem Signalweg hin.

Moglicherweise ist dieser Phanotyp aber auch nur die einzige sichtbare Auswirkung der
Interferenz, und weitere, nicht auf den ersten Blick erkennbare Schadigungen fihren zum
Tod der Tiere: actin-GAL4 ist schlieBlich ein ubiquitarer Treiber, so dass es
unwahrscheinlich scheint, dass nur die Beine der Tiere von einer Hemmung der Funktion
von Crk betroffen sind. Eine weitere Untersuchung der Tiere war jedoch nicht
durchfuhrbar, da eine Aufzucht der Tiere in ausreichender Anzahl nicht gelang. Jedenfalls
zeigt die Entstehung eines Phanotyps bei ubiquitarer Expression des RNAi Konstruktes,
dass dieses funktioniert.

Wie beim UAS-Crk Konstrukt hatte auch Expression des UAS-Crk-RNAi Konstruktes in
Auge oder Fligel der Tiere keine Auswirkung. Expression in Neuronen wildtypischer
Fliegen zeigte auch keinen Einfluss auf die Integritat des Gehirns. Interessanter ist jedoch
ohnehin der Einfluss einer gednderten Expression im vap mutanten Hintergrund, in dem
maoglicherweise die deregulierte Balance der Menge von RasGAP und Crk zur Entstehung
der Neurodegeneration fuhrt, und der deshalb auf eine veranderte Expression von Crk
reagieren konnte.

Neuronale Expression des RNAi Konstruktes, durch das ein mdglicher schadlicher Effekt
des Fehlens von RasGAP durch Reduktion der Dosis des mutmaflilichen Konkurrenten
Crk ausgeglichen werden koénnte, fuhrte tatsachlich zu einer Verringerung der
Neurodegeneration. Allerdings besalR Uberexpression denselben oder einen sogar noch
starker positiven Effekt. Aus diesen widersprichlichen Ergebnissen kann folglich nicht
geschlossen werden, ob und wie das Expressionsniveau von Crk tatsachlich den
Neurodegenerations-Phénotyp von vap Fliegen beeinflusst; es sollten in keinem Fall die
zwei Konstrukte, die einen gegenteiligen Effekt auf die Expressionsstarke des Gens
haben sollten, dieselbe Auswirkung auf den Phénotyp zeigen. Generell traten im Rahmen
der vorliegenden Arbeit Probleme bei der Interpretation der Daten aus solchen
genetischen Interaktionsversuchen unter Verwendung von UAS-(RNAI) Konstrukten auf,
die spater noch diskutiert werden (siehe Abschnitt 4.5.).

Zunachst werden aber noch die Ergebnisse aus Versuchen zu einer potentiellen Rolle von

Drosophila RasGAP in der Apoptose diskutiert.
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4.4. RasGAP und Apoptose: der N-terminale Teil von
RasGAP als mdglicher genereller Uberlebensfaktor

4.4.1. Induktion von Apoptose in  Drosophila melanogaster und
Untersuchung des Einflusses von ,Fragment N*
In Saugerzellen war gezeigt worden, dass es bei niedriger Caspase-Aktivitat zu einer
Spaltung von RasGAP kommt und dass das dabei entstehende sogenannte Fragment N
die Zellen vor Apoptose schitzen kann (Yang & Widmann, 2001). Eine gewisse
Ahnlichkeit zu diesem Fragment besitzt das UAS-17.30 Konstrukt, welches die
Neurodegeneration in vap Fliegen retten kann. In den Neuronen ist zwar keine Apoptose
zu beobachten; die Zellen scheinen durch autophagischen Zelltod zu sterben. Allerdings
existieren zahlreiche Hinweise, dass Apoptose und Autophagie keine ausschlief3lichen
Vorgange sind; vielmehr scheinen zahlreiche Verknipfungen zwischen diesen beiden
Mechanismen zu bestehen, so dass beispielsweise auch bei der Auslésung der
Autophagie Caspasen eine Rolle spielen kénnen (Ubersichtsartikel Baehrecke, 2003).
Moglicherweise ist also eine der Funktionen von Drosophila RasGAP, ahnlich wie beim
Saugetier-Homologen, eine Sensorfunktion fir Caspase-Aktivitdt. Fehlen des Proteins in
den Neuronen der vap Mutanten verursacht Fehlen der protektiven Wirkung von
.Fragment N“, so dass Zelltod eingeleitet wird, der durch Expression des Fragments
verhindert werden kann.
Ahnlich wie bei der Untersuchung in den Saugetier-Zellen wurde deshalb ein kiinstliches
System geschaffen, um in den Fliegen Apoptose zu induzieren: das pro-apoptotische Gen
wurde mittels eines UAS Konstruktes in bestimmten Geweben unter Verwendung
entsprechender Treiber exprimiert. Dies fihrte jedoch zu starkeren Effekten als erwartet:
es traten nicht nur Verdnderungen in den Strukturen auf, in denen reaper tUberexprimiert
wurde, vielmehr fiihrte Uberexpression des pro-apoptotischen Gens zur Letalitat der
Tiere. Dies zeigt, dass eventuell die Expression der verwendeten Treiber, GMR-GAL4 und
MS1096-GAL4, nicht auf Augen und Fligel beschrankt ist, sondern eventuell auch
andere, lebenswichtige Zellen oder Organe betroffen sind. Alternativ kdnnte auch der
Effekt in den Augen oder Fliigeln so stark sein, dass der gesamte Organismus kollabiert.
Dennoch wurde das System als geeignet eingestuft, um die Wirkung anti-apoptotischer
Faktoren zu untersuchen, da die Letalitdt durch Co-Expression des anti-apoptotischen
Gens DIAP1 herabgesetzt werden konnte.
Co-Expression von UAS-17.30 konnte die durch Uberexpression von UAS-rpr in Auge
und Fligel der Fliegen verursachte Letalitat jedoch nicht verhindern. Es muss beachtet
werden, dass DIAP1 wirklich eine entscheidende und direkte Rolle bei der Inhibition der
Apoptose zukommt, wahrend RasGAP vermutlich wohl eher eine modulierende Funktion
Uber die Regulation nachgeschalteter Signalwege besitzt, und im verwendeten System

selbst der Effekt des Caspase-Inhibitors DIAP1 die auftretende Letalitéat nicht komplett
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unterdriicken kann, sondern lediglich das Uberleben weniger Fliegen ermdglicht. Dartiber
hinaus stellt wohl auch Expression von reaper nicht, wie der im Sauger-Versuch
verwendete Reiz, einen milden apoptischen Stress dar, sondern eine, wie auch an den
schwerwiegenden Folgen fur das Uberleben der Fliegen zu sehen ist, massive Induktion
der Apoptose. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass, selbst wenn UAS-17.30
eine anti-apoptotische Funktion besalle, diese durch die auch im S&uger beschriebene
zweite Spaltung bei hoher Caspase-Aktivitat im verwendeten Versuchsaufbau verhindert
wuirde. Darlber hinaus gibt es auch Argumente, warum eine dem Sauger-Homologen
vergleichbare Funktion des N-terminalen Teils von Drosophila RasGAP generell nicht

unbedingt zu erwarten ist.

4.4.2. Unterschiedliche Rollen von RasGAP im Zusamm  enhang mit der
Apoptose in  Drosophila melanogaster und Saugern
Zunéachst ist der Ablauf der Auslosung der Apoptose in Saugern und Fliegen
unterschiedlich: in S&dugetieren wird die erste Entscheidung, Caspase-abhangigen Zelltod
einzuleiten, auf der Ebene positiver Zelltod-Signale getroffen, die die Aktivierung von
Initiator-Caspasen ausldsen. Im Gegensatz dazu liegt in vielen Zellen in Drosophila eine
standige Aktivierung der Initiator-Caspase Dronc vor; die Zellen Uberleben diesen
standigen Stimulus zur Auslosung von Zelltod, weil sie den Caspase-Inhibitor DIAP1
exprimieren (Ubersichtsartikel Hay & Guo, 2006). Diese doch sehr groRen Unterschiede
der Auslése-Mechanismen lassen weitere Unterschiede in der Regulation, trotz des
hohen Konservierungsgrades zahlreicher Elemente des Weges, wahrscheinlich
erscheinen.
Zudem bestehen trotz der grundsatzlichen groRen Homologie strukturelle Unterschiede
zwischen RasGAP aus Saugern und aus Drosophila, die fur die Funktion von RasGAP
wahrend der Apoptose entscheidend sein kénnten: zunadchst scheinen die Caspase-
Schnittstellen nicht konserviert zu sein. Allerdings kann Caspase-3 offensichtlich auch an
non-consensus sites schneiden, die nicht der bevorzugten Sequenz DEXD entsprechen
(Jahani-Asl et al.,, 2007), so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch
Drosophila RasGAP trotz der strukturellen Unterschiede von Caspasen gespalten wird; es
gibt dafir jedoch bisher keine Beweise. Dieser Sachverhalt misste mittels weiterer
Experimente Uberprift werden. Ob sich das lohnt, ist aufgrund der oben aufgefiihrten
Unterschiede in der Auslésung der Apoptose in Fliegen und Saugern allerdings fraglich.
Aulerdem besteht ein weiterer struktureller Unterschied zwischen den RasGAP Proteinen
von Drosophila und Saugern darin, dass im Fliegen-Protein neben einer ungefdhr 70
Aminosauren langen hydrophoben Region am Aminoterminus eine Prolin-reiche Sequenz
in diesem Bereich fehlt (Feldmann et al., 1999). Uber diese Sequenzen mdglicherweise
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vermittelte Interaktionen, beispielsweise mit den SH3 Doméanen anderer Proteine wie den
Src-Kinasen, fehlen wohl in Drosophila und kdnnten eine Rolle fur die Funktion von
RasGAP wahrend der Apoptose spielen, da es dieser Teil ist, der bei der zweiten
Spaltung von RasGAP in Sadugern bei hoher Caspase-Aktivitat abgespalten wird, wodurch
die anti-apoptotische Funktion von Fragment N aufgehoben wird.

Trotz der aufgefiihrten Unterschiede zwischen dem Ablauf der Apoptose und der Struktur
der RasGAP Proteine sowie der beschriebenen Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Versuche kann eine Funktion des N-terminalen Teils von Drosophila
RasGAP im Zusammenhang mit der Apoptose ahnlich der des Fragment N in Saugern
zwar nicht ausgeschlossen werden; die aufgeflihrten Punkte lassen eine solche Funktion
allerdings unwahrscheinlich erscheinen.

Auch die Tatsache, dass in den Neuronen der vap Fliegen keine Merkmale des
apoptotischen Zelltods beobachtet werden konnten, sondern vielmehr autophagischer
Zelltod festgestellt werden konnte, lasst trotz der Uberschneidungen der Mechanismen
eine abweichende Funktion von RasGAP in Drosophila vermuten. Dieser Zusammenhang
soll in den abschlieBenden Teilen dieser Arbeit mit Bezug auf die erhaltenen Ergebnisse

diskutiert werden.
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4.5. RasGAP und Autophagie: Genetische Interaktione nvon
RasGAP mit PISK/Akt/TOR und S6K

4.5.1. Zusammenhé&nge zwischen RasGAP und Akt

Nicht nur die Tatsache, dass in den Neuronen von vap Fliegen morphologische Merkmale
fur Autophagie festgestellt wurden, weist auf einen moglichen Zusammenhang zwischen
der Mutation im RasGAP Gen und diesem zellularen Mechanismus hin. Auch die
Identifizierung der Akt Kinase als Interaktionspartner von RasGAP in einem Yeast Two
Hybrid Screen (Yue et al.,, 2004) kann als Hinweis auf einen solchen Zusammenhang
gedeutet werden, denn Akt besitzt eine Rolle bei der Regulation der Autophagie
(Ubersichtsartikel Waullschleger et al., 2006). In der folgenden Abbildung ist ein
hypothetisches Modell der Rolle von RasGAP im PI3K/Akt/TOR Signalweg und im
Zusammenhang mit der Autophagie dargestellt (Abb. 40):

A B
PI3K PI3K
| |
RasGAP —> Akt RayGAP —> Akt
| }
TOR TOR
Autophagie verstérkte Autophagie

Abb. 40: Hypothetisches Modell zur Funktion von Ras  GAP im PI3K/Akt/TOR Signalweg und dadurch in der
Regulation der Autophagie.

Autophagie wird in den Zellen (ber eine Signalkaskade, welche PI3K, Akt und TOR als wesentliche Faktoren beinhaltet,
reguliert; weitere Faktoren und Zwischenschritte wurden der Einfachheit halber in diesem Schema vernachlassigt, eine
genauere Darstellung des Signalweges findet sich in Abb. 8. Im ,Normalfall ist in den Zellen nur ein geringes Level an
Autophagie vorhanden, da dieser Vorgang von TOR gehemmt wird; TOR selbst wird dabei von Akt aktiviert, welche
wiederum von der PI3K und auch von RasGAP aktiviert werden kann (A). Durch den Funktionsverlust von RasGAP in den
vap Mutanten kommt es zu einer verringerten Aktivierung der Akt und dadurch von TOR, so dass der hemmende Einfluss
auf die Autophagie wegfallt, wodurch diese in einem mdoglicherweise fiir die Zellen schadlichen Umfang stattfindet (B).

Vereinfacht dargestellt, hat RasGAP, wie von Yue et al. (2004) festgestellt, ,im Normalfall
einen aktivierenden Einfluss auf die Akt (welche auch durch die PI3K aktiviert werden
kann). Akt wiederum aktiviert TOR, welches die Autophagie inhibiert (Abb. 40A). Durch
den Funktionsverlust von RasGAP in vap Mutanten kommt es zu einer verringerten
Aktivierung der Akt, wodurch auch TOR weniger aktiv ist und die hemmende Wirkung auf
die Autophagie entfallt (Abb. 40B). Durch die daraus resultierende Ubermalige

Aktivierung der Autophagie kénnte der Zelltod der Neuronen verursacht werden.
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Leider waren die Ergebnisse genetischer Interaktionsversuche mit verschiedenen Akt
Konstrukten im Zusammenhang mit dem vap Neurodegenerations-Phanotyp nicht
eindeutig. Zwar kann neuronale Expression einer konstitutiv membrangebundenen und
damit aktiven Form der Akt den Phanotyp verbessern, was darauf hinweist, dass durch
das Konstrukt das Fehlen der Aktivierung von Akt durch RasGAP kompensiert werden
kann. Jedoch hat Uberexpression eines RNAi Konstruktes fir die Akt denselben oder
einen sogar noch starkeren Effekt. Dass dies ein spezifischer Effekt ist und nicht einfach
bei Uberexpression egal welchen Konstruktes eine Verbesserung des Phanotyps eintritt,
dafiir spricht die beobachtete Verschlechterung bei Uberexpression der Akt cDNA sowie
die Tatsache, dass die Effekte auch jeweils in beiden vap Allelen in derselben Richtung
zum Ausdruck kommen.

Uber die Aussagekraft der Ergebnisse mit diesen Konstrukten kann jedoch diskutiert
werden: der verschlechternde Effekt der Expression der Akt cDNA konnte dadurch erklart
werden, dass eine zu grofle Menge von Akt, welche nicht durch RasGAP aktiviert werden
kann, aus ungeklarten Grinden schadlich fur die Zellen sein konnte. Der Effekt des UAS-
Akt-RNAIi Konstruktes muss in der Zusammenschau mit den Ergebnissen der weiteren
Versuche mit RNAi Konstrukten betrachtet werden: auch fir das UAS-Crk-RNAi Konstrukt
(Diskussion hierzu siehe Abschnitt 4.3.3.) sowie fir UAS-Dp110-RNAi wurden positive
Effekte der Uberexpression beobachtet. Wahrend dies fir Crk der Erwartung entsprach,
war fur Dp110 so wie fur Akt ein negativer Einfluss erwartet worden. Das Ergebnis mit
UAS-Crk-RNAiI muss insofern mit Vorsicht interpretiert werden, als auch das UAS-Crk
Konstrukt eine Verbesserung verursacht, was eine spezifische Interaktion wiederum in
Frage stellt. Man konnte spekulieren, dass generell durch die RNAI in den Neuronen ein
Uberlebensmechanismus aktiviert wird, der zufallig dem untersuchten Akt survival
Signalweg entspricht, so dass die RNAi Konstrukte stets zu einer Verbesserung des vap
Neurodegenerations-Phéanotyps flhren.

Vernachlassigt man also aufgrund dieser Argumente die Ergebnisse aus den RNAI-
Versuchen, spricht der beschriebene positive Effekt der Uberexpression von UAS-Dakt™"
daflir, dass Akt tatsachlich eine Rolle im Zusammenhang mit der Neurodegeneration in
vap spielt. Um dies genauer zu charakterisieren, wurden am Lehrstuhl Versuche
durchgeflhrt, in denen mit Hilfe von Western Blots gegen die aktive, phosphorylierte Form
der Akt ihre Aktivierung in vap Fliegen untersucht werden sollte. Die Ergebnisse waren
nicht ganz eindeutig, deuten aber darauf hin, dass tatséachlich die Aktivierung der Akt in
Fliegen mit mutiertem RasGAP Gen gegenuber wildtypischen Tieren vermindert ist
(Kalteis, 2008). Untersucht werden misste noch, ob Expression des UAS-Dakt™"
Konstruktes diesen Effekt wieder aufheben kann, und ob sich auch Unterschiede im
Autophagie-Level beobachten lassen. Im Hinblick auf die funktionelle Analyse wére es
interessant, den Einfluss der Expression der verschiedenen UAS-RasGAP Konstrukte auf

Aktivierung von Akt und Autophagie im vap Hintergrund zu untersuchen.
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4.5.2. Zusammenhange zwischen RasGAP und weiteren E  lementen
des Signalweges
Die Ergebnisse der Untersuchung genetischer Interaktionen weiterer Elemente des Akt
Signalweges mit RasGAP stlitzen die Vermutung einer Beteiligung dieses Weges an der
Entstehung der Neurodegeneration. Geht man davon aus, dass fur UAS-Dp110-RNAi gilt,
dass die wider erwarten positive Wirkung seiner neuronalen Uberexpression wie oben
erklart auf einen allgemeinen Uberlebensmechanismus zuriickzufiihren ist, so spricht die
Tatsache, dass die Uberexpression des UAS-Dp110 Konstruktes zu einer Verbesserung
des Phanotyps fuhren kann, dafir, dass eine erhdhte Aktivierung der Akt Aktivitat durch
Uberexpression dieses die Akt aktivierenden Enzyms den Ausfall von RasGAP
kompensieren kann.
Auch ein stromabwarts vom vermuteten Angriffspunkt von RasGAP im Signalweg
gelegenes Element kann bei Uberexpression den Phanotyp verbessern: neuronale
Expression von UAS-TOR vermindert die Vakuolisierung. Die TOR Kinase ist ein
negativer Regulator der Autophagie stromabwarts von Akt; Erhdhung seiner Aktivitat
durch Erh6hung der Gendosis kann die in vap eventuell fehlende oder verminderte
Aktivierung von Akt kompensieren. Allerdings verbessert auch ein angeblich dominant
negatives Konstrukt den Phéanotyp. Es gibt jedoch Hinweise aus der Literatur, dass
Uberexpression der beiden Konstrukte in manchen Zusammenhangen tatsachlich
dieselbe Wirkung haben kann; die genaue Menge von TOR im Verhdltnis zu weiteren
Faktoren scheint entscheidend zu sein (Henning & Neufeld, 2002).
Neben der Autophagie werden auch Proteinsynthese und Stoffwechsel von TOR reguliert,
und zwar Uber die S6K (siehe Abb. 8). Die Ergebnisse aus der Untersuchung der
genetischen Interaktion von vap mit der S6K zeigen einen Zusammenhang mit dem
Neurodegenerations-Phanotyp: neuronale Expression der konstitutiv aktiven Form besitzt
einen positiven Einfluss, Expression einer dominant negativen Form einen negativen.
Dieser Befund spricht fir eine tatsachliche Beteiligung von RasGAP an den
beschriebenen Vorgangen. Das in sich konsistente Ergebnis aus diesem Versuch zeigt im
Ubrigen, dass man den Ergebnissen aus Versuchen mit gut getesteten dominant
negativen Konstrukten eher Vertrauen schenken kann als solchen mit den bislang recht
wenig untersuchten RNAi Konstrukten.
Insgesamt sprechen die Ergebnisse aus den Untersuchungen genetischer Interaktionen
der vap Mutation mit Elementen des Akt Signalweges fiir eine Beteiligung des
Signalweges in der vermuteten Art und Weise an der Entstehung des
Neurodegenerations-Phénotyps, obwohl natirlich weitere Versuche noétig waren, um
diesen Befund abzusichern.
Die im folgenden diskutierten Ergebnisse weiterer im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sowie zusatzlich am Lehrstuhl durchgefuhrter Versuche lieferten Hinweise, die die

Vermutung einer entscheidenden Rolle der Autophagie in vap stiitzen.
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4.6. RasGAP und Autophagie: Genetische Interaktion von
vap® mit car’
In den Neuronen von vap' Fliegen kommt es zu einer stark erhdhten Anzahl
autophagischer Vesikel, welche in vap? Fliegen nicht in diesem MaR zu beobachten ist.
Die Tiere sterben auRerdem friher. Ebenso setzt die Neurodegeneration friiher ein, auch
wenn sie sich, wie in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden konnte, nicht so stark
verschlechtert wie die in vap? Fliegen. Diese Unterschiede kénnen zum einen durch eine
starkere Auswirkung der vap® Mutation auf die Expression des Proteins erklart werden,
wie sie das Ergebnis eines Western Blots zeigte (siehe Abb. 3). Eine weitere
Erklarungsméglichkeit wére das Vorhandensein weiterer Mutationen im vap® Hintergrund.
Der vap® Stamm tragt auf dem ersten Chromosom den Augenfarbenmarker carnation.
Dem von diesem Gen codierten Protein wird neueren Erkenntnissen zufolge auch eine
Funktion bei der Vesikelverschmelzung im Rahmen der Autophagie zugeschrieben
(Lindmo et al., 2006). Deshalb wurde untersucht, welche Auswirkung eine Entfernung
dieser Mutation aus dem genetischen Hintergrund von vap® besitzt.
Tatsachlich kann Wiederherstellung der wildtypischen Genfunktion die Lebensspanne der
vap® Fliegen auf den gleichen Wert wie fiir das vap? Allel zuriickbringen. Natiirlich konnte
dieser Effekt auf einen generellen schadlichen Einfluss einer weiteren Mutation in einem
bereits durch eine Mutation geschwachten Tier zuriickzufiihren sein. Allerdings zeigten
carnation Mutanten im hier durchgefiihrten Versuch keine verkirzte Lebensspanne; der
lebensverkirzende Effekt ist nur im Zusammenspiel mit der vap Mutation zu beobachten,
was flr eine gewisse Spezifitat spricht.
Noch deutlicher fur einen funktionellen Zusammenhang sprechen die Ergebnisse der
Untersuchungen Uber die Auswirkung der car' Mutation auf Neurodegeneration und
ultrastrukturelle Befunde in vap'. Entfernung der car' Mutation verbessert den
Neurodegenerations-Phanotyp von vap' Fliegen; dadurch scheint eine Rolle dieser
Mutation in Neuronen und im Zusammenhang mit vap sehr wahrscheinlich.
Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten, dass die carnation Mutation auch tatsachlich
einen Einfluss auf die Bildung der autophagischen Vesikel in vap® Fliegen hat: auch wenn
eine Quantifizierung leider nicht moglich war, konnte in Neuronen von Fliegen mit beiden
Mutationen eine verstarkte Anhaufung beobachtet werden.
Die Hypothese, dass der vap Phanotyp im Zusammenhang mit einer vermehrt induzierten
Autophagie stehen koénnte, erhalt zudem durch die Ergebnisse weiterer am Lehrstuhl
durchgefuhrter Versuche Unterstlitzung. Auch mehrere Verotffentlichungen sprechen fir
eine solche Verbindung. Die Befunde Uber eine Rolle von RasGAP und von durch
RasGAP beeinflussten Signalwegen im Zusammenhang mit der Autophagie werden im

folgenden Abschnitt abschlie3end zusammengefasst.
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4.7. RasGAP und Autophagie: Allgemeine Zusammenhang e

vap Mutanten sterben unter Hungerbedingungen wesentlich schneller als wildtypische
Tiere (Kalteis, 2008). Dies kénnte erklart werden, wenn man davon ausgeht, dass in vap
Fliegen konstitutiv die Autophagie verstarkt aktiviert ist (siehe Abb. 40), so dass die
zellularen Vorrate, die in wildtypischen Fliegen im Falle von Hungerbedingungen
mobilisiert werden koénnen, in den vap Fliegen bereits aufgebraucht sind. Die Tiere
besitzen deshalb unter diesen Bedingungen keine Reserven und sterben schneller. Eine
Analyse der in vap Mutanten vorhandenen Mengen an Speicherfetten zeigte auch
tatsachlich eine Verminderung gegeniber wildtypischen Tieren (Kalteis, 2008).

Diese Ergebnisse bilden zusammen mit den morphologischen Merkmalen des Zelltods
deutliche Hinweise, dass in vap Mutanten Probleme mit der Nahrstoffversorgung der
Zellen beziehungsweise deren ,Einschatzung” vorliegen kénnten. Vielleicht ,glauben” die
Neuronen in vap Fliegen aufgrund der Deregulation des Akt Signalweges (oder auch
anderer Wege), dass sie zu wenig mit Nahrstoffen versorgt werden und aktivieren deshalb
die Autophagie, um unter diesen ,gefuhlten* Hungerbedingungen zellulare Reserven zu
moblisieren. Dieser Vorgang lauft jedoch irgendwann aus dem Ruder und die Zellen

sterben.

Der Mechanismus des Zelltods in den vap Mutanten kdnnte so relativ eindeutig erklart
werden. Die Rolle verschiedener Signalwege im Zusammenhang mit dem
Neurodegenerations-Phanotyp zu bestimmen, erweist sich dagegen als schwieriger:
Elemente verschiedenster Signaltransduktionswege koénnen die Starke des Phanotyps
beeinflussen.

Fur den Einfluss von Elementen des Akt Signalweges konnten in der vorliegenden Arbeit
Hinweise gefunden werden. In friiheren Untersuchungen wurden genetische Interaktionen
der vap Mutation mit Elementen des EGFR/Ras/MAPK Signalweges festgestellt. Auch
diese Ergebnisse sprechen nicht gegen einen Zusammenhang der Mutation mit der
Regulation der Autophagie: dieser Signalweg spielt hier ebenfalls eine Rolle (Chi et al.,
1999; Subramaniam & Unsicker, 2003). Zudem kdnnen auch Verbindungen zwischen den
beiden Signalwegen (Akt und Ras) ausgemacht werden, die Uber RasGAP vermittelt
werden (Sanchez-Margalet & Najib, 2001).

Weitere Faktoren, wie die Histon-Deacetylase Rpd3, zeigen einen Einfluss auf die
Auspragung der Neurodegeneration in vap Fliegen (Kiermayer, 2003); jedoch kann auch
dieses Ergebnis, ebenso wie die Ergebnisse weiterer Analysen im Sauger-System, die
eine Rolle von RasGAP in der Regulation des RNA Metabolismus oder des
Zellwachstums andeuten (Parker et al., 1996; Gigoux et al., 2002; Lypowy et al., 2005),

mit der Regulation des Zellstoffwechsels in Verbindung gebracht werden.
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Diskussion

Weiters sind auch Zusammenhange zwischen verschiedenen Zytoskelett-Proteinen, zu
denen einige der Interaktionspartner von RasGAP gehdren, und der Autophagie bekannt
(Simonsen et al., 2007); Paxillin zum Beispiel, mit dem zusammen RasGAP in Komplexen
gefunden werden kann (Hecker et al., 2004), besitzt eine Verbindung mit Atgl und
Nahrstoffmangel (Chen et al., 2008).

RasGAP nimmt (Uber seine Interaktionen vermutlich in vielen zellularen
Signaltransduktionsvorgéngen, vielleicht auch auf jeweils mehreren Ebenen, eine
regulatorische Funktion ein. Diese Wege koénnen jeweils mit der Regulation der
Autophagie beziehungsweise des Zellstoffwechsels in Verbindung gebracht werden. Die
Mutation im RasGAP Gen verschiebt die Balance dieser miteinander verschalteten
Signalwege und fihrt zur Deregulation vermutlich nicht nur eines, sondern mehrerer
Wege. Eingriff in die Balance durch Manipulation der Gendosis von Elementen
verschiedener Wege kann diesen Effekt teilweise ausgleichen, teilweise wird der Effekt
verschlechtert. Vermutlich kénnen bestimmte Einflisse durch weitere Elemente
kompensiert werden. All dies fiuhrt mdglicherweise, wie auch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit nahe legen, zu einer Stdrung der Autophagie, die schliel3lich den Tod
der Zellen verursacht. Eine wirklich eindeutige ,Schuldzuweisung“ an einen bestimmten
zellularen Signaltransduktionsweg fur die Auslosung des vap Phanotyps wird vermutlich
schwierig bleiben. Die durch die zahlreichen Versuche gewonnenen Hinweise auf
betroffene Wege erlauben aber einen Einblick in die faszinierende Komplexitat der

Regulation zellularer Vorgénge.
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Zusammenfassung

Mutationen im RasGAP Gen der Taufliege Drosophila melanogaster verursachen neben
anderen Phénotypen wie Verkiirzung der Lebensspanne und Verhaltensstérungen die
Entstehung altersabhdngiger Neurodegeneration. Wie eine funktionelle Analyse ergab, ist
fur die Entstehung dieses vap (vacuolar peduncle) Phanotyps der N-terminale Teil des in
den Fliegen betroffenen RasGAP Proteins von besonderer Bedeutung. In diesem Teil von
RasGAP sind fir Protein/Protein Interaktionen zustandige Doméanen zu finden, was eine
Bedeutung solcher Interaktionen fiir die korrekte Funktion von RasGAP in den Neuronen
nahe legt.

Zur ldentifizierung von Interaktionspartnern von RasGAP aus adulten Kopfen von
Drosophila melanogaster wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation ein Yeast Two
Hybrid Screen durchgefuhrt; es konnten jedoch keine Interaktionspartner identifiziert
werden. Dies kann zum einen durch methodische Probleme wie eine mdglicherweise
aufgrund mehrerer Amplifikationsschritte nicht mehr vollstandig reprasentative Bibliothek
oder generelle Schwierigkeiten der Detektion schwacher Interaktionen mit dem
verwendeten System begrindet werden. Zum anderen findet der Grolteil der bisher
identifizierten, und damit méglicherweise tberhaupt aller, Interaktionen von RasGAP Uber
seine SH2 Domaénen statt; solche Phosphorylierungs-abhangigen Interaktionen kénnen
mit dem verwendeten System jedoch grundsétzlich nicht detektiert werden.

Ein bekannter Interaktionspartner der SH2 Doméanen von RasGAP ist der Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR). Ebenfalls bekannt ist eine quantitative Konkurrenz um
Bindestellen in diesem Rezeptor von RasGAP mit dem Adapter-Protein Crk. Um
Auswirkungen der Storung des Gleichgewichts der Bindung dieser beiden Proteine zu
untersuchen, wurden zur Beeinflussung der Gendosis von Crk UAS-Crk und UAS-Crk-
RNAI Fliegenlinien hergestellt. Die Funktionalitat der Konstrukte konnte gezeigt werden.
Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente zur Beeinflussung der Expression in
Neuronen lassen jedoch keine eindeutige Aussage zu einer genetischen Inter  aktion
von RasGAP mit Crk in Bezug auf den Neurodegenerations-Phanotyp zu.

Eine weitere denkbare Erklarung fir den Tod von Neuronen in vap Fliegen wére das
Fehlen des moglicherweise als genereller Uberlebensfaktor benétigten N-terminalen Teils
von RasGAP. Um das zu untersuchen, wurde ein Modellsystem entwickelt, mit dem in
Drosophila melanogaster Apoptose induziert und eine eventuelle Rettung durch
Expression bestimmter Faktoren beobachtet werden kann. Expression des N-terminalen
Teils von Drosophila melanogaster RasGAP konnte jedoch den induzierten Zelltod nicht
verhindern, was gegen eine Rolle als genereller Uberlebensfaktor spricht. Insgesamt
ist ein Zusammenhang der vap Mutation mit apoptotischen Vorgangen unwahrscheinlich.

Hingegen sprechen verschiedene Hinweise fir eine Rolle der Autophagie.
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Zusammenfassung

Die Ergebnisse der Untersuchung genetischer Interaktionen deuten auf einen maéglichen
Einfluss verschiedener Elemente des PI3K/AKt/TOR Si  gnalweges , welcher fir die
Regulation der Autophagie wichtig ist, auf den Neurodegenerations-Phanotyp in vap
Mutanten hin.

Zudem konnte eine genetische Interaktion von  vap® mit der car' Mutation , der eine
Bedeutung bei der Vesikelverschmelzung im Laufe der Autophagie zugeschrieben wird, in
Bezug auf die Lebensspanne der Tiere sowie auf den Neurodegenerations-Phanotyp
nachgewiesen werden. AuRRerdem zeigte sich ein Einfluss der car' Mutation auf das

Auftreten autophagischer Vesikel in den Neuronen von vap Fliegen.

Insgesamt kann aufgrund der Ergebnisse aus den beiden zuletzt beschriebenen Teilen
der vorliegenden Arbeit sowie weiterer im Anschluss daran am Lehrstuhl durchgefihrter
Versuche und verschiedener Hinweise aus der Literatur eine Beteiligung
autophagischer Prozesse an der Entstehung des Neuro  degenerations-Phanotyps in

Drosophila melanogaster vap Mutanten angenommen werden. Vermutlich haben
verschiedene der zahlreichen Interaktionen von RasGAP in unterschiedlichen

Signaltransduktionswegen einen Einfluss auf die Regulation dieser Vorgénge.
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Sequenzen

SEQUENZ DES UAS-Crk KONSTRUKTES

ctct ccggat ccaagctt gcat gcct gcaggt cggagt act gt cct ccgagcggagt act g
t cct ccgagcggagt act gt cct ccgagcggagt act gt cct ccgagcggagt act gt cct
ccgagcggagact ct agcgagcgecggagt at aaat agaggeget t cgt ct acggagegac
aatt caatt caaacaagcaaagt gaacacgt cgct aagcgaaagct aagcaaat aaacaag
cgcagct gaacaagct aaacaat ct gcagt aaagt gcaagt t aaagt gaat caat t aaaag
t aaccagcaaccaagt aaat caact gcaact act gaaat ct gccaagaagt aatt att gaa
tacaagaagagaact ct gaat agggaat t ggGAATTC

at ggat acatttgacgtttct gat aggaacagct ggt a
ctttggtcccat gt ct agacaggat gct act gaagt tt t gat gaacgaacgcgagcgggga
gtgtttttagtccgt gatagtaact cgat agcaggggatt at gt acttt gt gat caaat cg
tttaccgcattggggat cagtcttttgacaatctaccgaaactcttaactttttacactct
tcattatttggatacaacccctttaaaacggcct gcgt gt agaagggt ggaaaaagt aat a
ggaaagttcgatttcgttggcagcgat caagatgatttaccttttcaaagaggt gaagttt
t aacaat agt t cgaaaagacgaggat caat ggt ggact gcgcgt aact cct cggggaaaat
t ggt caaat accggt t ccct at at acaacagt at gacgat t at at ggat gaagat gct at t
gat aaaaacgaacctt ccattt cgggat ct agcaat gt at t t gaaagt act ct t aaaagga
cagat t t aaat cgaaaact acct gcat acgcccgcgt aaaacagt caagggt ccct aacgc
at acgat aagact gcat t aaaat t ggaaat aggt gacat t at t aaagt cact aaaacaaac
at t aat gggcaat gggagggagaat t aaat ggaaaaaat ggt cattttccctt cacgcacg
ttgaatttgtcgatgattgtgatttaagcaaaaact ccacagaaat at gct aa

CTCGAggt acct ct agagg

Abb. Al: Sequenz des UAS-Crk Konstruktes.

Abgebildet sind nur die relevanten Teile des Konstruktes in 5’ 3’ Richtung; der verwendete pUAST-Vektor basiert auf dem
P-Element Vektor pCaSpeR3, der P-Element-Enden und das als Marker verwendete white Gen enthélt (nicht abgebildet;
siehe Brand & Perrimon, 1993). In rot sind die funf optimierten GAL4 Bindestellen und in orange die hsp70 TATA Box mit
Transkriptionsstart dargestellt. eingefarbt sind die durch die Klonierung mitgenommenen Sequenzen aus dem Crk
cDNA Klon LD08427, die cDNA-Sequenz fur Crk ist grin markiert. Grof3buchstaben stellen die fur die Klonierung
verwendeten Restriktionsenzym-Schnittstellen (EcoRI G1 AATTC und Xhol C1 TCGAG) dar.
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Sequenzen

SEQUENZ DES UAS-Crk-RNAI KONSTRUKTES

ct ct ccggat ccaagct t gcat gcct gcaggt cggagt act gt cct ccgagcggagt act g
t cct ccgagcggagt act gt cct ccgagcggagt act gt cct ccgagcggagt act gt cct
ccgagcggagact ct agc

agggaat t gggaat t cgt t aac AGATCT

CTCGAGact agt gcct aggt gagtttctattcgcagtc
ggct gat ct gt gt gaaat ctt aat aaagggt ccaat t accaat t t gaaact caGCTAGA

t ct agat cgaat cACTAGCt acgcgttc
tagagg

Abb. A2: Sequenz des UAS-Crk-RNAI Konstruktes.

Abgebildet sind nur die relevanten Teile des Konstruktes in 5’ - 3’ Richtung; der verwendete pWIZ-Vektor basiert auf dem
pUAST-Vektor von Brand & Perrimon (Lee & Carthew, 2003). In rot sind die funf optimierten GAL4 Bindestellen und in

die hsp70 TATA Box mit Transkriptionsstart aus pUAST dargestellt. In dunkelrot ist das im pWIZ-Vektor enthaltene
white Intron abgebildet. Die Sequenz des auf den beiden Seiten des Introns in entgegengesetzter Orientierung
eingebrachten Abschnitts aus Crk ist jeweils markiert. Gro3buchstaben stellen die fir die Klonierung verwendeten
Restriktionsenzym-Schnittstellen (Bglll AIGATCT und Xhol CITCGAG) beziehungsweise die bei der Klonierung
entstandenen gemischten Sequenzen der ligationskompatiblen Schnittstellen (GCTAGA aus Nhel GICTAGC und Xbal
T1CTAGA sowie ACTAGC aus Spel AL CTAGT und Nhel GI CTAGC) dar.
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Statistik

STATISTISCHE AUSWERTUNG DES PHOTOTAXIS-PHANOTYPS

Genotyp CantonS | vap2;UAS |vap2;UAS |vap2;UAS |vap2;UAS |vap2;UAS |vap2;UAS
(vereinfacht; siehe Abb. 15) -RasGAP |-17.30 -22.2 -N15.1 -C75.6 -B111.4
P-Wert 0,0004 0,0149 0,4052 0,059 0,024 0,0227 0,0017

(Test gegen vap2)

Signifikanzniveau
(P<0,05)

ns

ns

*%

Tab. Al: Statistische Auswertung der Ergebnisse aus

dem Phototaxis-Versuch (zu Abb. 15).
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