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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine degenerative Erkrankung der
Motoneuronen. ALS tritt zumeist sporadisch auf, dennoch sind auch genetisch
bedingte Erkrankungen bekannt. Zu den genetischen Risikofaktoren zdhlen unter
anderem Mutationen im Gen DCTNI. Das Gen DCTNI kodiert fiir die Untereinheit
p1509! des Multiproteinkomplexes Dynaktin. Dynaktin interagiert mit dem
Motorprotein Dynein und wird fiir einen koordinierten axonalen Transport benotigt.
Dartiiber hinaus spielt der Multiproteinkomplex eine wesentliche Rolle in der
Entwicklung. Fiir den Aminosiureaustausch G59S in p150°"*? konnte Kosegregation
mit der ALS assoziierten Distalen Hereditiren Motoneuropathie TypVII
nachgewiesen werden. In den letzten Jahren wurden noch weitere potentielle
DCTNI-Mutationen identifiziert. Jedoch konnte fiir keine dieser allelischen

Varianten Kosegregation nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurde ein auf Uberexpressionsanalysen basierendes Drosophila
melanogaster-Modell fir ALS entwickelt. Im Drosophila-Modell fiihrt die
Uberexpression der dHMN7B  verursachenden Mutation G59S zu einem
altersabhidngigen Verlust der motorischen Fahigkeiten. Des Weiteren aggregiert das
mutante Protein in den Zellen und dissoziiert von den Mikrotubuli. Sowohl Tiere, die
das wildtypische Protein als auch die mutante Version exprimieren zeigen
Neurodegeneration. Es konnte aber kein erhohter Zellverlust in G59S-Tieren
beobachtet werden. Die Uberexpression des wildtypischen Proteins fithrt zu
schweren Entwicklungsstorungen, wohingegen die mutante Version p1509"**-G59S
kaum Probleme in der Entwicklung verursacht. Ein dhnliches Phdnomen konnte auch
in den Untersuchungen zum axonalen Transport beobachtet werden. Auch hier
resultiert die Uberexpression des wildtypischen DCTNI in gravierenden
Beeintrachtigungen des axonalen Transports. Die Mutation G59S fiihrt hingegen nur
zu milden Transportdefekten. Moglicherweise fiihrt die Uberexpression des
funktionellen Proteins zu Stérungen bei der Komplexbildung, wohingegen die
mutante Version die Integritit des Dynaktinkomplexes nicht beeintrachtigt. Das
Drosophila-Modell ermoglicht es also Untersuchungen zur Funktion des
Multiproteinkomplexes Dynaktin vorzunehmen und zeigt in der Tat nach

Uberexpression der DCTNI-Variante G59S Phénotypen einer
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Zusammenfassung

Motoneuronerkrankung. Mit Hilfe dieses ALS-Modells wurden dann neue potentiell
pathogene Mutationen im Gen DCTNI hinsichtlich ihrer funktionellen
Auswirkungen in Drosophila charakterisiert und in pathogene Risikofaktoren bzw.
benigne Polymorphismen eingeteilt. Die Charakterisierung der verschiedenen neu
identifizierten DCTNI-Sequenzvarianten zeigte, dass sich einige der Mutationen
(R149Q, M571T, Y878C und T1249I) in allen Analysen wie die Uberexpression des
wildtypischen Proteins verhalten. Diese allelischen DCTNI-Varianten konnen als
pathogene Risikofaktoren fiir ALS ausgeschlossen werden. Eine Reihe der DCTNI-
Varianten (D63Y, R148W, 1196V und R1049Q) zeigten ebenfalls in den meisten
Untersuchungen die gleichen Eigenschaften bzw. Phianotypen wie das wildtypische
Protein. Dennoch konnten in all diesen Mutationen auch starke Beeintrdchtigungen
der motorischen Féhigkeiten bzw. der Lokomotoraktivitit nachgewiesen werden.
Ebenso resultierte die Uberexpression dieser Mutationen in einer veréinderten
zelluldren Verteilung des Proteins. Dies legt nahe, dass es sich bei diesen DCTNI-
Formen wahrscheinlich eher um Risikofaktoren handelt, die Teil eines
polygenetischen Erbgangs sind oder die Pradisposition fiir ALS erhohen. Die
Uberexpression, der in derselben Doméne wie G598 liegenden Mutation E34Q, zeigt
in fast jedem Parameter ein vom wildtypischen Protein abweichendes Verhalten.
Bemerkenswert ist zudem, dass E34Q hiufig zu den gleichen Effekten bzw.
Defekten fiihrt wie die Mutation G59S. Die Mutation E34Q ist damit ein viel
versprechender Kandidat fiir eine tatséchlich ALS verursachende Mutation und sollte

im Sdugermodell weiter untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein verldssliches neues Tiermodell fiir ALS etabliert
werden, das es ermoglicht die Pathogenese der selektiven Erkrankung der
Motoneurone besser verstehen zu konnen. Zudem ist es gelungen, anhand dieses
Modells fiir die Krankheitsentstehung wichtige Mutationen beziechungsweise

Risikofaktoren zu identifizieren.
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Einleitung

Einleitung

Von der Drosophila-Mutante bis zum Risikofaktor fiir neuronale Erkrankungen

Im Jahr 1934 beschrieben Plough und Ives ein Allel (GI') auf dem dritten
Chromosom von Drosophila, welches zu schweren Storungen der Augenentwicklung
fiihrt. Da die Augen der Fliegen aussahen, als wdren sie mit einer Schicht
getrockneten Leims iiberzogen, nannten sie das betroffene Gen glued (Plough & Ives
1934). Mehr als 60 Jahre spdter wurde dieser Entwicklungsphdnotyp weiter
charakterisiert. GI' beeinflusst unter anderem die Zellkernwanderung, die Mitose,
die Rhabdomermorphogenese und die Festlegung des Zellschicksals wdihrend der
Retinaentwicklung in der Augenscheibe (Fan & Ready 1997). 1996 wurde Glued als
funktionelles Homolog eines 150 kDa grofsen Proteins in Vertebraten identifiziert.
Da dieses als Dynein-Aktivator galt, wurde das Vertebraten-Homolog zundchst
Dynaktin genannt (Gill et al. 1991; Holzbaur et al. 1991; Waterman-Storer &
Holzbaur 1996). Paschal et al. zeigten 1993, dass Dynaktin nur eine Untereinheit
eines grofieren Dynein aktivierenden Multiproteinkomplexes ist. Sie nannten es

Glued .
0™ eine

folglich nach seiner Groffe und seinem Drosophila Verwandten pl5
Untereinheit des Dynein-Aktivators Dynaktin (Paschal et al. 1993). 1997 konnte
nachgewiesen werden, dass die Interaktion zwischen Dynein und Dynaktin eine
bedeutende Rolle beim axonalen Transport innehat (Waterman-Storer et al. 1997).
Im Jahr 2003 wurden erstmals Mutationen im p150°™“ kodierenden Gen DCTNI
als Risikofaktor fiir eine seltene Form der Motoneuronerkrankung Amyotrophe
Lateralsklerose identifiziert (Puls et al. 2003). Bis heute wurden noch viele weitere
Mutationen im Gen DCTNI entdeckt, die als potentielle Risikofaktoren fiir neuronale
Erkrankungen diskutiert werden (Munch et al. 2004; Farrer et al. 2009, Vilarino-

Guell et al. 2009, Stockmann et al. 2012).
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1 Die Motoneuronerkrankung Amyotrophe Lateral-

sklerose

Unter dem Begriff Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) versteht man eine heterogene
Gruppe verschiedener schwerer Erkrankungen des zentralen und peripheren
Nervensystems. Sie ist gekennzeichnet durch ein breites Spektrum an
unterschiedlichen Symptomen und Ursachen. Dennoch verbindet die in dieser
Gruppe zusammengefassten Erkrankungen, dass vor allem das motorische
Nervensystem und somit die willkiirliche Steuerung der Muskeln betroffen ist.
Charakteristisch ist dabei eine chronisch progrediente Degeneration des ersten
und/oder des zweiten Motoneurons (Abbildung 1), die sich in zentralen und

peripheren Lidhmungen manifestiert (Almer 2003; Shaw 2005; Dengler 2011).

motorischer Kortex

1. Motoneuron/
oberes Motoneuron

Hirnstamm

; motorische Endplatten

2. Motoneuron/
unteres Motoneuron

Ruckenmark
RIER Vorderhorn

Abbildung 1: Schematische Darstellung des motorischen Systems. Das motorische System steuert
willkiirliche Muskelbewegungen wie z.B. das Kauen und das Gehen. Die oberen Motoneuronen
ziehen als Pyramidenbahn in den Hirnstamm oder in das Vorderhorn des Riickenmarks. Dort findet
eine Umschaltung auf die unteren Motoneuronen statt. Diese ziehen zu den Muskeln und iiber die
motorischen Endplatten wird die Erregung auf den Muskel iibertragen.



Einleitung

Der Verlust der oberen Motoneuronen duflert sich in Muskelschwéche, spastischen
Lahmungen sowie hyperaktiven Reflexen. Typische Symptome fiir die Degeneration
der unteren Motoneuronen sind reduzierte Reflexe, Muskelschwund (Atrophie),
Muskelschwéche (Parese) und unwillkiirliches Muskelzucken (Faszikulationen).
Sind dabei die motorischen Nerven im Hirnstamm betroffen, kommt es zu einer
Schwiéchung der Sprach-, Kau- und Schluckmuskulatur. Die Erkrankung der vom
Riickenmark zum Muskel verlaufenden Vorderhornzellen fiihrt zur Beeintrachtigung
der Atemmuskulatur sowie der Extremitdten. Die Sensorik sowie die Kontrolle von
Blase und Darm bleiben zumeist unveridndert (Almer 2003; Shaw 2005; Dengler
2011; Pratt et al. 2012; Rossor et al. 2012). In post-mortem Untersuchungen von
Patientengehirnen und deren Riickenmarke zeigte sich, dass neuronale Atrophie und
zelluldre Einschliisse charakteristische pathophysiologische Merkmale der
Erkrankung sind. Weitere typische Kennzeichen sind: Beeintrichtigungen des
Zytoskeletts, des axonalen Transports und der Mitochondrien sowie eine p53
vermittelte Apoptose, oxidativer Stress und Proliferation aktivierter Mikrogliazellen
(Kawamata et al. 1992; Barbosa et al. 2010; Bilsland et al. 2010; Shi et al. 2010;
Miana-Mena et al. 2011; Pratt et al. 2012). Viele Patienten haben auflerdem einen
unregelmédBigen Glutamatmetabolismus. Das bisher einzige erfolgreich eingesetzte
Medikament  Riluzol  zielt darauf ab, die damit einhergehenden
Nervenzellschdadigungen durch die exzessive Stimulation der Glutamatrezeptoren zu

verringern bzw. zu verlangsamen (Plaitakis & Caroscio 1987).

Der Krankheitsverlauf endet in 80% aller Fille ein bis fiinf Jahre nach Auftreten der
ersten Symptome todlich, meist durch respiratorisches Versagen. Obwohl ALS in
allen Alterstufen ausbrechen kann, steigt das Erkrankungsrisiko ab einem Alter von
60 Jahren an. Mit einer Inzidenz von 0,5 bis zwei Neuerkrankungen pro 100.000
Menschen und einer Privalenz von ca. zwei bis drei Patienten pro 100.000 Personen
handelt es sich um die héaufigste Motoneuronerkrankung (MND) im
Erwachsenenalter. ALS tritt weltweit mit einer weitestgehend konstanten
geographischen und ethnischen Inzidenz auf (Almer 2003). Eine Ausnahme bildet
dabei ein gehduftes Auftreten der Krankheit auf der Westpazifik-Insel Guam. Die
einheimischen Chamorros leiden an einer besonderen endemischen Form der ALS,
die sich auch in Parkinson &@hnlichen Symptomen und Demenz &uBlert. Obwohl

familidre Haufungen beschrieben wurden, ist es nicht gelungen einen Einfluss
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genetischer Faktoren nachzuweisen (Bailey-Wilson ef al. 1993; McGeer et al. 1997).
Ebenso konnte ein Einfluss dulerer Faktoren nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden
(Dastur 1964; Spencer 1987; Spencer et al. 1987; Kurland 1988; Perry et al. 1989;
Duncan et al. 1990). Es ist also trotz intensiver Bemiihungen nicht gelungen die

pathogenen Mechanismen der endemischen Erkrankung aufzukliren (Almer 2003).

1.1 Pathogenese

Etwa 90 bis 95 Prozent aller ALS-Fille erscheinen ohne genetische Komponente und
werden als sporadische ALS (sALS) bezeichnet. Bei den verbleibenden fiinf bis zehn
Prozent handelt es sich um die so genannte familidre Form der Amyotrophen
Lateralsklerose (fALS), welche hiufig dominant vererbt wird. Interessanterweise
konnten weder klinische noch neuropathologische Unterschiede zwischen
sporadischer und familidrer ALS nachgewiesen werden (Shaw 2005; Pratt et al.

2012).

Bisher wurden bereits verschiedene genetische Risikofaktoren identifiziert, dennoch
scheint es sich bei ALS in den meisten Fillen um keine monogenetische Erkrankung
zu handeln. Vielmehr wird angenommen, dass ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener genetischer Faktoren und &uBlerer Einfliisse fiir den Ausbruch der

Krankheit verantwortlich ist (Shaw 2005; Pratt et al. 2012).

1.1.1 Genetische Faktoren

Die genetischen Ursachen fiir ALS erscheinen so mannigfaltig wie die
Auspragungen bzw. Formen der Motoneuronerkrankung selbst (Tabelle 1). Eine der
hiufigsten genetischen Ursachen sind Mutationen im Gen Superoxid-Dismutasel
(SOD1), welches fiir das Enzym Superoxid-Dismutasel kodiert. Um die zwanzig
Prozent aller dominant vererbten fALS-Fille sind auf iiber 150 Mutationen in SOD1
zuriickzufiihren. Das Enzym SOD1 wandelt bei der Zellatmung entstehende freie
Superoxid-Radikale in  Wasserstoffperoxid ~ um. SODI1 ist  kein
motoneuronspezifisches Protein, sondern wird ubiquitir exprimiert. Es bleibt bis
heute ungeklért, warum gerade Motoneuronen so spezifisch auf Mutationen in SOD/
reagieren. Neuste Studien zeigten, dass verschiedene am RNA-Metabolismus

beteiligte Gene, wie zum Beispiel TDP-43 (TAR DNA Binding Protein-43), FUS
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(Fused in sarcoma), OPTN (Optineurin) und ANG (Angiogenin), ebenfalls im
Zusammenhang mit fALS stehen. Ein weiterer Risikofaktor sind Mutationen im Gen
DCTNI, welches fiir die Untereinheit p150Glued des Proteinkomplexes Dynaktin
kodiert. Dynaktin interagiert mit dem Motorprotein Dynein und ist direkt an
intrazelluldren Transportprozessen beteiligt (Gill ef al. 1991; King & Schroer 2000;
Shaw 2005; Pratt et al. 2012). Mutationen in einigen der hier aufgefiihrten Gene
wurden jedoch nicht nur in fALS gefunden, sondern konnten auch in Patienten mit

sporadisch auftretender ALS nachgewiesen werden (Tabelle 1).

Gen Locus Protein ALS-Typ Erbgang

Cu, Zn-Superoxid-Dismutase

SODI* 21g22.1 (SOD1) ALS1 autosomal-dominant
FUS* 16p11.2 Fused in sarcoma (FUS) ALS6 autosomal-dominant
ANG* 14q11.1 Angiogenin (ANG) ALS9 autosomal-dominant
TARDBP*  1p36.22 TAR DNA( 113]1;1}(’1_12 ;g)protein-43 ALSI0 autosomal-dominant
OPTN* 10p13 Optineurin ALS12 autosomal-dominant
CI9ORF72* 9p21 C90RF72 ALS-FTD autosomal-dominant
SETX 9q34.13 Senataxin ALS4 autosomal-dominant
ALS3 18q21 ALS3 ALS3 autosomal-dominant
ALS7 20p13 ALS7 ALS7 autosomal-dominant
VAPB 20q13.33 VAMP-associated protein B ALSS autosomal-dominant
FIG4 6q21 Phosphoinositide5-Phosphatase ALSI11 autosomal-dominant
yce 9pl13.3 Valosin-containing protein ALS14 autosomal-dominant
DCTNI 2pl13 p1509"¢ (Dynaktin) ﬁlﬁi/ﬁ:]l\;[g autosomal-dominant
ALS?2 2q33.1 Alsin ALS2 autosomal-rezessiv
SPG11 15q15.1 Spatacsin ALSS autosomal-rezessiv
UBOLN2  Xpl12 Ubiquilin-2 ALSI5 X-chromosomal-

dominant

Tabelle 1: Ubersicht iiber die hiufigsten bekannten genetischen Risikofaktoren fiir ALS. LMD:
Lower Motoneuron Disease, dHMN7B: Distale Hereditire Motoneuropathie Typ VII, *: auch in
sALS dokumentiert (Pratt ef al. 2012).

Ein bemerkenswerter Fall von sporadisch auftretender ALS ist der vierfach erhéhte
Anstieg der ALS-Inzidenz unter den Golfkriegsveteranen mit einem erheblich
jingeren Erkrankungsalter (Horner et al. 2003). Bis heute sind die Ursachen der
hoheren Erkrankungsrate unter den Veteranen nicht aufgeklért, obgleich es Hinweise
darauf gibt, dass ein Zusammenhang zwischen dem Einsatzgebiet der Soldaten und
dem Anstieg der Inzidenz besteht (Miranda et al. 2008). Dieses Phidnomen der
Golfkriegs-ALS zeigt deutlich, dass neben den genetischen Faktoren auch
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Umwelteinfliisse von besonderer Bedeutung bei der Entstehung der Krankheit sein

konnen.

1.1.2 Weitere Risikofaktoren

Als nicht genetische, potentiell pathogene Ursachen werden unter anderem
oxidativer Stress, Exotoxizitdt, Proteinaggregation und geschéddigte Organellen, wie
zum Beispiel Mitochondrien, diskutiert (Barbosa et al. 2010; Bilsland et al. 2010;
Shi et al. 2010; Miana-Mena et al. 2011; Pratt et al. 2012). Darliber hinaus konnte
gezeigt werden, dass eine Schidigung der nicht-neuronalen Zellen, die die
Motoneuronen umgeben, die Integritit der Nervenzellen negativ beeinflussen kann
(Kawamata et al. 1992; Alexianu et al. 2001; Clement et al. 2003). Keine der
genannten Risikofaktoren erklédrt den spezifischen Verlust der Motoneuronen. Das
besondere Merkmal aller Motoneuronen ist jedoch ihre auBlergewohnliche Grofle und
enorme Lénge ihrer Axone. Aus diesem Grund sind sie wahrscheinlich mehr als alle
anderen Neuronen auf einen koordinierten axonalen Transport angewiesen. Dies
fiirte zu Uberlegungen, dass der axonale Transport die Achillesverse der
Motoneuronen sein konnte (Holzbaur 2009). Die axonale Transportmaschinerie
transportiert aktiv zelluldire Bestandteile {iber lange Distanzen entlang der
Mikrotubuli. Motorproteine der Kinesinfamilie bringen dabei neu synthetisierte
Proteine, Organelle und Vesikel vom Zellkorper zu den Synapsen. Zytoplasmatisches
Dynein agiert hingegen in Interaktion mit dem Multiproteinkomplex Dynaktin als
retrograder Motor. Beschddigte Proteine und Organelle, wie zum Beispiel
Mitochondrien, werden tliber diesen Weg wieder in Richtung der Minus-Enden der
Mikrotubuli zum Zellkérper zuriickgefiihrt und koénnen dort degradiert und
wiederverwertet werden (Schnapp & Reese 1989; Brady 1991; Hirokawa et al. 1991;
Vallee & Bloom 1991; Hirokawa 1996). Miuse, die Mutationen im Motorprotein
Dynein tragen, entwickeln ALS dhnliche Symptome, einschlieBlich des spezifischen
Verlusts der Motoneuronen (LaMonte ef al. 2002; Hafezparast et al. 2003). Dariiber
hinaus konnten in verschiedenen ALS-SODI1-Mausmodellen Beeintrachtigungen des
axonalen Transports nachgewiesen werden (Zhang et al. 1997; Williamson &
Cleveland 1999; Sasaki et al. 2005). Betrachtet man diese Erkenntnisse, scheint die
Funktionalitidt des axonalen Transports tatsdchlich ein wesentlicher Faktor in der

Pathogenese der Motoneuronerkrankungen zu sein. Nicht zu vergessen ist dabei, dass
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Mutationen der Dynaktin-Untereinheit p150°"** ALS verursachen kénnen (Puls et
al. 2003; Puls ef al. 2005). Um die Bedeutung des Multiproteinkomplexes Dynaktin
beim axonalen Transport verstehen zu konnen, ist es wichtig seine Struktur und den
Autbau seiner Untereinheiten zu kennen.

2 Dynaktin und seine Untereinheit p150°"*

2.1 Aufbau des Multiproteinkomplexes Dynaktin

Der asymmetrische Multiproteinkomplex Dynaktin besteht aus elf verschiedenen
Untereinheiten und erreicht insgesamt ein Molekulargewicht von ca. 1,2 MDa.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen eine Unterteilung in zwei aufféllige
Strukturen: eine stabformige Basis und ein davon abgehender Arm mit globulédren
Kopfen an den Terminalen (Abbildung 2). Die stabformige Basis ist ein Polymer des
Aktin verwandten Proteins Arpl (actin related proteinl). Arpl kann ATP
hydrolysieren und Filamente bilden. Die Interaktion von Arpl mit dem Protein
BIII-Spektrin ist wichtig fiir die Bindung des Transportguts. Das Plus-Ende des
Arpl-Filaments (stumpfes Ende) wird von einem CaP-Z (capping protein-Z)-
Heterodimer abgeschlossen, welches wahrscheinlich das Arpl-Filament stabilisiert.
Am Minus-Ende, dem so genannten spitzen Ende, sind die Untereinheiten Arpll,
p62 (DCTN4), p25 (DCTN5) und p27 (DCTNG) lokalisiert. Arpll dient der
Stabilisierung des spitzen Endes. Die Untereinheiten p62, p25 und p27 enthalten
Cargo-Binde-Motive (Eckley et al. 1999; Schroer 2004; Hodgkinson et al. 2005;
Imai et al. 2006).

Die Schulter und der Arm des Komplexes bilden eine flexible Struktur bestehend aus
drei Untereinheiten: p50 (Dynamitin), p24/p22 und plSOGlued. P50 verbindet die
beiden groBen Subdoménen des Dynaktinkomplexes und ist somit entscheidend fiir

seine strukturelle Integritit. Die Untereinheit p150™

interagiert unter anderem mit
dem Motorprotein Dynein und den Mikrotubuli (Schroer 2004; Hodgkinson et al.

2005; Imai et al. 2006).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Multiproteinkomplexes Dynaktin. Das Arpl-
Filament bildet zusammen mit den im spitzen und stumpfen Ende des Polymers gebundenen
Untereinheiten die Basis des Multiproteinkomplexes. Uber die Schulter (p50, p24/p22) ist der
bewegliche Arm p150%"™* mit der stabférmigen Grundeinheit verbunden (nach Imai et al. 2006).

2.2 Struktur der Untereinheit p150°"<

Die grofte Untereinheit pl1509"*! des Dynaktinkomplexes wird von dem 4kb
umspannenden Gen DCTNI kodiert. Sie liegt als Dimer im Komplex vor. Der
N-Terminus des Proteins bildet den globuldren Kopf. Diese hoch konservierte
Doméne kann an Mikrotubuli binden und ist wichtig fiir die Funktionalitdt des
Proteins (Abbildung 3). Das in der Mikrotubulibindedoméine (MBD) liegende Cap-
Gly-Motiv (zytoskelettassoziiertes Protein, glyzinreich, Aminosduren 29 bis 95)
kann dariiber hinaus mit anderen Mikrotubuli bindenden Proteinen wie EB1 (end
binding proteinl) und CLIP-170 (cytoplasmic linker proteinl70) interagieren.
P150"™ hat zwei coiled-coil-Doménen (CCD). Die erste CCD ist Bestandteil
sowohl der Dyneinbindedoméine (DBD) als auch der Kinesinbindedoméne (KBD)
des Proteins. Die zweite CCD liegt im C-Terminus und enthdlt ein konserviertes
Aktin bindendes Motiv. Uber diese Arpl-BD (Arpl-Bindedomine), kann p1509™
direkt mit der Dynaktin-Untereinheit Arpl interagieren (Schroer 2004; Stockmann et
al. 2012).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Untereinheit p150%"*? des Multiproteinkomplexes
Dynaktin. CAP-GLY-D: Cap-Gly-Motiv, MBD: Mikrotubulibindedoméne, CCD: coiled-coil-
Domiéne, DBD: Dyneinbindedoméne, KBD: Kinesinbindedoméine, Arpl-BD: Arpl-Bindedoméne,
AS: Aminosduren.

Die genaue Kenntnis der Dynaktin- bzw. p150"%-Struktur ermoglichten es z.B.
iiber Deletionsmutanten gezielt Studien zur biologischen Funktion und Bedeutung

des Komplexes und seiner Untereinheiten vorzunehmen.

2.3 Die Bedeutung des Multiproteinkomplexes Dynaktin

2.3.1 Die Bedeutung von Dynaktin in der Entwicklung

Bereits die Entdeckung der dominant-negativen Version der Untereinheit p150™

GI' in Drosophila zeigte, dass Dynaktin eine entscheidende Rolle wihrend der
Entwicklung spielt (Plough & Ives 1934). Das Drosophila Homolog Glued wird
wihrend der kompletten Entwicklung exprimiert (Swaroop ef al. 1986), ist ebenfalls
Teil eines Multiproteinkomplexes und interagiert mit Dynein (McGrail et al. 1995).
Heterozygote G/’-Fliegen entwickeln den so genannten rough-eye-Phinotyp mit
einer gestorten Organisation der Retina und ihrer Projektionen (Plough & Ives 1934;
Meyerowitz & Kankel 1978). Fan und Ready (1997) wiesen nach, dass G in den
Augenimaginalscheiben unter anderem zu einer verzogerten zweiten Mitosewelle,
verdnderter Photorezeptordifferenzierung, misslokalisierten Zellkernen und erhéhtem
Zelltod posterior der morphogenetischen Furche fiihrt. Homozygot fithrt das GI'-
Allel zu friher Letalitit der Fliegen (Harte & Kankel 1982). Spidter konnte
nachgewiesen werden, dass Dynaktin an der Verankerung der Mikrotubuli am
Zentrosom Dbeteiligt ist (Quintyne et al. 1999) und unter anderem die
Spindelorientierung in Neuroblasten reguliert (Siller & Doe 2008). In Drosophila S2-
Zellen fiihrt die Deletion der Mikrotubulibindedomédne der Dynaktinuntereinheit
p1509 zu Defekten in der Organisation der mitotischen Spindeln, einhergehend
mit der Bildung multipolarer Spindelapparate (Kim et al. 2007). Als

Interaktionspartner des Motorproteins Dynein ist Dynaktin aber nicht nur fiir
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entwicklungsbiologische Prozesse wichtig, sondern wird ebenfalls fiir den

koordinierten axonalen Transport benotigt.

2.3.2 Die Funktion von Dynaktin beim axonalen Transport

Uber in-vitro-Studien konnte nachgewiesen werden, dass Dynaktin den Dynein
abhingigen Vesikeltransport stimuliert (Gill ez al. 1991) und die Prozessivitit des
Motors Dynein verstirkt (King & Schroer 2000). Untersuchungen von Kalmar-
Axoplasma zeigten aullerdem, dass beim schnellen axonalen Transport die
Interaktion des Dynaktinkomplexes mit zytoplasmatischem Dynein unabdingbar ist
(Waterman-Storer et al. 1997). Die Uberexpression der Dynaktin-Untereinheit p50
hemmt spezifisch die Dynaktinfunktion in Motoneuronen von Méusen. Dies fiihrt zu
Akkumulationen von Vesikelproteinen, Aggregation von Neurofilamenten in den
Axonen und Degeneration der Motoneuronen (LaMonte et al. 2002).
Interaktionsstudien zeigen, dass Mutationen in der Dynaktin-Untereinheit Arpl
sowohl den anterograden als auch den retrograden Transport in Drosophila hemmen
(Haghnia ef al. 2007). Die Larven entwickeln eine posteriore Paralyse und axonale
Verdickungen mit Vesikelansammlungen, welches typische Merkmale eines
gestorten axonalen Transports sind. Die Lihmung der distalen Bereiche duBlert sich
beim Kriechen in einem Aufbiegen der letzten Segmente (Hurd & Saxton 1996).
Interessanterweise zeigt weder das dominant-negative Allel GI' noch eine Reduktion
der endogenen Glued Expression {iiber RNAi diese Phédnotypen. Erst die
Kombination von GI' mit Kinesin- bzw. Dyneinmutationen fiihrt zu distalen
Lihmungen und Vesikelansammlungen in den Segmentalnerven der Larven.
Uberraschenderweise ist nur eine milde Interaktion zwischen Glued und Dynein im
Vergleich zur Kombination von Kinesin und Glued zu beobachten (Abbildung 4).
Dies macht deutlich, dass die Motorproteine Kinesin, Dynein und Dynaktin
voneinander abhingig sind und Dynaktin nicht nur als Dynein-Aktivator gesehen
werden kann (Martin ef al. 1999). Dariiber hinaus ist bekannt, dass Dynaktin und

insbesondere die Funktionalitit seiner Untereinheit p150%"*

wichtig sind fiir eine
effiziente Initiation des retrograden Transports an den Synapsen (Lloyd et al. 2012;

Moughamian & Holzbaur 2012).
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Abbildung 4: Interaktion von GI' mit mutierten Versionen der Motorproteine Kinesin und
zytoplasmatisches Dynein. Synaptotagminfarbung der Segmentalnerven. Genotypen: A: Wildtyp, B:
Gl'/+, C: Khc/+, D: ¢Dhe®*!/+, E: Gl'/ Khe, F: Gl'/ cDhe®™'. Khe: Mutation in der schweren
Kinesinkette, cDhc®™': Mutation in der schweren Kette des zytoplasmatischen Dyneins. B, C, D: Die
Mutationen Gl', Khc und cDhc™'  verursachen kaum axonale Verdickungen und
Synaptotagminansammlungen. F: Die Kombination von GI' und cDhc™*' zeigt eine leicht erhdhte
Anzahl von Vesikelansammlungen. E: Die Allele GI' und Khc™ fiihren in Kombination zu einem
starken Anstieg an axonalen Schwellungen. n: Segmentalnerven, t: Trachea. Abbildung modifiziert
nach Martin et al. (1999).

Wie bereits erwidhnt, ist ein koordinierter axonaler Transport von zentraler
Bedeutung fiir die Uberlebensfihigkeit von Motoneuronen. Dies macht Mutationen
in den Proteinen der Transportmaschinerie zu wesentlichen Risikofaktoren fiir
degenerative Erkrankungen der Motoneuronen. Tatsdchlich konnte in ALS-Patienten

ein pathogener Basenaustausch im p150°"*® kodierenden Gen DCTNI identifiziert

werden (Puls et al. 2003).

18



Einleitung

3 Mutationen im Gen DCTN1

3.1 Die DCTN1-Mutation G59S und die Distale Hereditare
Motoneuropathie TypVIi

Im Jahr 2003 konnte in einer Familie Kosegregation einer Punktmutation im Gen
DCTNI (G59S) mit einer Distalen Spinalen und Bulbdren Muskelatrophie (auch
Distale Hereditire Motoneuropathie TypVII, dHMN7B) nachgewiesen werden (Puls
et al. 2003). Diese seltene ALS-assoziierte Motoneuronerkrankung ist eine langsam
fortschreitende Erkrankung der unteren Motoneuronen und bricht in der zweiten bis
dritten Lebensdekade aus. Die Patienten leiden zu Beginn unter einer bilateralen
Stimmbéanderldhmung, spiter kommt es zundchst zu Muskelschwiche im Gesicht
und im weiteren Verlauf sind dann die Extremititen betroffen. Die sensorische
Wahrnehmungsfahigkeit der Patienten erscheint normal. Autopsie-Studien eines
Betroffenen zeigten Motoneurondegeneration und Verlust der Axone im Ventralhorn
des Riickenmarks sowie in der Medulla. Des Weiteren wurden abnormale Dynaktin-
und Dyneinaggregate in den Motoneuronen identifiziert (Puls et al. 2005). In vitro
beeintrichtigt die Mutation G59S die Bindung von Dynaktin an die Mikrotubuli,
fiihrt zu p1509**“-Aggregation und induziert neuronalen Zelltod (Puls et al. 2003;
Levy et al. 2006). Transgene plSOGlued-G59S-Méiuse entwickeln eine fortschreitende
Motoneuronerkrankung. Neben reduzierten motorischen Fihigkeiten der Tiere und
dem Verlust von Motoneuronen wurden in histologischen Untersuchungen auflerdem
Ubiquitin und Dynaktin enthaltende Einschliisse bzw. Aggregate in den
Motoneuronen nachgewiesen (Lai ef al. 2007; Chevalier-Larsen et al. 2008; Laird et

al. 2008).

Zusitzlich wurden Mutationen in p150°"

als genetische Ursache fiir das sehr
seltene  Perry-Syndrom, einer autosomal-dominanten  Parkinson-dhnlichen
Erkrankung identifiziert (Farrer et al. 2009). Mutationen im Gen DCTNI scheinen
demnach nicht nur bei Motoneuronerkrankungen einen Rolle zu spielen, sondern
konnen je nachdem in welcher Domine sie liegen, verschiedene neurodegenerative

Erkrankungen auslosen. In den letzten Jahren wurden noch weitere Mutation im

kodierenden Bereich von DCTNI in ALS Patienten identifiziert. Es konnte jedoch
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noch nicht nachgewiesen werden, ob diese Punktmutationen tatsdchlich im
Zusammenhang mit ALS stehen oder ob es sich lediglich um allelische Varianten

handelt (Munch et al. 2004; Munch et al. 2005; Vilarino-Guell et al. 2009).

3.2 Weitere potentiell pathogene DCTN171-Mutationen

Da DCTNI geradezu ein ,, hotspot fir pathogene Mutationen zu sein scheint,
wurden in einer grofl3 angelegten Patientenstudie 1708 sporadische ALS Patienten
und 778 gesunde Kontrollpersonen auf Mutationen im Gen DCTNI iberpriift. Als
neurologische Kontrollen wurden aullerdem 218 Patienten mit anderen
neurodegenerativen Erkrankungen untersucht. Dabei wurden alle 32 Exons des Gens
analysiert und 24 verschiedene DCTNI-Varianten in den ALS Patienten identifiziert.
Allerdings wurden acht dieser 22 Exonvarianten auch in gesunden Kontrollen und
sechs in den neurologischen Kontrollen nachgewiesen. Fiir keine der Mutationen war

eine eindeutige Kosegregation nachweisbar (Stockmann et al. 2012).

In Abbildung 5 sind neun der neu identifizierten Mutationen und ihre Position
innerhalb der Untereinheit p150°™ dargestellt. Die Mutationen E34Q, D63Y,
R148W und R149Q sind alle innerhalb der Mikrotubulibindedomine des Proteins
lokalisiert. Besonders interessant sind dabei E34Q und D63Y, da sie wie die
dHMN7B verursachende Mutation G59S in der konservierten Cap-Gly-Doméne
liegen. Die Mutation 1196V befindet sich sehr nah an der Dyneinbindedoméne,
M571T ist innerhalb der Kinesinbindedoméne lokalisiert. Die Mutationen Y878C,
R1049Q und T12491 liegen alle im C-terminalen Bereich des Proteins.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Lage der zu untersuchenden Mutationen in
p150°"™?, CAP-GLY-D: Cap-Gly-Motiv, MBD: Mikrotubulibindedomine, CCD: coiled-coil-
Domine, DBD: Dyneinbindedoméne, KBD: Kinesinbindedoméne, Arpl-BD: Arpl-Bindedoméne,
AS: Aminoséuren.
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Die Expression der neu identifizierten DCTNI/-Mutationen in COS7-Zellen bzw.
priméren Motoneuronkulturen fiihrt in vier Fillen (E34Q, D63Y, 1196V, R1049Q) zu
morphologischen Verdanderungen. Diese Mutationen sind entweder nur sehr selten in
Patienten gefunden worden oder konnten auch in gesunden Kontrollpersonen
nachgewiesen werden. Dies legt nahe, dass es sich hier wahrscheinlich nicht um per
se pathogene Polymorphismen handelt. Dennoch konnen die beschriebenen
Mutationen Risikofaktoren oder Teil eines polygenetischen Vererbungsmusters der
ALS sein (Stockmann et al. 2012). Fiir weitergehende Untersuchungen der
Auswirkungen bzw. pathogenen Eigenschaften der Mutationen sollten diese in vivo
charakterisiert werden. In den letzten Jahren zeigte eine Vielzahl wissenschaftlicher
Arbeiten, dass der Modellorganismus Drosophila melanogaster ein hervorragendes
und verléssliches System fiir die Untersuchung neurodegenerativer Erkrankungen
bietet (Muqit & Feany 2002; Bonini & Fortini 2003; Driscoll & Gerstbrein 2003; Lu
& Vogel 2009).

4 Ein Drosophila melanogaster-Modell fur ALS

Im Rahmen eines Pilotprojektes wurde ein auf DCTNI-Uberexpressionsanalysen
basierendes Drosophila-Modell fiir ALS etabliert. Hierfiir wurden transgene Linien
fiir das humane wildtypische Konstrukt, die ,,Goldstandard“-Mutation G59S sowie
eine der neu identifizierten DCTN-Varianten (R149Q) generiert (Stribl 2008).

Es konnte gezeigt werden, dass die ubiquitire Expression mit actin-Gal4 des
humanen wildtypischen Konstrukts als auch der Mutation R149Q zu schweren
Entwicklungsstorungen fiihrt. Fliegen, die die Mutation G59S exprimieren
entwickeln sich interessanterweise normal. Dieser Effekt konnte auch nach
augenspezifischer ektopischer Expression mit GMR-Gal4 bestitigt werden. Wéhrend
das humane wildtypische Protein und R149Q zu schweren Storungen in der
Augenentwicklung fiihren, zeigen Fliegen mit einer spezifischen Expression von

p1509"*9-G59S im Auge nur einen sehr milden Phénotyp (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Rasterelektronenmikroskopische = Aufnahmen der augenspezifischen
Uberexpression der DCTNI-Konstrukte. Die Uberexpression des humanen wildtypischen DCTN1
sowie der mutanten Variante R149Q mit GMR-Gal4 fiihrt zu Stérungen der Augenentwicklung. G59S
exprimierende Fliegen zeigen nur einen sehr milden Phénotyp (nach Stribl 2008).

Die neuronale Expression der humanen Konstrukte mit appl-Gal4 hatte eine stark
verkiirzte Lebensdauer der Fliegen zur Folge. Dabei starben jedoch Fliegen, die das
wildtypische p1509"*® exprimierten noch frither als Fliegen, die G59S bzw. R149Q

neuronal exprimierten.

Eine spezifische Uberexpression der mutanten Konstrukte in Motoneuronen mit
D42-Gal4 fiihrte zu einer altersabhidngigen Verschlechterung der motorischen
Fihigkeiten der Fliegen im Vergleich zur Uberexpression des humanen
wildtypischen Proteins. Dieser motorische Phinotyp konnte iiber eine gleichzeitige

Expression von Chaperonen gerettet werden.

Mit Hilfe einer gewebespezifischen Expression der Konstrukte mit dem UAS/Gal4-
System war es also moglich die Mutationen nach entwicklungsbiologischen Effekten

gegeniiber motoneuronspezifischen Stérungen zu klassifizieren (Stribl 2008).
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5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe eines Drosophila melanogaster-Modells, eine
Einteilung der neu identifizierten DCTNI-Varianten in pathogene Risikofaktoren
bzw.  benigne  Polymorphismen  vorzunehmen.  Hierfiir soll  mittels
Uberexpressionsanalysen ~ eine  Klassifizierung ~ der ~ Mutationen  nach
Entwicklungsphinotypen gegeniiber motoneuronspezifischen Defekten erfolgen.
Dabei sind vor allem die DCTNI-Varianten, die sich abweichend von der
Uberexpression des humanen wildtypischen Proteins verhalten von besonderem

Interesse.

Zu diesem Zweck sollen zunédchst transgene Drosophila-Stimme mit den jeweiligen
DCTNI-Konstrukten etabliert werden. Fiir die Uberexpressionsanalysen sollen dann
Linien ausgewdhlt werden, die DCTNI ungefdhr gleich stark exprimieren. Hierfiir
wird eine Analyse der Expressionsstirke iiber quantitative real-time PCRs und

Western-Blots durchgefiihrt.

AnschlieBend soll zundchst eine allgemeine entwicklungsbiologische Analyse
durchgefiihrt werden. Die Uberpriifung der Auswirkungen der verschiedenen
Mutationen spezifisch auf Motoneuronen soll vor allem tiiber verhaltensbiologische
Studien erfolgen. AufBlerdem soll untersucht werden, ob die Expression der
verschiedenen DCTNI-Varianten zu einer altersabhdngigen Degeneration der

Nervenzellen fiihrt.

Uber die genannten Experimente hinausgehend, sollen weitere funktionelle Analysen
erfolgen. Zum einen soll untersucht werden, inwiefern die Mutationen die
subzellulire Verteilung des Proteins beeinflussen. Zum anderen sollen weitere
Prozesse, die an der Entstehung von Motoneuronenerkrankungen beteiligt sind,
identifiziert werden. Da Dynaktin ein entscheidender Faktor innerhalb der
Transportprozesse in den Neuronen ist, werden dabei vor allem Analysen des
axonalen Transports vorgenommen. Dies soll sowohl iiber histologische
Untersuchungen als auch iiber in-vivo-Messungen der Transportgeschwindigkeiten

erreicht werden.
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Material und Methoden

1 Material

1.1 Organismen

1.1.1 Bakterien

Bezeichnung Genotyp Herkunft
XL1-Blue Hitzeschock- recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1l lac Stratacene
kompetente Zellen [F’proAB laclqgZ.M15 Tnl0 (Tetr)] &
1.1.2 Fliegen
Genotyp Kiirzel/Bemerkung Chromosom Herkunft
Balancer
Stammsammlun
*. . 1 . g
w*; Sp/CyO; D3/ TM6B, Tb Sp/CyO; D3/TM6B des Lehrstuhls
Stammsammlun
%. . 1 . g
w*; Sco/CyO; D3/TM3, Sb Sco/CyO; D3/TM3 des Lehrstuhls
Stammsammlung
*.
w*; Sco/CyO Sco/CyO des Lehrstuhls
Stammsammlun;
*. 1 g
w*; D3/TM3, Sb D3/TM3 des Lehrstuhls
Treiberlinien
w*; P{GawB} D42 D42-Gal4 m BSC # 8816
w'; P{GawB}dimm®* crc’® ¢929-Gal4 II BSC #25373
w*; P{GawB}how24B 24B-Gal4 I BSC #1767
w*; P{ple-GAL4.F}3 Th-Gal4 I BSC # 8848
w*; P{GAL4-ninaE.GMR} 12 GMR-Gal4 11 BSC# 1104
. . Stammsammlung
x. - -
w*; P{actin-Gal4}/CyO actin-Gal4/CyO I des Lehrstuhls
1 *
y w; P{Act5C- L
GAL4}17bFO1/TM6B, Tb' actin-Gal4/TM6B 111 BSC # 3954
w*; Sp/CyO; P{GawB}how24B Sp/CyO; 24B-Gal4 I diese Arbeit
w*; Sco/CyO; P{GawB}D42 Sco/Cy0O; D42-Gal4 m Stribl (2008)
w'; P{GawB}dimm®® crc*®; TM6B, ¢929-Gal4/Cyo; . .
Th'/D3 D3/TM6B I diese Arbeit
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w*; Sco/CyO; P{ple-GAL4.F}3 Sco/CyO; Th-Gal4 I Bayersdorfer (2009)
. . 1 actin-Gal4/TM6B- Stammsammlung
w*; P{actin-Gal4}/ TM6B, Tb" Gal80 Gal80 I des Lehrstuhls
w’; P{tubP-GALS80"}10/20; P{UAS- tub-Gal80"; . .
DCTNI-Flag} G59S line 1/ TM3, Sb' | UAS-G59S/1/TM6B T+ diese Arbeit
w’; P{tubP-GALS80"} 10/20; P{UAS- tub-Galg0 *:
DCTNI1-F1 h Tl ’ + i i
C af%l};/gunsla? WT line 7/ UAS-hWT/7/TM6B H+111 diese Arbeit
w’; P{tubP-GAL&0"} 10/20; tub-Gal80";
TM2/TM6B, Tb' TM2/TM6B I BSC#7019/7108
Responderlinien
Stammsammlung
k. - -
w*; P{UAS-GFP.Y} UAS-GFP II des Lehrstuhls
w*; P{UAS-GFP.S65T}egT10 UAS-GFP I BSC # 1522
. . Stammsammlung
*. - -
w*; P{UAS-Stinger}2 UAS-Stinger I des Lehrstuhls
w*; P{UAS-GFP.Y}/ CyO; D3/ UAS-GFP/CyO,; . .
TMG6B, Tb' D3/TM6B 1I diese Arbeit
w!!'®; P{UAS-mito-HA-GFP.AP}3, ¢' UAS-mitoGFP 11 BSC # 8443
w*; P{UAS-Stinger}2/CyO; UAS-Stinger/CyO;
D3/ TM3 Sb' D3/TM3 11 Bayersdorfer (2009)
1118 . .
w; Sp/Cy0O; P{UAS-mito-HA- Sp/CyO; UAS-mito- . .
GFP.AP}3, ¢!/ TM6B, Tb' GFP/TM6B 1 diese Arbeit
w!!'®; P{UAS- DCTN1-Flag} UAS-DCTN1 diese Arbeit
w!!'® P{UAS- glued} UAS-glued diese Arbeit
weitere Linien
Stammsammlung
CantonS CantonS des Lehrstuhls
y*w*; A2-3 Ki y*w*; A2-3 Ki 11 S?;:‘Ei‘r‘;ﬁﬁ‘s‘g
w'; P{GawB}dimm®® crc®/Cy0O; | ¢929-Gal4/Cyo; UAS- -
P{UAS-GFP.S65T}egT10/ TM6B, Tb' GFP/TM6B T+ Schilling (2011)
w*;, P{UAS-GFP.Y}/ CyO,; UAS-GFP/CyO; D42- . .
P{GawB} D42/ TM6B, Tb' Gald/TM6B I+ diese Arbeit
w*; P{UAS-Stinger}2/ CyO; UAS-Stinger/CyO; . .
P{GawB}D42/ TM6B, Tb' D42-Gal4/TM6B I+ diese Arbeit
w*; P{UAS-Stinger}2/ CyO; UAS-Stinger/CyO;
P {ple-GAL4.F}3/TM3, Sb' Th-Gald/TM3 I+111 Bayersdorfer (2009)
. D42-Gal4, UAS-
w*; P{GawB} D42, P{UAS-mito-HA- . ’ . .
GFP.AP}3/ TM6B, Tb-Galg0 line 2 | ™00 MOB- i diese Arbeit

Tabelle 2: Liste der verwendeten Fliegenstimme. Eine genaue Auflistung der in dieser Arbeit
etablierten w''’®; P{UAS- DCTNI-Flag}- und w'''®; P{UAS- glued}-Linien ist im Anhang Tabelle 18
zu finden. BSC: Bloomington Drosophila Stock Center.
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1.2 Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung
4 % PFA in PBST(0,2 ¢
4 % PFA o in PBST(0,2 %) whole mount -Fixierung
pH 7.4
Avfelsaftacarplatten 1,75 % Agar; 25 % Apfelsaft; 2.5 % Keimbahntransformation,
pleisaliagatplatte Zucker; 1 % Nipagin in Ethanol Verhaltensversuche
APS 10 % APS Western-Blot
0,375 g Tris; 1,0 g SDS; 5,0 mL
DGLP (5x) Glycerol; 2,5 mL B-Mercaptoethanol | Ladepuffer fiir Western-Blots
a.d. 10 mL mit ddH,O
Einbettmedium VectaShield H 1009 von Vector whole mount-Einbettung
Laboratories
Eindeckmedium DPX mountar;thfl(l)(rahlstology von Objekttréiger fiir Life Imaging
Elektrophoresepuffer- 44,8 g/l Tricine; 30,3 g/l Tris; 5 g/l
’ . ’ Western-Blot
Western-Blot (5x) SDS (pH 8.2) estemEto
o 1 .
Formaldehyd-Fixans 4% Paraformal;ie“h)yd in PBS; (pH whole mount

GTE

50 mM Glukose; 25 mM Tris/HCI
pH 8,0; 10 mM EDTA

Plasmid- Minipréiparation

Hzo DEPC

1 ml DEPC auf 1 1dd H,O
(G.N. auf 37 °C schiitteln)

RNA-Extraktion

Injektionspuffer (10x)

5 mM KCL; 0,1 mM Na-

Keimbahntransformation

Phosphatpuffer (pH 6,8)
KAc 5MKAc Plasmid- Minipréiparation
10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt;
LBamp (Miniprep) 10 g/l NaCl; 3 ml/I 1 N NaOH; selektive E. coli Fliissigkultur
50 pg/ml Ampicillin
. 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; R
LB-Medium 10 g/l NaCl; 3 ml/l 1 N NaOH E. coli Flussigkultur
Nagellack farblos, schnell trocknend whole mount
NaOH/SDS 0,2 M NaOH; 1 % SDS Plasmid- Minipréparation
Natriumazid 10 % Natriumazid Fungizid fiir Antikorperldsungen
PBS 130 mM NaCl; 7 mM Na2PO4; whole mount
pH 7,2
PBST PBS mit Triton-X 100; pH 7,4 whole mount
6M Harnstoff, 10% DDT, 0,01 %
PCB Bromphenolblau, 10 mM NaPO4 Proteinextraktion
pH 7.2, 210 pl Mercaptoethanol
. 10 mM Tris-Cl (pH 8,2); 1 mM .
Squishing buffer EDTA: 25mM NaCl gDNA-Extraktion
TAE 0,04 M Tris-Acetat; 0,001 M EDTA Agarose-Gelelektrophorese
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140 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl

TBS pH 7.5 Western-Blot
TBST TBS, 0,2 % Tween-20 Western-Blot
2,9 g/l Tris; 14,5 g/l Glycin; 2,5 g/l
Transferpuffer SDS: 200 ml/l MeOH Wet-Blot
Tris-Acetat-Puffer 1,5 M Tris auf pH 8,1 mit Essigséure Western-Blot
einstellen Acetatgele
Tabelle 3: Liste der verwendeten Puffer und Losungen.
1.3 Oligonukleotide
Bezeichnung 5’-3’ Sequenz T, Verwendung
RT-PCR
Rp49 (s) GCGGGTGCGCTTGTTCGATCC 55°C A
housekeeping gene
RT-PCR
Rp49 (as) CCAAGGACTTCATCCGCCACC 55°C =i
housekeeping gene
, ] qRT-PCR
Dyn 3’ (s) GAA GGT CAC TTT GCC CAT GT 55°C DCTNT
, i qRT-PCR
Dyn 5’(as) CCC TTC ATC AGC CTT CCT C 55°C DOV
RT-PCR
Glued Dm (s) GCG TCT GAG GGA TCT ATC TGC 55°C d eled
RT-PCR
Glued Dm (as) GCT CCA CCA TTT CCT CGG 55°C 4 eled
Dynaktin 01 (s) ATG GCA CAG AGC AAG AGG C s30c | Sequenzierungvon
DCTNI
Dynaktin 992 (s) GGG TGG ACG AGC TCA CTAC s50c | Sequenzierung von
DCTNI
Dynaktin 1118 (as) GCA TCC TTC AGG CGG GC s4oc | Sequenzierungvon
DCTNI
. o Sequenzierung von
Dynaktin 1128 (s) GAT GCG GAT CTT TCT TC 55°C DCTN]
Dynaktin 1351 (as) CCA GAT TCA GGT TCC GAT s550c | Sequenzierungvon
DCTNI
Dynaktin 1806 (s) CCA TGA CTG CGT TCT GGT G s30¢ | Sequenzierung von
DCTNI
Dynaktin 1879 (as) GGG CCT GCT TCC GGA TC s40c | Sequenzierungvon
DCTNI
Dynaktin 2458 (s) GGA CCA CAG GTA TCT GAC s40c | Sequenzierungvon
DCTNI
Dynaktin 2481 (as) GAG CGT GTC AGA TAC CTG TG 55°C Seq“egzc“}r]‘;?g von
Dynaktin 2770 (s) GCC TCC ACC GGT TGA ACT G s50c | Sequenzierungvon
DCTNI
Dynaktin 2825 (s) CCC AGG CCT TCA GCA TCT G 55°C Seq“egZC‘eTr]‘;I]lg von
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Sequenzierung von

Dynaktin 3861 (as) CCG TTA CTT ATC GTC ATC C 55°C DCTNI
Tabelle 4: Liste der verwendeten Oligonukleotide. T,: annealing-Temperatur.
1.4 Enzyme und Kits
Enzym Hersteller Verwendung
Restriktionsenzyme NEB Mglei;z\;;ﬁz?;on
Q%ZZ:Z;E?;‘;;W Qiagen Reverse Transkription
SYBR Green PCR Kit Qiagen quantitative real-time PCR
iQ™ SYBR® Green Supermix Bio-Rad quantitative real-time PCR
PeqGOLD TriFast™ Peqlab RNA-Extraktion
QlAprep®-Miniprep Qiagen Plasmilc\l/-lli\l/([rigirp; ;iillzgroifion fur
Tabelle 5: Liste der verwendeten Enzyme.
1.5 Farbstoffe
Farbstoff Hersteller Verwendung
Ethidiumbromid Roth Agarosegel-DNA-Farbung
DAPI Zellkernmarkierung (whole mount)
GFP-Booster ChromoTek GFP-Firbung, (whole mount)
Acridinorange Apoptosemarker

Tabelle 6: Liste der verwendeten Farbstoffe.

1.6 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Sonstige Chemikalien, Enzyme, und Verbrauchsmaterialien wurden von den

folgenden Firmen bezogen:

ATOFINA, BioRad, Biozym, Braun, Corning, Fermentas, Fluka, Intenso, Balur,

Hartenstein, Kimberley-Clark, Li-Cor, Marienfeld, Menzel, Merck, New England

Biolabs, Pall, Pierce, Pharmacia, PeqlLab, Polysciences, Qiagen, Roche, Roth,
Sarstedt, Schleicher & Schuell, SemperMed, Serva, Sigma, TPP, USB und Verbatim.
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1.7 Antikorper

Antikorper Antigen Markierung Wirt Eigenschaften Herkunft
o | Cron S ows | Moroon [ e
22C10 Futsch Maus Monolkdonal, (Fl‘gétza)
anti-GFP GFP Kaninchen polyklonal hg:éfsgse)n
anti-Flag® M2 Flag-Tag Maus monoklonal %iﬁﬁfg;
Xiﬁ%ﬁgg Aktin Kaninchen monoklonal S/i%l:/llcl;-
anti-p150 Glued
(Dynactinl, I()}lnslglan) Kaninchen polyklonal Santa Cruz
H300)
Gawcys | MG Cy3 Ziege | irhiisgereiniet | (Dianove)
I e e e o
Gararsss | KmatleG | Mgt | g, | polond | Mol
Garearesn | MO | Mearor | g | pobklot | Meleul
GAM-680 NEEEG IRDye® 680LT |  Zicge krgsgl;ls‘:ﬂe L | Lico
parsoo | KUERIRO | RN LB | e | Rockiod
Tabelle 7: Liste der verwendeten Antikorper.
1.8 Gerate
Gerit Hersteller/Distributor Verwendungszweck

Digitales Stereomikroskop

VEX-500 Keyence Aufnahme von Fliegenaugen
Digital-Mikroskopkamera dnt® Film- und Photoaufnahme der
DigiMicro 2.0 Scale Kletterlarven
Axiophot Zeiss Licht- und Fluoreszenzmikroskopie
Centrifuge 5415D Eppendorf Tischzentrifuge
Colibri Zeiss LED—Llchtq.uelle fur.
Fluoreszenzmikroskopie
digital pH/millivolt meter 611 Orion Research pH-Meter
Fresco 21 Centrifuge Heraeus Kiihlzentrifuge
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Fluoreszenzstereomikroskop,

: 1 .
Leica M2 Fl Leica Selektion rekombinanter Larven
. Konfokale Laser-Scanning-
LSM510 Zeiss Mikroskopic
TCS SP8 Leica Konfokale; Laser-Scannmg-
Mikroskopie
DNA/RNA-
NanoDrop1000 Peqlab Konzentrationsbestimmung

Odyssey ® Imaging System

LI-COR Biosciences

Detektion und Quantifizierung
Westernblot

SE600 Cooled Vertical

Electrophoresis Unit, Hoefer Protein-Gelelektrophorese
18 x 16 cm, Basic
Stereomikroskop Stemi 2000 Zeiss Fliegenarbeit, Priaparation
T3 Thermocycler Biometra PCR
Trans%l;"ii ?Ecstg‘rﬁ};‘mis Hoefer Wet-Blot
Transphor Power Lid TES0X Hoefer Power Supply, Wet-Blot
Lightcycler™ System Roche quantitative real-time-PCR
BioRad quantitative real-time-PCR

MiniOpticon™System

Tabelle 8: Liste der verwendeten Geriite.

1.9 Software

Programm Hersteller/Distributor Version(en) Verwendungszweck
Steuerungssoftware des
Alphamanager Alpha Innotech 2.0 Geldokumentationssystems
Sequenzanalyse fiir
BioEdit Ibis Biosciences 7.09 Sequenzdaten im abl
Dateiformat
CFX Manager™ BioRad Steuerungssoftware flir
Software ° MiniOpticon™System
EditSeq DNAStar 5.03 Sequenz- und Restriktionsanalyse
R
Wayne a.sband Bildbearbeitung, Mitochondrien-
Image] National Institutes of 1.44-1.47 Tracking, Signalquantifizierung
Health, USA ’
. * .
Jmol Development Bearbel'Fung von .pdb-Datein,
Jmol Team 13.0.12 Visualisierung von
Proteinstrukturen
Steuerungssoftware der Kamera
KamCon Linthaler & Co. 2.0.5 am Axiophot-
Fluoreszenzmikroskop
Steuerung des Systems zur
Lichtorgel Software Stockel (2005) Aktivitdtsanalyse, Aufzeichnung
der Daten
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Lightcycler™ Roche Steuerungssoftware fiir
System-Software Lightcycler™ System
. Steuerungssoftware fiir Zeiss
LSM 510 zeiss 32 LSM 510 Konfokalmikroskop
LSM I i ir Zeiss *
mage Zeiss 320115 Blldbetrachte? fir Zeiss *.Ism
Browser Dateiformat
miclz/cl)lsccrggzs:slfrtl\i/are Leica Steuerungssoftware fiir Leica
LAS AF 3 TCS SP8 Konfokalmikroskop
Steuerungssoftware
NanoDrop1000 peqLab NanoDrop1000
Steuerungssoftware flir LiCor
Odyssey Li-Cor 1.2 Infrarotscanner, Quantifizierung
Western-Blot
Office Excel Microsoft Auswertung.—L.O“komOtor-
Aktivitét
Office Word Microsoft Erstellen dieses Textes
Analyse von Vektorkarten im
pDRAW32 AcaClone 1.1.96 * pdw Dateiformat
Bildbearbeitung, Bildaufnahmen
Photoshop Adobe CS3 mit der Digital-Mikroskopkamera
PrimerPremiere Premier BIOSOft 5.0 Primerdesign
International
. Erstellen der Grafiken in dieser
SigmaPlot Sysstat Software 1.0 Arbeit, statistische Berechnungen
Ulead Video Studio9 Ulead Systems, Inc. Fllmaufnghmen mit der Digital-
Mikroskopkamera
VHX-500 Software Keyence Steuerungssoft'ware Digitales
Stereomikroskop
Virtual Dub Avrey Lee (2005) Filmbearbeitung
Visio Microsoft 11.3216.5606 Erstellen von

Schematazeichnungen

Tabelle 9: Liste der verwendeten Software.

2 Methoden

2.1 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm SigmaPlot durchgefiihrt.

Der statistische Vergleich von zwei Gruppen erfolgte bei Normalverteilung der

Daten iiber den t-Test, bei nicht normalverteilten Daten {iber den Mann-Whitney-

Rangsummentest. Die statistische Analyse von mehreren Gruppen erfolgte bei

normalverteilten Daten iiber einen One-Way-Anova-Test, bei nicht normalverteilten

Daten uber den Anova-on-Ranks-Test.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Nukleinsiauren

2.2.1.1 Extraktion genomischer DNA

Die Isolierung der genomischen DNA der Fliegen erfolgte nach der so genannten
,,Single-Fly “-DNA-Extraktionsmethode (Gloor ef al. 1993). Mit einer mit 50 pl
Squishing-Buffer gefiillten Pipettenspitze wurden zwei Fliegen in einem PCR-
Reaktionsgefal moglichst vollstdndig zerdriickt. AnschlieBend wurde der restliche
Extraktionspuffer zugegeben und das Homogenisat 30 min bei 37 °C inkubiert.

Danach wurde die im Puffer enthaltene Proteinase K bei 95 °C fiir 5 min inaktiviert.
2.2.1.2  Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten bei der Firma Seglab iiber den extendedHotShot-
Sequenzierungsservice. Das DNA/Primer-Gemisch wurde nach Angaben des
Dienstanbieters eingeschickt. Es konnten pro Ansatz ca. 800-1000bp sequenziert

werden. Die Analyse der Sequenzen erfolgte mit dem Programm EditSeq.
2.2.1.3 Quantitative Real-Time-PCR
RNA-Extraktion

Minnliche sieben Tage alte Fliegen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 °C bis zur Extraktion aufbewahrt. Die RNA-Extraktion erfolgte mit Hilfe
des PeqGOLD TriFast™ Reagenz der Firma PeqLab laut Herstellerprotokoll. Es
wurden jeweils zehn Fliegen in 1 ml Trifast-Puffer mit einem elektrischen Stofel
homogenisiert. Das RNA-Pellet wurde in 30-50 ul H;Opgpc gelost. Am
Mikrovolumen-Spektrophotometer NanoDropl1000 erfolgte die Bestimmung der
Konzentration und der Reinheit der RNA-Ldsungen. Proben, die Werte auflerhalb

des zu erwarteten Bereiches zeigten, wurden verworfen.
Reverse Transkription

Fiir die reverse Transkription wurde der Quantitect™ Reverse Transcription Kit der

Firma Qiagen verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde nach den Angaben des
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Herstellers angesetzt. Die Transkription erfolgte fiir 30 min bei 42 °C. Die
anschlieende Inaktivierung des Enzyms erfolgte fiir 5 min bei 95 °C. Die ¢cDNA

wurde bei -80 °C maximal einen Tag aufbewahrt.
semi-quantitative Real-Time-PCR und Auswertung

Die semi-quantitative real-time-PCR wurde mit dem Lightcycler™ System der Firma
Roche bzw. dem MiniOpticon™System der Firma BioRad durchgefiihrt. Die PCR-
Reaktionen wurden mit dem Quantitect SybrGreen Kit der Firma Qiagen bzw. dem
iO™ SYBR® Green Supermix laut Protokoll angesetzt. Die Auswertung der Daten
erfolgte liber die AACT-Methode. Als interne Kontrolle wurde das housekeeping
gene RP49 amplifiziert. Bei jedem Lauf wurde eine Leerprobe ohne DNA
mitgefiihrt, um eventuelle Kontaminationen ausschlieBen zu k&énnen. Uber die
Analyse der Schmelzkurve der amplifizierten Produkte wurde die Reaktion auf
Primerdimere und unspezifische Produkte iiberpriift. Es wurden pro Probe ein bis
zwei biologische Wiederholungen mit jeweils drei technischen Replikaten

angefertigt.
2.2.1.4 Hitzeschocktransformation

Hitzeschockkompetente Zellen wurden fiir ca. 10 min auf Eis aufgetaut. Danach
wurden 0,5 pl der bereits hergestellten cDNA-Puast-Klone zu den Zellen gegeben
und diese fiir 45 s auf 42 °C inkubiert. AnschlieBend hat man die Zellen fiir 2 min
auf Eis ruhen lassen und dann 1,0 ml LBy-Medium zugegeben. Nach 20 min leichten
Schiittelns der Zellen auf 37 °C wurden jeweils 100 pul unverdiinnte sowie 1:2
verdiinnte Zellsuspension auf LBamp-Platten ausplattiert. Die Inkubation der Platten

erfolgte fiir 10-16 Stunden auf 37 °C.
2.2.1.5 Mini-Priparation

Fir die Miniprdparation wurden je 3 ml LBamp-Medium mit jeweils einem
Retransformationsklon angeimpft. Die Fliissigkulturen wurden tiber Nacht bei 37 °C
unter Schiitteln inkubiert. Aus den angesetzten Kulturen wurde fiir die
Mikroinjektion reine Plasmid-DNA iiber den QIAprep™-Miniprep-Kit von Qiagen

isoliert.
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2.2.2 Proteine

2.2.2.1 Immunoblot-Verfahren
Proteinextraktion

Es wurden minnliche Fliegen sieben Tage gealtert und dann in fliissigem Stickstoff
abgetdtet und bei -80 °C eingefroren. Jeweils vier Fliegen pro Genotyp wurden in
100 ul PCB plus 2 ul DTT mit Hilfe eines elektrischen StéBels in 1,5 ml
ReaktionsgefdBBen homogenisiert. AnschlieBend wurden die Extrakte bei 4 °C und
14.000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der abgenommene Uberstand wurde dann zur
vollstindigen Aufreinigung ein weiteres Mal zentrifugiert. Das gewonnene
Proteinextrakt wurde mit Proteinladepuffer versetzt und fiir fiinf Minuten auf 95 °C
erhitzt. Die Extrakte wurden entweder sofort auf das Gel geladen oder bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.
Protein-Gelelektrophorese

Fiir die quantitative Detektion von p150Glued wurden Acetatgele angefertigt. Da die
interne Kontrolle Aktin mit einer Grofe von 46 kDa bedeutend kleiner ist als das
Zielprotein p150Glued (150 kDa) wurden einfache Gradientengele mit drei
verschiedenen Schichten angefertigt. Die unterste Schicht enthielt 6 %, die mittlere
5% Polyacrylamid. Diese beiden Schichten wurden jeweils zu zwei Fiinftel des
gesamten Gels aufgegossen. Die oberste Gelschicht (Sammelgel) hatte eine
Konzentration von 4 % Acrylamid. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei
150 V fiir ca. vier bis fiinf Stunden in einem speziellen Elektrophoresepuffer fiir

Acetatgele (Tabelle 3, S.28).
Protein-Transfer

Die Proteine wurden iiber das so genannte Wet-Blot-Verfahren auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Das ,,Blotsandwich® wurde vom negativen zum
positiven Pol in folgender Reihenfolge aufgebaut: Schwamm, 2 Whatman-Papiere,

Proteingel, Membran, 2 Whatman-Papiere, Schwamm.
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Die Schwimme, Whatman-Papiere und die Membran wurden zuvor im
Transferpuffer dquilibriert. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte fiir ca. 20 h

bei 35 V.
Antikorperfirbung

Nach dem Protein-Transfer wurde die Membran fiir 10 min in TBS gewaschen.
Unspezifische Bindungsstellen der Membran wurden anschlieBend mit
Blockierungspuffer fiir 1,5-2 h bei RT abgesittigt. Die Inkubation mit den priméren
Antikorpern erfolgte fiir 72 h bei 4 °C (Tabelle 10). Um die Antikdrperbindung zu
stabilisieren, wurde die Membran danach in der Antikorperlosung fiir ca. 1h auf RT
aufgewdarmt. Im Anschluss wurde die Antikorperlosung recycelt und die Membran
wenigstens dreimal mit TBST unter leichtem Schiitteln fiir mindestens 10 min
gewaschen. Die Farbung mit dem sekundédren Antikorper erfolgte lichtgeschiitzt bei
RT fiir 2-3h (Tabelle 10). Die Antikorperlosung wurde anschlieend zuriick
gewonnen und die Membran wie oben beschrieben mit TBST gewaschen. Zum

Schluss wurde die Membran flir mindestens 5 min in TBS geschiittelt.

Primére Antikdrper Verdiinnung Sekundére Antikdrper Verdiinnung
anti-Flag® M2 1:200 GAM-680 1:3000
anti-actin AA20-33 1:3000 DAR-800 1:3000

Tabelle 10: Antikorperlosungen fiir p150“"*“-Western-Blots.
Detektion und Quantifizierung

Die Fluorophore der sekundéiren Antikorper auf der Membran wurden mit dem
Infrarotscanner Odyssey der Firma Li-Cor bei 700 und 800 nm angeregt. Die
Intensitdt der Infrarotfluoreszenz in den jeweiligen Wellenldngenbereichen wurde
aufgezeichnet und gespeichert. Um die relative Proteinexpression quantifizieren zu

0°!"d als auch fiir die interne Kontrolle Aktin

konnen, wurde fiir das Zielprotein p15
die Integrated Intensity bestimmt. Der Quotient aus den beiden Werten gibt die
relative Proteinmenge des untersuchten Proteins im Verhiltnis zur internen Kontrolle

innerhalb einer Einzelprobe wieder.
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2.3 Histologische Methoden

2.3.1 Antikorperfarbungen von Ganzpriparaten

2.3.1.1 Anfertigung von Ganzpriaparaten (whole mounts)

Fiir die Praparation von adulten Fliegengehirnen und Thorakalganglien wurden die
Fliegen auf CO; kurz betdubt und fiir ca. 2,5 h in 4 % PFA/PBST auf RT fixiert. Das
Fixans wurde anschlieend vollstindig entfernt und die Proben zweimal 5 min mit
PBS gewaschen. Die Priparation erfolgte dann in PBS unter Verwendung einer

Kaltlichtquelle.

Larven wurden auf Eis andsthesiert und prapariert (Sullivan ef al. 2000) . Erst danach
wurden die Larvenfilets bzw. die larvalen Gehirne fiir ca. 1 h auf RT fixiert. Nach
der Fixierung wurde das PFA abgezogen und die Préparate mindestens dreimal

10 min mit PBS gewaschen.
2.3.1.2  Fiérbeprotokolle und Auswertung

Je nach Antikorperfarbung und Pridparat kamen verschiedene Farbeprotokolle zum
Einsatz (Tabelle 11). Nach jedem Férbeschritt wurde die restliche Féarbelosung mit
mindestens fiinf Waschschritten in immer lianger werdenden Intervallen (5 min,
10 min, 20 min, 40 min, 60 min) entfernt. Erfolgte die Inkubation mit der
Antikorperlosung auf 4 °C wurden die Préparate vor dem Waschen zunéchst fiir ca.

1/2 h auf RT aufgewdrmt.

Fiir Zellkernmarkierungen wurde der DNA-interkalierende Farbstoff DAPI (1:100 in
PBS) nach der Inkubation mit dem sekundédren Antikorper fiir 10 min appliziert. Die
Verstirkung von GFP-Signalen erfolgte iiber das GFP-bindende Protein GFP-
Boosters-Atto488 der Firma ChromoTek. Dieses wurde in einer Verdiinnung von

1:200 zusammen mit dem sekundéren Antikorper inkubiert (Tabelle 11).
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Praparat Féarbung Blockierung Antikorper Verdiinnung | Inkubation
2 h, PBST H300 1:200 48h, 4 °C
Thorakalganglien | p1509™< (0,5%),
10 %NGS | GAR-AF488 1:200 48h, 4 °C
GFP 2 h, PBST anti-GFP 1:200 12h, 4 °C
Thorakalganglien | (peptiderge (0,5%), R
Neuronen) 10 %NGS GAR -AF488 1:200 121’1, 4°C
ab049 1:100 48h, 4 °C
. CSP, 2h, PBST H300 1:200 48h, 4 °C
Thorakalganglien 15001 (0,5%), .
p 10 %NGS GAM -Cy3 1:200 48h, 4 °C
GAR -AF488 1:200 48h, 4 °C
H300 1:200 48h, 4 °C
1500Hed. 1 h, PBST
Kletterlarven, - P (0,5%), GAR -AF488 1:200 48h, 4 °C
Muskel Zellkerne 10 %NGS
° DAPI 1:100 10 min, RT
H300 1:200 48h. 4.°C
Kletterlarven, p1509™ed, 1 (}(1)’ g(B)ST 22C10 1:200 ’
. . 2 o b
Segmentalnerven | Mikrotubuli 10 %NGS GAR -AF488 1:200 48h. 4.°C
GAM -Cy3 1:200 ’
H300 1:200
48h, 4 °C
U ab049 1:100
Kletterlarven, | © ’ 1, PBST GAR-AF555 1:200
CSP, (0,5%),
Segmentalnerven | -, 10 %NGS | GAM -AF647 1:200 480 4 °C
GFP-Booster- )
Atto488 1:200

Tabelle 11: Liste der angewandten Antikorper-Firbeprotokolle.

Die fertigen Proben wurden auf speziellen Objekttragern mit dem Einbettmedium
VectaShield eingebettet und die aufgelegten Deckglidschen mit einem schnell
trocknenden Nagellack versiegelt (Bayersdorfer 2009). Die Analyse erfolgt entweder
am Fluoreszenzmikroskop Axiophot von Zeiss oder an den konfokalen Laser-

Scanning-Mikroskopen LSM510 von Zeiss bzw. TCS SP8 von Leica.

Die Bildbearbeitung und Quantifizierungen wurden mit dem Programm ImageJ

durchgefiihrt.

Die Quantifizierung der dopaminergen Neurone erfolgte wie in der Arbeit von

Bayersdorfer (2009) beschrieben.
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2.3.2 Axonaler Mitochondrientransport

Die Untersuchung des axonalen Mitochondrientransports erfolgte nach einem

modifizierten Protokoll nach Pilling et al. (2006) und Bagqri et al. (2009).
2.3.2.1 Anisthesierung der Larven

Minnliche Larven des dritten Entwicklungsstadiums wurden zunichst in Wasser
gewaschen und anschlieBend vorsichtig iiber Filterpapier gerollt, um das an den
Larven haftende Wasser moglichst vollstindig zu entfernen. Danach wurden die
Tiere in 200 pl Voltalef-Ol H10S von ATOFINA gegeben und solange vorsichtig
darin hin und her bewegt bis kein Wasserfilm mehr zu sehen war. Anésthesiert
wurden die Larven durch eine langsame, tropfenweise Zugabe von Chloroform unter
staindigem Riihren. Es wurde gerade solange Chloroform zugegeben bis keinerlei
Bewegung der Larven mehr zu sehen war (maximal 30 % des Gesamtvolumens) und

die Larven noch keine starke Kriimmung/Verkrampfung zeigten.
2.3.2.2 Einbettung

Die Einbettung erfolgte auf speziell angefertigten Objekttrigern. Fiir deren Seiten
wurden jeweils drei Deckgldschen miteinander verklebt und diese dann wiederum
links und rechts auf ein weiters Deckglas aufgebracht. Somit erhdlt man einen
geniigend groBBen Raum, um die Tiere bei der Einbettung nicht zu quetschen. Damit
das Einbettmedium an den Seiten nicht auslauft, wurden diese mit Wachs versiegelt

(Abbildung 7).

Die Larven wurden sofort nach dem Betduben auf die Objekttrager moglichst gerade
aufgebracht und mit Voltalef-Ol H10S luftblasenfrei iiberschichtet. Dabei musste
beachtetet werden, dass die ventrale Seite der Larven nach oben zeigt. Die Préaparate
wurden mit einem 20x20 mm Deckgléschen abgedeckt und mit schnell trocknendem

Nagellack versiegelt.
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! ] . : Seitenansicht

~

Aufsicht

24mm
__20mm

A

36 mm Kerzenwachs

Abbildung 7: Schemazeichnung eines Objekttrigers fiir die Messung des axonalen Transports.
2.3.2.3  Life Imaging

Die Detektion der GFP-fusionierten Mitochondrien mit dem LSMS510 musste
innerhalb von 30 min nach dem Betduben abgeschlossen werden. Tiere, die sich
noch zu stark bewegten oder deren Mitochondrien sich abrundeten wurden nicht
beriicksichtigt. Es wurden 50-100 Bilder pro Probe aufgenommen. Die
Bildaufnahmerate betrug 0,5 fps. Die Anfertigung eines Bildes dauerte ca. 0,9 ps.
Aufgenommen wurden ca.35 um von einem der beiden am weitesten posterior
gelegenen, mittleren Segmentalnerven in einer Distanz von etwa 100 -150 pm zum

Ventralganglion (Abbildung 8).

Die Detektion erfolgte mit einem Olimmersionsobjektiv bei 63facher optischer
Vergroflerung und vierfachem Aufnahme-Zoom. Um eine bessere Signalausbeute
und eine tiefere Durchdringung des Gewebes zu erreichen, wurde der Durchmesser
des physikalischen Pinhole auf ca. 7 um gesetzt. Die Laserpower des Argonlasers lag

bei 25 %, die Lasertransmission bei 30 %.
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Abbildung 8: Versuchsanordnung zur Analyse des axonalen Mitochondrientransports. A:
Ventralansicht einer Kletterlarve. B: Ubersicht iiber die Lage der analysierten Segmentalnerven und
des ausgewéhlten Aufnahmefeldes (roter Kasten). C: untersuchter Ausschnitt des Segmentalnervs mit
GFP-fusionierten Mitochondrien.

2.3.24 Auswertung

Die time-lapse-Autnahmen wurden mit dem Plugin TransformJ Rotate der Software
ImageJ zunichst so gedreht, dass der Segmentalnerv horizontal ausgerichtet war. Um
leichte Bewegungen der Probe zu eliminieren, wurden die Einzelaufnahmen/Frames
mit dem Plugin AlignSlices iiber die RigidBody-Transformation aneinander
angeglichen (Thevenaz et al. 1998). Mit Hilfe des ImageJ Plugin MtrackJ (Meijering
et al. 2012) wurde ein sich bewegendes Mitochondrium in jeder Einzelaufnahme
markiert, um die zuriickgelegte Strecke des Organells zwischen zwei
Aufnahmezeitpunkten berechnen zu konnen. Aus den gemessenen Einzelstrecken
und der Gesamtaufnahmezeit konnte die Durchschnittsgeschwindigkeit jedes
Mitochondriums berechnet werden. Pro Genotyp wurde jeweils ein Nerv pro Larve
aufgenommen. Innerhalb einer Aufnahme wurden alle Mitochondrien analysiert, die
wenigstens iiber einen Zeitraum von sechs Sekunden (drei Aufnahmen) verfolgt
werden konnten. Bewegungspausen, die ldnger als zwei Sekunden dauerten und

Mitochondrien, die sich im Laufe einer Bewegung riickwérts orientierten, wurden
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ausgeschlossen. Es wurde die Durchschnittsgeschwindigkeit von mindestens flinf

Mitochondrien pro Einzelprobe ermittelt.

2.4 Fliegenzucht, Keimbahntransformation und genetische
Methoden

2.4.1 Fliegenzucht

Die Fliegen wurden in kleinen Glisern mit Nahrungsbrei (0,8 % Agar, 2,2 %
Zuckerriibensirup, 0,8 % Malzextrakt, 1,8 % Bierhefe, 1,0 % Sojamehl, 0,8 %
Maismehl) gehalten. Des Weiteren wurden der Fliegennahrung 0,3 % des Fungizids
Nipagin zugesetzt, um Pilzbefall zu verhindern. Sowohl Zucht als auch
Alterungsexperimente erfolgten bei 18 °C, 25 °C oder 29 °C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 65 %. Alle Zuchtinkubatoren wurden mit einem simulierten

12/12 h LD Tag-Nacht-Rhythmus beleuchtet.

Fir Kreuzungen wurden in der Regel drei bis finf Ménnchen mit ca. zehn
Jungfrauen pro Glaschen zusammengesetzt. Um eine gute Eiablage zu gewahrleisten,

wurde als Proteinquelle zusdtzlich Trockenhefe zugegeben.

2.4.2 Keimbahntransformation

2.4.2.1 Mikroinjektion

Die Mikroinjektion der Plasmid-DNA erfolgte auf 18°C in 30-60 min alte
Embryonen (synzytiales Stadium) des Genotyps y*w*;; A 2-3, Ki/+. Diese
Embryonen exprimieren konstitutiv das Enzym Transposase. Zunédchst wurden die
Embryonen durch vorsichtiges Rollen iiber ein doppelseitiges Klebeband
dechorioniert. AnschlieBend wurden die Embryonen auf Apfelagar aufgereiht, auf
ein mit Klebstoff beschichtetes Deckgldschen iibertragen und 10 min getrocknet. Die
so vorbehandelten Embryonen wurden mit Voltalef-Ol H10S von ATOFINA
iiberschichtet, um ein weiteres Austrocknen zu verhindern. Die DNA wurde mit
Injektionspuffer und griiner Lebensmittelfarbe auf eine Endkonzentration von
ca. 300 ng/ul verdiinnt. Injiziert wurde die DNA-L6sung in der Nédhe der Polzellen

mit einer schrdg abgebrochenen Glasnadel bei einem Druck von ca. 1 bar. Die
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injizierten Embryonen wurden auf Apfelagarplatten mit einem kleinen

Wasserreservoir transferiert und bis zum Schliipfen der Larven auf 18 °C gehalten.
2.4.2.2  Selektion der Transformanten

Ab dem zweiten Tag nach der Injektion wurden die geschliipften Larven mehrmals
taglich abgesammelt und auf Futterglaschen mit aufgelockertem Brei gesetzt. Ab
diesem Zeitpunkt wurden die Fliegen auf 25 °C gehalten. Mit den adulten Jungfrauen

und Minnchen wurden dann Einzelkreuzungen zu w''*®

angesetzt. In der
F1-Generation konnten die transgenen Fliegen iiber ihre rote Augenfarbe

(Selektionsmarker: mini-white) selektiert werden.
2.4.2.3 Etablierung stabiler Linien

Um stabile, transgene Linien zu erhalten, wurden die rotdugigen Ménnchen ohne
Transposaseaktivitét (selektierbar {iber den Verlust des dominanten Markers Ki) zu
Jungfrauen des Doppelbalancerstammes w*: Sco/CyO,; D3/TM3, Sb' gekreuzt. In der
nidchsten Generation wurden rotdugige Ménnchen und Jungfrauen mit den
Merkmalen CyO und TM3, Sb' abgesammelt und aus diesen stabile Stimme der

transgenen Fliegenlinien angesetzt.

AuBlerdem wurde fiir jede Linie ein Maénnchen aus der ersten
Doppelbalancerkreuzung mit den Merkmalen CyO und TM3, Sb' eine weiteres Mal
zum Doppelbalancerstamm gekreuzt, um den Insertionsort des P-Elements zu
bestimmen. Trugen alle weilldugigen Fliegen die Marker Sco und CyO und es
schliipften rotdugige Fliegen mit den Merkmalen D3 und TM3, Sb' hatte die
Insertion des P-Elements auf dem 2. Chromosom statt gefunden. Waren jedoch alle
weiBaugigen Fliegen vom Genotyp D3/TM3, Sb' und es gab rotiugige Sco/CyO-
Fliegen, handelte es sich um eine Linie mit der Insertion des P-Elements auf dem
3. Chromosom. Linien mit p-Element-Insertion auf den Geschlechtschromosomen

wurden nicht weitergefiihrt.
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2.4.3 Genetische Methoden

2.43.1 Zeit- und gewebespezifische Expression von humanen und Drosophila

Genen

Die in dieser Arbeit gezeigten Uberexpressionsanalysen wurden mit Hilfe des

bindren UAS/Gal4-Systems durchgefiihrt (Brand & Perrimon 1993).

Die zeitliche Regulation der Gal4-gesteuerten Responderexpression erfolgte iiber das
temperatursensitive ~ Gal80®-System  unter  Kontrolle  des  ubiquitéiren
Tubulinpromotors (tub-Gal80"). Bei 18° C bindet der Repressor Gal80 Gal4 und
unterdriickt somit die Expression. Bei 29°C ist das temperatursensitive Gal80
inaktiv, Gal4 kann an die UAS (upstream activation sequence) binden und die

Responderexpression aktivieren (McGuire ef al. 2003).
24.3.2 ,,Jump-out“-Kreuzungen

Standen fiir ein Konstrukt nicht geniigend unterschiedlichen transgenen Linien zur
Verfligung, wurden so genannte ,,jump-out “- Kreuzungen angesetzt. Hierfiir wurden
in Einzelkreuzungen Jungfrauen einer Linie mit dem entsprechenden p-Element mit
Mainnchen des konstitutiv Transposase exprimierenden Stammes y*w*;; A 2-3, Ki

gekreuzt. AnschlieBend wurden Minnchen der F1-Generation zu w''’*

-Jungfrauen
gekreuzt. Rotdugige Miannchen der F2-Generation wurden dann, wie in 2.4.2.3
beschrieben, zu Jungfrauen des Doppelbalancerstammes gekreuzt, um neue stabile
transgene Linien zu erhalten und den Insertionsort des p-Elements zu bestimmen.

Linien mit Doppelinsertionen wurden, wenn moglich, nicht berticksichtigt.
2.43.3 Rekombinationskreuzungen

Fiir die meiotische Rekombination der Konstrukte P{GawB}D42 und P {UAS-mito-
HA-GFP.AP}3 wurden ca. 200 Jungfrauen des Fliegenstammes w*; P{GawB}D42
(D42-Gal4) zu Minnchen des Stammes w''’®; P{UAS-mito-HA-GFP.AP}3, '
gekreuzt. Rekombinante Fliegen konnten anhand der GFP exprimierenden
Speicheldriisen unter dem Fluoreszenzmikroskop identifiziert und abgesammelt
werden. Rekombinante Maénnchen wurden dann iiber Kreuzungen zum

Doppelbalancerstamm w*; Sp/CyO; D3/TM6B, Th' balanciert und stabile Linien
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etabliert. Dabei wurden nur Fliegen verwendet, die im Zuge der Rekombination die

Mutation e’ des Gens ebony verloren hatten.

2.5 Verhaltensversuche

2.5.1 Beobachtung des Krabbelverhaltens (tail-flipping)

Minnliche Larven des dritten Stadiums wurden vorsichtig mit einem Pinsel auf
Apfelagarplatten (RT) gesetzt und dann nach kurzer Akklimatisierungszeit unter dem
Stereomikroskop beobachtet. Das Verhalten der Tiere wurde mit einer Digital-
Mikroskopkamera als Film bzw. Photo dokumentiert. Die Filme wurden mit dem
Programm VirtualDub geschnitten und bearbeitet. Die Aufnahme der Photos erfolgte

mit Hilfe des Programms Adobe Photoshop.

Fiir die Untersuchung des tail-flipping-Phanotyps wurden pro Genotyp wenigstens

jeweils zehn mannliche Larven aus zwei unabhidngigen Kreuzungen beobachtet.

2.5.2 Negative-Geotaxis-Tests

Die gealterten Ménnchen wurden am Abend vor dem Versuch auf Eis betdubt und
vereinzelt. Der Versuch selbst erfolgte immer zwischen ZT 2 und ZT 4 bei gleichen
Lichtverhéltnissen und moglichst gleichbleibender Temperatur. Jeweils eine Fliege
wurde in eine mit Watte einseitig verschlossenen Plastikpipette (10 ml) geschiittelt.
Nach einer kurzen Erholungsphase von ca. 1 min wurde die Fliege auf den
Watteboden der Pipette geklopft. Es wurde dann gemessen, wie viel Zentimeter die
Fliege innerhalb von 12 s in der Pipette wieder senkrecht nach oben kletterte. Pro
Genotyp und Versuchstag wurden von mindestens zehn Fliegen Daten erhoben in

jeweils drei direkt aufeinander folgenden Durchléufen.

2.5.3 Lokomotor-Aktivitits-Analyse

2.5.3.1 Aufnahme der Lokomotor-Aktivitit

Die Aufnahme des Lokomotor-Aktivitdtsverhaltens erfolgte mit Hilfe eines von der

Werkstatt der Universitit Regensburg gebauten Systems unter kontrollierten
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Bedingungen in einer Klimakammer. Es wurde das Verhalten ménnlicher Fliegen
einzeln aufgezeichnet, wie bereits in vorhergehenden Arbeiten beschrieben
(Helfrich-Forster 1998; Rieger et al. 2007). Das verwendete System besteht aus acht
aneinander geklebten Photometerkiivetten mit einer Grof3e von ca. 4,5x 1 x 1 cm. Es
wurde dokumentiert, wie oft eine Fliege innerhalb einer Minute einen die Kiivette
durchquerenden Infrarotstrahl durchlduft. Die Versuche wurden unter kontrollierter
Beleuchtung in einem alternierenden Tag-Nacht-Zyklus mit 12 h Licht und 12 h
Dunkelheit (LD 12/12) durchgefiihrt. Die Beleuchtung erfolgte dabei mit WeiBlicht-
LEDs in einer Stirke von 100 Lux, gesteuert von der Lichtorgel Software. Eingesetzt

wurden drei Tage alte Fliegen.
2.5.3.2 Analyse der Lokomotor-Aktivitiit

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte immer erst ab Versuchstag 2, um die
EingewOhnungsphase des ersten Tages nicht in die Datenerhebung mit
einzuschliefen. Zundchst wurden alle Einzelwerte (Infrarotstrahldurchquerungen
einer Fliege pro Minute), die grofer als elf Ereignisse waren mit Hilfe des
Programms Excel auf den Wert elf reduziert. Grof3ere Werte gelten erfahrungsgemal3
als unrealistisch und sind vermutlich auf Messfehler zuriickzufiihren (personliche
Mitteilung Prof. C. Helfrich-Forster). Um auszuschlieen, dass tote Fliegen mit in
die Auswertung eingehen, wurden dann die Aktivititsdaten der einzelnen Fliegen
iiber das ImageJ Plugin ActoJ als Aktogramm visualisiert und beurteilt. Datensitze,
die nur eine sehr geringe bzw. keine Aktivitit zeigten, wurden ausgeschlossen. Als
Néchstes wurde die durchschnittliche Tagesaktivitét pro Fliege liber einen Zeitraum
von jeweils 10 Tagen mit Hilfe eines Excel-Makros berechnet. Ausgegeben wird die
durchschnittliche Aktivitit einer Fliege fiir jede Minute eines Tages. Aus diesen
durchschnittlichen Tagesaktivititen pro Minute der einzelnen Fliegen -eines
Genotyps, kann das durchschnittliche Aktivitatsprofil eines Tages aller Fliegen eines
Genotyps berechnet werden. Dariiber hinaus wurde aus den Aktivititswerten pro
Minute eines kompletten Tages die durchschnittliche Tagesaktivitit einer Fliege
berechnet (Aktivititsspiegel). Es wurden pro Genotyp mindestens 20 Fliegen

ausgewertet.
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Ergebnisse

Ergebnisse

Mutationen im Gen DCTNI werden als Risikofaktoren fiir das Perry-Syndrom, eine
atypische Form der Parkinsonschen Krankheit und die Motoneuronerkrankung
Distale Hereditire Motoneuropathie TypVII (dHMN7B) diskutiert. Im
Zusammenhang mit dHMN7B konnte allerdings bisher nur fiir die Mutation G59S
zweifelsfrei Kosegregation nachgewiesen werden (Puls et al. 2003). In einer
Testreihe von iber 2500 ALS-MND und Parkinson-Patienten sowie
Kontrollpersonen wurden alle 32 Exons des Gens DCTNI auf weitere
Sequenzvarianten untersucht. Dabei konnten 24 potentielle Mutationen identifiziert
werden. Da fiir keine der Mutationen ein eindeutiges Vererbungsmuster
nachgewiesen werden konnte, ist unklar, ob es sich bei den Sequenzvarianten
tatsdchlich um pathogene Risikofaktoren fiir ALS handelt (Stockmann et al. 2012).
Ziel dieser Arbeit ist es, anhand eines transgenen Drosophila-Modells neun dieser
neuen DCTNI-Varianten mit Hilfe von Uberexpressionsanalysen zu charakterisieren.
Die verschiedenen DCTNI-Varianten werden im Vergleich zur Uberexpression des
humanen wildtypischen Konstrukts und des Drosophila-Homologs beziiglich ihrer
phianotypischen Effekte untersucht. Dabei soll eine Klassifizierung nach
entwicklungsbiologischen Storungen gegeniiber Motoneurondefekten vorgenommen
werden. Die Uberexpression der dHMN7B-verursachenden Mutation G59S wird als
Positivkontrolle in die Analysen mit einbezogen. Fiir die Uberexpressionsanalysen
mussten zundchst transgene Drosophila-Stimme mit den jeweiligen DCTNI-

Konstrukten etabliert werden.
1 Expression von humanem DCTN1 in Drosophila

Innerhalb eines am Lehrstuhl durchgefiihrten Pilotprojektes wurden bereits transgene
Linien fiir das humane wildtypische DCTNI-Konstrukt und die mutanten Versionen
G59S und R149Q generiert (Stribl 2008). Die DCTNI-Varianten E34Q und R1049Q
wurden im Rahmen einer Diplomarbeit kloniert, injiziert und stabile Linien etabliert
(Rauenbusch 2010). Es sollten nun noch fiir das Drosophila-Homolog sowie fiir die

folgenden neu identifizierten DCTNI-Varianten stabile transgene UAS-Linien
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etabliert werden: D63Y, R148W, 1196V, M571T, Y878C und T12491 (siche auch
S.20, Abbildung 5).

1.1 Etablierung stabiler transgener UAS-DCTN1-Linien

Die humanen DCTNI-Konstrukte mit den Mutationen D63Y, R148W, 1196V,
M571T, Y878C und T12491 wurden bereits aus den von der Universitit Ulm zur
Verfiigung gestellten Zellkulturvektoren pcDNA3.1 in den Expressionsvektor
pUAST kloniert. Aulerdem wurde das Drosophila Ortholog Glued aus dem Klon
RE24170 der cDNA Bibliothek der Firma open Biosystems in den Vektor pUAST
kloniert (Hasler 2008; Stockmann et al. 2012). Alle Konstrukte wurden mit der
Drosophila-Kozak-Konsensus-Sequenz CAAC ausgestattet. Die humanen DCTNI-
Konstrukte tragen am C-Terminus die Sequenz fiir einen einfachen Flag-Tag. Die

Sequenzen der Konstrukte wurden vor der Mikroinjektion per Sequenzierung

tiberpriift (Hasler 2008; Rauenbusch 2010).

Die Konstrukte p{w[+] UAS- DCTNI1-Flag} und p{w[+] UAS-glued} wurden in
Embryonen der Kreuzung w''’® x y*w*: KiA2-3, wie in Kapitel II (2.4.2, S.42)
beschrieben, injiziert. Tabelle 12 zeigt die jeweilige Anzahl der injizierten

Embryonen, die Uberlebensraten sowie die Anzahl der etablierten transgenen Linien.

Aq;th der Uberlebensrate Uberlebensrate Angahl der Anzahl der
UAS- injizierten Injektion (F1) nach I%rlesuzung zu b It etablierten
Konstrukt | Embryonen w(F2) abgesammetien stabilen
Transformanten ..
Anzahl in % Anzahl in % Linien
D63Y 282 31 11 15 50 15 14
R148W 260 18 7 11 61 14 14
1196V 315 61 19 23 38 13 8
MS571T 277 33 12 26 79 13 11
Y878C 363 42 12 21 50 11 10
T12491 265 43 16 21 50 18 16
glued
(dmWT) 319 33 10 10 30 9 5

Tabelle 12: Daten der Mikroinjektion der Konstrukte p{w[+] UAS- DCTN1-Flag} und p{w[+]
UAS-glued}.

Der genetische Status jeweils einer stabilen Linie der verschiedenen Konstrukte

wurde nochmals per Sequenzierung iiberpriift. Eine Ubersicht iiber alle Linien mit
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Angabe der Insertionsorte und den jeweiligen Eigenschaften der Linien ist im

Anhang (Tabelle 18, S.125) aufgelistet.

Die bereits etablierten Linien mit dem wildtypischen humanen Konstrukt und der
Mutation R149Q mussten zum Teil, unter anderem aufgrund von Doppelinsertionen,
neu balanciert werden. Fiir die G59S- und E34Q-Linien wurden iiber jump-out-
Kreuzungen zusitzlich zu den bereits etablierten Linien stirker exprimierende Linien

generiert (Anhang, Tabelle 19, S.126).

1.2 Validierung der transgenen UAS-DCTN1-Linien

In Vorarbeiten hat sich gezeigt, dass einige der beobachteten Phinotypen stark von
der DCTNI-Expressionsstiarke der jeweiligen Linien abhéngig sind (Stribl 2008).
Deshalb ist es wichtig, das Expressionsniveau der einzelnen Linien zu kennen, um
gegebenenfalls in den Uberexpressionsanalysen Linien mit #hnlich starker
Expression verwenden zu konnen. Die Bestimmung der Expressionsstirke der

einzelnen generierten Linien erfolgte sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene.

1.2.1 Bestimmung der relativen DCTNI-mRNA-Expression der

Linien

Fir die Quantifizierung der relativen mRNA-Expression der einzelnen Linien
wurden sieben Tage alte médnnliche Fliegen verwendet. Die Konstrukte wurden dabei
mit dem motoneuronspezifischen Treiber D42-Gal4 exprimiert. Als Bezugspunkt fiir
die relative Quantifizierung wurde die Linie 1 der Stdmme mit dem wildtypischen
humanen Konstrukt (hWT/1) gewihlt, da bei dieser in den vorhergehenden Arbeiten
bereits Phénotypen beobachtet wurden. In Abbildung 9 ist die relative mRNA-
Expression der untersuchten Linien dargestellt. Mindestens eine Linie der DCTNI-
Varianten E34Q, D63Y, R149Q, 1196V, Y878C, R1049Q und T1249I zeigt ein
dhnlich starkes Expressionsniveau wie hWT/1. Die getesteten Linien der Mutationen
G59S, R148W und MS571T exprimieren alle etwas stirker als hWT/1. Die Linien
E34Q/1 und vor allem Y878C/7 zeigen eine deutliche schwéchere DCTNI-

Expression als die Referenzlinie hWT/1. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
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werden, dass sich die tatsdchliche Proteinmenge von der mRNA-Expressionsstarke

unterscheidet.
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Abbildung 9: Relative DCTNI-mRNA-Expression verschiedener UAS-DCTNI1-Linien. Gezeigt
sind die in dieser Arbeit verwendeten Linien. Als Bezugspunkt dient die Expressionsstirke der Linie
hWT/1 (rote Linie). Die Konstrukte wurden mit D42-Gal4 spezifisch in Motoneuronen exprimiert.
Genotyp: w''"*; D42-Gal4; UAS-DCTNI.

1.2.2 Relative Proteinexpression der UAS-DCTN1-Linien

Die Bestimmung der plSOGlued-Menge in DCTNI iiberexprimierenden Fliegen
erfolgte iiber Western-Blot-Analysen. Es wurden wiederum sieben Tage alte
ménnliche Fliegen getestet. DCTNI wurde mit dem muskelspezifischen Treiber 24B-

Gal4 exprimiert. Der Nachweis von p150°"

erfolgte mittels Antikorperfarbung
gegen den am C-Terminus des Proteins angebrachten Flag-Tag (Kapitel 11, 2.2.2.1,
S.35 und Kapitel III, 1.1, S.49). Da die UAS-glued-Konstrukte keinen Flag-Tag
haben, konnte jedoch keine vergleichende Analyse der Expression der UAS-DCTN1-

Konstrukte mit den UAS-glued-Konstrukten vorgenommen werden.

Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Proteinmengen von mindestens drei
biologischen Replikaten pro Genotyp (Abbildung 10). Als Referenz diente ebenfalls
die Linie hWT/1. Um sicherzustellen, dass fiir alle DCTNI-Konstrukte Linien mit
gleicher Expressionsstirke zu Verfiigung stehen, wurden fiir alle Mutationen mit
stark abweichender mRNA-Expression im Vergleich zu hWT zusitzliche Linien

getestet.
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Abbildung 10: Relative plSOG'“ed-Proteinmenge verschiedener UAS-DCTNI1-Linien nach
DCTNI-Expression im Muskel (24B-Gal4). A, B: Exemplarische Western-Blots der wichtigsten
Linien. Griine Banden: Aktin (ca. 42 kDa), rote Banden: p150°" (ca. 150 kDa). C: Quantifizierung
der relativen Proteinmenge. Dargestellt sind die relativen Proteinmengen, der in dieser Arbeit
verwendeten Linien, normalisiert auf den Wert der Linie hWT/1 (rote Linie). Genotyp: w'''; 24B-
Gal4; UAS-DCTNI.
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Die meisten untersuchten Linien zeigten in den Western-Blot-Analysen dhnliche
Expressionsstarken verglichen mit der Linie hWT/1 wie auf mRNA-Ebene. Auftillig
ist jedoch, dass im Vergleich zur Messung der mRNA-Expression, tatsdchlich in
einigen Linien abweichende Proteinmengen im Verhéltnis zu hWT/1 gemessen
wurden. Die Linien Y878C/7 und Y878C/8 zeigen eine hohere p150“"***-Menge als
auf mRNA-Ebene. Obwohl die Linien G59S/1, G59S/4, R148W/2, R148W/9 und
M571T/11 auf mRNA-Ebene mehr DCTNI exprimieren als hWT/1, ist die
gemessene relative Proteinmenge in etwa so grofl wie in der Linie hWT/1. Fiir alle
untersuchten DCTNI-Varianten konnten Linien gefunden werden, die ungefdhr
gleich stark exprimieren (Abbildung 10). Zunichst sollten jedoch unabhingig von
der  Expressionsstirke alle etablierten  Linien einer  allgemeinen

entwicklungsbiologischen Analyse unterzogen werden.

2 DCTN1-Uberexpression fiihrt zu Entwicklungs-

storungen

Verschiedene zellbiologische Studien deuten darauf hin, dass der Proteinkomplex
Dynaktin in der Mitose eine wichtige Rolle einnimmt (Clark & Meyer 1994; Muhua
et al. 1994; Echeverri et al. 1996). So ist es nicht liberraschend, dass eine dominant-
negative Version der Untereinheit plSOGlued (GI') z.B. zu schweren Stdrungen in der
Augenentwicklung fiihrt. Die adulten Augen sind kleiner, mit glatter, glinzender
Oberfldche und unregelmédBiger Photorezeptor- und Borstenanordnung (Plough &
Ives 1934; Fan & Ready 1997). Homozygot resultiert die verkiirzte Version GI' in
frilher embryonaler Letalitdt (Harte & Kankel 1982). Bereits bekannt ist ebenfalls,
dass die ubiquitire Uberexpression (actin-Gal4) des wildtypischen humanen Proteins
in Drosophila melanogaster letal ist. Die actin-Gal4 gesteuerte Expression der
mutanten DCTNI-Variante G59S fiihrt jedoch zu keiner Beeintrichtigung der
Entwicklung. Die Uberexpressionen der Mutationen R149Q und R1049Q sind
ebenfalls letal. Die schwach exprimierenden E34Q-Linien zeigen sich hingegen
lebensfahig (Stribl 2008; Rauenbusch 2010). Anhand der actin-Gal4 getriebenen
ubiquitiren Uberexpression sollten nun auch alle anderen neu identifizierten
Mutationen sowie das Drosophila Homolog Glued beziiglich ihrer

entwicklungsbiologischen Effekte untersucht werden.
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2.1 Ubiquitdre Uberexpression der UAS-DCTN1-Konstrukte

Da die, in den oben genannten Arbeiten, verwendeten Linien der Mutationen G59S
und E34Q iiberwiegend schwicher exprimierten als die Linien mit dem humanen
wildtypischen Konstrukt, wurden diese Mutationen nochmals mit den neuen stirker
exprimierenden Linien iiberpriift. Es zeigte sich, dass alle G59S Linien unabhingig
von ihrer Expressionsstirke nach ubiquitdrer Expression lebensfdahig sind. Die
Uberexpression der beiden wildtypischen Konstrukte (human/Drosophila) ist in
jedem Fall letal. Ebenso sind auch alle anderen DCTNI-Varianten, wenn sie
ubiquitir exprimiert werden, embryonal, larval oder pupal letal (Anhang, Tabelle 20,
S.127). Einzige Ausnahme ist dabei die Mutation E34Q. Bemerkenswerterweise ist

die ubiquitire Uberexpression von E34Q nicht zwangsliufig letal. In allen Linien

iberleben die Weibchen, bei einigen Linien sind auch die Méannchen lebensfahig.
Alle lebensfahigen E34Q-Tiere haben jedoch Probleme beim Schliipfen und
verkiirzte oder fehlende Makrochaeten auf dem Notum (Abbildung 11). Dieser
Effekt wurde auch in der Arbeit von Rauenbusch (2010) beschrieben.

Abbildung 11: Die ubiquitire Uberexpression von p150“"*“-E34Q beeintriichtigt die
Entwicklung der Makrochaeten. Die actin-Gal4 gesteuerte Expression der DCTNI-Variante E34Q
ist nicht letal, fithrt aber zu einer Storung der Entwicklung der groBen Borsten auf dem Notum. Die
ebenfalls lebensfahige ubiquitire Expression von p1509"-G59S zeigt hingegen eine wildtypische
Makrochaetenentwicklung. Genotyp: w''’%; actin-Gal4; UAS-DCTNI.

Dariiber hinaus ist bereits bekannt, dass zudem die ektopische Expression
verschiedener DCTNI-Konstrukte in Photorezeptorzellen in schweren Storungen der

Augenentwicklung resultiert (Stribl 2008; Rauenbusch 2010).
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2.2 Augenspezifische Uberexpression der UAS-DCTN1-

Konstrukte

Die augenspezifische Expression des humanen wildtypischen Konstrukts (hWT) mit
GMR-Gal4 fiihrt interessanterweise zu einem G/’ dhnlichen Phénotyp, wohingegen
die Expression der Mutationen G59S und E34Q wiederum nur eine milde bzw. keine
Entwicklungsstérungen hervorruft. Die mutante Variante R149Q verursacht einen
dhnlichen Phinotyp wie das humane wildtypische Protein. Diese Effekte sind nicht
nur von der Art des exprimierten Konstrukts, sondern auch von der

Expressionsstarke abhédngig (Stribl 2008; Rauenbusch 2010).

Es wurden nun auch die Linien der Mutationen D63Y, R148W, R149Q, 1196V,
MS571T, Y878C, R1049Q und T12491 auf Stérungen in der Augenentwicklung
iiberpriift. Mittels GMR-Gal4 wurden die DCTNI-cDNAs wiederum spezifisch im
Auge exprimiert. Aulerdem wurden zusétzlich die neuen stirker exprimierenden
Linien der bereits untersuchten Mutationen nochmals getestet. Die Expression von
hWT-DCTNI fihrt auch hier zu einer starken Beeintrichtigung der
Augenentwicklung (Abbildung 12). Die Augen sind bedeutend kleiner, die
normalerweise sehr regelméfige Ommatidialstruktur und Borstenanordnung geht
teilweise oder komplett verloren und die Retina hat eine glinzende Oberfldche. Der
gleiche Effekt tritt in unterschiedlich starker Ausprdagung auch auf, wenn folgende
Konstrukte im Auge getrieben werden: D63Y, R148W, R149Q, 1196V, M571T,
Y878C, R1049Q und T1249I. AuBBerdem konnte bestétigt werden, dass die von den
genannten DCTNI-Versionen hervorgerufenen Entwicklungsstorungen von der
Expressionsstirke abhéngig sind. So =zeigt zum Beispiel die schwicher
exprimierende Linie Y878C/7 einen milderen Phénotyp als die stirker exprimierende
Linie 6 des gleichen Konstrukts (Abbildung 10, S.52 und Abbildung 12). Im
Gegensatz dazu entwickeln die verschiedenen G59S Linien nur einen sehr
schwachen Phdnotyp. Die Augen erscheinen nahezu wildtypisch. Die
Ommatidialstruktur ist noch deutlich zu erkennen und die Photorezeptorzellen sowie
die Borsten sind nur stellenweise unregelméfig angeordnet. Dieser sehr milde
Phinotyp scheint unabhingig von der Expressionsstirke zu sein. Alle Linien zeigen
einen dhnlich schwachen Effekt, so zum Beispiel auch die Linie G59S/1, welche auf

dem selben Niveau exprimiert wie die Linie hWT/1. Interessanterweise fiihrt die
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augenspezifische Uberexpression der Mutation E34Q ebenfalls nur zu einer sehr
schwachen Storung der Retinaentwicklung. Lediglich zwei Linien zeigen einen
etwas stirkeren Effekt (E34Q/3+6). Alle anderen Linien entwickeln nur sehr

vereinzelt Stérungen in der Retinastruktur (Abbildung 12). Eine fiir alle Linien

aufgeschliisselte Ubersicht iiber die Stiirke der Entwicklungsstdrungen im Auge ist

im Anhang zu finden (Tabelle 20, S.127).

' £ k. i '.5. S\ g - <

Abbildung 12: Ubersicht iiber die Augenphinotypen
ausgewihlter UAS-DCTN1-Linien. Zu sehen sind jeweils drei
Tage alte Fliegen zweier unabhingiger Linien nach spezifischer
DCTNI-Expression im Auge (GMR-Gal4). Das Ausmal} der
Entwicklungsstorung héngt von der Art des Konstrukts und der
Expressionsstirke ab. Genotypen: w8 GMR-Gal4 und w''!5;
GMR-Gal4; UAS-GFP bzw.UAS-DCTNI. Balken: 100 pm.

Alle beobachteten Phinotypen sind bereits in frisch geschliipften Fliegen zu
beobachten und zeigen keine Verschlechterung im Alter (Daten nicht gezeigt).

Untersuchungen der Augenimaginalscheiben zeigen eine erhohte Zelltodrate hinter
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der morphogenetischen Furche in hWT exprimierenden Larven (Anhang, Abbildung
39, S.128). Dies legt nahe, dass es sich hier tatsdchlich um Entwicklungsstdrungen

handelt und nicht etwa um altersabhdngige neurodegenerative Effekte in der Retina.

In Tabelle 13 sind die entwicklungsbiologischen Effekte nach ubiquitirer und
augenspezifischer Expression aller DCTNI-Konstrukte zusammengefasst. Die
Uberexpression der wildtypischen und mutanten DCTNI-Formen verursacht schwere
Entwicklungsstorungen in Drosophila. Davon ausgenommen sind die beiden in der
Mikrotubulibindedoméne der Dynaktinuntereinheit lokalisierten Mutationen G59S
und E34Q, die nur milde Entwicklungsphénotypen verursachen. Es ist nun besonders
interessant zu untersuchen, welche Auswirkung die motoneuronspezifische
Uberexpression dieser DCTNI-Varianten beispielsweise auf die motorischen

Féhigkeiten der Fliegen hat.

UAS-
~ z | o El o | € 5
Konstrukt | = ; 5 g 5 % 3 g E % % %
— — — oo —
El=]0o|&d]| A | 2 | = | 2| > | 2| F
Phénotyp
Le.:tahtat ++ | ++ | | | | | | |
(actin-Gal4)
Augenphénotyp + ++ e B B B e e o I
(GMR-Gal4)

Tabelle 13: Ubersicht iiber die Entwicklungsstorungen nach DCTNI-Expression. Die Mutationen
G59S und E34Q zeigen sowohl nach ubiquitirer als auch nach augenspezifischer Expression kaum
Beeintriachtigungen in der Entwicklung im Gegensatz zu allen anderen DCTNI-Konstrukten.
Klassifizierung der Phénotypen: wildtypisch (—), milder Phénotyp (+), starker Phénotyp (++).
Genotyp: w''"*; actin-Gal4 bzw. GMR-Gal4; UAS-DCTNI.

3 DCTN1 beeintrachtigt die motorischen

Fahigkeiten von Drosophila

Untersuchungen am transgenen Mausmodell zeigten bereits, dass transgene
plSOGlued-G59S Maiuse einen MND &dhnlichen Phénotyp entwickeln. Sie haben mit
zunehmenden Alter hiufiger Tremoranfille und verlieren an Greifkraft (Laird et al.
2008). Wird p1509***-G59S motoneuronspezifisch in Drosophila exprimiert, kommt
es auch hier zu einem altersabhingigen Verlust der motorischen Féhigkeiten.

Fliegen, die plSOGlued-G59S exprimieren zeigen eine stirker reduzierte Lauffahigkeit
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in Lokomotionstests im Vergleich zu Fliegen, die die wildtypischen Konstrukte

exprimieren (Stribl 2008; Lloyd et al. 2012).

3.1 Analyse des Negativen-Geotaxis-Verhaltens

Mit Hilfe des Negativen-Geotaxis-Tests wurden alle DCTNI-Varianten auf ihren
Einfluss auf die motorischen Fiahigkeiten der Fliegen tiberpriift. Dazu wurde DCTN1
mit der Treiberlinie D42-Gal4 spezifisch in Motoneuronen exprimiert. Die
Laufgeschwindigkeit wurde nach fiinf, zehn, 15 bzw. 20 Tagen gemessen. Es wurden
— soweit moglich — jeweils zwei unabhingige Linien der einzelnen Konstrukte
getestet. An einem Versuchstag konnten maximal vier verschiedene Genotypen
gemessen werden, um immer innerhalb einer Aktivitidtsphase des Tageszyklus der
Fliegen zu bleiben. Um die Vergleichbarkeit der einzelnen Versuchsdurchldufe zu
gewihrleisten, wurde in jedem Versuchsansatz die Uberexpression des humanen
wildtypischen DCTNI als interne Kontrolle mitgefiihrt. Im Anhang (Abbildung 40
und Abbildung 41, S.129-130) sind die Originaldaten fiir alle getesteten Linien der
einzelnen Genotypen aufgeschliisselt. Zur besseren Ubersicht wurden in Abbildung
13 diese Daten fiir je eine Linie pro Genotyp zusammengefasst. Die Werte der
einzelnen Mutationen sind gegen die Mittelwerte der Kontrollen aus den einzelnen
Versuchen aufgetragen. Die statistische Analyse erfolgte anhand der Originaldaten

(Anhang, Tabelle 21, S.131).

Der Kletterassay zeigt, dass die Uberexpression des humanen wildtypischen Proteins
im Vergleich zu den Kontrollen (w''*®; D42-Gal4; UAS-GFP und w'''S; D42-Gal4)
keinen verstiarkten altersabhidngigen Riickgang der motorischen Fidhigkeiten
verursacht. Im Gegensatz dazu beeintrachtigt die Expression der DCTNI-Variante
G59S bereits nach 15 Tagen die Kletterfdhigkeit. Die motoneuronspezifische
Expression der Mutationen E34Q, D63Y und 1196V fiihrt dagegen nach 20 Tagen zu
einer deutlichen Reduktion der Klettergeschwindigkeit. Alle anderen Mutationen
zeigen keine altersabhidngige Verschlechterung der Motorik im Vergleich zur
Expression von hWT (Abbildung 13 und Anhang: Abbildung 40, Abbildung 41,
S.129-130).
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Abbildung 13: Negatives-Geotaxis-Verhalten nach motoneuronspezifischer DCTNI-Expression.
DCTNI wurde mit D42-Gal4 in den Motoneuronen exprimiert. A: G59S, E34Q, D63Y und 1196V
fiihren zu einer altersabhéngigen Reduktion der Klettergeschwindigkeit. B: Alle anderen DCTNI-
Varianten zeigen keinen Einfluss auf die Kletterfahigkeit der Fliegen. Genotypen: w''’®; D42-Gal4;
UAS-DCTNI bzw. UAS-GFP und w''"*; D42-Gald4.

Da die Expression verschiedener DCTNI-Varianten tatsdchlich unterschiedlich
starke Storungen der motorischen Fahigkeiten verursacht, ist es interessant,
zusitzlich zur Analyse der Kletterfahigkeit auch die allgemeine Lokomotor-Aktivitét

der DCTNI exprimierenden Fliegen zu untersuchen.
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3.2 Lokomotor-Aktivitats-Analyse

Fir die Lokomotor-Aktivitits-Analyse wurde das Aktivitdtsverhalten mannlicher
Tiere iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen aufgezeichnet. Die Fliegen wurden
dabei unter kontrollierten Bedingungen in Plastikkiivetten gehalten. Es wurde
gemessen, wie oft jede Fliege einen die Kiivette durchquerenden Infrarotstrahl pro
Minute durchlduft (Kapitel II: 2.5.3). Die DCTNI-Konstrukte wurden mit D42-Gal4
spezifisch in Motoneuronen exprimiert. Um einen altersabhingigen Effekt messen zu
konnen, wurden zum einen die Aktivititsdaten junger Fliegen (6-15 Tage alt, 1.
Abschnitt: dritter bis zwolfter Versuchstag) zum anderen die Werte gealterter Fliegen
(26-35 Tage alt, 2. Abschnitt: Versuchstage 23-32) getrennt ausgewertet (Anhang,
Abbildung 42, S.132).

Da pro Versuchsansatz nur jeweils vier verschiedene Genotypen untersucht werden
konnten, wurden mehrere Laufe durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass die absoluten
Aktivititswerte von Lauf zu Lauf stark variieren konnen (personliche Mitteilung
Prof. C. Helfrich-Forster). Deshalb wurde in jedem Lauf die Expression von hWT als
interne Kontrolle mitgefiihrt. Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurden die Daten
der Einzelldufe auf die jeweiligen hWT-Mittelwerte normalisiert und in Abbildung
14 zusammengefasst. Die einzelnen Liufe sind im Anhang (Abbildung 43, S.133)
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte anhand der Originaldaten.

In jungen Fliegen (6-15 Tage alt) ist kein signifikanter Unterschied in der mittleren
Tagesaktivitit zwischen den Kontrollen (w''’®: D42-Gal4; UAS-GFP und w''’®;
D42-Gal4) und der Uberexpression der wildtypischen Konstrukte (h"WT, dmWT)
festzustellen (Abbildung 14). Auch die Expression der DCTNI-Variante D63Y zeigt
keine Verdnderung des Aktivitétsspiegels in Versuchsabschnitt 1. Die Mutationen
[196V, R148W und R1049Q fiihren zu einer stark reduzierten Aktivitit. Um einen
Effekt des genetischen Hintergrunds der einzelnen Linien ausschliefen zu kdénnen,
wurden die UAS-Kontrollen (w''’®; UAS-DCTNI) dieser Linien getestet.
Interessanterweise zeigen die UAS-Kontrollen keine reduzierte Aktivitit, sondern ein
erhohtes Aktivititslevel. Die Uberexpression der Mutation G59S fiihrt in allen

untersuchten Linien zu einer leicht erhohten Lokomotoraktivitat. Es konnte aber nur
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fiir die Linie G59S/4 eine signifikant erhohte Aktivitdt im Vergleich zu hWT/1

nachgewiesen werden (p=0,043).
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Abbildung 14: Normalisierter  Aktivititsspiegel junger Fliegen (6-15d) nach
motoneuronspezifischer DCTNI-Uberexpression. Die D42-Gal4 gesteuerte Expression der
Mutation G59S fiihrt zu einem leicht erhdhten Aktivitdtsspiegel im Vergleich zu dmWT und hWT.
Die Mutationen R148W, 1196V und R1049Q zeigen einen starken Riickgang der durchschnittlichen
Lokomotoraktivitit. Genotypen: w''’*: D42-Gal4; UAS-DCTNI, Kontrollen: w'''®; D42-Gal4 und
w'!"%; UAS-DCTNI.

Etwas anschaulicher werden die hier gezeigten Effekte, wenn man die
durchschnittliche Lokomotoraktivitit der Fliegen iiber den gesamten Tag darstellt. In
Abbildung 15 sind die Tagesaktivitdtsprofile der verschiedenen Genotypen im
Vergleich zu der dazugehdrigen hWT-Uberexpression dargestellt. Alle Genotypen
haben einen normalen Tagesrhythmus unter LDI12/12 Bedingungen. Als
ddmmerungsaktive Tiere sind sie vor allem kurz nach ,Licht-an® (ZTO,
Morgenaktivitit) und kurz vor ,,Licht-aus® (ZT12, Abendaktivitit) besonders aktiv.
Lediglich die Fliegen mit stark reduzierter Gesamtaktivitit (R148W, 1196V und
R1049Q) zeigen nur noch einen sehr leichten Anstieg der Aktivitit bei ZTO0. In den
Tagesprofilen ist zudem der Aktivititsanstieg nach Uberexpression von G59S im

Vergleich zur hWT-Expression deutlich zu sehen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Durchschnittliches Aktivititsprofil junger Fliegen im Verlauf eines Tages. Fiir die
Berechnung eines Tagesaktivititsprofils wurde fiir jede Fliege die mittlere Tagesaktivitit innerhalb
der Versuchstage 3-12 berechnet und dann alle Fliegen im durchschnittlichen Aktivititslevel eines
Tages zusammengefasst. A, B: Die motoneuronspezifische Expression der mutanten DCTNI-Form
G59S zeigt in allen Versuchen ein hoheres Aktivititsniveau als die jeweilige Uberexpression des
humanen wildtypischen Proteins. A, C: Die Treiberkontrolle (w''’%; D42-Gal4) und die
Uberexpression des Drosophila-Homologs (dmWT/1) zeigen im Vergleich zur hWT-Uberexpression
keine Veridnderung. C, D: Die Aktivitit der Fliegen nach Expression der Mutationen 1196V, R148W
und R1049Q ist stark reduziert. Die Messungen erfolgten unter LD12/12. ZTO: Licht-an, ZT12:
Licht-aus, schwarze Linie: durchschnittliche Aktivitit (moving average), rote Linien: = SEM.
Genotypen: w'!'8; D42-Gal4; UAS-DCTNI und w''*®: D42-Gal4.

Fast alle getesteten Genotypen zeigen tendenziell einen Anstieg der Aktivitit im
Alter (Anhang, Abbildung 43, S.133). Statistisch signifikant ist die erhohte Aktivitét
in élteren Fliegen aber nur in den Kontrollen w”18, D42-Gal4 (p=0,037) und w1”8,

D42-Gal4, UAS-GFP (p<0,001). Das heiBt, die Uberexpression der DCTNI-cDNAs

scheint den in Wildtypfliegen beobachteten Aktivitdtsanstieg im Alter zu hemmen.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die motoneuronspezifische
DCTNI-Expression je nach Mutation ein breites Spektrum an motorischen Defekten
verursacht. Besonders auffillig ist dabei, dass nur die Mutation G59S eine leicht
erhohte Lokomotor-Aktivitdt in jungen Fliegen zeigt, aber auch die stirkste
altersabhidngige Reduktion der Kletterfahigkeit. Interessant ist ebenfalls die Mutation
[196V, die in beiden Tests zu starken Beeintrichtigungen der motorischen

Fahigkeiten fiihrt (Tabelle 14).

UAS- . _ ” o o = o > = @) g =

onstrukt % S & ¥ 2 % 3 © = & 2 3

=lo|@|lalzgl=z|=]8|2| =&

Phénotyp © a ~ = g R =

Negative- B 3 B B B B

Geotaxis
Lokomotor-

Aktivitit B - NG | NG . NG

Tabelle 14: Ubersicht iiber die Beeinflussung der motorischen Fihigkeiten von Drosophila
durch eine motoneuronspezifische DCTNI1-Uberexpression. Die Expression der DCTNI-Varianten
G598, E34Q, D63Y und 1196V fiihrt zu altersabhingig reduzierter Kletterfahigkeit in Drosophila. In
den Lokomotor-Analysen zeigen die Mutationen R148W, 1196V und R1049Q eine drastisch
verringerte Aktivitit im Vergleich zur dmWT- und hWT-Uberexpression. G59S exprimierende
Fliegen sind tendenziell etwas aktiver als die Kontrollfliegen. Klassifizierung der Phénotypen:
wildtypisch (-), milder Phénotyp (+), starker Phinotyp, (++), reduzierte Aktivitit (|), erhohte
Aktivitit (1) NG: nicht getestet. Genotyp: w''’*: D42-Gal4; UAS-DCTNI.

Eine mogliche Ursache fiir den altersabhéngigen Verlust motorischer Fahigkeiten
nach motoneuronspezifischer DCTNI-Expression ist eine mit zunehmendem Alter
verstirkte Degeneration der Motoneuronen z.B. aufgrund toxischer Effekte der

mutanten DCTNI-Varianten.

4 DCTN1-Uberexpression fithrt zu schwachen

neurodegenerativen Phanotypen

In MND-Patienten, die die DCTNI-Mutation G59S tragen, wurde eine Degeneration
der Nervenzellen und Axone im Ventralhorn und in der Medulla nachgewiesen (Puls
et al. 2005). Auch im transgenen Mausmodell konnte eine erhdhte
Neurodegeneration in Tieren, die das mutante Protein p1509"**-G59S exprimierten,
festgestellt werden (Lai et al. 2007; Chevalier-Larsen et al. 2008; Laird et al. 2008).
Es stellt sich die Frage, ob auch in Drosophila die Expression von G59S zu einem

altersabhéngigen Verlust von Nervenzellen fithrt und inwiefern die neu
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identifizierten =~ DCTNI-Varianten die Uberlebensfihigkeit der Neuronen

beeinflussen.

41 DCTN1-Expression in dopaminergen Neuronen

Das dopaminerge System von Drosophila ist hinldnglich beschrieben und
charakterisiert. Alle dopaminergen Neuronen sind eindeutig identifizierbar. Deshalb
wurde dies auch zur Untersuchung von moglichen neurodegenerativen Effekten der
DCTNI-Uberexpression herangezogen. DCTNI wurde dabei gleichzeitig mit
kernlokalisiertem GFP mit Th-Gal4 in dopaminergen Neuronen exprimiert.
Mainnliche Fliegen wurden gealtert und deren Gehirne nach fiinf, 30 bzw. 46 Tagen
prapariert. Die Priaparate wurden mittels konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Die

Quantifizierung der GFP-Signale erfolgte mit Hilfe des Programms /mageJ.

In jungen fiinf Tage alten Fliegen wurden nach Uberexpression des humanen
wildtypischen Proteins (hWT) im Schnitt sieben Zellen mehr detektiert als in der
Kontrolle (w'/*®: Th-Gal4). Im Vergleich der Treiberkontrolle mit der Expression der
mutanten Version G598 ist allerdings kein signifikanter Unterschied in der Anzahl
der Neurone festzustellen. Nach 30 Tagen zeigt keiner der getesteten Genotypen
einen Verlust dopaminerger Neurone. In 46 Tage alten Tieren sind jedoch nach
Uberexpression von hWT nur noch 80 % der anfinglichen Anzahl an Nervenzellen
detektierbar (p=0,002), G59S-Fliegen verlieren 12% der Nervenzellen (p=0,028) im
Vergleich zu jungen Fliegen des gleichen Genotyps. Verglichen mit der Anzahl der
Neurone in den Kontrollfliegen (46 Tage) ist der Zellverlust in beiden DCTNI-
Uberexpressionen  gleich  (Abbildung 16). Es konnte keine verstirkte
Neurodegeneration in den p1509"*-G59S exprimierenden Zellen im Vergleich zur
Uberexpression des wildtypischen Proteins nachgewiesen werden. In Abbildung 17
ist exemplarisch jeweils eine Aufnahme pro Genotyp fiir fiinf Tage und 46 Tage alte

Tiere gezeigt.
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Abbildung 16: Auswirkung der DCTNI-
Uberexpression auf dopaminerge Neurone.
Sowohl das humane wildtypische Protein als
auch p150“™*-G59S fithren nach 46 Tagen
zu einem signifikanten altersabhéngigen
Verlust der dopaminergen Neuronen. Die

Kontrolle (w''"®) zeigt keinen Zellverlust.

Genotypen: w'''S; Th-Gal4; UAS-DCTNI
und w'''; Th-Gald.

Abbildung 17: Verlust dopaminerger Neurone nach DCTNI-Uberexpression. A: Kontrollfliegen:
w''': TH-Gal4, B: w''"*; Th-Gal4; UAS-hWT/1, C: w''"*; Th-Gal4; UAS-G59S/2°°. A, B, C: 5d, A”,
B’, C’: 46d. Die Uberexpression von DCTN] fiihrt zu einem altersabhiingigen Verlust dopaminerger
Neuronen. Hier exemplarisch zu sehen am Beispiel der lateralen posteriellen protozerebralen
Neuronen (PPL2-Cluster: Kreise). Nach 46 Tagen sinkt die Zahl der PPL2-Neuronen von ca. zwolf
Neuronen auf sieben in hWT/1 und auf acht Neuronen in G59S. Balken: 50um.
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Die Arbeiten am Mausmodell zeigten jeweils eine spezifische Degeneration der
Motoneuronen. Es ist moglich, dass auch in Drosophila G59S spezifisch die
Motoneuronen beeintrachtigt. Aus diesem Grund wurde in einem zweiten
Versuchsansatz die DCTNI-Expression simultan mit kernlokalisiertem GFP iiber
D42-Gal4 in Motoneuronen gesteuert. Auch in den Motoneuronen fiihrte die
DCTNI-Expression zu einer schwachen Degeneration der Nervenzellen. Der
Zellverlust war dabei nach Expression von hWT und G59S wiederum in etwa gleich
gro3 (Daten nicht gezeigt). Da mit dieser Methode der Zellkorper bzw. Zellkern
markiert wird, ist nur der endgiiltige Zelltod detektierbar. Der langsame degenerative
Prozess eines von der Synapse her absterbenden Axons ist auf diese Weise nicht

auflosbar.

4.2 DCTN1-Expression in neuropeptidergen Neuronen

Im Rahmen einer Masterarbeit wurde versucht ein System zu finden, dass es
ermdglicht einzelne Axone zu identifizieren, um ein mdgliches Absterben der
neuronalen Projektionen beobachten zu konnen. Die iiber ¢929-Gal4 gesteuerte
Expression von GFP in neuropeptidergen Neuronen erwies sich dabei als viel-
versprechende Methode (Schilling 2011). Wie bereits gezeigt, kann jedoch die
spezifische Uberexpression des humanen wildtypischen DCTNI z.B. im Auge zu
Entwicklungsstérungen in Drosophila fiihren (Kapitel I11-2, S.53). So zeigt auch die
c929-Gal4 gesteuerte Expression von hWT eine verdnderte Morphologie der
Projektionen im Thorakalganglion (Schilling 2011). Diese entwicklungsbiologischen
Defekte erschweren die Identifizierung einzelner Projektionen und somit auch die
Quantifizierung eines mdglichen Zelltods. Deshalb wurde nun die Expression der
UAS-Konstrukte mittels des temperatursensitiven tub-Gal80®-Systems wihrend der
Entwicklung unterdriickt (siche Kapitel II, 2.4.3.1, S.44). Fliegen, die entweder nur
GFP oder GFP und DCTNI (hWT, G59S) gleichzeitig exprimierten, wurden auf
18° C geziichtet — Responderexpression reprimiert, und dann auf 29° C gealtert —
Responderexpression aktiviert. Nach fiinf Tagen bzw. 30 Tagen wurden die
Thorakalganglien der Tiere pripariert und das GFP-Signal mittels Antikorperfarbung

verstirkt. Die Aufnahmen wurden mit einem Konfokalmikroskop angefertigt.
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Um zu iiberpriifen, ob die tub-Gal80® kontrollierte Expression einen Einfluss auf die
Stirke der GFP-Expression hat, wurden zunichst Fliegen der Genotypen w''’®;
929-Gal4, UAS-GFP und w''"%; c929-Gald;, UAS-GFP; tub-Gal80" wie oben
beschrieben geziichtet, gealtert und pripariert. Die Expression iiber das tub-Gal80"*-
System fiihrt zu einer schwicheren GFP-Expression im Vergleich zu Kontrollfliegen
(Abbildung 18). In Folge dessen sind in den Tieren mit tub-Gal80® kontrollierter
Expression weniger Projektionen zu identifizieren. Die Unterschiede in der
Morphologie der Axone in den verschiedenen Genotypen liegen nach fiinf Tagen
innerhalb der natiirlichen Varianz. Es ist also gelungen die entwicklungsbiologischen
Effekte einer DCTNI-Expression in den Neuronen zu umgehen. In den Kontrollen ist

kaum ein Unterschied in der Anzahl der Projektionen zwischen den jungen fiinf Tage

alten Tieren und den gealterten Tieren (30 Tage) festzustellen.

Abbildung 18: Die temperaturabhiingige Expression iiber das tub-Gal80“-System fiihrt zu einer
geringeren GFP-Expression. A, C: 5d alt. B, D: 30d alt. A, B: w'!’%; ¢929-Gal4; UAS-GFP. C, D:
w8 c929-Gal4; UAS-GFP; tub-Gal80". Sowohl in jungen Fliegen als auch in 30d alten Fliegen ist
nach ¢929-Gal4 getriebener Expression iiber tub-Gal80" eine schwiichere GFP-Expression und somit
auch weniger Projektionen zu beobachten. Balken: SOum.
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Sowohl die Uberexpression des mutanten Proteins als auch des humanen
wildtypischen Proteins fiihrt nach 30 Tagen in einigen der untersuchten Ganglien zu
einer reduzierten Anzahl an Axonen (Abbildung 19). Eine eindeutige Identifikation
der einzelnen Neuronen und somit eine Quantifizierung des Verlusts der
Projektionen ist jedoch leider nicht gelungen. Die Uberexpression des humanen
wildtypischen Konstrukts fithrte zudem in 30 Tage alten Fliegen zu einer
fragmentierten Fiarbung der Projektionen (Abbildung 19). Dieses verdnderte
Erscheinungsbild konnte ebenfalls auf eine altersabhiingige Beeintrichtigung der
Axone zuriickzufiihren sein. Im Gegensatz dazu ist in G59S-Fliegen die Farbung der

Projektionen unveréndert im Vergleich zu jungen Fliegen bzw. zur Kontrolle.

Zusitzlich zu den genannten Untersuchungen wurde versucht iiber die Analyse von
Gewebeschnitten mittels Elektronenmikroskopie ein mdogliches Absterben von
Motoneuronen nachzuweisen. Nach motoneuronspezifischer DCTNI-Expression mit
D42-Gal4 konnte aber auch hier keine erhdhte altersabhiingige Neurodegeneration in

G59S-Fliegen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Mit keiner der benutzten Methoden konnte ein erhdhter Neuronenverlust nach
Expression von pl509"*-G59S im Vergleich zur Expression des humanen
wildtypischen Proteins eindeutig gezeigt werden. Die Uberexpression der DCTNI-
Konstrukte fithrt eher allgemein zu einer geringeren Uberlebensrate der DCTNI-
exprimierenden Neuronen. Da die Uberexpression von plSOGlue‘jl generell toxisch flr
die betreffenden Neuronen zu sein scheint, wurde darauf verzichtet, die neu
identifizierten Mutationen ebenfalls beziliglich neurodegenerativer Effekte zu

tiberpriifen.

Neben der Degeneration von Neuronen wurden als ein weiteres neuropathologisches
Merkmal der von G59S verursachten ALS-MND Proteineinschliisse in den
Medullazellen der Patienten nachgewiesen. Aus diesem Grund wurde als Néchstes
die zellulire Verteilung der verschiedenen pl1509"*‘-Versionen im Drosophila-

Modell untersucht.
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Abbildung 19: Auswirkung der DCTNI-Uberexpression auf neuropeptiderge Neurone. A, B:
w'''; 929-Gal4; UAS-GFP; tub-Gal80°. C, D: w''"*; ¢929-Gal4; UAS-GFP; tub-Gal80", UAS-
hWT/7. E, F: w''%:¢929-Gal4; UAS-GFP; tub-Gal80"; UAS-G59S/1. A, C, E: 5d alt. B, D, F: 30d alt.
Die ¢929-Gal4 gesteuerte Expression von humanem wildtypischen (C+D) und mutanten (G59S, E+F)
p1509" in peptidergen Neuronen fiihrt zu einem altersabhingigen Verlust von Projektionen (Sterne).
Des Weiteren resultiert die Uberexpression von hWT in einem fragmentierten GFP-Signal in den
Projektionen 46 Tage alter Fliegen (D, Pfeile). Balken: 50 pm.
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5 G598 fiihrt zu p150°"“*“-Aggregation in Drosophila

Zellkulturstudien konnten zeigen, dass G598 in vitro Dynaktinaggregation verursacht
(Levy et al. 2006). In Drosophila-S2-Zellen fiihrt die Expression der zu G59S
korrespondierenden Mutation G38S zu plSOGlued-Aggregation, wohingegen das
wildtypische Glued diffus im Zytoplasma verteilt ist, beziechungsweise mit den
Mikrotubuli kolokalisiert (Lloyd et al. 2012). Ebenso fiihrte die Expression von
p1509™9-G59S im transgenen Mausmodell zu p150°**-Aggregaten in Neuronen
(Laird et al. 2008). Die in den Patienten identifizierten Inklusionen enthielten sowohl

das Motorprotein Dynein als auch Dynaktinakkumulationen (Puls et al. 2005).

5.1 DCTN1-Expression in larvalen Muskeln

Fir die Analyse der zelluldren plSOGlued-Verteilung in Drosophila wurden die
DCTNI-Konstrukte zunéchst spezifisch im Muskel mit 24B-Gal4 exprimiert. Larven
des dritten Entwicklungsstadiums wurden pripariert und p150%"* mittels
Antikorperfarbung markiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt. Die Analyse

der filetierten Larven erfolgte am Konfokalmikroskop.

In Abbildung 20 ist deutlich zu sehen, dass auch im Drosophila-Modell p1509"¢-
G59S aggregiert. Wie bereits beschrieben (Stockmann et al. 2012), befinden sich
diese Aggregate vor allem im Bereich um die Nuklei. Die Uberexpression des

humanen wildtypischen Proteins zeigt eine filamentdhnliche plSOGlued-Verteilung.

In allen anderen DCTNI-Varianten entspricht die subzellulire p1509"* -Verteilung
der des humanen wildtypischen Proteins. Lediglich die Uberexpression der DCTNI-
Konstrukte D63Y und I196V fiihrt in einigen Larven vereinzelt zu pl150%“-
Aggregation. Aullerdem zeigt die DCTNI-Variante R1049Q ein verdndertes,
diffuseres Verteilungsmuster im Vergleich zu hWT (Abbildung 21, S. 72). Dieses
amorphe Verhalten von R1049Q wurde auch in primiren Motoneuronen und COS7-

Zellen beobachtet (Stockmann et al. 2012).
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anti-p150 DAPI merge

Abbildung 20: G59S fiihrt zu p150°"**- Aggregation im larvalen Muskel. Dargestellt sind
reprisentative konfokale Mikroskopieaufnahmen larvaler Muskeln (L3, Muskel 6/7). Das mutante
Protein aggregiert vor allem im Bereich der Nuklei (G59S/1). Humanes wildtypisches p150%"*
(hWT/4) ist in filamentiren Strukturen angeordnet. Genotyp: w''’®; 24B-Gal4; UAS-DCTN1. Balken:
jeweils 10 pm.

71



Ergebnisse

{ PR e

M571T/11

Abbildung 21: Subzellulire p150°"*’-Verteilung nach spezifischer Expression in larvalen
Muskeln (24B-Gal4). In p1509"**-G59S exprimierenden larvalen Muskeln aggregiert Dynaktin in der
Nihe der Zellkerne. Alle anderen potentiellen Mutationen und der humane Wildtyp zeigen hier eine
filamentihnliche p150“™**-Verteilung. Nur die DCTNI-Varianten D63Y und [196V fiihren vereinzelt
zu p150“"*_Aggregation (Pfeile) in der Nihe der Zellkerne. AuBerdem zeigt die p150“"*-Form
R1049Q ein amorphes, eher diffuses Verteilungsmuster. Gezeigt sind reprédsentative
Segmentabschnitte der Muskeln 6 oder 7 von Larven des dritten Entwicklungsstadiums nach anti-
p150-Firbung. Genotyp: w''*®: 24B-Gal4; UAS-DCTNI. Balken: 20 pm.
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Um die =zelluldire Verteilung in einem engeren Zusammenhang mit den
pathologischen Merkmalen der ALS-MND zu untersuchen, wurde als Nichstes
iiberpriift, wie sich die verschiedenen DCTNI-Varianten nach Uberexpression in den

Motoneuronen verhalten.

5.2 Spezifische DCTN1-Expression in Motoneuronen

5.2.1 G59S aggregiert in Axonen der Motoneuronen

Uber die Treiberlinie D42-Gal4 wurde p150°™* in Motoneuronen exprimiert. Fiinf

OGlued

Tage alte Fliegen wurden prépariert und pl15 immunhistochemisch markiert.

Mikroskopisch untersucht wurde das Neuropil im dorsalen Bereich der
Thorakalganglien zwischen den Abschnitten T1 und T2 (T1/T2-Grenze, Abbildung
22).

Abbildung 22: Neuropil im dorsalen Bereich des Thorakalganglions. Die Motoneuronen wurden
iiber D42-Gal4 gesteuerte GFP-Expression markiert. Die Detailaufnahmen (unten) zeigen, dass
p1509" vorrangig in den Axonen im Grenzbereich zwischen den Ganglienabschnitte T1 und T2
(roter Kasten) exprimiert wird. Dargestellt ist der dorsale Bereich der Ganglien. Genotyp: w''’®; D42-
Gal4; UAS-GFP; UAS-DCTNI.
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Das humane wildtypische Protein und alle neu identifizierten plSOGlued-Varianten
zeigen eine iiberwiegend homogene pl150“™“-Verteilung in den Axonen des
Thorakalganglions. Im Gegensatz dazu fiihrt plSOGlued-G59S zu einer starken
Aggregatbildung des Proteins vor allem im Neuropil der Ganglien (Abbildung 23).

R149Q/3 ren
= o

A

Abbildung 23: P150°"*9-G59S aggregiert in adulten Motoneuronen. Die mutante pl50°"-
Version G59S fithrt zu starker Aggregation im Neuropil der Ganglien. Alle anderen p150°"*-
Varianten sind gleichmiBig in den Axonen verteilt und zeigen nur vereinzelt pl1509“*-
Akkumulationen. Zu sehen sind konfokalmikroskopische Aufnahmen der dorsalen T1/T2
Grenzbereiche der Thorakalganglien nach anti-p150-Farbung. Genotyp: w''’®: D42-Gal4; UAS-
DCTNI. Balken: 20 pm.

In-vitro-Studien zeigten, dass wildtypisches p1509™“ eine hohe Mikrotubuli-
Bindeaffinitdt hat und in den Zellkoérpern entlang der Mikrotubulirdhren lokalisiert
ist. Zudem wurde festgestellt, dass die pathogene Mutation G598 die p1509"<-
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Bindung an die Mikrotubuli beeintriachtigt und in einer eher diffusen, nicht mehr mit
den Mikrotubuli assoziierten Verteilung des Proteins und der beschriebenen
Aggregation resultiert (Levy ef al. 2006; Stockmann et al. 2012). Dies fiihrt zu der

OGIued

Frage, ob pl5 in den Axonen ebenfalls mit den Mikrotubuli assoziiert ist und

inwiefern die Mutationen die axonale plSOGlue‘l—Verteilung beeintrdchtigen.

52.2 P150°"*‘-Verteilung in larvalen Axonen

Da es nicht moglich ist an den verhdltnismiaBig kleinen Zellen des Thorakalganglions
eine detaillierte Analyse der plSOGl“ed-Verteilung in den Axonen vorzunehmen,
wurden die relativ gro3en, frei im Kdorper liegenden larvalen Segmentalnerven (L3)
untersucht. Neben der Fiarbung von p150Glued erfolgte gleichzeitig die Markierung

der Mikrotubuli mit dem Futsch-Antikorper.

Humanes wildtypisches p150°

zeigt nach Expression mittels D42-Gal4 eine starke
Assoziation mit den Mikrotubuli in den larvalen Nerven. P150°"%-G59S ist
hingegen nicht mehr mit den Mikrotubuli assoziiert und eher diffus in den Axonen
verteilt. P1509"*-G59S bildet auch in den Axonen der Segmentalnerven kleine
Aggregate. In Larven, die das Konstrukt E34Q exprimieren, ist das Protein ebenso
wie in hWT-Fliegen entlang der Mikrotubuliréhren lokalisiert, scheint insgesamt
jedoch deutlich schwicher mit den Filamenten assoziiert zu sein. Bei allen anderen

Mutationen ist p1509“*! in filamentéren Strukturen entlang der Mikrotubuli

angeordnet (Abbildung 24 und Abbildung 25, S.77).
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anti-p150 anti-Futsch merge
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Abbildung 24: pISOGI““'-Verteilung in larvalen Motoneuronen (Teil 1). Humanes wildtypisches
(hWT/4) und mutantes pl150“™“ (D63Y/10, R148W/2, R149Q/3, 1196V/2) sind entlang der
Mikrotubuli in den Axonen lokalisiert. G59S und E34Q fiihren zu einer reduzierten p150°"-
Assoziation mit den Mikrotubuli. Die Mutation G59S zeigt auBerdem p150°"*-Aggregation (Pfeil).
Dargestellt sind konfokalmikroskopische —Aufnahmen représentativer Abschnitte larvaler
Segementalnerven (L3) nach p150- und Futsch-Antikorperfarbung. Genotyp: w''’®; D42-Gal4; UAS-
DCTNI. Balken: 5 pm.
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anti-Futsch merge

Y878C/6

T12491/13

Abbildung 25: P150°"**-Verteilung in larvalen Motoneuronen (Teil 2). Humanes wildtypisches
(hWT/4) und mutantes p150°™** sind stark mit den Mikrotubuli in den Axonen assoziiert. Genotyp:
w!!'8: D42-Gal4; UAS-DCTNI. Balken: 5 pm.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in allen hier gezeigten Experimenten allein
die mutante p150°"*-Version G59S aggregiert. Interessanterweise konnte zudem
eine Dissoziation des Proteins von den Mikrotubuli nach Uberexpression der
DCTNI-Formen G59S und E34Q beobachtet werden (Tabelle 15). Ungeklart bleibt,
ob die Aggregatbildung bzw. reduzierte Assoziation mit den Mikrotubuli von

p1509*°-G59S und p150“"**-E34Q den axonalen Transport entlang der Mikrotubuli

beeinflussen.
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UAS-
~ o = &) o N
Konstrukt = ; féi g E g S § E % % %
E|l=|8|d|d|z 2|z |8|x|z2|¢
Phénotyp
Aggregate im
Muskel NG - _ — _ _ _
(24B-Gal4)
Aggregate in
Axonen NG - _ — _ _ _ _ _
(D42-Gal4)
Dissoziation von
den Mikrotubuli | NG - _ _ _ _ _ _ _
(D42-Gal4)

Tabelle 15: Ubersicht iiber die zellulire und axonale p150“™“-Verteilung nach
motoneuronspezifischer DCTNI-Uberexpression. Die Expression der DCTNI-Variante G59S fiihrt
zu Aggregatbildung in Muskelzellen und Axonen. Dariiber hinaus zeigen die mutanten pl150“*-
Varianten G59S und E34Q verstdrkte Dissoziation von den Mikrotubuli in larvalen Segmentalnerven.
Klassifizierung der Phanotypen: wildtypisch (=), milder Phéanotyp (+), starker Phénotyp, (++), NG:
nicht getestet. Genotyp: w''’®; 24B-Gal4 bzw. D42-Gal4; UAS-DCTNI.

6 Uberexpression von DCTN1 fithrt zu Stérungen

des axonalen Transports

Aufgrund ihrer auBlergewohnlichen GroBe und Lénge ihrer Axone scheinen
Motoneuronen in besonderer Weise auf koordinierte und reibungsfreie
Transportprozesse entlang der Axone angewiesen zu sein. So verdichteten sich in
den letzten Jahren die Hinweise darauf, dass viele Motoneuronerkrankungen wie
zum Beispiel die Distale Hereditdre Motoneuropathie (dHMN7B) und die Hereditire
Spastische Spinalparalyse (HSP) in direktem Zusammenhang mit Defekten im
axonalen Transport stehen. Mutationen im Motorprotein Kinesin werden zum
Beispiel mit einer frith ausbrechenden Form der HSP in Verbindung gebracht
(Holzbaur 2004; El-Kadi et al. 2007). Dariiber hinaus verursachen Mutationen des
Motorproteins Dynein im Mausmodell Phidnotypen der Motoneuronerkrankungen,
die von Storungen des retrograden Transports begleitet werden (Hafezparast et al.
2003). Die dHMN7B verursachende Mutation G59S in der Dynaktin-Untereinheit
p1509" fiihrt auBerdem zu Beeintrichtigungen des Vesikeltransports im transgenen
Mausmodell (Laird et al. 2008). Aus diesem Grund ist es besonders spannend zu
{iberpriifen, welche Auswirkungen eine Uberexpression der verschiedenen DCTNI-

Varianten auf den axonalen Transport im Drosophila-Modell hat.
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6.1 DCTN1-Uberexpression beeintrichtigt den axonalen

Vesikeltransport

Um einen ersten Hinweis auf mogliche Stérungen des axonalen Transports zu
erlangen, wurden adulte Thorakalganglien auf ihre Cystein-String-Protein (CSP)-
Verteilung tberpriift. Hierfir wurde DCTNI mit D42-Gal4 in Motoneuronen

exprimiert. Untersucht wurde der Kortex im ventralen T1/T2-Bereich der

Thorakalganglien drei Tage alter Fliegen (Abbildung 26).

Abbildung 26: Kortex im ventralen Bereich des Thorakalganglions. Die Motoneuronen wurden
iiber D42-Gal4 gesteuerte GFP-Expression markiert. Die Detailaufnahmen (unten) zeigen, dass
p1509" nicht in allen GFP exprimierenden Zellen der Ganglienabschnitte T1 und T2 (rote Box)
nachweisbar ist. Dargestellt ist der ventrale Bereich der Ganglien. Genotyp: w''’®: D42-Gal4; UAS-
GFP; UAS-DCTNI.

CSP ist an der Neurotransmitterfreisetzung an den Synapsen beteiligt und muss somit
anterograd von den Zellkdrpern zur Synapse transportiert werden (Buchner &
Gundersen 1997). Wildtypische Fliegen zeigen dementsprechend nur eine schwache,
homogen verteilte CSP-Fiarbung im Kortex. Ebenso gestaltet sich die Situation in

GFP iiberexprimierenden Fliegen und nach Uberexpression des wildtypischen

Drosophila Homologs Glued. Interessanterweise fiihrt die Uberexpression des
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humanen wildtypischen Proteins zu starker CSP-Akkumulation in den Zellkorpern

des Thorakalganglions (Abbildung 27).

CantonS

.

{

T12491/16.7

f

Abbildung 27: CSP-Verteilung im Kortex von Thorakalganglien nach DCTNI-Uberexpression
in Motoneuronen. Die Uberexpression des humanen wildtypischen Proteins und der meisten
Mutationen fiihrt zu CSP-Anhédufungen (Pfeile) in den Zellkorpern des Thorakalganglions (T1/T2).
Eine Expression der Varianten G59S und E34Q sowie des Drosophila Proteins Glued zeigt keine
CSP-Akkumulationen in den Zellkdrpern. CSP ist hier, wie in den Kontrollen (CantonS und wi118;
D42-Gal4; UAS-GFP), gleichmiBig verteilt. Genotyp: w!!'8. D42-Gal4; UAS-DCTNI. Balken:
20 pm.
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Nur die beiden in der Mikrotubulibindedoméne des Proteins liegenden Mutationen
G59S und E34Q verhalten sich auffilligerweise wie die Kontrollen. Alle anderen
plSOGlued-Varianten flihren so wie das humane wildtypische Protein zu

unterschiedlich starker CSP-Anreicherung im Kortex.

Abbildung 26 (S.79) zeigt, dass nicht in allen Zellen, in denen D42-Gal4 aktiv ist,
p150*L_Expression nachgewiesen werden konnte. Um zu iiberpriifen, ob die
beobachteten CSP-Akkumulationen in direktem Zusammenhang mit der plSOGlued-
Uberexpression stehen, wurden Doppelfirbungen mit CSP- und p150-Antikérpern
angefertigt. Untersucht wurden exemplarisch Thorakalganglien drei Tage alter
Fliegen, die das humane wildtypische Protein motoneuronspezifisch
iiberexprimieren. In Abbildung 28 ist zu sehen, dass alle CSP-Akkumulationen

ausschlieBlich in p1509"

exprimierenden Zellen vorkommen. In den
Detailaufnahmen wird aullerdem ersichtlich, dass diese Akkumulationen tatsdchlich

innerhalb der Zellkorper lokalisiert sind und nicht etwa an den Synapsen.

anti-p150 anti-CSP merge

Abbildung 28: CSP akkumuliert innerhalb p150%"*? exprimierender Zellen. A: Ventrale Seite
des T1/T2- Bereichs hWT exprimierender Thorakalganglien. CSP akkumuliert ausschlieBlich in
p1509"™* exprimierenden Zellen (Pfeile). B: Detailaufnahme einer Zelle. CSP akkumuliert innerhalb
des Zellkorpers. Genotyp: w''’®; D42-Gal4; UAS-hWT/1. Balken: 5 pm.

Die Uberexpression des humanen wildtypischen Proteins aber nicht die von

p150*1-G59S fiihrt also zu abnormalen Vesikelanhdufung in den Zellkorpern der
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Motoneuronen. Dies deutet auf eine Stérung des anterograden Vesikeltransports hin.
Uber in-vivo-Studien des Mitochondrientransports sollte nun iiberpriift werden, ob
diese Storungen des Transports nur spezifisch im anterograden Vesikeltransport
auftreten oder ob eventuell eine generelle Beeintrachtigung des axonalen Transports

vorliegt.

6.2 DCTN1-Uberexpression beeintrichtigt den axonalen

Organellentransport

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass Mutationen der Motorproteine Dynein
und Kinesin in  Drosophila unter anderem zu einer reduzierten
Transportgeschwindigkeit beziechungsweise Transportrate der Mitochondrien fiihren.
AuBerdem wurde festgestellt, dass das dominant-negative Allel des Drosophila
Homologs GI' den Mitochondrientransport beschleunigt (Pilling et al. 2006). Um
den Einfluss der DCTNI-Konstrukte auf die Parameter des Organellentransports
messen zu konnen, musste zundchst eine Methode zur in-vivo-Untersuchung des

axonalen Transports etabliert werden.

6.2.1 Etablierung des Mitochondrien-Trackings zur in-vivo-

Untersuchung des axonalen Transports

Aufbauend auf dem von Pilling et al. (2006) verwendeten Versuchsautbau wurde
eine am Lehrstuhl durchfiihrbare Methode zur Messung der axonalen
Transportgeschwindigkeit mit Hilfe von GFP markierten Mitochondrien etabliert.
Die genaue Durchfiihrung ist in Kapitel 1T ,2.3.2 (S.39) beschrieben. Fiir die
Markierung der Mitochondrien wurden transgene Fliegen benutzt, die eine mit GFP
fusionierte mitochondriale Importsequenz unter UAS-Kontrolle (UAS-mitoGFP)
exprimieren. DCTNI und mitoGFP wurden simultan unter Verwendung einer
Rekombinationslinie (sieche Kapitel 11, 2.4.3.3, S.44) spezifisch in Motoneuronen mit

D42-Gal4 exprimiert.

Zundchst wurden ausschlieBlich Kontrolltiere (wl”g; D42-Gal4;, UAS-mitoGFP)
gemessen, um die Methode zu validieren. In Abbildung 29 sind die in dieser Arbeit

erhobenen Daten im Vergleich zu den Daten der Kontrollen von Pilling et al. (2006)
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dargestellt. Die Werte fiir die Geschwindigkeit des anterograden und retrograden
Mitochondrientransports liegen in der gleichen Groenordnung. In beiden Versuchen
bewegen sich die Mitochondrien insgesamt anterograd langsamer als retrograd. Im
anterograden Transport bewegen sich bei Pilling et al (2006) die meisten
Mitochondrien mit einer Geschwindigkeit von ca. 0,15-0,3 pm/s, im eigenen
Versuch liegt der Peak zwischen 0,2 um/s und 0,3 um/s. Betrachtet man den
retrograden Transport, liegen auch hier die Werte in der gleichen Gréfenordnung.
Bei Pilling et al. (2006) bewegt sich der Grofiteil der Mitochondrien retrograd mit
einer Geschwindigkeit von ca. 0,3-0,5 pm/s. Die eigenen Werte liegen zwischen 0,2-
0,5 um/s. Es ist also gelungen eine Methode zu etablieren, die eine verléssliche

Messung der Transportgeschwindigkeit ermoglicht.
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Abbildung 29: Vergleich der Verteilung der Transportgeschwindigkeiten der Mitochondrien in
Kontrolllarven. Gezeigt ist die prozentuale Verteilung der Mitochondrien innerhalb der
verschiedenen Geschwindigkeitsklassen. A: Daten des retrograden und anterograden Transports der
Kontrollfliegen. Genotyp: w''’®; D42-Gal4; UAS-mitoGFP B: Modifizierte Darstellung der
Messungen von Pilling ef al. (20006).

6.2.2 DCTNI-Uberexpression  beeintrichtigt den  axonalen
Mitochondrientransport
6.2.2.1  P150°"*® beim anterograden Mitochondrientransport

Die Analyse des anterograden Transports zeigt, dass es keinen signifikanten
Unterschied in der Geschwindigkeit der Mitochondrien zwischen der Kontrolle und
der Uberexpression der wildtypischen Konstrukte sowie den mutanten Versionen

G59S und E34Q gibt. Ebenso scheint eine reduzierte Expression des endogenen
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Proteins durch RNAi knockdown keinen Einfluss auf die anterograde
Transportgeschwindigkeit zu haben. Allerdings ist zumindest bei der Uberexpression
der mutanten Version T12491 eine Verschiebung in Richtung eines verlangsamten
Transports festzustellen (p<0,001). Es bewegen sich mehr Mitochondrien mit
reduzierter Geschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 30, Tabelle 16,
S.87). Die prozentuale Verteilung der Mitochondrien innerhalb der verschiedenen

Geschwindigkeiten ist im Anhang, Abbildung 44 (S.134) gezeigt.

0,8
o
0,7 —
o
o
0 o
0,6 ] o ¢} o
8
o) o) o) o
0,5 1 ¢ o

vin um/s
—
—
— o
I

- bo
po

T
11T T
g & g

00—
0497

H
8

0,1 —

7

0,0 T T T T T T T
w1118 RNAIi dmWT/1 hWT/4 G59S/1 E34Q/1 T12491/16

(e]e]

Abbildung 30: Auswirkung der DCTNI-Uberexpression auf die anterograde Transport-
geschwindigkeit. Die Hiufigkeitsverteilung der Mitochondrien-Transportgeschwindigkeit zeigt
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kontrollen und der DCTNI-Uberexpression. Lediglich
die Mutation T12491 fiihrt zu einer signifikant reduzierten Transportgeschwindigkeit (p<0,001).
Genotypen: w'''%; D42-Gal4; UAS-mitoGFP, w'!'S; D42-Gal4; UAS-mitoGFP; UAS-RNAi und w'''®;
D42-Gal4,; UAS-mitoGFP; UAS-DCTNI.

Im Zuge der Messungen musste dariiber hinaus festgestellt werden, dass es nach
Uberexpression der humanen DCTNI-Konstrukte sehr schwierig ist {iberhaupt noch
sich bewegende Mitochondrien in diesen Larven zu finden (Tabelle 16, S.87). So
konnte zum Beispiel in der Kontrolle im Schnitt die Geschwindigkeit von zehn

Mitochondrien pro Larve gemessen werden, wohingegen nach Uberexpression des

humanen wildtypischen Proteins viel weniger mobile Mitochondrien in einer Larve
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identifiziert wurden. Es konnten hier nur sechs Mitochondrien pro Larve analysiert
werden. Ahnlich gestaltete sich die Situation nach Uberexpression der mutanten
Formen G59S, D63Y, R149Q, 1196V und M571T. Diese Daten weisen darauf hin,
dass eine Uberexpression der genannten humanen Konstrukte keinen Einfluss auf die
Geschwindigkeit des Organellentransports selbst hat, aber insgesamt weniger
Organellen transportiert werden. Im Falle der Mutation E34Q konnte jedoch die
Transportgeschwindigkeit von acht Mitochondrien pro Probe bestimmt werden,
nahezu so viele wie in den Kontrollen. Der Einfluss der Mutation E34Q auf die
Anzahl der Transportereignisse ist demnach weniger stark als der der Uberexpression
der anderen Konstrukte bzw. Mutationen. Eine Ausnahme ist die mutante Form
T12491. Es konnten hier sogar mehr Mitochondrien pro Larve analysiert werden als
in den Kontrolltieren. Die Transportgeschwindigkeit war dabei jedoch signifikant

reduziert (Tabelle 16, S.87).
6.2.2.2 P150°"*® beim retrograden Mitochondrientransport

Auch in der Analyse des retrograden Transports war es schwierig nach
Uberexpression der humanen DCTNI-Konstrukte geniigend sich bewegende
Mitochondrien in einer Aufnahme zu identifizieren (Tabelle 16, S.87). Es konnten
bedeutend weniger Mitochondrien (zwei bis sechs Mitochondrien pro Larve) im
Vergleich zur Kontrolle (zehn Mitochondrien pro Larve) gemessen werden. Einzige
Ausnahme ist wiederum die Uberexpression der mutanten Version E34Q mit neun
gemessenen Mitochondrien pro Larve. Interessanterweise konnten in Larven mit
einer reduzierten Expression des endogenen Glued (RNAi) fast doppelt so viele
mobile Organellen pro Tier gemessen werden wie in der Kontrolle, wobei die
Transportgeschwindigkeit selbst unverindert bleibt. Auch die Uberexpression von
glued und der DCTNI-Versionen E34Q und G59S und zeigt keine signifikante
Verdnderung der retrograden Transportgeschwindigkeit. Das humane wildtypische
DCTNI fiihrt jedoch zu einem verlangsamten retrograden Transport (p=0,049). Eine
signifikant reduzierte Transportgeschwindigkeit konnte auch nach Uberexpression
der Mutation M571T (p=0,001) beobachtet werden (Abbildung 31, Anhang
Abbildung 44). Alle anderen getesteten DCTNI-Varianten scheinen ebenfalls eine

stark reduzierte Mitochondrien-Transportgeschwindigkeit zu verursachen. Die
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Anzahl der gemessenen Ereignisse reichte aber fiir einen verldsslichen

Signifikanztest nicht aus (Tabelle 16, S.87).
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Abbildung 31: Auswirkung der DCTNI-"fJberexpression auf die retrograde Transport-
geschwindigkeit. Die motoneuronspezifische Uberexpression des humanen wildtypischen p150%*
fiihrt im Vergleich zur Kontrolle zu einem verlangsamten retrograden Mitochondrientransport
(p=0,049). Die Mutation M571T zeigt eine noch stirkere Reduktion der Transportgeschwindigkeit als
hWT (p=0,001). Genotypen: w'''S; D42-Gal4; UAS-mitoGFP, w'''8: D42-Gal4; UAS-mitoGFP;
UAS-RNAi und w''"*; D42-Gal4; UAS-mitoGFP; UAS-DCTNI.

Insgesamt bleibt festzustellen, dass die Uberexpression der humanen DCTNI-
Konstrukte anscheinend zu Storungen des anterograden und vor allem des
retrograden Mitochondrien-Transports fiihrt. Die einzigen Ausnahmen sind dabei die
DCTNI-Varianten G59S und E34Q, welche entweder nur milde oder gar keine

Beeintrachtigungen des axonalen Transports zeigen.

Auf Grund der interessanten Tatsache, dass zwei der getesteten Mutationen ein
abweichendes Verhalten im Vergleich zu allen anderen Konstrukten zeigten, sollten
noch weitergehende Untersuchungen zum axonalen Transport in DCTNI
tiberexprimierenden Drosophila-Larven erfolgen. Hierfir wurden zum einen

histologische Untersuchungen als auch verhaltensbiologische Analysen durchgefiihrt.
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D4 Zf}(}e:l(:yg AS. Larven | Mitochondrien Mitochondrien/ v in p'm/s Stan.dard—
mito GISP N Anzahl Anzahl Larve (Median) abweichung
anterograd
w! 9 88 10 0.30 +0.12
RNAIi 5 67 13 0.27 +0.14
dmWT/1 6 58 10 0.25 +0.09
hWT/4 11 68 6 0.28 +0.13
G595/1 10 45 5 0.30 +0.11
E34Q/1 8 63 8 0.30 +0.10
D63Y/10 4 14 4 0.27 +0.14
R149Q/3 7 23 3 0.26 +0.12
1196V/2 3 13 4 0.20 +0.09
MS571T/11 8 19 2 0.28 +0.13
T12491/16 3 40 13 0.16* +0.10
retrograd
wt® 6 60 10 0.50 +0.18
RNAIi 5 89 18 0.50 +0.16
dmWT/1 7 55 8 0.43 +0.16
hWT/4 10 46 5 0.38* +0.20
G59S5/1 9 54 6 0.41 +0.19
E34Q/1 8 73 9 0.47 +0.17
D63Y/10 2 3 2 0.20 -
R149Q/3 4 11 3 0.23 +0.08
1196V/2 7 14 2 0.23 +0.17
M571T/11 10 33 3 0.29* +0.10
T12491/16 2 9 5 0.22 +0.17
Tabelle 16: Parameter des Mitochondrientransports in den Segmentalnerven. Die

Uberexpression der DCTNI-Konstrukte filhrt zu einer reduzierten Zahl der Transportereignisse
(Mitochondrien pro Larve) und einem verlangsamten retrograden Transport. Lediglich G59S und
E34Q zeigen nur wenige bzw. keine Storungen des axonalen Transports. Fett: reduzierte
Geschwindigkeit, *: signifikant verschieden im Vergleich zur Kontrolle, grau hinterlegt: reduzierte
Anzahl an detektierbaren Transportereignissen pro Larve im Vergleich zur Kontrolle. Genotypen:
w!!'S: D42-Gal4; UAS-mitoGFP, w''"®; D42-Gal4; UAS-mitoGFP; UAS-RNAi und w''"*; D42-Gal4;
UAS-mitoGFP; UAS-DCTNI.
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6.3 DCTN1-Uberexpression fiihrt zu posteriorer Paralyse

In verschiedenen Drosophila Studien konnte bereits gezeigt werden, dass sich
Beeintrachtigungen des schnellen axonalen Transports meist in einer posterioren
ventralen Paralyse der larvalen Muskeln manifestieren. Diese Léhmung der
motorischen Nerven duBert sich in verdnderten Kriechbewegungen der Larven. Die
distalen Segmente werden dabei abnormal nach oben gebogen. Dieser so genannte
Htail-flipping “-Phénotyp wurden zum Beispiel bei Kinesin- und Dyneinmutanten

beobachtet (Hurd & Saxton 1996; Martin et al. 1999; Bowman et al. 2000).

Mit Hilfe dieses einfachen verhaltensbiologischen Tests wurden die verschiedenen
DCTNI-Konstrukte beziiglich ihres Einflusses auf den axonalen Transport {iberpriift
und charakterisiert. DCTNI wurde dabei mit D42-Gal4 motoneuronspezifisch
exprimiert und das Kriechverhalten ménnlicher Larven (L3) untersucht. Es wurden

jeweils zwei unabhéngige Linien getestet.

Sowohl die Treiberkontrolle als auch Larven, die motoneuronspezifisch GFP
exprimieren zeigen ein wildtypisches Kriechverhalten, wohingegen Larven, die das
humane wildtypische Protein exprimieren, interessanterweise den oben
beschriebenen ,.tail-flipping “-Phinotyp zeigen. Ebenso fithren die meisten der
mutanten plSOGlued-Versionen zu einer distalen Paralyse. Zu beachten ist, dass nach
Expression des Drosophila Homologs und der humanen DCTNI-Varianten G59S
und R149Q nur wenige Larven eine sehr schwache Paralyse entwickeln, die sich in
einem bedeutend schwicheren Aufbiegen der posterioren Segmente dullert. Larven,
die das Konstrukt E34Q exprimieren verhalten sich vollig unauffillig (Abbildung
32).
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D4G§fl((}):1}1]}t) < tail-flipping
Wl 118 _
GFP —
dmWT/1 +
hWT/4 ++
G59S/1 +
E34Q/1 -
D63Y/9 ++
R148W/2 ++
R149Q/3 +
1196V/2 ++
M571T/11 ++
Y878C/8 ++
R1049Q/6 ++
T12491/13 ++

Abbildung 32: Motoneuronspezifische DCTNI-Uberexpression fiihrt zu posteriorer Paralyse in
Drosophila. Larven, die das humane wildtypische Konstrukt exprimieren (B: w''’®; D42-Gal4: UAS-
hWT/4), entwickeln eine distale Paralyse. Im Gegensatz zur Treiberkontrolle (A: w'!'®; D42-Gal4; +)
werden die letzten Segmente beim Kriechen nach oben gebogen. In der Tabelle ist Auftreten und
Starke dieses ,tail-flipping “-Phénotyps innerhalb der verschiedenen untersuchten Genotypen
dargestellt. Klassifizierung der Phénotypen: wildtypisches Verhalten (-), schwacher Phénotyp (+):
starker Phinotyp (++). Genotypen: w'''%; D42-Gal4 und w'''®: D42-Gal4; UAS-DCTNI.

Diese Ergebnisse zeigen, dass erstaunlicherweise die Uberexpression des humanen
wildtypischen Proteins die Integritit der larvalen Motoneuronen und Muskeln in
einem weit stirkeren AusmaB stort als die Uberexpression der ,,Goldstandard*-
Mutation G59S. Ob der hier beobachtete Phénotyp tatsichlich auf Stérungen des
axonalen Transports zuriickzufiihren ist, kann anhand dieses Experimentes nicht
geklirt werden. Jedoch ist bekannt, dass neben der posterioren Paralyse Organellen-

und Vesikelansammlungen in den Axonen der Motoneuronen ein weiteres typisches

Kennzeichen eines beeintriachtigten axonalen Transports in Drosophila sind.

6.4 P150°“*“-Akkumulation in axonalen Organellen- und

Vesikelstaus

1996 stellten Hurd et al. fest, dass Mutationen in der schweren Kette des
Motorproteins Kinesin zu axonalen Verdickungen in larvalen Segmentalnerven

fithren, die mit Organellen und Vesikelproteinen gefiillt sind. Dariiber hinaus konnte
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gezeigt werden, dass das Motorprotein selbst in den Segmentalnerven akkumuliert.
Drei Jahre spiter wurden auch in Dyneinmutanten diese Organellenstaus in den
Motoneuronen nachgewiesen (Martin et al. 1999). Im Rahmen einer am Lehrstuhl
angefertigten Diplomarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression
des humanen wildtypischen Proteins sowie der Mutation D63Y zu

Vesikelansammlungen in den larvalen Segmentalnerven fithren (Rauenbusch 2010).

Mit Hilfe von histologischen Analysen wurde nun iiberpriift, ob auch die
Uberexpression der verschiedenen DCTNI-Konstrukte diese typischen Merkmale

eines gestorten axonalen Transports zeigt.

6.4.1 Mitochondrien akkumulieren in Segmentalnerven nach

. 1 o
motoneuronspezifischer p150“"**-Expression

Mitochondrien werden im Axon sowohl {iber den schnellen anterograden Transport
zur Synapse transportiert als auch iiber den schnellen retrograden Transport zuriick
zum Zellkorper (Tsukita & Ishikawa 1980; Hirokawa ef al. 1991; Quatacker et al.
1995). Aus diesem Grund eignet sich die Analyse der Verteilung der Mitochondrien
in Axonen sehr gut, um einen ersten Hinweis darauf zu gewinnen, ob generell

Storungen des axonalen Transports vorliegen.

Die Markierung der Mitochondrien erfolgte wiederum iiber transgene UAS-
mitoGFP-Fliegen (siehe auch S.82, Kapitel III, 6.2.1). DCTNI und mitoGFP wurden
gleichzeitig mit D42-Gal4 unter Verwendung einer Rekombinationslinie (siche
Kapitel II; 2.4.3.3) spezifisch in Motoneuronen exprimiert. Untersucht wurden die
Axonbiindel ménnlicher Larven (L3) mittels konfokaler Mikroskopie. In Abbildung
33 sind die direkt im Anschluss an das Ventralganglion liegenden Bereiche der

Segmentalnerven, die die Abdominalsegmente 1 und 2 durchspannen, dargestellt.

Deutlich zu sehen ist eine  Vielzahl von  zufillig  verteilten
Mitochondrienansammlungen in den Nerven nach Uberexpression des humanen
wildtypischen Proteins (hWT/4). Im Gegensatz dazu sind beim Drosophila Homolog
(dmWT/8) nur sehr wenige dieser Mitochondrienstaus zu beobachten. Die mutante
Form G59S fiihrt ebenfalls nur zu sehr wenigen Mitochondrienakkumulationen in

den Axonen. Im Falle der Mutation E34Q sind keine abnormen Verdnderungen im
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Vergleich zur Kontrolle feststellbar. Alle anderen DCTNI-Versionen zeigen den
gleichen Phénotyp wie die Uberexpressionen des humanen wildtypischen p1509™.
In Abbildung 33 ist exemplarisch die Mitochondrienverteilung nach Uberexpression

der DCTNI-Form R148W dargestellt.

Die Resultate beziiglich der Mitochondrienverteilung korellieren mit den
Ergebnissen des Verhaltenstests. Larven mit normalem Kriechverhalten zeigen eine
unveranderte Mitochondrienverteilung in den Segmentalnerven. In Tieren, die eine
posteriore Paralyse entwickeln, wurden Mitochondrienansammlungen in den Axonen

nachgewiesen.

In den von Kinesinmutationen ausgelosten axonalen Staus wurden nicht nur
Organellen und Vesikel nachgewiesen, sondern auch das Motorprotein Kinesin selbst
(Hurd & Saxton 1996). Damit konnte gezeigt werden, dass ein direkter
Zusammenhang zwischen den axonalen Schwellungen und dem mutiertem
Motorprotein besteht. Dies fiithrt zu der Frage, ob auch die Mitochondrienstaus in den
Segmentalnerven DCTNI  exprimierender Larven pl1509™*)-Ansammlungen

aufweisen.
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R148W/2

Abbildung 33: Mitochondrienstaus in Segmentalnerven DCTNI exprimierender Larven. Die
Uberexpression von Drosophila Glued als auch der humanen mutanten Versionen G59S und E34Q
zeigen eine nahezu wildtypische Mitochondrienverteilung in den larvalen Nerven. Larven, die das
humane wildtypische Konstrukt oder die humane DCTNI-Version R148W exprimieren, entwickeln
zufillig verteilte Organellenansammlungen in den Axonen (Pfeile). Genotyp: w''’®: D42-Gal4; UAS-
mitoGFP; UAS-DCTNI bzw. UAS-glued. Balken: 20 pm, anterior: rechts.

92



Ergebnisse

6.42 P150°"™!  akkumuliert in larvalen Axonen nach

motoneuronspezifischer Expression

Fiir die Untersuchung der p150°"™-Verteilung wurde DCTNI wiederum iiber D42-
Gal4 spezifisch in Motoneuronen exprimiert. Es wurden larvale Segmentalnerven
pripariert und mit p150- sowie mit Futsch-Antikérpern geférbt. In Abbildung 34 ist
die p1505"™““-Verteilung innerhalb zufillig ausgewihlter, reprisentativer Abschnitte
der Segmentalnerven dargestellt. Wie bereits in 5.2.1 (S.73) beschrieben, ist das
Protein in filamentdren Strukturen entlang der Mikrotubuli angeordnet. Lediglich im
Falle der Mutationen G59S und E34Q ist das iiberexprimierte mutante Protein
weniger stark mit den Mikrotubuli assoziiert. Allerdings konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass die Uberexpression des humanen wildtypischen Proteins
und fast aller anderen plSOGlued-Varianten zu grof3en, zufillig verteilten plSOGlued-
Akkumulationen in den Segmentalnerven fiihrt. Die Mutationen G59S und E34Q
zeigen dhnlich zu den Untersuchungen der Mitochondrienverteilung nur sehr wenige
oder keine dieser groen Dynaktinansammlung. Des Weiteren ist festzustellen, dass
die Axonbiindel an manchen Stellen mit p150“™% Ansammlungen verdickt sind.

Exemplarisch zu sehen in der Darstellung der Mutation R148W (Abbildung 34).

Unbewiesen bleibt jedoch, ob Organellenstaus und p1509"*-Akkumulationen

unabhingig voneinander sind oder im direkten Zusammenhang stehen.
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anti-Futsch merge

G59S/1

D63Y/10

R148W/2

R149Q/3

Y878C/6

R1049Q/5

T12491/13

Abbildung 34: Wildtypisches und mutantes p150°“** akkumuliert in Segmentalnerven. Die
motoneuronspezifische Uberexpression des wildtypischen Proteins und der meisten mutanten Formen
fiihrt zu p1509"**-Akkumulationen (Pfeile). Die Mutationen G59S und E34Q zeigen hingegen keine
dieser groBen p150°"*_-Anhzufungen. G59S fiihrt nur zu kleineren p150“"**-Aggregaten (Pfeilspitze).
Genotyp: w''"®; D42-Gal4; UAS-DCTNI. Balken: 10 pm.
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6.4.3 Die p150°"-, Vesikel- und Organellenanhiufungen in

larvalen Segmentalnerven sind koinzident

Um zu iberpriifen, ob die beobachteten pl1509“*‘-Akkumulationen und die
Mitochondrienstaus in den Nerven zusammentreffen, wurden méannliche mitoGFP

exprimierende Larven auf p150"

gefarbt. Aulerdem wurde gleichzeitig {iber eine
Markierung des Vesikelproteins CSP mit anti-CSP untersucht, ob anterograd

transportiertes Frachtgut ebenso in den axonalen Staus nachgewiesen werden kann.

Die Mitochondrienansammlungen, die bei Uberexpression der entsprechenden
DCTNI-Versionen nachgewiesen werden konnten, treffen in allen Fillen mit
p1505"% und CSP-Akkumulationen zusammen. Dies ist in Abbildung 35
exemplarisch fiir das humane wildtypische Protein sowie die Mutationen D63Y und
R148W gezeigt. Aullerdem ist zum Vergleich die Mitochondrien-, CSP- und
plSOGlued-Verteilung in G598 und E34Q exprimierenden Larven dargestellt.

Die bei der Uberexpression von DCTNI auftretenden axonalen Staus enthalten
demnach nicht nur Organellen sondern auch das Transportprotein Dynaktin bzw.
seine Untereinheit p150°"™® und anterograd transportierte Vesikelproteine. Dies
bedeutet, dass sowohl der schnelle anterograde als auch der schnelle retrograde
Transport beeintrichtigt sind. Es ist erstaunlich, dass gerade die Uberexpression des
humanen wildtypischen Proteins den axonalen retrograden und anterograden
Transport so massiv stort, wohingegen die nach Uberexpression der mutanten Form
G59S beobachteten Phianotypen generell nicht so stark ausfallen wie bei den anderen

humanen DCTN]-Konstrukten.

Die Zusammenfassung der hier beschriebenen Phédnotypen eines gestorten axonalen
Transports macht auBlerdem deutlich, dass die Mutation E34Q eine herausragende
Stellung innerhalb der untersuchten Mutationen innehat. Als einzige zeigt sie in allen
untersuchten Parametern kaum Beeintrichtigungen des axonalen Transports (Tabelle
17, S.97). Da die verwendete Linie dhnlich stark exprimiert wie alle anderen
getesteten Linien (siche Kapitel III, 1.2.2), scheint diese Mutation so wie G59S nur

milde Stérungen des axonalen Transports zu verursachen.
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UAS- o
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Phénotyp

CSP'.Akkumulatlon - | ++ Sl e B e I I B
1m Kortex

Mitochondrien- - | ++ el e B e I I e I B
Transport

distale Paralyse - | ++ ++ | ++ - | A | | |

Mitochondrienstaus | — | ++ S I e BT T e B e e e I S

e I I e B I I o

P150°"_Staus NG | ++

Tabelle 17: Zusammenfassung der Untersuchungen zum axonalen Transport in den
Segmentalnerven. Die motoneuronspezifische Uberexpression (D42-Gal4) der humanen DCTNI-
Konstrukte resultiert in einer starken Beeintrachtigung des axonalen Transports. Dies manifestiert sich
in einer distalen Paralyse sowie Storungen des Organellen- und Vesikeltransports einhergehend mit
p150°"Ansammlungen in den Segmentalnerven. Zu beachten ist, dass die beiden in der
Mikrotubulibindedoméne des Proteins liegenden Mutationen E34Q wund G59S kaum
Beeintrachtigungen des axonalen Transports zeigen. Klassifizierung der Phanotypen: wildtypisch (-),
milder Phinotyp (+), starker Phénotyp (++). NG: nicht getestet. Genotypen: w''’®; D42-Gal4; UAS-
DCTNI bzw. w''"*; D42-Gal4; UAS-DCTN1; UAS-mitoGFP.
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Diskussion

Diskussion

Seit einigen Jahren steigt aufgrund der stidndig zunehmenden Lebenserwartung die
Zahl der Patienten, die an neurodegenerativen Syndromen leiden, stetig an. Bis heute
stehen jedoch nur in den wenigsten Féllen effektive Behandlungsmethoden zur
Verfligung. Hiufig ist es noch nicht einmal gelungen die pathogenen Ursachen der
Erkrankungen aufzukldren. Wenn auch der Grofiteil aller Fille sporadisch auftritt, so
konnten dennoch genetische Defekte mit neurodegenerativen Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht werden. Aufgrund des hédufig sehr komplizierten
Vererbungsmusters dieser Krankheiten und nur unzureichend zur Verfligung
stehenden familidren Stammbdumen sind genetische Studien oft nur sehr limitiert
moglich. In den letzten zwei Jahrzehnten ist es aber wiederholt gelungen, potentielle
Risikogene im Modellsystem Drosophila melanogaster zu untersuchen. So wurden
unter anderem Drosophila-Modelle fiir die Parkinsonsche Erkrankung, Morbus
Alzheimer und fiir Motoneuronerkrankungen wie Amyotrophe Lateralsklerose

etabliert (Lu & Vogel 2009; Hirth 2010).

1 Ein Drosophila-Modell fiur ALS assoziierte

Motoneuronerkrankungen

Ein genetischer Risikofaktor fiir ALS, sind Mutationen im Gen DCTNI, das fiir die
Untereinheit p150Glued des Multiproteinkomplexes Dynaktin kodiert. In dieser Arbeit
wurde ein Drosophila melanogaster-Modell fir ALS etabliert, das auf
Uberexpressionsanalysen des Gens DCTNI mit Hilfe transgener Drosophila-Stimme
basiert. Des Weiteren wurden anhand dieses Drosophila-Modells neu identifizierte
Mutationen im Gen DCTNI auf ihre pathogenen Eigenschaften {iberpriift und

charakterisiert.

1.1 Uberexpression von humanem DCTN1 in Drosophila

Fiir alle DCTNI-Varianten wurden zunédchst stabile transgene Linien etabliert und
mittels quantitativer real-time-PCR und Western-Blot-Analysen validiert. Ebenso

wurden stabile UAS-glued-Linien etabliert. Eine Bestimmung der Expressionsstarke
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konnte aber fiir diese Linien leider nicht vorgenommen werden, da kein
entsprechender Antikdrper zur Verfiigung stand. Hierfiir miissten die UAS-glued-
Konstrukte ebenfalls mit einem Flag-Tag versehen werden. Dies wiirde eine
vergleichende Bestimmung der Expressionsstirke der humanen und der Drosophila-

Konstrukte ermdglichen.

Interessanterweise zeigen die Linien der Mutation G59S, in denen mittels Western-
Blot-Analysen eine dhnliche Menge von plSOGlue‘jl wie in der Referenzlinie des
humanen wildtypischen Konstrukts nachgewiesen werden konnte, eine stark erhohte
mRNA-Expression im Vergleich zur hWT-Referenzlinie. Dieser Effekt wurde auch
schon in vorhergehenden Arbeiten sowohl im Mausmodell als auch in Drosophila
beschrieben (Lai et al. 2007; Lloyd ef al. 2012). Das mutante Protein plSOGlued-G59S
scheint demnach instabiler zu sein und in der Zelle schneller abgebaut zu werden als
die wildtypische Form. Kristallstrukturanalysen zeigten (Li et al. 2002), dass die
Aminosdure Glyzin an Position 59 wichtig ist fiir die Bildung der drei 8-
Faltblattstrukturen im Zentrum der Cap-Gly-Domine (Abbildung 36, S. 101). Es
wird angenommen, dass der Austausch der Aminosdure Glyzin an Position 59 gegen
das grofere Serin in einer sterischen Behinderung im Zuge der Proteinfaltung
resultiert und infolgedessen das falsch gefaltete Protein instabiler ist (Levy et al.

2006; Lai et al. 2007).

Zusiatzlich zeigt die Analyse der DCTNI-Expression der Linien auch fiir die
Mutationen R148W, MS57IT und D63Y ein dhnliches Phdanomen. Die jeweiligen
p1509"*“_Varianten erscheinen ebenfalls weniger stabil als das wildtypische Protein.
Im Gegensatz dazu ist bei der Mutation Y878C genau das Gegenteil zu beobachten.
Die Linien haben vergleichsweise eine geringere mRNA-Expression als der
Proteinspiegel erwarten ldsst. Mdoglicherweise fiihrt der Aminosdureaustausch an
Position 878 zu einer hoheren Stabilitit des Proteins. Um diese Ergebnisse zu
bestdtigen, sollte jedoch in weiteren Experimenten die Stabilitit bzw.
Degradationsrate der verschiedenen plSOGlued-Formen z.B. iiber Western-Blot-

Analysen eingehender untersucht werden.
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Abbildung 36: Schematische Darstellung der vorhergesagten Proteinstruktur der Cap-Gly-
Domiine von humanem p150%"™, Gezeigt ist die rdumliche Struktur des N-Terminus von p150%"*
aus unterschiedlichen Blickwinkeln. Die Aminosédure Glyzin (G) an Position 59 (rot) liegt im Zentrum
der Domine. Die Aminosduren Glutaminsdure (E) an Position 34 (orange) und Asparaginséure (D) an
Position 63 (griin) sowie das GKNDG-Motiv (gelb) befinden sich an der Oberfliche der globuldren
Doméne. Im bzw. in der Ndhe des GKNDG-Motivs sind die Perry-Syndrom verursachenden
Mutationen lokalisiert. Die Abbildung wurde mit dem Programm Jmol erstellt, auf Basis der von
Honnappa et al. (2006) veroffentlichten 2HKQ.pdb-Datei.

Dennoch konnten fiir alle Konstrukte Linien identifiziert werden, die auf
Proteinebene eine dhnliche Expressionsstirke haben. Dies ist wichtig, da in den
durchgefiihrten Experimenten die Uberexpression der verschiedenen DCTNI-
Sequenzvarianten im Vergleich zur Uberexpression der wildtypischen Konstrukte
analysiert wurde. Es war bereits bekannt, dass die Uberexpression der DCTNI-
Konstrukte je nach Expressionsstirke zu unterschiedlich starken Phanotypen fiihren
kann. Deshalb wurden in allen Analysen Linien mit dhnlicher p1509"*‘-Menge

untersucht. Es ist also auszuschlieflen, dass die beobachteten unterschiedlichen
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Effekte der verschiedenen Konstrukte z.B. in der Entwicklung, allein auf

abweichende Expressionsstirken der Linien zuriickzufiihren sind.

1.2 Die Uberexpression funktioneller DCTN7-Konstrukte
fuhrt zu schweren Entwicklungsstorungen in

Drosophila

Dominant-negative Allele von Glued verursachen in Drosophila schwere
Entwicklungsstérungen, so fithrt die verkiirzte Form Gl' homozygot zu frither
Letalitit der Fliegen und heterozygot zur Missbildung der Rhabdomerstruktur des
Auges (Plough & Ives 1934; Fan & Ready 1997). Interessanterweise resultiert auch
die Uberexpression der wildtypischen pl50°"*“-Formen in Stérungen der
Entwicklung. Wie auch schon in anderen Arbeiten beschrieben (Stribl 2008;
Rauenbusch 2010; Lloyd et al. 2012), sind sowohl das wildtypische humane als auch
das wildtypische Drosophila Protein ubiquitdr exprimiert letal. AuBerdem verursacht
vor allem die ektopische Expression des humanen wildtypischen DCTNI massive
Storungen der Retinaentwicklung. Diese Stoérungen sind ebenfalls, wenn auch
weniger prominent, nach Expression des Drosophila Proteins zu beobachten. Lloyd
et al. (2012) konnten sowohl mit einer schwachen Expression des Drosophila Glued
als auch des humanen p150°"™ die von Gl' verursachten Phinotypen retten. Dies

04 auch in Drosophila in den Proteinkomplex

lasst vermuten, dass das humane p15
eingebaut wird und voll funktionsfdhig ist. Wieso fithrt aber gerade die
Uberexpression der funktionellen Proteine zu solch schweren
Entwicklungsstorungen? Das dominant-negative Allel GI' und die DCTNI-
Uberexpression zeigen dhnliche Entwicklungsstorungen. Es ist bereits bekannt, dass
Gl' die Integritit des Multiproteinkomplexes Dynaktin stort (Fan & Ready 1997).
Mbglicherweise beeintriichtigt auch die Uberexpression der wildtypischen bzw.
funktionellen p150°"*“-Formen die Bildung und Stabilitit des Dynaktinkomplexes.
Ein dhnlicher Effekt wurde schon fiir die Uberexpression der Dynaktin-Untereinheit
p50 beschrieben. Die p50-Uberexpression stort die Bindung von p1509"¢ an die
Untereinheit Arpl und beeintriachtigt dadurch die Integritdt und somit Funktionalitat
des Dynaktinkomplexes (Echeverri et al. 1996; Burkhardt et al. 1997). AuBBerdem ist

die Stabilitit des kompletten Komplexes streng als eine Einheit reguliert. So fiihrt
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zum Beispiel eine reduzierte Expression der Untereinheit p50 zu einer Hemmung der

Expression des gesamten Komplexes (Jacquot et al. 2010).

Dariiber hinaus ist bekannt, dass die in GI'-Mutanten beobachteten Stérungen stark
dosisabhingig sind. So zeigen Fliegen die GI' spezifisch im Auge iiberexprimieren
einen noch stirkeren Augenphinotyp als die heterozygote Mutante (Allen et al.
1999). Ein dosisabhingiger Effekt konnte auch in dieser Arbeit beobachtet werden.
Die Entwicklungsstorungen sind umso stdrker ausgeprigt, je hoher die DCTNI-
Expression der Linien ist. Das heifit, das funktionelle Protein ist vor allem in zu
hohen Dosen toxisch fiir den Proteinkomplex Dynaktin. Dies konnte auch den
geringeren Effekt der Uberexpression des wildtypischen Drosophila glued im Auge
erklaren. Da die Expressionsstirke der UAS-glued-Linien nicht bestimmt werden
konnte, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die untersuchten Linien schwicher

exprimieren als die Linien des humanen wildtypischen Konstrukts.

Im Gegensatz zu den wildtypischen DCTNI-Konstrukten zeigt die Expression von
G59S kaum Beeintrdchtigungen in der Entwicklung. Transgene Fliegen mit
ubiquitdrer DCTNI-G59S-Expression sind lebensfidhig. Die augenspezifische
Expression zeigt nur einen sehr milden Phénotyp. Dies ist umso erstaunlicher, da

0°™*d_Formen schwere

eine gleich starke Expression der wildtypischen pl5
Storungen in der Entwicklung hervorruft. Dieses Phanomen wurde auch in der Arbeit
von Lloyd et al. (2012) beschrieben. Die spezifische Uberexpression des
wildtypischen humanen als auch des Drosophila Proteins in Neuronen mit elav-Gal4
fiihrt zu dhnlichen Augenphénotypen, wie die augenspezifische DCTNI-Expression
in dieser Arbeit. Es wurden aber nur milde Stérungen der Entwicklung nach einer
neuronalen Expression der humanen DCTNI-Mutante G59S beobachtet. Zudem zeigt

die Expression der zu G59S korrespondierenden mutanten Drosophila Version

glued-G38S ebenfalls nur geringe Entwicklungsstérungen.

Fiir die mutante p150"***-Version G59S konnte bereits gezeigt werden, dass diese,
im Gegensatz zum wildtypischen Protein, die Bildung und den Erhalt des
Dynaktinkomplexes selbst nicht beeintrichtigt (Levy ef al. 2006). Dennoch ist es
iiberraschend, dass die Uberexpression der mutanten DCTNI-Form G59S keinen
entwicklungsbiologischen  Effekt zeigt. SchlieBlich filhrt die in der

Mikrotubulibindedoméne liegende Mutation unter anderem zu einer reduzierten
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Bindung von p150%** an die Mikrotubuli. Kim ez al. (2007) wiesen auferdem nach,
dass gerade diese Domine in der Mitose von entscheidender Bedeutung bei der
Organisation des Spindelapparates und der Mikrotubuli ist. Die Deletion des N-
Terminus von pl150°™ fiihrte zudem in S2-Zellen nicht nur zum Verlust der
Mikrotubulibindeféhigkeit, sondern auch zur Bildung multipolarer Spindelapparate
und freier Mikrotubuliorganisationzentren. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass zwar ein funktionaler Dynaktinkomplex fiir die Entwicklung absolut
notwendig ist, aber die Cap-Gly-Domidne bzw. die von G59S ausgelosten
Beeintriachtigungen der Funktionalitdt dieser Doméne nur eine untergeordnete Rolle
spielen. Moglicherweise fithrt G59S nur zu einem partiellen Funktionsverlust der
Cap-Gly-Doméne und verursacht deshalb nur geringe Storungen wéhrend der
Entwicklung. Andererseits wurde schon mehrfach gezeigt, dass G59S aggregiert
(Puls et al. 2005; Levy et al. 2006; Laird ef al. 2008; Lloyd et al. 2012; Stockmann et
al. 2012). Es ist vorstellbar, dass transgenes p1509"*-G59S zu einem GroBteil in
Aggregate rekrutiert wird und nur zu einem geringen Anteil in den Komplex
eingebaut wird. Dies konnte ebenfalls erkliren, warum die Uberexpression der loss-
of-function-Mutation G59S kaum zu Entwicklungsdefekten fiihrt. Ein G59S knock-in
Mausmodell zeigte auBerdem, dass homozygote G59S Maéuse nicht lebensféhig sind,
wihrend die heterozygoten Tiere sich normal entwickeln (Lai et al. 2007). Auch dies
ist ein Hinweis darauf, dass die Entwicklungsphénotypen abhidngig sind von dem in
der Zelle vorliegendem Mengenverhiltnis des wildtypischen Proteins/Komplexes

zum mutanten Protein/Komplex.

Die Uberexpressionen fast aller untersuchten Mutationen verursachen gleiche bzw.
dhnliche Phinotypen wie die Uberexpression der wildtypischen Konstrukte
(Abbildung 37, S.121). Vermutlich fiihrt die Uberexpression dieser DCTNI-
Varianten ebenfalls zu einer Beeintrichtigung des Dynaktinkomplexes. Im
Gegensatz dazu verhdlt sich die DCTNI-Variante E34Q echer wie die
,Goldstandard*“-Mutation G59S. Die Tiere sind nach ubiquitdrer Expression zumeist
lebensfdhig und zeigen nur milde Stérungen der Augenentwicklung. Dies ist vor
allem dahingehend besonders beachtenswert, da die Mutation E34Q in derselben
Doméne des Proteins liegt wie G59S (Abbildung 37, S.121). Wie bereits erwihnt,
zeigen heterozygote G59S knock-in Miuse keinerlei Storungen der Entwicklung.

Interessanterweise entwickeln diese Tiere aber einen MND-dhnlichen Phénotyp.
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Dieser manifestiert sich unter anderem im Verlust von Motoneuronen und in

motorischen Defiziten (Lai et al. 2007).

1.3 DCTN1-Mutationen beeintrachtigten die motorischen

Fahigkeiten von Drosophila

Auch in anderen Mausmodellen entwickeln transgene Miuse nach Uberexpression
von DCTNI-G59S motorische Stérungen. Miuse, die p150“™%-G59S auf einem
vergleichsweise hohen Level exprimieren, zeigen spontane Tremoranfille, einen
altersabhidngigen Riickgang der Greifkraft sowie Muskelschwéche (Laird et al.

2008). In einem Mausmodell, in dem nur eine sehr schwache p1509™

Expression
nachgewiesen wurde, entwickeln die G59S-Tiere ebenfalls motorische Defizite. Es
wurde aber nur ein sehr milder und langsam fortschreitender Riickgang der

Greifkraft und Muskelschwéche beobachtet (Chevalier-Larsen et al. 2008).

In Drosophila konnte nachgewiesen werden, dass die zu G59S korrespondierende
Drosophila-Mutation G38S ebenfalls zu einem progressiven Verlust der motorischen
Fihigkeiten fithrt (Lloyd er al. 2012). Auch die p150“™9-G59S Uberexpression
resultiert in einem stérkeren altersabhéngigen Riickgang der Klettergeschwindigkeit
im Vergleich zur Expression des wildtypischen Proteins (Stribl 2008; Schilling
2011). Ebenso fiihrt die Expression der mutanten Formen E34Q, D63Y und 1196V
zu einem altersabhédngigen Verlust der motorischen Fahigkeiten. Dies ldsst vermuten,
dass es sich bei diesen Mutationen mdglicherweise um potentielle Risikofaktoren fiir
Motoneuronerkrankungen handeln konnte. Vor allem in Anbetracht dessen, dass
zwei der DCTNI-Varianten (E34Q, D63Y) in derselben Region des Proteins
lokalisiert sind wie G59S (Abbildung 36, S.101 und Abbildung 37, S.121).

Uberraschend erscheint, dass in der Untersuchung der Lokomotor-Aktivitit kein
altersabhingiger Riickgang der motorischen Fahigkeiten in DCTNI exprimierenden
Tieren beobachtet werden konnte. Im Gegenteil, die Fliegen zeigten tendenziell
einen Anstieg in ihrer Lokomotor-Aktivitét im Alter, jedoch ist nur in den Kontrollen
ein signifikanter Aktivitdtsanstieg feststellbar. Verschiedene Studien beschreiben
einen Riickgang der motorischen Féhigkeiten im Alter bei induzierter Lokomotor-

Aktivitdt wie zum Beispiel der Negativen-Geotaxis (Le Bourg 1987; Fernandez ef al.
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1999; Martin et al. 1999; Gargano et al. 2005). Im Gegensatz dazu wurde in nicht
induzierten Aktivititstest wie z.B. der Messung der walking activity ein Anstieg der
Aktivitdt im Alter nachgewiesen (Fernandez et al. 1999; White et al. 2010). Dieses
Phinomen wurde auch in Vertebraten beobachtet (Wax & Goodrick 1978; Martin et
al. 1986). Dies zeigt, dass die induzierte Motorik von anderen neuronalen
Netzwerken reguliert wird als das freie Laufen. Da in meinen Tests in den Kontrollen
eine bedeutend stidrkere Aktivitdtszunahme im Alter zu verzeichnen ist als in den
DCTNI-Uberexpressionen, wird vermutlich durch die DCTNI-Uberexpression in
den Motoneuronen die Motorik im Alter generell beeintrichtigt. Erstaunlicherweise
waren aber grofle Unterschiede bei der Lokomotor-Aktivitit in jungen Tieren zu
beobachten. Wihrend die Uberexpression des humanen wildtypischen Proteins
keinen Einfluss auf das Aktivititsprofil der Fliegen hatte, fiihrte die Uberexpression
der mutanten Formen R148W, 1196V und R1049Q zu einer stark reduzierten
Aktivitat. G59S-Tiere sind hingegen im Vergleich zu hWT exprimierenden Tieren
tendenziell hyperaktiv. Die DCTNI-Variante D63Y zeigte keinen Einfluss auf das
Lokomotorverhalten der Fliegen. Diese Unterschiede konnten jedoch nicht bei
jungen Tieren im Negativen—Geotaxis—Test beobachtet werden. Dies weist wiederum
auf eine Regulierung der verschiedenen Lokomotor-Verhaltensweisen {iiber
unterschiedliche neuronale Schaltkreise hin. Da jedoch die zu Grunde liegenden
zelluldaren Mechanismen nicht bekannt sind, ist eine Interpretation der Daten
schwierig. Dennoch sollten die Mutationen, die zu einem stark verdnderten
lokomotorischen Verhalten flihren, in weiteren Tests wie zum Beispiel der Messung
der so genannten walking activity genauer untersucht werden. Vorversuche haben
bereits gezeigt, dass die Uberexpression von G59S auch hier einen Anstieg der
Laufaktivitit verursacht (Daten nicht gezeigt). Insbesondere ist es wichtig, auch die
anderen DCTNI-Varianten vor allem die Mutation E34Q zu iiberpriifen. Dies wiirde
es ermdglichen den Einfluss der DCTNI-Varianten auf das Bewegungsverhalten

insgesamt besser einordnen zu kdnnen.

Der fortschreitende Verlust der motorischen Fihigkeiten der Patienten geht mit dem
Absterben von Motoneuronen in der Medulla und im Vorderhorn einher.
Insbesondere wurde ein schwerer Verlust der Axone diagnostiziert (Puls et al. 2005).

Da es sich bei dem Verlust der Motoneurone um ein wesentliches Kennzeichen der
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Erkrankung handelt, wurden auch alle etablierten dHMN7B-Tiermodelle auf

Neurodegeneration iiberpriift.

1.4 Die Uberexpression von DCTN1 verursacht eine

schwache Neurodegeneration

Zellkulturstudien und Untersuchungen anhand von Tiermodellen fiihrten zu sehr
widerspriichlichen Ergebnissen beziiglich der moglichen degenerativen Effekte der
mutanten p150“™“-Form G59S. Wihrend Levy et al. (2006) in mit DCTNI-G59S
transfizierten murinen Motoneuronen (MNI1-Zellen) eine erhohte Zelltodrate
feststellten, konnten in einer anderen Studie keinerlei Anzeichen einer vermehrten
Apoptose in transfizierten primdren Motoneuronen nachgewiesen werden

(Stockmann et al. 2012).

In dieser Arbeit resultierte die Expression des humanen plSOGlue‘jl (wildtypisch und
plSOGlued-G59S) in den dopaminergen Neuronen der Fruchtfliegen in einem
schwachen altersabhéngigen Verlust der Zellen. Dabei konnte aber kein verstérkter
Zellverlust in G59S exprimierenden Tieren nachgewiesen werden. In allen bisher
durchgefiihrten Arbeiten wurde jedoch ausschlieBlich der erhohte Verlust von
Motoneuronen beschrieben (Chevalier-Larsen & Holzbaur 2006; Lai et al. 2007;
Laird et al. 2008). Auch in Zellkultur fiihrte die Expression von G59S zwar in
motoneuronalen Zellen zu erhdhtem Zelltod jedoch nicht in den nicht-neuronalen
COS7-Zellen (Levy et al. 2006). Dies legt nahe, dass vor allem Motoneurone anfallig
sind fiir den degenerativen Effekt von G59S. Aus diesem Grund wurde DCTNI
spezifisch in Motoneuronen exprimiert. Auch hier fiihrte die Uberexpression der
humanen Konstrukte zu einem Zellverlust. Es war wiederum keine erh6hte
Degeneration in G59S exprimierenden Zellen feststellbar. Weiterfiihrende
Untersuchungen zeigten jedoch, dass die Uberexpression des humanen wildtypischen
Konstrukts die Entwicklung der Neurone beeinflusst und zu einer verdnderten
Morphologie der Zellen und vor allem der Axone fiihrt (Schilling 2011). Dies macht
es zum einen schwierig die einzelnen Neurone eindeutig zu identifizieren, zum
anderen besteht die Gefahr, dass die Uberexpression des wildtypischen Konstrukts
die Zellen schon wihrend der Entwicklung schidigt. Ein solcher Effekt konnte

ebenfalls zu einem fritheren Absterben der Zellen fiihren und wiirde eine von G598
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verursachte Degeneration moglicherweise maskieren. Um einen
entwicklungsbiologischen Effekt ausschlieBen zu kénnen, wurde in einem weiteren
Ansatz die Expression iiber das temperatursensitive Tubulin®-Gal80-System erst in
den adulten Tieren angeschaltet. Dies fiihrt ebenfalls nur zu einem schwachen
degenerativen Effekt und zeigt keinen verstirkten Zellverlust in G59S

exprimierenden Tieren.

In den bekannten Mausmodellen resultiert die Mutation G59S vor allem in einem
Absterben der Axone und einer verdnderten Morphologie der Synapsen. So konnten
Chevalier—Larsen et al. (2008) in transgenen G59S-Maiusen keinen Verlust von
Motoneuronen nachweisen, jedoch zeigen die Tiere geschiddigte und fragmentierte
NMIJs (neuro muscular junctions). Auch im Fliegenmodell fiihrt die zu G59S
korrespondierende Mutation G38S zu Verdnderungen der Morphologie der NMlJs.
Die Anzahl der larvalen Boutons ist reduziert und der letzte Bouton hat ein erhdhtes
Volumen. Elektrophysiologische Tests zeigten ein reduziertes exitatorisches
Ubergangspotential (EJP), ein Hinweis auf eine reduzierte Transmitterausschiittung
(Lloyd et al. 2012). Bereits im Jahr 2002 konnte nachgewiesen werden, dass
Dynaktin wichtig ist fiir die Erhaltung der Stabilitit der Synapsen (Eaton ef al. 2002).
Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass es sich bei dem von G59S ausgeldsten
neuronalen Zellverlust um eine distale Axonopathie handeln konnte. Das heif3t, die
Degeneration beginnt an der Synapse und fiihrt im Alter zu einem fortschreitenden
Abbau der Zelle von der Peripherie in Richtung des Zellkorpers. Dies wére mit den
angewandten Untersuchungsmethoden nur schwer nachweisbar. Eine verstirkte

Axonopathie in transgenen G59S-Tieren kann also nicht ausgeschlossen werden.

Dariiber hinaus konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Uberexpression des
humanen wildtypischen Proteins schwere Storungen im axonalen Transport
verursacht. Es ist bereits bekannt, dass Probleme beim axonalen Transport im Verlust
von Motoneuronen resultieren kdnnen (LaMonte et al. 2002; Hafezparast et al. 2003;
Holzbaur 2009). Moglicherweise flihren die Beeintrachtigungen im Transport zu
einem altersabhéngigen neuronalen Zellverlust in hWT exprimierenden Fliegen. Der
beobachtete Zellverlust ist also mdglicherweise in den beiden Genotypen auf
unterschiedliche Ursachen zuriickzufiihren. Wenn man bedenkt, dass es sich bei

dHMN7B um eine langsam fortschreitende neurodegenerative Erkrankung handelt,
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ist auBerdem vorstellbar, dass die Fliegen nicht alt genug werden, um eine von G59S

ausgeloste Neurodegeneration nachweisen zu konnen.

Eines der typischen Kennzeichen neurodegenerativer Erkrankungen sind
Proteineinschliisse in den betreffenden Neuronen. Die Amyloid-Plaques bei Morbus
Alzheimer und die Lewy-Korperchen, ein pathophysiologisches Merkmal der
Parkinsonschen Krankheit, zdhlen dabei zu den bekanntesten Beispielen solcher
abnormalen Aggregate in den Zellen. Die Bildung dieser Aggregate wird als eine
mogliche Ursache fiir die Degeneration der Nervenzellen diskutiert. Auch im
Zusammenhang mit der von G59S verursachten Form der Distalen Hereditdren
Motoneuropathie wurden solche Proteininklusionen in den Motoneuronen

beschrieben (Puls et al. 2005).

1.5 DCTN1-Uberexpression fiihrt zur Aggregatbildungen

und verandert die zellulidre p150%"“**-Verteilung

1.5.1 P150°""-Aggregation in Drosophila

In Autopsiestudien wurde sowohl Dynein als auch Dynaktin in den
zytoplasmatischen Aggregaten des Patientengewebes nachgewiesen. Dariiber hinaus
konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass die gewebsspezifische Expression von
p1509*-G59S Aggregatbildung in Motoneuronen induziert (Laird et al. 2008). Es
wird angenommen, dass plSOGlued-G59S aufgrund der von der Mutation verursachten
Faltungsprobleme instabiler ist und anfélliger zu aggregieren (Levy et al. 2006; Lai
et al. 2007). Auch in unserem Drosophila-Modell fiihrt die Mutation G59S nach
gewebespezifischer Uberexpression zur Aggregatbildung. Dies scheint jedoch nicht
zellspezifisch zu sein, da plSOGlued-Aggregate nicht nur in Motoneuronen sondern
auch nach spezifischer Expression im Muskel nachgewiesen werden konnte. Lloyd et
al. (2012) konnten zeigen, dass die Aggregatbildung abhidngig vom Expressionslevel
ist, da nur in stark exprimierenden Linien p150°"*-Aggregate nachweisbar waren.
Auch in heterozygoten G59S knock-in Méusen konnten keine Aggregate identifiziert
werden (Lai et al. 2007). Da p1509***-G59S instabiler ist und schneller degradiert
wird, scheint erst eine hohe Konzentration des mutanten Proteins Aggregatbildungen

auszuldsen.
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Zellkulturstudien zeigten, dass auch die Mutationen D63Y und E34Q zu p150“"-
Aggregation fithren. Wohingegen allen anderen hier getesteten DCTNI-Varianten
weder in COS7-Zellen noch in primdren Motoneuronen Aggregate bildeten
(Stockmann et al. 2012). Auch in meinen Studien zeigten die DCTNI-Varianten
R148W, R149Q, M571T, Y878C, R1049Q und T1249I keine Aggregatbildung.
Beziiglich der Mutationen E34Q und D63Y konnten wir jedoch nur fiir die Mutation
D63Y vereinzelt Aggregate nachweisen. Allerdings zeigten die Zellkulturstudien
auch, dass die Aggregatbildung vor allem bei der Mutation E34Q zeitabhéngig ist,
48h nach der Transfektion wurde eine bedeutend stirkere Aggregatbildung
beobachtet als sechs Stunden nach der Transfektion. In dieser Arbeit wurden nur sehr
junge Fliegen (fiinf Tage alt) untersucht. Um eine moglicherweise erst spiter
auftretende p1509"*-Aggregatbildung feststellen zu kénnen, sollten zusitzlich altere
Fliegen untersucht werden. Wie bereits erwdhnt, scheint die Neigung zur
Aggregatbildung nicht nur von der Mutation, sondern auch von der Hoéhe der
Proteinmenge abhéngig zu sein. Vorstellbar ware demnach auch, dass bei diesen
Mutationen erst bei einer hoheren Expression zelluldre Einschliisse entstehen.
Untersuchungen von stirker exprimierenden Linien bzw. nach erhohter
Uberexpression dieser DCTNI-Varianten (Fliegen bei 29°C gealtert) zeigten jedoch
ebenfalls keine verstirkte Aggregation (Daten nicht gezeigt). Die Bildung der
Proteinakkumulationen in den Zellen scheint demnach bei diesen DCTNI-Varianten
unabhéngig von der Expressionsstirke zu sein, obgleich nicht ausgeschlossen werden
kann, dass bei einer noch stirkeren Expression Aggregate auftreten konnten.
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Tatsache, dass die Perry-Syndrom
auslosenden Mutationen ebenfalls nur eine geringe Proteinaggregation verursachen
(Lloyd et al. 2012). Dies ist insbesondere beachtenswert, da sie ebenfalls in der Cap-
Gly-Domine liegen so wie G59S, E34Q und D63Y. Die Perry-Syndrom auslosenden
Mutationen befinden sich jedoch in bzw. in der Ndihe des GKNDG-Motivs an der
Oberfliche der Domine, wihrend G59S im Inneren lokalisiert ist (Abbildung 36,
S.101). Es wird vermutet, dass aus diesem Grund die Beeintrdchtigung der
Proteinkonformation bei G59S grdfer ist als bei den Mutationen des Perry-Syndroms
(Honnappa et al. 2006). Betrachtet man die Lage der Mutationen E34Q und D63Y ist
festzustellen, dass auch diese Mutationen eher an der Oberfliche der Doméne liegen.

Moglicherweise zeigen diese Mutationen aus diesem Grund ebenfalls nur eine
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geringe Neigung zur Aggregatbildung. Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass die
Art der Aminosdureaustausche dieser Mutationen per se kaum einen Einfluss auf die
Konformation des Proteins hat und deshalb nur zu geringer Aggregatbildung fiihrt.
Die Expression der Mutation 1196V fiihrte in Zellkultur zu verdickten Filamenten. In
dieser Arbeit konnte keine verdnderte Morphologie der Filamente gezeigt werden.
Allerdings fiihrte zumindest die Uberexpression im Muskel vereinzelt zu kleinen

p1509"™*9-Ansammlungen.

1.5.2 G59S und E34Q beeintrachtigen die Assoziation von
p150¢"*® mit den Mikrotubuli

In histologischen Untersuchungen konnte dariiber hinaus nachgewiesen werden, dass
G598 nicht nur zur Aggregatbildung fiihrt, sondern auch die zelluldre Verteilung des
Proteins verdndert. In dieser Arbeit zeigte die muskelspezifische Expression eine
filamentdhnliche Anordnung des wildtypischen Proteins. Die Untersuchungen der
larvalen Segmentalnerven ergaben zudem eine starke Assoziation des humanen
wildtypischen Proteins mit den Mikrotubuli in den Axonen. P1509"**-G59S ist
hingegen diffus in den Axonen des Segmentalnervs verteilt, von den Mikrotubuli
dissoziiert und wird in Aggregate rekrutiert. Frithere in-vivo- und in-vitro-Studien
zeigten bereits, dass das in der Mikrotubulibindedoméne lokalisierte Cap-Gly-Motiv
wichtig ist fiir die Bindungsfahigkeit von Dynaktin an die Mikrotubuli (Riechemann
& Sorg 1993; Waterman-Storer ef al. 1995; Vaughan et al. 2002). Dariiber hinaus
konnte nachgewiesen werden, dass die in dieser Domine liegende dHMN7B
auslosende Mutation G59S zu einer verringerten Mikrotubulibindefdhigkeit fiihrt. Es
wird vermutet, dass die in der Mikrotubulibindedoméne lokalisierte Mutation die
Konformation des Proteins verdndert und somit auch die Mikrotubulibindung
beeintrachtigt (Levy et al. 2006). Auch in Zellkultur wurde beobachtet, dass das
wildtypische Protein in filamentéren Strukturen entlang des Mikrotubulinetzwerks
der Zelle angeordnet ist, wohingegen die verminderte Bindefihigkeit von p1509"-
G59S zur Dissoziation des Proteins von den Mikrotubuli und einer diffuseren
Verteilung des Proteins im Zellkoérper fithrt (Levy et al. 2006; Stockmann et al.
2012). Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass allein die Uberexpression
des humanen wildtypischen Proteins in Drosophila zu einer verdnderten zelluldren

Verteilung fiihrt. Deshalb widre es wichtig, auch die Verteilung des endogenen
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Homologs Glued zu untersuchen. Insbesondere wire dabei interessant, welche
Auswirkungen eine Uberexpression von Glued auf die zellulire Verteilung des

Proteins hat.

Von den hier untersuchten neuen potentiellen Mutationen sind nur E34Q und D63Y
so wie G59S in der Cap-Gly-Domine von pl150°™ lokalisiert (Abbildung 37,
S.121). Tatsdchlich konnte in Mikrotubuli-binding—assays eine reduzierte
Mikrotubuliaffinitét der plSOGlued-Form D63Y nachgewiesen werden. Zudem zeigten
histologische Untersuchungen eine geringere Assoziation von p150°"*-D63Y und
P150"*9_E34Q mit dem Mikrotubulinetzwerk der Zellen (Stockmann et al. 2012).
Wir konnten im Falle der Mutation E34Q zumindest in den Segementalnerven
ebenfalls eine verminderte Assoziation des Proteins mit den Filamenten beobachten.
Dies wiirde darauf hin deuten, dass die Mutation E34Q &hnlich wie G59S die
biochemischen FEigenschaften der Cap-Gly-Doméne beeinflusst und zu einer
geringeren Mikrotubuliaffinitit von pl1509™“ fiihrt. In unseren Untersuchungen
konnten wir jedoch keine Dissoziation des Proteins von den Mikrotubuli bei

Uberexpression der DCTNI-Variante D63Y nachweisen.

Stockmann et al. (2012) wiesen aulerdem ein amorphes Verteilungsmuster von
pISOGlued-R1049Q in feinen filamentdren Strukturen um den Zellkern nach. Die
p150°™-Firbung nach Expression im Muskel zeigt auch in Drosophila ein
verindertes Muster verglichen mit der Uberexpression des wildtypischen Proteins.
Die Uberexpression dieser DCTNI-Variante in Motoneuronen zeigte jedoch die
gleiche Verteilung des Proteins wie bei der Uberexpression des humanen
wildtypischen DCTNI. Es ist vollig unklar, warum der am C-Terminus in der Arpl-
Bindedoméne des Proteins liegende Aminosdureaustausch die zelluldre Verteilung
von Dynaktin beeintrachtigt. Moglicherweise handelt es sich hier um einen
indirekten Effekt. Vorstellbar wire zum Beispiel, dass die Mutation die Bindung an
das Arpl-Filament des Proteinkomplexes Dynaktin beeintrachtigt. Dies konnte
wiederum die Bildung oder den Erhalt des Komplexes storen und somit auch seine

zelluldre Verteilung verdndern.

Die Uberexpression der Mutationen R148W, R149Q, 1196V, M571T, Y878C und
T12491 fiihren weder in Drosophila noch in Zellkultur zu einer abnormen p1509¢-

Verteilung im Zytoplasma beziechungsweise Axoplasma der Zellen. Diese
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Sequenzvarianten liegen alle auBBerhalb der Mikrotubulibindedoméne. So ist es auch
nicht tberraschend, dass sie keine verdnderte, abnormale zelluldre plSOGlued-
Verteilung verursachen und die Mikrotubulibindefunktion des Proteins erhalten

bleibt.

Die unterschiedliche p150°"***-Verteilung nach Uberexpression der verschiedenen
DCTNI-Verteilung ist lber die Aggregatbildung hinausgehend auch deshalb
interessant, da dies mdglicherweise auch die Funktionalitdt des Dynaktinkomplexes

beim axonalen Transport beeintrachtigt.

1.6 DCTN1-Uberexpression beeintrachtigt den axonalen

Transport

Das wichtigste Motorprotein des retrograden Transports ist zytoplasmatisches
Dynein. Es ist bekannt, dass zytoplasmatisches Dynein auch ohne seinen
Interaktionspartner Dynaktin entlang der Mikrotubuli gleiten kann, dennoch benétigt
es fiir viele seiner Funktionen den Proteinkomplex Dynaktin. Es wird unter anderem
angenommen, dass Dynaktin wichtig ist fiir die Regulierung der Prozessivitit des
Motors Dynein (Gill ef al. 1991; Waterman-Storer et al. 1997; King & Schroer 2000;
Haghnia et al. 2007). Die genauen Mechanismen der Interaktion von Dynein und
Dynaktin sowie die Aufgaben des Multiproteinkomplexes und seiner einzelnen
Untereinheiten innerhalb der Dynein/Dynaktin-Interaktion sind aber noch nicht
vollstindig aufgeklart. Unbestritten ist jedoch die Bedeutung des Proteinkomplexes
(Glucd

fiir den koordinierten axonalen Transport. Die Funktion der Untereinheit p15

im axonalen Transport ist allerdings Gegenstand kontroverser Diskussionen.

So wie in den Untersuchungen der entwicklungsbiologischen Effekte, zeigen auch
alle Experimente zum axonalen Transport starke Defekte nach Uberexpression des
humanen wildtypischen Proteins. Eine motoneuronspezifische Expression von hWT
fiihrt zu abnormen Mitochondrien- und Vesikelansammlungen in den

09"_Verteilung und in

Segmentalnerven, sowie zu einer verdnderten plS
Konsequenz dessen zu einer distalen Paralyse. Die beobachteten Effekte kopieren
Phanotypen, die beispielsweise auch nach Schiadigung der Motorproteine beobachtet

wurden. So zeigen Kinesin- und Dyneinmutanten ebenfalls eine posteriore
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Muskelldhmung und axonale Verdickungen mit Organellenansammlungen (Hurd &
Saxton 1996; Martin et al. 1999). Dies weist darauf hin, dass die hier beobachteten
Effekte einer Uberexpression des wildtypischen Proteins tatsichlich auf
Beeintrachtigungen des axonalen Transports zurlickzufiihren sind. Interessanterweise
zeigen auch Larven in denen die Integritit des Dynaktinkomplexes gestort ist die
oben beschriebenen Phinotypen. So zu sehen zum Beispiel nach Uberexpression des
dominant-negativen GI' oder in Arpl-Mutanten (Martin et al. 1999; Haghnia et al.
2007). Diese Studien zeigten bereits, dass die Funktion des Dynaktinkomplexes
absolut notwendig ist fiir einen koordinierten retrograden als auch anterograden
Transport. Es ist anzunehmen, dass, wie bereits zuvor erwihnt, die Uberexpression
des humanen wildtypischen Proteins die Integritit des Dynaktinkomplexes
beeintrachtigt und folglich zu schweren Beeintrachtigungen des axonalen Transports
fiihrt. Zusétzlich zu den histologischen Untersuchungen erfolgte die Analyse des
axonalen Transports in DCTNI exprimierenden Tieren auch iiber in-vivo-Messungen
der axonalen Transportgeschwindigkeit der Mitochondrien in larvalen
Segmentalnerven. Vorversuche ergaben fiir die Messung der Kontrollen dhnliche
Werte, wie die bereits verdffentlichten Messungen von Pilling ef al. (2006). Es kann
also davon ausgegangen werden, dass es gelungen ist eine verldssliche Methode zur
in-vivo-Untersuchung des axonalen Transports zu entwickeln. Dabei konnte erneut
gezeigt werden, dass die Uberexpression des wildtypischen p150Glued den axonalen
Transport beeintrachtigt. Die Analysen zeigten, dass vor allem im retrograden
Transport die Uberexpression des wildtypischen Proteins zu einem tendenziell
verlangsamten Mitochondrientransport fiihrt. Zusétzlich konnte festgestellt werden,
dass in hWT-Larven weniger mobile Mitochondrien beobachtet werden konnen, also

scheinbar weniger Mitochondrien transportiert werden als in den Kontrollen.

Im Gegensatz zur Uberexpression des wildtypischen humanen p150“"* konnten in
den Untersuchungen der Uberexpression der mutanten DCTNI-Version G59S nur
sehr geringe Beeintrichtigung des axonalen Transports beobachtet werden. G59S-
Tiere zeigen nur sehr wenige Organellenstaus, nur milde Paralyse und keine
Verdnderung der retrograden und anterograden Transportgeschwindigkeit der
Mitochondrien. Lediglich die Anzahl der Transportereignisse war im Vergleich zur
Kontrolle reduziert. Auch wenn man voraussetzt, dass plSOGlued-G59S die Integritit

des Dynaktinkomplexes nicht beeintrichtigt (Levy et al. 2006), scheint es dennoch
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zunédchst erstaunlich, dass die Mutation G59S kaum Auswirkungen auf die
Funktionalitit des axonalen Transports hat. SchlieBlich hemmt die in der Cap-Gly-
Domaéne lokalisierte Mutation G59S die Mikrotubulibindung von plSOGlued und es
wurde lange Zeit davon ausgegangen, dass gerade diese Fahigkeit, an die
Mikrotubuli binden zu konnen, entscheidend ist fiir die Dyneinbewegung entlang der
Mikrotubuli. Allerdings hatte die Deletion des N-Terminus in S2-Zellen keinen
Einfluss auf den intrazelluliren  Transport. In  primdren  Maus-

Motoneuronzellkulturen konnte der durch p1509™

knock-down ausgeloste
Transportdefekt {iber die Expression einer mutierten Form von p1509"** mit Deletion
der Cap-Gly-Domine (p1509"<4CGY) oerettet werden. Die Expression von
p15061ued ACar-GlY yoryrsachte keine Beeintrichtigung des axonalen Transports selbst,
jedoch war die Initiation des Transports gehemmt. Ahnliches beschreibt auch Lloyd
et al. (2012) in Drosophila melanogaster. Die in der Cap-Gly-Doméne liegende
Mutation G38S fiihrt zwar zu einem partiellen Funktionsverlust des Proteins und zu
einer Hemmung der Transportinitiation, zeigt aber keinen Einfluss auf den axonalen
Transport  selbst.  Auch  meine  Ergebnisse  bestitigen, dass  die
Mikrotubulibindefdhigkeit der Cap-Gly-Doméne nicht der ausschlaggebende Faktor
im axonalen Transport zu sein scheint. Obgleich zumindest milde Storungen
nachgewiesen wurden. Die reduzierte Anzahl der Transportereignisse im retrograden
Transport kénnte auf eine gehemmte Initiation des Transports bei Uberexpression

von G59S zuriickzufiihren sein. Dies sollte zum Beispiel iiber histologische

Untersuchungen der NMJs in weiterfiihrenden Experimenten {iberpriift werden.

Andererseits konnte gezeigt werden, dass pl509"-G59S zwar in den
Dynaktinkomplex eingebaut wird und dessen Integritdt nicht stort, aber zu einer
reduzierten Bindung an das Motorprotein Dynein fiihrt . Es wird angenommen, dass
die von G59S ausgeloste Konformationsinderung der Cap-Gly-Domidne auch
Auswirkungen auf die weiter entfernt im Protein lokalisierte Dyneinbindedoméne hat
(Moughamian & Holzbaur 2012). Moglicherweise sind also die beobachteten
Beeintriachtigungen im axonalen Transport in G59S exprimierenden Tiere auf eine
schlechtere Bindung des Dynaktinkomplexes an das Motorprotein Dynein
zuriickzufithren. Dennoch kann, #hnlich wie bei den Entwicklungsdefekten der
DCTNI-Uberexpression, nicht ausgeschlossen werden, dass die schwicheren

Phénotypen in G59S-Tieren auf einen dosisabhingigen Effekt zuriickzufiihren sind.

115



Diskussion

Mbglicherweise wird aufgrund der Aggregatbildung weniger p150“"**-G59S in den
Dynaktinkomplex eingebaut als bei der Uberexpression des wildtypischen Proteins.
Es konnte schon gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Gl' wesentlich
stiarkere Phinotypen verursacht als in der heterozygoten Gl'-Mutante zu beobachten
sind. Anscheinend sind 50% des wildtypischen Proteins ausreichend, um einen

koordinierten axonalen Transport in der Zelle aufrechterhalten zu kénnen.

Trotzdem wurde in heterozygoten Gl'-Larven eine erhohte Geschwindigkeit des
Mitochondrientransports festgestellt. Dies fiihrte zu der Annahme, dass das
wildtypische Protein die Geschwindigkeit des Motors Dynein bremst (Pilling et al.
2006). Andererseits ist bekannt, dass Dynaktin iiber die Untereinheit p150%"*! auch
die Prozessivitit von Dynein erhoht. Dass heilt, die Einzelstrecken, die der
Dynein/Dynaktinkomplex zuriicklegt, bevor er von den Mikrotubuli abfillt, sind
linger. AuBerdem konnten Culver-Hanton et al. (2006) zeigen, dass p1509™*! auch
ohne molekularen Motor an den Mikrotubuli entlang gleiten kann. Moglicherweise

094 in den Zellen dazu, dass auch

fiihrt die Uberexpression des wildtypischen p15
die nicht in den Dynaktinkomplex eingebunden Untereinheiten an die Mikrotubuli
binden und diese dann die Wege fiir die Dynaktin/Dyneinkomplexe blockieren. Da
die Mutation G59S aber nicht so gut an die Mikrotubuli binden kann und schneller
abgebaut wird, wiirde wahrscheinlich die Uberexpression der mutanten p1509™-

Version die Transportprozesse weniger stark storen.

Insgesamt deuten die gezeigten DCTNI-Uberexpressionsanalysen darauf hin, dass
zwar die Funktion des Proteinkomplexes Dynaktin fiir einen reibungsfreien axonalen
Transport absolut notwendig ist, aber die Funktionalitit der Cap-Gly-Domine der
Untereinheit p150GlLled eher von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint.
AuBerdem zeigen die vorliegenden Arbeiten, dass die DCTNI-Uberexpression nicht
nur in Larven zu Problemen beim axonalen Transport fiihrt, da auch in adulten
Tieren abnormale CSP-Akkumulationen im Kortex beobachtet werden konnten. Dies
zeigt auBBerdem, dass nicht nur der Dynein-abhéingige, retrograde Transport von einer
Beeintrachtigung des Dynaktinkomplexes gestort wird, sondern dass auch Defekte
beim anterograden Transport auftreten. Schon in frilheren Arbeiten wurde

festgestellt, dass Dynaktin wahrscheinlich nicht nur beim retrograden Transport von
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Bedeutung ist. Viel mehr scheint der Multiproteinkomplex generell fiir einen

koordinierten axonalen Transport bendtigt zu werden (Martin et al. 1999).

In den Analysen der neu identifizierten Mutationen zeigte sich, dass vor allem die
Mutation E34Q eine herausragende Stellung einnimmt. Als einzige Mutation zeigt
sie dhnlich wie G59S keine oder nur milde Stérungen beim axonalen Transport. Es
kann davon ausgegangen werden, dass diese Mutation ebenfalls die Bildung und
Integritdt des Dynaktinkomplexes nicht stort und somit den Transport nicht
beeinflusst. Dies ist auch konsistent mit den Untersuchungen der DCTNI-
Uberexpression withrend der Entwicklung. Interessanterweise zeigt E34Q noch
weniger Beeintrachtigung des axonalen Transports als G59S. Dies konnte in der
etwas geringeren Expression der getesteten Linien begriindet sein. Es wére aber auch
vorstellbar, dass E34Q, obwohl es in derselben Doméne wie G598 liegt und in allen
bisher untersuchten Parametern &hnliche Effekt hervorruft, dennoch zu anderen
biochemischen Verinderungen der Untereinheit p150°™ fiihrt. Deshalb wire es
interessant unter anderem die Mikrotubulibindefihigkeit von p150°"**-E34Q und
dessen Bindung an das Motorprotein Dynein genauer zu untersuchen. AuBlerdem
sollte untersucht werden, ob E34Q so wie G59S die Initiation des retrograden
Transports stort. Die Uberexpression aller anderen getesteten Mutationen verhielt

sich weitestgehend wie die des humanen wildtypischen Proteins.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, ein verléssliches Drosophila-Modell fiir
ALS-assoziierte ~ Motoneuronerkrankungen  zu  etablieren.  Dieses  auf
Uberexpressionsanalysen  basierende  Modell —ermdglicht es  funktionelle
Auswirkungen von Mutationen im ALS-Risikogen DCTNI zu untersuchen. So
konnten motoneuronspezifische Stérungen, wie zum Beispiel Defizite der Motorik
und Aktivitdt im Tiermodell ausgeldst werden. Dariiber hinaus konnten wesentliche
Funktionen des Risikogens untersucht werden. Es hat sich gezeigt, dass die
Uberexpression sowohl die Entwicklung als auch den axonalen Transport
beeinflusst. Dartliber hinaus zeigt auch das Drosophila-Modell wesentliche pathogene
Merkmale der Erkrankung wie Aggregation des mutanten Proteins und
Neurodegeneration. Diese Eigenschaften ermoglichten es zudem, das Drosophila-
Modell als verldssliches Evaluierungssystem fiir neu entdeckte Mutationen im

Menschen zu nutzen.
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2 Charakterisierung der neu identifizierten DCTN1-

Sequenzvarianten

Anhand von Uberexpressionsanalysen wurden die verschiedenen DCTNI-Varianten
beziiglich ihrer entwicklungsbiologischen Effekte, motoneuronspezifischen
Eigenschaften und ihren Einfluss auf den axonalen Transport klassifiziert. Dabei
wurde auch die Uberexpression der wildtypischen Konstrukte miteinbezogen und als
Positivkontrolle die Uberexpression von G59S mitgefiihrt. Mutationen die #hnliche
phéanotypische Effekte zeigen wie G59S konnen als potentielle Risikofaktoren fiir
neurodegenerative Erkrankungen eingestuft werden, wohingegen DCTNI-Formen,
die sich wie die Uberexpression des humanen wildtypischen Konstrukts verhalten als

pathogene Mutationen eher auszuschlieen sind.

21 Die stillen Mutationen: R149Q, M571T, Y878C und
T1249I

Die Analysen zeigten, dass die Uberexpression der DCTNI-Varianten R149Q,
MS571T, Y878C und T12491 in nahezu keinem der untersuchten Parameter sich in
ihren Effekten von der Uberexpression des humanen wildtypischen Konstrukts
unterscheiden (Abbildung 37, S.121). Auch in Zellkultur konnte fiir keine der
genannten DCTN-Varianten abweichende Effekte im Vergleich zum wildtypischen
Protein festgestellt werden (Stockmann ef al. 2012). Genetische Studien erbrachten
dariiber hinaus keinerlei Beweis fiir eine Kosegregation der Mutationen (Vilarino-
Guell ef al. 2009; Stockmann et al. 2012). Betrachtet man die genannten Daten im
Ganzen, kann davon angenommen werden, dass diese DCTN/-Formen keine ALS
verursachenden Mutationen oder MND-Risikofaktoren sind. Es scheint sich hier eher

um stille Mutationen beziehungsweise benigne Polymorphismen zu handeln.

2.2 Die potentiell pathogenen Kandidaten: D63Y, R148W,
1196V und R1049Q

Die Uberexpression der DCTNI-Varianten D63Y, R148W, 1196V und R1049Q

resultierte nur in wenigen von der Uberexpression des wildtypischen Proteins
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abweichenden Phénotypen (Abbildung 37, S.121). So =zeigen sowohl die
Uberexpression in der Entwicklung als auch die Untersuchungen zum axonalen
Transport dasselbe Verhalten wie wildtypisches plSOGlued. Die muskelspezifische
DCTNI-Expression der Mutationen D63Y, 1196V und R1049Q fiihrte zumindest zu

09""_Verteilung. Beachtenswert ist jedoch,

einer teilweise veridnderten zelluldren p15
dass diese Mutationen dennoch alle zu Beeintrichtigungen der motorischen
Fihigkeiten fiihren. So resultiert die Uberexpression der beiden DCTNI-Varianten
D63Y und 1196V so wie bei G598 in einer altersabhéngigen Verschlechterung der
Kletterfahigkeiten der Fliegen. Die motoneuronspezifische Expression von 1196V
zeigte zudem eine stark reduzierte Lokomotoraktivitit der Fliegen. Auch R148W und
R1049Q filhren wie die Uberexpression von 1196V zu einem dramatischen
Riickgang der Lokomotoraktivitit. Diese Mutationen wurden entweder nur sehr

selten (D63Y, R148W) oder auch in Kontrollen (I196V, R1049Q) gefunden
(Stockmann et al. 2012, personliche Mitteilung Prof. A.C. Ludolph).

Es ist aus den dargestellten Griinden eher unwahrscheinlich, dass diese DCTNI-
Varianten per se pathogene Mutationen sind. Dennoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich hier um Risikofaktoren fiir neurodegenerative Erkrankungen
handelt. Es ist bekannt, dass die verschiedenen Formen  der
Motoneuronerkrankungen nur selten auf eine rein monogenetische pathogene
Ursache zurlickzufiihren sind. Vielmehr wird angenommen, dass erst ein
Zusammentreffen von genetischen Risikofaktoren und duBleren Stressauslosern zum
Ausbruch der Erkrankung fiihrt (Shaw 2005; Pratt et al. 2012). Deshalb ist es
vorstellbar, dass diese Mutationen die Pradisposition fiir ALS erhdhen und erst in
Koinzidenz mit weiteren Stressfaktoren pathogen sind. Die genannten Mutationen
konnten dartiber hinaus Teil eines polygenetischen Erbgangs sein. Aus diesem Grund
sollten die Auswirkungen dieser Mutationen in Interaktion mit anderen bekannten
pathogenen Faktoren untersucht werden. Vielversprechende Kandidaten wiren dafiir
z.B. Mutationen in den ALS assoziierten Genen FUS und TDP-43. Sowie
Mutationen in den Motorproteinen Dynein und Kinesin. Des Weiteren sollte der
Einfluss von dufleren Stressfaktoren wie zum Beispiel oxidativer Stress untersucht
werden. Es ist auBerdem moglich, dass diese Mutationen Risikofaktoren fiir andere
neurodegenerative Erkrankungen sein konnten. Das Perry-Syndrom eine atypische

Parkinson-Erkrankung wird ebenfalls von in der Cap-Gly-Doméne der Untereinheit
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p150°™¢  liegenden DCTNI-Mutationen verursacht. Hier sind nicht die
Motoneuronen sondern vorrangig das dopaminerge System betroffen (Farrer et al.
2009). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die entsprechenden mutanten
Proteine im Gegensatz zu pl509"*-G59S kaum zur Aggregatbildung neigen
(Moughamian & Holzbaur 2012). Unterschiedliche Mutationen storen also je nach
Lage und Art des Aminosdureaustauschs unterschiedliche Funktionen der

OGlued

Untereinheit pl5 und konnen verschiedene neurologische Erkrankungen

verursachen.

2.3 Die Mutation E34Q- ein pathogener Risikofaktor

Innerhalb der hier untersuchten Mutationen nimmt die DCTNI-Variante E34Q eine
herausragende Sonderstellung ein. Die Uberexpression dieser DCTNI-Variante zeigt
in allen untersuchten Parametern ein von der Uberexpression des humanen
wildtypischen Konstrukts abweichendes Verhalten. Interessanterweise sind einige
der beobachteten Phinotypen sehr dhnlich zu den, von der Uberexpression der
dHMN7B auslésenden Mutation G59S, verursachten Effekten. E34Q fiithrt zu einer
altersabhéngigen Beeintrdchtigung der motorischen Fahigkeiten wie G59S, wenn
auch erst im hoheren Alter. Beide Mutationen verursachen nur milde Stérungen der
Entwicklung und des axonalen Transports. Zu beachten ist, dass beide Mutationen in
der Mikrotubulibindedoméne liegen (Abbildung 37, S.121) und somit wahrscheinlich
dhnliche Auswirkungen auf die Funktionalitdt der Domédne haben koénnen. Obwohl
E34Q auch in gesunden Personen nachgewiesen werden konnte, zeigen die Daten,
dass es sich bei der DCTNI-Variante E34Q mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
tatsdchlich um eine pathogene Mutation handeln konnte. Aus diesem Grund wére
eine weiterfilhrende genauere Untersuchung der funktionellen Auswirkungen und

pathogenen Eigenschaften dieser Mutation im Mausmodell sinnvoll.

120



Diskussion

g
(2]
2 &
[Tl
o e} —
o> 3 = - 2 < 2
< M <t © N~ N~ o N
o O — (o)) [fe} 0 — b
mo o = = > % ~
ey : } } }
N o ——— = -G
| | | | | | | |
I 260 I BCIJD I 1(|]00 I 1360 AS
| = (] | [
CAP-GLY-D MBD CCD DBD KBD Arp1-BD
UAS- | &= =z | o Elo | Q| =
) Konstrukt % = | 2|32 %F % |5 g S §
Phinotyp S| |9 | = a|l2|l2|=]5| > z | =
Entwicklungsphénotypen
Letalitét (actin-Gal4) ++ | ++ R e S o o o B B o o B S B
Augenphénotyp
+ | ++ el R el el e e B
(GMR-Gal4)
Motorische Féahigkeiten
Negative-Geotaxis a 3 B 3 3 3 3 3
(D42-Gal4)
Lokomotor-Aktivitit
(D42-Gald) = - NG | — NG NG | NG . NG
Zellulire p150“"*-Verteilung
Glued :
pl150 im Muskel NG | — B 3 B B B
(24B-Gal4)
Aggregate in Axonen NG | 3 3 3 3 3 3 3
(D42-Gal4)
Dissoziation von den NG | — I T Y N I

Mikrotubuli (D42-Gal4)

Phénotypen des axonalen Transports

CSP-Akkumulation im

Ronex (D42.Gald) — |+ I = N o e B L e s
Mitochg;l;l;i_e(r}zil;r)ansport — | | | | | e | e | |
dis(tgf;éz%se — | ++ | ++ . | | | |
Mitczgl:;cgzg;taus — |+ || | | | |
Pl(SD (fz"ieé—aslz(l)us NG | ++ NI, NI [NUTRS [NVIE NIV NIV VIVE IS

Abbildung 37: Charakterisierung der verschiedenen DCTNI-Varianten mittels
Uberexpressionsanalysen. Grafik: Schematische Darstellung der untersuchten Mutationen in der
Untereinheit p150°"*!. CAP-GLY-D: Cap-Gly-Motiv, MBD: Mikrotubulibindedomine, CCD: coiled-
coil-Domédne, DBD: Dyneinbindedomine, KBD: Kinesinbindedoméne, Arpl-BD: Arpl-
Bindedomiine, AS: Aminosiuren. Tabelle: Zusammenfassung der DCTNI-Uberexpresssionsanalysen.
Von der Uberexpression des wildtypischen Proteins abweichendes Verhalten ist rot hinterlegt. Die
Mutation E34Q (rot) verursacht dhnliche Effekte wie die Mutation G59S. Die Mutationen D63Y,
R148W, 1196V und R1049Q (griin) filhren zu Beeintrachtigungen der motorischen Féhigkeiten und
einer teilweise verinderten zelluliren p150°™“-Verteilung. Die Mutationen R149Q, M571T, Y878C
und T1249I resultieren in den gleichen Phdnotypen wie das wildtypische Protein und sind als
pathogene Mutationen auszuschlieBen. Klassifizierung der Phénotypen: wildtypisch (—), milder
Phénotyp (+), starker Phénotyp (++). NG: nicht getestet.
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Anhang

1 Erganzende Daten

1.1 Fliegenlinien

1.1.1 Neu etablierte p{w[+] UAS- DCTN1-Flag}35- Linien

Konstrukt | Linie Kiirzel Insertion Eigenschaften

Glued | dmWT/1 Chromosom  III homozygot lebensfahig

2 dmWT/2 Chromosom  1III homozygot letal

5 dmWT/5 Chromosom  III homozygot steril

6 dm WT/6 Chromosom  III homozygot letal
8 dmWT/8 Chromosom  1I homozygot lebensfihig
D63Y 1 D63Y/1 Chromosom II homozygot lebensfahig
3 D63Y/3 Chromosom I homozygot lebensfahig

4 D63Y/4 Chromosom  1I homozygot steril

5 D63Y/5 Chromosom  1I homozygot steril

6 D63Y/6 Chromosom II homozygot steril

7 D63Y/7 Chromosom  1I homozygot steril
8 D63Y/8 Chromosom  III homozygot lebensfahig
9 D63Y/9 Chromosom I homozygot lebensfahig

10 D63Y/10 Chromosom  1I homozygot steril

11 D63Y/11 Chromosom  III homozygot steril
12 D63Y/12 Chromosom I homozygot lebensfahig
13 D63Y/13 Chromosom I homozygot lebensfahig

14 D63Y/14 Chromosom II homozygot steril

15 D63Y/15 Chromosom  III homozygot letal

R148W 1 R148W/1 Chromosom  III homozygot steril
2 R148W/2 Chromosom  III homozygot lebensfahig

3 R148W/3 Chromosom  III homozygot steril

4 R148W/4 Chromosom Il homozygot steril

5 R148W/5 Chromosom  III homozygot steril

6 R148W/6 Chromosom  III homozygot steril

7 R148W/7 Chromosom Il homozygot steril

8 R148W/8 Chromosom  III homozygot steril

9 R148W/9 Chromosom I homozygot letal

10 R148W/10 Chromosom 11 homozygot letal

11 R148W/11 Chromosom II homozygot letal

12 R148W/12 Chromosom II homozygot letal

123




Anhang

R148W 13 R148W/13 Chromosom  III homozygot steril
14 R148W/14 Chromosom  1I homozygot lebensfahig
1196V 1 1196V/1 Chromosom  III homozygot steril
2 1196V/2 Chromosom I homozygot lebensfahig
5 1196V/5 Chromosom  1I homozygot steril
6 1196V/6 Chromosom  III homozygot steril
8 1196V/8 Chromosom I homozygot letal
9 1196V/9 Chromosom  1I homozygot steril
12 1196V/12 Chromosom II homozygot steril
13 1196V/13 Chromosom II homozygot steril
MS71T 1 M571T/1 Chromosom  III homozygot lebensfahig
2 M571T/2 Chromosom  III homozygot lebensfahig
3 MS571T/3 Chromosom I homozygot lebensfahig
4 MS571T/4 Chromosom  1I homozygot steril
5 M571T/6 Chromosom  1I homozygot steril
6 MS71T/7 Chromosom I homozygot lebensfahig
7 MS571T/8 Chromosom  1I homozygot steril
8 M571T/9 Chromosom  1I homozygot steril
9 MS571T/10 Chromosom I homozygot steril
10 M571T/11 Chromosom  III homozygot lebensfahig
13 M571T/13 Chromosom  III homozygot lebensfahig
Y878C 1 Y878C/1 Chromosom 1T homozygot steril
2 Y878C/2 Chromosom Il homozygot steril
3 Y878C/3 Chromosom  III homozygot steril
4 Y878C/4 Chromosom  1I homozygot letal
5 Y878C/5 Chromosom  1I homozygot letal
6 Y878C/6 Chromosom  1I homozygot steril
7 Y878C/7 Chromosom  1I homozygot letal
8 Y878C/8 Chromosom  III homozygot lebensfahig
9 Y878C/9 Chromosom  1I homozygot letal
11 Y878C/11 Chromosom 1T homozygot letal
T12491 1 T12491/1 Chromosom I homozygot lebensfahig
2 T12491/2 Chromosom II homozygot lebensfahig
3 T12491/3 Chromosom  1I homozygot letal
4 T12491/4 Chromosom 11 homozygot letal
5 T12491/5 Chromosom II homozygot lebensfahig
6 T12491/6 Chromosom  1I homozygot lebensfihig
7 T12491/7 Chromosom  III homozygot letal
8 T12491/8 Chromosom  III homozygot lebensfahig
9 T12491/9 Chromosom 1T homozygot steril
10 T12491/10 Chromosom Il homozygot steril
11 T12491/11 Chromosom  III homozygot steril
13 T12491/13 Chromosom  1III homozygot lebensfihig
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T12491

14 T12491/14 Chromosom  III homozygot steril
16 T12491/16 Chromosom 1T homozygot lebensfahig
17 T12491/17 Chromosom  III homozygot lebensfahig
18 T12491/18 Chromosom  III homozygot letal

Tabelle 18: Ubersicht iiber die etablierten p{w[+] UAS- DCTN1-Flag}- und p{w[+] UAS-glued}-

Linien.

1.1.2  Weitere p{w[+] UAS- DCTN1-Flag}- Linien

Linie Herkunft Insertion Eigenschaften
hWT/1 Stribl 2008, neu balanciert Chromosom II homozygot steril
hWT/3 Stribl 2008, neu balanciert Chromosom I homozygot lebensféhig
hwWT/4 Stribl 2008, neu balanciert Chromosom II homozygot lebensféhig
hWT/7 Stribl 2008, neu balanciert Chromosom 11 homozygot letal

G598/1% Stribl 2008 Chromosom 11 homozygot lebensfihig
G598/2°% Stribl 2008 Chromosom 11 homozygot steril
G598/3%3 Stribl 2008 Chromosom  III homozygot letal
G598/4%3 Stribl 2008 Chromosom 11 homozygot letal
G59S/1 Jump out (G59S/2°%) Chromosom I homozygot steril
G59S/3 Jump out (G59S/2°%) Chromosom 11 homozygot lebensfahig
G595/4 Jump out (G59S/2°%) Chromosom II homozygot steril
G59S/5 Jump out (G59S/2°%) Chromosom 11 homozygot steril
G595/6 Jump out (G59S/2°%) Chromosom II homozygot letal
G59S/7 Jump out (G59S/2°%) Chromosom II homozygot steril
G59S /8 Jump out (G59S/2°%) Chromosom III homozygot lebensfahig
G59S/9 Jump out (G59S/2°%) Chromosom 11 homozygot lebensfihig
G59S8/10 Jump out (G59S/2°%) Chromosom 11 homozygot lebensfihig
G59S/11 Jump out (G59S/2°%) Chromosom I homozygot letal
E34Q/1%} Rauenbusch 2010 Chromosom I homozygot lebensféhig
E34Q/2%} Rauenbusch 2010 Chromosom X homozygot lebensféhig
E34Q/3%% Rauenbusch 2010 Chromosom 111 homozygot steril
E34Q/4%} Rauenbusch 2010 Chromosom 111 homozygot steril
E34Q/6™} Rauenbusch 2010 Chromosom  II+III homozygot lebensfzhig
E34Q/7%} Rauenbusch 2010 Chromosom I homozygot lebensféhig
E34Q/1 Jump out (E34Q/1%%) Chromosom 11 homozygot steril
E34Q/2 Jump out (E34Q/15%) Chromosom I homozygot steril
E34Q/3 Jump out (E34Q/15%) Chromosom I homozygot steril
E34Q/5 Jump out (E34Q/15%) Chromosom II homozygot steril
E34Q/6 Jump out (E34Q/15%) Chromosom 11 homozygot steril
E34Q/7 Jump out (E34Q/1%%) Chromosom II homozygot steril
E34Q/8 Jump out (E34Q/15%) Chromosom 11 homozygot steril
R149Q/1 Stribl 2008 Chromosom  X+III homozygot lebensfahig
R149Q/2 Stribl 2008 Chromosom  X+III homozygot lebensféhig
R149Q/3 Stribl 2008, neu balanciert Chromosom I homozygot lebensfzahig
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R149Q/4 Stribl 2008 Chromosom  X+III homozygot letal
R1049Q/1 Rauenbusch 2010 Chromosom 11 homozygot letal
R1049Q/2 Rauenbusch 2010 Chromosom I homozygot lebensféhig
R1049Q/5 Rauenbusch 2010 Chromosom  II+III homozygot lebensféhig
R1049Q/6 Rauenbusch 2010 Chromosom 11 homozygot lebensféhig

Tabelle 19: Ubersicht iiber die weiteren p{w[+] UAS- DCTN1-Flag}- Linien.

1.2 Entwicklungsstorungen

wA |

Abbildung 38: Einstufung der Augenphinotypen. Die Entwicklungsstorungen wurden in
Kategorien von 1 (sehr schwacher Phénotyp) bis 4 (starke Beeintrachtigung der Retinaentwicklung)
eingeteilt. Kategorie 0: wildtypisches Auge. Genotyp: w'!/*: GMR-Gal4; UAS-DCTNI.

Konstrukt  Linie actin-Gal4 GGl\;[l}Z_ Konstrukt Linie actin-Gal4 %l\:lfi_
1 letal 3 1196V 1 letal 2-3
hWT 3 letal 3 2 letal 2
4 letal 3 5 letal NG
7 letal 4 6 letal 3
1 letal 2 8 letal 1
dmWT 2 letal 1 9 letal 1
(glued) 5 letal 2 12 Q lebensfdhig 1
6 letal 2 13 letal
8 letal 1-2 MS571T 1 letal 4
G59S 1 lebensfihig 1 2 letal 4
3 lebensfihig 1 3 letal 4
4 lebensfahig 1 4 letal 4
5 lebensfahig 1 5 letal NG
6 lebensfahig 1 6 letal 4
7 lebensfihig 1 7 letal 2
8 lebensfihig 1 8 letal 4
9 lebensfahig 1 9 letal 4
10 lebensfihig 1 10 letal 2-4
11 lebensfahig 1 13 letal 4
E34Q lebensfahig 1 Y878C 1 letal 3-4
2 lebensfahig 1 2 letal NG

126



Anhang

E34Q

lebensfihig
Q lebensfahig
Q lebensfahig
Qlebensfihig
Q lebensfihig
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Tabelle 20: Ubersicht iiber Lebensfihigkeit und Stirke der Augenphiinotypen der DCTNI-
Linien. Die Lebensfdhigkeit wurde mit actin-Gal4 getestet (L3: bis ins dritte Larvenstadium
lebensfdhig). Die augenspezifische Expression der DCTNI-cDNAs fiihrte zu unterschiedlich starken
Entwicklungsstorungen von 1 (sehr schwacher Phinotyp) bis 4 (starke Beeintrachtigung der
Retinaentwicklung, Abbildung 38), NG: nicht getestet. Genotypen: w''’®: actin-Gal4; UAS-DCTNI
und w'''"*; GMR-Gal4; UAS-DCTNI.

127



Anhang

Abbildung 39: Humanes wildtypisches DCTNI verursacht vermehrten Zelltod in der
Augenimaginalscheibe. A: Kontrolle: w''’®; GMR-Gal4, B: w'''S; GMR-Gal4; UAS-hWT/4. Die
augenspezifische Expression des humanen wildtypischen p150°"* fiihrt zu stirkerer Acridinorange-
Féarbung posterior der morphogenetischen Furche (Pfeil). Rechte Seite: anterior.
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1.3 DCTN1 beeintrachtigt die motorischen Fahigkeiten

1.3.1 Negative-Geotaxis
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Abbildung 40: Originaldaten des Negativen-Geotaxis-Verhaltens nach motoneuronspezifischer
p150¢"““_Expression (Teill). Die Konstrukte wurden mit D42-Gal4 in den Motoneuronen
exprimiert. Statistische Auswertung: Tabelle 21. Genotypen: w''’®: D42-Gal4; UAS-DCTNI bzw.
UAS-GFP und w''"; D42-Gal4.
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Abbildung 41: Originaldaten des Negativen-Geotaxis-Verhaltens nach motoneuronspezifischer
p150“™-Expression (Teil2). Die Konstrukte wurden mit D42-Gal4 in den Motoneuronen
exprimiert. Statistische Auswertung: Tabelle 21. Genotypen: w''’*; D42-Gal4; UAS-DCTNI bzw.
UAS-GFP und w''"; D42-Gal4.
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motorische Féhigkeiten im reduzierte
Konstrukt | Linie | Graph | Vergleich zur Uberexpression von htWT Kletterfahigkeit
nach 15d/p-Wert nach 20d/p-Wert Linie Konstrukt
G598 1 A 0,031 0,035 + N
4 J 0,799 0,021 +
E34Q 1 K 0,034 0,022 + N
6 C 0,797 0,017 +
D63Y 3 L 0,023 - +
10 E 0,766 0,046 + ’
R148W 2 D 0,005 0,463 -
9 D 0,980 0,287 - B
R149Q 3 B 0,047 0,335 -
3 J 0,015 0,045 + -
4 J 0,498 0,567 -
1196V 2 F 0,967 0,023 + .
12 F 0,239 0,019 +
MS71T 7 I 0,005 0,824 -
1 H 0.568 0,056 - -
Y878C 6 I 0,645 0,852 -
7 A 0,903 0,200 - B
R1049Q 1 G 0,589 0,952 - -
T12491 13 K 0.299 0,052 -
16 | E 0,633 0,140 - B

Tabelle 21:  Statistische  Auswertung des  Negativen-Geotaxis-Verhaltens nach
motoneuronspezifischer p150"**-Expression. Angegeben sind die p-Werte (15d, 20d) bezogen auf
den Unterschied zur Uberexpression von hWT. Genotypen mit statistisch signifikant reduzierter
Kletterfahigkeit: fett und (+), kein Unterschied: (—). Genotyp: w''/®; D42-Gal4; UAS-DCTNI.

131



Anhang

1.3.2 Lokomotor-Aktivitat
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Abbildung 42: Durchschnittliches Aktogramm aller Fliegen der Treiberkontrolle. Die Versuche
zur Bestimmung der Aktivitdt wurden wie in Kapitel II: 2.5.3 beschrieben durchgefiihrt. Gezeigt ist
die durchschnittliche Anzahl an Infrarotstrahldurchquerung pro Minute. Es wurden Daten iiber einen
Zeitraum von fiinf Wochen (35d) unter einem abwechselnden 12h Licht/12h Dunkelheit (12/12 LD)
Lichtregime erhoben. Fiir die Berechnung der Aktivititsspiegel sowie der Tages-Aktivitatsprofile
wurden die Daten junger Fliegen im Alter von 6-15d (1.Abschnitt, Versuchstage 3-12) und 26-35
Tage alter Fliegen (2. Abschnitt, Versuchstage 23-32) herangezogen. ZTO0: Licht-an, ZT12: Licht-aus.

Genotyp: w!t! 8; D42-GalA4.
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Abbildung 43: Aktivititsspiegel nach motoneuronspezifischer Uberexpression der DCTNI-
Varianten. A, C: Die Kontrollen zeigen eine signifikant erhohte Aktivitit im Alter (26-3d) im
Vergleich zu 6-15d alten Fliegen (GFP: p<0,001, w''"®: p=0.037). A, B: Junge G59S exprimierende
Fliegen (6-15d) erscheinen aktiver im Vergleich zu jungen hWT-Fliegen. Einen signifikanten
Unterschied zeigt nur G59S/4 (p=0,043). C, D: In jungen Fliegen ist die Aktivitiat nach Expression der
Mutationen R148W (p=0,013), 1196V (p<0,001) und R1049Q (p=0,020) signifikant niedriger als in
hWT exprimierenden Fliegen. I1196V-Fliegen zeigen auch im Alter eine reduzierte Aktivitit (p=0,002)
im Vergleich zu hWT-Fliegen im gleichen Alter. E: Die UAS-Kontrollen zeigen keinen reduzierten
Aktivititsspiegel verglichen mit hWT exprimierenden Fliegen. Genotypen: w''’®: D42-Gal4; UAS-
DCTNI, w'"; UAS-DCTNI und w''"*; D42-Gal4.
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1.4 Mitochondrientransport
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Abbildung 44: Hiufigkeitsverteilung der Mitochondrien-Transportgeschwindigkeit. A, A’:
Haufigkeitsverteilung der anterograden Transportgeschwindigkeit. B, B’: Haufigkeitsverteilung der
retrograden Transportgeschwindigkeit. Genotypen: w''’®: D42-Gal4; UAS-DCTNI, Kontrolle: w''"®;
D42-Gal4.
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2 Abkurzungen

°C
ALS
ANG
APS
Arpl
ATP
BD
BSC
ca.
CaPZ
CCD
cDhc
cDNA
CLIP-170
COS7
CSP
CyO
D3
DAPI
DAR
DBD
dd
DEPC
dHMN7B
DNA
DTT
EBI
EDTA
EJP
fALS
FITC
fps
FUS
Gal4
GAM
GAR
gDNA
GFP
Gl'

h

HRP

Grad Celsius

Amyotrophe Lateralsklerose

Angiogenin

Ammoniumpersulfat

actin-related proteinl

Adenosintriphosphat,

Bindedoméne

Bloomington Drosophila Stock Center at Indiana University
circa

capping proteinZ

coiled-coil- Domine

cytoplasmic dynein heavy chain, schwere Kette des zytoplasmatischen Dyneins
complementary DNA, komplementire DNA

cytoplasmic linker protein-170

Fibroblastenzelllinie (C. aethiops, origin-defective SV-40)
Cystein String Protein

Curly of Opyster, Balancerchromosom (II)

Dichaete3, Marker fur das 3. Chromosom
4',6-Diamidin-2-phenylindol

donkey-anti-rabbit

Dyneinbindedoméne

doppelt destilliert

Diethylpyrocarbonat

Distale Hereditére Motoneuropathie Typ VII
Desoxyribonukleinsdure

Dithiothreitol

end binding proteinl

Ethylendiamintetraessigsaure

excitatory junction potential, exitatorisches Ubergangspotential
familidre ALS

Fluoresceinisothiocyanat

frames per second

Fused in sarcoma

Transkriptionsfaktor aus Saccharomyces cerevisiae
goat-anti-mouse

goat-anti-rabbit

genomische DNA

griin fluoreszierendes Protein (4dequorea victoria)
truncated Glued

Stunde(n)

horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase
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HSP
IeG
kb
KBD
kDa
Khe
L3

LD
LED
LMD
MBD
MN1
MND
NMIJ
OPTN
PBS
PBST
PCB
PCR
gRT-PCR
RNA
rpm
RT
SsALS
Sco
SDS
SEM
SETX
SOD1
Sp

T,
TBS
TBST
TDP-43
™3
TM6B
i.N.
UAS
UBQLN2
v

v
VAPB
VCP
z.B.

Hereditire Spastische Spinalparalyse
Immunglobulin G

Kilobasen

Kinesinbindedoméne

Kilo-Dalton

Kinesin heavy chain, schwere Kette des Motorproteins Kinesin
Larven des dritten Entwicklungsstadiums
Licht/Dunkelheit

light-emitting diode, lichtemittierende Diode
Lower Motoneuron Disease, Erkrankung des zweiten Motoneurons
Mikrotubulibindedoméne

murine motor neuron-neuroblastoma cell line
motoneuron disease, Motoneuronerkrankung
neuromuscular junction

Optineurin

phophate buffered saline

PBS plus TritonX-100

protein cracking buffer
Polymerasekettenreaktion

quantitative real-time PCR

Ribonukleinsdure

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

sporadische ALS

Scutoid, Marker fur das 2. Chromosom
Sodium Dodecyl Sulfate

Standardfehler

Senataxin

Cu,Zn Superoxid-Dismutase

Sternopleural, Marker fiir das 2. Chromosom
annealing-Temperatur

tris buffered saline

tris buffered saline plus Tween-20

TAR DNA binding protein-43

third multiply inverted #3, Balancerchromosom (I1I)
third multiply inverted #6B, Balancerchromosom (III)
iiber Nacht

upstream activation sequence

Ubiquilin-2

Volt

Geschwindigkeit

VAMP-associated protein B
Valosin-containing protein

zum Beispiel
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