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Einleitung

1 Einleitung

Die molekularen Mechanismen der neuropathologischen Erkrankungen, ihre sozialen und klinischen
Implikationen sind in den letzten Jahren zunehmend in das Interesse der Offentlichkeit geriickt. Im
Zeitraum von 1980 bis 2000 hat sich die Anzahl der jahrlich verdffentlichten wissenschaftlichen
Artikel zu diesem Themengebiet verzwanzigfacht. Sowohl eine Reihe von spektakuléren
Durchbriichen in der Ergriindung pathogener Mechanismen einzelner Krankheiten, wie der Gruppe der
Prionenerkrankungen (Prusiner, 1998), als auch die demographische Entwicklung unserer Gesellschaft
und die damit einhergehende Zunahme einer Reihe seniler Demenzen (Forstl, 1998), hat zu dieser
Entwicklung beigetragen. Das Risiko fir die Entwicklung einer Demenz im Alter zwischen 65 und
100 Jahren betragt 33% fur Manner und 45% fir Frauen (Bancher et a., 1998). Doch es ist nicht nur
die Alterungsdynamik unserer westlichen Gesellschaft, die uns dazu zwingt, enorme Kosten bei der
Erforschung der molekularen Grundlagen neurologischer Fehlfunktionen in Kauf zu nehmen. Das
Auftreten neurodegenerativer Demenzen hat nur zum Teil seine Ursache in einer alterungsbedingten
Storanfélligkeit der molekularen und genetischen Regelungsmechanismen. Die Menschheit setzt sich
selbst durch die Freisetzung einer Vielzahl von neurotoxischen Substanzen, die in ihrer funktionellen
Viefat und in ihren weitgehend unbekannten Interaktionsmoglichkeiten nur eingeschrénkt
vorhersagbar sind, einer nicht unerheblichen Gefahrdung aus ist. Alleine die vom Hauptverband der
gewerblichen Berufsgenossenschaften (HVBG) im Zeitraum von 1991-1995 angezeigten Félle von
Berufskrankheiten, bei denen neurotoxische Substanzen an der Entstehung von Neuropathien oder
Encephalopathien urséchlich beteiligt sein kdnnten, umfassen 10.040 Arbeitsunfélle (Triebig und
Lang, 1993). Die Aufkl&rung der molekularen und physiologischen Mechanismen, die derartigen
neurologischen Fehlfunktionen zugrunde liegen, erméglicht eine genauere Einschdtzung der Risiken,
welche die Freisetzung von neurotoxischen Substanzen fir Mensch und Umwelt beherbergen. Und
schliefdlich ermdglicht der Einblick in die Wirkungsmechanismen nervoser Schadigungen zentrale
Fortschritte bei der Behandlung von Erkrankungen des Nervensystems und der Rehabilitation

betroffener Mitmenschen.

In der vorliegenden Arbeit wird die neurodegenerative Mutante swiss-cheese (sws) in Drosophila
melanogaster untersucht (Kretzschmar et al., 1997), die mit fortschreitendem Alter ein zunehmendes
Ausmal3 an zentralnervdsen Schadigungen der Neuronen und der Gliazellen zeigt. Das humane
Ortholog, die neuropathy target esterase (NTE), ist der medizinischen Forschung als Zielprotein einer
organophosphat-induzierten Polyneuropathie schon seit dreifdig Jahren bekannt (Johnson, 1969). lhre
Inhibition gilt, neben der Blockade der Acetylcholinesterase, als eine der haufigsten Ursachen

organophosphat-induzierter Neuropathien.
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1.1 Die sws-Mutation in Drosophila melanogaster

Die X-chromosomale Mutante sws in Drosophila melanogaster wurde aus einem Screen nach
Mutanten mit anatomischen Defekten im adulten Gehirn isoliert (Heisenberg und Bohl 1979). Das fir
diesen Phanotyp verantwortliche Gen wurde kloniert, sequenziert und die mutanten Allele identifiziert
(Kretzschmar et al., 1997). Die bereits vorausgegangenen Arbeiten werden im Folgenden kurz
zusammengefasst.

Fliegen der sws-Linie zeigen eine aufféllige Vakuolenbildung im gesamten Gehirn, deren zeitlich

progressiver Charakter eindeutig in mit Toluidinblau geférbten Eponschnitten zu sehen ist.

£l Abb. 1-2
14d
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Die Vakuolisierung erstreckt sich Uber das gesamte Gehirn; es handelt sich hier deshalb um einen
generellen, neurodegenerativen Phanotyp. Neben der Bildung von Vakuolen im Neuropil sind die im
Kortex (und hier besonders im distalen Laminakortex) dunkelblau angeférbten Strukturen fur die
Mutation des sws-Gens charakteristisch (Abb. 1-1, Abb. 1-2. =). Wahrend die Vakuolen sich erst im
adulten Gehirn zu bilden beginnen (Abb. 1-2, ®), sind diese Akkumulationen zwischen der Retina
und Lamina schon am Ende der Pupalentwicklung sichtbar. Da diese Strukturen (=) wahrscheinlich
aus Gliazellen entstehen, liegt es nahe, dem sws-Gen eine noch nicht ndher definierte Funktion in der
Differenzierung der Gliazellen zuzuweisen (Kretzschmar et al., 1997). Da die neuronalen Strukturen
des frisch geschltpften Imagos keine sichtbaren Schadigungen aufweisen, liegt vermutlich keine vitale
Rolle des sws-Gens in der Neurogenese vor (Abb. 1-1).

Die Analyse der raumlichen Verteilung des sws-Transkripts wurde durch in situ-Hybridisierungen an
Gefrierschnitten von wildtypischen Drosophila-Gehirnen durchgefiihrt. Diese zeigen eine Detektion
der mRNA innerhalb des gesamten Kortex und legen damit eine Expression in den kortikalen,
neuronalen Zellkorpern nahe (Abb. 1-3). In diesen Experimenten gibt es keinen eindeutigen Hinweis
auf eine Expression des sws-Gens in Gliazellen, sie kann aber aufgrund der Ergebnisse auch nicht
ausgeschlossen werden (Kretzschmar et al., 1997).

Untersuchungen zur Art des Zelltodes in sws-Fliegen anhand von TUNEL-Farbungen zeigten in 20
Tage alten Individuen eine deutliche Farbung des Kortex und hiermit einen Hinweis auf das

ausgedehnte Auftreten von apoptotischem Zelltod der kortikalen Zellkorper in sws-Fliegen.
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Die Tatsache, dal3 Gliazellen durch die Mutationen des sws-Gens Schaden erleiden und absterben kann
in lacZ-Férbungen an geadlterten Fliegen der Enhancer-Trap-Linie rC56 im sws-Hintergund gesehen

werden. Mit Hilfe dieser Linie konnen spezifisch Gliazellen durch die Expression von [3-

Galaktosidase detektiert werden (Abb. 1-4). Die deutliche Abnahme der markierten Gliazellen im
sws/rC56-Hintergrund ist ein Indikator fir das Absterben der Gliazellpopulationen in sws-Fliegen

(Abb. 1-5).

Abb. 1-3

Canton® 14d Abb. 1-4 w/rC56 10d Abb. 1-5 sws*/rC56 14d

swsmRNA  an

in  situ-Hybridisierungen  mit
horizontalem Gefrierschnitt: Das sws-Transkript |a3t
sich im gesamten Kortex nachweisen. Re: Retina, La
Lamina, Md: Medulla, Lb: Lobula, Lp: Lobulaplatte.

VergrofRerung 600 x

LacZ-Farbung eines Horizontalschnittes einer w/rC56-
Fliege: Die R-GalactosidaseAktivitét des rC56-
Hintergrunds zeigt die Lokalistaion von Gliazellen an.

VergrofRerung 400 x

LacZ-Farbung eines Horizontal schnitts einer sws'/rC56-
Fliege: Die LacZ-Farbung der Gliazellen ist nahezu
vollstandig verschwunden und impliziert eine glide
Degeneration der sws'-Fliegen.

VergrofRerung 400 x

Es kann keine Aussage darlber gemacht werden, ob dieser gliale Zeltod in der sws-Mutation

primérer Natur ist, oder ob er den Schadigungen der Neuronen als sekundéarer Prozess folgt.

Die progressive Degeneration von Gliazellen und Neuronen in sws-Fliegen manifestiert sich auch in
einer stark verkdrzten durchschnittlichen Lebensspanne. Wahrend in  einer wildtypischen
Kontrollpopulation 50 % aller Individuen nach 15 Tagen sterben (t,,, = ~15), so zeigt eine Population
von sws-Fliegen eine durchschnittliche Uberlebensdauer der Halfte der Population von ty, = ~6-9
(Kretzschmar et al., 1997). Mosaik-Analysen von Gynandromorphen, daf3 heif3t von Fliegen, die
sowohl aus weiblichen und daher fir die X-chromosomale sws-Mutation heterozygoten Zellen, als
auch aus hemizygoten mannlichen Zellen (Hotta und Benzer, 1972) bestehen, zeigten, dal’ der sws-
Phanotyp auf hemizygote Bereiche beschrénkt ist und daher das SWS-Protein keiner weitreichenden

Diffusion unterliegt, sondern vermutlich zellulér gebunden ist.

Durch Defizienzanalysen wurde die zytologische Position des sws-Gens urspringlich auf den Bereich
7D1-7D5 des X-Chromosoms festgelegt. Durch die Revertierung des mutanten Phanotyps mit der
Duplikation Dp(1;3)sn13al konnte der Bereich des sws-Gens weiter auf die zytologische Position 7D1
eingeengt werden. Ein 14 kb langes genomisches Fragment dieser Region rettete, as p-Element-

Transformation in sws-Fliegen eingebracht, den Phanotyp aler untersuchten sws-Allele (Kretzschmar

1997).



Einleitung

Die swsTranskriptionseinheit besteht aus 12
Exons, die zu einer mRNA von 5360 bp

8.4 kb Transksipt

- zusammen  gefigt werden. Der  offene

R=Eca Ml = Hinc il X o= Xbal G=Bacl P
e dEaay et i Leserahmen betragt 4274 bp. Von den
H = Ban | BeBambl  Me Ml =Pyl

urspringlich sechs vorhandenen sws-Allelen

H = Hind il

wurden drei (sws', sws® und sws') Allde

VRTTIVINNAVV VT = sequenziert und die ihnen zu Grunde liegenden

Mutationen dokumentiert (Kretzschmar et a.,

Abb. 1-6: Karte der 14 kb langen genomischen sws-Region auf dem X-Chromosom: Die
5,4 kb lange cDNA wird aus 12 Exons zusammengesetzt und codiert fir ein Protein von
1425 Aminoséuren Lange. 1997) .

Das Allel sws' entsteht durch eine C/A Substitution an Position bp 1124 des ORFs, wodurch sich
anstatt des Codons fir ein Serin (TCG) ein amber-Stop-Codon (TAG) ergibt. Hierdurch bricht die
Trangation nach dem Valin®* ab.

Eine G/A Substitution an Position 1942 ist fur das Allel sws® verantwortlich und fihrt zu einem
Arginin®® (AGG) anstelle eines Glycins®® (GGG).

Das Allel sws* besitzt aufgrund eines G/A Austauschs an Position bp 2877 anstelle des Glycins™®
(GGC) ein Aspartat™ (GAC).

Das vorhergesagte Protein ist 1425 Aminosduren lang und besitzt eine errechnete molekulare Masse
von 160 kDA. Hydrophobizitéatsanalysen zeigen die Anwesenheit von vier Transmembrandomanen
(TM1-TM4) auf (Siehe Kapitel 3.4.4). Die Sequenz G-X-S-X-G von Glycin®? bis Glycin®’ it as
Konsensussequenz der Serin-Esterasen beschrieben. Diese Sequenz stellt das aktive Zentrum dieser
Enzymklasse dar und liegt am N-terminalen Ende eines hochkonservierten Proteinmotivs (UPF0028)
unbekannter Funktion (L% bis R™2*) innerhalb der vierten Transmembrandoméane.

Den stérksten Transmembrancharakter ordnen alle verwendeten Transmembrandomanen-Analyse-
Programme (TSEG, TopPred2, Split, TMpred) der N-Terminalen TM1 (V*® bis F*°) zu. Zwischen der
ersten und der dritten Transmembrandoméne liegen ein 128 (R*’ bis N*®) und ein 28 Aminosiuren
(V3 bis S°®) langer Bereich mit 21%, beziehungsweise 39 % Identitdt zur regulatorischen
Untereinheit der cAMP-abhéngigen Proteinkinase Typ Ja (Rla). Der erste Bereich besitzt in dem
Sequenzabschnitt 1'*° bis Y'*° eine Konsensussequenz fir die Interaktionsdoméne zwischen der
regulatorischen und der katalytischen Untereinheit der Proteinkinase. Der Sequenzabschnitt \** bis
S stellt eine konservierte Sequenz firr die cAMP-Bindung der regulatorischen Untereinheit dar
(Kretzschmar et al., 1997).

Neuere Datenbankanalysen (Pfam 6.1) postulieren neben den eben dargelegten Ergebnissen weitere
Sequenzbereiche, die starke Homologien zu cNMP-Bindungsdoméanen aufweisen. Es handelt sich
hierbei um weite Bereiche der N-terminalen Hélfte des Proteins: Von H'® bis V**° (E = 1,2 x 10%9),

von E*® bis % (E = 3,3 x 10°) und von Y® bis I'® (E = 39 x 10%). Die zu Grunde liegende
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Konsensussequenz PF00027 stellt eine funktionelle Doméne einer neuen Familie von cNMP

gesteuerten Kandlen dar (Yau, 1994).

™M1 TMZ2 T4
T o N N e S e 1425
thMP cibP L chME I ™3 URPFO028

Abb. 1-7: Schematische Ubersicht der Doménen des 1425 Aminoséure langen SWS-Proteins. TM1-4: Transmembrandoméanen, cNMP I-111: Sequenzabschnitte mit starker Homologie zu
cNMP-bindenden Doméanen (PF00027), UPF0028: Konservierter Bereich mit aktivem Zentrum (S).

1.2 Analyse des Maus-Orthologen (MNTE)

Mit Hilfe der Sequenzinformation des sws-Gens aus Drosophila melanogaster wurde das Maus-
Orthologe (MNTE) aus einer cDNA-Bank isoliert und sequenziert (Moser et al., 2000). Mit einer
Identitat von 48% und einer Ahnlichkeit von 63% auf Ebene der Proteinsequenz zeigt sich deutlich der
hohe Konservierungsgrad der Genprodukte aus Maus und Drosophila. Dies wird noch deutlicher,
betrachtet man einzelne Doménen. So besteht zum Beispiel zwischen der UPF0028-Doméne von
Drosophila melanogaster und der der Maus eine |dentitét von 57 % und eine Ahnlichkeit von 75 %.
Die Hydrophobizitétsanadyse ergab fir das 1327 Aminosduren lange Protein ebenso wie fir
Drosophila sws die Vorhersage von vier Transmembrandomanen, wovon die Dritte und die Vierte eng
beisammen liegen (V*% bis C* und G*®® bis A°”®) und sich in der vierten Transmembrandoméane die
K onsensussequenz des aktiven Zentrums der Serinesterase befindet (Moser et al., 2000).

Die Expressionsanalysen durch in situ-Hybridisierungen an Gefrierschnitten des Gehirns von Mausen
oder an Ganzkorpersektionen von Mause-Embryonen, zeigen eine weit verbreitete Expression mit
einem deutlichen Entwicklungsprofil. Die ersten Signale der NTE mRNA sind in den Cranial- und
Spinalganglien am Tag 11 p.c. zu sehen. Spétere Expression zeigt sich ab 13 p.c. im Mesonephros, im
Darmepithelium und in den Epithelien des olfaktorischen Systems, sowie im Rachen- und im
Luftrohrenepithel. Post natale in situ-Hybridisierungen weisen Expression im gesamten Gehirn nach,
die im weiteren Verlauf der Ontogenese abnimmt und im Adulten auf eine Restexpression in grof3en
Neuronen des Kortex, des Riechkolbens, des Thalamus und des Hypothalamus, sowie der Medulla
oblongata reduziert ist. Persistierende starke Farbung bestent auch im adulten Tier in den

Pyramidalneuronen und in den Purkinje-Zellen des Cerebellums.
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1.3 Das NTE-Protein in Vertebraten

Mit der Sequenzierung der cDNA der neuropathy target esterase NTE wurde der Gruppe der
homologen Gene, die his dahin ohne eine bekannte Funktion lediglich Vorhersagen aufgrund von
Sequenzvergleichen erlaubten, ein Enzym hinzugeflgt, welches in den letzten 30 Jahren eingehend
untersucht wurde. Ein Grof3teil dieser Erkenntnisse stammt aus der klinischen Forschung, da NTE als
Mitglied der Proteinfamilie der Serin-Esterasen durch organische Phosphorséureester zu inhibieren ist.
Seit dem industriellen Einsatz dieser Stoffklasse wurde NTE in die Aufklarung von pathologischen
Mechanismen mit einbezogen (Johnson 1982, Jamal 1997). Den entsprechenden Genprodukten von
Drosophila melanogaster, Maus, C.elegans, S. cerevisiae und vielen weiteren orthologen Mitgliedern
dieser Genfamilie wurde damit ein funktioneller Kontext zugewiesen, der sich durch eine Vielzahl

physiol ogischer, biochemischer und klinischer Daten auszeichnet (Lush et al., 1998).

1.3.1 Die Inhibition von Serinesterasen durch Organophosphate

In der uniibersehbaren Menge anthropogener Stoffe, die seit dem Beginn der industriellen Revolution
in groflem Mal3stab produziert und freigesetzt werden, nimmt die Stoffklasse der Organophosphate
eine herausragende Stellung ein. Seit der ersten Organophosphat-Synthese durch Clermont im Jahr
1854 wurden Uber 20.000 neuartige Verbindungen dieser Substanzklasse hergestellt und in den
verschiedensten Bereichen der industriellen Fertigung und des taglichen Lebens eingesetzt
(Edmunson, 1988). Doch erst seit Beschreibung ihrer insektiziden Wirkung durch Schrader 1937
wurden sie in der industriellen Landwirtschaft, durch ihre toxischen Wirkungen auf den Menschen
aber auch seit dem 2.Weltkrieg in Form von Kampfgasen zur Vernichtung menschlichen Lebens,
eingesetzt. Die hohe Saugetiertoxizitét von Verbindungen wie Tabun, Sarin oder VX fihren zu der
ungebrochenen militérischen Bedeutung dieser Substanzklasse (Marrs et al., 1996).

Die Anzahl der akuten Vergiftungen durch Unfélle mit Organophosphaten weltweit wird auf Gber drei
Millionen Féle geschétzt, worunter jdhrlich ungefdhr 220.000 Todesfélle zu verzeichnen sind
(Rosenstock et al., 1991). Eine exakte Einschétzung des Schadens und die pathologische Bewertung
wird jedoch durch mangelhafte Dokumentation der vielen subklinischen Falle und der hohen
individuellen Schwankung der Empfindlichkeit eines Geschadigten erschwert.

Da die meisten klinischen Falle auf eine Inhibition des an der Ubertragung von Nervenimpulsen
beteiligten Enzyms Acetylcholin-Esterase (AchE) zurlickzufiihren sind, stellt dieses System das am
besten verstandene Modell fur die Inhibition einer Esterase dar. Da jedoch auch andere Esterasen in
verschiedenem Ausmald inhibiert werden, ergibt sich oft ein klinischer Mischtyp, der theoretisch in
vier Phasen eingeteilt werden kann und in Abb. 1-8 graphisch dargestellt ist (Jamal, 1997).

Eine Inhibition der AchE fihrt zu einer Uberstimulation der nikotinischen und muskarinischen
Synapsen des peripheren und zentralen Nervensystems durch Akkumulation des Neurotransmitters im

synaptischen Spalt und zeitlich verzogert zu einem Zusammenbruch der Nervenibertragung (Taylor,
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1980). Die klinischen Zeichen beginnen meist 12-24 Stunden nach Exposition und kénnen mehrere
Tage oder (aufgrund der guten Lipid-Léslichkeit von Organophosphaten) auch Wochen andauern
(Akute Vergiftung). Die durch die Inhibition der AchE hervorgerufene Neuropathie umfasst
Muskelldhmungen, Magen- und Verdauungsstorungen bis hin  zum Atemstillstand und
Kreislaufkollaps (Ecobichon, 1991).

Eine as Intermediat Syndrom (IMS) bezeichnete klinische Manifestation beschreibt cholinerge
Effekte, die nach oder ohne eine akute Vergiftung auftreten. Kennzeichnend ist eine lebensbedrohliche
Muskelschwéche, die insbesondere die Nacken- und Atemmuskulatur betrifft (Karalliedde, 1993).
IMS folgt moglicherweise einem anderen, bislang vollig unbekannten pathophysiologischen
M echanismus wie die Akute Neurotoxizitat (Jamal 1995, Senanayake 1887).

Eine Anzahl von Organophosphaten mit spezifischen, chemischen Eigenschaften (siehe Kapitel 1.3.2)
fuhrt zu einer peripheren Neuropathie distaler sensorischer und motorischer Nervenfasern zwei bis
drei Wochen nach der Intoxikation. Dieses als organophosphate induced delayed neuropathy
(OPIDN) bezeichnete Phénomen ist nicht auf eine Inhibition der AChE zuriick zu fuhren (Marrs,
1993; Jamal, 1995; Davis et al., 1980). OPIDN beginnt mit einer Muskelschwéche der Extremitéten.
Nach der Entwicklung ener schlaffen Lahmung folgen aufgrund der Degeneration von
Pyramidenbahnneuronen Spastizitdt und Ataxie. Bei Beeinflussung zentralnervdser Bahnen ist
Reversibilitét der Neuropathie meist nicht gegeben und es verbleiben Koordinationsstérungen und

verminderte mentale Leistungen (Triebig, 1990).

Organophosphat
Exposition

-

~ 3 Tage ~ 21 Tage Monate

Abb. 1-8: Chronologischer Verlauf der moglichen klinischen Symptome nach Organophosphat-Exposition (nach Jamal, 1997). IMS: Intermediat Syndrom, OPIDN: organophosphate
induced delayed neuropathy (Verzogerte Neuropathie), COPIND: chronic OP-induced neuropsychiatric disorder .

Es gibt darlber hinaus vermehrt Hinweise darauf, dal3 langanhaltende Exposition gegenlber
Organophosphaten oder akute Intoxikation zu einer chronischen Spéatsymptomatik fahrt, die mit
Beeintrdchtigungen der neuromuskul&ren  Funktionen, kognitiven  Einschrénkungen und
Verhaltensanderungen einhergeht (Steenland, 1996). Dieses as ,chronic OP induced
neuropsychiatric disorder (COPIND) benannte Syndrom wird ebenso wie IMS nicht auf eine
Inhibition der AchE oder der NTE zurtick gefuhrt (Jamal 1995).

Die physiologisch wirksame Gruppe der organischen Phosphorverbindungen sind Ester, Amide oder

Schwefelderivate der Phosphorsdure und werden unter dem Begriff |, Organophosphate®
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zusammengefasst. Sie sind lipophil und aufgrund der geringen Elektronendichte des Phosphors
reaktive Elektrophile, die insbesondere mit den nukleophilen Serinresten von Proteinen durch

Umesterung und Abspaltung einer nukleophilen Abgangsgruppe eine Verbindung eingehen (Abb. 1-9,
(2).

-R

H=X
J, ;
Ser-O-H Ser—G—H—x-?—O-R Ser-ﬂ—lr-* O-R Ser-0-H
2 O-R O-R 4

=)

1

Abb. 1-9 Blockade des aktiven Serins einer Serinesterase durch kovalente Bindung eines Phosphorsdureesters. 1: intakte Esterase, 2: Organophosphat-Enzym-Intermediat,
3: Organophosphat-Enzym-Komplex nach Freisetzung der nukleophilen Abgangsgruppe (H-X), 4: Wiederherstellung des katalytisch aktiven Enzyms durch Hydrolyse der Esterbindung
(Richardson, 1995).

Dieses phosphorylierte Enzym (3) ist um mehrere GrolRenordnungen hydrolysestabiler als das
natlrliche Acyl-Enzym-Intermediat, so da3 diese neue Bindung das aktive Zentrum einer

Serinesterase moglicherweise wochenlang inhibieren kann.

1.3.2 NTE als Ausldser fir die Entwicklung von OPIDN

Mitten in der amerikanischen Prohibitionszeit, in den Jahren 1929 und 1930, kam es zu einer
Massenvergiftung, as Uber 20.000 Menschen ein akoholisches Getrénk (,Jamaica Ginger*)
konsumierten, das tri-ortho-Kresylphosphat (TOPC) enthielt. Die beschriebenen Neuropathien
manifestierten sich klinisch erst Wochen nach der Aufnahme von TOPC. Seitdem wurden 40.000
Fale dieser Art der verzogerten Neuropathie (OPIDN) beschrieben (Abou Donia und Lapadula, 1990)
und mehrfach kam es seitdem auch wieder zu Massenvergiftungen durch Lebensmittel, die mit
Organophosphaten kontaminiert waren.

Erst 1969 wurde NTE als molekularer Angriffspunkt der Entstehung von OPIDN definiert und konnte
als *Fdi-isopropyl-fluoro-Phosphat (DFP) markiertes Protein in Mikrosomen eines Gehirnhomogenats
nachgewiesen werden (Johnson, 1969). Durch ein kolorimetrisches Nachweisverfahren mit dem
artifiziellen Substrat Phenyl-Valerat konnte das Vorkommen von NTE in verschiedenen Geweben von
Huhnern belegt und quantifiziert werden (Johnson, 1977).

Doch nicht alle Organophosphate, die eine Serinesterase inhibieren kénnen, sind Ausldser fir OPIDN.
Neben OPIDN ausldsenden ,neuropathischen Organophosphaten” existieren sogenannte ,, nicht-
neuropathische Organophosphate”. Diese inhibieren die NTE-Enzymaktivitét vollstandig, fuhren aber
nicht zur Manifestation von OPIDN (Johnson, 1974, Meredith et al., 1988).
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Abb. 1-10: Alterungsreaktion eines neuropathischen Organophosphats am aktiven Serin einer Serinesterase (Richardson, 1995). 1: Seryl-Organophosphat-Intermediat, 2:
verhdtnisméiig stabile Seryl-Organophosphat -Bindung nach Freisetzung der nukleophilen Abgangsgruppe, 3: aufferst hydrolysestabile Bindung nach Abspaltung der Alkylgruppe.
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Neuropathische Organophosphate durchlaufen nach der Bildung des Serylesters (Abb. 1-10, (2)) eine
weitere Reaktion: Sie kdnnen eine ihrer zwei Alkylgruppen abspalten und hinterlassen so im aktiven
Zentrum einen negativ geladenen Phosphorylrest (3). Die Hydrolyserate dieses mono-organo-
Phosphorylrests ist um mehrere GrofRenordnungen verringert. Dieser Prozess wird als , Alterung”
bezeichnet und ist Voraussetzung fur das Entstehen einer OPIDN (Johnson, 1974). Die abgespaltene
Alkylgruppe mancher neuropathischer Organophosphate wird nicht in die Ldsung abgegeben, sondern
erfahrt eine intramolekulare Umsetzung (Clothier und Johnson, 1979). In der NTE des Huhns wurde
durch Vergiftung mit 3H-Isopropyl-markiertem DFP das Asp™®* as Zielaminosiure dieser
intramolekularen Umsetzung identifiziert (Glynn, 2000). Da die blof3e Inhibition des aktiven Zentrums
der NTE durch ein nicht-neuropathisches Organophosphat keine pathologischen Folgen hat, liegt der
Grund fur die Ausldsung einer OPIDN mdglicherweise in der Verénderung einer Doméne aulerhalb
des aktiven Zentrums (, nicht-Esterase-Funktion*) oder in einem toxischen Funktionsgewinn eines
normalerweise im adulten Tier ,stillgelegten® Mechanismus durch die negative Ladung im aktiven
Zentrum (Glynn, 2000).

Die Versuche das NTE-Enzym zu isolieren waren lange Zeit nicht erfolgreich, da zwei Faktoren eine
Aufreinigung behinderten. Erstensist die Konzentration des NTE-Enzyms in Gehirnhomogenaten sehr
gering und selbst in angereicherten Mikrosomenfraktionen betrdgt sie weniger als 0,1% des
mikrosomalen Gesamtproteins (Williams und Johnson, 1981). Zweitens verliert das Enzym seine
Aktivitét, sobald es aus der Membran isoliert wird und ist damit einem Nachweis nicht mehr
zuganglich (Pope und Padilla, 1989). Aber auch dariiber hinaus verfestigte sich schon vor der
Klonierung des Gens der Verdacht, dal? es sich bei NTE um ein integrales Membranprotein handeln
muf3. Letztendlich hat erst die Synthese des kinstlichen spezifischen Substrats S9B (Saligenin-cyclo-
phospho-9-biotinyl-diamino-nonan) zu einer Aufreinging des Proteins aus Gehirnmembranfraktionen
und zum Nachweis seiner Membranlokalisation gefuhrt (Glynn et al., 1994).

Mit Hilfe der hiermit zum ersten Mal zuganglichen Information Uber die Abfolge der Aminosduren
konnten Antikorper gegen das NTE-Protein generiert und immunhistologisch eingesetzt werden

(Glynn, 1997).

13



Einleitung

Abb. 1-11: NTE-Antikorperfrbung am  zentralen Abb. 1-12; NTEAntikorperfrbung am  zentralen ADb_L13 NTEAnikorpativbung am peripheren
Nervensystem des Huhns: Immunoreaktivitdt in den Nervensystem des Huhns: Groe Neuronen im Nervensystiem e unns: Kkumu'ation
sensorischen Neuronen der Spinalganglien Cerebellum. immunoreaktiven Materials proximal zu einer Ligatur

des Ischiasnerven.

Immunhistochemische Untersuchungen der Verteilung des NTE-Enzyms in Gewebepraparationen des
Gehirns von Hiihnern zeigen ein hohes Vorkommen des Enzyms, insbesondere in den Purkinje Zellen,
den Spinalganglien (Abb. 1-11), im Kortex und im optischen Tektum des zentralen Nervensystems.
Das Protein ist im Zytoplasma des Zellkorpers detektierbar, nicht jedoch im Zellkern (Abb. 1-11, 1-
12). In den Axonen ist das NTE-Protein immunhistochemisch nur proximal und distal einer Ligatur
(Abb. 1-13), vermutlich aufgrund von Akkumulationsprozessen, nachzuweisen (Glynn, 1997). Hier
scheint das Protein mit axonalen Mikrosomen assoziiert zu sein und wird mit dem schnellen axonalen
Transport sowohl anterograd als auch retrograd transportiert (Glynn, 1997; Carrington, 1985).
Untersuchungen der Aktivitatsverteilungen des NTE-Enzyms haben einen proximo-distalen
Gradienten entlang des Ischiasnervs des Huhns mit den Verhéltnissen 25:5:1 ergeben. In alen bislang
untersuchten Spezies konnte die hdchste NTE-Aktivitdt im Gehirn, gefolgt vom Rlckenmark,
nachgewiesen werden. Eine Immunoreaktivitét in Gliazellen der untersuchten Individuen konnte nicht
nachgewiesen werden (Glynn, 1997). In nicht-neuronalen Geweben ist eine NTE-Aktivitét in den

Lymphozyten, in der Plazenta und im Hoden nachweisbar (Moretto und Lotti, 1988).

1.3.3 OPIDN und Waller’'sche Degeneration

Ultrastrukturelle Studien zum zeitlichen Verlauf einer verzégerten Neuropathie durch Inhibition von
NTE in Katzen mit Di-isopropyl-fluorophosphat (DFP) zeigte einen Degenerationsverlauf peripherer
Axone, die hinsichtlich ihrer phanotypischen Entwicklung in der klinischen Literatur als Waller” sche
Degeneration nach Ligatur eines Axons beschrieben worden ist (Bouldin und Cavanagh, 1979).

Hierbel handelt es sich um charakteristische, zellulére Prozesse, die sich nach der Transsektion eines
Axons im Sinne einer distalen axonalen Degeneration (,,dying back”) ereignen. Nach der Axotomie
kommt es innerhalb einer Latenzperiode von 1-3 Tagen zu keinerlel sichtbaren histologischen
Ereignissen. Direkt nach der Verletzung des Axons kann man jedoch einen Zusammenbruch des
schnellen axonalen Transports nachweisen. Den Beginn der Degeneration kennzeichnet ein Kalzium-
Influx durch das intakte Axolemma (Schaegpfer und Bunge 1973, George et a., 1995). Die Synthese

von Tubulin und Aktin steigt an und die Synthese von Neurofilamenten sinkt ab (Hoffmann und
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Cleaveland, 1988). Der Anstieg der intrazelluldaren Kalziumkonzentration fuhrt zu einer Aktivierung
von Kalzium abhéngigen Proteasen (Calpaine) und dadurch zu einer Verstérkung der proteolytischen
Spaltung von Proteinen des Zytoskeletts. Histopathologisch charakteristisch fir die Waller’sche
Degeneration ist das Auftreten von intra-axonalen Vakuolisierungen, distaler axonaler Schwellung
und einer Degradation der Myelinscheide. Die Perikarya zeigen ein durchsichtiges Zytoplasma mit
Vakuolisierungen und auffalligen membrandsen Einschltssen (Ginsberg, 1998). In Schwann-Zellen
werden Fetttropfchen und kleine, konzentrische Membranfiguren sichtbar (Waller, 1850; Ramon y
Cajal, 1928). Nach der Degeneration des Axons kann im peripheren Nervensystem der proximae
Stumpf regenerieren, ein Prozess der je nach Lange des abgetrennten distalen Anteils zwischen
Wochen und Monaten andauern kann.

Die aufféllige Ubereinstimmung der morphologischen Veranderungen nach einer physikalischen
Transsektion des Nerven mit den auftretenden Degenerationserscheinungen nach Inhibition von NTE
durch DFP, fuhrten zu der Aussage, dal3 neurotoxische Organophosphate durch Inhibition von NTE
eine ,chemische Transsektion“ des Nerven verursachen und dadurch OPIDN ausldsen (Bouldin und
Cavanagh 1979).

1.3.4 Waller’sche Degeneration und Gliazellen

Im Gegensatz zu der Betrachtung, dai es sich im Falle der Gliazellen lediglich um ein , Stiitzgewebe®
der Nervenzellen handele (Virchow, 1846), erkennt man mehr und mehr eine zentrale und aktive
Funktion, die Gliazellen bei der Aufrechterhaltung eines funktionstiichtigen Nervensystems leisten. So
scheinen Mikrogliazellen einen zentralen Einfluld auf die Pathophysiologie der amyloiden Plaques der
Alzheimer Krankheit (Uchihara et al., 1997) zu besitzen und sind somit ein zentraler Angriffspunkt fr
maogliche Behandlungsstrategien. Auch gibt es vermehrt Hinweise darauf, dald Mikrogliazellen eine
ausschlaggebende Funktion in der Entwicklung des HIV induzierten aids dementia complex (Achim
und Wiley, 1996) zukommt.

Bei neurodegenerativen Erkrankungen des peripheren Nervensystems, wie dem Charcot-Marie-Tooth-
Syndrom (CMT), haben Gliazellen entscheidenden EinfluR auf die Pathogenese: Die Untersuchung
der Expression des mit CMT assoziierten peripheral myelin protein 22 (PMP22) in Ratten (Niemann
et a., 1999) und Mausen weist dem Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat von
Schwann-Zellen bei der Entwicklung derartiger Demyelinisierungskrankheiten eine zentrale Stellung
zu (D" Urso et al., 1998). Eine gesteigerte zelluldre Produktion der zytosolischen Phospholipase A2 in
Nachbarschaft zu degenerierenden Neuronen ist in Astro- und Mikrogliazellen wesentlicher
Bestandteil der inflammatorischen Signalkaskade (Stephenson et al., 1999). Neben der Unterstiitzung
der Signallbertragung kommt den Schwann-Zellen und Makrophagen im peripheren Nervensystem
eine fuhrende Rolle bel der Entfernung der axonalen Reste nach der Waller’schen Degeneration eines

Nerven und der damit verbundenen Mdglichkeit zur axonalen Regeneration zu (Perry et al., 1987).
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Nach Axotomie fragmentieren Schwann-Zellen ihre eigene Myelinscheide in Ovoide, die se
autophagozytieren, bis Makrophagen in den Tubus des degenerierenden Nervs eindringen und die
Abbauprodukte des distalen Axonstumpfs und der Myelinscheide abbauen (Liu et a., 1995). Nach
einer Proliferationsphase der Schwann-Zellen haben Axone des peripheren Nervensystems die
Fahigkeit, in den nun leeren Tubus erneut auszuwachsen und zu regenerieren (Fugleholm et al., 1994).
Die Gliazellen sorgen wahrend dieses Prozesses fur Stabilitdt und stellen Signalmoleklle sowie
trophische Faktoren zur Verfigung (Fu und Gordon, 1997). Im Gegensatz zum peripheren
Nervensystem, bleiben im zentradlen Nervensystem nach Waller'scher Degeneration die
entscheidenden Schritte, die zu einer Regeneration des distalen Anteils des Axons fihren, aus. Es
kommt weder zu einer Aktivierung von Mikrogliazellen (Perry et al., 1987), noch werden hamatogene
Makrophagen rekrutiert. Diese kdnnen nicht zu degenerierenden Nervenbahnen des ZNS vordringen,
da die Blut-Gehirn-Schranke (BGS) eine Penetration verhindert (Griffin et al., 1992). Gliazellen haben
somit eine zentrale Stellung innerhalb des Mechanismus, der nach Waller scher Degeneration zu einer
Regeneration des beschadigten Nervs und damit zu einer funktionellen Restauration des Organismus
fahrt.

Die Inhibition von NTE durch ein geeignetes neurotoxisches Organophosphat fuhrt zu einer
verzogerten Neuropathie, deren phanotypischer Verlauf hinsichtlich histologischer und
physiologischer Ereignisse mit einer Waller’schen Degeneration gleichzusetzen ist. Und ebenso wie in
physikalischen Transsektions-Experimenten sind die  durch OPIDN ausgel bsten
Degenerationserscheinungen reversibel, solange sie nur periphere Nervenbahnen betreffen. Werden
zentralnervose Strukturen beschadigt, so bleibt eine axonale Regeneration aus (Jortner et al., 1989). In
den vergangenen Jahrzehnten hat sich daher die Waller'sche Degeneration zu einem
histopathologischen Modell fir das Erscheinungsbild von OPIDN etabliert, das nicht nur die
neuronalen Prozesse sehr genau beschreibt, sondern auch den Beitrag von Gliazellen mehr und mehr

in den Vordergrund rtickt.

Die immunhistochemischen Experimente an Préparaten des Huhns (Abb. 1-11, 1-12, 1-13) legen nahe,
da’ das SWSNTE-Protein in Gliazellen nicht oder nur in geringer Konzentration vorhanden ist.
Ebenso deuten die Muster der in situ-Hybridisierungen darauf hin, dal3 Gliazellen kein sws-Transkript
beinhalten (Abb. 2-3) und damit, wenn Uberhaupt, nur eine untergeordnete Funktion im
Wirkungsgefiige des SWS/NTE-Proteins wahrnehmen. Im Gegensatz zu dieser scheinbar fehlenden
Beteiligung auf Ebene der mRNA- und Proteinexpression, reprasentieren Gliazellen in der
Histopathologie der sws-Mutation einen wesentlichen Teil des Erscheinungsbilds in Drosophila
melanogaster. Und wie an der Existenz einer glialen Schadigung des frisch geschltpften Imagos (Abb.
1-1) vor dem Beginn der neuronalen Degeneration zu sehen ist, kommt Gliazellen in der
Pathophysiologie der durch die sws-Mutation ausgel sten degenerativen Prozesse moglicherweise eine

entscheidende Funktion zu.
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1.3.5 Die SWS/NTE-Proteinfamilie

SWSund NTE sind Mitglieder einer bislang unbekannten Proteinfamilie, deren Mitglieder signifikante
Homologien zwischen den Vertretern von Drosophila melanogaster, des Menschen bis hin zu
Vertretern im Reich der Bakterien wie Escherichia coli oder Neisseria meningitidis aufweisen.
Abgesehen von der Konsensussequenz des aktiven Zentrums der Serinesterase zeigen das SWS-Protein
und seine Familienmitglieder nur geringe Ahnlichkeiten mit der bisher am besten untersuchten
Serinesterase AchE oder zu allen anderen bislang bekannten Serin-Esterasen (Glynn, 2000). Die
meisten Mitglieder dieser neuen Familie sind konzeptuelle Proteine aus verschiedenen Genom-
Sequenzierungsprogrammen. Alle eukaryontischen Vertreter [SAS (Drosophila melanogaster), NTE
(Homo sapiens, Mus musculus), YOL4 (Caenorhabditis elegans), YMF9 (Saccharomyces cerevisiae)]
weisen in ihrer Proteinsequenz mehrfach analogisierbare Transmembrandoménen auf und zeigen im

weiteren Aufbau ihrer Domanen eine starke Kongruenz.

| Ll |_g W4l  Sws(Drosophila)
| ] 180 w1 a immraaze H NTE fHUHJE!JJ
H . el “ ﬂ L] H— 1 _ | 6 g H YOL 4 ['C.EIEQ'E‘HS_J

i-i_hl_lﬂ___k___t_._ =D YMF9 (S.cerevisiae)

Abb. 2-15: Schematische Proteinmodelle ausgewahlter Vertreter der SWS/NTE Familie mit homologen Bereichen. Blau: Transmembrandoménen, Griin: cNM P-bindende Regionen,
Grau: UPF0028-Doméne.

Die N-terminale Hélfte des SVS/NTE Proteins enthélt in Drosophila melanogaster, Homo sapiens und
Mus musculus einen Bereich ausgepragter Ubereinstimmung, welcher wiederum signifikante
Homologien zu der cNMP-Bindungsdoméne (Pfam accession number PF00027) einer Familie der
cNMP-gesteuerten Kandle aufweist (Yau, 1994). Auch in Caenorhabditis elegans existieren diese drei
homologen Bereiche, nur ist hier die Konservierung der N-terminalen Sequenz (E®® bis E®®)
schwécher ausgepragt.

Problematisch erscheint die Lage der zweiten Transmembrandomane (TM2) in bezug auf die cNMP-
Domanen in Drosophila und C. elegans, da je nach dem wo TM2 liegt, die cNMP-Doménen an

unterschiedlicher Membranseite zu liegen kommen (siehe Kapitel 3.4.4).

Die stérkste Einstimmigkeit der Sequenzen durch so verschiedene phylogenetische Klassen hindurch
zeigt sich an der katalytischen Doméne, die neben zwei Transmembrandoméanen auch das aktive
Zentrum der Serinesterasen enthdt. Der ads UPF0028 bezeichnete Sequenzabschnitt mit der
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Konsensussequenz [GAJH{GT-G{GAJ-A-R-GX{SA[-HX-GX({IV]-DXxRHGA]-Gx-Sx-G findet sich as C-

terminale Region in vielen Proteinen aus Eu- und Prokaryonten.

Drosophila 929 LSEPNVHSDFSRLARW.TGNSI GLVLGGGGARGAAHI GMLKAI QEAG PVDWGGVSI GALMGALWC
Maus 910 SRRADRHSDFSRLARVLTGNTI ALVL GGGGARGCSHI GVLKALEEAGVPVDLVGGTSI GSFI GALYA

00 . Fhkhkhhhk hhkhk phOkkhhhhhhh ko phkkphkh pphkhphdd phhxO0Okxk ppakkx o

Dr osophi | a SDFSRLARWL.TGNSI GLVLGGGGARGAAHI GMLKAI QEAG PVDWGGVSI GALMGALWCSERNI TT
Maus SDFSRLARVLTGNTI ALVL GGGGARGCSHI GVLKALEEAGVPVDLVGGTSI GSFI GAL YAEERSASR
Kok kkkkkk Kk kk QR OK KKK KKK KKK O Lk hk pR Ak | R A K pRAK pRAKOK KK | { R KK JOOKNO
Dr osophi | a VTQKAREWSKKMIKWFLQLLDLTYPI TSMFSGREFNKTI HDTFGDVSI EDLW PYFTLTTDI TASCH
Maus TKQRAREWAKSMT SVLEPVLDLTYPVTSMFTGSAFNRSI HRVFQDKQ EDLW.PYFNVTTDI TASAM

OO0k gkkkk yxkO0xk%x0 Frhkkkk phkk ok 4k khk ppkk Ok Kk Okkkkk phkk O pkkhkkkxo

Dr osophi | a RI HTNGSLWRYVRSSMSL SGYMPPL CDPKDGHL L L DGGYVNNL PADVIVHNL GAAHI | Al DVGSQDDT
Maus RVHKDGSLWRYVRASMT L SGYL PPLCDPKDGHL L MDGGY! NNLPADI ARSMGAKTVI Al DVGSQDET

HpkOphkkkkhkk phk phkhk phkhkhkrhkhhhphhrhphkrhkh 4 3O px% Frhkkkokkkk 4k

Dr osophi | a DL TNYGDDL SGWAL L YKKWNPFTSPVKVPDL PDI QSRLAYVSCVRQLEEVKNSDYCEY! RPPI DKYK
Maus DL STYGDSL SGWAL L WKRLNPWADKVKVPDVAE! QSRLAYVSCVRQLEVVKSSSYCEYLRPSI DCFK
H O KR O KA KA KA O KA N O R KA AR EERH AN RA KR O KO AN K fHKOHK
Dr osophi | a TLAFGSFDEI RDVGYVFGKNYFESMAKAGRL GRFNQUWENKEPPKR 1248
Maus TMDFGKFDQ YDVGYQYGKAVFG: - - - - - - - - - - - GWIRGEVI EK 1217
kg KO KK 4R RKAK pkk X ook 44

Abb. 1-16: UPF0028 Doménenvergleich von Drosophila und Maus. *:Identische Aminosduren, +: konservativ ausgetauschte Aminosauren, °: Aminosauren mit einer ahnlichen
sterischen Beschaffenheit

Der Sequenzvergleich dieser Doméne von Drosophila melanogaster mit Mus musculus zeigt mit 57 %
Identitdt und 75 % Ahnlichkeit (iber einen Proteinbereich von 319 Aminosiuren hinweg (Drosophila
melanogaster L%°-R?*®, Mus musculus S™°-K*?'") seine hochgradige Konservierung.
Aber auch der Vergleich der UPF0028-Domane aus den Orthologen von Maus, Mensch, Drosophila,
C. elegans (YOL4) und Saccharomyces cerevisiae (YMF9) veranschaulicht mit 32 % ldentitdt und 56
% Ahnlichkeit einen enormen Selektionsdruck hinsichtlich funktioneller Konstanz wahrend der
Evolution. Selbst zu so entfernten Verwandten wie dem Bakterium Escherichia coli (ychK) zeigt sich
bei einem phylogenetischen Vergleich der Drosophila-Sequenz L%°-R** ein Identitétsgrad von 27 %
und einer Ahnlichkeit von 50 %.
Charakteristisch fur die Familie der Serin-Esterasen ist neben dem aktiven Serin in der Sequenz G-X-
S-X-G ene spezifische rdumliche Anordnung weiterer zwei Aminosduren, die den Sauerstoff des
aktiven Serins in jenen reaktiven Status Uberfuhren, der ihm den nukleophilen Angriff auf das
Carbonylatom der Esterbindung oder das Phosphoratom des Organophosphats erlaubt. In den meisten
analysierten Serin-Esterasen sind dies ein Aspartat und ein Histidin in der Néhe des zentralen
Serylrests (Dodson und Wlodawer, 1998). Sie kdnnen nur kooperativ Ester hydrolisieren und werden
deswegen als ,katalytische Triade" bezeichnet. Durch gezielte Aminosduresubstitutionen konnten
neben dem aktiven Serin die Reste A%, A®® und H*® als mégliche Mitglieder der katalytischen
Triade des humanen NTE identifiziert werden. Diese vier Aminosaurereste sind in Maus, Mensch,
Drosophila, C. elegans und Hefe konserviert (Atkins und Glynn, 2000).
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All diese Daten demonstrieren eine durch viele phylogenetische Stufen hindurchgehende
Konservierung, die einen einheitlichen Reaktionsmechanismus und einen &hnlichen Funktionskreis
nahelegt. Aufféllig ist eine deutliche Dreiteilung der funktionellen Doménen in die Bereiche der
Transmembrandomanen, die der moglicherweise regulatorischen cNMP-bindenden Sequenzeinheiten
und jener, bislang keiner Funktion zuzuordnenden und meist C-terminal liegenden Doméne UPF0028.
Ebenso wie die Homologien der cNMP-bindenden Domanen zu einer Familie cNMP-gesteuerter
Kandle, legt die Tatsache, dal? das aktive Zentrum innerhalb einer Transmembrandomane liegt und die
katalytische Umsetzung eines Esters immer in einer wassrigen Umgebung stattfinden muss, eine Rolle
des SWS/NTE-Proteines al's porenbildendes Protein nahe (Padilla, 1989; Thomas, 1990).
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1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

Die bis hierher zusammengefassten Daten zeigen an Hand ausgewéhlter Experimente ein
vielschichtiges und langjéhrig angesammeltes Repertoire an Erkenntnissen und Mutmal3ungen Uber
Natur, Funktion und physiologische Rolle der Serinesterase SWSNTE. Obwohl auf diesem Gebiet
nachhaltige und weitreichende Forschung betriecben worden ist, stehen doch nach wie vor
unbeantwortete Kernfragen einer endgiltigen Aufklarung der pathologischen Mechanismen einer
Inhibition oder Mutation dieses Enzyms im Wege. Trotz einer klaren Zuweisung des SWS/NTE
Proteins zu der funktionellen Enzymklasse der Serinesterasen und dem Versténdnis der Katalyse, ist
nichts Uber ein mdgliches Substrat bekannt. Und die Zugehorigkeit zu einer derartig weitverbreiteten
und ubiquitéren Gruppe von Enzymen erschwert die Identifikation einer oder mehrerer spezifischer
Substrate. Daher bleiben auch die Verdachtsmomente etwaiger Funktionsmodelle weiterhin blof3e
Spekulation. Uber die Identitét des Substrats hinaus, ist in Drosophila melanogaster die Lokalisation
des aktiven Proteins in vivo nicht eindeutig beschrieben. Die Frage der neuronalen Expression von
SWSNTE konnte an Vertebraten immunhistochemisch belegt werden, ob aber Gliazellen dieses
Protein auch exprimieren und ob sie als obligatorischer Partner in einem SWS/NTE-Funktionskreis
eine entscheidende Rolle innehaben, konnte an keinem der bislang untersuchten Organismen
aufgeklart werden. Drosophila bietet, neben vielen anderen charakteristischen Merkmalen, in Gestalt
des GAL4-Systems ein funktionell ausgereiftes und wirkungsvolles Instrument zur Aufklérung solcher

Fragestellungen.

Das GAL4-System erlaubt es, ein beliebiges, kloniertes Gen in einer Vielzahl verschiedener Gewebe
spezifisch zu exprimieren (Phelbs und Brand, 1998). Ein Promotor oder Enhancer steuert die
Expression des Hefe-Transkriptionsfaktors GAL4 in einer gewissen Subpopulation von Zellen. Dieser
Transkriptionsfaktor wiederum kann die Expression eines Zielgens unter der Kontrolle der upstream
activating sequence (UAS) in der gleichen Zellpopulation induzieren. Da die GAL4-Linie (, Treiber-
Linie") und die UAS-Linie mit dem induzierbaren Gen als zwei separate transgene Einheiten
vorliegen, kommt es durch Kreuzung dieser beiden Linien zu einer Expressionsaktivierung in den
Nachkommen.

Die ldentitdt einer Zelle ist zum Uberwiegenden Anteil durch das charakteristische Profil ihrer
Genexpression festgelegt. Die Expression eines Gens in Zellen, in denen es normalerweise nicht aktiv
ist, oder die quantitative Steigerung der natlrlichen Expression, kann wertvolle Hinweise auf die

funktionelle Identitét des gesuchten Proteins geben.

Die durch das GAL4-System gewebespezifisch steuerbare Expression wildtypischer oder modifizierter
sws-cDNA in Drosophila melanogaster und die anschlielfende Untersuchung mdglicher

20



Einleitung

Veranderungen anhand von elektronenmikroskopischen Prdparaten stellt daher einen zentralen
Aufgabenkomplex innerhalb dieser Arbeit dar. Die parallele Untersuchung des SNS-Proteins aus
Drosophila und des NTE-Proteins der Maus ermoglicht die Uberprifung der funktionellen
Konservierung dieser beiden Orthologen. Durch die Wahl von geeigneten GAL4-Linien kann die
Auswirkung der ektopischen Expression innerhalb neuronaler mit der innerhalb glialer Zellverbande
verglichen werden. Da neben der ektopischen Expression im wildtypischen Hintergrund auch das Ziel-
gen im mutanten Hintergrund exprimiert werden soll, wird versucht, den ursichliche Zusammenhang
zwischen dem Phanotyp der sws-Mutante und der sws cDNA erstmals zu verifizieren. Uber die
gesteuerte Expression der wildtypischen cDNA hinaus, tragen auch modifizierte cDNA-Konstrukte
Zur besseren Bewertung der Funktion einzelner Doméanen des SWS-Proteins bei. Im Einzelnen wird
hierbei die Transmembrandoméne mit dem hdchsten Hydrophobizitétsindex des Drosophila-Gens
(TM1) aus der cDNA entfernt und die Folgen der dadurch verénderten Membrantopologie auf die
Aktivitét des Enzyms und auf die Histologie von Neuronen und Gliazellen beschrieben. Des weiteren
wird durch gezielte Aminoséduresubstitution das Serin®® des aktiven Zentrums der Drosophila-cDNA
durch ein Aspartat ersetzt. Hiermit wird anstelle der Hydroxylgruppe des Serins eine Carbonylgruppe

erzeugt und die Folgen einer Einfligung dieser negativen Ladung im aktiven Zentrum dokumentiert.

Begleitend zu den Analysen der Ultrastruktur wird von jedem untersuchten Genotyp die Aktivitét des
SWS-Proteins quantifiziert. Mit Hilfe dieser biochemischen Daten werden die histologischen Daten
gewichtet und einer vergleichenden Diskussion unterzogen. Besonderes Augenmerk gilt hierbei den
Implikationen einer zusétzlichen oder fehlenden SWSNTE-Expression sowohl in Neuronen, als auch

in Gliazellen unter Bertlicksichtigung eines mdglichen interzelluldren SWS/NTE Transports.

Neben den histologischen Ansdtzen, welche eine mogliche Verdnderung des Gewebes nach
ektopischer Expression der UAS-cDNAs unter verschiedenen GAL4-Treibern beschreiben, steht die
Notwendigkeit eines immunologischen Nachweisverfahrens fur eine tiefgreifende Charakterisierung
des SWS-Proteins aul3er Frage. Um die exakte Verteilung des SWS-Proteins und einen madglichen
Unterschied zwischen dem Ort seiner Expression und seiner Lokalisation aufgrund interzellulérer
Translokationsprozesse, sowie das Profil seiner zeitlichen Expression zu untersuchen, soll eine
geeignete monoklonale Antikorperlinie hergestellt werden. Anhand dieser Antikorper kdnnen im
Folgenden nicht nur die zellulare Distribution des SWS-Proteins, sondern nach Entwicklung eines
geeigneten Reinigungsverfahrens, auch seine biochemischen Eigenschaften und als in vitro-System
physiologische Aktivitétsparameter bestimmt werden. Die Expression des SWS-Proteins im
Zellkultursystem soll die Resultate vorhergegangener Untersuchungen auf zelluldrer Ebene
verifizieren und zusammen mit den strukturellen und biochemischen Daten zu einem tieferen

Verstandnis beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Fliegenstamme, Antikorper und Kits

2.1.1 Allgemeine Fliegenstamme

Genotyp Erklarung Herkunft Literatur
CantonS wildtypisch Canton Spezial Stammsammlung Lindsley und Zimm, 1992
we white Mutante Stammsammiung Lindsey und Zimm, 1992

plw'De-3] Sh/TM3Ser

Transposasequelle

Stammsammliung

Robertson et al., 1988

FM7ciw; TM3Sh/D

white-Stamm, balanciert
1. und I11. Chromosom

auf

Stammsammliung

w; TM3Sbh/D

white-Stamm, balanciert
111. Chromosom

auf

Stammsammlung

FM7clw; CyO/Sco

white-Stamm, balanciert
1. und I1. Chromosom

auf

Stammsammliung

w, CyO/Sco; TM3Sh/D

white-Stamm, balanciert
1. und I11. Chromosom

auf

Stammsammliung

w; CyO/Sco

white-Stamm, balanciert
11. Chromosom

auf

Stammsammliung

2.1.2 sws-Allele

Genotyp Erklarung Herkunft Literatur

sws' C™M*/A-Austausch: Ser*”®/ Stop-Codon D. Kretzschmar Kretzschmar et al., 1997
sws’ D. Kretzschmar Kretzschmar et al., 1997
sws* G®™IA: Gly/Asp D. Kretzschmar Kretzschmar et a., 1997
sws® G?/A: Gly/Arg D. Kretzschmar Kretzschmar et a., 1997
swe? D. Kretzschmar Kretzschmar et ., 1997
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2.1.3 Verwendete Gal4-Linien

melanogaster sws-cDNA

Stamm Erkl&rung Herkunft Literatur
w; p{elavGal4}/TM3Sh neurona! eGAL4 Bloomington Stock Center
Expression
w; p{loco-Gal4} gliadle GAL4-Expression C. Klambt
. Bloomington Stock Center,
GAL4-Expression unter S .
y w f sws p{hs-Gal4} Hitze-Schock Kontrolle Remohbilisierung von sas auf X.:
D. Kretzschmar
GAL4-Expression unter
w; p{actin-Gal4}/ Th Kontrolle des actin- Bloomington Stock Center
Promotors
w; p{MIB-Gal4}/Tm3Sh gliale GAL4-Expression Nambu
GAL4-Expression unter
w; p{Rh1-66.1-Gal4}/ Kontrolle des Rhodopsin Bloomington Stock Center
Promotors
w; p{Tra-Gal4}/TM6B GAL&Expressioninden | | oo e (CalTech)
Tracheen
w; p{neuronal-Gal4}/ neurona! eGAL4- L. Seroude (CalTech)
Expression
w; p{GMR-Gal4}/Cyo e M. Freeman
Expression
. : retinale GAL4- . .
w; p{GMR-Gal4} Expression F. Pignoni
2.1.4Verwendete UAS-Linien
Stamm Erklarung Herkunft Literatur
P{UAS-sws} 20 Wildtypische Drosophila vorliegende Arbeit

p{UAS-m-nte}*

Wildtypische Maus nte cDNA

vorliegende Arbeit

Drosophila melanogaster sws-cCDNA

p{UAS-sws- TM}Y ohne erste Transmembrandomanevon | vorliegende Arbeit
M 81 blS N1425
Drosophila melanogaster sws-cDNA . .
p{UAS-sws Ser®*/Asp®} mit einer Serin®/Aspartat vorliegende Arbeit

Substitution

2.1.5Verwendete Defizienzen

Stamme Lokalisation Herkunft

Bloomington Defizienz-Kit 61A1-100F5 (I11. Chromosom) Bloomington Stock Center

Alle Fliegen wurden, soweit
Drosophilamedium bei 25°C und 65 % L uftfeuchtigkeit gehalten.

nicht anders hervorgehoben, auf Standart Agar-Maismehl-
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2.2 Verwendete Antikorper

2.1.1 Priméare Antikdrper

Antikorper | aus Antigen Herkunft Verdinnung
22C10 Maus Drosophila FUTSCH S. Benzer 1:100

1D5 Maus vorliegende Arbeit 1:100
a-His-tag Maus Polyhistidin Invitrogen 1:1000
a-V5-tag Maus virales V5 Protein Invitrogen 1:3000
a-Tubulin Maus Drosophila Tubulin H. Lipschitz 1:500

2.2.2 Sekundéare Antikorper

Antikorper | aus Antigen Markierung Herkunft Verdiinnung
a-Maus Ziege Maus Ig AP Rockland 1:1000
a-Maus Ziege Maus |gG/M HRP Jackson 1:1000
a-Maus Ziege Maus 1gG Cy3 Jackson 1:500

2.3 Kits

Immunhistochemische Férbungen mit | Histologische Préparate  wurden mit  dem
einem biotinylierten Antikorper Streptavidin-Biotin-Peroxidase-System der Firma
Vector geférbt.

Immunhistochemische Farbungen mit | Histologische Praparate wurden mit dem Di-Amino-
einem HRP-gekoppelten Antikorper Benzidin/H,0,-Kit von Sigma gefarbt.

DNA-Praparationen Fir die Renigung von Plasmid-DNA aus
Agarosegelen und die Grof3préparation von Plasmid-
DNA aus E. coli wurden Kits der Firma Qiagen
verwendet.

Farbung von Western-Blots Fir die Fabung mit Antikorper-gekoppelter
Peroxidase wurde das ECL-Kit der Firma Amersham-
Pharmacia verwendet.

DNA-Sequenzierung Die Sequenzierreaktionen wurden mit einem Thermo
Sequenase  flourescent  labelled primer  cycle
sequencing kit der Firma Amersham-Pharmacia
durchgefiihrt.
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2.4 Verwendete Datenbankanalysen

Bezeichnung Verwendung Internet-Adresse

TSEG Analyse der Transmembrandoméanen www.genome:ad.jp/S| T/tseg.html

Top Pred 2 Analyse der Transmembrandomanen WWWw.sbc. sn.se/~erikw/toppred2

SPLIT Analyse der Transmembrandomanen pref etfos.hr/split

TMpred Analyse der Transmembrandomanen www.ch.embnet.org/software/ TMPRED_form.html
CLUSTALW | Multiple Alignements www.clustalw.genome.ad.jp/

Pfam 6.1 Proteindomanenanalyse pfam.wustl.edu

BLAST Homol ogieanalyse www.ncbi.nlm.nih.gov.80/BLAST/

2.5 Methoden

Falls nicht ausdricklich anders erwahnt, sind alle molekularen Methoden nach Standartprotokollen

durchgefihrt worden (Ausubel et al., 1999).

2.5.1 Immunisierung und Zellkultur

2.5.1.1 DNA-Immunisierung einer Maus

Die DNA-Immunisierung von Mausen wurde von Doris Kretzschmar nach einem modifizierten

Protokoll von Barry et a. (1994) durchgefiihrt. Das verwendete cDNA Fragment ist mit dem fir die

rekombinante Expression von sws in E.coli (Kapitel 2.5.2) identisch.

2.5.1.2 Kultur der Maushybridoma-Zellen

Die Herstellung und Haltung von Maus-Hybridoma Zelllinien richtete sich nach den Protokollen von

Peters und Baumgarten, 1989.

2.5.1.3 Kultur der Schneider-Zellen

Kulturbedingen, Medien und Transfektion wurden nach Anleitungen des ,Drosophila Expression

System Instruction Manual* von Invitrogen gestaltet.
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2.5.2 Rekombinante Expression von SWS-Protein in E.coli

Ein 2505 bp langes cDNA-Fragment wurde in frame mit dem ATG beginnend zwischen die 5° Kpnl
und 3" EcoRI Schnittstellen des pQE-30 Expressionsvektors inseriert. Die 3" EcoRI Restriktionsstelle
stellt keine interne Schnittstelle dar, sondern stammt aus einem Linkerfragment der embryonalen
Genbank, aus welcher das sws-Fragment isoliert wurde (Kretzschmar et al., 1997)

Die Zusammensetzung der Medien, die Vorgehensweise der Klonierung und Transformation richteten

sich nach dem QI Aexpressionist-Manual von Qiagen.

2.5.3 Western Blot

2.5.3.1 Herstellung des Proteinextraktes aus E.coli

2.5.3.1.1Extraktionspuffer fir Gesamtprotein

4% SDS

20 % Glyzerin

20 mM TrispH 6,8
0,02 % Bromphenolblau
2 % [-Mercaptoethanal

Die Zellkultur wurde bei 3000 upm 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in einem entsprechenden
Volumen 2 x Extraktionspuffer resuspendiert und 5 min. auf 95°C erwarmt. Aliquots wurden bel

—20°C eingefroren.

2.5.3.1.2Auftrennung des Proteinextraktes

Die Auftrennung des Proteinextraktes erfolgte in einem 6 % Polyacrylamid-Gel unter denaturierenden
Bedingungen nach LAEMMLI bei einer Spannung von ca. 25 mA pro Gel und einer Laufzeit von

einer Stunde.

2.5.3.1.3Transfer der Proteine

Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (Porengréf3e 45um) erfolgte
in einer Wet-Blot-Apparatur (Hoefer Power Transfor Lid TE 50 X) nach TOWBIN bei einer
Stromstérke von 1000 mA und einer Transferzeit von einer Stunde.
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2.5.3.1.4lmmunodetektion

Nach dem Transfer wurden die Membranen in TBST 10 min. gewaschen und in Trockenmilchpulver/
TBST 5% Uber Nacht 4°C inkubiert. Nach Waschen 2 x 10 min in TBST, erfolgte Inkubation des
priméren Antikorpers, beziehungsweise Serumtiberstandes 1 Stunde auf einem Schiittler bei RT. Nach
erneutem Waschen 2 x 10 min in TBST erfolgt die Inkubation mit sekundéarem Antikérper (@-Maus
AP gekoppelt 1:1000) 1 Stunde auf Schittler bei RT. Die Detektion der akalischen Phosphatase
wurde nach Standartprotokoll mit NBT und X-Phosphat durchgefihrt.

2.5.4 Untersuchung der Membranzusammensetzung

2.5.4.1 Total-Lipidextraktion

Lipide aus Gesamtmembranen wurden in einer modifizierten Form nach den Methoden von Bligh und
Dyer (1959) und Folch et al. (1957) extrahiert.

Fliegen wurden mit einen Glas-Homogenisator homogenisiert, in 3 ml Chloroform/Methanol 2:1
aufgeschittelt (gevortext) und durch Zentrifugation wieder in zwei Phasen getrennt. Der klare
Uberstand (organische Phase) wurde in ein neues Reaktionsgefal Uberfilhrt. Die organische Phase
wurde dreimal mit 3 ml Methanol gewaschen, zentrifugiert und die wassrige Phase mit dem Protein-
Niederschlag dabei jedesmal abgenommen und verworfen. Die so gereinigte Chloroform-Phase, in der
die Lipide gelost sind, wurde dann entweder in einer Vakuumzentrifuge oder unter Stickstoff bis zur
Trockne eingeengt. Das gereinigte Lipidpellet wurde in 50 pl Chloroform/Methanol 2:1 aufgenommen

und weiter verarbeitet.

2.5.4.2 Dunnschichtchromatographie

Die extrahierten Lipide wurden auf Kieselgel® Platten in einer eindimensionalen Ein-Schritt-
Dunnschichtchromatographie  aufgetrennt.  Als  Laufmittel  dienten 100 ml  eines
Chloroform/M ethanol/Essigsdure/Wasser (75:45:12:6, viviviv) Gemisches. Der Lauf erfolgte so lange,
bis die Front ca. 5 cm unter der Plattenkante angekommen war. Zum Nachweis aller Lipide wurden

die Platten mit 1 M H,SO, bespriht und fir zwei bis drei Minuten bei 200 °C geschwaérzt.

2.5.4.3 Membranextraktion fir gaschromatographische Untersuchungen

Fur die gaschromatographische Untersuchung wurden 200 mg Kopfe der zu untersuchenden Fliegen in
5 ml PBS in einem Polytron Kinematika aufgeschlossen und in 11 ml Chloroform/Methanol 2:1 eine
Stunde bei Raumtemparatur unter Rihren inkubiert. Nach Addition von 4 ml 0,034 % MgCl,, mischen

und zentrifugieren, wurde die obere wassrige Phase entfernt und erneut mit 8 ml 0,034% MgCl,
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versetzt und gevortext. Durch erneute Zentrifugation wurden die Phasen getrennt und die untere
organischen Phase in ein neues Reaktionsgefad Uberfihrt. Diese Phase wurde mit 8 mil
Chloroform/M ethanol/Wasser 3/48/47 (v/viv) gemischt und erneut abzentrifugiert. Die wéssrige Phase

wurde abgenommen und verworfen, die organische Phase unter Stickstoff bis zur Trockne eingeengt.

2.5.5 Keimbahntransformation von Drosophila melanogaster

Die Keimbahntransformation wurde nach Rubin und Spradling (1982) durchgefihrt, wobei die
Embyonen nicht dechorioniert wurden. Als Transformationsvektor wurde das Plasmid pUAST (Brand

und Perrimon, 1993) verwendet.

2.5.6 Histologische Préparate

2.5.6.1 Paraffinschnitte

Fliegen wurden in Krégen (nach Jager und Fischbach, in Ashburner 1989) aufgereiht und nach
CARNOY (Romeis 1948) fixiert. Nach einer weiteren Entwasserung in einer steigenden Alkoholreihe
wurden die Fliegen Uber Nacht in Methylbenzoat inkubiert und nach einer weiteren Stunde in
Methylbenzoat-Paraffin 1:1 Gemisch in Paraffin eingebettet. Nach Aushérten und Entfernen der
Kragen blieben die Kopfe der Fliegen im Paraffinblock zurtick und wurden zu 7 pm dicken Schnitten

weiter verarbeitet.

2.5.6.2 Kryostatschnitte

Nach Entfernen des Rissels und der Luftsécke aus dem Kopf wurden die Tiere in eiskaltem 4%
Paraformaldehyd/PBS fir 3 Stunden fixiert und in 25% Saccharose/PBS Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die so gefriergeschiizten Kopfe wurden auf dem Objekthalter in noch flissigem Einbettmedium
positioniert. Die Aushartung erfolgte in flissigen Stickstoff. Nach Trimmen der Blécke wurden die

K6pfe bei —20°C geschnitten und auf gelatinisierte Objekttrager aufgenommen.

2.5.6.3 Immunhistochemie an Kryostatschnitten

Die Antikorperfarbungen an Gefrierschnitten von adulten Kopfen wurden nach dem von Buchner et al.
(1986) beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.
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2.5.6.4 Semidinnschnitte

Den Fliegen wurde in eiskaltem Phosphatpuffer (nach SORENSEN pH 7,4 (PPS0)) der Riissel und die
Luftsécke entfernt. Die Fixierung erfolgte Gber Nacht in 5% Glutaraldehyd in PPSO bel 4°C. Nach
Waschen in PPSO und Entwasserung tber eine steigende Alkoholreihe wurden die Préparate zweimal
in Propylenoxid 10 min. gewaschen und in Propylenoxid:Durcupan 1:1 gesammelt. Nach Uberfiihrung
in Durcupan-gefillte Formchen wurde das Einbettmedium bei 60°C im Warmeschrank 12 Stunden

ausgehartet und zu 2 um dicken Schnitten weiter verarbeitet.

2.5.6.5 Ultradinnschnitte

Préparation und Fixierung wie bei Semindinnschnitten. Nach dem Waschen in PPSO wurden die
Fliegen vier Stunden in 4% OsO, in PPSO6 noch einmal fixiert. Die Entwasserung, Lagerung,
Einbettung und Aushéartungsbedingungen erfolgte wie fur Semidinnschnitte beschrieben. Von den
Préparaten wurden mit einem Ultra-Cut ca. 50-100 nm dicke (Silber) Schnitte angefertigt. Diese
wurden auf Grids aufgezogen und in 4% Uranylacetat in destilliertem Wasser und Bleicitrat nach
REYNOLDS kontrastiert.

Die Untersuchungen der Prdparate wurden an einem Zeiss EM 10 CR Elektronenmikroskop
durchgefiihrt.

Die Abmessung von Objekten auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgte mit Hilfe eines
Nomogrammes nach Ghadially et a. (1981). Die zusétzliche VergrofRerung von dem Photonegativ zu

dem Photopositiv wurde durch einem Faktor drei mit einberechnet.

2.5.6.6 Immunohistochemie an Drosophila melanogaster Embryonen

Alle Immunohistochemischen Methoden wurden nach Ashburner (1989) durchgefihrt.

2.5.6.7 DAPI-Farbungen an Drosophila melanogaster Embryonen

Die Férbung der Zellkerne mit dem fluoreszierenden Farbstoff 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
wurde nach Ashburner (1989) durchgefihrt.
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2.5.6.8 Verwendete PCR-Protokolle
Soweit nicht anders erwahnt wurden alle PCR-Rektionen nach folgendem Protokoll durchgefihrt:
1x 5min 95°C

3B5x  1min 94°C
1 min Temparaturgradient
5min 72°C

3x 1min 94°C
1min Temparaturgradient
8min 72°C

2.5.6.9 Sequenzierung

Nachdem die Sangersche K ettenabbruchmethode (Sanger et al.,1977) zur Herstellung eines Gemisches
verschieden langer DNA-Molekile angewandt wurde, wurde die DNA auf einem ALF-Express-
Sequenziergerdt von Pharmacia durch Polyacrylamidgel Elektrophorese getrennt und mittels

Floureszenzdetektion nachgewiesen.

2.5.6.10 Verwendete Primer:

Bezeichnung Direktion Sequenz

dsws-5" EcoRl foreward 5 ATG AAT TCA TGG CAC GTT TGC GTT TGC GC 3

dsws-R3 foreward 5 TGA GCA CAG ATG TCT GTG GGG C 3

dsws-TM2 foreward 5 ATG GTA CCA GAA TTC GAG GCC AGT GCG TAT ACC ATT CGA TCG 3’
dsws-9D reverse 5 GAG AGC TCC CAT CAA GGC ACC GAT GTC GAC G 3

dsws-3"Xhol reverse 5 ATC TCG AGG TTT TTG GTT TGG TTA TTC G 3
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2.5.7 Klonierung der cDNAs und Produktion der transgenen Linien

2.5.7.1 Das wildtypische Drosophila melanogaster sws-Konstrukt: p{UAS-sws}*°

Das wildtypische Drosophila melanogaster-Gen wurde in Form eines ,,expressed sequence tag” (EST)
von dem Berkeley Drosophila Genome Project bezogen. Die cDNA war 5° EcoRIl und 3" Xhol in
einen pOT2a Vektor inseriert und konnte somit ohne weitere Zwischenschritte in einen EcoRI/ Xhol
geschnittenen pSK-Vektor und in den fir die Drosophila-Transformation verwendeten EcoRI/Xhol
geschnittenen pUAST-Vektor Uberfihrt werden.

Zur Uberprifung der cDNA-Sequenz wurde das EcoRI/Xhol-ligierte Insert mit den reverse und
universal Primern des pSK-Vektors sowohl 5 als auch 3" ansequenziert . Nach Uberprifung der
Sequenz der sws-cDNA in pSK wurde die Sequenz der cDNA in dem pUAST-Vektor schlief@lich nur

noch nach Restrikionsverdau anhand des Bandenmusters im Agarosegel Uberpriift.
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung des p-Element-Vektors pUAST mit der wildtypischen Drosophila-cDNA. TM 1-4:
Transmembrandoménen, S: Serin des aktiven Zentrums, UPF0028: Konservierte katalytische Doméne, UAS: upstream activating
sequence (GAL4-Bindungsseguenz)

Aus der Keimbahn-Transformation von Drosophila-Embryonen konnten 18 unabhéngige p-Element-
Linien isoliert werden. Die Linien p{sws}®> und p{sws}'°, deren p-Element jeweils auf dem dritten

Chromosom lokalisiert war, wurden in den weiteren Experimenten verwendet.
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2.5.7.2 Das wildtypische Mus musculus sws Konstrukt: p{UAS-m-nte}

Die Maus sws-cDNA wurde aus den von Thomas Stempfl im Zuge seiner Diplomarbeit am Institut
angefertigten Fragmenten zusammengefligt und schlie®lich 5 Xhol und 3 Xbal in den
Transformationsvektor pUAST inseriert.
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Abb. 1-2: Schematische Darstellung des p-Element-Vektors pUAST mit der wildtypischen Maus-cDNA. TM 1-4:
Transmembrandoménen, S: Serin des aktiven Zentrums, UPF0028: Konservierte katal ytische Doméane

Es konnten 28 unabhangige p-Element-Linien isoliert werden. Die Linie p{UAS-m-nte}** wurde fir die

weiteren Experimente verwendet.
2.5.7.3 Das Drosophila melanogaster sws Konstrukt ohne erste Trans-
membrandoméne: p{UAS-sws-TM}

Das von den Primern dsws5” Eco und dswsR3 flankierte Fragment von bp241 (ATG) bis bp 1381

wurde aus der wildtypischen sws-cDNA Uber PCR amplifiziert.
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Abb. 1-3: Schematische Darstellung der Klonierung des p{UASsws-TM}-Konstrukts. TM 2-4: Transmembrandomanen, UPF0028:
Konservierte katalytische Doméne
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Nach Gelextraktion und Reinigung des 1100bp langen Fragmentes sowie Verdau mit EcoRI und Bgll|
(bp1269) wurde das wildtypische 5 -Fragment von Base 1 bis 1381 in pSK-GH durch das 5" verkirzte
Fragment substituiert (pSK-sws-TM).

Die 5-Sequenzierung bestétigte die korrekte Klonierung. Aus dem pSK-sws-TM wurde die
modifizierte cDNA EcoRI/Xhol ausgeschnitten und nach préparativer Reinigung in einen EcoRI/Xhol
geschnittenen pUAST Uberfihrt. Das derart modifizerte Genprodukt beginnt somit C-terminal der
ersten Transmembrandoméne nach M®.,

Es konnten nach p-Element-Transformation 8 unabhéngige Linien isoliert werden.

2.5.7.4 Das Drosophila melanogaster sws Konstrukt mit einer Serin/Aspartat-

Substitution im aktiven Zentrum: p{UAS-sws Ser®°/Asp®®}

Um das fiir das aktive Serin®® im katalytischen Zentrum des Proteins codierende Basentriplet AGC
(bp 2953-2955) durch die fir ein Aspartat codierenden Basen GAC auszutauschen, wurde ein
Gegenstrang-Primer konstruiert (5 bp 2979 bis 3" bp 2949), der anstelle des komplementéren Codon
fir das Ser®™ ein CTG (Asp)-Triplet enthielt dsws-SD). Uber PCR wurde ein cDNA-Fragment
vermehrt das 3" von dem Primer dsws-S'D und 5° von dem Primer dsws-TM2 flankiert wurde (bp 1697
bis bp 2979). Dieses Fragment wurde Sacl verdaut. Aufgrund dreier interner Sacl Schnittstellen in
diesem Amplifikat (2318, 2622 und 2997) resultierten zwei nahezu gleich lange Bruchstiicke (2318-
2622: 304 bp und 2622-2979: 357 bp).
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Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Klonierung des p{UAS-sws Ser ®°/Asp™}-Konstrukts. TM 1-4: Transmembrandomanen, D:
Aspartat®™, UPF0028: K onservierte katalytische Doméne
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Die Bruchstiicke wurden elektrophoretisch getrennt und die 357 bp lange Sequenz in pSK subkloniert.
Die Sequenzierung bestétigte die korrekte Substitution des AGC-Triplets (Serin) gegen ein GAC-
Triplet (Aspartat). Die 3" liegenden Anteile der cDNA wurden angefigt und aus der verlangerten
Sequenz der das GAC-Triplet enthaltende Anteil als Nsil-Fragment in den pUAST-{sws} Uberfuhrt.
Der Basenaustausch wurde erneut Uberprift, in dem das Nsil-Fragment alleine in den pSK subkloniert
und dort sequenziert wurde.

Durch die Einfuhrung eines neuen Basentriplets haben sich in dem Bereich bp 2950 - bp 2955 drei
neue Restriktionsstellen gebildet: Tagl, Sall und Hincll. Es wurden nach p-Element-Transformation 7

unabhéngige Linien isoliert.

2.5.7.5 Das wildtypische Drosophila melanogaster sws Konstrukt in Schneider-
Zellen: pMT-GH ORF-V5

Alle verwendeten Vektoren und Antikorper stammen aus dem Drosophila Expression System Kit von
Invitrogen (DES). Die wildtypische Drosophila melanogaster cDNA wurde 5° EcoRI und 3" Xhol in
frame in den Expressionsvektor pMT/V5-HIS' kloniert. Dieser Vektor erlaubt rekombinante
Expression in Drosophila Schneider-Zellen (S2-Zellen) durch Induktion eines Metallothionein-
Promotors (Bunch et a., 1988; Maroni et a., 1986). Die Fusion am 3° Ende mit dem ORF eines
virdlen V5- und eines Polyhistidin-Signalpeptides ermoglichte die Detektion mittels spezifischer
Antikorper (Southern et a., 1991), sowie die moégliche Reinigung des rekombinant exprimierten
Proteines Uber eine Affinitatschromatographie (Lindner et al., 1997).

Die im Kit vorhandenen Sequenzier-Primer waren fir eine 5 und 3= Anseguenzierung zur
Uberprifung der korrekten Fusion der cDNA mit der 5° Promotorregion und den 3" gelegenen
Signalpeptiden ungeeignet, da fur die Sequenzierung mit dem ALF-Sequenziersystem fluorezierende
Primer nétig sind. Daher wurde das cDNA-Fragment mit den 5und 3° Anteilen aus dem fertig
konstruierten Vektor ausgeschnitten, in einen pSK-Vektor re-inseriert und ansequenziert. Mit dem
derart Uberpriften Expressionsvektor wurden nach Anleitung des DES-Manuas transiente

Transfektionen vorgenommen.

2.5.7.6 Das Drosophila melanogaster sws Konstrukt ohne erste Trans-
membrandomane in Schneider-Zellen: pGH-ORF-(-TM)-V5

Analog zu dem unter 2.5.7.5 beschriebenen Verfahren wurde auch die modifizerte cDNA ohne erste
Transmembrandoméne in den S2-Expressionsvektor pMT/V5-His inseriert und mit diesem Vektor

transient S2-Zellen transfiziert.
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2.5.7.7 SWSINTE-Aktivitdtsbestimmung (PV-Aktivitat)

Die Aktivitatsbestimmungen wurden an der University of Leicester von Dr. Paul Glynn nach der von
Johnson (1977) etablierten Methode durchgefiihrt. Hierbei wurde die gegentiber Paraoxon resistente,
aber gegeniiber Mipafox sensitive Fahigkeit zur Hydrolyse des in vitro Substrates Phenyl-Valerat (PV-
Aktivitét) gemessen. Dadas in vivo Substrat unbekannt ist, stellt die Spezifitét des Enzymes fir das in
vitro Substrat eine operationelle Definition der Enzymaktivitét dar (Johnson und Richardson, 1983).
Es wurden von dem zu untersuchenden Genotyp ca. 400 Individuen gesammelt und in flissigem
Stickstoff eingefroren. Die Versendung erfolgte auf Trockeneis und die Proben wurden nach Erhalt so
bald wie moglich weiter verarbeitet. Homogenisierte Fliegen werden bei 30°C 30 min. mit 160 uM
Paraoxon inkubiert. Durch Verdiinnung mit TE und Zentrifugation (100.000g, 60 min. 4°C) wurde die
Reaktion abgestoppt. Das pelletierte Material wurde in TE resuspendiert. Nach Inkubation mit 50 uM
Mipafox wurde Phenyl-Valerat addiert und nach einer weiteren Inkubation von 27 min bei 37°C die
Enzymaktivitét durch kolorimetrische Messung bestimmt (Atkins und Glynn, 2000).

Als wildtypische Kontrolle der Aktivitdtsmessungen der induzierten Expression von UAS-cDNA-
Konstrukten dienten Fliegen des Stammes w'*® (w), die auch den genetischen Hintergrund aller p-

Element-Insertionen darstellten.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Der immunologische Nachweis des SWS-Proteins

Der immunhistochemische Nachweis des SNVS-Proteins durch einen Antikorper ist ein wesentlicher
Schritt zur Aufklarung der raumlichen und zeitlichen Verteilung, sowie ein zentrales Werkzeug zur
funktionellen Charakterisierung des Proteins. Es wurden zwei unterschiedliche Strategien verfolgt, um
einen gegen das SAVS-Protein gerichteten Antikdrper zu erhalten: Da es bis zu diesem Zeitpunkt noch
nicht gelungen war das Protein in ausreichenden Mengen rekombinant herzustellen und damit eine
herkdmmliche Immunisierung gegen das Antigen nicht moglich war, wurden DNA-Immunisierungen
an Mausen (siehe Kapitel 2.5.1.1) vorgenommen. Des Weiteren wurden kommerzielle Angebote
genutzt, bei denen aufgrund der bekannten Proteinsequenz in vitro Peptide produziert und damit eine

herkémmliche Immunisierung an Spendertieren vorgenommen werden konnte.

3.1.1 DNA-Immunisierung

Die Uberstande der aus der Subklonierung der Maus-Hybridoma-Zellinien hervorgegangenen,
polyklonalen Zellfraktionen wurden gegen das E.coli pQE31-HIS SWS-1-Zellysat (siehe Kapitel 2.5.3)
getestet. ZellUberstdnde, die eine Proteinbande in der Grolenordnung des exprimierten HIS- SWSI-
Fusionsproteins (60kDa) erkannten, wurden einer Uberpriifung ihrer Antigenizitét an Western-Blots
mit K opfhomogenaten aus den Drosophila melanogaster Stammen Canton® und sws' unterzogen.

Im Falle einer Antigen-Antikorper-Interaktion sollten in dem Western-Blot die GrofRenunterschiede
des wildtypischen SWS-Proteins und des durch ein Stop-Codon stark verkiirzten SWS'-Proteins
deutlich werden. Sollte sich bis hier der Verdacht einer Identitdt zwischen dem durch den aktiven
Hybridoma-Uberstand detektierten Protein und dem SWS-Protein erharten, wird im Folgenden der
aktive ZellUberstand auf Kryostatschnitten von Drosophila-Gehirnen und damit auf seine
histologische Verwendbarkeit hin Uberprift. Da die bereits durchgefihrten in situ-Hybridisierungen
das sws-Transkript im gesamten Kortex des Gehirns lokalisierten (Kretzschmar et al., 1997), wurde
eine Antigen-Antikorper-Wechselwirkung auch in diesem Bereich erwartet.

Von den 100 tiberpriiften Hybridomaliberstanden zeigten vier Uberstande Immunoreaktivitat mit dem
E.coli pQE31-HISSWSI-Zellysat. Keiner dieser Hybridomaiiberstdnde zeigte jedoch
Immunoreaktivitat auf Western-Blots mit Drosophila-Kopf-Homogenaten, die auf eine Detektion des
sws-Proteins hétten schlieRen lassen. Die Uberpriifung der mit dem Hybridoma-Uberstand im
Western-Blot des E. coli-Lysats detektierten Banden durch einen anti-HIS Antikérper konnte die
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Identitdt des erkannten Antigens und des rekombinant exprimierten SWS-Proteins nicht bestétigen.

Von den vier im Western-Blot reaktiven polyklonalen Uberstanden zeigte der Uberstand des Klons

Abb. 3-1: Horizontaler Gefrierschnitt des Gehirns von
Drosophila (7 d): Immunoreaktivitdt des Hybridoma-
Uberstands 1D5. Bild a Wildtypische CantonS Fliege
mit Hybridomaiiberstand 1D5 inkubiert. Bild b sws™
Fliege mit Hybridomatiberstand 1D5 inkubiert. Re:
Retina, La Lamina, Me: Medulla, Lo: Lobula, Lp:
Lobulaplatte, Vergroferung 400 x

3.1.2 Peptidimmunisierung

1D5 as enziger deutliche Antigenizitat auf
Kryostatschnitten von Drosophila-Kodpfen (Abb. 3-1,
a ®). Kryostatschnitte der Linie sws* zeigten keine
Immunoreaktivitdét (Abb. 3-1, b). Die Immuno-
reaktivitdt des Klons 1D5 ging im Folgenden bei
dem Versuch, durch Vereinzelung eine monoklonale
Zellinie zu erzeugen, verloren und konnte auch ausin
flussigem Stickstoff eingefrorenen Aliquots eben
dieser Zellfraktion nicht wieder ermittelt werden. Es
besteht die Mdglichkeit, da? diese Zellinie eine
sogenannte feeder-culture bendtigte, also eine
Zellinie die Vital-Faktoren in das Medium abgibt,
welche die Antikorper produzierende Zellinie selbst
nicht mehr herstellen kann. In Folge der
Vereinzelung konnen Antikérper produzierende
Klone von den notwendigen Begleit-Kulturen
getrennt werden und eingehen. Nach der
eingehenden Uberpriifung aller Fraktionen des
Zelltberstands konnte bei keiner eine zweifelsfreie
Affinitét fur das SWS-Protein festgestellt werden.

Nach einer bereits erfolglosen Peptidimmunisierung am CaTech (USA) wurde im Verlauf dieser

Arbeit der Pineda-Antikorper-Service beauftragt, eine Immunisierung mit synthetischen Peptiden

durchzufiihren, die aufgrund der Sequenzinformationen des SWVS-Proteins neu erstellt wurden. Es

wurden zwei Oligopeptide as Antigene ausgewdhlt, die keine der vier in dem SWAS-Protein

vorhergesagten Transmembrandoménen beinhalten. Das erste Peptid umfasste den Bereich V™-K®
(Va Thr Asn Ser Ser Gly Asp Met Arg Gly Leu Arg Phe Arg Lys), der zweite ausgewahlte Bereich
die Aminossuren T3 bis G*® (Thr Leu Ser Asp Pro Asn Pro Asn Pro Asp Gly Ser Phe His Gly). Die
Uberpriifung der produzierten Seren ergab jedoch keine positive Reaktion auf Western-Blots mit

rekombinant exprimiertem SWVS oder auf Kryostatschnitten von wildtypischen und sws'- Fliegen.
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3.1.3 Produktion eines SWS-Fusionsproteins in Zellkulturen

Um, trotz der bislang erfolglosen Versuche der Antikodrperproduktion gegen das SWS-Protein, ein
immunologisches Nachweisverfahren zu etablieren, wurde mit dem Vektor pMTV5-His des DES
Expressionssystems der Firma Invitrogen eine Moglichkeit genutzt, die sws-cDNA mit dem viralen
V5-Signalpeptid zu fusionieren und damit gleichzeitig ein Expressionssystem fir Schneider-Zelllinien
(S2-Linien) zu erstellen. Die korrekte Klonierung wurde durch 3"- und 5 -Ansequenzierung tberpruft.
Nach Transfektion von S2-Zellen und CuSO,-Induktion wurden ohne nadhere Bestimmung des
Proteingehalts Zellextrakte fur den Nachweis des exprimierten Proteins mit einem anti-V5-Antikorper
durch Western-Blot erstellt. Der Proteinextrakt wurde in den Verdinnungsstufen 1:1, 1:10, 1:100 und
1:1000 in dem Western-Blot eingesetzt. Die Immunodetektion wurde mit dem Antikdrper gegen das
virde V5- und dem gegen das Polyhistidin-Signalpeptid durchgefiihrt. Es konnte trotz mehrfacher
Versuche mit keinem der Antikodrper eine dem SWS-Protein zuzuordnende Proteinbande detektiert
werden. Der Versuch, das Drosophila-Konstrukt ohne erste Transmembrandomane auf gleiche Art
und Weise in S2-Zellen zu exprimieren, zeigte gleichfalls kein positives Resultat. Auch hier konnte in
der Immunodetektion kein Signal dem SWS-TM-Protein zugeordnet werden.

Die Probleme bei der Etablierung eines funktionstlichtigen Zellkultursystemes kénnen auf mehrere
Ursachen zurickgefihrt werden. Zum einen ist es bekannt, das Transmembranproteine in
Expressionssystemen in vivo Probleme aufwerfen konnen, weil sie die physikalische oder
biochemische Beschaffenheit von Membranen andert. Die mdglichen Veranderung der Zellmembran
einer sws-transfizierten Zelle reichen von einer moglichen Modifikation der Leitungsfahigkeiten der
Membran, bis hin zur Akkumulation unphysiologischer Mengen des rekombinant exprimierten
Proteins. Diese Akkumulation kann durch eine Gberméfdige Expression, oder durch die Unfahigkeit der
Zelle, das Protein zu degradieren, einen negativen Einfluss auf die Zelle haben. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dal3 eine Ubermallige Produktion des SWS-Proteins auf manche Zellpopulationen
einen stark schadigenden Einfluss hat (siehe Kapitel 3.2.1.2 und 3.2.2.2). Darlber hinaus gilt es auch
zu bedenken, dal? Schneider-Zellen keine neuronale Zedlkulturlinie darstellen und damit der
physiologische Kontext fir eine fehlerfreie Integration des rekombinant exprimierten Proteins nicht
gewdahrleistet sein kénnte. Eine Verwendung von neuronalen Zellkulturlinien aus Drosophila kénnte

hier wertvolle Hinweise auf eine gewebespezifische Vertraglichkeit der sws-cDNA geben.
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3.2 Funktionelle Untersuchung des Drosophila-sws-Konstrukts

3.2.1 Untersuchung der Expression der Drosophila-cDNA (p{UAS-

sws})im sws!-Hinterqgrund

Der Beweis fur den kausalen Zusammenhang zwischen der Mutation innerhalb eines Gens und einem
auftretenden Phénotyp im engeren Sinne stellt die induzierte Expression des Gens im mutanten
Hintergrund dar (Rescue). Im Falle der sws-Mutation konnte durch Expression eines genomischen
Fragments im mutanten Hintergrund eine Revertierung des mutanten Phanotyps gezeigt werden
(Kretzschmar et a,. 1997). Es ist jedoch nicht auszuschlief3en, dai3 diese Veranderung auf noch nicht
bekannte Gene innerhalb der in dem genomischen Konstrukt vorhandenen Introns zurlickzufthren ist.
Die Expression der cDNA im mutanten Hintergrund stellt somit eine abschliefRende Verifizierung der

Urheberschaft des pathol ogischen Phanotyps durch das mutierte SWVS-Protein dar.

Als mutanter Hintergrund wurde das Allel sws' verwendet. Hier entsteht aufgrund einer nonsense-
Mutation aus dem Ser®”® ein amber-Stop-Codon und damit ein verkiirztes Protein, das kein bisher
bekanntes aktives Zentrum enthdlt und damit hinsichtlich seiner enzymatischen Aktivitdt as
»Nullmutation” betrachtet wird.

Es wurden Fliegenstdmme etabliert, die sowohl die sws-Mutation, as auch das p-Element mit
wildtypischer sws-cDNA (p{UAS-sws}*2°) homozygot oder heterozygot iiber einem Balancer trugen.
Die verwendeten p-Element-Linien, zum Beispiel p{UASsws}®, werden im weiteren Verlauf dieser
Arbeit verkiirzt als p{sws}® bezeichnet. Da es sich bei sws um ein x-chromosomales Gen handelt,
wurden Jungfrauen dieser Stdmme mit Mannchen der GAL4-Stdmme gekreuzt. So erhdlt man zum

Beispiel aus der Kreuzung
sws’; p{sws}> X  w; elav-GAL4/TM3Sh

Mannchen der Filialgeneration mit dem Genotyp sws'y; p{sws}°/elav-GAL4. Sie wurden nach einem,
sieben und vierzehn Tagen fir die weitere Verwendung in Semi- und Ultradiinnschnitten fixiert und
eingebettet. Als Treiber der cDNA dienten elav-Gal4-Stdmme fir die Steuerung neuronaler
Expression und loco-Gal4-Stdmme zur Aktivierung glialer Expression. Fir die Expression des UAS-

Konstruktes in allen Korperzellen, wurde der actin-GAL4-Treiber verwendet.
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3.2.1.1 Untersuchung der

elav-getriebenen

Abb. 3-1
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Expression der wildtypischen

Drosophila-sws-cDNA im sws*-Hintergrund: sws'; p{sws}®/elav

Zur Uberpriifung der Funktion des Konstrukts wurde zuerst die Enzymaktivitidt gemessen. Die Phenyl-
Valerat-Esteraseaktivitat (PV-Aktivitat) ergab fir den Genotyp sws'; p{sws}*/elav einen Wert von 54
nmol/min/mg Protein. Verglichen mit dem Aktivitatswert des w'*—Stammes von 56 nmol/min/mg
Protein und demjenigen der sws-Mutante von 5 nmol/min/mg Protein ergibt sich, unter der
Grundannahme, dal3 die PV-Aktivitét auch der in vivo-Aktivitdt entspricht, durch die Expression der
Drosophila-cDNA eine Wiederherstellung der normalen Enzymaktivitét.

Die Expression der sws-cDNA unter eav-
Kontolle beeinflusst den Phanotyp der sws'-
Mutation deutlich. In einem horizontalen
Schnitt durch das Gehirn einer 14 Tage alten
sws'-Fliege  (Abb.  3-1) ds
charakteristische Merkmale die im Neuropil
auftretenden Vakuolen sichtbar @). Dariiber

sind

hinaus zeigen sich grof3e Locher im Gewebe
zwischen Retina und Lamina und dunkle
Strukturen verteilt im gesamten Kortex des
Gehirns (=).

Das Gewebe einer w''-Kontrollfliege (Abb.
3-2) zeigt im Alter von 14 Tagen eine
homogene Struktur der Neuropile und des

Kortex.

Im Vergleich zu diesen beiden Phéanotypen

erzeugt die induzierte Expression der
Drosophila-cDNA  unter  Kontrolle  des

neuronalen elav-Treibers einen histologischen
Mischtyp: Die Bereiche des Neuropils einer 14
Tage dten Fliege des Genotypes sws'
p{sws}°/elav (Abb. 3-3) erscheinen, verglichen
mit der Erhaltung des Gewebes einer Kontrolle
(Abb. 3-2), weitgehend wildtypisch (w).Ver-

einzelte Gewebestérungen () kénnen auch Fixierungsartefakte sein und sind nicht zwingend auf den

sws'-Hintergrund zuriickzufiihren. Damit konnte zumindest fiir die Neuropil-Region gezeigt werden,
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da das p{UAS-sws}-Konstrukt zu einer Rettung des sws-Phanotyps fihrt. Anders erscheint die
Situation hingegen im Kortex der sws'; p{sws}’elav-Fliege (Abb. 3-3). Im Medulla- und im
Laminakortex finden sich, wie in der sws'-Mutante (Abb. 3-1), dunkle Materialansammlungen (Abb.
3-3, ). Ob es sich dabei tatséchlich um vergleichbare Strukturen handelt, kann erst durch den
Vergleich der Ultrastruktur belegt werden. Darlber hinaus ist das Gewebe des Medulla- und
Laminakortex in sws’; p{sws}°/elav-Individuen vielfach von unregelméRigen Vakuolen unterbrochen,
ein Phanotyp, der neben den Materialakkumulationen fiir die sws'-Mutation charakteristisch ist (Abb.
3-1).

Inwieweit die induzierte Expression der Drosophila-cDNA die im Kortex liegenden Zellkorper der
Neurone und die in diesem Bereich lokalisierten Gliazellpopulationen beeinflusst, wird anhand
elektronenmikroskopischer Praparate untersucht. Als Vergleichsbasis dient in diesem Fall der

Laminakortex zwischen Laminaneuropil und Retina.
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Es besteht eine deutliche Ubereinstimmung zwischen den im sws"; p{sws}*/elav-Genotyp und in sws'-
Mutanten beobachteten Gewebeverdnderungen des Laminakortex. Trotz der Expression der
Drosophila-cDNA in Mutanten treten im distalen Kortex Strukturen auf, die vermutlich den
Materialansammlungen entsprechen, die im Semidinnschnitt aufféllig sind (Abb. 3-1, Abb. 3-3). Es
handelt sich hierbei um vielfach gewickelte, konzentrische Membranakkumulation (Abb. 3-4, Abb. 3-
5, ). Diese Strukturen bilden sich schon in der spdten Puppe (Kretzschmar et a., 1997) und sind
vermutlich auf Pseudocartridge- und Fensterglia zurickzufthren, deren Zytoplasma durch
Membranablagerung vollstandig verdrangt wurde. Ahnliche Strukturen sind in der Neuropathologie
bislang nicht beschrieben worden. Die Feinstruktur der Membrankorper zeigt zwei deutlich zu
unterscheidende Membranperiodizitéten. Es existieren kompakte und lockere Packungen von
Membranstapeln (Abb. 3-5, ). Die Periodizitdt der lockeren Variante betrdgt 50-60 nm, die der
dichten Variante 23-33 nm. Letztere entspricht damit in etwa der in Ultrastrukturstudien bestimmten
Membranperiodizitét der lockeren Variante des Myelins, dem sogenannten split-Myelin (Geren, 1954).
Es besitzt eine 1,5 bis 3 ma so lange Membranperiodizitdt wie normales Myelin und ist im
Zusammenhang mit verschiedenen Encephalopathien (Aleu et al., 1963) oder dem Guillan-Barré-
Syndrom (Hirano et al., 1971) beschrieben worden.
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Daneben kommt es im Kortex von diesen Tiere zur Bildung grofRRer Vakuolen (Abb. 3-4, V), die
ebenso charakteristisch fir die sws-Mutation sind (Abb. 3-5, V). Ob sich hierbel das
Membranmaterial aus dem Gewebe im Zuge der Préparationen herausgelost hat, oder die Vakuolen
durch eine , Schrumpfung* des urspringlich vorhandenen Gewebes enstanden sind, kann nicht
eindeutig beantwortet werden. Es hat aber den Anschein, daR die Vakuolen der sws'; p{sws}*/elav-
Fliege (Abb. 3-4) durch die Umwandlung des urspriinglich vorhandenen Gewebes in die
konzentrischen Membrankdrper entstanden sein konnten. Die Zellkorper der Monopolarneurone
zeigen ebenfalls noch deutliche Degenerationserscheinungen (Abb. 3-4, [1). Die neuronale Expression
von SWS durch elav-GAL4 vermag in diesem Falle die Degeneration der Monopolarneurone nicht zu
verhindern.

Die Frage ob die Membranakkumulationen auf die Degeneration eines spezifischen Gliazelltypes
zurlckzuftihren sind, kann nur anhand anatomischer Abwagungen diskutiert werden. Die gliae
Herkunft der Strukturen vorausgesetzt (Kretzschmar et al., 1997), verbleiben in dieser Region
lediglich die proximale und distale Satellitenglia, die Fensterglia und die Pseudocartridgeglia as
magliche Urspriinge fiir derartige Strukturen. Sowohl in sws’; p{sws}*/elav-Fliegen, as auch in sws'-
Mutanten sind zumindest vereinzelt Zellen der proximalen Satellitenglia zu erkennen (Abb. 3-4, Abb.
3-5, ®). In keinem der untersuchten Préparate konnten jedoch Fenster- und/oder Pseudocartridgeglia
in nennenswertem Umfang nachgewiesen werden. Es besteht der begrindete Verdacht, dal3 die
beobachteten konzentrischen Membranstrukturen in beiden Genotypen auf veranderte Fenster- und
Pseudocartridgegliazellen zurtickgeftihrt werden kdnnen. Beide Gliapopulationen gewéhrleisten durch
eine aufwendige Fatung wund Ausgestaltung ihrer Zelloberflache Separationss und
Transportfunktionen der Retina und der Lamina (Saint Marie und Carlson, 1983). Der hochaktive
Membranmetabolismus dieser beiden Gliatypen unterliegt maoglicherweise einem sensiblen
Steuerungsmechanismus, der durch das Fehlen des SVS-Proteins besonders leicht gestért werden
kann. Andere, nicht an einem intensiven Membranmetabolismus teilhabende Gliapopulationen
scheinen auch gegentiber dem Fehlen des SWVS-Proteins nicht derartig empfindlich zu sein. So treten in
den Stammen sws:; p{sws}’’elav und sws' aulRerhalb des Laminakortex derartige
Membranakkumulationen nur sporadisch auf und die Vielzahl der Gliazellen erscheint nicht
beeintréchtigt.

Damit konnte die Degeneration der Monopolarneurone nicht nur auf eine intrinsische Fehlfunktion
zurlickzufiihren sein, sondern sekundér durch das Absterben der sie umgebenden Gliazellen induziert
werden. Die Rettung des glialen Anteils des sws-Phéanotyps durch ein geeignetes Expressionssystem
konnte diesbezliglich Auskunft erteilen (siehe Kapitel 3.2.1.2. und 3.2.2.2).

Im Gegensatz zum weiterhin bestehenden sws-Phénotyp im Laminakortex, ergibt sich im
Medullaneuropil und in den zentralen Gehirnbereichen, bedingt durch die neuronale Expression der

Drosophila-cDNA, eine deutliche Anderung des histol ogischen Erscheinungsbildes.
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Der durch das Fehlen des SVS-Proteins verursachte, neuronale Phanotyp (Abb. 3-6), konnte durch die
Expression der Drosophila-cDNA unter Kontrolle des elav-Promotors wieder in den wildtypischen
Zustand Uberfuhrt werden: Im Medullaneuropil von 14 Tage alten sws'; p{sws}*/elav-Individuen (Abb.
3-8) konnen die fiir die sws'-Mutante typischen Vakuolen (Abb. 3-6, ) nicht mehr entdeckt werden.
Ein weiteres, fir den sws-Phanotyp charakteristisches Merkmal, konnte durch die neuronale
Expression der sws-cDNA beseitigt werden: In sws-Individuen bilden lockere, konzentrische
Membranen in Zelkérpern und in den axonalen Audlaufern (Abb. 3-7, #) von Neuronen
multilammellare Strukturen (,whorls*). Diese whorls treten in sws-Individuen in allen neuronalen
Kompartimenten als pleomorphe Strukturen auf. lhre Gestalt erstreckt sich von mehrfachen, lockeren
Umhtllungen zytoplasmatischer Bestandteile bis hin zu kompakten, konzentrischen Sphéroiden in
Axonen. Derartige Strukturen konnten in sws'; p{sws}*/elav-Individuen nicht mehr nachgewiesen
werden.

Die neuronale Expression der Drosophila-sws-cDNA im mutanten Hintergrund fihrt somit allem
Anschein nach zu einer Wiederherstellung wildtypischer Verhéltnisse der axonalen Bestandteile des
Gehirns, vermag aber nicht die Degeneration von kortikalen Gliazellen und die mdglicherweise damit

verbundene Degeneration der Monopolarneurone aufzuheben.
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3.2.1.2 loco-getriebene Expression der wildtypischen sws-cDNA im sws™-
Hintergrund: sws*; p{sws}*/loco

Als néchstes wurde versucht, das Drosophila-Gen spezifisch in Gliazellen zu exprimieren. Dafir
eignet sich vor alem der loco-GAL4-Treiber-Stamm. Erstaunlicherweise fihrt loco-getriebene sws-
Expression in Mutanten zu einer hohen Letalitét: Obwohl ausreichend Individuen fir die
histologischen Untersuchungen erzeugt werden konnten, wurde die fur die Aktivitdtsmessungen
bendtigte Menge jedoch weit unterschritten. Daher wird die PV-Aktivitdt des Genotyps sws';
p{sws}*/loco theoretisch bestimmt: Aus der Aktivitéts-Differenz der loco-getriebenen Expression im
wildtypischen Hintergrund (w; p{sws}*/loco = 990 nmol/min/mg Protein) und derjenigen der Kontrolle w** = s6
nmol/min/mg Protein) ergibt sich ein extrapolierter Wert der PV-Aktivitét des Genotyps sws’; p{sws}*/loco
von ~940 nmol/min/mg Protein. Hiermit liegt ein Aktivitdtswert vor, der trotz des mutanten sws'-
Hintergrundes funktionell eine massive Uberexpression darstellt. Die Folgen dieses verdnderten

Expressionsprofils des Genotyps sws’; p{sws}*/loco wird nun im Folgenden dargelegt.

Abb. 3-8
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Der Prozess, welcher zu der Vakuolisierung des Neuropils in sws™-Fliegen fiihrt, konnte in keinem der
untersuchten Individuen des Genotyps sws'; p{sws}*/loco durch die ektopische Glia-Expression der
Drosophila-sws-cDNA aufgehalten werden. Im Semidinnschnitt sind in den optischen Loben und in
den zentralen Bereichen des Gehirns weit verstreut \Vakuolen sichtbar (Abb. 3-8, ). Die in der sws™-
Mutation (Abb. 3-1) und in der sws:; p{sws}’/elav-Linie (Abb. 3-3) deutlich sichtbaren
Membranakkumulationen an der Grenze zwischen Retina und Lamina sind jedoch im
lichtmikroskopischen Praparat von sws'; p{sws}>/loco-Individuen nicht zu erkennen (Abb. 3-8, ).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen bestdtigen diese Diagnose nur zum Teil. Die in den
lichtmikroskopischen Préparaten erkennbare Vakuolenbildung im Bereich des Neuropils zeigt sich
gleichfalls in der ultrastrukturellen Analyse (Abb. 3-9, [0). Neben den Vakuolen sind im Bereich der
Neuropile haufig Membransphéroide zu erkennen (Abb. 3-9, ®). Damit zeigen die axonaen
Bestandteile der Neuropile die beiden Hauptcharakteristika des sws-Phanotyps. Die gliale Expression

der sws-cDNA hat demnach keinerlei sichtbaren Einfluss auf die Degeneration des Neuropils.



Ergebnisse und Diskussion

Die lichtmikroskopische Analyse des Genotyps sws'; p{sws}*/loco (Abb. 3-8) l&sst, im Vergleich zu
dem sws-Phanotyp, eine Verbesserung des kortikalen Gewebezustands vermuten. Die
Ultrastrukturanalyse der sws'; p{sws}*/loco-Linie deckt demgegeniiber jedoch erhebliche Schéden

innerhalb des Kortex und des Neuropils auf.

LT o ) P il 2 J b .
Abb. 3-10 sws'; p{sws}’/loco 14d Abb. 3-11 sws'; p{sws}’/loco 14d Abb. 3-12 sws'; p{sws}’/loco 14d
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Besonders aufféllig ist die, im Lichtmikroskop nicht zu erkennende Verdnderung von Gliazellen,
deren Zytoplasma in sws'; p{sws}°/loco-Individuen nahezu vollstandig mit Vesikeln aufgefiillt sind.
Davon betroffen sind neben der Pseudocartridge- und Fensterglia (Abb. 3-10, [J) auch die Riesenglia
des aulReren Chiasmas (Abb. 3-11, 0) und die Epithelialglia des Laminaneuropils (Abb. 3-12). Es
handelt sich hierbel um heterogene, lysosomale Vesikel, die teils mit homogenem Material von
unterschiedlicher Elektronendichte, teils mit konzentrischen, lockeren Membranknduel gefillt sind.
Entgegen der weitreichenden Degeneration der, den Monopolarneuronen distal gelegenen, Gliazellen,
erscheinen die Zellkorper der proximalen Satellitenglia weitgehend normal (Abb. 3-10, ).

Im Falle homogener Einschliisse kénnte es sich um zytoplasmatische oder fettige Einschllisse handeln.
Lipideinschllisse kénnen je nach Gehalt an ungeséttigten Fettsduren und Praparationsmethoden im
elektronenmikroskopischen Bild as helle, transluzente bis hin zu schwarzen elektronendichten
Strukturen erscheinen (Metha und Ghadially, 1973). Derartige Einschliisse sind besonders deutlich in
Epithelialglia zu sehen (Abb. 3-12, =). sws"; p{sws}*/loco ist der einzige Genotyp, in dem eine
eindeutige Verénderung der Epithelialglia beobachtet werden kann und dariber hinaus vermutlich der
einzige gesicherte ektopische Expressionsphanotyp: Die in situ-Hybridisierungen (Abb. 2-3) zeigen,
dal3 in den Epithelialglia mit gréfter Wahrscheinlichkeit keine natirliche sws-Expression stattfindet
und die loco-getriebene Expression der Drosophila-cDNA in der Epithelialglia daher eine zusatzliche

Expression darstellt.

Die Zellkorper der Neurone zeigen in sws'; p{sws}°/loco-Individuen, insbesondere im Laminakortex,
deutliche Degenerationsmerkmale. Die in Abb. 3-13 gezeigte Gruppe von Monopolarneuronen weist

neben fleckiger Aufhellung und vereinzelten Vakuolen (V) auch eine multiple Umhillung des
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Perikaryons auf (). Die distal der Monopolarzellen gelegenen Gliazellen zeigen den weiter oben

beschriebenen vesikuldren Phanotyp (). Proximal der Monopolarzellen sind phanotypisch normale
Satellitenglia zu sehen (pSG).
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Die Degeneration der Monopolarneurone zeigt sich auch im Erscheinungsbild ihrer Axone im
Laminaneuropil. Zusammen mit acht Axonen der Photorezeptoren durchspannen die, zu einer
cartridge, einem axo-glialen Biindel, verbundenen Axone von finf Monopolarzellen die Lamina. Die
Abbildung 3-14 zeigt den Querschnitt einer solchen cartridge mit den Querschnitten der Axone von
Monopolarzellen () und den Querschnitten der Axone der Photorezeptorzellen ¢). Letztere sind
anhand ihrer spezifischen axo-glialen Zellkontakte mit der Epithelialglia, den captate junctions (Abb.
3-14, =), leicht zu identifizieren. Wéhrend die Axone der Photorezeptoren wildtypisch erscheinen, ist
eine Abweichung der Monopolarzellaxone vom wildtypischen Status an ihrem fleckig aufgehellten

Lumen mit Restbestandteilen des axonalen Zytoskeletts deutlich zu erkennen.

3.2.1.3 Zusammenfassung: Analyse der induzierten Expression der Drosophila-

sws-cDNA im sws*-Hintergrund

Die partielle Wiederherstellung wildtypischer Gewebeverhéltnisse im sws'-Hintergrund durch die
Expression der Drosophila-cDNA unter Kontrolle des elav-Treibers beweist hinreichend die
Verantwortlichkeit des SWS-Proteins flr den beschriebenen Phanotyp der sws-Mutation in Drosophila
(Kretzschmar et al., 1997).

Aufgrund der elav-getriebenen Expression der wildtypischen cDNA konnte die Vakuolenbildung im
Neuropil von sws'-Fliegen verhindert werden. Die neuronale Produktion des SVS-Proteins stellt somit
eine obligatorische Grundvoraussetzung fir ein funktionierendes Nervengewebe dar. Die mangelnde
Fahigkeit, den glialen Anteil des sws-Phénotyps durch elav-gesteuerte Expression der sws-cDNA in
den wildtypischen Zustand zu Uberflhren, legt eine eigensténdige Expression des sws-Gens in
Gliazellen nahe, die nicht durch die benachbarte Expression in Neuronen ersetzt werden kann.

Eine Rettung des gliadlen Anteils des sws-Phénotyps durch Expression der Drosophila-cDNA unter

Kontrolle des loco-Treibersim sws'-Hintergrund wiirde eine eigenstandige Funktion des S\VS-Proteins
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in Gliazellen unterstreichen, scheitert aber an der Stérke des glialen loco-Treibers. Die in vitro
Aktivitét des sws-Genprodukts unter loco-Kontrolle liegt im sws'-Hintergrund um das achtzehnfache
Uber dem Wert der wildtypischen Aktivitét. Daher stellt der in dem Genotyp sws'; p{sws}*/loco zu
beobachtende histologische Phéanotyp der Gliazellen eine, bisher noch nicht beschriebene,
Verdanderung des Gewebes dar, die moglicherweise auf die Uberexpression des SWVS-Proteins in
Gliazellen zurlickgefiihrt werden kann. Da dieser Phanotyp aber auch durch synergistische Effekte des
sws'-Hintergrunds zusammen mit der gliaden Expression verursacht werden kann, werden erst
Uberexpressionen im wildtypischen Hintergrund die Frage beantworten, ob es sich bei den

beschriebenen Veranderungen um einen Uberexpressionsphanotyp handelt (siehe 3.2.2.2).

Die gliale Produktion des S\S-Proteins in sws'; p{sws}*/loco-Fliegen kann den Prozess, der nach dem
Schltupfen der Fliege zur Vakuolenbildung im Neuropilbereich des gesamten Gehirns fihrt, nicht
aufhalten. Die Uberexpression der sws-cDNA in Gliazellen einer sws'-Fliege hat dariiber hinaus aber
auch keinen sichtbaren, verstérkenden Einfluss auf die neuronalen Strukturen des Gehirns. Beziiglich
der Degeneration der Monopolarneurone kann noch keine Aussage dariiber gemacht werden, ob sie
aufgrund des sws™-Hintergrunds, oder méglicherweise sekunddr als Folge der Degeneration der

Gliazellen durch die unnatirlich hohe sws-Produktion Schaden erleiden.
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3.2.2 Untersuchung der Uberexpression der Drosophila-cDNA im

wildtypischen Hintergrund

3.2.2.1 Untersuchung der elav-getriebenen Expression der Drosophila-cDNA im
wildtypischen Hintergrund: w; p{sws}**/elav

In der nun folgenden Analyse ist, zusétzlich zu der normalen in vivo-Aktivitét das p-Element p{sws}*
vermittels des elav-Treibers in alen Neuronen aktiv. Die Enzymaktivitdt des SWVS-Proteins des
Genotyps w; p{sws}'%elav wurde mit 160 nmol/min/mg Protein bestimmt. Dies stellt im Vergleich zur

Aktivitat der Kontrolle w***® mit 56 nmol/min/mg Protein rund eine Verdreifachung des wildtypischen

Wertes dar.

Abb. 3-16

v .-:'B_E‘ Abb. 315
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Die Uberexpression der Drosophila-sws-cDNA durch die p-Element-Linie p{sws}10 unter elav-
Kontrolle zeigt keine auffalligen Verdnderungen des Gewebes. Die in den Semidinnschnitten
sichtbaren, vereinzelt dunkelblauen Zellkernanféarbungen stellen keine Farbungen dar, die im Sinne
einer Apoptose gedeutet werden kénnen (Abb. 3-15, ®), sondern stellen Féarbeartefakte dar. Die
elektronenmikroskopischen Préparate zeigen diesen Befund noch deutlicher. Der Uberblick tiber die
Grenzregion zwischen Retina und Lamina (Abb. 3-16) zeigt keine aufféligen

Degenerationserscheinungen. Die Monopolarzellkdrper () sehen weitgehend wildtypisch aus.
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Auch in dem angrenzenden Bereich des Laminaneuropils (Ln) sind keine Abweichungen vom Wildtyp
zu erkennen. Die Zellkorper des Medullakortex (Abb. 3-17) lassen, ebenso wie die axonaen
Strukturen des Medullaneuropils (Abb. 3-18) keine Schaden, die auf eine Uberexpression der sws-

cDNA zurtickzufUhren wéren, erkennen.

Eine neuronale Expression der sws-cDNA, die zu einer Verdreifachung der in vitro-Aktivitat des SWS-
Proteins flhrt, hat keine histologischen Verénderungen zur Folge. Ob neuronales Gewebe gegeniiber
einer noch weiter gesteigerten SWS-Produktion ebenso unempfindlich wére, kann in diesem
Zusammenhang nicht beantwortet werden, da hierzu eine quantitative Steigerung der elav-gesteuerten
GAL4-Produktion notwendig wére. Weitere Nachforschungen mit anderen neuronalen Treibern, wie
zum Beispiel mit dem Appl-Gal4-Stamm, konnten jedoch Aufschluss darliber geben, ob es einen

neuronal en Uberexpressionsphanotyp der sws-cDNA in Drosophila gibt.

3.2.2.2 Untersuchung der loco-getriebenen Expression der Drosophila-cDNA im
wildtypischen Hintergrund: w; p{sws}*°loco

Diein dlen Gliazellen vermittels des loco-Treibers erzeugte in vitro-Aktivitét des SWS-Proteins liegt
bei 990 nmol/min/mg Protein und damit um den Faktor ~20 hoher als die wildtypische Aktivitéat der
w8 Kontrolle mit 56 nmol/min/mg Protein. Dieser Aktivitdtszuwachs erscheint erheblich in
Anbetracht der Tatsache, dai3 die geschétzte Anzahl der Gliazellen in Dipteren nur ungefahr ein Achtel
der Anzahl der Neurone betragt (Saint Marie und Carlson, 1984). Die Aktivitétssteigerung des
gesamten Kopfgewebes betrégt den Faktor 20. Eine prozentuale Gleichverteilung der SWS-Aktivitét
zwischen Neuronen und Gliazellen im Wildtyp vorausgesetzt, ergdbe das fur die Gliazellen im Gehirn
von Drosophila eine Steigerung um den Faktor 130. Obwohl man sich vergegenwartigen sollte, dal3
derartige Rechenexempel der Komplexitét des natirlichen Geschehen selten Rechnung tragen, so
verdeutlicht es doch, dal? die loco-getriebene Expression der sws-cDNA eine erhebliche Verénderung

des physiologischen Kontextes einer Zelle bedeutet.

Abb. 3-19
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Wie in dem Semidiinnpréparat Abb. 3-19 zu sehen ist, zeigt sich im Genotyp w; p{sws}%loco eine

- R
.‘I" }‘l'.i'. d

| Nr. 45363-4-10

deutliche, histologische Veranderung in der Lamina. Intensiv mit Toluidinblau geférbte Bereiche (0)
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zeigen sich im Laminakortex und deuten auf degenerative Prozesse hin. Der proximale Anteil des

Laminaneuropils weist insbesondere in nédherer Umgebung des Chiasmas grof3e Vakuolen auf (>). Die
Neuropilanteile der Medulla (Me), der Lobula (Lo) und der Lobulaplatte (Lp) erscheinen wildtypisch.
Diese schon im lichtmikroskopischen Bild erkennbaren Verénderungen werden durch die
el ektronenmikroskopische Analyse bestétigt.

Im elektronenmikroskopischen Préparat sieht man deutlich die pathologischen Verénderungen
innerhalb der Gliazellen. Das Zytoplasma ist vollstandig mit lysosomalen Vesikeln und spiralisierten
Membranablagerungen (whorls) aufgefiillt. Von dieser Veranderung sind insbesondere die distal der
Satellitenglia gelegenen Pseudocartridge- und Fensterglia-Schichten (Abb. 3-20, 00), sowie die

Riesengliazellen in der Umgebung des Chiasmas (Abb. 3-22, ) betroffen. Wie auch schon in der
Beschreibung der vorhergegangenen Genotypen (Kapitel 3.2.1.1, Abb. 3-4, 3-5, Kapitel 3.2.1.2, Abb.
3-10) konnen vereinzelt wildtypisch erscheinende Zellen der proximalen Satellitenglia aufgefunden
werden (Abb. 3-20, ), die offensichtlich von den Prozessen, die zur Verdnderung der Gliazellen

zwischen Monopolarneuronen (MpN) und Retina (Re) fuhren, nicht betroffen sind.

Abb. 3-21 w; p{sws}*%loco 14d Abb. 3-22 w; p{sws}*%loco 14d Abb. 3-23 w; p{sws}*%loco 14d

i i . 10 ieqer Hier § i i . 10 iege: Di i
Laminakortex einer w; p{sws}/loco-Fliege: Hier sind Chiasma einer w; p{sws} 7loco-Fliege: Die Riesen- Die Detilafiahme einer Riesengliazelle  veran-

degenerierende Monopolarneurone ( 0) an fleckiger| gliazellen des Chiasmas zeigen zytoplasmatische ) ) !
Aufhellung des Zytoplasmas und beginnender Kariolyse Vesikel in allen Bereichen des Zellkorpers (). Chs: ?gla?"d‘"ﬂ,, die  heterogene  Morphologie  der
(=) zu erkennen. Re: Retina, Ln: Laminaneuropil. Chiasma, Ln: Laminaneuropil. enschiusse.

Vergrofierung 12500 x Nr. 45961-4-11 Vergrofierung 4000 x Nr. 45902-5-36 Vergrofierung 36250 x Nr. 45371-5-38

Neben der Degeneration der Gliazellen kann man auch pathologische Verénderungen der neuronalen
Zellkorper erkennen. Der in Abbildung 3-21 gezeigte Zellkdrper eines Monopolarneurons ( O)
unterliegt der Kariolyse, dal3 heif3t der Auflésung seiner Kernmembran und der Freisetzung des
Chromatins in das Zytoplasma (w). Das unklar strukturierte Plasma der Axone von
Monopolarneuronen im Laminaneuropil (Ln) l&sst gleichfalls auf eine Schédigung des Zellkorpers
schlief3en.

Eine Detailaufnahme des Zytoplasmas einer Gliazelle des auReren Chiasmas (Abb. 3-23) spiegelt die
Heterogenitdt der Einschlisse wieder: Im Zytoplasma finden sich elektronendichte Partikel (Abb. 3-
23, >), die eine granuldgre Konsistenz besitzen und in ihrer Erscheinung an Lipofuscin oder
Residualkorper erinnern. Diese unverdauten Reste lysosomaler Hydrolyse akkumulieren im Menschen

mit dem Alterungsprozess (Barden, 1969) in verschiedenen Geweben und sind neben Vertebraten
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auch in Insekten beschrieben worden (Hodge, 1894). Eine ahnliche Morphologie weisen jedoch auch
manche Glykogeneinschllsse auf, die in dieser Form als Glykogenrosetten bezeichnet werden.
Aufféllig sind jene Einschlisse, die aus vielen konzentrischen Membranen bestehen (Abb.: 3-23, ).
Das Erscheinungshild dieser whorls in den hier untersuchten Gliazellen entspricht den, in Neuronen
im sws™-Hintergrund (Abb. 3-7, ®) und in dem Genotyp sws'; p{sws}*loco (Abb. 3-9, =)
beschriebenen Strukturen. Diese myelinoiden whorls sind hinsichtlich ihrer heterogenen Gestalt und
ihrer GroRe nicht mit den groRen Membranakkumulationen (Kapitel 3.2.1.1 Abb. 3-4, 3-5) im sws™-
Hintergrund zu vergleichen.

Ihr Durchmesser betrégt zwischen 0,5 und 1,5 um, ihre Membranperiodizitét betragt zirka 30 nm. In
manchen Féllen schlieflen sie granuldre Materie oder ein degenerierendes Mitochondrium mit ein.
Vergleichbare Strukturen sind als Myelinosomen (oder MCBs. membranous cellular bodies) im
Menschen beschrieben worden. Sie treten insbesondere in Zellen eines alveolaren Karzinoms und in
Zellen, die Erythrozyten oder ihre Abbauprodukte phagozytiert haben, auf (Ghadialy, 1979). Ein
weiterer Entstehungsmechanismus von Myelinosomen wird as drug-induced-phospholipidosis
bezeichnet: In diesem Falle verdndern Pharmaka (Amiodarone) die physikalisch-chemischen
Eigenschaften von Bestandteilen der Zellmembranen und erzeugen dadurch Myelinosomen, die
wiederum Klinische Phénomene von der Leberdysfunktion (Poucell et al., 1984) bis hin zu
Neuropathien (Butany et al., 1983) induzieren. In solchen oder dhnlichen Féllen spricht man in der
Literatur von ,,myelinoiden® Strukturen.

Manche Insekten, insbesondere solche, die schnelle Fluchtreaktionen aufgrund eines gestiegenen
Beute-Drucks durch ihre Fressfeinde entwickeln mussten, haben Isolationshillen ihrer Axone
entwickelt, die ale elektrophysiologischen Eigenschaften von Myelinscheiden besitzen (Lenz et al.,
2000). In marinen Invertebraten konnten sogar die schnellsten Leitungsgeschwindigkeiten des
gesamten Tierreichs gemessen werden (Xu et a., 1999). In Drosophila melanogaster ist hingegen
noch kein zum Myelin der Vertebraten verwandtes Gen gefunden worden. Doch auch die im
Menschen beschriebenen , myelinoiden” Figuren sind aus einer Vielzahl verschiedener Substanzen
Zzusammengesetzt und missen nicht zwingender Weise auf einen Defekt des Myelinmetabolismus
hindeuten.

Erst die Bestimmung der Komponenten, aus denen diese Partikel bestehen, 18sst eine Einengung des
ihnen zugrunde liegenden Systemdefekts zu. Somit sind den Interpretationen des lysosomalen
Phanotyps in Gliazellen nach Uberexpression der sws-cDNA Grenzen gesetzt, solange man noch nicht
weil3, welche Substanzakkumulation zu den beobachteten Merkmalen fuhrt. Es scheinen aber Signale
die Zelle zu veranlassen, sich selbst zu verdauen oder andere Mechanismen fihren zu ener
UbermaRigen Aufnahme von extrazelluldrem Material, wie es zum Beispiel fir die Aufnahme der
Myelinscheidenreste nach Degeneration eines Nerven beschrieben ist (Schroder et al., 1999). Daruber
hinaus gibt es Hinweise, dal3 im Nerven die oben diskutierten Lysosomen nur eine Vorstufe von

Myelinosomen sind. Untersuchungen der Ultrastruktur eines Femur-Nerven der Ratte wahrend
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Waller'scher Degeneration ergaben, dal3 10-14 Tage nach der Sektion des Nerven unstrukturierte
Fettropchen als Einschlisse auftraten, wdhrend in den spateren Phasen der Degeneration die

LipideinschlUsse lamellaren Membrankdrpern gewichen sind (Lassmann et al., 1978).

All diese Strukturen &hneln deutlich denen, die im Kapitel 3.2.1.2 als Folgen einer loco-gesteuerten
Uberexpression der sws-cDNA im sws'-Hintergrund beschrieben worden sind. Es spricht somit viel
dafirr, daR der veranderte Phanotyp von Gliazellen in den Genotypen sws'; p{sws}*/loco und w;
p{sws}'%loco einen Uberexpressionsphanotyp darstellt, der aber ebenso wie in den Genotypen sws';
p{sws}°/elav und sws' in den Membranmetabolismus von Gliazellen eingreift. Anders als in den
Genotypen sws' und sws'; p{sws}>/elav sind in der Uberexpression aber neben den Pseudocartridge-
und Fensterglia auch die das auRere Chiasma umgebende Riesenglia in die phanotypische

Verdnderung einbezogen.

3.2.2.3 Zusammenfassung der Resultate der sws-cDNA-Expression im wild-

typischen Hintergrund

Die elav-gesteuerte Uberexpression der sws-cDNA in den Neuronen des Gehirns von Drosophila,
welche in einer Verdreifachung der in vitro-Aktivitdt resultiert, hat keinerlei histologische
Veranderungen zu Folge. Neuronen scheinen somit auf einen Mangel des SWS-Proteins mit einem
deutlichen und charakteristischen sws-Phanotyp zu reagieren, wahrend sie aufgrund der Uber-
produktion des SWS-Proteins keine signifikanten morphologischen Anderungen zeigen. Da Fliegen
des Genotypes w; p{sws}*%/elav auch keine auffalligen Abweichungen ihres Verhaltens an den Tag
legen, ist des weiteren, nach bisherigem Kenntnisstand, davon auszugehen, daR die Uberexpression

der sws-cDNA in Neuronen keine Anderungen der neurologischen Funktion zur Folge hat.

Dem gegenlber zeigt die loco-getriebene Expression der sws-cDNA im wildtypischen Hintergrund
einen deutlichen pathologischen Phanotyp. Entgegen den grofRen und durch konzentrisch-parallele
Ablagerung gebildeten Membrankorpern, die anstelle der Pseudocartridge- und Fensterglia im  sws'-
und sws'; p{sws}*/elav-Genotyp gebildet werden, reagieren die Zellen der Pseudocartridge- und
Fensterglia auf die Uberexpression der sws-cDNA mit Bildung vielgestaltiger, zytoplasmatischer
Vesikel. Diese vesikuléaren Strukturen gleichen den zytoplasmatischen Bildungen der Pseudocartridge-
und Fensterglia in dem Genotyp sws'; p{sws}*/loco und stellen daher aller Wahrscheinlichkeit nach
einen Uberexpressionsphanotyp dar, der ebenso wie die sws'-Mutation den Membranmetabolismus

spezifischer Gliazell-Populationen stort.
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3.3 Funktionelle Untersuchung des sws-Orthologen der Maus: m-nte

Um zu Uberprifen, ob neben den starken strukturellen Homologien zwischen dem Drosophila
melanogaster-SAVS und dem NTE der Maus, die induzierte Expression der Maus-cDNA (m-nte)
vergleichbare histologische Phanotypen erzeugt, wurde die wildtypische Maus cDNA unter Kontrolle
der UAS-Sequenz mit denselben Treibern wie das sws-Gen von Drosophila melanogaster im
wildtypischen und im mutanten Hintergrund exprimiert und die histologischen Verénderungen
verglichen. Wenn die induzierte Expression vergleichbare histologische Veranderungen hervorruft,
kann neben der Ubereinstimmung der Sequenzdaten eine funktionelle Identitét des Vertebraten- und

I nvertebraten-Proteins angenommen werden.

3.3.1 Untersuchung der elav-getriebenen Expression der Maus-nte-

cDNA im sws!-Hintergrund: sws®: p{m-nte}!3/1l: elav/Ill

Umdiein vitro-Aktivitét des NTE-Proteins der Maus mit dem Protein von Drosophila vergleichen zu
koénnen, wurde auch hier versucht, die PV-Aktivitdt der neuronalen Expression zu ermitteln. Da von
dem Stamm sws’; p{mnte}*/11; elav/IIl nicht gentigend Individuen fiir eine Messung der PV-Aktivitét
erhalten werden konnten, wird auch hier, wie in Kapitel 3.2.1.2 beschrieben, auf eine Extrapolation
der PV-Aktivitét zuriickgegriffen. Die aus den in vitro ermittelten PV-Aktivitaten der Stamme w'®
(56 nmol/min/mg Protein) und w, p{m-nte}*3Il; elav/Ill (518 nmol/min/mg Protein) resultierende
Aktivitat des Stammes sws'; p{m-nte}*3Il; elav/lll liegt mit 462 nmol/min/mg Protein um ein
Achtfaches hoher als der wildtypische Wert. Damit stellt dieser Stamm seitens seiner in vitro-Aktivitét
eine neuronale Uberexpression dar, deren Aktivitdt sogar noch hoher liegt als die elav-getriebene

Uberexpression der Drosophila-cDNA im wildtypischen Hintergrund (160 nmol/min/mg Protein).

Die histologische Untersuchung des Stammes sws'; p{m-nte}*%Il; elav/lll zeigt einen mit den
Ergebnissen in Kapitel 3.2.1.1 (sws; p{sws}*/elav) vergleichbaren, histologischen Mischphénotyp:

Im lichtmikroskopischen Bild erscheinen die Neuropilanteile wildtypisch (Abb. 3-24, #). Damit
scheint es sich zu bestdtigen, dai die elav-getriebene Expression der Drosophila sws-cDNA und der
Maus nte-cDNA den Phénotyp der Neuropil-Bereiche in der sws'-Mutation vollsténdig revertiert. Im
Laminakortex hingegen, zeigen membrantse Ablagerungen und Vakuolisierung, wie sie auch in den
Genotypen sws' und sws'; p{sws}’/elav zu beobachten sind (Abb.: 3-1, 3-3), eine erhebliche
funktionelle Stérung der Zellverbéande. Die Analyse der Ultrastruktur untermauert diese Ergebnisse.

Im Medullaneuropil (Mn) sind, stellvertretend fir alle anderen Bereiche axonaler Verschaltung, keine
Vakuolen oder andere abnormale Zellstrukturen (Abb.: 3-26) zu sehen. Sie sind mit dem
wildtypischen Gewebe vergleichbar. Die im Lichtmikroskop deutlich zu erkennende Schédigung des
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Laminakortex spiegelt sich ebenso in elektronenmikroskopischen Aufnahmen wieder. Die Gliazellen
der Lamina, insbesondere die Pseudocartridgeglia und Fensterglia sind nahezu vollsténdig von
membranartigen Strukturen ausgeflllt (Abb.: 3-25, ). Bei diesen Membranstrukturen handelt es sich
um, schon anhand der Genotypen sws' und sws'; p{sws}*/elav (Kapitel 3.2.1.1) beschriebene, groRe
Membrankorper, die ein charakteristisches Merkmal fur die Abwesenheit des SWS-Proteins in Zellen
der Pseudocartridge- und Fensterglia sind. Die in diesen Genotypen beobachtete Degeneration der
Monopolarneurone (Kapitel 3.2.1.1, Abb. 3-4) konnte in der Linie sws"; p{m-nte}*/11; elav/I1l nicht in
diesem Ausmal} bestétigt werden (Abb. 3-25, MpN): Die Neurone zeigen zwar stark kondensierte
Nukleoli und ein leicht aufgehelltes Zytoplasma, darliber hinaus sind jedoch keine fortgeschrittenen

Merkmale neuronaler Degeneration zu erkennen.

Abb. 3-24 swst; p{mnte}31; davilll 14d swst; p{mnte}31; davilll 14d

Horizontaler ~ Semidiinnschnitt des  Gehirns  von Membranakkumulation ~ im  Laminakortex:  Die Medullaneuropil einer sws'; p{m-nte}'¥Il; dawvilli-
Drosophila: Durch die neuronale Expression der Maus- neuronale Expression der Maus-cDNA  kann die Fliege: Im Gegensatz zu den kortikalen Geweben
sws-cDNA  findet eine phénotypische Rettung der Storung  des  Membranmetabolismus  der  Pseudo- erscheinen im Genotyp sws'; p{m-nte}*/II; dav/lil die
Neuropilbereiche des Gehirns statt ). Re: Retina, La: cartridge-und Fensterglia (>) nicht beseitigen. Re: Bereiche des  Neuropils  wildtypisch. Mn:
Lamina, Me: Medulla, Lo: Lobula, Lp: Lobulaplatte Retina, MpN: Monopolarneurone Medullaneuropil

Vergrofierung 400 x Nr. 90200 7 4-12 Vergrofierung 6000 x Nr. 45525-4-14 Vergrofierung 2200 x Nr. 45843-5-21

sws; p{mnte}3/11; davilll 14d

Bezlglich der Fahigkeit, den neuronalen Phanotyp zu retten, vermag das nte-Gen der Maus Gleiches
Zu leisten, wie das artspezifische sws-Gen und veranschaulicht damit seine funktionelle

Vergleichbarkeit mit dem Orthologen der Invertebraten.
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3.3.2 Untersuchung der loco-getriebenen Expression der Maus-nte-

cDNA im sws!-Hintergrund: sws®: p{m-sws}*3/lI: loco/lll

Ob die gliale Expression des Maus-Gens den selben Phénotyp wie die Expression des Gens der Fliege
erzeugt (Kapitel 3.2.1.2), soll in der folgenden Analyse untersucht werden. Da auch hier bislang keine
Aktivitétsmessung der ektopischen Expression der Maus-cDNA im mutanten Hintergrund maoglich
war (swsh; p{mnte}*?/I1; loco/lll), kann man einen Néaherungswert durch Substraktion der
wildtypischen Aktivitat (W 56 nmol/min/mg Protein) von der Aktivitst der jeweiligen
Uberexpressionsmessung (w; p{m-nte}*¥I1; loco/llI: 3706 nmol/min/mg Protein, siehe Kapitel 3.3.4)
erlangen. Aus diesen Werten ergibt sich, dal3, ebenso wie die loco-getriebene Expression der
Drosophila-cDNA im sws'-Hintergrund, die Expression der Maus-cDNA mit einer in vitro-Aktivitét

von 3650 nmol/min/mg Protein, trotz des mutanten Hintergrundes, eine zirka 50-fache Uberexpression
darstellt.

wa et '. _ 0‘,,,‘.& Abb. 3-26
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Im lichtmikroskopischen Bild (Abb. 3-25) erkennt man die fir den sws'-Phénotyp charakteristische
Vakuolisierung des Medullaneuropils (W) und der zentralen Gehirnbereiche (nicht gezeigt). Die
gleichfalls die sws'-Mutation kennzeichnenden Membranakkumulationen im distalen Laminakortex
fehlen jedoch. Es sind dennoch distal des Laminaneuropils dunkler geférbte Bereiche zu erkennen
(=), die jedoch keinen auffédligen pathologischen Status signalisieren. Aufgrund der
lichtmikroskopischen Analyse kann man keine eindeutige Aussage beziiglich der Rettung des sws'-
Phanotypes innerhalb des Kortex machen. Der in Gestalt der Vakuolen weiterhin bestehende
neuronale Phéanotyp Kkorreliert mit den Ergebnissen der Anayse der gliden Expression der
Drosophila-cDNA in der Mutante (Kapitel 3.2.1.2).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Laminakortex bestdtigen die lichtmikroskopischen
Annahmen. Die loco-getriebene Expression der Maus-sws-cDNA im sws'-Hintergrund fiihrt zu einer
vollstdndigen Reduktion der sws'-Membrankérper zwischen Laminakortex und Retina (Abb. 3-26).
Dariliber hinaus sind aber auch Monopolarzellen zu sehen, die klassische Merkmale der Apoptose, wie

pyknotische Zellkerne zeigen (). In einem benachbarten Zellkdrper sind auch die fir den sws-
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Phanotyp charakteristischen, multiplen Membranlammellen @) und Vakuolen (®) im Zytoplasma
des Perikaryons sichtbar.

Analog zu den Genotypen sws'; p{sws}*/loco, der trotz des sws'-Hintergrundes eine Uberexpression
darstellt, und w; p{sws}’%loco kommt es auch in dem hier untersuchten Fall zu einem

Uberexpressions-Phanotyp innerhalb der Gliazellen (3-27).

= Abb. 3-27
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Die histologischen Folgen dieser Uberexpression zeigen sich, wie in den vorangegangenen glialen
Uberexpressionen, in Form von vielfdtigen Vesikeln, die das gesamte Lumen des Zytoplasmas
einnehmen (w). Zieht man in Betracht, da3 die in vitro-Aktivitdt des Maus-Orthologen unter
Kontrolle des loco-Treibers jedoch mehr als dreimal so hoch ist, wie die entsprechende Aktivitét der
Drosophila-cDNA, so erscheinen die Folgen der Uberexpression des Maus-Gens als verhaltnismaRig
mild.

Die durchgehende Vakuolisierung des Medullaneuropils entspricht den bereits analysierten Genotypen
sws'; p{sws}*/loco und sws* (Kapitel 3.2.1.1 & 3.2.1.2). Die gliale Expression des sws-Gens vermag
den durch die sws'-Mutation verursachten neuronalen Phanotyp nicht aufzuheben (Abb. 3-28). In den
Neuropilen, hier im Medullaneuropil, treten grof3e, scheinbar ,leere” Vakuolen ( [0) neben stark
kondensierten, zirkuldren Membrankorperchen (=) auf. Dieser Phanotyp erstreckt sich, wie in der
sws'-Linie (Abb. 3-6) tiber den Neuropilanteil des gesamten Gehirns.
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3.3.3 Untersuchung der elav-getriebenen Expression der m-nte-cDNA

im wildtypischen Hintergrund: w: p{m-nte}*3/Il: elav/Ill

Im Folgenden Kapitel wird untersucht, ob die neuronale Expression des Maus-Gens zusétzlich zu der
natlrlichen Expression in Drosophila Folgen zeigt. Die gemessene in vitro-Aktivitét der unter dem
neuronalen elav-Treiber stehenden Expression der Maus-cDNA betragt 518 nmol/min/mg Protein. Sie
ist damit um ein Dreifaches hoher als die Enzymaktivitdt der elav-getriebenen Expression der
Drosophila-cDNA (w; p{sws}*’/elav) und liegt um ein neunfaches tber der SVS-Enzymaktivitét der

wHB_K ontrolle (w!** 56 nmol/min/mg Protein).

Abb. 3-29
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Trotz der signifikanten Erhéhung der Enzymaktivitét hat die Uberexpression der Maus-cDNA keine

augenféligen Veranderungen innerhalb des Neuropils oder des Kortex zur Folge.

In alen

untersuchten Semidinnpraparaten (Abb. 3-29) zeigen sich keine Abweichungen vom Wildtyp.
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Anhand der Analyse der Ultrastruktur konnte ermittelt werden, dal’ weder die Zellkorper der Neurone
(Abb. 3-30), noch die axonalen Strukturen des Neuropils (Abb. 3-31, Abb. 3-32) sichtbare
Veranderungen ausweisen. Genauso konnten keine Abweichungen vom Wildtyp in Gliazellen (Abb.
3-32, 1) festgestellt werden. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den Ergebnissen der neuronalen
Uberexpression der Drosophila-cDNA im wildtypischen Hintergrund (Kapitel 3.2.2.1). Dort konnten
keine Veranderungen durch die neuronale Expression der sws-cDNA induziert werden. Diese

Resultate zusammengenommen, legen den Schluss nahe, dal? Neurone gegen die Uberexpression der
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sws-cDNA und mdoglicherweise gegen ein hohes zelluldres Aufkommen des SAS-Proteins relativ

unempfindlich sind.

3.3.4 Untersuchung der loco-getriebenen Expression der m-nte-cDNA

im wildtypischen Hintergrund: w: p{m-nte}*®/11: loco/lll

Wiein Kapitel 3.2.2.2 das Gen aus Drosophila, wird hier mit dem loco-Treiber das nte-Gen der Maus
in Gliazellen, zusétzlich zu dem nattrlichen Aufkommen, produziert. Die in vitro-Enzymaktivitét des
Stammes w; p{m-nte}*¥/I1; loco/lll war mit 3706 nmol/min/mg Protein die hochste ermittelte PV-
Aktivitét aller untersuchter Genotypen. Die Enzymaktivitét der Expression der Maus-sws-cDNA liegt

damit um ein 66-faches Uiber der Aktivitat der w™*—Kontrolle mit 56 nmol/min/mg Protein.

Entgegen alen Erwartungen zeigte die glidle Expression der Maus-sws-cDNA, anders als die

Expression des Drosophila-Gens in Gliazellen (v; p{sws}'%loco), keinen histologisch erkennbaren

Phanotyp.
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Sowohl in licht- als auch in elektronenmikroskopischen Praparaten konnen keine Verénderungen des
Gewebes entdeckt werden, die mit denen des Stammes w; p{sws}'%loco (Kapitel 3.2.2.2) vergleichbar

waren. Ubersichtsaufnahmen des Laminakortex (Abb. 3-34) zeigen wildtypisch erscheinende

Pseudocartridge- oder Fensterglia (>). Diese Gliazellen reagieren hochsensibel auf die Uberexpression
des Drosophila-sws-Kontrukts mit dem im Kapitel 3.2.2.2 beschriebenen Phanotyp. Die proximale

Satellitenglia (W) ist durch die Uberexpression der Maus-sws-cDNA auch keiner Schadigung
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ausgesetzt. Die Monopolarneurone zeigen in ihrem Zytoplasma kleine, aufgehellte Bereiche (0O), die
aber noch keine ernsthafte Schadigung signalisieren. Eine weitere, von der Uberexpression der
Drosophila-sws-cDNA stark beeinflusste Gliazellpopulation, die Riesengliazellen, zeigen in der Linie
w; p{mnte}*3I11; loco/lll keinerlei Schadigungen (Abb. 3-35, 0) oder Abnormalititen. Die gliale
Expression der Drosophila-cDNA erzeugt in dieser Zellpopulation hingegen erhebliche
Abweichungen vom Wildtyp (Abb. 3-22). Die Zellkorper der Neurone des Medullakortex sehen
gleichfalls wildtypisch aus (Abb. 3-36).

3.3.5 Zusammenfassung der Expressionsanalysen der Maus-sws-cDNA

Neben der starken Ubereinstimmung der Sequenzdaten zeigen das Drosophila-SWS und das Maus-
NTE eine erheblich funktionelle Uberei nstimmung.

Dieses wird besonders dadurch deutlich, dal3 beide Proteine eine spezifische, neuronale Funktion
erfilllen, die in der elav-getriebenen Expression im sws'-mutanten Hintergrund selektiv rekonstituiert
wird. Hierbel besitzt das NTE-Enzym der Vertebraten die selbe physiologische Potenz wie sein
artspezifisches Protein aus Drosophila (Kapitel 3.2.1.1) und untermauert damit eindrucksvoll die
funktionelle Aquivalenz zweier evolutiv so weit von einander entfernten Modellorganismen, wie

Drosophila und der Maus.

Die loco-getriebenen Expressionsexperimente offenbarten jedoch einen erstaunlichen Unterschied

zwischen Drosophila-SWVS und Maus-NTE hinsichtlich ihrer Wirksamkeit in vivo:

In alen bisher durchgefiihrten Experimenten konnte beobachtet werden, dal3 Expressionssysteme mit
dem Maus Orthologen eine starkere in vitro-Aktivitdt aufweisen, als das vergleichbare
Expressionssystem des Drosophila Orthologen. So besitzt zum Beispiel die loco getriebene
Uberexpression der Maus cDNA im wildtypischen Hintergrund @v; p{m-nte}*¥/I1; loco/lll, Kapitel
3.3.4) eine PV-Aktivitdét von 3706 nmol/min/mg Protein, wahrend aufgrund der Expression der
Drosophila-cDNA (w; p{sws}'%/loco, Kapitel 3.2.2.2) eine in vitro-Aktivitdt von 990 nmol/min/mg
Protein ermittelt wurde. Die durch die Drosophila cDNA-Expression erzeugte zusétzliche Enzym-
aktivitét betragt rund 26 % der in w; p{m-nte}*/I1; loco/Ill ermittelten Aktivitét.

In gleichem Mal3e geringer ist die in vitro Aktivitat der neuronalen Expression der Drosophila-cDNA.
Hier betragt der in w; p{sws}%elav gemessene Wert mit 160 nmol/min/mg Protein 30 % (Kapitel
3.2.2.1) des Wertes der neuronalen Expression der Maus cDNA (518 nmol/min/mg Protein, Kapitel
3.3.3). Damit kann gezeigt werden, dal3, gliale Expression und gleiche Stabilitdt des Drosophila- und
Maus-Proteins vorausgesetzt, das Maus-Protein generell eine 3 fach stérkere in vitro-Aktivitét zeigt.
Um so erstaunlicher ist die Tatsache, dafd die histologischen Auspréagungen der ektopischen
Expression der Drosophila-cDNA stérker erscheinen, wie die der Maus-cDNA. So ist in den

Ultrastrukturuntersuchungen des Stammes sws'; p{sws}*/loco ein glialer Uberexpressions-Phanotyp zu
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erkennen, der hinsichtlich seiner pathologischen Ausprégung die histologischen Verdnderungen der
Linie sws’; p{m-nte}*¥/I1; loco/l1l deutlich tibertrifft.

Die Préparate des Stamms sws’; p{m-nte}*¥/I1; loco/lll zeigen in Gliazellen des distalen Laminakortex
vereinzelt eine Anhaufung lysosomaler Vesikel, wie sie in Uberexpressionen des Drosophila-
Orthologen gleichfalls zu beobachten sind (Abb. 3-27). Diese Degenerationserscheinungen sind aber
nicht in alen Gewebeanteilen gleich stark ausgepragt. Ein Grofdteil der in diesen Stdmmen
dokumentierten Gliazellen erscheint wildtypisch. Der vergleichbare Drosophila-Stamm  sws';
p{sws}°/loco zeigt in allen Préparaten einen ausgepragten lysosomalen Phénotyp der Gliazellen. Die
Vesikel erscheinen in diesen Fliegen zahireicher und kondensierter, sie fillen das gesamte Zytoplasma
der Pseudocartridge- und Fenster- Glia (Abb. 3-10), sowie das der Riesenglia und der Epithelialglia
(Abb. 3-11, 3-12).

Eine Erklérungen fir einen derartigen Unterschied der in vivo-Wirkung kénnte eine moglicherweise
verringerte intrazellulére Transportféhigkeit des Maus-Orthologen in Drosophila melanogaster
darstellen. Ein Sequenzvergleich der N-terminalen Region zwischen den SAS-Orthologen vielzelliger
Organismen zeigt eine zusédtzliche N-terminale Sequenz des SWS-Proteins von Drosophila
melanogaster.

Maus e MEAP- - - LQTGWLGVM GAGVAVLVTAVLI LLV- - - 31
Hurran T NEAP- - - LQTGWLGVM GAGVAVWVTAVLI LLV- - - 31
Dr osophi | a 1 VDVLEM.RASASGSYNTTESDAWCQYVSKQ - - | TATVYMYFALVMVBLLFI AWFLYFKR- - - 57
C. El egans 1 ommemmmme e MSFFYSLFAPLI FLVTFI YNHVLLI LFTVCI | GAAAFFVS- - - 40

Abb. 3-37: Alingnement der N-terminalen Proteinsequenzen von Maus, Mensch, Drosophila und C. elegans, Rot: Erste
Transmembrandoméne

Eine Psi-BLAST-Suche ergab zu diesem 30 Aminoséaure langen Peptid keine Analogien. Es konnte
sich um eine Drosophila melanogaster-spezifische Signalsequenz handeln, die fir eine korrekte
Lokalisation in einer Zielmembran von Drosophila notwendig ist. Das Fehlen dieser Signalsequenz in
der w; p{m-nte}™/11; loco/ll1- und sws; p{m-nte}*¥/I1; loco/lll-Linie kénnte zu einer Fehllokalisation
des Proteins fuhren, so dal3, trotz erheblicher in vitro-Aktivitét, die physiologische Wirkung hinter der

arteigenen cDNA zuriickbleibt.

Darlber hinaus konnte eine fehlerhafte Endlokalisation des SWSNTE-Enzyms zu einer Anhdufung
des Proteins in den Mikrosomen des Zytoplasmas des Lumens der Axone fihren, die (physiologisch
inaktiv) geringe histologische Wirkung zeigen, aber einen erheblichen Beitrag zur in vitro ermittelten
Aktivitét leisten. Die beachtlich h6here in vitro-Aktivitdt des Maus-Proteins konnte dariiber hinaus
aber auch auf das in der PV-Aktivitdtsmessung verwendete Substrat SO9B zurtickgefuhrt werden. Da es
sich hierbel um ein artifizielles Substrat handelt und Uber das natlirliche Substrat nichts bekannt ist,
liegt es im Bereich des Mdglichen, dald die Katalyserate des Maus-NTE nur gegenlber diesem

kunstlichen Substrat um ein dreifaches Uber der Aktivitét des Drosophila-Proteins liegt. Das natirliche
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Substrat kdnnte von beiden Enzymen trotz der vorliegenden Daten mit gleicher Geschwindigkeit

umgesetzt werden.
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3.4 Expressionsanalsen der Drosophila-cDNA ohne erste Transmembran-
domane: p{sws-TM}*’

Die Assoziation des SWS/NTE-Proteins mit mikrosomalen Membranen zeigte sich seit den ersten
Isolierungsversuchen als notwendige Voraussetzung fir eine unverminderte Phenyl-Valerat-Esterase-
Aktivitét (Davis und Richardson, 1987; Pope und Padilla, 1989). Durch rekombinante Expression
eines verkirzten human-NTE in E. coli, wurde festgestellt, das die Abwesenheit der ersten der vier
Transmembrandomanen die PV-Aktivitat nicht vermindert (Glynn, 2000).

Von den vier mutmal3lichen Transmembrandoménen des SWS-Proteins wird nur die erste (TM1:
Val®-Phe™) von allen verwendeten Suchprogrammen identifiziert und dient daher der Uberpriifung,
ob ein &hnlicher Mechanismus die Aktivitdt des SWS-Proteins in Drosophila melanogaster
beeinflusst. Es wurde ein cDNA-Konstrukt hergestellt, das erst mit dem M beginnt und daher die
erste amino-terminale Transmembrandoméne (Val®*-Phe™®) nicht besitzt. Mit dieser cDNA wurden

durch p-Element-Transformation transgene Linien hergestellt, die im Weiteren analysiert wurden.

Die Expression des urspriinglich zur Analyse herangezogenen Kontrukts p{sws-TM}*° war unter

Kontrolle des elav-und des loco-Treibers embryonal letal. Aus der Kreuzung
w; p{sws-TM}* X w; p{loco-GAL4}/Tb

konnten jedoch Larven des Genotyps w; p{sws-TM}'%loco-GAL4 erhalten werden. Diese Larven
starben vor der zweiten Larvalhautung. Da die Larven die erste Larvalhdutung vollzogen haben, ist
eine Beteiligung hautungsspezifischer Genprodukte in Wechselwirkung mit dem p{sws-TM}*-
Konstrukt unwahrscheinlich. Die lichtmikroskopische Untersuchung der embryonalen Entwicklung
zeigte ebenfalls keine augenfélligen Schédigungen. Ein akkumulativer Schadigungsprozess, der die
Individuen bis zur zweiten Larvalhautung entscheidend geschwécht hat, erscheint wahrscheinlich,
bedarf aber noch einer weitergehenden Untersuchung. Da die beabsichtigten Untersuchungen sich auf
die Folgen der induzierten Expression im adulten Tier konzentrieren sollten, wurde nach einer p-
Element-Linie der cDNA ohne erste Transmembrandoméne gesucht, die nicht embryonal letal ist.

Die im weiteren verwendete UAS-Linie p{sws-TM}!" erwies sich as adult lebensfahig. Das die
ektopische Expression dieses Konstrukts unter dem glialen loco-Promotor im sws'-Hintergrund
dennoch letal war, ist ein Hinweis auf eine hohe Empfindlichkeit der Gliazellen gegeniber einer
verénderten sws-Expression und auf eine moglicherweise dominant negative Interaktion dieser

modifizierten cDNA.
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3.4.1 Analyse der neuronalen Expression im sws!-Hintergrund unter

Kontrolle des elav-Treibers: sws!: p{UAS-sws-TM}!"/elav

Der Einfluss eines N-terminal verkirzten SNVS-Proteins auf die Struktur und Funktionalitét der
Neuronen wird durch die neuronale Expression in Mutanten unter Kontrolle des elav-Treibers
ermittelt. Die PV-Aktivitatsmessung des Stammes sws’; p{sws-TM}''/elav ergab einen Wert von 4
nmol/min/mg Protein und liegt damit genau so niedrig wie die der sws'-Mutante (~5 nmol/min/mg
Protein). Die Ablation der N-terminalen Aminoséuresequenz M-D®° scheint somit die PV-Aktivitat
des cDNA-Konstrukts aufzuheben.

Das die Ablation dieser N-terminaden Sequenz der Drosophila-cDNA einen dominant negativen
Effekt besitzt, der Uber die blofRRe Beseitigung der Enzymaktivitdt hinausgeht, kann unter anderem aus
der Tatsache geschlossen werden, dai es nicht gelungen ist, 14 Tage alte Fliegen des Stammes sws’;
p{sws-TM}'/dlav zu erhalten. Diese Fliegen wurden nur ~7 Tage at, was eine bedeutende
Verringerung der durchschnittlichen Lebensdauer im Vergleich zu sws'-Fliegen darstellt (~ 10 Tage).
Die neuronale Expression des p{sws-TM}*"-Konstrukts im mutanten Hintergrund &uRert sich dariiber

hinaus jedoch nicht in einer ausgepragten histologischen Verstarkung des sws'-Phanotypes.

Abb. 3-38
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Sieben Tage ate Fliegen zeigen im Lichtmikroskop massive histologische Verdnderungen (Abb. 3-
38), die denen der sws'-Mutante (Abb. 3-39) gleichen. Im distalen Laminakortex entwickeln sich
aufféllig groflRe, aus membranghnlichem Material bestehende Ablagerungen, die sich entlang des
gesamten Ganglions anstelle der Fenster- und Pseudocartridgeglia erstrecken (). Diese Strukturen
dhneln in ihrer Konsistenz den im SNsl-Hintergrund beobachteten Membranakkumulationen,
erscheinen aber in ihrem Ausmald grofer. Im Laminakortex sind neben den dunkel geféarbten
Ablagerungen auch unregelméllige Locher im Gewebe sichtbar ( ). Das Ausmal der
Vakuolenbildung scheint im Neuropil (=) der sws"; p{sws-TM}*"/elav-Fliege geringfiigig schwécher
zu sein, wie in der sws'-Kontrolle. Es ist jedoch zu bedenken, daR abgesehen von der individuellen
Schwankung des Phanotyps, es sich hier auch um ein 7 Tage altes Individuum handelt und somit die

Degeneration der Axone noch nicht so weit fortgeschritten ist. Im elektronenmikroskopischen Bild

zeigen die proximal der Ablagerungen (Abb. 3-39, ) angesiedelten Monopolarneurone auch
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Schadigungen. Auffdllig sind hier die im Zytoplasma erkennbaren, angeschwollenen Mitochondrien
(Abb. 3-40, w). Diese abnormalen Organellen lassen sich auch noch in den axonalen Ausléufern des
Laminaneuropils erkennen (Abb. 3-40, ®). Die Akkumulationen des Laminakortex bestehen aus dicht
gepacktem Membranmaterial und enthalten Einschliisse, die mit ihrem lichten Hof an Lipideinschliisse
(L) oder an sogenannte zebra bodies (=) erinnern. Letztere Partiked sind in Félen der
Mucopolysaccharidose-11B (Hunter syndrome) in Nervenzellen und Gliazellen beschrieben wurden
(Odaet a., 1988). Das neuronale Auftreten dieser Korperchen, die aus paralelen Stapeln fusionierter
osmiophiler Membranen bestehen, wurde bisher in Féllen der Tay-Sachs-Krankheit (Terry und Weil3

1963) und einer Fulle weiterer Stoffwechsel- und Speicherkrankheiten dokumentiert.

Abb. 3-42 sws'; p{sws-TM}Y/dlav

sws'; p{sws-TM}Y/dlav

Ultrastruktur  des Laminakortex: Grofe Memban-
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() zu sehen. Re: Retina, MpN: Monopolameurone, Bereich lokalisierten Riesengliazellen hin. Chs deichen  denen in  der  sws'-Mutate.  Mn:
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chen, ©: zebra bodies Chiasma, Mn: Medullaneuropil

Vergrofierung 3000 x Nr. 45881-4-29 Vergrofierung 17500 x Nr. 45885-4-30 Vergrofierung 11000 x Nr. 45886-4-31

Die Vakuolen in der Umgebung des auf3eren Chiasmas (Abb. 3-41) sind bezuglich ihrer histologischen
Herkunft nicht eindeutig zu bestimmen, aufgrund ihrer Lokalisation kénnte es sich hierbei jedoch um
ehemalige Riesengliazellen handeln ( O). Ebenso wie das Laminaneuropil ist auch das
Medullaneuropil von pathologischen Veranderungen betroffen. Wie schon im lichtmikroskopischen
Préparat zu erkennen ist, treten im axonalen Anteil des Ganglions Vakuolen in Erscheinung, die mit
jenen der sws™-Mutanten gleichzusetzen sind (Abb. 3-42, ).

Die Beurteilung des Ausmal3es derjenigen Veranderungen, die durch die induzierte Expression des
p{sws-TM}Y'-K onstruktes zustande kommen, ist vor dem sws'-Hintergrund nicht einfach. Als weiterer
Hinweis fir einen dominant negativen Einfluss der veranderten cDNA kann, neben der verklrzten
Lebensdauer von sws'; p{sws-TM}*/elav-Fliegen, die Letaitét der gliaden Expression im sws'-

Hintergrund gelten. Aus der Kreuzung der Linien

sws; p{sws-TM}* X w; loco-GAL4/TM3Sh

konnten keine Fliegen mit dem Genotyp sws'; p{sws-TM}*"/loco, sondern ausschliefllich Kontrollen
des Genotypes sws'; p{sws-TM}’/TM3Sb erhalten werden.
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3.4.2 Untersuchung der Uberexpression des cDNA-Konstukts ohne

erste Transmembrandoméne im wildtypischen Hintergrund

3.4.2.1 Analyse der neuronalen Expression im wildtypischen Hintergrund unter
Kontrolle des elav-Treibers: w; p{sws-TM}*'/elav

Ob das verkirzte Protein zusétzlich zu den wildtypischen Kopien einen histologisch erkennbaren
Einfluss in Neuronen hat, wird durch die neuronale Expression unter elav-Kontrolle untersucht.
Obwohl die PV-Aktivititswerte des Stammes w; p{sws-TM}'"/elav mit 86 nmol/min/mg Protein eine
leichte Erhohung der SWS-Enzymaktivitdt nahe legen, so kann jedoch, die Streuung der
Einzelmessungen mit in Betracht gezogen, hier keine signifikante Aktivitdtssteigerung festgestellt
werden. Die Einzelergebnisse der Messungen schwanken um bis zu 30% um einen Mittelwert.
Unterstltzt wird diese Bewertung auch durch die im vorangegangenen Kapitel aufgefiihrte Messungen
der induzierten Expression im mutanten Hintergrund, die keine zusétzliche PV-Aktivitét durch die

elav-gesteuerte Expression des p{sws-TM}'’-K onstruktes zeigte.
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Im lichtmikroskopischen Bild (Abb. 3-43) sind keine deutlichen, durch die ektopische Expression des
cDNA-Kontrukts ohne erste Transmembrandoméne verursachten, Schadigungen zu erkennen. Die
Zellen des Kortex (W) und die der Neuropile (=) zeigen keine aufféligen
Degenerationserscheinungen. Eine punktuell intensivere Farbung mit Toluidinblau 1&sst den Verdacht
auf apoptotische Prozesse zu, konnte aber in den Analysen der Ultrastruktur nicht bestétigt werden.

In einer elektronenmikroskopischen Aufnahme (Abb. 3-44) kdnnen im Laminaneuropil pathologisch
vergroRerte und teilweise lysierende Mitochondrien deutlich gesehen werden @). Diese Schadigung
der Mitochondrien kann im Medullaneuropil nicht mehr entdeckt werden. Hier erscheinen die in den
Axonen vorhandenen Mitochondrien normal und ohne deutliche pathologische Merkmale
(Abb.: 3-45). Diese Tatsache unterstiitzt den Verdacht, dal3 es sich hierbei um eine Folge der eav

getriebenen p{sws-TM}*’-Expression und nicht um ein Fixierungsartefakt handelt. Im Falle eines
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Fixierungsartefaktes wirde man eine gleichméatige Schadigung in allen Bereichen des Préparates
erwarten.

Die Zellkorper der kortikalen Bereiche scheinen keiner ausgepragten Schadigung zu unterliegen (Abb.
3-46). Die Somata des Medullakortex zeigen manche zytosolische Vakuolen () und verhdtnismaiig
stark kondensierte Nukleoli, aber dartiber hinaus keine aarmierenden Anzeichen zellulérer

Degeneration. Gliazellen sind von der Expression des p{sws-TM}*’-K onstrukts nicht sichtbar betroffen

(Abb.: 3-46, ).
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Es scheinen somit die von der p{sws-TM}*"-Expression betroffenen und stoffwechselaktiven Neurone
direkt auf die Uberexpression zu reagieren ohne die benachbarten Gliazellen sichtbar in
Mitleidenschaft zu ziehen. Die verkirzte Form des Proteins wirkt sich innerhalb der Neurone
moglicherweise verdndernd auf den mitochondrialen Metabolismus oder ihren Transport innerhalb des
Axons aus. Es ist jedoch auch méglich, daf’ die Mitochondrien nur auf zelluldre Schadigungen als
erste reagieren und somit ein mitochondrialer Phanotyp zeitlich vor einer Degeneration der Zellkorper
auftritt. Die Zellkorper den Monopolarneuronen zeigen keine auffalligen Degenerationserscheinungen.
Daraus lief3e sich ableiten, dal3 die Degeneration der Mitochondrien kein sekundéres Phanomen zu
sein scheint, dal? heildt auf einen ungeniigenden Metabolit-Nachschub seitens des Zellkérpers, sondern

direkt auf die Expression des verkirzten SVS-Proteins zurlick zu fuhren ist.

In der neuronalen Uberexpression des p{sws-TM}!-Konstrukts sind keine Veranderungen der
Gliazellen und der axonalen Strukturen des Neuropils, so wie sie im sws™-Hintergrund zu beobachten
sind, festzustellen. Eine neue Qualitét liegt aber in den, sowohl im sws'-Hintergrund (Kapitel 3.4.1) als
auch in dem hier besprochenen Wildtyp, auftretenden Verénderungen der Mitochondrien, der duch die

neuronale Expression induziert zu sein scheint.
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3.4.2.2 Analyse der glialen Expression im wildtypischen Hintergrund unter Kontrolle
des loco-Treibers: w; p{sws-TM}*"/loco

Die loco-getriebene Expression des SWS-Proteins hat in den bisherigen Experimenten eine hohere
Empfindlichkeit der Gliazellen gegeniliber Veranderungen der SWS-Expression an den Tag gebracht.
Ob dies auch fur die modifizierte Form des Proteins ohne erste Transmembrandoméane zutrifft, soll in
dem folgenden Experimenten einer Uberpriifung unterzogen werden. Auch die Messung der durch die
glidle Expression gesteuerten zusétzlichen PV-Aktivitét bestétigte die in Kapitel 3.4.1 und Kapitel
3.4.2.1 gezeigten Resultate. Mit 62 nmol/min/mg Protein liegt der Messwert des Stammes w; p{sws-
TM}*/loco im Bereich der wildtypischen Aktivitdt. Die Entfernung der ersten achtzig Aminoséiuren
mit der in ihr enthaltenen Transmembrandoméne blockiert Uber einen bislang unbekannten
Mechanismus die katalytische Aktivitdt des Aktiven Zentrums der Serinesterase SAVS oder sie
verhindert durch unkorrekte Membraninsertion eine funktionelle Terti&rstruktur.

Abb. 3-47
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Die gliadle Expression der cDNA ohne erste Transmembrandomane hat weitreichende Schéden in
glialen und neuronalen Zellpopulationen zur Folge. Das ist zum Teil schon auf lichtmikroskopischer
Ebene zu sehen (Abb. 3-47, w). Auffélig sind hier die Vakuolen rund um das &uflere Chiasma, die in
Kapitel 3.2.2.2 schon die Degeneration der Riesenglia lichtmikroskopisch angezeigt hat. Die Bereiche
des Neuropils hingegen zeigen im Semidunnschnitt noch keine erkennbaren Schéden.
Einen detaillierteren Aufschluss Uber die Beteiligung der verschiedenen Gewebe an dem induzierten
Phanotyp geben die elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Hier zeigt sich, dal3 auch in diesem
Genotyp der Laminakortex deutlich auf die Veranderung der Genexpression reagiert. Besonders
dominant sind die vielgestaltigen Einschllisse der Pseudocartridge- und Fensterglia (Abb.: 4-48, ).
Ob es sich hier um Vakuolen oder autophagische Merkmale handelt, kann nicht entschieden werden.
Ihr Erscheinungsbild ist zu vielgestaltig und ihre GrofRe zu heterogen, as dal3 sie sich eindeutig
klassifizieren lief3en. Derartige Einschliisse werden in der Literatur ohne besondere Ricksicht auf ihre
eigentliche Natur as lysosomale Vesikel bezeichnet. Die grofe, elektronendichte Struktur innerhalb
der Gliazelle kann nicht zweifelsfrei bestimmt werden, &hnelt jedoch Strukturen, die in der
Histopathol ogie als Polyglucosankdrper (Robitaille et al., 1980) bereits beschrieben wurden.
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Die Monopolarneurone sind im untersuchten Genotyp nicht so aufféllig betroffen wie in
vorangegangenen glialen Uberexpressionen. In dem hier dargestellten Ausschnitt sind lediglich lokal
begrenzte, 1akunenartige Aufhellungen zu sehen (Abb. 3-48, 0).

Ebenso wie in w; p{sws-TM}"/elav-Fliegen sind in dem hier untersuchten Genotyp w; p{sws-

TM}*/loco die axonalen Bestandteile des Laminaneuropils verandert (Abb. 3-49).

J A . i 25 d -“

Abb. 3-49 w; p{sws-TM}*"/loco 14d Abb. 3-50 w; p{sws-TM}*"/loco 14d Abb. 3-51 w; p{sws-TM}*"/loco 14d
Aberrante Strukturen im Laminaneuropil: Dilatationen Gliazellen des Laminakortex: Ebenso wie im N } .
der mitochondrialen Matrix ( 0) und axonal Laminaneuropil werden durch die gliale Expression die UI__traaruktur d_es auleren Chiasmas: Vakuolen in der

. : . ; ; f ] Néhe des Chiasmas (#) entstehen durch axonae
Schwellung (@) treten insbesondere in den Axonen der Mitochondrien der Gliazellen des Laminakortex in Degeneration oder durch das Absterben von Gliazellen
Monopolarneuronen auf. Mitleidenschaft gezogen (®). < )
Vergroerung 12500 x Nr. 45918-4-38 Vergroferung 12000 x Nr. 45916-4-51 VergrofRerung 14000 x Nr. 45919-4-39

Die pathologischen Veranderungen manifestieren sich in einer ausgeprégten Lyse der axonalen
Mitochondrien (O0) und einer offenkundigen Schwellung der Axone (). Die Epithelialglia zwischen
den Axonen zeigt keine hervorstechenden Unterschiede zum Wildtyp. Interessant erscheint, dal3 die
gliale Expression der cDNA ohne Transmembrandoméne auch in den Gliazellen zu der vorher schon
in Neuronen beobachteten Schwellung und Lyse von Mitochondrien kommt (Abb. 3-50). Neben den
Gliazellpopulationen des Laminakortex finden sich in der Nahe des Chiasmas ausgedehnte Vakuolen
(Abb. 3-51). Ob diese Bildungen auf Gliazellen oder auf neuronae Strukturen zuriickzufiihren sind,
kann nicht zweifelsfrei festgestellt werden. Neben der Vakuole @) findet sich eine Gliazelle des
duReren Chiasmas, die von der Uberexpression des modifizierten cDNA-Konstrukts keinerlei
sichtbare Schaden davontragt (=).

3.4.3 Zusammenfassende Diskussion der Expressionsanalysen des

p{sws-TM}’-Konstruktes

Die Untersuchungen der Uberexpressionen konnten zeigen, daRR im Gegensatz zur ermittelten in vitro-
Aktivitét, die loco- und elav- getriebene Drosophila cDNA ohne erste Transmembrandoméne eine
erhebliche biologische Wirksamkeit besitzt.

Die deutlich verkiirzte Lebensspanne der sws:; p{sws-TM}*"/elav-Fliegen und die ausnahmslose
Letalitat des Stammes sws'; p{sws-TM}*"/loco belegt deutlich, daR das SNVS-Protein ohne die erste
Transmembrandoméane seine natirliche Funktion nicht wahrnehmen kann und dartiber hinaus einen

dominant negativen EinfluR auf den Organismus haben muss. Die Uberexpression dieses Konstrukts
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zeigt in alen untersuchten genetischen Hintergriinden eine aufféllige Schadigung der Mitochondrien.
Obwohl lysierende Mitochondrien zu den Bestandteilen einer Zelle gehtren, die als erstes auf eine
Verdnderung des zelluléaren Milieus, auf falsche Pr8parationsmethoden oder Fixative, mit dem
beobachteten Phanotyp reagieren, so ist die Konsistenz dieser Erscheinung im Zusammenhang mit der
Verwendung des p{sws-TM}'’-Konstruktes doch ein Hinweis auf eine mogliche Interaktion. Eine
derartige Schadigung der Mitochondrien kénnte auch der Grund fir den dominant negativen Charakter

dieser modifizierten cDNA sain.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist der in vitro-Verlust der PV-Aktivitat aller untersuchten
Genotypen. Obwohl das aktive Zentrum des Enzyms von der Modifikation nicht direkt betroffen ist,
sinkt der PV-Aktivitatswert auf das Niveau der sws'-Mutante. Diese Ergebnisse wurden inzwischen
auch durch Studien an dem humanen Orthologen, bestétigt, obwohl eine Untersuchung zur
notwendigen, minimalen Proteinsequenz eines funktionellen NTE-Proteins im ersten Augenblick

Ergebnisse zeigte, die den hier ermittelten Daten zu widersprechen schienen:

Durch partielle Deletion der Aminosiuresequenz wurde ermittelt, dald ein stark verklrztes, humanes
NTE-Protein (NEST), beginnend mit L™ und endend mit E'#'°, rekombinant exprimiert in E.coli,
gleichwertige PV-Aktivitdt im Vergleich zur wildtypischen cDNA besitzt. Auch dieses Konstrukt
besitzt die erste Transmembrandoméne nicht mehr. In dieser Untersuchung ist die PV-Esterase-
Aktivitst von der Anwesenheit der zweiten Transmembrandomane TM2 (L™3-L™%) abhangig.
Ablatiert man diese, ist keine in vitro-Aktivitét mehr zu ermitteln (Atkins und Glynn, 2000).

Die Anwesenheit der ersten Transmembrandomdne TM1 (L'-V*) und der cNMP-bindenden
Doménen (H*2-E%2, S78.5°7  AP.Q%% schien fir die in vitro-Aktivitat nicht nétig zu sein. Wenn
man jedoch NEST in eukaryontischen Zellsystemem (cos-Zellen) exprimiert, resultiert die Ablation

der N-terminlen Aminosauren M-S

in einem vollsténdigen in vitro Aktivitétsverlust des Proteins
(P. Glynn, personliche Mitteilung). In Eukaryonten stellt die erste Transmembrandoméne oder mit
ihrer Anwesenheit interagierende Systeme somit eine notwendige Komponente fir die Funktion des
Enzyms dar. Der Aktivitétsverlust in eukaryontischen Systemen kdnnte dadurch erklért werden, dal3
NTE/SWS in eukaryontischen Expressionssystemen einen weiteren Faktor zur Gewaéhrleistung seiner
Aktivitat bendtigt und dieser Faktor aufgrund der sterischen Veranderung mit dem SWS/NTE-Protein
nicht mehr wechselwirken kann. Eine notwendige Wechselwirkung dieses Partners mit dem Bereich
starker Homologien zu den cNMP-Bindungsstellen wirde erkldren, warum das in cos-Zellen

exprimierte NEST (N"*-E*?'°) oder das Drosophila p{sws-TM}'’-Konstrukt keinerlei Aktivitat zeigen.

Ahnliche Hypothesen wurden von Pope und Padilla aufgestellt, die vermuteten, daR der
Aktivitétsverlust von NTE nach Isolation aus einer hydrophoben Umgebung auch durch den Verlust
eines noch nicht identifizierten Aktivators verursacht wird (Pope und Padilla, 1989). Da die Esterase-
Aktivitat eine hydrolytische Spaltung beinhaltet, die nur in wassriger Umgebung stattfinden kann,

wurde des weiteren eine Poren-Bildung von SWS/NTE-Oligomeren als Voraussetzung einer
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funktionellen, katalytischen Aktivitét diskutiert (Glynn, 1999). Durch die Abwesenheit der ersten
Transmembrandoméne konnte die Porenbildung in Eukaryonten gestért sein und dadurch eine
katalytische Aktivitat ausbleiben.

Die Abwesenheit der ersten Transmembrandoméne kann jedoch noch weitere Konsequenzen nach sich
Ziehen, die in ihrer Folge zu der Verstarkung des Phanotyps, dem beobachteten dominant negativen
Effekt, fUhren konnten.

Die Abwesenheit der ersten Transmembrandoméane resultiert unter Umstéanden darin, dald die cNMP-
bindenden Domanen und ihre regulatorische Funktion in einem Zellkompartiment zu liegen kommen,
in dem ihre Funktion einen negativen Einflu? hat und somit die Zelle schadigt. Dartiber hinaus kann
die Veranderung der Membrantopologie auch zur unkorrekten Endlokalisation des Proteins fuhren, das
sich so mdglicherweise ansammelt und zu Defekten in der Zelle fuhrt. Eine weitere Erkléarung fur die
dominant negativen Eigenschaften des p{sws-TM}*’-Konstruktes, liegt in der Hypothese, das SNS-
Protein forme als Oligomer eine Pore (Glynn, 1999). Der Prozess der Oligomerisierung kénnte im
wildtypischen Hintergrund durch die abberanten Kopien gesttrt oder blockiert werden. Das p{sws-
TM}Y-Konstrukt wiirde somit eine , vergiftende* Wirkung an den Tag legen und der Titer einer
modifizierten Proteinform wirde hinsichtlich der Auspragung eines pathologischen Phanotyps eine

entscheidende Rolle spielen.

Obwohl all diese Mdglichkeiten spekulativ sind, so gibt es doch fur die Hypothese, daf3 die erste
Transmembrandoméne einen entscheidenden Einflu auf die biologische Wirksamkeit und die

katalytische Umsatzrate in Eukaryonten hat, inzwischen Uberzeugende Evidenzen.

Neben den diskutierten Implikationen der ersten Transmembrandoméane fir die zelluldre und
biochemische Aktivitdt des SWS-Proteins, stellen die drei weiteren Transmembrandomanen in
gleichem Mal3e Regionen des Enzyms dar, deren Bedeutung fir eine physiologisch adaguate Funktion
des SWS-Proteins noch weitgehend unbekannt sind. Im folgenden Kapitel wird die zweite
Transmembrandoméne einer detaillierten Betrachtung unterzogen und darauf basierend, ein
topologisches Modell der Serinesterase SWS erstellt.
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3.4.4 Die Stellung der zweiten Transmembrandoméane innerhalb des
SWS-Proteins

Seit der Aufstellung der Hypothese, NTE konnte das Zielprotein fur die Ausbildung des klinischen
Bildes von OPIDN sein (Johnson, 1969), verstérkten sich die Hinweise, dal? es sich bei dieser Esterase
um ein membran-assoziiertes Protein handelt. Es konnte nachgewiesen werden, dal3 NTE sich in
mikrosomalen Membranfraktionen von Gehirnpraparaten anreichern lasst (Richardson et al., 1979;
Williams und Johnson, 1981; Davis, 1987) und seine in vitro-Aktivitat verliert, sobald es aus einer
hydrophoben Umgebung isoliert wird (Davis und Richardson, 1987). Die verlorengegangene Aktivitat
kann in vitro durch Zugabe von Phospholipiden wieder hergestellt werden (Pope und Padilla 1989).
Ein Durchbruch gelang mit der Affinitatsreinigung von NTE mittels des hochaffinen, artifiziellen
Subrats Saligenin-cyclo-phospho-9-hiotinyl-diamino-nonan (S9B) (Glynn et a., 1994). Dieses
Substrat reagiert hochspezifisch mit Gehirnmikrosomen und wurde zur Isolierung des Proteins
herangezogen. Die Klonierung der humanen NTE-cDNA (Lush et al., 1998) und der Drosophila SWS-
cDNA zeigte schliefdlich durch  Transmembrananalysen die Anwesenheit von vier
Transmembrandomanen.

Der Vergleich mehrerer vorhergesagter Proteine der SWS/NTE-Proteinfamilie durch Clustal\W

Datenbankvergleich verdeutlicht den starken Konservierungsgrad der Transmembrandoméanen.

Maus 1 - MEAP- - - LQTGWLGVM GAGVAVLVTAVLI LLWRRLRVQKTPAP- - - - - - - - E--------- 44
Human 1 - MEAP- - - LQTGWLGVM GAGVAVWTAVLI LLWRRLRVPKTPAP- - - - - - - - DG ------- 45
Dr osophi | a 16  YVSKQ - - | TATVYMYFALVMVBLLFI AWFLYFKRVARLRLRDEI ARSI STVTNSSGD- - - - - - 80
C. el egans 5 SLFAPLI FLVTFI YNHVLLI LFTVCI | GAAAFFVSYYLFGYSNTPSS- - - - - ASSSAT- - - - - - 58
Maus 315 PVRGSKRVWVSTSGTEDTSKETSGRPLDS| GAPLPGPAGDPVKPTSLEAPPAP- LLSR- - - - - - 370
Hural 315 PVRGSKRWSTSATDEP- RETPGRPPDPTGAPLPGPTGDPVKPTSLETPSAP- LLSR- - - - - - 369
Dr Osophl la 336 Pl NSQTSQSSRQAPNGP—PWI SQUWNLMIBAVSGT GSSGVSVTVTRPPSSPSRHSREEH- - - - - - - - - 393
C. el egans 295 ESDDAI YVAI DGELTVH RHVEGKEYLVKCI PAGGSFFSLLSMLDI LMD- FP- S| FR- - - - - - 349
Maus 515 RM DKAEEVCLFVAQPCGELVGQLAVLTCGEPLI FTLRAQRDCTFLRI SKSHFYEI MRAQPSWL 577
Human 514 RM DKAEDVCLFVAQPGELVGQLAVLTCGEPLI FTLRAQRDCTFLRI SKSDFYEI MRAQPSWL 576
Dr osophi | a 538 RAKCDKSDMLI HFVHPCEI VGELAMLTGEASAYTI RSRSI TRI AFI RRAAI YQ MRQRPRI VL 600
C. el egans 518 EENNEEDESAVI RVTARELVGGELQ LTNEPSFYTI RAAVQTRVAI MKKKDFSAFLEAHPEI YL 570
Maus 727 LTNPASN- LSTVAI LPVCAEVPMVAFTLELCQHALQAI GPTLLLNSDVI RALLGASALDSI QEF 788
Human 727 LTNPASN- LATVAI LPVCAEVPWAFTLELCQHALQAI GPTLLLNSDI | RARLGASALDSI QEF 788
Dr osophi | a 744 EANPVTHKYSTVALVPI TDEVPMIPFTYELYHSLCAI GPVLHLTSDVWRKQLGSNI FEAANEY 806
C. el egans 716 PNVSH KN- LHTI AVWPASPDVPLVPFTCEL YHAL SSNLRVL RLSSQKVAACLDPSVLEKQADF 777
Maus 918 DFSRLAR SH GVLKALEEAGVPVDLVGGTSI GSFI GALYAEERS 980
Human 918 DFSRLAR SH GVLKALEEAGVPVDLVGGTSI GSFI GALYAEERS 980
Dr osophi | a 937 DFSRLAR GWLKAI QEAG PVDIWGGVSI GALMGALWCSERN 999
C. el egans 925 DFSRLAR GVLRALREEG PVDI VGGTSI GSLI GALYAETPD 988
Abb. 3-52: Clustal W Homologieanalyse der putativen Transmembrandomanen nach TMpred von Maus-, Mensch-, C.elegans- und Drosophila-SWS/NTE Farbcodierung: TM1, TM2,
 TM4

Das Analyseprogramm fir Transmembrandomanen TMpred trifft anhand von Datenbankvergleichen
Vorhersagen Uber die Stellung und die Orientierung von Transmembrandoménen. Aufgrund des
Homologiegrads und der Trefferhdufigkeit werden sogenannte scores ermittelt, Werte deren Hohe die

Wahrscheinlichkeit der Vorhersage bemessen (Hofmann und Stoffel, 1993). Die erste
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Transmembrandoméane nimmt in allen durchgefiihrten Analysen den Spitzenplatz ein und stellt damit

den Sequenzbereich dar, der am deutlichsten die Charakteristika einer Transmembrandoméne zeigt.

Drososphila C.elegans Mensch Maus
Polaritét
Stellung der Stellung der Stellung der Stellung der
score score score score
TransMembrandomane TransMembrandomane TransMembrandomane TransMembrandomane

T™M1 i-a VE S 2600 V2 yHs 2939 LML 2375 LML 2444
™2 ai Fo0. 572 749 Y30_p¥s 1092 L7343 958 L7343 802
i-a W49 1045 |92 %8 1032 Ve ony 1087 Ve ony 1087
T™M4 ai A%A.C® 1639 G*.p8 1192 G®™-p"® 1276 G™-p"® 1276

Tab. 3-1: Zusammenfassung der Positionen und Polaritéten der Transmembrandoménen ausgewahlter Vertreter. i-a: Polaritdt von innen nach

auflen, a-i: Polaritdt von auf3en nach innen.

Eine derartig hohe Ubereinstimmung der Stellung und der Sequenz der Transmembrandomé&nen
unterstiitzt die Ergebnisse der Forschung der letzten dreiBig Jahre eindrucksvoll. Obwonhl
Membranlokalisation von NTE/SWS damit hinreichend bewiesen zu sein scheint, so besteht doch
Unklarheit tGber die Bedeutung der einzelnen Transmembrandomanen fir die Funktion des Enzyms im
physiologischen Hintergrund.

Ein Vergleich der Proteinsequenzen aller vier ausgewdhiten Organismen durch TMpred
Datenbankanalysen ergab einen Ubereinstimmenden Vorschlag zur Proteintopologie. Das bevorzugte
Modell sagt einen zytoplasmatischen N-Terminus voraus. TM1 besitzt nach TMpred-Berechnungen
eine Polaritdt von innen nach auf3en (i-a). Die durch Pfam 5.5-Datenbankvergleich postulierten,
zwischen TM1 und TM2 liegenden, zu Bindungskassetten cyklischer Nukleosidmonophosphate der

CAMP-abhangigen Proteinkinase A homologen Bereiche kommen damit an extrazelluldrer Seite zu

liegen.

chil? || Abb. 3-53;

= . NP Schematischer ~ Grundriss der
BIMP | 4 . Y Membrantopologie des humanen
L - B )/" oder murinen NTE. Die N-termi-
[ y b L nae Sequenz (M*-V'% und C-

f ~ terminale Sequenz (E"8-A™?)

| II'I befinden sich auf zytosolischer

} | Seite. Die hochkonservierten

J | | cNMP-Bindungsdoménen |&gen
|H2 ITM3|| | TM4 dieser Vorhersage nach, auf der
| Il

H“ ‘ \ entgegengesetzten Seite.
| | Blau:
| | Transmembrandoméne
\ || TM1-TM4
Grin:
1 / \, 1327 cNMP-Bindungsdoménen

cNMP [-cNMP 111

Die vorhergesagte Stellung der Transmembrandoméne TM2 der beiden untersuchten Invertebraten

weicht stark von derjenigen der beiden Vertreter der Vertebraten ab. Dies hat einschneidende Folgen
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fur die vorhergesagte Lokalisation der cNMP-Bindungskassetten und die Membrantopologie der
Enzyme SNS (Drosophila) und YOL4 (C.elegans):

Stellung der von
Stellung der Stellung der Stellung der
Genus Tmpred
cNMP-Domanel cNMP-Domaéne | cNMP-Domaéne Il

favorisierten TM2
Mensch 162-262 478-573 596-689 734-753
Maus 162-262 479-574 597-690 734-753
C.elegans 278-378 468-567 590-678 320-345
Drosophila 189-289 496-597 620-713 550-572

Tab. 3-2: Vergleich der Position der cNMP-Bindungsdoménen zu der Stellung von TM2 bei ausgewahlten Vertretern.

Die Stellung der Transmembrandoméne von C. elegans liegt mit den Aminoséuren Y3%-P3* inmitten
der ersten cNMP-bindenden Doméane (E?®-E%®) und legt damit die C-terminal folgenden cNMP-
bindenden Doménen auf die zytoplasmatische Seite. Ahnliches gilt fir Drosophila SWS, nur dai? die

1572 erst in der zweiten cNM P-bindenden

zweite Transmembrandoméne hier mit den Aminosauren F°%-
Doméne liegt. Auch hier wirde dadurch die C-termina folgende cNMP-Doméne auf die
zytoplasmatische Seite verlegt. Wenn die cNMP-bindenden Doménen auch sehr stark verwandt sind,
so hétten doch extra- oder intrazelluldren Anforderungen ausgesetzte Proteinanteile mit hoher
Wahrscheinlichkeit Sequenzmotive mit deutlich anderen physikalisch-chemischen Eigenschaften
entwickelt. Die starke Konservierung der cNMP-bindenden Doméanen impliziert somit eine gleichfalls
konservativ evolvierte Membrantopol ogie.

Dieses fordert in seiner Konsequenz die Suche nach Kandidaten fir Transmembrandoménen, mit
denen die konservativen, topologischen Anforderungen erflillt werden kénnen.

Der Vergleich der Hydrophobizitdts-Blots weist neben den vorhergesagten Bereichen noch weitere
Transmembrandoménen aus, die im Sinne einer funktionellen Auswahl zumindest auch mit in
Betracht gezogen werden sollten. Die Hydrophobizitéts-Blots von Mensch- und Maus-NTE zeigen fir

L™%L™® einen Anstieg der Hydrophobizitdt iber den von dem Programm

den Sequenzbereich
TMpred geforderten Schwellenwert hinaus und markieren somit die N- und C-terminalen Grenzen der

TM2.

Abb. 3-54 iy . Abb. 3-55
™I T - | |
|I ™ \ / o | TR, T o
| /" \-\ Hydrophobizitéts- - ’/ \ | i .| Hydrophobizitéts-
| | Blot des humanen N | |U =; | Blot des murinen
NTE-Proteins ] NTE-Proteins

I i 11327 = Hll b :i\ !I 'ﬂ |l 1-[ 4 ||' || 11327
ﬁj‘ i ”'\ Wl g LU
! TM1-TM4: vorher- | | TM1-TM4: vorher-
[ { | gesagte Transmem- ||hI ir | r lh gesagte Transmem-

| | brandoménen wor | brandoménen
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Bei dem Vergleich der Hydrophobizitéts-Blots von C. elegans-NTE und Drosophila-SWS mit den
beiden in Abb. 3-69 und Abb. 3-70 gezeigten Graphen fallt auf, dald es fir die Peaks des Menschen

und der Maus, welche den Hydrophibizitdts-Anstieg der zweiten Transmembrandoméne markieren, in

Drosophila und C. elegans analoge Sequenzen gibt. Es handelt sich hier um den Seguenzabschnitt
F"®°.v™! f{ir Drosophila SWS und um den Abschnitt L"?3-L"® fiir YOL4 aus C. elegans.

J i

I.:}'m‘ \'k \ \“ s
Ay
Hw g | W‘T W r'rm"jh

1 1l
_____ ».

Abb. 3-56
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Diese beiden, mehr C-terminal gelegenen Bereiche (TM2) sind in ihrem hydrophoben Charakter

weniger ausgeprégt, werden aber trotzdem von TMpred als mégliche Kandidaten aufgefiihrt. Die

Verschiebung der zweiten Transmembrandoméne in Drosophila und C. elegans wirde die Kontinuitat

der Membrantopologie eines innerhalb dieser Proteinfamilie hochkonservierten Sequenzabschnitts mit

sich bringen. Die cNMP-Bindungsdoméne |11 von Drosophila und C. elegans wirde damit auf der

selben Seite der Membran zu liegen kommen, wie die entsprechenden Doménen von Maus und

Mensch.
Abb. 3-58
Maus 315 PVRGSKRWSTSGTEDTSKETSGRPLDS| GAPLPGPAGDPVKPTSLEAPPAP- LLSR- - - - - 370
Human 315 PVRGSKRWSTSATDEP- RETPGRPPDPTGAPL PGPTGDPVKPTSLETPSAP- LLSR- - - - - 369 OHMEIOHMEI:
Dr osophi | a 336 Pl NSQTSQSSRQAPNGP—PMWVI SQVNLMSAVSGT GSSGVSVTVTRPPSSPSRHSREEH- - - 393 Vorhergesagte TM2 in der cNMP-Doméne
| C.elegans) oder der cNMP-Doméne Il
C. el egans 295 ESDDAI YVAI DGELTVHI RHVEGKEYLVKCI PAGGSFFSLLSMLDI LMD-FP- S| FR- - - - - 349 (Drosophila).
Maus 515 RM DKAEEVCLFVAQPGELVGQLAVLTGEPLI FTLRAQRDCTFLRI SKSHFYEI MRAQPSWL 577 JAJESSASNA:
Human 514 RM DKAEDVCLFVAQPGELVGQLAVLTGEPLI FTLRAQRDCTFLRI SKSDFYEI MNRAQPSWL 576 Vorhergesagte TM2 von TMpred C-
i NMP-Doméne 111 (M
Dr osophi | a 538 RAKQDKSDMLI HEVHPGEIVGEIAMITGEASAYTIIRSRS! TRI AFl RRAAI YQ MRQRPRI VL 600 ‘;j’ggﬂ) der omane 1l (Maus und
C. el egans 518 EENNEEDESAVI RVTARELVGGLQ LTNEPSFYTI RAAVQTRVAI MKKKDFSAFLEAHPEI YL 570
OJEGGALNA:
Maus 727 LTNPASN- LSTVAI LPVCAEVPMVAFTLEL QHAL QAI GPTLLLNSDVI RALLGASALDSI QEF 788 Mégliche TM2 von Drosophila und C.
elegans C-terminal der cNMP-Doméne I1
Human 727 LTNPASN- LATVAI LPVCAEVPM/AFTLELQHALQAI GPTLLLNSDI | RARLGASALDSI QEF 788 in funkionell andoger Lage zu den
Drosophi | a 744 EANPVTHKYSTVALVP| TDEVPMTPETYELYHSECAIGPVERETSDWRKQLGSNI FEAANEY 806 korrespondierenden  Sequenzabschnitten
M Mensch.
C. el egans 716 PVSHI KN- EHTIJAVVPASPDVPIVPETCEEYHALSSNLRVL RL SSQKVAACL DPSVLEKQADF 777 von Maus und Mensd

Es liegt damit im Bereich des M&glichen, dal? die zweite Transmembrandoméane von Drosophila und

C. elegans nicht zwischen den Aminosauren FP*°-13? beziehungsweise Y3-P** liegt, sondern in dem

selben Bereich wie die zweiten Transmembrandomanen ihrer Vertebraten-Vertreter zu liegen kommt

und aufgrund dieser Verschiebung die Proteine von Drosophila und C. elegans mit ihren Orthologen

im einem funktionellen Kontext bleiben.
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Die verwendeten Transmembrandoménen-Analyseprogramme weisen den Proteinen aller untersuchten
Orthologen (Mensch, Maus, Drosophila, C. elegans und Saccaromyces cerevisiae) Ubereinstimmende
Polaritéten ihrer Transmembrandoménen zu. Die N-terminale Sequenz, so die Ubereinstimmenden
Berechnungen, liegt auf der zytosolischen Seite einer Membran. Die erste Transmembrandoméne
weist von zytosolischer Seite nach auf3en, die zweite wieder zuriick, mit der dritten verlasst das Protein
wieder das Zytosol, um nach der vierten Transmembrandoméne mit dem C-terminalen Rest wieder im
Zytosol zu liegen zu kommen. Die hochkonservierte Region der ctNMP-Bindungsdoménen liegen bei
allen untersuchten Vertretern (auch bei Drosophila und C. elegans unter den in dieser Arbeit
gemachten Annahmen) zwischen der ersten und der zweiten Transmembrandoméane und damit auf der
dem Zytosol abgewandten Seite der Membran. Diese Doméanen stellen ein gemeinsames Merkmal
einer Familie von lonenkandlen dar, die direkt von zyklischen Nukleotiden reguliert werden (Y au,
1994). Die Homologie dieser cNMP bindenden Doménen zu ligandengesteuerten lonenkandlen steht
in Einklang mit einem zweiten, hochkonservierten Sequenzabschnitt der SWSNTE-Proteinfamilie, der
Doméne UPF0028, die nach aktuellen Forschungen, Eigenschaften einer Membranpore aufweist
(Padilla, 1989; Thomas, 1990)

Schon seit langerem ist die Regulation zelluldrer Prozesse durch zyklische Nukleotide Gegenstand
intensiver Forschung (Levitan, 1994). Es handelt sich in den meisten Féllen jedoch um eine indirekte
Regulation, bei der die Veranderung physiologischer Parameter durch die Phosphorylierung
verschiedener Ziel-Enzyme bewirkt wird. Die zyklischen Nukleotide treten hierbel als Mediator eines
meist G-Protein gekoppelten AulRenimpulses auf. Die zyklischen Mononukleotide aktivieren Kinasen
oder Phosphatasen und diese verandern die Permeabilitét oder die Katalyserate des zu regulierenden
Proteins durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung.

Die Entdeckung von Kanden, die direkt durch zyklische Nukleotide reguliert werden, stellte somit
eine Abweichung von dieser Regel dar. Prinzipiell wird auch dieser Signaltransduktionmechanismus
durch die Aktivierung von G-Proteinen weitergeleitet. Im Gegensatz zu der indirekten Regulation
wirkt das G-Protein hier jedoch auf eine Cyklase oder Phosphodiesterase, die in Folge ein direkt zu
bindendes oder schon gebundenes zyklisches Mononukleotid umsetzen und damit zu einer
Veranderung der Permeabilitét des Kanals fuhren. So bewirkt die Spaltung von assoziiertem cGMP
den Verschluss eines Na'-Kandes und damit die Hyperpolarisierung der retinalen
Photorezeptormembran in  Vertebraten (Yau und Baylor, 1998). Neben der visuellen
Signaltransduktion werden in der olfaktorischen Signaltransduktion cAMP-gesteuerte Kandle durch
die Aktivierung einer Adenylatcyklase gedffnet, filhren damit zu einer Depolarisation der Membran
und zur Generierung eines Aktionspotentials (Reed, 1992). Inzwischen wurden derartige
Membranproteine auch aus so unterschiedlichen Geweben wie der humanen Niere (Biel et a., 1994)
oder der Pinealdriise (Dryer und Henderson, 1991) isoliert und kloniert. Es ist anzunehemen, dai3

derartige Kandle in vielféltigen physiologischen Prozessen involviert sind. Allen bislang untersuchten
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Vertretern ist eine zytosolische Steuerung durch die Aktivierung einer Phosphodiesterase oder einer
Nukleotid-Zyklase und eine darauf folgende Anderung des Bindungsstatus von zyklischen

Mononukleotiden durch das Kanalprotein gemeinsam.

Dieser gemeinsame Regulationsmechanismus beinhaltet im Falle
des SWS/NTE-Proteins gewisse Probleme. Wenn die Vorhersagen

der Transmembranalysen korrekt sind und sowohl das N-terminale,

wie auch das C-terminale Ende des Proteins auf zytosolischer Seite msrosomal

hiF [omianar

liegen, muss man die cNMP-bindenden Doménen auf der

entgegengelegenen Seite der Membran vermuten. Die Regulation 1425

von cNMP gesteuerten Proteinen durch diese Kofaktoren von

cytosolisch

extrazelluldrer Seite her ist zwar prinzipiell mdglich, erscheint aber | abb. 350 Hypotethisches Topologiemodell der
mikrosomalen Lokalisation des SWSProteins.
S: Serin des aktiven Zentrums

aufgrund des schwerer zu kontrollierenden extrazelluldren Milieus

unwahrscheinlich. Die von P. Glynn durchgefihrten immunologischen Lokalisationsanalysen des
NTE-Proteins im Gehirn des Huhns unterstiitzen die Hypothese, dal3 es sich bei SWSNTE um en
mikrosomales Protein handelt (Kapitel 1.3.4, Abb. 1-13). Deswegen ist es denkbar, dal3 es sich bei
SWSNTE um einen von zyklischen Mononukleotiden gesteuerten Kanal handelt, dessen
regulatorische Domanen auf der Lumenseite der mikrosomalen Membran liegen. Die Vorstellung, die
funktionelle Konformation von SWSNTE liegt in Form einer oligomeren Pore vor, deren
regulatorische Anteile von ctNMP's angesteuert werden, die die Konformation des Proteins veréndern
und dieser Zustand durch Autokatalyse des aktiven Esterase-Zentrums innerhalb der wéssrigen Pore
wieder aufgehoben wird, ist nach bisherigem Kenntnisstand zwar spekulativ, verdient aber eine

vertiefende Betrachtung.
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3.5 Die Rolle des Serins im aktiven Zentrum der Esterase

Der katalytische Mechanismus von Serinesterasen, ihre strukturellen und funktionellen Homologien,
sind schon seit langem Gegenstand intensiver Forschung. lhre starke Sequenzhomologie steht in
gewissem Gegensatz zur Vidfalt ihrer Substrate, die von dem Neurotransmitter Acetylcholin bis zu
dem Juvenilhormon der Insekten reicht (Krejci et al., 1991). Der hydrolytische Mechanismus unter
Zuhilfenahme einer katalytischen Triade ist aus einer grolen Anzahl von Vertretern dieser
Enzymfamilie bis auf molekulare Details aufgeklart (Aldridge et a., 1972). NTE/SWS weist sich
aufgrund der in dieser Familie hoch konservierten Aminosduresequenz des aktiven Zentrums G-X-S-
X-G ds Serinesterase aus. Dartber hinaus konnten die Aminosduren der katalytischen Triade
identifiziert und ihr Mitwirken an einer Funktion des Enzyms nachgewiesen werden (Glynn, 2000).
Obwohl die molekularen Vorgange der NTE-Inhibtion bis ins Detail beschrieben sind, so ist doch der

Entstehungsmechanismus verzdgerter Neuropathien (OPIDN) noch vallig unklar (Johnson, 1982).

Organophosphate sind schon seit langer Zeit als Inhibitoren von Serin-Esterasen und Serin-Proteasen
verwendet worden. OPIDN wird nur von solchen Organophosphaten hervorgerufen, welche die
Fahigkeit zur sogenannten ,Alterung” besitzen (Johnson, 1974). Diese neuropathischen
Organophosphate hinterlassen durch Abspaltung eines Alkylrests eine negative Ladung im aktiven
Zentrum von NTE/SWS. Erstaunlicherweise hat die blofe Inhibition des aktiven Zentrums mit einem
nicht-neuropathischen Organophosphat, welches das aktive Zentrum ohne Hinterlassung einer
negativen Ladung inhibiert, auch Uber einen Zeitraum von zwei Wochen keine schadigenden Folgen
far den Organismus (Meredith et al., 1988). Die Kombination aus Inhibition der Esterasefunktion und
einer negativen Ladung, die kovalent mit dem Serin des aktiven Zentrums verknupft ist, scheint fur die
Ausbildung der klinischen Symptome von OPIDN notwendig zu sein (Johnson, 1990). Dariber hinaus
kommt es nach der Abspatung des Alkylrests bei manchen Organophosphaten zu einer
intramolekularen Umlagerung. Der Alkylrest kann mit dem Asp’®* kovalent verkniipft werden und
dadurch mdglicherweise eine Veranderung einer nicht-Esterase-Funktion bewirken, die ihrerseits den
Anstol3 zu der Entwicklung des klinischen Phanotyps OPIDN gibt (Glynn, 2000).

Durch die ektopische Expression einer Drosophila cDNA, in welcher das Serin des aktiven Zentrums
durch ein Aspartat ausgetauscht wurde (p{sws Ser®*/Asp®}) kann Aufschluss dariiber erlangt werden,
ob eine negative Ladung im aktiven Zentrum des Enzyms aleine geniigt, um ein pathologisches
Erscheinungshild in Drosophila melanogaster zu erzeugen und ob die Esterasefunktion fir die

pathol ogischen Erscheinungen der Uberexpression wildtypischer cDNASs verantwortlich ist.
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Entgegen allen vorangegangenen Expressionsexperimenten konnte das p{sws Ser*/Asp®®°}-K onstrukt
auch unter Kontrolle des actin-Promotors aktiviert werden. Die Expression der vorangegangenen
UAS-Konstrukte war unter der Kontrolle des actin-Promotors in jedem Fall letal. Aufgrund dieser
Tatsache werden die histologischen Auswirkungen der induzierten Expression dieser cDNA unter
Kontrolle der elav-, loco-, und actin-Treibers untersucht. Da die Untersuchungen der Expression des
Konstrukts p{sws Ser®®/Asp®™°} sehr einheitliche Ergebnisse zeigten, werden die induzierten
Expressionen unter Kontrolle aller drei Treiber im wildtypischen Hintergrund, wie auch in den

Mutanten, zusammengefasst.

3.5.1 Zusammenfassung der PV-Aktivitditsmessung der Expression des

p{sws Ser®®°/Asp®®°}-Konstrukts

Die Aktivitdtsmessungen der ektopischen Expression im mutanten Hintergrund sind zu diesem
Zeitpunkt noch nicht durchgefiihrt worden. Ebenso wie die Uberexpression des p{sws-TM}*'-
Konstrukts, fiihrt auch die Uberexpression der cDNA mit einer Serin-Aspartat-Substitution im aktiven
Zentrum zu keiner Erhéhung der PV-Esterase-Aktivitdt. Mit 55 nmol/min/mg Protein (w; p{sws
Ser¥/Asp™}elav), 64 nmol/min/mg Protein (w; p{sws Ser®®/Asp®}/loco) und 50 nmol/min/mg
Protein (W, p{sws Ser®/Asp™}/actin) liegen die PV-Aktivititen aller drei verwendeten
Expressionssysteme im Bereich der wildtypischen Aktivitét. Dieses steht in Einklang mit den
Erwartungen, da die vorgenommene Modifikation eine Inhibition des aktiven Zentrums auf Ebene der
Primérstruktur darstellt und somit von einem derart veranderten Enzym kein Substrat umgesetzt

werden kann.
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3.5.2 Ektopische Expression des p{UAS-sws Ser®®°/Asp®®®} Konstrukts

unter Kontrolle der elav-, loco- und actin-Treiber im sws?-

Hintergrund

Der Aktivitatsverlust des p{sws Ser®®/Asp®}-Konstrukts korrespondiert mit seiner physiologischen

Wirkungslosigkeit. Die Expression im mutanten Hintergrund verénderte den histologischen Status der

sws'-Mutante in keiner Weise.
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Lobulgplatte

Nr. 3101 01 1 4-40

Abb. 3-61

sws'; p{sws

S %5 /A5 }loco
14d

Vergrofierung 400 x

Horizontaler Schnitt

durch das Gehirn: Die
glide Expression der
cDNA mit einer Serin-
Aspartat-Substitution im
aktiven Zentrum  rettet
gleichfalls swst-Phanotyp
nicht. Re: Retina, La
Lamina, Me: Medulla,
Lo: Lobula, Lp:
Lobulaplatte

Nr. 31010184 41

Abb. 3-62

sws'; p{sws

S %/ Asp?™®} actin
14d

Vergroferung 400 x

Horizontaler Schnitt
durch das Gehirn: Die
Expresson der cDNA

M| mit einer Serin-Aspartat-

Substitution im  aktiven
Zentrum in alen Zellen

gl ist lebensféhig, rettet
H| aber den sws'-Phanotyp

gleichfalls nicht. Re
Reting, La: Lamina, Me:
Medulla, Lo: Lobula, Lp:
Lobulaplatte

M| Nr. 1312001442

Die Expression des p{sws Ser®®/Asp®3}-
Konstrukts hat keinerlei Effekt auf den
mutanten sws'-Hintergrund. Der Vergleich
zwischen  Individuen, in denen die
modifizierte cDNA unter elav-, loco- oder
actin-Kontrolle induziert wurde, ergab keinen
Hinwels auf eine Verbesserung oder

Verschlechterung des sws'-Phanotypes.

Die Schéadigungen der kortikalen

Zéllschichten bleiben, ebenso wie die dunkel

angeférbten  Membranakkumulationen (>

Abb. 3-60, 3-61, 3-62) in alen transgenen

Fliegen erhaten. Die Vakuolen des Neuropils

(O Abb. 3-60, 3-61, 3-62) sind ebenso keiner

Veranderung durch die Expression der cDNA

ausgesetzt. Diese Tiere unterschieden sich

auch nicht beziglich ihrer Lebenspanne von

den Kontrollgruppen.

Da keiner der Genotypen eine sichtbare
Revertierung oder Verschlechterung des sws'-
Phanotyps zeigte und die Inaktivitdt des
Enzyms  aufgrund der  biochemischen
Untersuchungen bekannt war, wurde auf eine
weitergehende Analyse der  Ultrastruktur

verzichtet.

79



Ergebnisse und Diskussion

3.5.3 Ektopische Expression des p{sws Ser?®°/Asp®®®} Konstrukts unter

Kontrolle der elav-, loco- und actin-Treiber im wildtypischen

Hintergrund

Auch die Uberexpression im wildtypischen Hintergrund verursachte keinerlei histologische

Anderungen im Vergleich zu w**® oder wildtypischen Fliegen.

Horizontaler Schnitt
~ ' | durch das Gehirn: Alle
Bereiche des Gehirnes
zeigen im Horizontal-
schnitt ein wildtypisches
Erscheinungsbild.  Re:
Reting, La: Lamina, Me:
Medulla, Lo: Lobula, Lp:
Lobulaplatte, >: Kortex,
O: Neuropil

Nr. 03 05 00 25 4-43

Abb. 3-64
w; p{sws w; %szvs
S /A® Y elav 4| S /Ap™) felav
| 144 | 14
VergrofRerung 400 x o Vergroerung 4300 x

4| Laminakortex: Die Ana-

4| Ausschnitt des Lamina
| kortex zu sehen ist, die|
| induzierten Expression der
~| CONA mit substituiertem

+| Ln: Laminaneuropil.

| Nr. 45832-4-44

Uberblick ~ tiber ~ den
lyse der Ultrastruktur
bestétigt, wie an diesem

Wirkungslosigkeit der

aktiven  Serir™®.  Re
Retina, Lk: Laminakortex,

Die elav-gesteuerte Expression des p{sws Ser®/Asp®®}-Konstrukts zeigt auf lichtmikroskopischem

Niveau keine abnormen histologischen Muster im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3-63). Die Bereiche

des Neuropils (1) und die Zellkorper der Neurone in den kortikalen Zonen ¢) sind unveréndert.

Dieser Befund wird von den elektronenmikroskopischen Analysen bestétigt (Abb. 3-64).

Abb. 3-65

w; p{sws

S % /Asp™}loco
14d

VergrofRerung 400 x

Horizontaler Schnitt
durch das Gehirn: Auch
unter Kontrolle des loco-
Treibers konnte keine
Abweichung von den
wildtypischen Kontrollen
festgestellt werden. Re:
Reting, La: Lamina, Me:
Medulla, Lo: Lobula, Lp:

O: Neuropil

Nr. 02 06 00 11 4-45

i Uberblick ~ tber  den
Laminakortex: Die

.| erkennen. Re: Retina, Lk:
| Laminakortex, Ln: Lami-
"| naneuropil.

Lobulaplatte, >: Kortex, | |&%

4| Nr. 45831-4-46

Abb. 3-66

w; p{sws
Sor %%/ Asp®} /loco

Expresson unter dem
loco-Treiber 183 auch in
der Ultrastruktur  keine
signifikanten Ab-
weichungen von  der
wildtypischen Kontrolle

Die gliale Expression des p{sws Ser®/Asp®™}-Konstrukts unter Kontrolle des loco-Treibers zeigt

gleichfalls keine Veranderungen auf lichtmikroskopischer Ebene im Neuropil (Abb. 3-65, [0) und im
Kortex (), sowie in der Analyse der Ultrastruktur (Abb. 3-66).

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang das phanotypisch wildtypische Gewebe des w;
p{sws Ser®®/Asp™}?/actin-Stamms (Abb.: 5-76). Alle anderen im Laufe dieser Arbeit verwendeten
UAS-Konstrukte (p{sws}*°, p{m-nte}"3, p{sws-TM}*") waren unter Kontrolle des actin-Promotors letal.
Die Expression des p{sws Ser*®°/Asp®°}-K onstrukts ist nicht nur uneingeschrénkt lebensfahig, sondern
zeigt dartber hinaus auch keinerlei histo-pathologische Folgen dieser induzierten Genexpression auf
lichtmikroskopischer Ebene (Abb. 3-67) und auf elektronenmikroskopischer Ebene (Abb. 3-68).
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Abb. 3-67 Abb. 3-68

w; p{sws RS i 1 w; p{sws

Sar %5/Asp®}/actin Fpt ~ J Ser 5/ A5} /actin
T L

14d
Vergrofierung 400 x

Horizontaler Schnitt
durch das Gehirn: Die in
B allen Koérperzellen | [ B0
induzierte Expression des
p{sws  Ser %/Asp5)-
Konstruktes hat  keine
sichtbaren histologischen
Anderungen zur Folge.
Re: Reting, La: Lamina,
Me: Medulla, Lo:
Lobula, Lp: Lobulaplatte

| Uberblick ~ tber  den
Laminakortex: Die im
'_'l Lichtmikroskop sichtbare
%, | Persistenz des
wildtypischen Gewebe-
zustandes wird durch die
Andyse der Ultras(ruktur

Laml nakortex Ln: Lanu
naneuropll

i k-
b ‘F’ Nr. 45836 4-48

Nr.02 06 00 24 4-47

Um zu uberprifen, ob die natiirliche Uberlebensrate der actin-getriebenen Expression auf eine
genetische Inaktivitat des p{sws Ser®°/Asp®°}-Konstrukts zuriickzufilhren ist, wurden drei weitere
unabhangige p-Element-Linien des gleichen UAS-Konstrukts (p{sws Ser®®/Asp®™}°  p{sws
Ser®5/Asp™}, plsws Ser®°/Asp®}) mit dem actin-GAL4-Treiber gekreuzt. Die Nachkommen dieser
Kreuzung zeigten ebenfalls keine Letalitét. Es liegt also nahe anzunehmen, dal? der Inaktivitéat des w;
p{sws Ser®/Asp®}%-Konstrukts die Blockade des aktiven Zentrums und nicht eine
heterochromatische Insertion des p-Elements zugrunde liegt.

Die mangelnde Fahigkeit des p{sws Ser®/Asp®™}%-Konstruktes zur Rettung des mutanten sws’-
Phanotyps legt eine gewichtige Rolle des aktiven Zentrums bei der Entstehung des sws-Phanotyps
nahe. Neben der korrekten Positionierung des Proteins in der Membran und der Aufrechterhaltung
einer physiologisch notwendigen Membrantopologie, bendtigt SWSNTE eine unversehrte
Esterasedoméne, um den mutanten Phanotyp revertieren zu konnen.

Es ist durch ektopische Expression dieses Konstrukts nicht gelungen, einen OPIDN d&hnlichen
Phanotyp auszuldsen. Die im wildtypischen Hintergrund vorhandenen nativen SNVS-Molekile kénnten
die Entstehung von OPIDN verhindert haben. Wenn man die Aktivitétswerte der p{sws}’-
Uberexpression als Mal3stab fiir die loco-getriebene Produktion des Enzyms nimmt, so ergibt sich
unter loco-Kontrolle ein Anteil von 95% fiir das zelluldre Aufkommen des SWS-(Ser®/Asp™)-
Proteins. Im Menschen geht man davon aus, dal3 die Entwicklung von OPIDN bei einer Inhibition von
zirka 70% des NTE-Proteins einsetzt (Lotti, 1992). Dieser Anteil wére in Drosophila melanogaster

durch die loco-getriebene Expression von p{sws Ser%°/Asp™°}2

bei weitem erreicht. Dieser inhibierte
Anteil des SWS/NTE-Proteins spielt jedoch moglicherweise zusétzlich zu dem normalen zelluléren
SWS-Protein keine entscheidende Rolle. Darlber hinaus ist es nicht bekannt, ob Drosophila
melanogaster auf die Inhibition von NTE generell eine histopathologische Entwicklung, die mit
OPIDN vergleichbar wére, vollziehen wirde, da die Empfindlichkeit, mit der Organismen auf die
Inhibition von NTE reagieren, mit sinkender Korpergrofie immer geringer wird (Glynn, 2000).

Des Weiteren hat das von uns eingefilhrte Aspartat® anstelle des Serin®® ausschlielich die
EinfUhrung eines negativ geladenen Restes im aktiven Zentrum zur Folge. Da bei der Entstehung von
OPIDN neben der negativen Ladung im aktiven Zentrum auch die Abspaltung des Arylrestes von dem

Organophosphat als induktives Ereignis diskutiert wird (Glynn, 2000), konnte das p{sws
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Ser¥5/Asp™}-Konstrukt als Induktor eines neuropathischen Status wirkungslos bleiben. Der nach
Expresson des Drosophila- und Maus-Orthologen feststellbare Uberexpressions-Phanotyp in

Gliazellen, bleibt bei der loco getriebenen Uberexpression des p{sws Ser%%/Asp®®®

12-K onstrukts aus.
Hier scheint das funktionelle, aktive Zentrum des SWSNTE-Proteins durch eine Steigerung der turn-
over-Rate des noch unbekannten Substrats urséchlich an der Ausbildung und Akkumulation der

lysosomalen Vesikel (Kapitel 3.2.2) beteiligt zu sein.

3.5.4 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Serin-Aspartat-Substitution im aktiven Zentrum des
SWS/NTE-Proteins nicht nur die in vitro Aktivitdt des UAS-Konstrukts beseitigt. Sie fihrt
auch zu einer volligen Funktionslosigkeit im physiologischen Hintergrund. Die
Uberexpression im wildtypischen Hintergrund hat, ebenso wie die Expression im sws'-
Hintergrund, keinerlei sichtbare Verédnderungen der neuronalen oder glialen Gewebeanteile
zur Folge. Diese physiologische Wirkungslosigkeit unterstitzt die Hypothese, dal3 weder die
blofRe Inhibition des aktiven Zentrums des SWS/NTE-Proteins, noch die alleinige Anwesenheit
einer negativen Ladung im aktiven Zentrum, zu den in der Literatur ausfihrlich beschriebenen
neuropathol ogischen Phanotypen fihrt, sondern weitere bislang unbekannte Modifikatoren an

der Entstehung von OPIDN beteiligt sein missen.

3.6 Ergebnisse der Untersuchungen des Lipidhaushaltes von swiss-cheese-

Fliegen: Spielt sws eine Rolle im Membranmetabolismus?

Die Suche nach einer moglichen Funktion des SWSNTE-Proteins im zellul&ren Kontext bedarf einer
Einengung der vielfaltigen moglichen Funktionshypothesen. Die Membranlokalisation des SWS/NTE-
Proteins und die Stellung seines aktiven Serins inmitten einer Transmembrandomane legten den
Verdacht nahe, diese Serinesterase konne am Membranmetabolismus der Neuronen in einer noch
naher zu bestimmenden Art beteiligt sein.

Ein auffélliges histologisches Merkmal des Nervensystems von sws-Fliegen sind pathologische
Veradnderungen der Membranstruktur zentralnervoser Zellen. Diese Verénderungen falen in sws-
Individuen als ungeordnete Membranakkumulationen insbesondere zwischen Lamina und Retina,
sowie schwécher im restlichen Kortex auf. Ahnliche Verdnderungen sind auch als Folge mehrerer
Uberexpressionsstudien zu beobachten. Eine Stérung des Membrankatabolismus ist somit
maoglicherweise in den Funktionskreis des SWS-Proteins mit einzubeziehen. Die Identifizierung
spezifischer Verdnderungen der Membranzusammensetzung verschiedener sws-Allele kdnnte im
Weiteren dienliche Hinweise auf die Funktion des Proteins geben. Um einen Einflul? der sws-Mutation
auf die korrekte Balance verschiedener Membranbestandteile von wildtypischen und sws-Fliegen zu
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untersuchen, wurden mit dinnschicht- und gas-chromatographischen Methoden potentielle

Abweichungen untersucht.

3.6.1 Dunnschichtchromatographie

Um zu Uberpriifen, ob sich die Mutation des sws-Gens in einer Verdnderung der
Membranzusammensetzung &uffert, wurden mit herkémmlichen dunnschicht-chromatographischen
Methoden Untersuchungen durchgefiihrt.

In Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fir Zellbiologie und Pflanzenphysiologie der Universitét
Regensburg wurden von Membranpréparationen der Stamme w8, sws* und sws' Dinschicht-
chromatographien  erstellt.  Charakteristische  Komponenten der  derart  aufgetrennten
Membranfraktionen wurden mit Hilfe von Markersubstanzen (Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin,
Phosphatidylethanolamin und Cardiolipin) innerhalb des selben Laufs quantitativ miteinander
verglichen.

Hierflr wurden je 200 Fliegen einer Gesamt-Membran-Extraktion unterzogen und die bis zur Trockne
eingeengten Lipide in 50 pl Chloroform/Methanol 2:1 aufgenommen. Aufgetragen wurden 25 pl des
Eluats.

. Abb. 3-48:

‘. . " Diinnschichtchromatographie der
Zellmembranpraparation von

PG sws' und Canton>-Fliegen.

’
CL: Cardiolipin
PE: Phosphatidylethanolamin
Canton 8 . . )
Cl PE PC PS5 PG sws1 PC: Phosphatidylcholin

20 20 40 50 PS: Phosphatidylserin
PG Phosphatidylglycerol

Das Verteilungsmuster der Phospholipide der sws'-Fliegen unterscheidet sich augenscheinlich nicht
signifikant von dem Verteilungsmuster der Préparationen von wildtypischen Fliegen. Lediglich eine
schwache Erhéhung des Phospathidylcholin- und des Phosphatidylethanolamin-Spiegels kann erkannt
werden. Diese Schwankungen sind jedoch sehr schwach und mit den am Lehrstuhl etablierten

Methoden nicht néher zu quantifizieren.
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3.6.2 Gaschromatograpische Untersuchung der Neutrallipide

Zur spezifischeren Analyse der Neutrallipide in wildtypischen und in sws-Fliegen wurden in
Kooperation mit Herrn Drobnik am Universitatsklinikum Regensburg gaschromatographische
Messungen vorgenommen. Hierbel wurden als membranspezifische Leitwerte der Gehat an

Triglyceriden, sowie Cholesterin- und Cholersterinester anaysiert.

Probe Triglyceride pg/mg Protein | Cholesterin pg/mg Protein | Cholesterinester pg/mg Protein
WILDTYPISCH 21,7 133 58
sws' 195 16,7 2,1
sws? 15,2 9,4 4,0

Tab. 3-3: Gaschromatographische Bestimmung von Membrankomponenten am Universitétsklinikum Regensburg

Auch hier kann in den Schwankungen keine einheitliche Tendenz festgestellt werden. Die Absenkung
des Cholesterinester-Gehalts von 5,8 pg/mg im WT auf 2,1 pg/mg in der Nullmutation sws' kann auf
einer Veranderung der Enzymaktivitét des sws-Genprodukts beruhen. Da es sich hier aber lediglich

um eine Einzelmessung handelt, kbnnen keine tendenziellen Aussagen gemacht werden.

Um diese Daten zu verifizieren, wurden in einer zusétzlichen Kooperation mit Frau Athenstaedt an der

Universitdt Graz weitere gaschromatographische Messungen vorgenommen. Hier  wurden

Membranbestandteile wie Sterole, Sterolester und Triglyceride in w™'8-, sws* und sws'-Fliegen
guantifiziert.
Stamm Messung Sterol/Phospholipid in pg/pug Sterolester/ Phospholipid in pg/pg Triglycerid/ Phospholipid in pg/pg
Nr.1 1,109 +/- 0,067 0,658 +/- 0,003 11,094 +/- 3,217
Nr.2 1,142 +/- 0,085 0,450 +/- 0,008 17,295 +/- 0,252
sws'
Nr.3 11,591 +/- 1,286
gerundeter
Mittelwert A e =
swsé4 Nr.1 1,298 +/- 0,078 1,154 +/- 0,088 12,614 +/- 0,343
Nr.1 1,744 +/- 0,113 1,614 +/- 0,155 23,031 +/- 0,454
W1118 Nr.2 1,150 +/- 0,260 1,630 +- 0,237 27,710 +/- 0,883
gerundeter
Mittelwert 1,4 1,6 254
pGH5-loco Nr.1 1,431 +/- 0,113 1,184 +- 0,052 24,775 +/- 0,883

Tab. 3-4: Gaschromatographische Bestimmung von Membrankomponenten an der Universitét Graz

Die gaschromatographischen Untersuchungen der sws-, sws'* und w'™-Fliegen am

Universitatsklinikum Regensburg durch Herrn Drobnik lief3en keine Interpretation hinsichtlich einer
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tendenziellen Verénderung der Werte zu. Die von Karin Athenstaedt an der Universitdt Graz
durchgefiihrten gaschromatographischen Messungen schienen dahingegen eine Verminderung der
Triglyceride, der Sterolester und der Sterole in den beiden mutanten Allelen anzudeuten. Vergleicht
man die gerundeten Durchschnittswerte der Messungen der beiden sws-Allele mit den Ergebnissen der

w'8.Kontrolle, so ergibt sich fir die Mutanten eine signifikante Erniedrigung aler untersuchten

Membrankomponenten.

Stamm SHONPT;Z)CST 1plig)in Hg/ug Sterolester/(l;;)ox?ﬁlfigid in pg/pg Triglycerid/( ;:ﬁ?ﬂ;i F))id in ug/pg
swst 1,13 (77 %) 0,57 (34 %) 13 (52 %)
sws’ ~1,3 (89 %) ~1,2 (71 %) ~12 (49 %)
W 1,4 (100 %) 1,6 (100 %) 25,4 (100 %)

Tab. 3-5: Zusammenfassung der durchschnittlichen und prozentualen Veranderungen von Membrankomponenten in sws-Allelen und w'*8

Eine derartig umfassende Anderung der Membrankomponenten wiirde auf einen zentralen EinfluRR des
SWS-Proteins auf den Membranmetabolismus hindeuten. Die durchweg grofRere Abweichung des
sws-Alleles von w**8-Fliegen im Vergleich zu den Abweichungen des sws*-Alleles, wiirde auf eine
stérkere Minderung der physiologischen Aktivitat von sws' aufgrund der Nullmutation zuriickzufiihren
sein. Lediglich die Triglyceridkonzentration erwies sich in der Mutation sws® a's noch niedriger as in
der sws'-Mutation.

Wenn die sws'-Mutation zu einer Erniedrigung des Sterolestergehalts in der Membranfraktion von
K opfgeweben fiihrt, dann sollte die Uberexpression der wildtypischen cDNA unter der Kontrolle eines
starken Promotors gleichfalls in einer Verdnderung des Gehalts an Sterolestern minden. Die
wildtypische c¢cDNA von Drosophila melanogaster unter Kontrolle des loco-Promotors (w;
p{sws}*/loco) hat eine gegeniiber dem Wildtyp um das zwanzigfache erhohte Phenyl-Valerat-Esterase-
Aktivitat. Die Bestimmung des Sterolester-Gehalts von Fliegen des Genotyps w; p{sws}*/loco ergab
jedoch mit 1,184 +/- 0,052 ug/ug Protein einen Wert, der immer noch unter dem wildtypischen
Mittelwert von 1,622 pg/pg Protein liegt. Das die Aktivitatserh6hung des SNVS-Proteins um den Faktor
zwanzig keine Erhohung des Gehalts an Sterolestern zur Folge hat, konnte aber auch auf eine
redundante Regulation zurlckgefihrt werden. So erscheint es madglich, dafd3 Uber eine negative
Rickkopplung die Konzentration der Sterolester auf ein wildtypisches Mal3 und sogar dariiber hinaus

herunterreguliert wird.

Diese ersten Hinweise auf eine Veranderungen von Membranmetaboliten im mutanten Hintergrund
und in verschiedenen Expressionssystemen, legen die Forderung nach einer systematischen
Uberpriifung der biochemischen Folgen der sws™-Mutation nahe. Diese zukiinftige Analyse birgt einen
vielversprechenden Einblick in die Dynamik der histologischen Pathologie der sws-Mutation und

weist unter Umstéanden andere Mitglieder des durch die sws'-Mutation gestérten Funktionskreises aus.
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3.7 Analyse der Defizienzkreuzungen 61A1-100F5

Indem man das mutierte Gen in den genetischen Hintergrund einer Defizienz einkreuzt, kénnen
Interaktionen des mutierten Gens mit einem madglichen Partner, dessen Lokalisation innerhalb der
verwendeten Defizienz liegt, zu Verstdrkungen oder Abschwéchungen des mutanten Phénotyps
fuhren. Eine detailliertere Untersuchung der Gene, die innerhalb dieser Defizienz liegen, kann
Hinweise auf Genprodukte geben, die mit dem zu untersuchenden Protein in einem funktionellen

Zusammenhang stehen.

Es wurden sws'-Jungfrauen mit Mannchen der Defizienzsammlung des dritten Chromosoms gekreuzt.
Da die Defizienz immer Uber einem Balancer gehalten wird, kann man mdgliche Veradnderungen des
Phanotyps durch den Vergleich der balancierten Nachkommen mit den die Defizienz tragenden
Nachkommen erkennen. Von allen Linien wurden Paraffin-Schnitte der Stamme sws'/y; Emc-E12 bis
faf-BP/111 und sws'/y; TM6/I11 angefertigt. Bei keinem der histologisch tiberpriiften Genotypen konnte
in den Paraffin-Schnitten eine signifikante Verstérkung oder Abschwéchung des sws-Phanotyps
entdeckt werden. Lediglich die Kreuzung sws' x W10/TM6 erbrachte weder ménnliche noch weibliche
sws'-Nachkommen mit der Defizienz. Die sich von 75A7 bis 75C1 erstreckende Defizienz W10
schien somit eine, sich auch in Wiederholungsexperimenten bestétigende, letale Wechselwirkung mit
der sws™-Mutation aufzudecken. Die Kreuzung mit der davon rechts gelegenen, teilweise
Uberlappenden Defizienz Cat/TM6 zeigte keinerlei histologische Auffélligkeiten, so das die letale
Wechselwirkung des sws'-Phanotyps mit der Defizienz W10/TM6 auf einen Bereich von 74A7 bis
75B8 eingeengt werden konnte.

Die in diesem Bereich bekannten offenen Leseraster wurden mit Hilfe der Datenbank Fly Base Cyto
Search ermittelt (folgende Seite):
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Loci Annotation | Beschreibung (Gad fly) Loci Annotation | Beschreibung (Gad fly)
75A 1(3)S103408 75B 1(3)S045608 letal

75A4-6 CG5535 DNA Primase, p58 UE 75B 1(3)S044823 letal

75A4-7 CG7408 Arylsulfatase B 75B 1(3)S034305 letal

75A4-8 CG5506 keine Homologien bekannt 75B 1(3)S024135 letal

75A5-8 CG16775 B:T?fggg' lamelanogaster STS 75B 1(3)S005302 | letal

75A6-8 CG7402 Arylsulfatase B 75B 1(3)S001717 letal

75A6-8 CG5492 éﬁlg;?t endothelial tetraspan 75B 1(3)S000107 | letal

75AT7-8 CG5485 Sulfate Transporter 75B1-2 1(3)rLo61 letal

75A8 CG14353 keine Homologien bekannt 75B1-7 1(3)S102211 letal

75A8 CG5290 O-GIcNAc Transferase 75B3-10 anon-XV ?

75A8-9 1(3)02634 keine Homologien bekannt 75B5-10 E(var)181 ?

75A9-75B6 | Eip75B Steroidhormone Receptor 75B6-7 CG13697 keine Homologien bekannt
75B 1(3)S017014 letal 75B7-9 CG13698 keine Homologien bekannt
75B 1(3)S147006 letal 75B8-11 CG7354 keine Homologien bekannt
75B 1(3)S146004 letal 75B8-11 CG5147 keine Homologien bekannt
75B 1(3)S097001 | letal 75B11-13 Cyp312al Zytochrom p450

Tab. 3-6: Mdgliche Interaktionspartner des SWS-Proteins aus dem Defizienzbereich 61A1-100F5

Die letale Interaktion der sws'-Mutation mit dem diese Gene umfassenden Defizienzbereich, stellt
einen deutlichen Hinweis auf eine mogliche funktionelle Verbindung zwischen dem SWS-Protein und
einem oder mehreren der hier aufgefiihrten Genprodukte dar.

Die Ergebnisse der Defizienzkreuzungen sind als erste Hinweise auf mégliche Interaktionspartner des
SWSNTE-Proteins zu verstehen. Von den bis jetzt bekannten und in Datenbanken wie FlyBase
aufgefiihrten 32 offenen Leserastern im Bereich 75A7-75C1 sind 13 letal. Eine dieser letalen Linien
(1(3)rL061) ist bis dato as Fliegenstamm erhdtlich (Bloomington stock 12103). EIf weiteren
Genomannotationen sind bislang keine Homologien zugeordnet. Die verbleibenden acht
Transkriptionsbereiche zeigen in unterschiedlichem Mal3 bereits bekannte Beteiligung an
neurodegenerativen Erkrankungen und muissen im einzelnen noch auf eine individuelle

Wechselwirkung mit dem SWS/NTE-Protein Uberpriift werden.

Symbol Genprodukt mutante Allele in Drosophila Referenzen

CG5535 kationischer  rensporte Keine Ketchum, 199,11, Celera Jamboree
CG7408 Arylsulfatase B Keine Li, 1999.11, Celera Jamboree
CG7402 Arylsulfatase B Keine Li, 1999.11, Celera Jamboree
CG5492 Tetraspannin Keine Todrs et al., 2000

CG5485 Sulfat/Hydrogen Symporter Keine Kodira, 1999.11, Celera Jamboree
Eip75B nuklear receptor NR1D3 Bloomington stock 11712 Buszczak et al., 1998

Cyp312al Zytochrom p450 Keine Dunkov, 1999.11, Celera Jamboree

Tab. 3-7: Zusammenstellung bisheriger Homologien der Genprodukte des Defizienzbereichs 61A1-100F5

Das offene Leseraster CG5492 codiert fir ein integrales Membranprotein, welches mit anderen
Mitgliedern die sogenannte Tetraspannin-Superfamilie in Insekten bildet. Neben der

geschlechtsspezifischen Expression in den Antennen von Manduca sexta, ist das humane Ortholog
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CD151 an der zelluléaren Antwort auf Infektionen durch den humanen T-Zell-Virus Typ 1 beteiligt
(Hasegawa et al., 1996).

Der unter der Abkirzung Eip75B aufgefihrte Rezeptor ist an der friihen Genantwort auf die Bindung
des Hautungshormons 20-hydroxy-Ecdyson und an der Kontrolle der Entwicklung und der
Reproduktion von Drosophila melanogaster beteiligt (Buszczak et al., 1998). Eine Uberpriifung durch
Einkreuzung des erhaltlichen Alleles in den sws'-Hintergrund kénnte eine mégliche Wechselwirkung
mit SWS verifizieren.

Das als Interaktionspartner in Frage kommende Zytochrom p450 ist von besonderem Interesse, da es
als zentraler Mediator von radikalischen Reaktionen in vielféltigen Fehlfunktionen bereits beschrieben
ist (Hathway, 2000). Dazu gehort die Kontrolle der freien Radikale, die an der Peroxidation von
Lipiden mal3geblich beteiligt sind (Sevanian, 2000) und die Synthese von Steroiden (Tsutsi et al.,
1999). Dieses mit der Mikrosomenmembran assoziierte Enzym stellt ein Zielprotein fir viele
Entgiftungsreaktionen von Drogen und Karzinogenen dar (Djordjevic et al., 1998). Dartiber hinaus ist
Zytochrom p450 madgeblich an dem Metabolismus von Organophosphaten beteiligt. Sie werden im
Koérper durch oxidative Deakylierung mit Hilfe des Zytochromes p450 zu wasserldslichen
Abbauprodukten weiterverarbeitet, was ihre Ausscheidungsfahigkeit signifikant verbessert. Im
Kontrast zu dieser Entgiftungsreaktion ist Zytochrom p450 aber auch an einem
Reaktionsmechanismus zentral beteiligt, der as , Giftungsreaktion” bezeichnet wird und ein méaliig
oder nicht toxisches Addukt in ein toxisches Produkt umsetzt. So wird die Hemmpotenz von Parathion
gegeniber der Acetylcholinesterase nach Uberfihrung in  Paraoxon (0,0-Diethyl-0-4-nitro-
phenylphosphat) durch Zytochrom p450 um etwa drei GrofRenordnungen gesteigert (Maynard et al.,
1996). Zytochrom p450 ist also nicht nur allgemein in neurodegenerative Prozesse involviert, sondern
kann mit dem funktionellen Umfeld der Serinesterase SWS/NTE in Verbindung gebracht werden. Eine
Beteiligung des Zytochrom p450 an den verschiedenen Reaktionen der Zellmembranen und des
Mikrosomensystems kénnte mit den beobachteten Stérungen des Membranmetabolismus (sws', sws;
p{m-nte}*/11; loco/lll und sws'; p{sws}*/loco) oder des lysosomalen Stoffwechselsystems (w; p{m+
nte}¥/11; loco/lll und w; p{sws}'%loco) in Verbindung gebracht werden. Hierbei handelt es sich

jedoch um Hinweise, die in jedem Falle einer tiefergreifenden Uberpriifung bediirfen.

3.8 Untersuchung von potentiellen Entwicklungsdefekten an sws* Embryonen

Verschiedene Nachforschungen deuten auf eine Mitwirkung des SWS-Proteins in bisher nicht naher
definierbaren zytoskelettéren Prozessen hin (Seifert und Casida, 1984). Anhand von embryonalen in
situ-Hybridisierungen kann eine embryonale Expression des sws-Transkriptes im peripheren
Nervensystem nachgewiesen werden (D. Kretzschmar, personliche Mitteilung). Um eine mogliche

Beeinflussung der sws-Mutation auf embryonale Entwicklungsschritte, die von einem
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unbeeintrachtigten Zytoskelett abhangen, aufzudecken, sollten folgende Entwicklungsbereiche im
Wildtyp und in sws'-Fliegen anhand histologischer Préparationen miteinander verglichen werden:

Die morphologische Entwicklung der Embryonen von Drosophila melanogaster durch Férbung
der Zellkerne mit Diamidin-Phenylindol (DAPI)

Die korrekte Ausbildung des embryonalen Nervensystems durch Anférbung mit dem Antikorper
22C10

Immunol ogische Untersuchung des embryonalen Tubulinskeletts mit einem a-Tubulin-Antikorper

Die morphologische Entwicklung der Embryonen von Drosophila melanogaster durch Férbung der
Zellkerne mit 4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)

Die von wildtypischen und sws'-Fliegen iber Nacht auf Bacto-Agarplatten gelegten Eier wurden
gesammelt und mit 1:1000 verdiinntem DAPI gefarbt. Es wurden insgesamt 496 Canton™ und 261 sws'-
Fliegenembryonen gesammelt und ihrem Embryonalstadium nach Ashburner zugeordnet. Um die
visuelle Zuordnung zu erleichtern wurden die 16 Embryonalstadien nach Ashburner in zehn

augenscheinlich einfach zu unterscheidende Gruppen unterteilt.

Stadium Phénotyp Canton® s
n % n %

1 befruchtetes Ei 14 2,7 16 6,1
la wenige Zellkerne 8 1,6 14 54
2 synzytiales Blastoderm 9 1,7 7 2,7
2a-4 zelluléres Blastoderm 20 39 29 11
5 Ende der Polzellenformation 3 0,6 1 0,3
6-7 Gastrulation 8l 16 52 20
811 Keimband verlangert sich 58 115 12 4,6
12-13 Keimband verkirzt sich wieder 134 26,6 43 16,6
14-16¢ fortgeschrittene Segmentierung 110 21,7 25 9,5
16d-17 vollstandig entwickelt 13 2,6 3 11

unbefruchtete Eier 20 3.9 27 104

beschadigter Embryo 36 7,2 32 12,3
Gesamtsumme 506 100,00 261 100,00

Tab. 3-8: Untersuchungen der embryonalen Entwicklungsstadien der sws'-Mutanteim Vergleich mit Wildtyp Canton®

Individuen jedes Entwicklungsstadiums wurden mit DAPI geféarbt und hinsichtlich moglicher
Unterschiede zwischen den wildtypischen Canton®-Fliegen und sws'-Fliegen untersucht. In allen
untersuchten Stadien wiesen sws'-Fliegen keine signifikant veranderte embryonale Morphologie auf.
Anhand der Auszéhlung der verschiedenen embryonalen Entwicklungsstadien konnte Kkein
Entwicklungsstadium eingeengt werden, in welchem Embryonen auffélig lange verweilen oder

besonders haufig sterben.
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Untersuchung des embryonalen Nervensystems durch Anférbung mit dem Antikorper 22C10

Da die Entwicklung des Nervensystems im Embryo erst verhdtnismalig spéa einsetzt, wurden
vorzugsweise dtere Embryonen (Stadien 14-17) untersucht. Es konnten keine Unterschiede zwischen

den mutanten sws'-Fliegen und den wildtypischen Canton®™-Fliegen festgestellt werden.

Immunol ogische Untersuchung des embryonalen Tubulinskeletts mit einem a-Tubulin-Antikorper

Der primére a-Tubulin Antikérper wurde 1:500 eingesetzt. Alle untersuchten Embryonen zeigten in
den Proben und in den Negativ-Kontrollen ohne priméren Antikorper die gleiche Farbeintensitét und

lief¥en daher keinen Aufschluss Uber eine etwaige Verdnderung des Tubulinskel etts zu.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

4.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden grundiegende Fragestellungen zur Expression und der
Funktionsweise des SNVS-Proteins und seines Orthologen aus Vertebraten, der neuropathy target
esterase NTE, in Drosophila melanogaster bearbeitet. Hierfur wurden wildtypische und modifizierte
sws/nte-cDNAs in transgenen Tieren in verschiedenen Zelltypen des zentralen Nervensystems
exprimiert. Die Analyse der Ultrastruktur nervisen Gewebes von transgenen Tieren wurde mit
Aktivitdtsmessungen des induzierten SNVS/NTE-Proteins der einzelnen Stdmme kombiniert und

hinsichtlich méglicher Funktionsmodelle erortert.

Durch p-Element-Transformation und anschlief3ende Expression der wildtypischen Drosophila-sws-
cDNA unter Kontrolle verschiedener GAL4-Treiber in sws-Mutanten konnte gezeigt werden, dai
dieses Gen fir den neurodegenerativen Phanotyp der sws-Fliegen verantwortlich ist. Die partielle
Revertierung des sws-Phanotyps zeigt mit der getrennten Rettung des neuronalen oder glialen
Phanotyps zwei, moglicherweise von einander getrennte Funktionskreise von SWS auf. Das SWVS
Protein scheint in beiden Zellpopulationen eine vitale Rolle zu besitzen, die auf einer zellautonomen
Expression beruht und die nicht durch einen Proteintransfer oder andere Zell-Zell-Interaktionen

zwischen Neuronen und Gliazellen ersetzt werden kann (Kapitel 3.2.1).

Die Uberexpression des sws-Gens in den Gliazellen wildtypischer Fliegen bewirkt einen deutlichen
pathologischen Phanotyp der Gliazellen, wahrend die Uberexpression in Neuronen keine sichtbare
Veranderung hervorruft (Kapitel 3.2.2). Hierbel kdnnte jedoch auch die Starke der GAL4-Expression
des Treiber-Stamms entscheidenden Einfluld auf die Auspragung des Phénotyps haben.

Das NTE-Protein der Maus und das SWS-Protein von Drosophila besitzen, neben ausgepréagten
Homologien der Aminosiure- und der DNA-Sequenz, eine Uberzeugende funktionelle Aquivalenz.
Die Rekonstitution des wildtypischen Gewebezustandes der sws-Mutante unter Zuhilfenahme des
Gens der Maus, zeigt Ergebnisse, die mit der Expression der Drosophila-cDNA vergleichbar sind
(Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). In den Rettungs- und in den Uberexpressionsexperimenten (Kapitel 3.3.3
und 3.3.4) zeigt die Expression des Gens der Maus, im Vergleich zu der Expression des Drosophila-
Gens, abgeschwéchte histologische Folgen. Diese Dampfung ist mdglicherweise auf eine unter-
schiedliche Proteinlokalisation aufgrund einer veranderten N-terminalen Sequenz in Drosophila
zurlckzufihren (Kapitel 3.3.5).
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Die erste Transmembrandomane der Drosophila-cDNA besitzt entscheidenden Einflul auf die
Funktionalitét des Enzyms (Kapitel 3.4). Der in vitro-Aktivitatsverlust der cDNA nach Ablation der
ersten Transmembrandoméane in Drosophila melanogaster konnte durch Messungen in anderen
eukaryontischen Expressionssystemen bestétigt werden. Neben der vorhergesagten Lokalisation der
zweiten Transmembrandoméne in Drosophila melanogaster und C. elegans kommen aus funktio-
nellen Erwégungen weitere Bereiche als mdgliche Kandidaten fur eine Transmembrandomane in
Betracht. Die Stellung der Transmembrandomanen und die Analyse der Sequenzhomologien legt als

Funktion des SWS-Proteins einen cNMP gesteuerten Kanal der Mikrosomen nahe.

Die Serin-Aspartat-Substitution im aktiven Zentrum des SWS/NTE-Proteins beseitigt nicht nur die in
vitro-Aktivitdt des UAS-Konstrukts (Kapitel 3.5), sie fuhrt auch zu einer vdlligen Funktionslosigkeit
im physiologischen Hintergrund. Die Theorie, wonach die pathologischen Folgen der Inhibition von
NTE aus der Hinterlassung eines negativ geladenen Rests des neuropathischen Organophosphats
resultieren (Glynn, 2000), konnte durch diese Experimente nicht bestétigt werden.

Nach ersten durchgefiihrten Messungen fiihrt die sws'-Mutation aufgrund eines bislang unbekannten
Mechanismus zu einer Veranderung von charakteristischen Membrankomponenten wie dem Gehalt an

Triglyzeriden oder an Sterolestern (Kapitel 3.6).

4.2 Ausblick

Diein dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse stellen erste Hinweise auf die Funktion des SWS-Proteins
in Drosophila melanogaster dar. Es sind jedoch noch weitere Anstrengungen nétig, um die Funktion
dieses Proteins in Neuronen und Gliazellen bestimmen zu kénnen. Der Modellorganismus Drosophila
besitzt durch die Mdglichkeit der p-Element-Transformation und die bisher geleistete Vorarbeit ein
enormes Potential hinsichtlich der funktionellen Charakterisierung des SWVS-Proteins und seiner
Orthologen. Die systematische Modifikation der verschiedenen funktionellen Doménen kann
wertvolle Hinweise auf die in vivo-Aktivitdt des Enzyms geben. Die Ablation der
Transmembrandoménen TM2-TM4 stellt einen notwendigen Schritt dar, um ein tieferes Verstandnis
der obligatorischen Verankerung des SWS-Proteins in der Membran zu erlangen. Die in dieser Arbeit
aufgrund theoretischer Erwégungen aufgestellte Hypothese, Drosophila-SWS und C. elegans YOL4
kénnten eine zweite Transmembrandomane mit einer zu TM2 von Maus und Mensch analogen
Stellung innerhalb des Proteins besitzen, bedarf einer Uberprifung in vivo. Durch geeignete
Substitution betreffender DNA-Sequenzabschnitte von Drosophila mit cDNA-Fragmenten der Maus
kann die Funktion eines cDNA-Kontrukts mit einem weiter C-terminal gelegenen Transmembran-

abschnitt Uberpriift werden.
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Der Frage, ob die Entstehung der verzdgerten Neuropathie durch eine intramolekulare Umlagerung
des abgespaltenen Arylrests verursacht wird, kann man sich durch eine gezielte Modifikation der
Zielaminossure (D' in Drosophila oder D'*** in Maus und Mensch) durch eine Aminossure mit
einem vergleichbaren Arylrest annghern. Ein entscheidender Schritt in der Verwendung all der
wildtypischen und modifizierten cDNA-Konstrukte ist der Aufbau funktioneller Zellkultur-
Expressionssysteme. Hierbei konnten auch neuronale und gliale Zellkulturlinien aus dem Menschen
oder anderen Vertebraten hilfreich sein. Die biochemische Untersuchung solcher Zellkultursysteme, in
denen das SWVS-Protein Uberexprimiert wird, vermag substantielle Hinweise auf ein mogliches Substrat
oder eine Funktion zu geben. Nach wie vor bleibt jedoch die Produktion eines spezifischen
Antikorpers eine zentrale Notwendigkeit um einen zellbiologisch und biochemisch exakten Zugriff auf
das SWS-Protein zu ermdglichen.

Die Suche nach moglichen Interaktionspartnern durch Defizienzkreuzungen mit sws-Mutanten sollte
auf das zweite Chromosom ausgedehnt und die mdogliche Interaktion potentieller Kandidaten mit dem

sws-Hintergrund spezifisch Gberprift werden.
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5 Anhang

5.1 Sequenz des

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

GAAAAACAAC
TAATCTAAAT
GTACGGTGCG
TGTCTGTAAA
GTGAGCGAGG
GCCCCCTCCA
ACATACATAA
TCGAATAGIT
GGGAGCGCAA
ACATTCTCGG
TATTTCGCCC
ATGGCACGTT
TCCGGCGATA
CGAATGCTGC
AAGCGTCGTG
CCGCTAGAGA
AGCGATAGAG
TTCGAGAAGC
GGCGACTATT
ATGATCAATG
AAGGGCGAGT
TACTATAAGA
CAGGCATTCG
ATTATGATCC
GCCGAACT GG
AACTCGCAGA
CAGATGAATC
GTAACTCGAC
CCGAATCCAA
GGCGATGCGC
CTATCCACGC
CAGACACCCG
AGCCTACGCA
GAGCTAAGGG
TGCGTTTGGT
CGGGCCAAGC
GGTGGACT GG
ACCAGAATAG
ATTGTTTTGG
GACTATGCCT
AGCAGCGACA
GGTGGCAAAA
ATGATCACGG
AAGCTGCCCG
CTGATTAGCT
GCGCCGEECG
GITGCCCATCA
TGTGCCATAG
AACATCTTTG
CGAAACATCA

wildtypischen Drososophila melanogaster sws-Gens

AATTGCTTTG
CAAAAGAAAC
TGCATTATAA
TGTGAGTGCG
GAGAGAGAGA
CCCTGTACCC
GCCAAAATAG
TCGTGGGAGA
TGGATGTCCT
ACCCGTGGTG
TGGTAATGAT
TGCGITTGCG
TGCGTGGCCT
GCAAAATGAA
CTGTCATGCG
TGCGCACCGT
TTCCGCCCGA
CGGTCTTTTT
TGTTTAAGAT
TGTACATCTC
CGGTGACATC
CGGTCACCGC
AAGAGGTGIT
GGCTACAACG
TGCAGAATCA
CCTCGCAATC
TGATGCAGTC
CACCATCCTC
ATCCGGATGG
CCAATGCAGA
GICGCAGTTC
GIGTGACAAC
AGGAATTGGG
AACTGGAGCC
TTGITGATGAC
AGGATAAGAG
CCATCCTAAC
CCTTCATCCG
ATCTGGGCAA
TGGACTGGAT
GCACATATAT
AGGAGATCGT
AAACGT CCCG
AGGGCCTGIT
TCCTTAGCCA
CGCCCGTCCGA
CCGACGAGGT
GACCCGTTCT
AGGCAGCCAA
TCACCCTCTA

GITCTGATGA
TGTGCTCTCC
CAATTATTGC
ATAGAGCGCG
ACGCGACGGT
CGTCCCATCC
GCAGAACAAC
AAGGACAGCG
GGAAATCCTG
CCAATATGTC
GAGCCTGCTC
CGACGAGATT
GCGTTTCCGG
GAACGTGAGC
TTTCGCGAGA
GGAGCCGCCA
TGCACTCTAT
GCGGCTCTGC
AACCGATCCG
CAATGCCGAT
GCTGCTCAGC
CAAAGCCATT
CCAGGACAAT
CGTACTGITC
CATGCGCTAC
CTCACGCCAG
CCCTGITTCG
GCCATCGCGA
TAGITTTCAC
TCTATTCCAT
CATAACTCTG
CTCGATAGAC
TCTGTCCGAG
GAATGTCACC
AGGCACATTG
CGACATCCTC
GGGAGAGGCC
ACGAGCAGCT
CGGAGTAGTA
CTTTCTGGAA
TGTGCTTAGC
CGGCGAATAC
CACCACGACG
CAATGCCATC
CCGCTTCCTC
GGCCAATCCC
GCCGATGACG
CCATTTGACC
CGAGTATCGT
TCAGTGIGAC

TTCTCGTAAC
GCTGTGCGTG
ACAAAAGGCA
ACATATTCAA
GGCAACAACA
ATACACTTGC
AACAACATTA
TAGAGAGTCA
CGCGCGAGCG
TCCAAGCAGA
TTCATAGCCT
GCCCGTTCCA
AAGCGTGACA
GGTCAAATGT
AGGATACTCC
GCCGAGTATC
ATGCTCCAGA
AAGCACACCC
GACGATAGCG
GGCAGCACAC
TTTATTGATG
GAGAAATCGG
CCGGACGTAA
ACCGCTTTGC
AAGAGCGTAT
GCGCCCAATG
GGAACGGGAT
CACTCGCGCG
GGCACTACCA
CAGCAGCAGC
ATGGCACCCG
ATGCGCCTGG
GAGGATTCCC
CTGATTACGG
GCTGITTACC
ATTCACTTTG
AGTGCGTATA
ATTTACCAGA
CGCCGTCTAT
TCGGGCAGAG
GGGCGAATGC
GGCAAGGGEGEG
GTGATGCCTG
AAGCTGCGCT
GGCTCGATGC
GI'CACGCACA
CCCTTCACCT
TCCGATGTGG
CTAACCTCGT
AGITCGCTGA

AGCAAAAACA
GCTGTGAGTG
TGACAAACGT
ACAAGCTAGG
AAGGECTGTG
GTATTTACCA
AGAGT CAACT
TTGGAAAACT
CGAGCGGCAG
TCACAGCAAC
GGTTCTTATA
TTAGCACCGT
AGATGCTATT
ACAGCAGCGG
AGCTGAGGCG
TGGAGGAGAC
GCATTCGCAT
AATTGCTGGA
TCTATATCGT
TATCATTGAA
TCCTGTCGGG
TGGICATTCG
TGATTCGCGT
GCAACTACCT
CCACAATGAG
GGCCGCCCAT
CATCGCGGTGT
AGGAGCACAC
ATCTGITCAC
AGCAGCATTC
ATCCTTCGCA
TCCAATCCTC
ACATTATTGA
AGGGCAATGC
AGAGCAATCA
TGCATCCCGG
CCATTCGATC
TCATGCGACA
CGCCTCTGGT
CTGTCTATCG
GITCGGTTAT
ATCTTGT GGG
TGCGCGACTC
ACCCCATCGT
AGACGCGCTC
AGTACTCCAC
ACGAGCTCTA
TGCGCAAGCA
GGCTGGCGCA
GCGCGTGGAC

ACAAGATTTA
CGTTTGTGCG
[ceceeceeee
GACGGAGTAG
ATTTTACTTT
AATAAACGGA
AAACAGCAAA
GGCCGCGTAA
CTACAACACA
GGTGTACATG
CTTCAAACGA
AACCAATTCA
CTACGGCCGT
TAAGGGCTAC
GGATAATATG
AATCGAGGEC
TTTTGGACAT
ACTGATGGECC
TCAATCGGGEC
GACGGTCAGG
GAATCCCAGC
TCTGCCCATG
CATCCAGGTG
CGGTCTAAAT
TGGACCGATT
GGTGATCAGC
CTCGGTGACC
GCTATCCGAT
CGAGGT GCAT
GGTGGGCAAC
CTCGIGICTA
AGCGGTGGAC
GCCTTTTGTA
GGACGATGIT
GGATGCCACG
CGAAATCGTT
GAGAAGCATC
ACGACCACGC
GAGGCAGTGT
GCAGGACGAG
CACGCATCCT
CATCGTTGAA
GGAGCTGGECC
GGTGACCAAG
GGGCAGCGGEG
GGTGGECCCTG
CCACTCCCTC
GCTGGEECTCC
GCAGGAGGAC
ACAGCGCTGC
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3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281

5341

ATGCGACAGG
AAGTTCGAAC
TATCCGGAGG
TGGGTAACAA
TATCGCATTA
TTCTCGCGIT
GGAGCGCGTG
GITGACATGG
CGTAATATCA
TTCCTACAAC
AACAAGACGA
TTCACCCTCA
TGGCGITACG
AAAGATGGGEC
CATAATCTTG
CTGACCAACT
TTCACATCGC
TCCTGCGTAC
CCGATCGATA
TATGTGITTG
AATCAGTGGT
ACGITCATCG
GCGGAACTCT
AATACGGATC
ACGGAAATGG
ACACAGTCGT
CATATGICTA
GAAGCCACAA
GGAGCTACGG
AGCCCGAATA
AATGCAAATT
GIGCCTTTCG
CCAAGAAAGC
GCAATGACAA
TTAGCGTATG
ATCCACACAC
TATATATTTT
AATCCCCCTC
TATTTTAGGC

CTGACGITAT
GCGAGATCGA
CCAGCAATGC
AGCACCACCA
ATGATCTCTA
TGGCGECECTG
GAGCTGCCCA
TGGGECGECGT
CCACGGTAAC
TACTTGACCT
TCCACGACAC
CCACCGACAT
TACGCTCCTC
ACCTCTTCGCT
GAGCTGCTCA
ATGGCGACGA
CTGTGAAGGT
GCCAACTAGA
AGTACAAGAC
GCAAAAACTA
TCAACAAAGA
ATCTGGCGCA
TTAGCGAGGA
GGCGTCGCAT
ACTCGGACGT
CGCCGCCGAG
ATTGGCATTG
AAACACAAAC
CTGAGCAGCT
ACGAAACCAA
CGAAGCGT GG
CTTGCCAGAC
AACCGCAACT
GGAAAATTGT
AAACGATTAA
ATTGTAATGG
TACTGAAGCA
AACACAAAAT
AACAAATCTT

CCTGATCGTG
CCGGCTGECG
CAAGCCGGECC
TGTGCTCTGC
TAGTCGCGTC
GCTTACGGGC
CATTGGTATG
CAGCATCGGT
GCAGAAGGCG
CACCTACCCG
TTTCGGGGAC
AACCGCCAGT
CATGICGCTC
GGATGGCGGEC
CATAATCGCC
CCTAAGCGGT
GCCCGACTTG
GGAGGTCAAA
TCTAGCCTTC
CTTTGAGAGC
GCCACCCAAG
GATCGTGIGC
CGAAGACTGT
CCAGGTGICG
GGAGCTTGAC
TAACAGCAGG
GGGTGTGAAG
CGGTCAGGAG
GGTGGATAAA
AAACTAGCTA
CTATATACTC
GCCCAACGGC
ACTCAATCAT
TAACCTATAG
CCCACAATCC
AAGGCGCAAG
ACCGATATTG
TTAGCCCCAA
TTGITTAATG

AATTTAAAAA GGGAGTACAA ACAG

GGCCTCGECG
ATGCGAACGC
AACACGCTTA
GICAAGCGGA
CTGCTGICCG
AACTCGATTG
CTGAAGGCCA
GCCTTGATGG
CGCGAGTGGT
ATCACATCGA
GIGAGCATCG
TGCCATCGCA
AGTGGCTACA
TATGTGAATA
ATCGATGTGG
TGGTGGCTGC
CCGGACATCC
AACTCCGACT
GGCACGCTTCG
ATGGCCAAGG
CGGGTTAACC
CGTCTGCCGG
GATGGCTACA
CGCGCTGGCA
CTGAAGCTGG
TCGGACATGC
CACAAGGATG
CAGGAACTCC
GACAAGGAGG
TATATGGACA
AACAAGAAGC
ACAAGGTAAC
CAAATCTCCA
GITTTATAGC
TGCATCCCAT
AAGTCCACAA
TACTACCGAA
AATTGCCGCA
GICGGATTTT

ATCGATCACA
AAAAGGAGCT
GITGGCTAAA
TCTTCACGCG
AGCCAAACAT
GCCTGGTGCT
TCCAGGAGGC
GAGCTCTCTG
CAAAGAAAAT
TGITCTCCGG
AGGACCTGTG
TTCACACCAA
TGCCGCCGTT
ATCTGCCAGC
GATCCCAGGA
TCTACAAGAA
AATCCCGACT
ACTGCGAGTA
ACGAAATTCG
CTGGTCGATT
ATGCCTCCCT
AGACATACGC
TTTCGGAGCC
ACTCGITATC
AGCGCAAGAC
GCGGCAAGGA
AGACTGGCAG
AGCAGGAGCA
AGAACAAAGA
AACAAAACAA
ATTAACAAGC
CGCCCGeeee
ACGAAACGAA
AACCAAGACT
CCCTCTCATT
ACTTTCTATA
ATTGAGACTC
CACTCGTIGTA
TTTTGAAATG

CCTGGTCGGA
CGTCCTGCTA
TGCCCGACCC
CAAAAGT CAA
GCATTCCGAC
GGGCGEGCGEA
GGGCATACCT
GIGCTCGGAG
GACGAAATGG
ACGAGAGITC
GATACCCTAC
TGGATCTCTG
ATGCGATCCT
CGATGTGATG
TGACACTGAC
ATGGAATCCC
AGCCTATGIG
TATCCGACCG
AGACGTGGEEC
GGGCCECTTC
CAACGAGTAC
CGTGAATACC
GACCACACTG
CTTTTCCGAA
GGACAAGTCC
AGAGGCTAGA
CGGAGCCAAT
GCAGGATCAG
GAACAGAAGT
TTACAAATAC
CGAGGACGAG
CCCCACTTCA
GTAAAATATA
TAGGCTTAGC
CACCTAACCA
TACATATAGT
CTTCGCAATG
GTCTCTCTAT
CAAACAAATA
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Anhang

5.2 Sequenz des wildtypischen Drososophila melanogaster SWS-Proteins

TML: V- F®
MDVL EMLRASASGSYNTTFSDAVWCQYVSKQ TATVYMYFALVMVSLLFI AWFL YFKRMARLRLRDEI ARSI STVTNSSGDMVRGL RFRKRDK

ML FYGRRM. RKMKNVSGOMY SSGKGYKRRAVMRFARRI L QL RRDNVPLEMRTVEPPAEYLEET! EGSDRVPPDAL YMLQSI Rl FGHFEKPV

cNVP | H'8%- D
FLRLCKHTQLLELMAGDYLFKI TDPDDSVY! VOSGM NVYI SNADGSTL SLKTVRKGESVTSLLSFI DVLSGNPSYYKTVTAKAI EKSWVI

RLPMQAFEEVFQDNPDVM RVI QVI M RLQRVLFTALRNYL GLNAEL VQNHVRYKSVSTMSGPI NSQTSQSSRQAPNGPPMVI SQVNL MQS

sws'
AVSGTGSSGVSVTVTRPPSSPSRHSREEHTL SDPNPNPDGSFHGT TNL FTEVHGDAPNADL FHQQQQQRHSVCENL STRRSSI TLMAPDPSHS

cNVP | |: F*5-RY7
CLQTPGVTTSI DVRLVQSSAVDSLRKELGLSEEDSHI | EPFVEL RELEPNVTLI TEGNADDVCVWEVMT GTLAVYQSNQDATRAKQDKSDM

TMVR: FS550.| 572
LI HFVHPGEI VGGLAMLTGEASAYTI RSRSI TRI AFI RRAAI YOI MRORPRI VLDLGNGVVRRL SPLVRQCDYALDW FLESGRAVYRQDE

CNVP 11 A%20.|78
SSDSTY! VLSGRVRSVI THPGGKKEI VGEYGKGDLVG VEM TETSRTTTVMAVRDSELAKL PEGLFNAI KLRYPI WTKLI SFLSHRFLG

SMQTRSGSGAPGAPVEANPVTHKYSTVALVPI TDEVPMTPFTYEL YHSL CAI GPVLHL TSDVVRKQLGSNI FEAANEYRL TSW.AQQEDRN

I'1 TLYQCDSSL SAWIQRCVRQADVI LI VGLGDRSHL VGKFEREI DRLAMRTQKEL VLL YPEASNAKPANT L SW.NARPW/TKHHHVL CVKR

TMB: W44 | %8 T™A: A4 98
| FTRKSQYRI NDLYSRVLL SEPNVHSDFSRLARW . TGNSI GL VL GGGGARGAAHI GMLKAI QEAG PVDMWGGVSI GALMGALWCSERNI T

UPF0028: L°%%°- R'#8
TVTQKAREWSKKMTKWEL QLL DLTYPI TSMFSGREFNKTI HDTFGDVSI EDLW PYFTLTTDI TASCHRI HTNGSLWRYVRSSMSL SGYMP

PL CDPKDGHL LL DGGYVNNL PADVMHNL GAAHI | Al DVGSQDDTDL TNYGDDL SGWAL L YKKWNPETSPVKVPDL PDI QSRLAYVSCVRQL

EEVKNSDYCEYI RPPI DKYKTLAFGSFDEI RDVGYVFGKNYFESMAKAGRL GRFNQWFNKEPPKRVNHASLNEYTFI DLAQI VCRLPETYA

VNTAELFSEDEDCDGY| SEPTTLNTDRRRI QVSRAGNSL SFSETEMDSDVEL DL KL ERKTDKSTQSSPPSNSRSDVRGKEEARHVMSNVWHWG

VKHKDET GSGANEATKT QT GQEQEL QREQQDQGATAEQL VDKDKEENKENRSSPNNETKN 1425 aa
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