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1. Einleitung

Die koordinierte Reaktion von tierischen Organismen auf externe und interne Reize basiert
auf der addquaten Signalverarbeitung durch komplexe Nervensysteme. Sie stellen die am
hochsten organisierte Struktur im Bereich der belebten Materie dar. Trotz unterschiedlicher
Entwicklungsstufen ist allen Nervensystemen die Grundstruktur eines neuronalen Netzes
gemeinsam, welches sich aus der Verkniipfung der einzelnen Bausteine, den Nervenzellen
(Neuronen), assembliert. Im humanen Zentralnervensystem (ZNS) steht ein Neuron
durchschnittlich mit 1000 weiteren Nervenzellen in Kontakt. Dem gerichteten
Informationsfluss liegt dabei eine morphologische Polarisierung der Neurone zugrunde,
welche auf der Bildung von dendritischen (Input-Region) und axonalen (Output-Region)
Zellfortsdtzen beruht. Das Wachstum dieser primér undifferenzierten Neurite sowie ihre
Spezialisierung erfolgen wihrend der Neurogenese und sind an die Expression spezifischer
wachstumsassoziierter Proteine (GAPs: growth-associated proteins) gebunden (Skene &
Willard, 1981). Die Bildung dieser Proteine wihrend der Entwicklung oder Regeneration
erfolgt tempordr und wird durch Faktoren, die eine stabilisierende Wirkung auf das
neuronale Netzwerk ausiiben, abgeldst (Kapthammer & Schwab, 1994b; Kapfhammer,
1997). Solche Wachstumsinhibitoren werden héiufig von Gliazellen exprimiert. Sie
bewirken in den Neuronen die Aktivierung intrinsischer Faktoren, die die Transkription
von GAP-Proteinen herunterregulieren und die Expression von ,,Ankerproteinen® initiieren
(Schwab & Caroni, 1988). Im Kontext der GAP-Hypothese (Skene & Willard, 1981;
Skene, 1989; Bisby & Tetzlaff, 1992) werden die wachstumsregulatorischen Proteine in
zwei funktionelle Klassen eingeteilt. (1) Konstitutiv exprimierte Faktoren wie Aktin, é-
Tubulin und Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) formen als Strukturproteine das
axonale bzw. dendritische Geriist. Dabei spiegelt sich die Assemblierung dieser hdufig
filamentosen Partikel unmittelbar in der motorischen Aktivitit des Wachstumskegels
(growth cone) wieder (Heidemann, 1996). (2) Die zweite Gruppe von GAPs umfasst
Proteine, die als molekulare Schalter agieren und zelluldre Differenzierungsprozesse
regulieren. Thre Funktion besteht z.B. in der Einleitung und Aufrechterhaltung des
Neuritenwachstums (Initiation der Neuritogenese und Neuritelongation). Diese Proteine
sind insbesondere fiir das gerichtete Wachstum der Axone verantwortlich. Als , Taster*

sind sie hdufig an der Spitze des auswachsenden Axons an bzw. in der Membran



lokalisiert, wo sie in die Integration extrazelluldrer Signale eingebunden sind. Die
Navigation der auswachsenden Axone, die beim Menschen ihre Zielzellen in einer
Entfernung von bis zu einem Meter kontaktieren, ist fiir die korrekte Verkniipfung des
neuronalen Netzes von grofBer Bedeutung. Dabei werden die Wachstumskegel durch
zahlreiche entwicklungsregulierte, extrinsische Signale geleitet. Aufgrund ihrer Struktur
werden sie in Gruppen zusammengefasst, zu denen z.B. die Netrine (Manitt & Kennedy,
2002), Ephrine (Himanen & Nikolov, 2003; McLaughlin ef al., 2003) und Semaphorine
(Piischel, 1996; Bagri & Tessier-Lavigne, 2002) gehoren. Diese ,,Wegweiser™ stehen in
direktem Kontakt mit dem auswachsenden Axon und navigieren den Wachstumskegel
durch attraktive oder repulsive Wirkung (Sperry, 1963; Reichardt & Tomaselli, 1991;
Brose et al., 1999). Ihre evolutiv konservierte Funktion bei Vertebraten und Invertebraten
wurde unter anderem fiir die Semaphorine nachgewiesen (Legg & O'Connor, 2003). Die
Bindung dieser Molekiile an axonale Membranrezeptoren 16st die Aktivierung von
Signaltransduktionskaskaden aus. Am Beispiel des Integrinrezeptors konnte gezeigt
werden, dass der aktivierte Rezeptor in Second-messenger-Systeme eingreift und zur
Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration fithrt (Wu ef al., 2001). Diese Prozesse
finden lokal begrenzt, in so genannten ,,hot spots® der Zellmembran, statt. Innerhalb dieser
Mikrodoménen iibernehmen Kalziumionen eine entscheidende regulatorische Funktion.
Neben der direkten Interaktion mit Effektoren reguliert das lon iiber das Kalzium-bindende
Protein Calmodulin zahlreiche Enzyme und Ionenkanidle (Anglister et al., 1982; Spitzer,
1991; Zheng et al., 1996; Gu & Spitzer, 1997). Das quantitativ dominierende Calmodulin-
bindende Protein im Wachstumskegel bei Vertebraten-Neuronen reprédsentiert den
»Prototyp™ der GAP-Proteine. Es wird als growth-associated protein GAP-43 bezeichnet
(Skene & Willard, 1981; Benowitz & Routtenberg, 1997; Oestreicher ef al., 1997). Seine

Nomenklatur richtet sich nach dem apparenten Molekulargewicht von 43kDa.

1.1 Growth-associated protein 43 (GAP-43)

Das growth-associated protein wurde in den 70er Jahren als synaptisches Phosphoprotein
B-50 (Zwiers et al., 1976; Aloyo et al., 1983) bzw. F1 (Ehrlich & Routtenberg, 1974;
Akers & Routtenberg, 1985; Lovinger et al., 1986; Rosenthal et al., 1987), als Ca*'-
unabhéngiges Calmodulin-bindendes Protein p57 (Andreasen et al., 1983; Cimler et al.,

1987) bzw. Neuromodulin (Alexander et al., 1988) sowie als membranstindiges,



wachstums- und regenerationsassoziiertes Protein pp46 des axonalen Wachstumskegels
(Katz et al., 1985) bzw. GAP-43 (Skene & Willard, 1981; Meiri et al., 1986; Skene et al.,
1986) unabhingig identifiziert (Skene, 1989). Der unterschiedliche Kontext, in dem
GAP-43 entdeckt wurde, spiegelt die vielfaltigen Interaktionen des Proteins wider.

1.1.1 Struktur

Das Protein GAP-43 wurde unter anderem bei Mensch (Kosik et al., 1988; Ng et al.,
1988), Ratte (Nielander et al., 1987), Rind (Wakim et al., 1987), Huhn (Baizer et al.,
1990), Goldfisch (LaBate & Skene, 1989) und Krallenfrosch (Shain et al, 1995)
sequenziert. Humanes GAP-43 besteht aus 238 Aminosduren, im Sequenzvergleich mit
dem GAP-43 anderer Vertebraten werden zwei konservierte Domédnen (Skene, 1989;

LaBate & Skene, 1989) deutlich (Abb.1.1).
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Abb.1.1: Sequenzvergleich des growth-associated protein (GAP-43) verschiedener Vertebraten. Im
Alignment sind die Proteine von Mensch (hs), Ratte (rn), Krallenfrosch (x1) sowie Goldfisch (ca)
dargestellt. Der konservierte Aminoterminus umfasst die Membranbindedoméne (MBD) mit den
palmitoylierten Cys3 und Cys4 sowie die Proteinkinase C-regulierte Calmodulinbindedoméne vom
IQ-Typ mit einem Serinrest (GAP-Modul).
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Membranbindedomdine

Der aminoterminale Bereich GAP-43[1-14] agiert als Membranbindedomine. GAP-43 ist
kein Transmembranprotein. Es wird durch einen hydrophoben Fettsdureanker an die innere
Seite der Plasmamembran gebunden (Basi et al., 1987; Skene & Virag, 1989; Wiederkehr
et al., 1997). Die posttranslationale Acylierung des Proteins erfolgt als Mono- oder
Dipalmitoylierung der Cysteinreste Cys3 und Cys4 und ist reversibel (De Graan et al.,
1993; Liu et al., 1993). Fir die Membranlokalisation von GAP-43 ist neben den beiden
Cysteinen die aminoterminale Doméne mit den basischen Aminosduren Arginin (Argb6,
Arg7) und Lysin (Lys9, Lys13) von wesentlicher Bedeutung (Liang et al., 2002). Dariiber
hinaus enthdlt das Membranbindemotiv von GAP-43 die Konsensussequenz hydrophob-
Leu-Cys-Cys-X-basisch-basisch, die als intrazellulire Aktivierungsdomine fiir die G-
Proteine Gy und G; wirkt (Strittmatter et al., 1990, 1991a, b; Aarts et al., 1998). Die
Palmitoylierung von GAP-43 verhindert diese Stimulation (Sudo et al., 1992).

Calmodulinbindedomdne

Das 17 Aminosduren umfassende, hoch konservierte Motiv KAATKIQASFRGHITRK stellt
eine Proteinkinase C (PKC)-regulierte Calmodulinbindedoméne vom IQ-Typ dar
(Alexander ef al., 1988): eine Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration oder die
Phosphorylierung von Ser4l (hGAP-43) (Aloyo et al., 1983; Akers & Routtenberg, 1985;
Nelson & Routtenberg, 1985) beenden bzw. verhindern die Bindung von Calmodulin
(Alexander et al., 1987; De Graan et al., 1990). Umgekehrt stellt das CaM-gebundene
GAP-Modul fiir die PKC kein Substrat mehr dar. In Anwesenheit von Phosphatidyl-
glycerol wurde eine Konformationsinderung des GAP-Moduls von einer random coil-
Konformation in eine a-Helix beobachtet, die durch Phosphorylierung oder CaM-Bindung
aufgehoben wurde (Hayashi et al., 1997). Die Hypothese, nach der das amphiphile GAP-
Modul an Membranen bindet und direkt an der Plasmalemmlokalisation von GAP-43
beteiligt ist (Hayashi et al., 1997), wurde nicht bestétigt und gilt als unwahrscheinlich.
Eine ,funktionelle Minimallosung“ charakterisiert das GAP-Modul als Calmodulin-
speicher, der Calmodulin in der Subplasmalemma-Zone bindet und es bei entsprechenden
Second-messenger-Signalen (DAG, Ca*"-Anstieg) zur Aktivierung von CaM-abhingigen

Kaskaden entldsst (Skene, 1989; Hens et al., 1995; Verkade et al., 1997).



Carboxyterminus

Der C-Terminus verschiedener GAP-43 Proteine besitzt zwar eine geringere
Sequenzhomologie, zeigt aber eine konservierte Aminosdurezusammensetzung.
Insbesondere dieser Bereich zeichnet sich durch negativ geladene Aminosdurereste aus
(LaBate & Skene, 1989) und verleiht dem Protein seinen sauren Charakter mit einem
isoelektrischen Punkt (IEP) zwischen 4,4 und 4,6 (Zwiers et al., 1985). Er gilt als mogliche
Bindestelle fiir Aktinfilamente (Moss et al., 1990; Meiri & Gordon-Weeks, 1990,
Strittmatter et al., 1992; He et al., 1997).

1.1.2 Lokalisation und Expression

GAP-43 st ein selektiv neuronal exprimiertes Protein, dessen Lokalisation auf
priasynaptische Areale konzentriert ist (Ramakers et al., 1992). Das Expressionsniveau ist
entwicklungsabhingig reguliert und erreicht Maximalwerte von 50-100uM (Apel & Storm,
1992) in auswachsenden und regenerierenden Axonen. Die Lokalisation an der
cytoplasmatischen Seite des Axolemma sowie an Elementen des Cytoskeletts wurde
elektronenmikroskopisch nachgewiesen (Gispen et al., 1985; Norden et al, 1987; Van
Lookeren Campagne et al., 1991a, b; Wiederkehr et al., 1997). GAP-43 Immunreaktivitit
wird in den Wachstumskegeln auswachsender Nervenzell-Fortsdtze detektiert (Abb.1.2).
Dabei erfolgt die Lokalisation in zahlreichen Neuriten einer Zelle. Mit Beginn der
neuronalen Polarisierung weist das Protein eine exklusiv axonale Lokalisation auf (Goslin
et al., 1988, 1990), die durch seine aminoterminale Doméne codiert wird (EI-Husseini et

al., 2001).

Abb.1.2: GAP-43 ist wihrend der Neurito-
genese in den Wachstumskegeln aller Neurite
(A), nach der Differenzierung des Axons
selektiv im axonalen Wachstumskegel (B)
lokalisiert (Goslin et al., 1990).




Dabei wurde ein direkter Zusammenhang zwischen der Navigation des Wachstumskegels
und dem Phosphorylierungsstatus des Proteins identifiziert: wihrend die Expansion des
Wachstumskegels mit der Phosphorylierung von GAP-43 korreliert ist, iiberwiegt wihrend
stagnierender Wachstumsphasen sowie bei der Retraktion die Dephosphorylierung des
Proteins (Dent & Meiri, 1998). Es wird diskutiert, ob GAP-43 am Neuritenwachstum oder
an der Determination der axonalen Differenzierung beteiligt ist (Goslin et al., 1990).

Uber die ontogenetische Entwicklung der GAP-43 Immunreaktivitit wurden umfangreiche
Lokalisationsstudien an der Ratte (Fitzgerald et al., 1991; Kawasaki et al., 2001; Karimi-
Abdolrezaee et al., 2002), der Katze (Nacimiento et al., 1993), dem Kénguru (Hassiotis et
al., 2002) und dem Mensch (Kanazir ef al., 1996;) durchgefiihrt. Ubereinstimmend wurde
die intensive Expression des Proteins zu Beginn der Axogenese und wéhrend der axonalen
Elongation beobachtet (Fitzgerald et al., 1991; Kawasaki et al., 2001). Mit Beginn der
Synaptogenese und zunehmender Myelinisierung im ZNS kommt es zu einem nachhaltigen
Absinken des GAP-43 Titers (Kapthammer & Schwab, 1994a, b). Im Rattengehirn konnte
ein direkter Zusammenhang zwischen der Differenzierung von Oligodendrocyten und der
sinkenden GAP-43 Expression durch die gliale Expression der Wachstumsinhibitoren NI-
35 (neurite-growth inhibiting protein-35) und NI-250 (Schwab et al., 1993; Bandtlow &
Schwab, 2000) nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass durch die Myelinisierung
von Arealen des ZNS und der damit verbundenen Herabregulation von GAP-43 eine
Stabilisierung des etablierten neuronalen Netzes eingeleitet wird. Grundlage fiir eine
regelrechte Publikationsflut {iber neuronale Regeneration bildete der Nachweis, dass im
ausdifferenzierten Nervensystem eine Reexpression des Proteins in axotomierten,
regenerierenden Neuronen erfolgt (Tetzlaff et al., 1991; Chong et al., 1992; Linda et al.,
1992; Li et al., 1996; Kapthammer, 1997; Chaisuksunt et al., 2000; Kwon et al., 2002).
Die regenerationsassoziierte Genexpression (RAG) (Fernandes et al., 1999) von GAP-43
kann lasionsinduziert und unter Schaffung eines wachstumsfordernden Milieus, z.B. durch
periphere Nerventransplantate (Bunge, 2001), Applikation von trophischen Faktoren
(Plunet et al., 2002) oder Myelininhibitor-Inhibition (Thallmair, 1999; Merkler et al.,
2001) embryonale Expressionswerte erreichen.

In weiten Bereichen des ausdifferenzierten Nervensystems erfolgt eine persistente
Expression von GAP-43. Dazu zdhlen Regionen mit hoher synaptischer Plastizitit, zu

denen z.B. der Hippocampus und der Bulbus olfactorius gehdren (Ramakers et al., 1992).



Eine aktive FEinbindung von GAP-43 bei der Langzeitpotenzierung wurde durch
elektrophysiologische Untersuchungen an Hippocampus-Schnitten entdeckt (Fagnou &
Tuchek, 1995; Benowitz & Routtenberg, 1997). Im Mausmodel induziert die Expression
einer permanent phosphorylierten GAP-43(Ser41Asp)-Mutante die Verstdrkung von
Langzeit-Potenzierung (Hulo et al., 2002; Routtenberg et al., 2000).

Dartiber hinaus bleiben im ausdifferenzierten Nervensystem zahlreiche Areale GAP-43
immunreaktiv (Nacimiento et al., 1993; Kapthammer & Schwab, 1994b). Aus seiner
priasynaptischen Konzentration resultiert eine immunhistologische Lokalisation in
verschiedenen Neuropilbereichen des ZNS (Nacimiento et al., 1993). Dazu zéhlen die
olfaktorischen Glomeruli und das Neuropil der Granulazellen (De la Monte et al., 1989;
Ramakers, et al., 1992) sowie das Neuropil im Riickenmark (Kawasaki et al, 2001).
Insbesondere die persistente GAP-43 Immunreaktivitit der Lamina superficialis (Curtis et
al., 1993) wurde bei der Katze (Nacimiento, ef al., 1993) sowie dem Menschen (Brook et
al., 1998) bestitigt. Ebenso kann an zahlreichen Stellen des peripheren Nervensystems eine
kontinuierliche GAP-43 Expression auf hohem Niveau nachgewiesen werden (Stewart et
al., 1992). Dazu zdhlen autonome Nervenfasern des enteralen Nervensystems (Sharkey et
al., 1990), perivasculire Nervenendigungen sowie Nervenendigungen am Herzen
(McGuire et al., 1988) und Pankreas (Houwing et al., 1996; Stewart et al., 1992). In
motorischen Fasern wird die Expression nach erfolgreicher Innervation und
Synapsenbildung zwar herunterreguliert (Verhaagen et al., 1988; Reynolds et al., 1991;
Caroni & Becker, 1992), aber nicht vollstindig eingestellt (Li & Dahlstrom, 1993). In
intramuskuldren Nervenfasern und neuromuskuldren Synapsen wurden beim adulten
Menschen licht- und elektronenmikroskopisch persistente hGAP-43-Level detektiert
(Hesselmans et al, 1989). Die funktionelle Bedeutung der persistenten GAP-43
Expression wird mit synaptischer Plastizitit dieser Nervenfasern interpretiert (Sharkey et

al., 1990; Kawasaki et al., 2001).

Neurotransmitter

GAP-43 wurde in zahlreichen Transmittersystemen nachgewiesen. Eine Kolokalisation des
Proteins mit den Neurotransmittern GABA und Dopamin wurde im Gehirn beobachtet
(Alonso et al., 1995). Im Riickenmark adulter Ratten exprimieren serotonerge Fasern im

Bereich von Motoneuronen und des dorsalen Horns GAP-43 (Ching et al., 1994). Zudem



wurde ein funktioneller Zusammenhang zwischen GAP-43 und der Freisetzung von
Noradrenalin, B-Endorphin und Cholecystokinin beobachtet (Dekker et al., 1989b; Hens et
al., 1993; Kumagai-Tohda et al., 1993). Dabei ist die Sekretion der Neurotransmitter an die
Membranassoziation von GAP-43 sowie die Phosphorylierung des GAP-Moduls gebunden
(Hens et al., 1995; Gamby et al., 1996). Die Freisetzung dieser Transmitter konnte durch
die Applikation von GAP-43 Antiserum verhindert werden (Dekker et al., 1989a; Hens et
al., 1995).

1.1.3 Physiologische Funktion

GAP-43 gilt als intrinsische Determinante der neuronalen Entwicklung und Plastizitét
(Benowitz & Routtenberg, 1997). Seine vitale Relevanz wird durch postnatale Letalitét
von Méusen mit homozygotem GAP-43-Knockout unterstrichen (Zhu & Julien, 1999;
Strittmatter et al., 1995). Aufgrund des hohen GAP-43 Niveaus wéhrend Entwicklungs-,
Regenerations- und Lernprozessen wird das Protein als Marker fiir axonales Wachstum
und synaptische Plastizitdt verwendet. Ein funktioneller Zusammenhang zwischen GAP-43
und Axonsprossung konnte auf molekularer Ebene bisher nicht aufgezeigt werden.
Dennoch wurde dem Protein, trotz ungeklarter physiologischer Funktion, das Attribut eines
»Axonmachers® verlichen. Gestiitzt wird diese Hypothese durch Experimente, in denen die
Uberexpression des Proteins in nicht-neuronalen Zellen das Wachstum von Zellfortséitzen
induziert (Zuber et al., 1989; Widmer & Caroni, 1993; Strittmatter et al., 1994; Gamby et
al., 1996; Widerkehr et al, 1997; Aarts et al., 1998). Diese langen, unverzweigten,
senkrecht von der Zelloberfliche wachsenden Filopodien werden als neuritdhnliche
Fortsdtze interpretiert (Abb.1.3). In GAP-43 transgenen Maiusen induziert die
Uberexpression des Proteins zusitzliche Aussprossungen axonaler Endigungen (Aigner et
al., 1995; Harding et al., 1999). lhre Bildung unterstreicht die morphogenetische

Kompetenz des growth-associated protein-43.

Abb.1.3: In Ratten-GAP-43-transfizierten Fibroblasten (rechte
Zelle) ist das Protein membranlokalisiert und fiihrt zur Bildung
von Filopodien (Aarts et al., 1998).




Einer primédren Funktion in der Axogenese widersprechen allerdings Befunde an GAP-43-
defiziten Neuronen, die zum axonalen Wachstum befdhigt sind (Baetge & Hammang,
1991; Jap Tjoen San et al., 1992; Shea, 1994; Shea & Benowitz, 1995, Meiri et al., 1998).
Aufgrund der Komplexitit des Vertebraten-Nervensystems ist auch gegenwirtig
umstritten, ob in vivo die Neurogenese jeder Nervenzelle obligat mit der Bildung von
GAP-43 verbunden und dessen Expression ein charakteristisches Merkmal aller Neurone
ist (Brook et al., 1998; Campbell et al, 1999). Basierend auf der intensiven
Immunreaktivitdit und in situ-Hybridisierungssignale embryonaler Nervensysteme
gegeniiber GAP-43 wird postuliert, dass alle Nervenzellen in bestimmten Entwicklungs-
stadien das Protein exprimieren (De la Monte et al., 1989). Bisher wurden jedenfalls keine
Nervenzellen identifiziert, deren normale Neurogenese (Axogenese, Weg- und
Zielfindung, Synaptogenese) ohne die native Expression des Proteins verlauft (Strittmatter

et al., 1995).

1.2 GAP-43 Homologe bei Invertebraten

Die Genomanalysen von Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans bildeten
die Grundlage, um zahlreiche homologe Genprodukte bei Vertebraten, insbesondere dem
Menschen, zu identifizieren. Im Gegensatz zur Historie dieser Molekiille wurde ein
mogliches Invertebraten-Pendant zu GAP-43 erst 10 Jahre nach dessen Isolation detektiert.
Dieses Invertebrate-GAP-43-Like (IGLOO) Protein (Drosophila) wird aufgrund der
konservierten Calmodulinbindedoménen, die als GAP-Module bezeichnet werden, als
GAP-43-Homologon charakterisiert (Neel & Young, 1994). Im Hybridisierungsexperiment
wurden von igloo zwei Transkripte nachgewiesen, die als igloo-L und igloo-S bezeichnet
werden. Die mRNA von igloo-L codiert fiir 240 Aminosduren, das entsprechende Protein
enthilt drei GAP-Module. Das kiirzere Transkript igloo-S codiert fiir 122 Aminosduren. Es
zeigt vollstdndige Sequenzhomologie zum Carboxyterminus von IGLOO-L und enthélt
zwei GAP-Module (Abb.1.4). Die GAP-Module der IGLOO-Proteine werden als V-, T-
und S-Modul (IGLOO-L) bzw. T- und S-Modul (IGLOO-S) bezeichnet. IThre Nomenklatur
richtet sich nach der Aminosdure, die dem PKC-Substrat Ser4l im hGAP-43 Protein
entspricht. Eine Phosphorylierung beider Proteine erfolgt durch die Proteinkinase C am T-
und S-Modul, jedoch nicht am IGLOO-L spezifischen V-Modul (Neel & Young, 1994).
Die Bindung von Calmodulin an die (unphosphorylierten) GAP-Module wurde



nachgewiesen (Neel & Young, 1994). AuBerhalb der konservierten Module zeigen
GAP-43 und IGLOO keine Sequenzhomologie. Die Isoform IGLOO-L enthélt jedoch an
threm Aminoterminus eine Sequenz, die eine Myristoylierung des Proteins am Gly2
ermoglicht. Diese Lipidmodifikation ist analog zur Palmitoylierung von GAP-43 und
wurde im in vitro Reticulocyten-Translationsassay bestétigt (Neel & Young, 1994). Es ist
jedoch nicht bekannt, ob durch die Myristoylierung von IGLOO-L das intrazelluldre

Targeting des Proteins, z.B. eine Membranassoziation, beeinflusst wird.

IGLOO-L 1 | Myr Y M 119 T ' s| |24o
IGLOO-S 1 T I S | |122

Abb.1.4: Schematische Darstellung der IGLOO-Proteine von Drosophila melanogaster. IGLOO-L
besitzt eine aminoterminale Myristoylierungssequenz (Myr) sowie drei GAP-Module (V, T, S). Die
Variante IGLOO-S enthilt zwei GAP-Module (T, S) und entspricht IGLOO-L[119-240] (nach Neel
& Young, 1994).

Die Expression beider Drosophila IGLOO-Isoformen erfolgt nervensystemspezifisch und
ist ab 50% der Embryonalentwicklung nachweisbar. Im Northern Blot-Experiment wird
eine maximale Expression der Transkripte im letzten Drittel der Embryogenese detektiert.
Das temporire Expressionsmuster beider igloo-Transkripte unterscheidet sich jedoch in
der weiteren Entwicklung. Igloo-S mRNA ist bis in adulte Stadien nachweisbar. Dagegen
zeigt igloo-L eine entwicklungsspezifisch regulierte Expression, die sich auf die spite
Phase der Embryogenese und abnehmend auf das erste und zweite Larvalstadium
beschrinkt. In adulten Drosophila wurden keine igloo-L Transkripte detektiert (Neel &
Young, 1994). Aufgrund der strukturellen und biochemischen Homologie zum GAP-43 der
Vertebraten gilt insbesondere die Isoform IGLOO-L als Kandidat fiir ein entsprechendes
Invertebraten-Pendant. Zur Abklarung dieser Vermutung bedarf es Untersuchungen, die

eine funktionelle Homologie zwischen IGLOO und GAP-43 belegen.
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1.3 Ziel der Arbeit

Das Protein GAP-43 tritt bei Wirbeltieren hoch konserviert auf. Es gilt als intrinsische
Determinante der neuronalen Entwicklung, obwohl auch gegenwiértig nicht bekannt ist, ob
die Neurogenese aller Nervenzellen an die Expression des Proteins gebunden ist. Fiir
entsprechende Expressionsstudien bieten sich Einzelzelluntersuchungen im Nervensystem
von Insekten an. Identifiziert werden diese Neurone durch ihre spezifische
Neurotransmitterexpression, zu denen z.B. die Neuropeptide Sulfakinin (Nachman et al.,
1986) und crustacean-cardioaktive peptide (CCAP; Stangier et al., 1989) gehoren.
Aufgrund der giinstigen experimentellen Handhabbarkeit ist die Amerikanische Schabe als
Objekt fiir morphologische Untersuchungen zur neuronalen Genese und Regeneration
pradestiniert (Boulton, 1969; Fourtner & Kaars, 1990). Ziel meiner vorgelegten Arbeit war
es, die Expression des GAP-43 homologen Proteins bei Insekten, IGL-L, wéhrend der
Genese eines identifizierten Neuronenpaares im Zentralnervensystem der Amerikanischen
Schabe, Periplaneta americana, zu untersuchen. Ihr Nervensystem ist zwar morphologisch
intensiv untersucht, auf molekularem Gebiet liegen gegenwairtig nur wenige Informationen
vor. Basierend auf den Kenntnissen iiber GAP-43-Homologe bei Drosophila (Neel &
Young, 1994) wurde bei der Schabe das Gen Periplaneta igl kloniert und sequenziert. Die
identifizierten Transkriptionsprodukte, ig/-L und igl-S, wurden auf ihre subzelluldre
Lokalisation sowie die Kompetenz zur Filopodienbildung in iiberexprimierten nicht-
neuronalen Zellen (CHO-Zellen) untersucht.

Fir die immuncytochemische Detektion der Variante Periplaneta 1GL-L wurde ein
polyklonaler Antikorper generiert, mit dem die Expression des Proteins studiert werden
sollte. Untersucht wurde, ob ein Paar protocerebraler deszendierender Interneurone (PDS-
Neurone; Agricola & Braunig, 1995) mit Immunreaktivitit gegeniiber Perisulfakinin
(Veenstra, 1989) IGL-L exprimiert. Die Somata dieser PDS-Neurone sind in der Pars
intercerebralis lokalisiert, ihr axonaler Ausldufer zieht kontralateral durch das Bauchmark
bis ins Terminalganglion. In den Ganglien zeigen diese Interneurone ein stereotypes
Arborisationsmuster und bilden zahlreiche Varikosititen. Aufgrund ihrer Morphologie
wurde an diesen Nervenzellen die Genese und das Regenerationspotenzial zentralnerviser
Interneurone bei Insekten untersucht (Hanold, 2000; Hanold & Agricola, 2000; Hanold &
Agricola, 2001). Die Neuritogenese der PDS-Zellen beginnt bei 40% der embryonalen

Entwicklungszeit. Durch das Streckungswachstum des Nervensystems nimmt die Linge
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der Axone jedoch bis zum Erreichen des Imaginalstadiums betrdchtlich zu
(Ldnge embryonales zns = 3mm, Lange aquies zns = 2,5¢cm). Eine Axotomie der PDS-Neurone
fiihrt innerhalb weniger Tage zu Aussprossungen am proximalen Axonstumpf, die
abortives, regeneratives Wachstum kennzeichnen. Die PDS-Zellen sind als Modellneurone
pradestiniert, um die Expression von IGL-L wihrend embryonalem und l4sionsinduziertem
Neuritenwachstum auf Einzelzellebene zu studieren.

Weiterhin wurde widhrend der embryonalen und postembryonalen Entwicklung von
Periplaneta americana die Bildung von IGL-L im zentralen und peripheren Nervensystem
sowie in nicht-neuronalem Gewebe untersucht. Anhand der Raum-zeitlichen Expression
sollte analysiert werden, durch welche Eigenschaften IGL-L-exprimierende Nervenzellen
charakterisiert sind. In diesem Zusammenhang wurde die Expression von IGL-L in
proctolinergen Neuronen des Terminalganglions (Eckert ez al., 1981), viszerale Muskulatur
(Hertel & Penzlin, 1992; Wegener & Nassel, 2000) und Skelettmuskulatur innervierenden
Fasern (Witten & O'Shea, 1985) sowie FMRFamid-like peptidergen Nervenfasern am
dorsalen HerzgefdB (Ude & Agricola, 1995) untersucht.

Die vorliegende Arbeit ist darauf ausgerichtet, durch Uberexpression und
immuncytochemische Detektion funktionelle Aspekte des Insektenproteins IGL-L zu
untersuchen. Dabei soll die strukturelle Homologie zum Vertebratenprotein GAP-43 auf
funktionelle = Gemeinsamkeiten, bzw. Unterschiede, erweitert werden. Unter
Berticksichtigung der Unterschiede zwischen dem Nervensystem von Vertebraten und
Invertebraten soll die Bewertung der IGL-Proteine dazu beitragen, neue Ansétze fiir die

kontrovers diskutierte Bedeutung des growth-associated protein-43 zu finden.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an der Amerikanischen Schaben, Periplaneta americana
(Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Tracheata; Hexapoda; Insecta; Pterygota; Neoptera;
Orthopteroidea; Dictyoptera; Blattaria; Blattoidea; Blattidae; Periplaneta) sowie der
Taufliege, Drosophila melanogaster, Stamm yellow-white (Eukaryota; Metazoa;
Arthropoda; Tracheata; Hexapoda; Insecta; Pterygota; Neoptera; Endopterygota; Diptera;
Brachycera; Muscomorpha; Ephydroidea; Drosophilidae; Drosophila) durchgefiihrt. Fiir
Spezifititstests des generierten IGL-L Antiserums wurden zusdtzlich die Schabenarten
Periplaneta australasiae und Blatta orientalis (Fam. Blattidae), Blattella germanica (Fam.
Blattellidae) sowie Leucophaea maderae (Fam. Blaberidae) verwendet. Alle Tiere
stammen aus der Laborzucht des [nstitutes fiir Allgemeine Zoologie und
Tierphysiologie/Zellbiologie der Friedrich-Schiller-Universitit Jena. Die Haltung der
Tiere erfolgte unter konstanten Bedingungen. Fiir Periplaneta americana wurde eine
Dauer der Embryonalentwicklung von 36 Tagen ermittelt. Postnatal durchlduft die
Amerikanische Schabe bis zur Imaginalhdutung acht Larvalstadien. Fiir die Untersuchung
der IGL-L Immunreaktivitit bei Embryonen wurden definierte Entwicklungsstadien ab
dem 14. Tag nach der Befruchtung fortlaufend bis zum Schlupf verwendet. Regenerations-

experimente wurden an Larven des achten Stadiums und an adulten Tieren durchgefiihrt.

2.1.1 Priparation

Zur Priparation von embryonalen Nervensystemen wurden die Kokons mit einem Skalpell
gedftnet und die Embryonen vom Chorion befreit. Tiere aller Altersstadien wurden von
dorsal in Tris-HCI-Puffer (50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, pH 7,4) prapariert. Es wurde
das gesamte Zentralnervensystem, bestehend aus Ober- und Unterschlundganglion,
Thorakal- und Abdominalganglien (whole mount-Praparat), entnommen. Schnittpraparate
wurden von entsprechenden Bereichen des ZNS bzw. Embryonen angefertigt. Weiterhin
wurden viszerale Muskulatur (Antennenherz, Hyperneuralmuskel, dorsales Herzgefal3),
Skelettmuskulatur (Dorsoventralmuskulatur des Thorax, longitudinale intersegmentale
Sternalmuskulatur des Abdomen, Beinmuskulatur), Speicheldriisen, Darm, Malpigische

Gefille, Fettgewebe und Hoden pripariert.
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2.1.2 Axotomie

Bei den kilteandsthesierten Tieren wurde das Abdomen medioventral fenestriert. Die
Hemisektion abdominaler Konnektive erfolgte mit einer desinfizierten Pinzettenschere
zwischen dem 4. und 5. oder dem 5. und 6. Abdominalganglion. Anschliefend wurde die
Wunde mit Chitin verschlossen und mit Dentalwachs versiegelt. Postoperativ wurden die

Tiere zeitnah (1-14 Tage) sowie zeitfern (4 und 6 Monate) priapariert.

2.2 Klonierung von igl/

2.2.1 Gewebeproben

Fiir die Amplifikation von igloo-L und igloo-S aus Drosophila melanogaster wurden
Larven, Puppen und adulte Tiere verwendet. Zur Amplifikation von Transkripten der
Amerikanischen Schabe wurden gesamte Embryonen unterschiedlichen Alters sowie
Zentralnervensysteme von Imaginalstadien verwendet. Unmittelbar nach der Pridparation
wurde das Gewebe in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Aufarbeitung bei -70°C

gelagert.

2.2.2 mRNA-Isolation

Die Proben wurden unter Stickstoff-Kiihlung mit einem sterilisierten Glashomogenisator
aufgeschlossen und die mRNA nach dem Oligotex™ Protokoll (QIAGEN) isoliert. Die
erhaltenen Eluate wurden zum einen direkt fiir RT-PCRs verwendet. Zusdtzlich wurden
von der Amerikanischen Schabe zwei cDNA-Genbinke mit dem ZAP Express® ¢DNA
Synthesis Kit and ZAP Express® ¢cDNA Gigapack® III Gold Cloning Kit (Stratagene, USA)
angefertigt. Als Gewebeproben wurden verschiedene Embryonalstadien (200mg; 4,48ug
mRNA) sowie Nervensysteme von Imaginalstadien (90mg; 2,02ug mRNA) verwendet.
Die Bestimmung des Phagentiters ergab 50.Tsd Phagen/ul fiir die embryonale und 22.Tsd
Phagen/pul fiir die adulte Genbank.
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2.2.3 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

Alle Sequenzen sind vom 5’- zum 3’-Ende angegeben.
FW: Primer fiir Sense-Strang, BW: Primer fiir Antisense-Strang

IUB-Codes fiir Redundanzen (Wobble-Basen):

M=A+C, R=A+g, W=A+T, S=g+C, Y=C+T, K=g+T, V=A+g+C, H=A+C+T, D=A+g+T,
B=g+T+C, N=A+g+C+T

Drosophila igloo Primer

Primer | Sequenz Beschreibung
467 AAT TTG GAT CCA GAT GGG CTG CAA CAC CAG CC igloo-L FW
468 AAT TTC TCG AGT TAC TCG GGATTG GCATCC TTG C igloo-L BW
647 GAA GCT TCG ATG AAA AAA TCG GAA ACC AAAACT GC | igloo-SFW
649 CTG GAT CCT CGG GAT TGG CAT CCT TGC GGG TC igloo-S BW

Periplaneta RNA Polymerase Primer

395 CGA CGT CTG ATA AAG GCT ATG GAG TC FW1
396 GCGTTCTCATTG GCC TGC BW1
397 GTG CGT AAC TCT GTG GGC CAG FwW2
398 TAT GAA AGA TCT TCT GCA CAT TCC BW2

Periplaneta igl Primer

727 AAD GCY GCA ACV AAA ATT CAG degeneriert, GAP-Modul

728 GTG DCC HCG GAA VVH GGC CTG degeneriert, GAP-Modul

750 CGT TCG CGG CAG ACT ATG AAG

766 GCG TTG CACAAT TCTTGATCGTT

793 GCG TTG CAC AAT TCTTGATCGTT 766-biotinyliert

794 CTT CAT AGT CTG CCG CGA ACG

830 GGC ACG AGG CGACGT CGTGTG T

831 GAC GAC CCA GAA ACC GAG AAAGCT GC

832 GTG ACC TCG GAA GAC GGC CTG GAT C

843 GCT ACT AAG ATC CAGGCC GTCTTC

852 CGT TCG CGG CAG ACT ATG AAG biotinyliert

998 TCATTG GCCCGCTGCTGC TTC

1026 |ATG GGM TGY AAC ACN WSB CAR GAR YTN AAR ACN AA | degeneriert, 5'-Ende

1037 | GAA AGA ACA AGT TGG CAA CAATGC

1038 |GCA GTC CCT GAG ATT GACATC G

1039 |CGA TGT CAATCT CAGGGACTGC

1040 |GCATTGTTG CCAACT TGTTCT TTC
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Proteinexpression:

1019 [AAGCTTTCATTG GCCCGCTGCTGCTTC HindIIl, BW

1105 |GGA TCC ATG GGT TGC AAC ACAAGT AAAGAAGCTG BamHI, FW

1123 |AAG CTT AGT CTG CCG CGA ACG ATG GCC HindIIl, BW

Transfektion:

1132 | CTC GAG ATG GGT TGC AAC ACA AGT AAA GAA G | Xhol, igl-L FW

1133 | CTC GAG ATG AAG AGT GGA GAC GCT AAG GAG | Xhol, igl-SFW

1134 |GGA TCC CGT TGG CCC GCT GCT GCT TCC TC BamHI, igl BW

sonstige Primer :

767 GCT CGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG T3

768 CGA CTC ACT ATA GGG CGA ATT GG T7

1207 | GAC CAC GCG TAT CGATGT CGA CTT TTT TTT TTT TTTTTV |80 4t
nkerprimer

1208 |GAC CAC GCG TATCGATGTCGAC PCR Anker-primer

IR-markierte Sequenzierprimer:

T7-IR TAA TAC GAC TCA CTATAG GG fir pGEM-T

SP6-IR CGATTT AGG TGA CAC TAT AG fiir pPGEM-T

496-IR GAC ACGCTGAACTTG TGG CC fir pEGFP-NI

U-pQE-IR |GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AG fiir pQE-30
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Bindungspositionen der Primer

17

A 830 998
igl-S Amplifikation (-55)-(+119 g =
9 (59)( ) 831 750 1207
3°-RACE mRNA - - -~
3"-Amplifikation Genbank 831 _ _750,852-Biotin 843 _ _____________T88017D
Biotin (negativ) 830 831 794 832
Kontrolle kil S-S, oL
1208 794 766
5-RACE mRNA - -
767(T3 766 832
5°-Amplifikation Genbank  — - -
Kontrolle
deg.Primer Genbank
ST
B
1105 998
igl-L Amplifikation (1-194)
1037 998
Kontrolle - -
1208 10401039 794
SRACE 1208 19401039
1037 1038 794
Kontrolle AL LS
) o 1026 794793-Biotin 832
RT-PCR deg.Primer, Biotin - -
3-RACE . &
Kontrolle 832

Y

5 [[NARY] [MBD| I wre ST [T % PoivA] >

Transfektion IGL-L

(Xhol) 1132 1134 (BamHI)

Transfektion IGL-S

Proteinexpression IGL-L (1-193)

(BamHI) 1105 1019 (Hindlll)

(Xhol) 1133 1134 (BamHl)

(BamHI) 1105 1123 (Hindlll

Proteinexpression IGL-L (1-75)

C
467 468
igloo-L Amplifikation
647 649
igloo-S Amplifikation —
s [ [meD IR (w0 HNN  WEEN * s

Abb.2.1: Schematische Darstellung der Primerpositionen zur Amplifikation von Periplaneta igi-S (A),

igl-L (B) sowie Drosophila igloo-S und igloo-L (C). In B (untere Hélfte) sind die Primerpositionen fiir

die Amplifikation der Konstrukte flir Transfektionsexperimente und Proteinexpression dargestellt.
Flankierende Sequenzen: T3, T7-Sequenz: Phagen-PCR (Genbank); PolyA, AP (Ankerprimer): RACE-

PCR (mRNA)
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2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCRs wurden im T3-Thermocycler (Biometra®, Géttingen) durchgefiihrt. Alle
verwendeten Oligonukleotide sind in Tab.2.1 aufgelistet und die Primerpositionen in der
Abb.2.1 dargestellt. Die Synthese erfolgte durch die JenaBioScience GmbH, Jena. Die
Oligonukleotide wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H,O auf eine Konzentration von
50 pmol/ul verdiinnt, aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

degenerierte Oligonukleotide

Die Modellierung der Oligonukleotide fiir (RT-)PCR-Amplifikationen aus Gewebematerial
von P. americana orientierte sich an der Sequenz von Drosophila igloo. Um die Bindung
der Oligonukleotide an das DNA-Template zu optimieren, wurden degenerierte Primer
verwendet. Deren spezifische Sequenzvariabilitidt beriicksichtigt die Redundanz des
genetischen Codes bei konservierten Aminoséduren (GAP-Module, Membranbinde-

doméne).

biotinylierte Oligonukleotide

Bei der Verwendung von phagenspezifischen (T3-Primer, Genbank) und degenerierten
(Primer 1026, ig/-L Aminoterminus) Primern wurden die spezifischen, biotinylierten
Primer 852 und 793 eingesetzt. Die Biotinylierung ermdglichte das Waschen der PCR-
Produkte an Streptavidin mit Dynabeads M-280 (Dynal®, Boehringer Mannheim GmbH).
Die Reinigung erfolgte nach dem Protokoll Biomagnetic Techniques in Molecular

Biology, Dynal®.

Standard-PCRs

Fiir PCRs mit Phagen (Library) oder DNA-Templates wurde das Expand High Fidelity
PCR System (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) oder Tag DNA Polymerase (Promega,
Madison, WI, USA) verwendet. Die Polymerasen wurden unter den angegebenen
Pufferbedingungen eingesetzt. Die Primer wurden in einer Konzentration von 50pmol,
degenerierte Primer von 500pmol verwendet. Die Konzentration der Desoxynukleotide
(dATP, dTTP, dGTP, dCTP) betrug 0,2mM. In nested PCRs wurden bei der zweiten
Amplifikation 3pl des PCR-Produktes der ersten Reaktion verwendet.
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Reaktionsprotokoll:

Schritt ~ Temperatur °C Zeit
1 95 2/4*min  * DNA-Template: Phagen
2 94 40sek
3 Tm** 30sek **Tm=69,3°C+0,41x (%GC-Gehalt) — 650 /
4 72 30sek Primerlénge
—2 30 Zyklen
5 72 8min

Reverse Transkription (RT)-PCR; Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)-PCR
Aus der isolierten mRNA wurde in RT-PCRs unter Verwendung des Titan"" One Tube RT-
PCR Kit (Boehringer Mannheim) cDNA synthetisiert. Die reverse Transkription erfolgte
30min bei einer Temperatur von 50°C. Die PCR wurde in 35 Zyklen durchgefiihrt. Die
Amplifikation der cDNA-Enden wurde mit dem 57/3"-RACE Kit (Roche, Deutschland)
durchgefiihrt.

2.2.4.1 RNA Polymerase Il largest subunit (Periplaneta americana)
Als Qualitdtskontrolle der mRNA wurde ein Fragment der RNA Polymerase II largest
subunit (Regier & Shultz, 1997) mit den nested-Primerpaaren (395/396; 397/398)

amplifiziert.

2.2.4.2 igloo-L und igloo-S (Drosophila melanogaster)
Die Sequenzen von Drosophila igloo lagen durch die Arbeit von Neel und Young (1994)
vor. Igloo-L (Primerpaar 467/468) und igloo-S (Primerpaar 647/649) wurden in RT-PCRs

aus Gewebeproben von Larven, Puppen und adulten Tieren amplifiziert.

2.2.4.3 igl-L und igl-S (Periplaneta americana)

Zum Nachweis von igl/ Transkripten und fiir die Ermittlung der codierenden Sequenz
wurden verschiedene PCR-Techniken angewendet:

(A) Aus der Genbank wurde mit degenerierten Oligonukleotiden (Primerpaar 727/728) in

einer PCR der Bereich zwischen zwei GAP-Modulen amplifiziert. Unter Verwendung der
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phagenspezifischen T3 (767) und T7 (768)-Primer wurde versucht, die 5'-und 3’-Enden
von ig/ zu amplifizieren.

(B) Mit igl-spezifischen Oligonukleotiden wurden in RACE-PCRs die 5'- und 3’-Enden
amplifiziert. Fiir die Amplifikation des 5°-Endes von ig/-L wurde das degenerierte
Oligonukleotid 1026 (aminoterminale Membranbindedomine) verwendet.

(C) Amplifikation der codierenden Sequenzen von ig/-L und igl-S

Zur Kontrolle eines durchgéingigen Leserahmens wurde der codierende Bereich von ig/-L
(1-582) und igl-S (-165-357) in einer RT-PCR (Primerpaare 1105/998; 830/998)
amplifiziert. Fiir die Amplifikation des ig/-S Transkriptes wurde der downstream-Primer
830 verwendet, der am 5’-Ende an der nicht-codierenden Position [-165] bindet. Als
Template wurden sowohl embryonale als auch adulte mRNA-Proben eingesetzt. Die
amplifizierten Transkripte wurden fiir die Subklonierung in EGFP-N/ und pQE-30

Vektoren verwendet.

2.2.5 DNA-Standardmethoden

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit einem 1,5%igen TBE-Agarosegel (90mM Tris-
Base, 90mM Borsdure, 2mM EDTA, 0,04% Ethidiumbromid, 1,5% Agarose) aufgetrennt
und unter UV-Licht ausgewertet. Zur weiteren Verarbeitung der DNA wurden
entsprechende Banden aus dem Gel ausgeschnitten und mit OIAEX" II (QIAGEN, Hilden)
eluiert. Verdaue wurden mit den entsprechenden Enzymen und den zugehdrigen Puffern
(New England BioLabs, Frankfurt) durchgefiihrt. Die Dephosphorylierung von pEGFP-N/
und pQE-30-Vektoren erfolgte mit thermosensitiver alkalischer Phosphatase (TsAP,
GIBCO/BRL Life Technologies, Karlsruhe) nach Herstellerangaben. Ligationen wurden
mit dem 74-DNA-Ligase Kit (Promega Corporation, Madison, USA) durchgefiihrt. Zur
Klonierung von ig/ wurde der Klonierungsvektor pGEM-T®, fiir die Transfektion von
Zelllinien der Vektor pEGFP-NI und fiir die Uberexpression von IGL-Protein der Vektor
UpQE-30 verwendet. Fiir die Transformation von E. coli wurde der Stamm XLI
verwendet, der mit dem Z-Competent E.coli Transformation Kit nach dem Standard-
Protokoll (ZYMO Research, Orange, CA, USA) kompetent gemacht wurde. Die Auswahl
von pGEM-T®-transformierten Kolonien erfolgte durch eine blau-weiB-Selektion, wobei
den Agarplatten zusitzlich IPTG (100mM) und X-Gal (50mg/ml) zugegeben wurde. Die
Isolation der Plasmide aus den Vorkulturen erfolgte mit dem QIAprep® Miniprep Kit
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(QIAGEN). Fir Midi-Preps wurden 100ml Kulturen nach dem QIAGEN Plasmid
Purification Protokoll (09/2000) bearbeitet und die DNA in 200ul TE-Puffer mit RNase
(10mM Tris, ImM EDTA, 20pg/ml RNase; pH 8,0) aufgenommen. Die Sequenzierung
von DNA-Proben erfolgte mit dem LI-COR 4000 (LI-COR, Inc., Lincoln, Nebraska, USA;
MWG-BIOTECH GmbH, Ebersberg) sowie den Programmen DataCollection ™ (LI-COR)
und BaselmagIR™ (LI-COR). Fiir die Vorbereitung der Proben wurde das Thermo
Sequenase System (Amersham pharmacia, Buckinghamshire, England) verwendet. Die
Sequenzierungs-PCR (25 cycles je 20s/94°C, 20s/55°C, 40s/70°C) wurde mit Ipmol IR-
markiertem Oligonukleotid (Tab. A1 im Anhang) durchgefiihrt.

2.2.6 Datenauswertung

Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden mit der Software Gene Works® 2.5.1
(Intelligenetics, Inc., Oxford Molecular Group, Inc., Oxford, U.K.) und MacVector® 6.5.3
(Genetics Computer Group, Inc., Oxford Molecular Company, Madison, USA) analysiert.
Datenbankrecherchen erfolgten mit dem BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
Programm (Altschul et al., 1990).

2.3 Transiente Expression in CHO-Zellen

2.3.1 Plasmidkonstruktion EGFP-Vektor

In einer PCR wurden die codierenden Bereiche von IGL-L[1-193] und IGL-S[1-118]
amplifiziert. Die verwendeten Primer enthielten Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme
BamHI und Xhol. Thre Bindeposition ist in Abb.2.1 dargestellt. Die erhaltenen PCR-
Produkte wurden in den EGFP (enhanced green fluorescence protein)-N/-Vektor ligiert.
Dessen Multi-Cloning-Site ermoglicht die Fusion des EGF-Proteins mit dem Carboxy-

terminus des Inserts (Abb.2.2). Zur Kontrolle wurden die Plasmide sequenziert.

IGL-L-EGFP-NI
NImMBD

IGL-S-EGFP-N!

Abb.2.2: Schema der IGL-EGFP-N/-Fusionsproteine zur Transfektion von CHO-Zellen.
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2.3.2 Transfektion

Die CHO (chinese hamster ovary) Zelllinie wurde in Ham’s F12-Medium (GIBCO) mit
10% fetalem Kélberserum bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die Zellen wurden 24 Stunden
vor der Transfektion in Kulturschalen (@ 3,5cm; mit eingesetztem Glasboden) ausplattiert.
Die Transfektion wurde mit PolyFect® Transfection Reagent (QIAGEN) durchgefiihrt.
Neben den Konstrukten IGL-L-EGFP-N/ und IGL-S-EGFP-N/ wurde der EGFP-NI-
Vektor als Kontrolle eingesetzt. Fiir jeden Transfektionsansatz wurde 1pg Plasmid-DNA
pro Zellkulturschale verwendet. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Zellen
erfolgte nach 24 und 48 Stunden am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM 510,
Zeiss) mit der Software LSM 510 (Zeiss).

2.4 Antikorperherstellung
Zur Bildung eines IGL-Antikorpers, der die membranassoziierte Isoform detektiert, wurde
der aminoterminale Proteinabschnitt IGL-L[1-75] rekombinant hergestellt und zur

Immunisierung von Kaninchen verwendet.

2.4.1 Plasmidkonstruktion pQE-30-Vektor

In einer PCR wurden die Bereiche fiir den aminoterminalen Abschnitt IGL-L[1-75] und fiir
die vollstindige Proteinsequenz IGL-L[1-193] amplifiziert. Die verwendeten Oligo-
nukleotide enthielten Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll. Thre
Bindeposition ist in Abb.2.1 dargestellt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden in den
QIAexpress pQE-30-Vektor (QIAGEN, QIAexpress” Expression System) umgesetzt. Fiir
die Proteinexpression wurde der Stamm E. coli M15 mit den pQE-30-Konstrukten nach

dem Protokoll des Herstellers transformiert.

IGL-L[1-193]

IGL-L[1-75]

Abb.2.3: Schema der rekombinant hergestellten His-tag-IGL-L-Konstrukte.
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2.4.2 Proteinexpression

Fiir die Expression wurden je 200ml TY-Medium mit den entsprechenden Vorkulturen
beimpft. Die Induktion der Proteinbildung erfolgte durch 1mM IPTG bei einer optischen
Dichte von OD=0,5 (A=600nm). Das Wachstum der Kulturen wurde bei OD=2,2
abgebrochen. Mit 1,5ml der induzierten Kultur wurde eine Plasmidisolation durchgefiihrt
und die Konstrukte sequenziert. Zur Kontrolle der Expression wurden Proben der Kulturen
vor sowie nach der Induktion abgenommen und auf ein Protein-Gel aufgetragen. Nach der
Probenauftrennung (10min/10mA; 60min/25mA) wurde das Proteingel in Coomassie-
Férbelosung (45% Methanol, 10% Essigsédure, 0,125% Brillant Blue R) gefarbt, entfarbt
(5% Methanol, 10% Ethanol, 10% Essigsdure) und ausgewertet.

Die Isolation und Reinigung der Proteine erfolgte nach dem QIAexpressionist Protokoll
(QIAGEN) iiber Ni-NTA Agarose. Die Proteine wurden in zwei mal drei Schritten eluiert
(125mM bzw. 250mM Imidazol, 50mM NaH,PO,, 300mM NaCl; pH 8,0) und alle
erhaltenen Fraktionen auf einem Protein-Gel (5%iges Sammelgel, 15%iges Trenngel)
analysiert. Die Eluationsstufen wurden mit einem Ultrafiee™-0.5 Centrifugal Filter Device

(Millipore) auf ein Volumen von 75ul eingeengt und in PBS pH 7,4 umgepuffert.

2.4.3 Immunisierung von Kaninchen

Fir die Gewinnung eines IGL-L spezifischen Antiserums wurde ein Kaninchen (New
Zealand White, Harland Winkelmann; 3740g) mit dem rekombinanten Protein IGL-L[1-
75] immunisiert. Die Proteinprobe wurde mit PBS pH 7,4 auf 175ul verdiinnt und im
Verhiltnis 1:1 mit komplettem Freund'schen Adjuvans gemischt. Nach der Entnahme von
ca. 1,5ml Priimmunserum wurden 350ul der Probe subcutan injiziert. Nach 10 Wochen
erfolgten zwei Boosterungen mit 2mg und 3mg Protein, verdiinnt im Verhiltnis 1:1 mit
inkomplettem Freund’'schen Adjuvans. Acht Tage nach der zweiten Boosterung wurde

dem Kaninchen bei einem Gewicht von 3890g 90ml Blut entnommen.

2.4.4 Serumreinigung

Die Reinigung von Immunglobulin G erfolgte durch Caprylsdure-/Ammoniumsulfatfallung
(McKinney & Parkinson, 1987). Das IgG-Pellet wurde in 500ul dest. Wasser resuspendiert
und 24h in 11 PBS pH 7,4 dialysiert.
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2.4.5 Antikorpertest

2.4.5.1 Western blotting

Die Spezifitit des Antikorpers wurde an rekombinantem IGL-L[1-75] und IGL-L[1-193]
getestet. Dazu wurden die Proteine 1h bei ImA/cm® auf eine PVDF-Membran (Millipore
Corp., Bedford, MA) transferiert (25mM Tris, 192mM Glycin, 0,05% SDS, 20%
Methanol; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Der Nachweis von IGL-L
Immunreaktivitit auf der Membran erfolgte mit dem primédren IGL-L Antiserum in
verschiedenen Konzentrationen. Zur Detektion wurde die Membran in sekundiren
Antikorper (ECL™ + Western Blotting reagent pack, rabbit IgG, HRP linked whole
antibody from donkey; Amersham Pharmacia Biotech, England, 1:10.000 in PBS, 0,1%
Tween20, 2% BSA) iiberfiihrt. Die Detektion erfolgte mit dem ECL™ Plus Western
Blotting Detection System (Amersham Pharmacia Biotech, Buckingham, U.K.).

2.4.5.2 Immunfirbung

I: Priimmunserum; Prainkubation des Antiserums mit rekombinantem Protein

Um eine unspezifische Immunreaktivitdit von Kaninchen-Immunserum auszuschlieBen,
wurde eine Immunfirbung mit Prdimmunserum in einer Verdiinnung von 1:200 an
Schnitten eines Abdominalganglions durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Antiserumspezifitit
wurde der gereinigte Antikorper mit rekombinant hergestelltem IGL-L Protein 1h bei 4°C
auf einem Schiittler prainkubiert und anschlieBend an Schnitten eines Abdominalganglions
getestet. Zur Priinkubation wurden das zur Immunisierung eingesetzte Peptid IGL-L[1-75]

sowie das vollstdndige Protein IGL-L[1-193] verwendet.

II: Konzentrationsreihe

Zur Ermittlung der optimalen Antikdrperkonzentration fiir Inmunmarkierungen wurde das
gereinigte Antiserum in den Verdiinnungsstufen 1:5.000, 1:10.000, 1:50.000, 1:100.000
und 1:150.000 an Schnitten eines Abdominalganglions getestet.

III: IGL-L und IGL-S transient exprimierende CHO-Zellen

Um die Selektivitdt des IGL-L Antiserums gegeniiber beiden IGL Varianten zu bestimmen,
wurde der gereinigte Antikorper an IGL-L-EGFP-N/ und IGL-S-EGFP-N! transfizierten
CHO-Zellen getestet. Die transfizierten Zellen wurden nach 24h mit 4% Formaldehyd
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fixiert und in primdrem IGL-L Antikorper (1:30.000, in Milchpulverpuffer) inkubiert. Zur
Detektion der Immunreaktivitdt wurde Cy3-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper
(Dianova, Hamburg) verwendet. Die Auswertung der Zellen erfolgte am konfokalen Laser
Scanning Microscope (LSM 510, Zeiss) mit den Emissionswellenldngen A,;=507nm (EGF-
Protein) und A,=570nm (Indocarbocyanin Cy3).

IV: Spezifititstest

Um die Spezifitit des Antiserums gegeniiber IGL-L von P.americana zu testen, wurde
Nervengewebe der Taufliege, Drosophila melanogaster (Ordnung Ephydroidea), des
Heimchens, Acheta domesticus (Ordnung Ensifera) sowie von Vertretern der Ordnung
Blattodea (Schabenartige; Periplaneta australasiae, Blatta orientalis, Blattella germanica,
Leucophaea maderae) auf IGL-L-IR gepriift. Bei den Schaben erfolgte die Immun-

markierung an Schnitten des Gehirns sowie des Prothorakalganglions.

2.5 Immuncytochemie

2.5.1 Fixierung und Schneiden

Unmittelbar nach der Prédparation wurde das Gewebe 24h bei Raumtemperatur in der
Fixierlosung (85mM NaCl, 100mM Na,HPO,, 22mM NaH,PO,, 4% Formaldehyd; pH
7,4) konserviert. Fiir die Anfertigung von 50-60um dicken Serienschnitten wurden ganze
Embryonen und Larven bzw. préparierte Gehirne, Ganglien und Konnektive nach dem
Fixieren in 5%igen Agar eingebettet und mit einem Vibratom (Agricola, Késting, Raabe)

geschnitten.

2.5.2 Immunmarkierung

2.5.2.1 IGL-L Immunmarkierung

Nach der Fixierung erfolgte ein griindliches Spiilen in Tris-HCI-Puffer (50mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 145mM NaCl; pH 7,4). AnschlieBend wurden die
whole mount-Préparate in einer Alkohol-Reihe (30, 50, 70, 90, 100% Ethanol, 1,2-
Propylenoxid) auf- und abgefiihrt und drei Stunden in Milchpulverpuffer (Tris-HCI-Puffer,
0,03% Magermilchpulver, 0,0025% Rinderserumalbumin, 0,25% Triton; zentrifugieren
(10min, 4°C, 16.000U),Uberstand filtrieren) vorinkubiert. Danach erfolgte die Inkubation
mit dem primédren IGL-L Antikorper (Verdiinnung 1:30.000) in Milchpulverpuffer (2%
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Ziegennormalserum). Nach erneutem Spiilen in Tris-HCI-Puffer wurden die Pridparate in
Milchpulverpuffer (2% Ziegennormalserum) mit dem sekundéren, Cy3-gekoppelten Ziege-
anti-Kaninchen Antikérper (Dianova, Hamburg; Verdiinnung 1:600) inkubiert.
Abschlieflend erfolgte ein erneutes Spiilen in Tris-HCI-Puffer. Die Fluoreszenzmarkierung
von Schnitten erfolgte nach der gleichen Prozedur. Sie wurden jedoch nicht vorinkubiert.
Alle Spiil- und Inkubationsschritte wurden 24h (whole mount-Prdparate) bzw. 3h
(Schnittpréaparate) bei 4°C auf einem Schiittler durchgefiihrt.

2.5.2.2 Doppelfarbungen

Zum immuncytochemischen Nachweis von Kolokalisationen zwischen IGL-L und
verschiedenen Neurotransmittern wurden Maus-Antiseren gegen die Neuropeptide
Perisulfakinin und Proctolin sowie ein Kaninchen-Antiserum gegen y-Aminobuttersdure
(GABA) (alle aus dem Bestand von Dr. H.-J. Agricola, Inst. f. Allg. Zoologie und
Tierphysiologie/Zellbiologie, Universitit Jena) verwendet. Die Visualisierung der
Immunmarkierungen erfolgte durch Cyanin (Cy2)-konjugierte sekundéire Antikorper

(Dianova, Hamburg).

2.5.3 Einbettung der Priparate

Die whole mount-Praparate wurden durch eine Glycerolreihe (40, 60, 100% Glycerol in
Tris-HCI pH 7,4) gefiihrt und zwischen zwei Deckgldschen in Moviol-Einbettungsmedium
(100mM PBS pH 7,4, 50% Glycerin, 25% Moviol (Fluka, Deisenhofen/ Deutschland),
0,15% Dabco 3348 (Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland)) eingebettet. Vibratomschnitte
wurden auf einen mit Gelatine beschichteten Objekttrager aufgezogen. Nach dem
Trocknen wurden die Schnitte 10min in Wasser rehydriert und anschlieBend Smin mit 60%

Glycerol tiberschichtet. Danach erfolgte die Einbettung in Moviol.

2.5.4 Auswertung

Die Prédparate wurden am Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss) ausgewertet. Die
Bearbeitung der aufgenommenen Bilder (Videokamera Sony 3CCD) erfolgte an einem
Power Macintosh G3 mit der Software Open Lab (improvision™) und dem

Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop, Version 5.0 (Adobe).
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2.6. Ultrastrukturanalyse

2.6.1 Fixierung und Immunmarkierung

Die ultrastrukturelle Lokalisation von IGL-L wurde elektronenmikroskopisch am
Prothorakalganglion des sechsten Larvalstadiums von P. americana untersucht. Das
préaparierte Nervengewebe wurde in Fixierlosung (85mM NaCl, 100mM Na,HPO,, 22mM
NaH,POy4, 4% Formaldehyd; pH 7,4) 12h bei 4°C stabilisiert und Dickschnitte von 120pum
(Schnittrichtung: frontal) angefertigt. Nach dem Spiilen der Schnitte in Tris-HCI-Puffer pH
7,4 wurden die Priparate viermal in Stickstoff schockgefroren, erneut in Tris-HCIl-Puffer
gesplilt und 48h mit dem primédren IGL-L Antiserum in einer Konzentration von 1:10.000
in Milchpulverpuffer (2% Ziegennormalserum) inkubiert. Nach mehrfachem Spiilen der
Schnitte in Tris-HCl-Puffer erfolgte die 12-stiindige Inkubation mit einem Ziege-anti-
Kaninchen-Antikorper (Antikérper-Verdiinnung 1:40) in Milchpulverpuffer (2% Ziegen-
normalserum). Erneut wurden die Préparate in Tris-HCI-Puffer gespiilt und mit einem
Peroxidase-Antiperoxidase-Antikorper (Antikdrper-Verdiinnung 1:200) in Milchpulver-
puffer 12h inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte je 60min in Tris-HCI-Puffer pH
7,4 und Tris-HCI-Puffer pH 7,6 gespiilt, 20min in DAB-L6sung (2,5mM Ammonium-
Nickelsulfat) vorinkubiert und die Peroxidase-Reaktion nach Zugabe von Wasserstoff-
peroxid eingeleitet. Die Reaktion wurde nach 20min durch Spiilen in Tris-HCl-Puffer

beendet und die Schnitte in PBS-Puffer tiberfiihrt.

2.6.2 Einbettung, Schneiden und Auswertung

Nachfolgend wurden die Priparate in 1% Osmiumsdure (in PBS) fiir 1h gespiilt und in
einer Alkoholreihe (30, 50, 70, 90, 2x100% Ethanol, Propylenoxid, jeweils 20min)
dehydriert. Zur Einbettung wurden die Préparate durch Durcupan M1-Propylenoxid-Stufen
gefiihrt, die Polymerisation erfolgte in Durcupan M2 in 48h bei 60°C.

Mit einem Ultramikrotom (Reichert Ultracut E) wurden von den préparierten Ganglien im
Bereich des Neuropils 70nm Diinnschnitte angefertigt und auf Formvar-Carbon-befilmte
Kupferblenden gebracht. Nach der Kontrastierung mit Uranylacetat wurden die Schnitte

am Elektronenmikroskop (Zeiss EM 900) ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung von invertebrate GAP-43 like (igl)

Zur Kontrolle der mRNA-Isolation wurde ein 527bp langes PCR-Fragment der RNA
Polymerase II, groBe Untereinheit von Periplaneta americana (Regier & Shultz, 1997)
amplifiziert. Das Fragment wurde in embryonalem Gewebe als auch im Zentralnerven-

system adulter Tiere nachgewiesen und durch Sequenzierung als Polymerase II bestétigt.

500bp
II A

Abb.3.1: Amplifikation eines 527bp-Fragmentes der RNA Polymerase II
(mRNA-Template: ZNS Imaginalstadium).

3.1.1 Klonierung von igloo-L und igloo-S aus Drosophila melanogaster

Fiir den Nachweis beider igloo-Varianten in RT-PCRs wurde jeweils der gesamte
codierende Bereich amplifiziert. In Larven, Puppen und Imaginalstadien von Drosophila
melanogaster konnten PCR-Fragmente der richtigen Gréfe nachgewiesen werden
(Abb.3.2). Die amplifizierten Fragmente wurden sequenziert und in einer BLAST-Suche
als Drosophila igloo-L und igloo-S (Neel & Young, 1994) identifiziert.

Larve Puppe Imago

O - - - G
W

Abb.3.2: In RT-PCR Reaktionen wurden die Transkripte igloo-L (747bp) und igloo-S (382bp) aus

unterschiedlichen Entwicklungsstadien von Drosophila melanogaster amplifiziert (3%).
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3.1.2 Klonierung von igl-L und igl-S aus Periplaneta americana

A: Amplifikation von ig/-S Fragmenten aus einer Genbank

Aus der adulten Library wurde mit einem degenerierten Oligonukleotidpaar ein 168bp-
Fragment amplifiziert. Das resultierende Protein enthdlt an beiden Enden eine
GAP-Modulsequenz. Ein Proteinvergleich mit Drosophila IGLOO-L zeigte neben diesem
Motiv auch im restlichen Sequenzabschnitt homologe Bereiche. In einer BLAST-Suche
(BLASTx, Database: nr) wurde bestitigt, dass das amplifizierte Fragment die hochste
Homologie (Score=65bits) zu Drosophila igloo aufweist. Aufgrund dieser Merkmale
wurde das Fragment als Periplaneta-Pendant zu Drosophila igloo gewertet und
ausgeschlossen, dass es flir ein anderes Genprodukt mit mehreren GAP-Modulen (z.B.
Drm CG14687) codiert. Es stellt einen ersten Nachweis von invertebrate GAP-43 like (igl)
Transkripten bei hemimetabolen Insekten dar. Ausgehend von der Sequenzinformation
dieses Fragments wurde mit dem phagenspezifischen T3-Primer der 5'-Terminus von igl/
amplifiziert. Das resultierende 245bp Fragment wurde als 5'-Ende des igl-S Transkriptes
identifiziert. Beide Fragmente konnten in der adulten, jedoch nicht in der embryonalen

Genbank amplifiziert werden (Abb.3.3).

——
Embryo Adult T 500bp
—
—
—

’ Abb.3.3: Nachweis von ig/-Transkripten durch die

Amplifikation eines 186bp Fragmentes (%) mit dem

4@ Primerpaar 831/832 in der adulten, jedoch nicht in der
embryonalen Genbank.

Bei der Amplifikation des 3’-Endes von ig/ wurden durch die Bindung des T7-Primers an

eine phageneigene Sequenz zahlreiche Fragmente gebildet. Zur Selektion der
Amplifikationsprodukte wurde die PCR mit einem biotinylierten downstream-Primer
durchgefithrt. Trotz Verwendung von Streptavidin-gereinigten (Dynabeads) PCR-

Produkten in nested PCRs konnte das 3’-Ende von ig/ nicht nachgewiesen werden.
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B: Amplifikation von ig/ aus mRNA

Mit nested PCRs konnten ig/-Transkripte von 153bp (Primerpaar 831/766) sowie 129bp
(Primerpaar 750/832) Lénge in mRNA-Proben nachgewiesen werden. Die weitere
Sequenzermittlung erfolgte durch RACE-PCRs (5'-, 3’-Ende) und RT-PCRs mit
degenerierten Oligonukleotiden (5’-Ende ig/-L):

I. In einer 3’-RACE-PCR wurde das 3’-Ende von ig/ amplifiziert (Abb.3.4). Das 563bp
nested PCR-Produkt (Primerpaar 750/1207) translatiert einen codierenden Bereich von
369bp, dem sich nach einem Stop-Codon ein 174bp nicht-translatierter Abschnitt und eine
17bp Poly-A Sequenz anschlieflen.

a1l

Abb.3.4: In einer 3'-RACE-PCR wurde ein 563bp Fragment ()

amplifiziert, welches das 3’-Ende von ig/ codiert.

II. In einer 5'-RACE-PCR mit den Primern 766 und 794 wurde ein 215bp Fragment
amplifiziert. Diese Sequenz enthélt das 172bp lange nicht-codierende 5'-Ende von igl/-S.
Es entspricht dem T3/794-Produkt aus der adulten Genbank. Ein ig/-L spezifischer
Abschnitt von 89bp wurde mit dem degenerierten Oligonukleotid 1026 (aminoterminale
Membranbindedomine) in einer triple-nested (RT-) PCR (1026/832; 1026/793-Biotin;
1026/794) isoliert. Diese Sequenz diente in einer 5'-RACE-PCR als Bindestelle fiir die
upstream-Primer 1039 und 1040. Das resultierende 344bp PCR-Produkt enthilt einen ig/-L
spezifischen codierenden Bereich von 148bp. Es charakterisiert in vollstdndiger Linge das

5’-Ende des igl-L Transkriptes.
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ighL'1ttttttttttttgagtaaaaaggtgtttttgaatgattaacgaggtgcgatcgatttctctctgtaacgataatc
taacgagcgaaaaaaaattaagaggattccaatatggatcagataactccgaaggaggtgaadatactggagacagcagac
gatataaaagaacgtcgagaacttagtttattgagtgttaagtgatataaaa

MBD 20 40 60 80 100
ATGGGTTGCAACACAAGTAAAGAAGCTGTACAACCTGTTGACGAAAGCAATACCGGCGGAGGAGCAACGAACGACCAGAAACAAGGAGAAGAGAAGAAAG
TACCCAACGTTGTGTTCATTTCTTCGACATGTTGGACAACTGCTTTCGTTATGGCCGCCTCCTCGTTGCTTGCTGGTCTTTGTTCCTCTTCTCTTCTTTC
M G CNT S KEJ AV QPVDETSNTGSG GG GA ATNT DG QZ XGOQGTE E K K>

120 140 vy 160 180 V-Modul 200
AACAAGTTGGCAACAATGCAACAAATGCAGTCCCTGAGATTGACATCGATCTAGACGACCCAGAAACCGAGAAGGCAGCCACAAARATC CAGGCTGTATT
TTGTTCAACCGTTGTTACGTTGTTTACGTCAGGGACTCTAACTGTAGCTAGATCTGCTGGGTCTTTGGCTCTTCCGTCGGTGTT TTTAGGTCCGACATAA
E Q V6 NNATNA AV P E I DI DL DD?PETEZ KAATK I Q A V >

220 76/1 240 260 280 300
CCGGGGCCATCGTTCGCGGCAGACTATGAAGAGTGGAGACGCTAAGGAGACAGTGCAAGATCTGGAAGCAGAGTTCAACCCCAACGATCAAGAATTGTGC
GGCCCCGGTAGCAAGCGCCGTCTGATACT TCTCACCTCTGCGATTCCTCTGTCACGTTCTAGACCTTCGTCTCAAGT TGGGGTTGCTAGTTCTTAACACG

R G H R S R O TM K S G DA K E T V Q DL EAEF N P N D Q E L C>

320  S¢-Modul 340 360 380 400
AACGCAGCTACTAAGATCCAGGCCTCTTTCCGGGGACACATGGCGAGGAAACAAGCACCAGCCGCCACAGGAGGCAAGGGAAAGCCCGAGGACGACCTCA
TTGCGTCGATGATTCTAGGTCCGGAGAAAGGCCCCTGTGTACCGCTCCTTTGTTCGTGETCGGCGGTGTCCTCCGTTCCCTTTCGGGCTCCTGCTGGAGT
N A A T K I QA S F R G HMARTEKTG QA ATPA AATTGTGTEKTGTE KT PTE DD L>

420 440 460 480 S,-Modul 500
GCAAAGAGCTGCAGAAACTGGACGCCAAGGTTGACGATGAACTAGCTGACATTGACCTTACTGATCCCGATTTAAACAAGGCTGCAACAAAAATCCAAGC
CGTTTCTCGACGTCTTTGACCTGCGGTTCCAACTGCTACTTGATCGACTGTAACTGGAATGACTAGGGCTARAATTTGTTCCGACGTTGTTTTTAGGTTCG
S K E L Q K L bAK VDD ETLWADTIUDT LTTD?PDILNI KA AT K I Q A>

520 540 560 580
ATCTTTCCGTGGACACAAGGTGCGCAAGGAGACGACGACCAAAGATGGCGAAGAGGGGGAGGAAGCAGCAGCGGGCCAATGA
TAGAAAGGCACCTGTGTTCCACGCGTTCCTCTGCTGCTGGTTTCTACCGCTTCTCCCCCTCCTTCGTCGTCGCCCGGTTACT

S F R G H KV R K E T T TK DG EEGEEAAAG Q *>

gcgacatccacgtcacgttcacaccacgacacgtcacgttgcagccccaacgcgatgactgaacctgctggagtecttgtta
tacagcggcattgttctacaatgctaatgtcacaatttacatataccaattgttacagttattattttttctctttatata

tataaatttacgaaaaaaaaaaaaaaaaa 969/719

ighS'1gttggaggcaggactcgacgtcgtgtgtcgcactgtgccgtatcttcggaggtgacgaccactcccacctccctc
atcggccactgatac (Y ATCGATCTA...... )

Abb.3.5: Sequenzen der ig/ Transkripte von Periplaneta americana. Igl-L codiert ein 193
Aminosduren langes Protein (IGL-L) mit einer Membranbindedoméne (MBD) sowie drei GAP-
Modulen. Diese stellen putative CaM-Bindestellen (IQ) sowie Proteinkinase C-Phosphorylierungs-
stellen (Serin; S;-, S,-Modul) dar. In der 5" UTR des ig/-L Transkriptes liegen die Promotor-
elemente TATA-Box (Hogness-Box) [-50], GC-Box [-58] und CAAT-Box [-104]. Die 5'-nicht-
codierende Sequenz von ig/-S ist am Ende aufgelistet. Die Sequenzen beider Transkripte
iiberlappen sich ab der markierten Position (V).
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3.1.3 Amplifikation der codierenden Sequenzen von ig/-L und igl-S

Die Zusammensetzung der RACE-PCR Fragmente ergibt fiir das ig/-L Transkript eine
Linge von 969bp und fiir das ig/-S Transkript eine Linge von 719bp (Abb.3.5). Beide
Transkripte enthalten einen offenen Leserahmen, der bei ig/-L einen codierenden Bereich
von 582bp, bei igl-S einen codierenden Bereich von 357bp umfasst. Die Leserahmen
beider Transkripte wurden durch Amplifikation in RT-PCRs iiberpriift. Die Amplifikation
der codierenden Sequenz von igl/-L [1-582] fiihrte zur Bildung eines 588bp (Primer 1105
mit Schnittstelle) Fragments (Abb.3.6). Fiir den spezifischen Nachweis des igl-S
Transkriptes wurde der Bereich ig/-S [-165-357] amplifiziert. Das generierte PCR-Produkt
hat eine Lange von 522bp (Abb.3.6). Die Sequenzen beider PCR-Produkte entsprachen den
theoretischen Konstrukten. Auf ihnen basierte die weitere Subklonierung von ig/ in

EGFP-NI und pQE-30 Vektoren.

Die Expression der Transkripte igl-L (582bp) und igl-S (522bp) wurde in RT-PCR
Amplifikationen mit mRNA aus Embryonen und adultem ZNS-Gewebe von Periplaneta

americana nachgewiesen (Abb.3.6).

embryonal adult —

ighS gL igl-S Egg

-

Abb.3.6: Amplifikation von ig/-S (-165-357) und ig/-L
— - ' (1-582) in embryonalen und adulten Entwicklungs-
- -

stadien.

Der Vergleich der Bandenintensitdt von ig/-L und ig/-S innerhalb der embryonalen oder
adulten Entwicklungsstufe zeigt jeweils eine intensivere ig/-S Bande. Die quantitativ
stirkere Amplifikation von ig/-S gegeniiber ig/-L deutet auf eine hohere Expressionsrate
dieses Transkriptes hin. Ein direkter Vergleich der Expressionsraten zwischen den
Entwicklungsstadien ist nicht mdglich, da die mRNA-Templates beider Proben aus
unterschiedlichen Gewebezusammensetzungen isoliert wurden (embryonale Probe: ganze

Embryonen, adulte Probe: ZNS-Gewebe).
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Isoformen

Von igl wurden bei P. americana zwei Transkripte nachgewiesen, die in Analogie zu den
Drosophila igloo-Transkripten entsprechend ihrer Linge als igl-L (,Jong“) und ig/-S
(,,short) bezeichnet werden. Das ig/-L Transkript codiert mit 193 Aminosduren das
Protein IGL-L (MG 20,8kDa). Die Translation des ig/-S Transkripts fiihrt zur Bildung des
118 Aminosduren umfassenden Genproduktes IGL-S (MG 12,7kDA). Es zeigt im Bereich
(-81)-719bp vollstandige Sequenzidentitit zu ig/-L und stellt dementsprechend den
carboxyterminalen Bereich IGL-L[76-193] dar. Eine Analyse der resultierenden Proteine
zeigt, dass diese besonders alaninhaltig (IGL-L: 12,4%, IGL-S: 14,4%) und frei von
Tyrosin und Tryptophan sind (Tab.3.1). Aus der Zusammensetzung der Aminosduren
ergibt sich, dass IGL-L als saures Protein mit einem isoelektrischen Punkt (IEP) von 4,6

charakterisiert ist.

unpolar: # % polar: # %
A 24 12,37 G 16 8,25
A% 8 4,12 S 7 3,61
L 9 4,64 T 15 1,73
I 6 3,09 C 2 1,03
P 7 3,61 Y 0 0.00
M 3 1,55 N 10 5,15
F 4 2,06 Q 13 6,70
W 0 0,00
sauer: # % basisch: # %
D 19 9,79 K 20 10,31
E 20 10,31 R 7 3,61
H 3 1,55

Tab.3.1: Aminoséure-Zusammensetzung von IGL-L.

Dominen
1. GAP-Modul
In einer Conserved Domain (CD)-Suche (Marchler-Bauer et al., 2002) wurden fiir IGL-L

und IGL-S drei bzw. zwei konservierte Doménen identifiziert. Diese Abschnitte sind als
Calmodulinbindungsdoménen (IQ: Short calmodulin-binding motif containing conserved

Ile and Gln residues) charakterisiert (Deloulme et al., 1997; Rhoads et al., 1997). Aufgrund
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threr modulartigen Wiederholung werden diese Doménen in Analogie zu Drm IGLOO als
V-, S;- und S;-Modul nach der Aminosdure benannt, die bei hGAP-43 dem
phosphorylierten Serin41 entspricht. Alle drei Module enthalten ein 7Q-Motiv und stellen
mogliche CaM-Bindestellen dar. Wahrend die S;- und S,- Module potentielle
Proteinkinase C Phosphorylierungsstellen (IGL-L: Ser109, Ser168; IGL-S: Ser34, Ser93)

besitzen, entspricht dieser Position im IGL-L spezifischen ersten Modul ein Valin (Val66).

GAP-43-Modul 1 KAHKAATK I QASFRGHTITIRK 20
DmIGLOOV-Modul 1 DEAKAATK I QAVFERGHKYVRE 20
DmIGLOOT-Modul 7 DLCHAALK I Q@S TFRGHLARK 20
DrmIGLOOS-Modul 7 ELNKAATK I O ASFRGHKTRK 20
PealGL V-Modul 17 ETEKAATK I QAVFEFRGHIRSROQ 20
PealGL S+-Modul 17 ELCNAATK I QASFRGHMARK 2
PealGL S;-Modul 17 DLNKAATK I QAS FRGHKVRK 2

Abb.3.7: Sequenzvergleich der Calmodulin-Bindedoméne von Vertebraten GAP-43 mit den GAP-
Modulen von Drosophila IGLOO-L und Periplaneta IGL-L.

2. Aminoterminus

AuBlerhalb der konservierten CaM-Bindestellen besitzt das IGL-L Protein eine weitere
homologe Domine, die sechs Aminosduren umfasst und N-terminal lokalisiert ist. Diese
Sequenz ist als Myristoylierungssequenz (MGXXX(S/T) beschrieben (Liang et al., 2002;
Maurer-Stroh et al., 2002) und ermdglicht eine Membranassoziation des Proteins durch

Acylierung (Myristoylsdure) von Glycin (Gly2).

Homologievergleich

In einer Datenbankrecherche (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) wurden die Sequenzen von

Periplaneta igl-L und igl-S analysiert. Unter Einbeziehung aller Datenbanken (Database:
nr) zeigen die amplifizierten PCR-Produkte die hochste Homologie zu den Genprodukten
von Drosophila igloo (Score=55.1 bits). Die Auswertung der Proteinvergleiche ergab, dass
Periplaneta 1GL und die Drosophila Analoga 64,7% (IGL-L) bzw. 64,4% (IGL-S)
Homologie [51,8% (IGL-L) bzw. 51,7% (IGL-S) Identitét] besitzen. MaB3geblichen Anteil
an der konservierten Struktur der IGL-Proteine von Drosophila und Periplaneta haben die
17 Aminosduren langen GAP-Module, die eine Sequenzhomologie (&hnliche

Aminosduren) von 94% aufweisen (Abb.3.8).
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Drm 1 MGCNTSQELKTKDGAAMDAVSNGEPEPSAPPLEGESSKSSASNHTNHAKS 50
MGCNTSKE

Pea 1 A mm s e e e e e e s e VQPVD-ESN--TGGGATNDQKQ 28
Drm 5 SSIISNGEAKAANGGGAWGGGSGKSEATNGIDRP CDKAAJITEFNDDEDE A 100
Pea , - ... .. GEEKKEQ----VG- -- - - NNATNAVP - - - - - - EIDIDLDDPETE 57

Drm 4o KAATKIQAVFRGHKVRngMKKSETKTATNNGSAAGAAPSAAAAEAAASAE 150

Pea 5 IKAATK ITOAVFRGHRSROQOITMK - - - - - - - - - SIG - - - - - - - - - - - - - - - - DAK 82
Drm 175 PTKAEILEAEEDPNDKDLCHAALKIQSTFRGHLARKLVN- - - - - KDAPED - 194
Pea g ETVQDLEAEFNPNDQELCNAATKIQASERGHMARKQAPAATGGKGKPEDD 732
Drm 19 - -EDIQEITKKVAEEL-DIDLTDPELNKAATKIQASFRGHKTRK|DANPE 240
Pea 13 LSKELQKLDAKVDDELADIDLTDPDLNKAATKIQASFRGHKVRK|IETTTKD 182
Drm o4 240

Pea 13 GEEGEEAAAGQ 193

Abb.3.8: Vergleich der IGL-L Proteine von Drosophila melanogaster (Drm) und Periplaneta
americana (Pea). Streng konserviert stellen sich die N-terminale Myristoylierungssequenz sowie
die GAP-Module (umrahmt) dar.

Fiir den Bereich der GAP-Module wurde Sequenzhomologie zum growth-associated
protein-43 (GAP-43) verschiedener Vertebraten (z.B. humanes GAP-43; Kosik et al.,
1988) und zu weiteren Proteinen mit entsprechenden 1Q-Motiven (z.B. Drm CG14687,
Adams et al., 2000) ermittelt. Neben den konservierten Doménen (Membranbindestelle
und GAP-Modul) weisen die IGL-Proteine keine weitere unmittelbare Sequenzhomologie
zu GAP-43 auf. Substantielle Gemeinsamkeiten finden sich allerdings in der &hnlichen
Aminosdurezusammensetzung. Dabei sind die Haufigkeit von Alanin (zum Vergleich:
hGAP-43: 19,7%, Drm 1IGLOO-L: 17,4%, Drm IGLOO-S: 19,5%, Pea IGL-L: 12,4%, Pea
IGL-S: 14,4%) sowie das Fehlen von Tyrosin und Tryptophan charakteristisch (Tab.3.1).
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3. 2 Transiente Expression in CHO-Zellen

In Transfektionsexperimenten mit IGL-L-EGFPN/ und IGL-S-EGFPNI Konstrukten
wurden die intrazelluldre Lokalisation und das morphogenetische Potenzial beider
IGL-Varianten untersucht. Um einen Einfluss von endogen exprimiertem GAP-43
auszuschlieBen, erfolgte die transiente Uberexpression in nicht-neuronalen CHO (chinese
hamster ovary)-Zellen. Als Klonierungsvektor fiir ig/-L und ig/-S wurde der EGFPNI
Vektor gewidhlt. Bei den resultierenden Konstrukten bleiben die spezifischen
Aminotermini beider Proteine unfusioniert. Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA
wurde fiir IGL-L-EGFP mit 2,1pg/ul und IGL-S-EGFP mit 2,5ug/ul bestimmt. Die
Expression des EGF-Proteins war 24h nach der Transfektion im Fluoreszenzmikroskop
sichtbar. Zu diesem Zeitpunkt war die Lokalisation der Fusionsproteine in verschiedenen

Zellkompartimenten zu erkennen.

3.2.1 IGL-L transfizierte Zellen

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von IGL-L-EGFPN! transfizierten CHO-Zellen
ergab fiir die subzellulire Lokalisation des Fusionsproteins und die Morphologie der
Zellen deutliche Unterschiede zu IGL-S-EGFPN/ und EGFP exprimierenden Zellen
(Abb.3.9.A). IGL-L-EGFPN! transfizierte Zellen zeigten deutliche Verdanderungen in der
Zellmorphologie. Bei diesen Zellen wurde eine sphérische Zellform beobachtet, von deren
Oberfliache zahlreiche filopodiale Fortsétze verliefen. Diese Filopodien wuchsen, ohne die
Bildung von Arborisationen, senkrecht von der Zelloberfldche. Bereits die mikroskopische
Betrachtung dieser Zellen zeigte, dass sich die Fluoreszenz nahezu auf den Bereich der
Zellmembran beschrinkte. Diese Beobachtung wurde durch Fluoreszenzmessungen iiber
den Zellquerschnitt bestétigt und deutet auf eine Lokalisation von IGL-L-EGFPN/ an
(bzw. in) der Zellmembran hin. Das Fusionsprotein war nicht uniform am Plasmalemma
verteilt. Es akkumulierte im Bereich des Zellkdrpers an den Austrittstellen der Filopodien.
Entlang der charakteristischen Fortsétze wurde eine besonders intensive Fluoreszenz

beobachtet.
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3.2.2 IGL-S transfizierte Zellen

Die mikroskopische Betrachtung von IGL-S-EGFPN/ exprimierenden CHO-Zellen zeigte
eine gleichmiBige Fluoreszenz innerhalb des Zellkorpers (Abb.3.9.B). In Fluoreszenz-
messungen an einzelnen transfizierten CHO-Zellen konnte eine homogene Intensitét iiber
dem gesamten Zellquerschnitt ohne lokale Maximalwerte detektiert werden. Mit
Ausnahme des Nukleus und intrazelluldrer Vesikel liegt das Fusionsprotein diffus im
Zytoplasma lokalisiert vor. IGL-S-EGFPNI/ exprimierende CHO-Zellen zeigen eine

spindelformige Gestalt mit kurzen Fortsétzen an den Zellpolen.

3.2.3 Kontrollzellen

Eine vergleichbare Fluoreszenzverteilung und Zellmorphologie konnte bei EGFP-
transfizierten Kontrollzellen nachgewiesen werden (Abb.3.9.C). Diese CHO-Zellen zeigen
eine diffuse Fluoreszenz innerhalb eines spindelférmigen Zellkorpers. Thre Morphologie
unterscheidet sich nicht von nicht-transfizierten Kontrollzellen. Die zytoplasmatische
Lokalisation des Fusionsproteins wurde durch Fluoreszenzmessungen verifiziert, wobei
auch in diesen Zellen der Nukleus und intrazelluldre Vesikel kein Target fiir das EGF-

Protein darstellen.

Abb.3.9: Transiente Expression von IGL-EGFP-Fusionsproteinen in chinese hamster ovary (CHO)
Zellen 24h nach der Transfektion. Das IGL-L-EGFPN/-Konstrukt (A) zeigt eine Membran-
lokalisation in einer abgerundeten CHO-Zelle mit Filopodien. IGL-S-EGFPN! (B) und EGFPNI-
Kontrollen (C) besitzen eine cytosolische Lokalisation in CHO-Zellen mit nativer bipolarer
Zellmorphologie.

I: Ubersicht mit Fluoreszenzbild (links), lichtmikroskopischem Bild (Mitte) sowie Doppelbild
(rechts) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der transfizierten Zelle (untere Abbildungen)

II: Emissionsprofil der Zelle, der Messungsverlauf der Emissionsintensitit erfolgte entlang dem
Pfeil in L.

MafBstab: 20pm
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3.3 Antikorperherstellung

3.3.1 Proteinexpression

Zur Herstellung von rekombinantem Protein wurden die codierenden Sequenzen von
igl-L[1-225] sowie igl-L[1-579] in den pQE-30-Vektor kloniert und im Stamm E.coli M15
iiberexprimiert. Die Proteinkonzentrationen fiir IGL-L[1-75] (aminoterminales Peptid) und
IGL-L[1-193] (komplette Sequenz) betrugen 13,8mg/ml bzw. 8,3mg/ml. Die fehlerfreie
Sequenz der pQE-Konstrukte wurde nach der Zwischentransformation von XL1-Z Zellen

sowie nach einer Plasmidisolation aus den induzierten Kulturen verifiziert (Abb.3.10).

20 40 60 80
ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCAC ATGGGTTGCAACACAAGTAAAGAAGCTGTACAACCTGTTGACGAAAGCAATACCGGCGGAGGAG
TACTCTCCTAGCGTAGTGGTAGTGGTAGTGCCTAGGTACCCAACGTTGTGTTCATTTCTTCGACATGTTGGACAACTGCTTTCGTTATGGCCGCCTCCTC

M R G S H H HHHHHG S M G CNT S K EA AV Q P V D E S N T G G G
120 140 160 180

CAACGAACGACCAGAAACAAGGAGAAGAGAAGAAAGAACAAGTTGGCAACAATGCAACAAATGCAGTCCCTGAGATTGACATCGATCTAGACGACCCAGA

GTTGCTTGCTGGTCTTTGTTCCTCTTCTCTTCTTTCTTGTTCAACCGTTGTTACGTTGTTTACGTCAGGGACTCTAACTGTAGCTAGATCTGCTGGGTC

A T N D Q K Q G E E K K E Q vV G NN ATNAV P E I DI DL D D P E

220 240 260
AACCGAGAAGGCAGCCACAAAAATCCAGGCTGTATTCCGGGGCCATCGTTCGCGGCAGACTAAGCTTAATTAG
TTGGCTCTTCCGTCGGTGTTTTTAGGTCCGACATAAGGCCCCGGTAGCAAGCGCCGTCTGA TTAATC

T E K A AT K I Q AV FR G HU R S R QT K L N *

Abb.3.10: [gl-L[1-225] codiert den Bereich zwischen der aminoterminalen Myristoylierungs-
doméne und dem V-Modul. Das rekombinante Peptid besteht aus 90 Aminosduren und hat ein MG
von 9.810 Da.

1 2 3 4 56 7 MG Legende:
L . S
— : == 299 1 vorInduktion
ey b 119
, 66 2. nach Induktion
'S ' 43
P— . Zellpellett
= 3. Zellpelle
- < 29 4. gereinigtes Lysat
- 5. 1. Reinigung
J ¢ )l 20 6. 2. Reinigung
S A- 7. Eluationsschritte I-VI:
- 14,5 I-III:  125mM Imidazol
IV-VI: 250mM Imidazol

Abb.3.11: Proteingel von pQE-30-IGL-L[1-75] transformierten M15-Zellen.
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Das Ergebnis der Proteinexpression von IGL-L[1-75] in M15 Zellen ist in Abb.3.11
dargestellt. Nach der Induktion mit IPTG ist eine intensive Proteinbande bei einem
MG = 20kDa sichtbar. Dieses Protein wurde mit 125mM und 250mM Imidazol eluiert.
Das Laufverhalten von IGL-L[1-75] deutet auf Dimerbildung des rekombinanten Protein-
fragments (MG = 10kDa) durch Cys15 hin.

3.3.2 Spezifititstests

3.3.2.1 Western Blotting

In konzentrationsabhéngigen Western Blots wurde die Sensitivitdtsgrenze des Antiserums
fiir 6ng rekombinantes IGL-L[1-75]-Protein mit einer Serumkonzentration von 1:100.000
bestimmt (Abb.3.12). Die hohe Sensitivitdt des IGL-L-Antikorpers wurde zudem an
rekombinantem IGL-L[1-193] Protein bestitigt. Dessen Detektion erfolgte ebenfalls bis zu

einer primiren Antikorperkonzentration von 1:100.000.

1:5.Tsd 1:10.Tsd 1:50.Tsd 1:100.Tsd  Serumkonzentration
- -
ok "
l .l - -
% AT
60ng 12ng 6ng (aufgereinigtes Eluat 1:10; 1:50; 1:100) Proteinkonzentration

Abb.3.12: Die Detektion von rekombinantem IGL-L[1-75]-Protein im Bereich zwischen 60ng und
6ng wurde mit vier Serumkonzentrationen untersucht. Die Nachweisgrenze des IGL-L-Antikorpers
fiir 6ng Protein liegt bei einer Verdiinnung von 1:100.000 (Pfeil).

3.3.2.2 Immunfarbung

I: Verwendung von Praimmunserum und prainkubiertem Antiserum

Das IGL-L Antiserum markiert an Schnitten des Abdominalganglions den Bereich des
Neuropils (A). Praimmunserum (B) bzw. die Préabsorption des Antiserums mit dem zur
Immunisierung verwendeten rekombinantem Peptid IGL-L[1-75] (C) sowie dem
vollstdndigen Protein IGL-L[1-193] (D) zeigt keine Immunmarkierung am Abdominal-
ganglion. Eine unspezifische Immunmarkierung von Kaninchen-Immunserum ist somit

ausgeschlossen.
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100 pm

II: Sensitivitdtstest

Die Sensitivitit des Antiserums fiir immuncytochemische Untersuchungen wurde in
Verdiinnungsstufen von 1:5.000 (A), 1:10.000 (B), 1:50.000 (C), 1:100.000 (D) und
1:150.000 (E) an Schnitten von Abdominalganglien ermittelt. Fiir Immunmarkierungen

wurde eine optimale Konzentration des gereinigten Antiserums von 1:30.000 bestimmt.

500 pm

II: IGL-L und IGL-S transient exprimierende CHO-Zellen (Abb.3.13)

An IGL-L-EGFP-N/ und IGL-S-EGFP-NI/ exprimierenden CHO-Zellen wurde die
Selektivitit des IGL-L Antiserums gegeniiber beiden IGL Varianten bestimmt. Durch die
spezifische Immunmarkierung von IGL-L, jedoch nicht von IGL-S transfizierten Zellen,
konnte die Selektivitit des AntikOrpers gegeniiber dem IGL-L-spezifischen Amino-
terminus nachgewiesen werden. Der Bereich IGL-L[1-75] enthidlt das Calmodulin-
bindende V-Modul, welches als konserviertes GAP-Modul bei IGL-S als S;- und S;-Modul
vorkommt. Mit diesem Immunreaktivititstest wird gleichzeitig gezeigt, dass der

Antikorper nicht gegen Epitope im Bereich der GAP-Modul-Sequenz gerichtet ist.
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Abb.3.13: Spezifititstest des pIGL-L Antiserums (1:30.000) an IGL-L-EGFPy(A), IGL-S-EGFPy; (B)
und EGFPy; (C) transient exprimierenden CHO-Zellen.

I: fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, a: Immunmarkierung IGL-L, b: EGF-Fusionsprotein,

c: Doppelbelichtung, d: Verlauf der Fluoreszenzintensitits-Messung durch eine transfizierte CHO-Zelle
II: graphische Darstellung des Emissionsprofils der Zelle in Abb. I(A-C)d.

Chl = Immunmarkierung, Ch2 = EGF-Fusionsprotein; II(A)a: Scatter Plot

-42 -



IV: Spezifitétstest bei Vertretern der Ordnung Blattodea (Abb.3.14)

Die Spezifitit des gereinigten Antiserums gegeniiber P.americana IGL-L wurde durch eine
spezifische Immunmarkierung innerhalb der Ordnung Blattodea nachgewiesen. Mit dem
Antiserum wird in der Taufliege, Drosophila melanogaster (Ordnung Ephydroidea) und
dem Heimchen, Acheta domesticus (Ordnung Ensifera) keine Immunreaktivitit detektiert.
Ebenso wurde innerhalb der Ordnung Blattodea (Schabenartige) bei Vertretern der
Familien Blattellidae (Deutsche Schabe, Blattella germanica) und Blaberidaec (Madera-
Schabe, Leucophaea maderae) keine bzw. eine unspezifische IGL-L Immunreaktivitat
beobachtet. Eine P.americana-homologe IGL-L Immunmarkierung konnte bei den
Mitgliedern der Familie Blattidae (Australischen Schabe, Periplaneta australasiae;
Kiichenschabe, Blatta orientalis) nachgewiesen werden. Kennzeichen dieser
Immunreaktion waren die markante Férbung eines protocerebralen Trakts, von
Neuropilarealen um die Pilzkorper (diese aber IGL-L immunnegativ), von Zellen der Pars
intercerebralis sowie der Glomeruli. Zudem war die Detektion von IGL-L

Immunreaktivitdt im Neuropil der Ganglien homolog zu P.americana.

Durch den Befund, dass das Antiserum nicht gegen Periplaneta IGL-S (Test III) sowie
Antigene der Schabenfamilien Blattellidae und Blaberidae (Test IV) gerichtet ist, wird eine
Kreuzreaktivitdit mit anderen GAP-Modul-enthaltenden Proteinen (z.B. Homologa zu

Drosophila CG14687, asp Genprodukt oder ninaC Genprodukt) ausgeschlossen.

Abb.3.14: Detektion von IGL-L-Immunreaktivitdt (links) im Gehirn verschiedener Schabenspezies.
Die Immunmarkierung erfolgte an Frontalschnitten im Bereich der Sulfakinin-immunreaktiven
PDS-Interneurone (mitte). Mit dem gegen IGL-L (Amerikanische Schabe) generierten Antiserum
wird eine Periplaneta americana-homologe Immunmarkierung (Abb.3.17) bei Periplaneta

australasiae und Blatta orientalis nachgewiesen.
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3.4 Immuncytochemie

Um die Translation der nachgewiesenen ig/-L messenger RNA zu verifizieren, wurde das
resultierende Genprodukt immuncytochemisch detektiert. Basierend auf dem Nachweis des
Proteins IGL-L wurde eine detaillierte Studie des Raum-zeitlichen Expressionsmuster an

ausgewdihlten Entwicklungsstadien von Periplaneta americana durchgefiihrt.

3.4.1 gewebespezifische Expression

Fir die Analyse der rdumlichen Expression wurden verschiedene Gewebeproben auf
Immunreaktivitit gegeniiber IGL-L untersucht. Wéhrend im zentralen und peripheren
Nervensystem eine intensive Markierung nachgewiesen werden konnte, zeigten Hoden,
Speicheldriisen, Fettkorper, gastrointestinales Gewebe sowie einzelne Fasern der Skelett-
und viszeralen Muskulatur keine Immunreaktivitit. Die ausschlieBlich neuronale

Expression von IGL-L wurde an Korperschnitten von Embryonen bestétigt (Abb.3.15).

3.4.2 Expression im zentralen Nervensystem

IGL-L Immunreaktivitit wurde in zahlreichen neuronalen Zellkdrpern und Nervenzell-
fortsdtzen des Gehirns und der ventralen Ganglienkette detektiert. Im Oberschlundganglion
(Gehirn) zeigen einzelne Neuropilareale des Proto-, Deuto- und Tritocerebrums IGL-L
Immunreaktivitdt. Ein charakteristisches Neuronencluster ist im anterioren Bereich der
Pars intercerebralis lokalisiert. Die Fortsdtze dieser Zellen bilden einen markanten Trakt,
dessen IGL-L IR qualitative Maximalwerte innerhalb des Gehirns erreicht. In Horizontal-
schnitten wird der anterio-posteriore Verlauf des Traktes an der Innenseite der Pars
intercerebralis und um die Pedunculi der Pilzkérper deutlich (Abb.3.16/2). Im
Deutocerebrum bilden IGL-L immunreaktive Axone ein dichtes, die Glomeruli
umgebendes Fasernetzwerk. Aufgrund der feinmaschigen Struktur scheint es sich bei
diesen Projektionen um primire olfaktorische Eingéinge aus den Antennen zu handeln.
Stringent immunnegativ stellen sich die Pilzkdrper sowie die protocerebrale Briicke dar
(Abb.3.16).

Fiir die ventrale Ganglienkette des Bauchmarks unter Einbeziehung des Unterschlund-
ganglions ist eine intensive Markierung der motorischen (dorsal) und sensorischen

(ventral) Neuropilareale kennzeichnend (Abb.3.17). Die Neuropilhemisphidren der
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Abdominalganglien werden durch zwei intensiv markierte, dorsal und ventral verlaufende
sowie schmalere Kommissuren verbunden. Innerhalb der homogen markierten
Neuropilareale lassen sich die Querschnitte der IGL-L immunnegativen aszendierenden
Riesenaxone klar identifizieren, deren Somata im Terminalganglion liegen. Ausgehend
vom Ganglienneuropil kann innerhalb der Dorsal- und Ventralnerven sowie der
Konnektive der Verlauf einzelner IGL-L immunreaktiver Axone beobachtet werden. Im
Ganglienkortex lokalisierte Somata zeigen Immunreaktivitit gegeniiber IGL-L mit
unterschiedlicher Intensitdt. Diese Neurone befinden sich {iberwiegend in motorischen und
sensorischen Arealen, wo sie einzeln oder in Zellclustern angeordnet vorliegen. Innerhalb
der immunmarkierten Zellkérper kann der IGL-L immunnegative Nukleus abgegrenzt
werden. Héufig ldsst sich der neuritische Fortsatz dieser Zellen bis zum Eintritt in das
intensiv IGL-L immunreaktive Neuropil beobachten, wo eine weitere Projektion jedoch
nicht mehr verfolgt werden kann. Fiir die Anzahl immunmarkierter Zellen zeichnet sich ein
deutlicher Unterschied zwischen den Thorakal- sowie den Abdominalganglien ab. Im
Kortex der Abdominalganglien werden einzelne Somata detektiert. Dagegen ist die Anzahl
IGL-L immunreaktiver Neurone in den Ganglien, die in die Steuerung der Beine und
Fliigel (Thorakalganglien) sowie einem Teil der Mundwerkzeuge (Unterschlundganglion)
involviert sind, wesentlich hoher. An den Neurohaemalorganen des Gehirns (Corpora

cardiaca und Corpora allata) sowie der Thorakalganglien (perisymphatischen Organe)

wurde keine IGL-L IR detektiert (Abb.3.20/V).

3.4.3 Expression im peripheren Nervensystem

Ausgehend von der intensiven IGL-L Immunmarkierung dorsaler und ventraler Nerven der
Ganglien wurden periphere Nervenfasern an der Muskulatur und am Darm auf IGL-L IR
untersucht. Die Innervation von Skelettmuskulatur mit IGL-L immunmarkierten
Nervenfasern wurde bei der segmental-sternalen abdominalen Muskulatur (Abb.3.20/T),
der Beinmuskulatur sowie der dorsoventralen thorakalen Muskulatur nachgewiesen. An
einem Nerv-Muskel-Priparat konnte der Verlauf deszendierender Nervenfasern vom
Thorakalganglion bis zur Dorsoventralmuskulatur rekonstruiert werden. Im Bereich der
viszeralen Muskulatur innervieren IGL-L immunreaktive Axone den Hyperneuralmuskel
und das Dorsalgefdl. Das axonale Netzwerk am Antennenherz weist keine IGL-L IR auf

(Abb.3.20/IL-1V).
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3.4.4 Entwicklung der IGL-L Immunreaktivitit im Nervensystem
Das beschriebene IGL-L immunreaktive Muster wird wéhrend der Embryogenese
angelegt. Es nimmt bis in frithe Larvalstadien an Intensitdt zu und bleibt im Wesentlichen

bis in das Adultstadium unverindert erhalten.

I. Gehirn

In frithen Phasen der Gehirnreifung wird keine IGL-L IR registriert. Eine zunehmende
Immunreaktivitdt wurde in whole mount-Préparaten ab 50% Embryogenese im Bereich der
Schlundkonnektive sowie zahlreicher Faserbiindel im Tritocerebrum detektiert. Die
vergleichsweise intensive Immunmarkierung dieser Fasertrakte bleibt bis in friihe
Larvalstadien erhalten. Bereits in Schnitten des pranatalen Oberschlundganglions (90%
Embryogenese) wird ein IGL-L Expressionsmuster detektiert, das dem des larvalen und
adulten Gehirns entspricht. Neben wenigen IGL-L markierten Somata werden
verschiedene immunreaktive Neuropilbereiche identifiziert. Dazu zdhlen die Glomeruli
sowie Neuropilareale des Proto- und Deutocerebrums (Abb.3.16/1). Im weiteren Verlauf
der Entwicklung werden keine wesentlichen Verdnderungen dieses Musters festgestellt. An
Gehirnschnitten des vierten Larvalstadiums wird die markante IGL-L IR ausdifferenzierter
Gehirne mit Farbung der entsprechenden Neuropilareale eindrucksvoll sichtbar: intensiv
markiert stellen sich unter anderem der protocerebrale Trakt und ein grof3es Zellcluster im
anterioren Bereich der Pars intercerebralis dar (Abb.3.16/2).

Wihrend der gesamten Gehirnentwicklung besitzen die Pilzkorper, mit Ausnahme einer
schwachen Markierung der basalen Pedunculiregion bei 90% Embryogenese, keine

Immunreaktivitit gegeniiber IGL-L.

I1. Bauchmark

Die fritheste IGL-L IR konnte in der ventralen Ganglienkette bei einem Entwicklungs-
stadium von 50% Embryogenese nachgewiesen werden (Abb.3.18). Zu diesem Zeitpunkt
sind die Ganglienhemisphdren noch unfusioniert. Entlang des Bauchmarks lassen sich
longitudinal verlaufende Projektionen als einzelne oder gebiindelt vorliegende Axone
erkennen. Die weitere Entwicklung des IGL-L immunreaktiven Musters wird durch eine
kontinuierlich zunehmende Markierung des Ganglienneuropils charakterisiert, das sich

nach 58% embryonaler Entwicklungszeit erstmals vom unmarkierten Ganglienkortex
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abgrenzt. In den fortschreitend fusionierten Ganglienhélften treten zu diesem Zeitpunkt
erste kommissurale Verbindungen auf. Parallel zur weiteren Strukturierung des Neuropils
steigt die Immunreaktivitit dieser Areale intensiv an, so dass nach 78% der embryonalen
Entwicklungszeit die immunmarkierten Neuropilhélften, die in den abdominalen Ganglien
nun markant bohnenférmig erscheinen, innerhalb der Ganglienhemisphiren deutlich
abgrenzbar sind (Abb.3.18). Resultierend aus der selektiven Immunmarkierung des
Ganglienneuropils ist zu diesem Zeitpunkt die Fusion des Metathorakalganglions mit dem
ersten Abdominalganglion erkennbar. Dariiber hinaus werden ab 78% Embryogenese in
den thorakalen und abdominalen Ganglienkortizes IGL-L immunreaktive Somata
detektiert. In den freien Abdominalganglien féllt die segmentale und stereotype
Immunmarkierung von zwei markanten Neuronenpaaren auf. Ihre Somata sind im lateralen
Bereich der Ganglien median und distal lokalisiert, die Neurite projizieren ins Neuropil
(Abb.3.17). An Frontalschnitten embryonaler Abdominalganglien ist bei einem Zellpaar
die Uberkreuzung der neuritischen Zellfortsitze erkennbar. Uber ihre Zielgebiete liegen
gegenwirtig keine Kenntnisse vor. Beide Neuronenpaare wurden an whole mount-
Priparaten bis ins vierte Larvalstadium verfolgt und werden aufgrund ihrer Gréfe und
Charakteristik als TITAN-Neurone (Temporary Identified Two pairs of Abdominal
ganglia Neurons) bezeichnet. In Priparaten dlterer Larvalstadien sowie bei adulten Tieren
ist die Identifizierung dieser Zellen nicht mehr mdglich. Bei diesen Entwicklungsstadien
werden in den Abdominalganglien verschiedene Somata mit IGL-L Immunreaktivitit
detektiert, wodurch die TITAN-Neurone ihre charakteristische Individualitit verlieren.

Die wesentlich hohere Anzahl IGL-L immunreaktiver Neurone in dem Unterschlund- und
den Thorakalganglien wird bereits prinatal detektiert. Dabei belegen embryonale
Ganglienschnitte als auch whole mount-Praparate, dass intensiv markierte Neuronen-
populationen in den dorsalen Kappen sowie auf der Ventralseite der Thorakalganglien
lokalisiert sind.

Analog zum ZNS wird im peripheren Nervensystem das IGL-L immunreaktive Muster im
letzten Drittel der Embryogenese angelegt. In embryonalen und larvalen Entwicklungs-
stadien erscheint die intensive IGL-L IR von Nervenfasern der Skelettmuskulatur (z.B.
Muskulatur der Coxa) besonders markant. Zudem wurden am embryonalen
gastrointestinalen Trakt darminnervierende Nerven und gastrische Ganglien immun-

markiert. Am Antennenherz wurde auch in Larvalstadien keine IGL-L IR nachgewiesen.
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3.4.5 Genese und Regeneration der PDS-Neurone

In Doppelfarbungsexperimenten an embryonalen (Abb.3.19/II-1V), larvalen (Abb.3.19/V)
und adulten Stadien zeigen diese Nervenzellen keine Immunreaktivitit gegeniiber dem
Protein IGL-L. Ebenso stellen sich die PDS-Neurone nach Transektion abdominaler
Konnektive sowohl zeitnah (2 bis 10 Tage postoperativ) als auch zeitfern (4 bzw. 6 Monate
postoperativ) IGL-L immunnegativ dar (Abb.3.19/VL;VII). Insbesondere im Aus-
sprossungsareal wurde weder am Axon erster Ordnung noch in den filopodienartigen, neu
auswachsenden (regenerierenden) Axonterminalen IGL-L Immunreaktivitit detektiert.
Somit erfolgt bei den PDS-Neuronen das Neuritenwachstum in friihen Phasen ihrer
Neurogenese (zwischen 40% und 60% Embryogenese), das weitere Lingenwachstum
wihrend der larvalen Stadien sowie ldsionsinduziertes Aussprossen ohne IGL-L

Expression.

3.4.6 Kolokalisation mit Neurotransmittern

In Doppelfirbungsexperimenten wurde IGL-L auf eine Kolokalisation mit Perisulfakinin
(PSK) bzw. FMRFamide-like Peptiden und Proctolin untersucht. Innerhalb des ZNS zeigen
PSK-immunreaktive Neurone des Gehirns (PDS-Neuronenpaar, PI-Zellcluster), des
Unterschlundganglions (mediane SOG-Zelle) sowie der Thorakalganglien (vier Zellpaare)
keine IGL-L Markierung. Proctolinerge Neurone des Terminalganglions (J) weisen
ebenfalls keine IGL-L IR auf. Durch den Vergleich von nachfolgend IGL-L- und GABA-
immunmarkierten Schnitten des Mesothorakalganglions kann fiir eine Vielzahl von
Neuronen eine Kolokalisation ausgeschlossen werden. Allerdings besteht bei einem latero-
ventral gelegenen Zellcluster, bestehend aus ca. sechs Neuronen, eine hohe
Deckungsgleichheit zwischen beiden Immunmarkierungen. Fiir diese Zellen ist eine
Kolokalisation wahrscheinlich.

Der Nachweis von IGL-L Immunreaktivitit in proctolinergen Axonen erfolgte an Fasern
des peripheren Nervensystems. Dabei tritt eine Kolokalisation zwischen IGL-L und
Proctolin nicht-kongruent an motorischen Fasern der Sternalmuskulatur (Skelett-
muskulatur) und dem Hyperneuralmuskel (viszerale Muskulatur) auf (Abb.3.20). Uber den
Ursprung dieser Fasern konnen gegenwirtig keine Aussagen getroffen werden. Eine
entsprechende Kolokalisation tritt nicht in proctolinergen Fasern des Antennenherzens auf,

da die innervierenden Axone IGL-L immunnegativ sind (Abb.3.20). Am Dorsalgefdl3
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wurden Nervenfasern identifiziert, die durch Immunreaktivitit gegeniiber FMRFamid-like
Proteinen und IGL-L Protein charakterisiert sind (Abb.3.20). Dies deutet auf eine

Kolokalisation beider Proteine in einzelnen Axonen am Herzen hin.

3.5 Ultrastrukturuntersuchung

Die intrazelluldre Lokalisation der IGL-L Immunmarkierung sowie die Verteilung IGL-L
immunreaktiver Nervenzellfortsdtze innerhalb des Neuropils wurden elektronen-
mikroskopisch am Thorakalganglion des sechsten Larvalstadiums untersucht. Im Neuropil
wurde eine selektive Immunmarkierung einzelner Nervenzellfortsidtze beobachtet. In
diesen Zellen wurde das Produkt der Peroxidase-Reaktion nahezu durchgehend an der
zytoplasmatischen Seite des Plasmalemma sowie an der &ufleren Membran der
Mitochondrien detektiert. Zudem lassen sich zahlreiche Markierungen im Cytoplasma
nachweisen, die auf eine Akkumulation des Proteins am Cytoskelett hindeuten. Es konnte
nicht geklart werden, ob es sich bei diesen Zellkompartimenten um prd- oder

postsynaptische Areale handelt.

‘ . |
L ] ; *ﬁ o
& 5 .
Pt ¥ .\ \

Abb.3.21: Elektronenmikroskopische Lokalisation
von IGL-L im Neuropil des Thorakalganglions.

Einzelne Nervenzell-Fortsdtze zeigen Immun-
reaktivitit am Plasmalemma (%) sowie im
Cytoplasma (©).

Vergrofierung: 30.800
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Abb. 3.15: IGL-L-Immunreaktivitit in einem Querschnitt durch einen Embryo (90% Embryogenese).
Das Protein zeigt eine neuronale Expression im zentralen und peripheren Nervensystem. Eine intensive

Immunmarkierung wird im Neuropil sowie dorsal und ventral lokalisierten Zellkorpern der Ganglien
detektiert.

Abb. 3.16/1: Im embryonalen Gehirn (90% Embryogenese) wird [GL-L-Immunreaktivitit im Neuropil
des Protocerebrums (PC) sowie an den deutocerebralen Glomeruli (G) nachgewiesen. Intensiv markiert
ist ein protocerebraler Trakt (pcT). IGL-L-immunnegativ stellen sich die Pilzkorper (PK) dar. Das
Expressionsmuster bleibt auch postnatal erhalten (vgl. Abb. 3.16/2). MaBstab: 250pum



250um

anterior

100pm : B posterior

Abb. 3.16/2: IGL-L-Immunreaktivitit im postnatalen Gehirn. Frontalschnitte durch das Oberschlundganglion (I.)
zeigen Immunmarkierungen im protocerebralen Neuropil um die Pilzkorper (PK), diese bleiben jedoch IGL-L-
immunnegativ. Deutlich markiert sind die Glomeruli (G) sowie eine Zellgruppe (piZ) im anterioren Bereich der
Pars intercerebralis. Diese Neurone formen einen Trakt (pcT; I1.), dessen anterio-posteriorer Verlauf durch das
Protocerebrum im Horizontalschnitt (IT1.) deutlich wird.

I.: viertes Larvalstadium; II.: erstes Larvalstadium; I11.: Imaginalstadium



Abb. 3.17: Frontalschnitte eines abdominalen Ganglions von embryonalen (90% Embryogenese, links)
und adulten (rechts) Entwicklungsstadien. IGL-L-Immunreaktivitit wird im Neuropil (punktiert) des
Ganglions detektiert. Markant stellen sich die Titan-Neurone (TN) in embryonalen Abdominalganglien
dar. Die Riesenaxone (RA) zeigen im ausdifferenzierten ZNS keine IGL-L-Markierung.

dorsal: oben, ventral: unten
Malstab: linke Spalte: 100pum, rechte Spalte: 250um
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PDS-Soma

Lisionsstelle

proximaler Stumpf

Abb. 3.19: Die Neurogenese und regeneratives Aussprossen der protocerebralen deszendierenden
Sulfakinin-IR Interneurone (PDS-Neurone, griin) erfolgen ohne die Expression von IGL-L (rot).

I. Halbschematische Darstellung der Projektion der PDS-Neurone im whole mount-Préparat des ersten
Larvalstadiums. Zu Beginn der Axogenese (42% Embryogenese (I1.)) sowie in spiteren Stadien

(75% (1IL.) und 90% (IV.) Embryogenese) zeigen weder Soma noch Axon (V.; 5. Abdominalganglion
des ersten Larvalstadiums, rot: TITAN-Neurone) IGL-L IR. Am proximalen Axonstumpf tritt post-
operativ nach drei Tagen eine Axonschwellung auf (V1.). Sechs Monate nach der Axotomie sind
axonale Aussprossungen im Narbengewebe sichtbar (VIL.) MaBstab: 100um



250pum

Abb. 3.20: IGL-L-Immunreaktivitit (rot) im peripheren Nervensystem. In einzelnen Nervenfasern
der Sternalmuskulatur (I.) und des Hyperneuralmuskels (IL.) tritt IGL-L kolokalisiert mit Proctolin
(griin) auf. Am Herzmuskel (I11.) wurde in einzelnen IGL-L-markierten Fasern FMRFamid-like
Immunreaktivitit (griin) detektiert. Das Proctolin-immunmarkierte (griin) Antennenherz (IV.) zeigt
keine IGL-L-Immunreaktivitit. Die Corpora cardiaca (C.c.) und Corpora allata (C.a.) sind ebenfalls
IGL-L-immunnegativ (V., obere Abbildung). Neurone der Pars intercerebralis (PSK-Zellen) setzen
an diesen Neurohaemalorganen des Gehirns Perisulfakinin frei (V., untere Abbildung).

Mafstab: 1-IV.: 100pm



4. Diskussion

Die Selbstassemblierung des neuronalen Netzwerkes umfasst die Differenzierung von
Neuroblasten, die Initiation der Neuritogenese und Polarisierung in axonale und
dendritische Zellfortsédtze, die Weg- und Zielfindung von Axonen sowie die Bildung und
Stabilisierung synaptischer Verbindungen. Auf molekularer Ebene sind diese Prozesse an
die Expression von ,,growth-associated proteins*“ (GAPs) gebunden. Eine Reexpression
dieser Proteine bei Regenerationsprozessen wird als ,yregeneration-associated gene
expression” (RAG) bezeichnet. Unter einer wachsenden Zahl bekannter Molekiile, die in
die Regulation der Neurogenese involviert sind, gilt dem growth-associated protein
GAP-43 (B-50, Neuromodulin) ein besonderes Interesse (Skene & Willard, 1981;
Benowitz & Routtenberg, 1997). GAP-43 ist ein priasynaptisches Protein, dessen Bildung
wiahrend Entwicklungs- und Regenerationsprozessen seit fast 30 Jahren bekannt ist.
Aufgrund seiner intensiven und neuronspezifischen Expression wird es als prasynaptische
Determinante fiir axonales Wachstum und synaptische Plastizitdt bewertet. Nach der
Etablierung von synaptischen Kontakten wird die GAP-43-Expression herabreguliert.
Ausgenommen davon sind Hirnareale, in denen Plastizitit erhalten bleibt (Kapthammer &
Schwab, 1994b). Die Uberexpression des Proteins fiihrt in Miusen zu spontanen sowie
lasionsinduziert gesteigerten Sprossungsvorgéngen an der neuromuskuldren Synapse und
verschiedenen Hirnarealen (Harding ef al., 1999). In nicht-neuronalen Zelllinien induziert
das Protein die Bildung von neuritdhnlichen Filopodien (Aarts et al., 1998), weshalb ihm
das Attribut eines ,,Axonmachers® zugeschrieben wird. Andererseits zeigen GAP-43-
Knockout Méuse Storungen der axonalen Wegfindung und Wachstumskegel-Adhésion
(Sretavan & Kruger, 1998; Shen ef al., 2002). GAP-43-defizite Neurone verfiigen dennoch
iiber die Kompetenz zur Filopodienbildung, insbesondere zur axonalen Sprossung und zur
Elongation (Strittmatter et al., 1995).

Die physiologische Einbindung des Proteins in die Axogenese und synaptische
Signaliibertragung ist ungeklédrt. Das neuronale Expressionsmuster im embryonalen und
ausdifferenzierten Nervensystem deutet auf multifunktionelle Eigenschaften des Proteins
hin. Auf molekularer Ebene wird diese Hypothese durch den Nachweis verschiedener

Interaktionsmoglichkeiten von GAP-43 mit G-Proteinen bzw. Elementen des Aktin-
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Cytoskeletts gestiitzt, wobei diese Wechselwirkungen durch Membranassoziation und eine
PKC-abhéngige Calmodulinbindung moduliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression eines GAP-43 homologen Proteins
wiahrend der neuronalen Entwicklung der Amerikanischen Schabe untersucht.
Voraussetzung dafiir bildete die Sequenzierung des entsprechenden Transkriptes aus
Periplaneta americana. Der Nachweis eines strukturellen GAP-43-Analogon bei der
Taufliege wurde von Neel und Young (1994) erbracht. Sie identifizierten im
Hybridisierungsexperiment das Genprodukt von Drosophila igloo. Mit dem seit 2000
vorliegenden vollstindigen Genom von Drosophila melanogaster (Adams et al., 2000)
wurde im Vorfeld der Untersuchung eine Datenbankrecherche durchgefiihrt, bei der nach
weiteren strukturell GAP-43 homologen Proteinen der Taufliege gesucht wurde. An die

Struktur eines Invertebraten-GAP-43 wurden folgende Kriterien gestellt:

1. Existenz einer oder mehrerer hoch konservierter GAP-Modul-Sequenzen
(Calmodulinbindung an einem IQ-Motiv, Regulation durch eine Phosphorylierungs-
stelle (S); Sequenzmotiv: KAATKIQASFRGHITRK)

2. Existenz einer aminoterminalen Membranbindedoméne (Acylierungssequenz fiir

Palmitoylierung oder Myristoylierung)

Das GAP-Modul stellt als CaM-Bindedoméne ein funktionelles Motiv dar, das in vielen
Proteinen nachgewiesen wurde. Bei Vertebraten wird die Konsensussequenz aufler bei
GAP-43 z.B. auch bei Myosin IIIA, Obscurin oder Neurogranin gefunden. Die BLAST-
Suche detektierte bei Drosophila neben dem Genprodukt von igloo 134 weitere Proteine
mit (variierten) GAP-Modul-Sequenzen. Dabei handelt es sich um Proteine (z.B. asp
Genprodukt, CG13544, ninaC Genprodukt, CG14687) mit bis zu drei GAP-Modulen, bei
denen jedoch keine putative Palmitoylierungs- oder Myristoylierungssequenz vorhanden
ist. Zudem sind die GAP-Module dieser Proteine hédufig am IQ-Motiv oder der
Phosphorylierungsstelle verdndert. Das Ergebnis der BLAST-Analyse bestétigt, dass das
Transkriptionsprodukt von Drosophila igloo-L (Neel & Young, 1994) die hdochste
strukturelle Homologie zum Vertebraten GAP-43 besitzt. Daher wurde in der vorliegenden
Arbeit die Suche nach entsprechenden GAP-43 Proteinen bei Periplaneta auf die
Invertebrate-GAP-43-Like Proteine (IGL-Proteine) fokussiert.
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humanes GAP-43
1 | MBD GAP-M| 238

Periplaneta 1GL-L/S

1 | MBD A% M76/1 | Si S, 193/118

Abb.4.1: Schematische Darstellung homologer funktioneller Doméinen (Membranbindedoméne
[MBD] und GAP-Modul [GAP-M; V, S,, S;]) von humanem GAP-43 und den IGL-Proteinen
(IGL-L und IGL-S) von Periplaneta americana.

Durch PCR-Amplifikation wurden zwei Transkripte der Amerikanischen Schabe, die als
igl-L und igl-S bezeichnet werden, identifiziert. Die Expression beider Transkripte konnte
in embryonalen und adulten Entwicklungsstadien nachgewiesen werden (siche Abb.3.6).
Aufgrund der Sequenzidentitit von ig/-S gegeniiber ig/-L binden Oligonukleotide, die fiir
die Amplifikation des codierenden Bereiches von ig/-S verwendet werden, auch an ig/-L
Templates. Das resultierende PCR-Produkt stellt keinen eindeutigen Nachweis fiir igl-S
Transkripte dar. Deshalb wurde fiir die Amplifikation von ig/-S ein downstream-Primer
gewihlt, der am 5’-Ende der ig/-S spezifischen, nicht-codierenden Position [-165] bindet.
Ein Vergleich der Bandenintensititen zwischen den RT-PCR Produkten deutet auf eine
geringere Expression von igl-L gegeniiber ig/-S in beiden Gewebeproben hin. Dennoch
wurde ig/-L auch im ausdifferenzierten ZNS nachgewiesen. Dieser Befund stand im
Widerspruch zur entwicklungsregulierten igloo-Expression, bei der mit einem Northern
Blot-Test keine igloo-L-Transkripte in adulten Taufliegen detektiert wurden (Neel &
Young, 1994). Zur Klirung dieser Divergenz wurde in der vorliegenden Arbeit die
Expression von Drosophila igloo in verschiedenen Entwicklungsabschnitten mit der
Methode der RT-PCR Amplifikation untersucht. Im Ergebnis konnte durch die
Sequenzierung von igloo-S und igloo-L in Larven-, Puppen- und Imaginalstadien ebenfalls
eine dauerhafte Expression beider igloo-Transkripte nachgewiesen werden (siche Abb.3.2).
Das von Neel und Young (1994) beschriecbene Gen igloo wurde bei Drosophila
melanogaster auf dem Chromosom 2R lokalisiert (Adams et al., 2000). Strukturell enthélt
dieses Gen drei Exons. Die translatierte Sequenz von Exon 1 codiert im offenen

Leserahmen den Proteinbereich vom initialen Methionin bis zum unmittelbaren Beginn des
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V-Moduls. Dieses Modul und der anschlieBende Bereich bis zum zweiten GAP-Modul
werden von Exon 2 codiert. Die restlichen 75 Aminosduren liegen auf dem dritten Exon,
welches zwei GAP-Module (T- und S-Modul) einschlieBlich des Carboxyterminus codiert.
Das Transkriptionsprodukt des igloo-Gens liegt als mRNA in zwei Varianten vor. Dabei
codiert die Kombination aller drei Exons das Transkript igloo-L, wiahrend sich das igloo-S
Transkript ausschlieBlich aus den Exons 2 und 3 zusammensetzt. Somit entspricht das
igloo-S Transkript dem igloo-L Transkript ab dem ersten Codon von Exon 2 (Alal00).
Aufgrund des ORF, der fiir igloo-S im Exon 2 bei Met20 beginnt, entspricht das Protein
IGLOO-S dem Protein IGLOO-L ab Metl19. Die Sequenzierung der Transkriptions-
produkte von Periplaneta igl-L und igl-S zeigte eine adiquate Homologie am 5’-Ende
beider mRNAs (siche Abb.3.5). Aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeit zu den
Transkripten von Drosophila igloo lésst sich eine analoge genomische Struktur fiir
Periplaneta igl postulieren. In Ubereinstimmung zur Taufliege wiirde bei der Schabe das
Gen igl/ aus drei Exons bestehen. Die wahlweise Transkription der Exons 1 bis 3 wiirde das

Transkript ig/-L und der Exons 2 und 3 das Transkript ig/-S bilden.

GAP-Module der IGL-Proteine

Strukturelle Gemeinsamkeiten zwischen den IGL(OO)-Proteinen von Drosophila und
Periplaneta umfassen sowohl die Anzahl der GAP-Module (IGL(OO)-S: 2 GAP-Module;
IGL(OO)-L: 3 GAP-Module) als auch die Pridsenz einer aminoterminalen Myristoy-
lierungssequenz (MGXXXS/T) bei den L-Isoformen (siche Abb.3.8). In beiden Spezies
stellen die IGL(OO)-S spezifischen Module mdgliche PKC-Targets dar. Im Gegensatz
dazu zeigen die V-Module beider IGL(OO)-L Proteine eine Aminosduresubstitution mit
einem entsprechend positionierten, konservierten Valinrest. Anzumerken ist der
urspriingliche Charakter des zweiten GAP-Moduls bei Periplaneta IGL-L (bzw. des ersten
GAP-Moduls bei pIGL-S). Dessen Phosphorylierungsstelle wird, wie im dritten GAP-
Modul, durch einen Serinrest gebildet. Die Serin-Substitutionen in den GAP-Modulen der
IGL(OO)-Proteine von Drosophila und Periplaneta konnten die Evolution dieses
repetitiven Motives widerspiegeln. Sie konnte vom urspriinglichen S-Modul (3. GAP-
Modul) iiber das 2. GAP-Modul (T- bzw. S;-Modul) zum ersten GAP-Modul (V-Modul)

verlaufen sein.
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Abb.4.2: Tertidrstruktur des Short calmodulin binding motif containing conserved lle and Gln
residues (Deloulme et al., 1997; Rhoads & Friedberg, 1997).

Alle drei GAP-Module von IGL-L zeigen Sequenzhomologie zu den Calmodulin-
bindungsdoménen smart00015.7, IQ (Short calmodulin binding motif containing
conserved Ile and GlIn residues) und pfam00612, 1Q (IQ calmodulin binding motif)
(Deloulme et al., 1997; Rhoads & Friedberg, 1997). Die dreidimensionale Struktur dieser
Sequenzmotive ist durch eine helikale Anordnung der Aminosdurereste charakterisiert
(Abb.4.2). Funktionell handelt es sich dabei um Calmodulinbindestellen (Neel & Young,
1994). Fir die Tertidrstruktur von IGL-L konnen dementsprechend drei repetitiv
angeordnete Helices postuliert werden. Ob die Calmodulinbindung bzw. Phosphorylierung
der GAP-Module Auswirkungen auf weitere molekulare Interaktionen dieser Motive hat
und wie sich diese auf die Funktion von IGL-L auswirken konnten, ist gegenwiértig nicht
bekannt. Im Vergleich zum Vertebraten GAP-43 bedeutet die Multiplikation der
Calmodulinbindungsdoméne bei den Invertebrate-GAP-43-like Proteinen eine hdhere
Anzahl an CaM-Bindungsstellen sowie eine groBere regulatorische Variabilitit. Uber eine
geordnete Calmodulinbesetzung der drei Module kann daher die folgende Uberlegung
angestellt werden: IGL-L kann durch die variable Besetzung der V-, S;- und S,-Module
vier Zustinde der Calmodulinbindung einnehmen. Aufgrund der Charakteristik des
GAP-Moduls liegt IGL-L bei hohen intrazelluliren Ca'-Konzentrationen ohne
gebundenes CaM vor. Dieser erste Bindungszustand (BZ 1) kann als Ausgangszustand
betrachtet werden. Eine kontinuierliche Verringerung der freien Ca’ -Konzentration
konnte zu einer schrittweisen Besetzung der GAP-Module mit CaM {ber drei
Bindungszustinde fiihren, die der Assoziation von einem (BZ 2), zwei (BZ 3) bzw. drei
(BZ 4) CaM-Molekiilen entsprechen. Fiir die Bindungszustinde BZ 2 und BZ 3 kdnnen

zudem jeweils drei verschiedene Bindungsvarianten (BV) postuliert werden. Wahrend im

-61 -



BZ 2 die Bindung von einem Calmodulin als V-, S;- oder S;-Modul-Assoziation erfolgen
kann, stehen im BZ 3 mit der Bindung von zwei CaM-Molekiilen die Bindungsvarianten
V/Si, V/S; und S1/S; zur Verfligung. Insgesamt ergeben sich somit fiir die Bindung von
Calmodulin an IGL-L sieben verschiedene Bindungsvarianten (Tab.4.1). Dabei kann fiir
sechs BV eine mdgliche Regulation durch die Phosphorylierung der Serinreste in den
Si- und S;-Modulen vermutet werden. Von diesen wiirden drei BV eine vollstindige
(S13 S2;5 S1/S2) und drei BV eine teilweise (V/Sy; V/S2; V/S1/S2) Regulation durch die

Proteinkinase C aufweisen.

Bindungszustand (BZ) || Anzahl CaM | Bindungsvarianten (BV); Anzahl BV
1 0 /
2 1 V;Si;; Sz 3
3 2 V/S1; V/82; S1/S; 3
4 3 V/SVS: 1
Summe BV 7

Tab.4.1: Mogliche Bindungsvarianten von Calmodulin fiir die GAP-Module von IGL-L.

Ergidnzend werden fiir die IGL-S Isoform drei BZ (ohne CaM, ein CaM, zwei CaM) mit
insgesamt drei BV (S;; S;; Si/S,) postuliert.

Bei der Beladung des Proteins mit Calmodulin konnen nach dem gegenwértigen
Kenntnisstand Unterschiede im CaM-Bindungsverhalten zwischen den V- und S;j-
Modulen nicht ausgeschlossen werden. Zur Diskussion steht die Moglichkeit, dass die
Besetzung von IGL-L mit CaM durch eine bevorzugte Reihenfolge oder kooperative
Effekte beeinflusst wird. Somit konnten Verdnderungen im Protein, insbesondere sterische
Konformationsédnderungen, z.B. fir das V-Modul einen PKC-unabhidngigen
regulatorischen Mechanismus codieren.

Aus der Interaktion von IGL-L mit Calmodulin ergibt sich die zentrale Frage nach dessen
molekularer Einbindung in die Prozesse der neuronalen Differenzierung und axonalen
Signaliibertragung. Fiir die Funktion von IGL-L werden zwei mogliche Szenarien

diskutiert:
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1. IGL-L als lokaler Calmodulin-Speicher

Die regulatorische Wirkung von Kalziumionen wurde durch Messung der Kalziumstrome
in auswachsenden Neuriten nachgewiesen (Anglister et al., 1982; Bolsover & Spector,
1986). Da zahlreiche Enzyme, Kanidle und Strukturproteine nicht direkt mit dem
Botenstoff Kalzium interagieren, wird die Aktivitit dieser Proteine durch Calmodulin
kontrolliert. Die Bindung dieses intrazellulidren Ca’ -Sensors an IGL-L reduziert die freie
CaM-Konzentration und kann somit unmittelbaren Einfluss auf verschiedene Signal-
transduktionswege nehmen. Andererseits wiirde eine steigende Ca' -Konzentration zur
CaM-Dissoziation von den GAP-Modulen fithren (De Graan et al., 1990; Liu & Storm,
1990) und eine Aktivierung nachgeschalteter Proteine durch freie Calmodulin-Molekiile
ermoglichen. Die maximale Bindekapazitit von drei CaM-Molekiilen, im Zusammenhang
mit der Lokalisation von IGL-L an der inneren Seite der Zellmembran, konnte mit der
Funktion eines lokalen Calmodulin-Speichers interpretiert werden (Abb.4.5). Im
Gegensatz zu IGL-S, das die freie CaM-Konzentration im gesamten Zytoplasma dndern
wirde, konnte IGL-L als rdumlich begrenzter CaM-Puffer im Bereich zwischen
Plasmalemma und Zytoskelett agieren. Insbesondere die Subplasmalemma-Zone ist ein
wichtiges Kompartiment fiir zelluldre Differenzierungsprozesse. So erfolgt beim
Neuritenwachstum die Verarbeitung extrazelluldrer Signale zur intrazelluldren
Restrukturierung des Aktin-Zytoskeletts im kortikalen Zellbereich. Basierend auf dem
intrazelluldren Targeting von IGL-L und IGL-S konnte die unterschiedlich lokalisierte
CaM-Freisetzung die gegensitzliche Kompetenz beider Proteine zur Filopodienbildung

erklaren.

2. IGL-L als Signaltransduktor mit katalytischer Aktivitat

Die Bindung von Calmodulin sowie die Phosphorylierung durch Proteinkinasen fiihren zu
Konformationsdnderungen eines Proteins. Die damit verbundene Funktionsregulation kann
die Aktivierung bzw. Inaktivierung von Enzymen, das Offnen bzw. SchlieBen von Kanilen
oder intermolekulare Proteinwechselwirkungen umfassen. Das Protein IGL-L bietet mit
den V-, S;- und S;-Modulen drei potentielle regulatorische Doménen, die Calmodulin
binden oder, im Fall der S-Module, alternativ phosphoryliert werden konnen. Als Folge
dieser Modifikationen konnten katalytische Doménen, mit denen das Protein in molekulare

Signalkaskaden eingreift, aktiviert bzw. inaktiviert werden. Fiir GAP-43 werden diese
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katalytischen Doménen am Aminoterminus (Aktivierung von G-Proteinen) und am
C-Terminus (Interaktion mit Aktinfilamenten) vermutet. Ein direkter Zusammenhang
zwischen dem Calmodulinbindungsstatus bzw. dem Phosphorylierungsstatus des
GAP-Moduls und der Aktivitit der effektorischen Doménen ist jedoch umstritten (He et
al., 1997; Meiri et al., 1998). Sequenzhomologe Doménen dieser Art sind bei den
IGL-Proteinen von Periplaneta und Drosophila nicht vorhanden. Allerdings deutet die
GAP-43-homologe  Aminosdurezusammensetzung auf dhnliche biophysikalische
Eigenschaften hin. Deshalb konnten adidquate Wechselwirkungen, z.B. mit Elementen des
Cytoskeletts, auch bei den IGL-Proteinen mdglich sein (Abb.4.5). An dieser Stelle wird
unter Bezug auf die sieben moglichen CaM-Bindungsvarianten die Frage aufgeworfen, ob
durch eine variable Calmodulinbindung von IGL-L eine abgestufte Wechselwirkung des

Proteins mit dem Cytoskelett reguliert werden konnte.

Membranlokalisation und Filopodienbildung
Aus den Sequenzinformationen der ig/-L und ig/-S Transkripte leiteten sich zwei Fragen

ab, die im Transfektionsassay beantwortet werden sollten:

1. IGL-L besitzt N-terminal eine putative Myristoylierungssequenz. Welche intrazelluldre
Lokalisation besitzen die IGL-Proteine?
2. Verfiigen die IGL-Proteine iiber eine morphogenetische Kompetenz und induzieren die

Bildung von Zellfortsdtzen?

1. intrazellulire Lokalisation

Die Myristoylierungssequenz MGXXX(S/T) (Liang et al., 2002; Kosloff et al., 2002;
Maurer-Stroh et al., 2002) stellt einen strukturkonservierten Abschnitt der GAP-43-like
Proteine von Drosophila 1GLOO-L und Periplaneta 1GL-L dar. Aufgrund der
nachgewiesenen Myristoylierung von dIGLOO-L (Neel & Young, 1994) wurde eine
membranstindige Lokalisation beider Proteine postuliert. Durch die Uberexpression von
Periplaneta IGL-EGFPNI-Konstrukten in CHO-Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit
eine entsprechende Membranbindung fiir IGL-L nachgewiesen werden (siche Abb.3.9).
Bestitigt wird dieser Befund durch die elektronenmikroskopische Detektion von nativ

exprimiertem pIGL-L. Im Ganglienneuropil der Schabe tritt IGL-L Immunreaktivitdt an
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der Zellmembran von Nervenzell-Fortsdtzen auf (sieche Abb.3.21). Im Gegensatz zu IGL-L
verfiigt das Protein IGL-S iiber eine cytoplasmatische Lokalisation in transfizierten
CHO-Zellen. Es verhilt sich wie die GAP-43-Mutanten Cys3Ala/Cys4Ala (Wiederkehr et
al., 1997) oder Cys3Ser/Cys4Gly (Aarts et al., 1998). Deren Membrantargeting wird durch

Verianderung der aminoterminalen Palmitoylierungsdoméne inhibiert.

2. Filopodienbildung

Der Einfluss von GAP-43 auf die Zellmorphologie, insbesondere auf die Kompetenz zur
Bildung von Zellfortsitzen, wurde durch Uberexpressionsexperimente in nicht-neuronalen
Zellen untersucht (Zuber et al., 1989; Aarts et al., 1998). Bewertungsmalistab in diesen
Transfektionstests bildete die phénotypische Verdnderung spindelférmiger Zellen ohne
Zellfortsidtze zu sphérischen Zellformen mit zahlreichen Filopodien. Sollten die
Periplaneta 1GL-Proteine neben einer strukturellen Homologie auch funktionelle Aspekte
mit GAP-43 teilen, ist fiir das membranstindige IGL-L eine dhnliche phinotypische
Kompetenz zu erwarten. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass nur die Uberexpression von
IGL-L die Bildung von filopodialen Zellfortsdtzen induziert (siche Abb.3.9). Bei der
Uberexpression von Drosophila IGLOO-L und IGLOO-S wurde eine homologe
gegensitzliche Kompetenz beider Isoformen zur Filopodienbildung nachgewiesen
(Kamprath, 2001). Da die cytoplasmatisch lokalisierte Variante IGL-S keine
phénotypischen Verdnderungen auslost, muss fiir diesen Effekt der IGL-L-spezifische
Aminoterminus verantwortlich sein. Dieser Bereich enthdlt zwei bekannte funktionelle
Domaénen: (1) eine zusétzliche Calmodulinbindedomaéne, die keine Phosphorylierungsstelle
besitzt (V-Modul), (2) eine Myristoylierungsstelle, deren Acylierung zur Membran-
assoziation des Proteins fiihrt. Im Transfektionstest konnte gezeigt werden, dass bereits
dass N-terminale Peptid dIGLOO-L[1-10] ohne GAP-Modulsequenz die Filopodien-
bildung induziert (C. Kamprath, miindliche Mitteilung). Essentiell ist dabei die Assoziation
des Peptides an die Membran, die durch die Mutation Gly2Ala/Cys3Ser verhindert werden
konnte. Dieser Befund steht im Konsens zu GAP-43 Experimenten, in denen ebenfalls das
aminoterminale Proteinfragment GAP-43(1-10) das Wachstum von Zellfortsdtzen ausloste
(Strittmatter et al., 1994). Durch die Arbeiten von Strittmatter et al. (1994) und Kamprath
(2001, unverdffentlicht) wird eine essentielle Bedeutung der Calmodulinbindedomine bei

der Filopodienbildung sowohl bei GAP-43 als auch bei den IGL(OO)-Proteinen
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ausgeschlossen. Allerdings wird dem GAP-Modul eine modulatorische Funktion
zugesprochen, die sich abhingig vom Phosphorylierungszustand in der Anzahl und Léange
der auswachsenden Zellfortsitze reflektiert (Widmer & Caroni, 1993). Als primére
Interaktionsdomine fiir die Induktion von Filopodien wurde ein basisches Motiv am
N-Terminus vorgeschlagen, welches G-Proteine aktiviert (Strittmatter et al., 1990, 1991a,
b, 1994; Aarts et al., 1998). Eine Wechselwirkung zwischen G-Proteinen und GAP-43
erfolgt aber nur im nicht-palmitoylierten Zustand (Sudo et al., 1992) und steht als
Filopodien auslosender Mechanismus mit der dafiir essentiellen Membranassoziation des
Proteins im Widerspruch. Zudem enthélt IGL-L keine entsprechende Konsensussequenz
(RRXK). Deshalb wird ein Zusammenhang zwischen dem basischen Motiv von GAP-43
und der Verdnderung der Zellmorphologie zusitzlich in Frage gestellt. Vielmehr deuten die
Resultate der Transfektionsassays mit dIGLOO und pIGL darauf hin, dass die
Filopodienbildung von IGL(OO)-L-iiberexprimierenden Zellen auf einer Akkumulation
des Proteins am Zellkortex beruht. Dabei scheint neben der intrazelluldren Lokalisation
auch die Filopodienbildung auf der Fettsdureanker-basierenden Membranassoziation zu
beruhen. Somit konnte die GAP-43 induzierte Filopodienbildung ebenfalls auf eine
Konzentration von acyliertem Protein am Plasmalemma zuriickzufiihren sein. Gestiitzt
wird diese Hypothese durch Experimente mit den ebenfalls acylierten und membran-
lokalisierten Proteinen CAP-23 (Zytoskelett-assoziiertes Protein) und MARCKS
(myristoyliertes, alaninreiches Kinase C Substrate). Auch deren Uberexpression fiihrt in
Fibroblasten zu einer GAP-43-homologen Filopodienbildung (Wiederkehr et al., 1997;
Frey et al., 2000). Im Ubrigen konnte das streng konservierte, basische Motiv von GAP-43
Bestandteil einer Palmitoylierungssequenz sein. Diese hier aufgeworfene Vermutung wird
durch Strukturanalysen von palmitoylierten Proteinen, wie z.B. die Gy-Proteine Gq, G
oder Gi,, gestiitzt (Kosloff et al.,, 2002). Deren N-Terminus tridgt eine von basischen
Aminosduren geformte, positiv geladene Kappe, die an die negativ geladene Innenseite der
Plasmamembran bindet. Im Gegensatz dazu tragen myristoylierte G4-Proteine, wie z.B. Gy,
G;j oder G, N-terminal weniger positive, teilweise sogar saure Aminosdure-Reste (Kosloff
et al., 2002).

Unabhéngig von der offenen Diskussion iiber die molekularen Grundlagen des GAP-43-
induzierten Filopodienwachstums (Widmer & Caroni, 1993; Strittmatter et al., 1994; Laux

et al., 2000) stellt dessen morphogenetische Kompetenz ein wesentliches Argument fiir die
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postulierte Funktion als ,,Axonmacher* dar. Trotz gleichartiger Effekte von
tiberexprimiertem IGL-L schlieBt sich die vorliegende Arbeit dieser Argumentation jedoch
nicht an. Im Gegensatz zu einer physiologischen Funktion wird vermutet, dass die Bildung
der Zellfortsdtzen als unspezifische Zellreaktion auf die Akkumulation von acyliertem
IGL-L Protein an der Zellmembran erfolgt. In diesem Zusammenhang muss die Bewertung
der Filopodien nicht-neuronaler Zellen als strukturelle und funktionelle Neurit- bzw.

Axon-Homologa in Frage gestellt werden.

IGL-L-Expression im Nervensystem

Das tempordre Expressionsmuster von IGL-L wurde im ZNS der Schabe auf
Einzelzellebene wihrend der neuronalen Entwicklung eines protocerebralen
Interneuronenpaares (PDS-Neurone) (Hénold, 2000) untersucht. Aufgrund der Lénge und
Morphologie des axonalen Zellfortsatzes sind diese Zellen als Modellneurone fiir
Entwicklungs- und Regenerationsprozesse geeignet. Durch ihre Immunreaktivitét
gegeniiber dem Neuropeptid Perisulfakinin, das strukturell mit dem Vertebraten-
Neurotransmitter Cholezystokinin (CCK) verwandt ist, konnen sie individuell visualisiert
werden. Grundlage fiir eine mogliche Kolokalisation zwischen IGL-L und PSK bildet der
Befund, dass im Vertebraten-ZNS die Freisetzung von CCK durch GAP-43 induziert wird
(Hens et al., 1993; DeGraan ef al., 1994). Unerwartet zeigen PSK/IGL-L-Doppelfarbungen
aller Entwicklungsstadien (40% Embryogenese bis Imaginalstadium), dass die PDS-
Interneurone zu keinem Zeitpunkt ihrer neuronalen Genese das Protein IGL-L exprimieren
(siche Abb.3.19). Am Beispiel der PDS-Zellen weist die vorliegende Arbeit nach, dass
axonales Wachstum bei P.americana nicht an die Expression von IGL-L gebunden ist. Das
Protein stellt keine intrinsische Determinante der neuronalen Genese dar, deren Expression
essentiell fiir die Entwicklung jedes Neurons ist.

Immuncytochemisch wurde gezeigt, dass IGL-L ein selektiv neuronal exprimiertes Protein
ist (siche Abb.3.15). Entgegen der IGL-L Immunnegativitidt der PDS-Neurone konnte in
zahlreichen Arealen des Nervensystems eine intensive IGL-L Immunmarkierung detektiert
werden. Anhand dieses Expressionsmuster kann die Bildung von IGL-L bestimmten
Stadien der neuronalen Entwicklung zugeordnet werden. Unter Bezug auf die Resultate des
Transfektionsassays wird nachfolgend erneut diskutiert, ob die physiologische Funktion

des Proteins zumindest fiir Teile des neuronalen Zellpools in der Genese von Zellfortsdtzen
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besteht. Unter dieser Annahme ist eine Expression von IGL-L in frithen Phasen der
Neurogenese, insbesondere wihrend der Bildung von Neuriten, zu erwarten. Die
Neuritogenese beginnt im ZNS der Amerikanischen Schabe bei 23,5% der
Embryonalentwicklung (Denburg & Fiilop, 1982). Zu diesem Entwicklungszeitpunkt wird
jedoch noch keine IGL-L Immunreaktivitit detektiert. Dieser Befund schlie8t eine
Funktion von IGL-L in friihen Phasen der neuronalen Differenzierung, insbesondere flir
die Initiation der Neuritogenese, eindeutig aus.

Im weiteren Verlauf der Neurogenese erfolgt die Strukturierung der Neuropilbereiche, in
denen die axonalen und dendritischen Endigungen in Kontakt treten und (synaptische)
Verbindungen ausbilden. Im ventralen Bauchmark befinden sich diese Gebiete im Mark
der Thorakal- und Abdominalganglien. Sie sind von den kortikal gelegenen neuronalen
Somata anatomisch klar abgrenzbar. Im Neuropil wird die Synaptogenese, die eine stabile
Verkniipfung des neuronalen Netzes einleitet, ab 47% der Embryogenese initiiert (Denburg
& Fiilop, 1982). Der Nachweis einer ersten IGL-L Immunreaktivitit erfolgt im Neuropil
der Ganglien und trifft mit dem Beginn der Synaptogenese zusammen (siche Abb.3.18).
Mit der zunehmenden Ausbildung von synaptischen Verbindungen steigt die Expression
von IGL-L intensiv an. Eine besonders markante Immunreaktivitit wird am Ende der
Embryonalentwicklung und in frithen Larvenstadien detektiert. Wahrend der
Embryogenese fillt eine Graduierung der IGL-L Immunreaktivitit zwischen den
thorakalen und abdominalen Ganglien auf. Dabei deutet die Intensitdtsabnahme der
Immunmarkierung nach posterior auf eine Differenzierung des ventralen Nervensystems
entlang der Anterio-posterior-Achse hin. Dieser Befund steht im Konsens mit morpho-
logischen Beobachtungen, bei denen eine graduelle Entwicklung des ZNS am Beispiel der
Thorakalganglien-Segmentierung beschrieben wurde (Denburg & Fiilop, 1982).

Der immuncytochemisch detektierte Expressionsbeginn von Periplaneta IGL-L bestitigt
das Resultat der Northern Blot-Detektion von Drosophila igloo (Neel & Young, 1994). In
beiden Spezies erfolgt die Expression ab 50% Embryogenese und erreicht maximale Werte
im letzten Drittel der Embryogenese. Anscheinend weisen die GAP-43-like Proteine in
holometabolen (Drosophila) und hemimetabolen (Periplaneta) Insekten ein einheitliches

Expressionsmuster auf.
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An dieser Stelle soll nochmals auf die hohe Spezifitit des Antiserums gegeniiber dem
Protein IGL-L von Periplaneta americana eingegangen werden, welches durch
Immunisierung eines Kaninchens mit rekombinant hergestelltem pIGL-L[1-75] Peptid
generiert wurde. Mit diesem Antiserum konnte im ZNS der Taufliege, Drosophila
melanogaster, und des Heimchens, Acheta domesticus, keine Immunreaktivitit detektiert
werden. Innerhalb der Ordnung Blattodea (Schaben; Abb.4.3) zeigen neuronale Gewebe-
priparate der Blaberoidea Blattella germanica (Fam. Blattellidae; [2]) sowie Leucophaea
maderae (Fam. Blaberidae; [3]) ebenfalls keine spezifische Immunmarkierung (siche
Abb.3.14). Eine P.americana-homologe IGL-L IR konnte nur bei Vertretern innerhalb der

Familie Blattidae (Periplaneta americana, Periplaneta australasiae, Blatta orientalis; [1])

detektiert werden.
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Abb.4.3: Phylogenetischer Stammbaum der Ordnung Blattodea (nach McKittrick, 1965).

Dieser Befund bestitigt das Ergebnis der Immunmarkierung von IGL-transfizierten
CHO-Zellen (siche Abb.3.13). Der Antikorper ist nicht gegen Epitope mit GAP-Modul-
Sequenz gerichtet und erkennt demzufolge keine anderen Proteine mit einem
entsprechenden Modul. Dariiber hinaus wird die vermutete Variabilitit der Invertebraten
GAP-43-like  Proteine aullerhalb der konservierten GAP-Module sowie der
Myristoylierungssequenz bestétigt. Diese Sequenzunterschiede wurden bereits durch den
Proteinvergleich zwischen den IGL-Proteinen von Drosophila und Periplaneta deutlich

(siche Abb.3.8).

- 69 -



IGL-L und synaptische Stabilitit

Im Gegensatz zum intensiv und homogen immunmarkierten Neuropil des Bauchmarks
sowie des Unterschlundganglions zeigt das Gehirn, trotz einer weitaus hoheren Zellzahl,
nur eingeschriankte Areale mit IGL-L Immunreaktivitidt. Das markanteste Neuropilareal des
Insektengehirns sind die Pilzkorper, deren Funktion in der Integration olfaktorischer
Signale besteht. Ihr Neuropil bildet bei Insekten das neuronale Substrat fiir Lernen und
Gedichtnis (Heisenberg et al., 1985; Erber et al., 1987; Menzel et al., 1990), woraus sich
die funktionelle Vergleichbarkeit zum Hippocampus des Vertebraten-Gehirns ableitet
(Strausfeld et al., 1998). Diese Analogie wird durch physiologische Studien und die
Expression der Drosophila ,,Lerngene* dunce und rutabaga gestiitzt (Nighorn et al., 1991;
Han et al., 1992). Uberraschend, und im Unterschied zur hippocampalen GAP-43
Expression, weist das Neuropil der Pilzkorper keine Immunreaktivitit gegeniiber IGL-L
auf (siche Abb.3.16). Dieser Befund schlieit eine molekulare Beteiligung von IGL-L an
Lernprozessen, und somit an synaptischer Plastizitét, prinzipiell aus. Frei von IGL-L-IR
stellen sich zudem die Neurohaemalorgane dar (siche Abb.3.20/V). An diesen neuronalen
Strukturen bilden die Axone keine Synapsen, sondern formen ein dichtes Fasernetzwerk,
iber das endokrin aktive Substanzen direkt in die Haemolymphe abgegeben werden. Mit
dem Nachweis von IGL-L immunnegativen Axonterminalen an den Neurohaemalorganen
kann eine mdgliche Freisetzung des Proteins in die Himolymphe ausgeschlossen werden.

Die markante IGL-L Expression im ZNS dominiert in Bereichen, die als motorische oder
sensorische Areale in Kontakt zur Korperperipherie stehen. Im Gehirn bezieht sich diese
Feststellung auf die Immunmarkierung aszendierender Eingdnge von den Antennen an den
deutocerebralen Glomeruli. Dagegen sind im Unterschlundganglion, dem die komplexe
Steuerung der Mundgliedmallen obliegt, neben dem Neuropil zahlreiche kortikale Somata
immunmarkiert. Ebenso wurde eine markante Immunreaktivitit gegeniiber IGL-L an den
thorakalen Ganglien nachgewiesen, die in die Steuerung der Bein- und Flugmuskulatur
involviert sind. Die Konzentration von IGL-L in senso-motorischen Arealen des ZNS wird
von einer intensiven Immunreaktivitét zahlreicher peripherer Nervenfasern begleitet. Dabei
wurden IGL-L immunreaktive Nervenfasern am Darm sowie an bestimmten Muskeln
identifiziert. Derzeit l4sst sich noch kein Motiv fiir die selektive Verteilung des Proteins an
den verschiedenen Muskelgruppen ableiten. Sowohl Skelettmuskulatur (z.B. Dorsoventral-

muskulatur) als auch viszerale Muskulatur (z.B. Hyperneuralmuskel, Herzgefa}) wird
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durch IGL-L immunreaktive Fasern innerviert, am Antennenherz wurde jedoch kein IGL-L
detektiert (siche Abb.3.20). Fiir die ausgedehnte Detektion des Proteins an den genannten
Organen gilt ein Zusammenhang zwischen IGL-L-Expression und plastischen
Eigenschaften der Nervenendigungen als unwahrscheinlich. Zwar ist bekannt, dass auch
postnatal eine Reorganisation peripherer Nervenfasern, z.B. am Cercalnerv, erfolgen kann
(Chiba et al., 1988). Allerdings geht diese Plastizitdt bis zum Adultstadium verloren.
Insbesondere fiir die préizise innervierte Beinmuskulatur der Schabe wiirde eine
permanente Umstrukturierung der ausdifferenzierten neuromuskuldren Kontakte im
Widerspruch zum stereotypen und reflexartigen Verhalten stehen. Das Expressionsmuster
von IGL-L deutet darauf hin, dass das Protein im Zusammenhang mit der Etablierung und
Stabilisierung der synaptischen Signaliibertragung steht. Ob dabei das Protein auf der pri-
oder postsynaptischen Seite lokalisiert ist, konnte auf ultrastruktureller Ebene noch nicht
eindeutig geklart werden (siche Abb.3.21). Aufgrund der pseudo-unipolaren Morphologie
von Nervenzellen bei Invertebraten ist eine lichtmikroskopische Differenzierung
neuritischer Zellfortsitze in axonale und dendritische Bereiche problematisch. Allerdings
deuten verschiedene Beobachtungen auf eine GAP-43-homologe prisynaptische
Konzentration von IGL-L hin. Dazu zihlt insbesondere die Detektion des Proteins in
proctolinergen, motorischen Nervenfasern. Die Endigungen dieser Zellfortsitze stellen
prasynaptische Elemente dar. Die beobachtete Detektion von IGL-L Immunreaktivitéit
schlieft eine Kernlokalisation des Proteins in vivo aus und steht im Konsens zur
filopodialen und streng Nukleus-negativen Lokalisation in IGL-L iiberexprimierenden

CHO-Zellen (siche Abb.3.9).

Die anhaltend hohe Expression von IGL-L konnte auf systemischen Eigenschaften der
Invertebraten-Nervensysteme basieren, die generell iiber eine geringe Kapazitit fiir
synaptisches Rearrangement verfligen. Im Gegensatz zu Vertebraten, deren Neurogenese
gleichermallen unter genetischer wie unter aktivititsabhéngiger Kontrolle steht, unterliegt
bei Invertebraten dieser Prozess stirker einer genetischen Préadisposition (Easter et al.,
1985). Im Hinblick auf die geringere Anzahl von Neuronen kommt der Stabilisierung des
neuronalen Netzwerkes bei Wirbellosen eine wichtige Bedeutung zu. Auf zelluldrer Ebene
konnte die umfangreiche Expression von IGL-L als Indiz fiir eine dauerhafte

,» Verdrahtung® der Nervenzellen gelten.
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IGL-L und GAP-43 — zwei funktionelle Homologa?

Von den Invertebraten GAP-43-like Proteinen IGL-L und IGL-S zeigt die Form IGL-L
strukturelle Gemeinsamkeiten zum Vertebraten GAP-43 und gilt als Kandidat fiir ein
funktionelles Homologon. Um diese Hypothese zu priifen, werden zwei Parameter, die
intrazelluldre Lokalisation und das Raum-zeitliche Expressionsmusters, verglichen. Bei
einer Uberexpression in Zellkultur lokalisiert dieses Protein, wie sein Vertebraten-Pendant
(Aarts et al., 1998), an der Zellmembran und induziert die Bildung von Filopodien. IGL-L
zeigt, ebenso wie GAP-43 (Ramakers et al, 1992), ein selektiv neuronales
Expressionsmuster, das durch die immuncytochemische Markierung von Neuropilarealen
gekennzeichnet ist. Gegeniiber GAP-43 bestehen jedoch wesentliche Unterschiede im

temporiren sowie im lokalen Expressionsschema (Abb.4.4).
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Abb.4.4: Schematische Darstellung der temporiren Expression von IGL-L und GAP-43. Wahrend
die Bildung von GAP-43 mit der Initiation der Neuritogenese einsetzt, korreliert der Expressions-
beginn von IGL-L mit der Synaptogenese. Nach der Etablierung des neuronalen Netzes sinkt die
GAP-43-Konzentration in myelinisierten Arealen vollstindig ab, persistiert aber auf hohem Niveau
in plastischen Arealen und mittelméBig in zahlreichen Gebieten des ZNS und PNS. Das IGL-L-
Level bleibt postnatal im ZNS (u.a. nicht in den Pilzkérpern) und PNS auf hohem Niveau erhalten.
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Diese Unterschiede schlieBen eine ,,Doppelfunktion® von IGL-L bei der Axogenese und
synaptischen Reorganisation, wie sie fiir GAP-43 diskutiert wird, aus. Auf molekularer
Ebene konnte die Interaktion von IGL-L mit der prdsynaptischen Signalmaschinerie
Ahnlichkeit zur postulierten Einbindung von GAP-43 in den exocytotischen Apparat
wihrend der Langzeitpotenzierung besitzen (Routtenberg et al., 2000) (Abb.4.5).

retrograder
Faktor

exocyt. Apparat

Prdsynapse Postsynapse

Abb.4.5: Modell zur Einbindung von IGL-L in die synaptische Signaliibertragung. Bei einem
Anstieg der intraterminalen Konzentration von Kalzium entldsst IGL-L Calmodulin, welches durch
die Aktivierung prasynaptischer Effektoren die Freisetzung von Botenstoffen induziert (1.). Auf
der postsynaptischen Seite konnte daraufhin ein retrograder Faktor gebildet werden, der die
prasynaptisch lokalisierte Proteinkinase C aktiviert. Die Phosphorylierung von Calmodulin-freiem
IGL-L an den GAP-Modulen wiirde als zusétzlicher Aktivator des exocytotischen Apparates
wirken (2.) (nach Routtenberg et al., 2000).

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse muss hinterfragt werden, ob induziertes Filopodien-
wachstum bei nicht-neuronalen Zellen ein legitimes Argument darstellt, GAP-43 als
»~Axonmacher“ zu bewerten. Unter Berilicksichtigung der Unterschiede zwischen dem
Nervensystem von Vertebraten und Invertebraten unterstiitzt und erweitert die

Charakterisierung von IGL-L die postulierte Funktion des growth-associated protein-43,
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sowohl wihrend der Etablierung von Lernprozessen als auch bei bestdndigen Synapsen die
synaptische Signaliibertragung zu konsolidieren. Dem entsprechend konnte die schwache,
aber persistente GAP-43 Expression im enteralen Nervensystem (Sharkey et al., 1990), an
kardialen (McGuire et al., 1988) und intramuskulidren Nervenfasern (Hesselmans et al.,
1989) sowie in spinalen sensorischen und motorischen Nervenfasern (Linda et al., 1992;
Nacimiento et al., 1993) nicht auf plastische Eigenschaften (Sharkey et al, 1990;
Nacimiento et al, 1993; Kawasaki et al., 2001), sondern auf eine dauerhafte

Signaliibertragung dieser Nervenendigungen zuriickzufiihren sein.
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Zusammenfassung

Die Genese und Funktion von Nervensystemen ist mit der Expression von growth-
associated proteins (GAPs) verbunden. Den Prototyp stellt das Protein GAP-43 dar,
welches bei Vertebraten eine zentrale Rolle in der Axo- und/oder Synaptogenese
einnimmt. Ziel meiner vorgelegten Arbeit war es, die Expression des GAP-43 homologen
Proteins IGL-L wéhrend der Genese eines identifizierten Neuronenpaares im Zentral-
nervensystem der Amerikanischen Schabe, Periplaneta americana, zu untersuchen. Im
Vorfeld dieser Studie wurden von Periplaneta igl zwei Transkriptionsprodukte, ig/-L und
igl-S, kloniert. Beide Varianten konnten in embryonalen und adulten Gewebeproben
nachgewiesen werden. Das Protein IGL-L zeigt Sequenzhomologie zum Vertebraten-
protein GAP-43. Die Homologie umfasst den Bereich von multiplen, putativen
Proteinkinase C-regulierten Calmodulinbindedomidnen (GAP-Module) sowie die Prisenz
einer aminoterminalen Membranbindedoméne.

Die transiente Expression beider ig/-Varianten in CHO-Zellen zeigt eine Membran-
assoziation von IGL-L sowie eine cytoplasmatische Lokalisation von IGL-S. Im
Transfektionsassay mit nicht-neuronalen Zellen induziert ausschlieBlich die Variante
IGL-L eine sphérische Zellform und die Bildung von Filopodien.

Ein polyklonaler Antikorper, der gegen rekombinant hergestelltes IGL-L[1-75] Peptid
gerichtet ist, wurde in einem Kaninchen generiert. Er erkennt spezifisch die Isoform IGL-L
bei Vertretern der Familie Blattidae. IGL-L ist durch eine exklusiv neuronale Expression
im zentralen und peripheren Nervensystem charakterisiert.

Die Expression von IGL-L wurde wédhrend verschiedener Entwicklungsstadien eines
identifizierten Neuronenpaares im ZNS der Schabe untersucht. Diese protozerebralen
Sulfakinin-immunreaktiven Interneurone (PDS-Neurone) zeigen in allen Phasen der
neuronalen Genese sowie beim ldsionsinduzierten Aussprossen keine IGL-L-
Immunreaktivitét.

IGL-L Immunreaktivitdt ist ab 50% Embryogenese in der ventralen Ganglienkette
detektierbar. Wihrend der weiteren embryonalen Neurogenese (Synapsenbildung) sowie in
frithen Larvalstadien tritt das Protein massiv im Neuropil der Ganglien auf, wo es

elektronenmikroskopisch in einzelnen Nervenzell-Fortsdtzen detektiert wird. Wéahrend der
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Neurogenese existiert ein IGL-L-Expressionsgradient entlang der Anterio-posterior-Achse,
der auf eine entsprechende Differenzierungsrichtung des Nervensystems hindeutet.

Das angelegte Expressionsmuster von IGL-L bleibt im Wesentlichen bis ins
Imaginalstadium erhalten. Dazu gehdren Neurone der Pars intercerebralis, die im Gehirn
einen prominenten protocerebralen Trakt bilden, sowie die IGL-L IR dorsal-motorischer
und ventral-sensorischer Ganglienbereiche. Im peripheren Nervensystem wird IGL-L an
motorischen Nervenfasern detektiert und kolokalisiert teilweise mit dem Neuropeptid
Proctolin. Der Nachweis in motorischen Nervenfasern deutet auf eine prisynaptische
Lokalisation des Proteins hin. IGL-L-immunnegativ stellen sich synapsenfreie Areale wie
die Neurohaemalorgane des Gehirns und der Thorakalganglien sowie Areale mit hoher
synaptischer Plastizitdt wie die Pilzkorper dar.

Das Protein IGL-L zeigt aufgrund seiner Sequenzhomologie, der Lokalisation und
Kompetenz zur Filopodienbildung in kultivierten Zellen sowie der selektiv neuronalen
Expression Ahnlichkeiten zum Vertebratenprotein GAP-43. Das immuncytochemisch
detektierte Expressionsmuster von IGL-L schlieit eine Funktion des Invertebratenproteins
in der frithen Neurogenese sowie wihrend synaptischer Plastizitit aus. Es deutet auf eine
Funktion in der Etablierung und Stabilisierung der synaptischen Signaliibertragung hin.
Die Erkenntnisse iiber die IGL-Proteine bei Invertebraten unterstiitzen die Hypothese, nach
der das Vertebratenprotein GAP-43 die synaptische Signaliibertragung, insbesondere nach

synaptischer Plastizitdt, stabilisiert.
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