MATERIAL UND METHODEN

2. Material und Methoden

2.1. Methoden
2.1.1. Tierzucht

Manduca sexta (Abb. 1) aus einer Laborkultur in der Abteilung Neurobiologie der Freien
Universitit Berlin wurden wurden bei 26 °C und ca. 60 % Luftfeuchtigkeit bei einem Tag/
Nacht-Rhythmus von 17 Stunden Licht und 7 Stunden Dunkelheit auf kiinstlich hergestelltem
Futter (Bell und Joachim, 1976) geziichtet. Fiir die Bestimmung des Entwicklungsstadiums
wurden sowohl morphologische als auch chronologische Kriterien herangezogen (Bell und
Joachim, 1976; Consoulas et al., 1996; Nijhout und Williams, 1974; Tolbert et al, 1983). Fiir
das Verstindnis der in dieser Arbeit gebrauchten Stadien-Bezeichnungen mag diese kurze
Zusammenfassung ausreichen: Jedes Entwicklungsstadium dauert annéhernd einen Tag. LS5
ist das fiinfte und damit das letzte Larvenstadium. An die Larvalentwicklung schlieen sich
fiinf Wandererstadien (WO bis W4) an, die durch eine besondere motorische Aktivitit (,,Um-
herwandern®‘) gekennzeichnet sind und an deren Ende sich das Tier in seiner natiirlichen Um-
gebung eingribt um sich zu verpuppen. Der Tag der Verpuppung wird mit PO bezeichnet. Die
weitere Puppenentwicklung dauert 18 Tage (P1 bis P18) und endet mit dem Schliipfen des

adulten Insekts.

2.1.2. Agaroseschnitte

Die Ganglien wurden nach der Entnahme eine Stunde in PBS mit 4 % Paraformaldehyd fi-
xiert, 3 mal 15 min in PBS gewaschen und in mit einer Konzentration von 7 % auf dem Was-
serbad in PBS geloster niedrig schmelzender Agarose (Sigma A-0701) eingebettet. Nach dem
Erkalten auf Eis wurden dann mit einem Vibrations-Mikrotom unter PBS und auf Eis Schnitte
von 100 pm Dicke angefertigt, die bis zur weiteren Verwendung in PBS bei 4 °C gelagert

wurden.

2.1.3. Retrograde Firbungen (,,backfills*)

Die Tiere wurden durch Kiihlen auf Eis betdubt, entlang der dorsalen Mittellinie aufgeschnit-
ten, mit Nadeln in einer mit Sylgard ausgegossenen Petrischale fixiert und mit Manduca-Rin-
ger libergossen. Die Thorakalganglien wurden entfernt, wobei der zu fiillende Nerv besonders

lang abgeschnitten wurde und auf keinen Fall gedehnt werden durfte, und mit feinen Nadeln
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in ebenfalls mit Sylgard ausgegossenen und mit Manduca-Ringer gefiillten Petrischalen fi-
xiert. Das Ende des zu fiillenden Nervs wurde dann mit Vaseline umwundet. Das so entstan-
dene Gefall wurde mit Neurobiotin-Losung gefiillt (Duch und Mentel, 2003) und das Préparat
bei 4 °C iiber Nacht stehengelassen damit die Neurobiotin-Losung in den Nerv diffundieren
konnte. Am nichsten Tag wurden die Ganglien 1 bis 2 Stunden in 4 %iger Paraformalde-
hydlosung fixiert und mindestens 3 mal 15 min in PBS gewaschen. Die Prédparate wurden
dann wie im Abschnitt ,,Immunhistochemie® beschrieben weiterbehandelt. Zusammen mit
dem sekundédren Antikorper wurde Cy3-markiertes Streptavidin mit einer Konzentration von

1:700 eingesetzt um das in den Nerv diffundierte Neurobiotin sichtbar zu machen.

2.1.4. Intrazellulire Firbungen

Thorakalganglien wurden wie unter 2.1.3. beschrieben entnommen, die Ganglienhiille wurde
mit zwel feinen Pinzetten entfernt. Das Ganglion wurde mit feinen Nadeln in einer mit Man-
duca-Ringer gefiillten und mit Sylgard beschichteten Petrischale fixiert. Eine Glas-Mikroelek-
trode mit einem Widerstand von 20 bis 25 MQ wurde mit einer Losung von 7 % Neurobiotin
und 2 M Kaliumacetat in aqua dest gefiillt. Die Losung wurde iontophoretisch mit einem de-
polarisierenden Strom von 3 nA 30 bis 45 Minuten lang injiziert. Nach dem Entfernen der
Elektrode wurde das Ganglion weitere 20 bis 30 min in der Ringerlosung belassen, damit das
Neurobiotin moglichst weit in das gefirbte Neuron diffundieren konnte. Unmittelbar danach
wurde das Ganglion fiir 1¥2 bis 2 h in 4 %iger Paraformaldehydlosung fixiert. Intrazelluldre

Féarbungen wurden von Dr. C. Duch durchgefiihrt.

2.1.5. Immunhistochemie

Nach der Entnahme wurden die Ganglien fiir 1 bis 2 Stunden in 4 % iger Paraformaldehyd-
Losung fixiert und 3 mal 15 min in PBS gewaschen. Um Fett zu entfernen wurden sie zu-
nichst in einer aufsteigende Ethanolreihe entwissert (50 %, 70 %, 90 %, 2 mal 100 %, jeweils
10 min) und danach 10 min in Methylsalicylat, 7 min in Xylol und nochmals 10 min in Me-
thylsalicylat entfettet. Danach wurden sie in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert
(100 %, 90 %, 70 %, 50 %, jeweils 10 min) und 3 h in PBS mit 0,3 % Triton-X (PBS-Tx
0,3 %) gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen wurden die Priparate zu-
nichst 1 h PBS-Tx (0,05 %) mit 10 % Ziegenserum (,,normal goat serum*, NGS) vorinku-
biert. Die Behandlung mit dem priméren Antikorper erfolgte in der Pridinkubationslosung

(Blocklosung) auf einem Schwenktisch bei 4 °C fiir 2 Tage. Anti-CaM Kinase II o0 wurde mit
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einer Konzentration von 1:100 eingesetzt, anti-Synaptotagmin mit 1:4000. Nach der Behand-
lung mit dem priméren Antikdrper wurden die Ganglien 8 mal 20 min in PBS gewaschen und
wiederum in Blocklosung iiber Nacht der floureszenzmarkierte sekundire Antikorper appli-
ziert. Um anti-CaM Kinase II o zu detektieren wurde Cy3-goat anti-mouse verwendet, fiir
anti-Synaptotagmin Cy5-goat anti-rabbit; beide Antikorper mit einer Konzentration von
1:400. SchlieBlich wurden die Ganglien 3 mal 20 min in PBS gewaschen, in aufsteigendem
Ethanol dehydriert und in Methylsalicylat eingebettet. Aufnahmen wurden mit einem konfo-

kalen Laser Scan Mikroskop angefertigt.

2.1.6. Konfokale Mikroskopie

Alle Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laserscan-Mikroskop der Firma Leica, Typ
DM RXE, angefertigt. Die Priparate wurden nach dem Dehydrieren auf spezielle Objekttra-
ger liberfiihrt. Es handelt sich hier um 200 um dicke und 75 mm - 25 mm grof3e Stahlbleche
mit einem zentrischen Loch von 10 mm Durchmesser. Eine Seite des Loches ist zuvor mit
einem Deckglas von 24 mm - 24 mm, das mit Sekundenkleber befestigt wurde, verschlossen
worden. Die Ganglien wurden dann in einen Tropfen Methylsalycilat in der Offnung des Ob-
jekttrigers iiberfiihrt und die Offnung mit einem Deckglas von 18 mm - 18 mm verschlossen.
Um Verdunstung des Methylsalicylats zu verhindern wurden die Rénder des Deckglases mit
farblosem Nagellack abgedichtet, was auch seiner Befestigung diente. Um die notwendige
mechanische Festigkeit zu gewdhrleisten wurde der Stahlobjekttriger beim Mikroskopieren
auf einen normalen Glas-Objekttriger gleicher GroBe gelegt. Die Priparate wurden mit einem
10 fach Objektiv (Numerische Apertur: 0,7) oder einem 40 fach Olimmersions-Objektiv
(Numerische Apertur: 1,3) bei einer Auflosung von 1024 - 1024 Pixel aufgenommen. Cy2
wurde mit einem Argon-Laser (A = 468 nm) angeregt und zwischen 495 nm und 530 nm de-
tektiert. Cy3 wurde mit einem griilnen Neon Laser (A = 543 nm) angeregt und zwischen
555 nm und 600 nm detektiert. Cy5 wurde mit einem roten Helium-Neon Laser (A = 633 nm)
angeregt und zwischen 650 nm und 720 nm detektiert. Da bei Doppelmarkierungen und den
hier verwendeten Laserintensititen und Detektorspannungen kein Ubersprechen zwischen den
Kanilen beobachtet wurde, wurden die beiden Kanile simultan aufgenommen. Bei Dreifach-
Markierungen wurde sequentiell gescannt, wobei Cy2 und Cy5 simultan und Cy3 zeitversetzt
aufgenommen wurden. Die Analyse und weitere Bearbeitung der konfokalen Aufnahmen er-
folgte mit der Software AmiraDev 3.1. und CorelDraw 10. Amira ermoglicht das Betrachten

der Bilderstapel und das Erstellen von einzelnen optischen Schnitten (,,ortho slice*) sowie von
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Projektionsansichten (,,projection view*). Die Algorithmen zur Erstellung dreidimensionaler
Rekonstruktionen von Nervenzellen sowie zur Projektion von Immunofirbungen auf die
Oberfliche rekonstruierter Nervenzellen sind in dieses Programm eingearbeitet worden (Evers
et al., 2004). Solche Projektionen sind in Zusammenarbeit mit Dr. Carsten Duch erstellt wor-

den. Mit CorelDraw wurden dann Abbildungen erstellt.

2.1.7. Isolation von CaM Kinase II aus Nervengewebe

CaM Kinase aus Manduca Thorakalganglien wurde mit Calmodulin-beschichteten ,,beeds‘
(Calmodulin-Agarose, Sigma) aufgereinigt. Da die ,,beeds* mechanisch sehr empfindlich sind
und aufgrund ihrer hohen Dichte durch die Schwerkraft nach unten sinken, wurde auf Sedi-
mentations-Zentrifugation verzichtet. Die ,,beeds* wurden mit 2 mM CaCl,, gelost in DEAE,
dquilibriert. Thorakalganglien aus einem Tier des Stadiums P12 wurden mit einem Glas-Glas
Homogenisator in 400 ul DEAE homogenisiert, 2 mal 1 min bei 6000 rpm (,,rounds per mi-
nute”, Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert um Gewebereste zu entfernen. Der Uberstand
wurde nach Entfernen der Aquilibrierungslosung zu den ,beeds” gegeben. Damit die CaM
Kinase mit dem Calmodulin auf den ,,beeds* komplexiert wurde bis zu einer Endkonzentra-
tion von 2 mM CaCl, zugegeben und der Ansatz 20 min bei 4 °C geschiittelt. Danach wurde
das Gewebehomogenat entfernt und die ,,beeds* wurden 2 mal 10 min mit DEAE/ 2 mM
CaCl, gewaschen. Die CaM Kinase wurde dann in 4 Fraktionen zu je 40 ul mit DEAE/ 2 mM
EGTA eluiert.

2.1.8. Messung der CaM Kinase II-Aktivitiit

Die Aktivitit von Proteinkinasen wurde in dieser Arbeit durch Phosphorylierungs-Assays be-
stimmt. Bei dieser Methode wird ein fiir die zu messende Kinase spezifisches Substrat durch
die Kinase-Aktivitidt in Gegenwart von am y-Phosphoratom radioaktiv markiertem Adenosin-
triphosphat (f pP-ATP) phosphoryliert und die 32P—Inkorporation gemessen. Ich habe die von
Miiller (1997) beschriebene Methode benutzt und in einigen Punkten abgewandelt. Auf diese
Weise kann man Kinaseaktivititen in verschiedenen Proben vergleichen aber keine absoluten
Stoffumsitze messen. Fiir die hier behandelte Fragestellung ist dies ausreichend. Um die Ki-
nase-Aktivitit zu messen, die im ZNS in dem jeweiligen Stadium vorhanden ist, muf} die Ki-
nase-Aktivitdt fixiert werden bevor sie sich infolge der Entnahme signifikant dndern kann.
Hierzu wurden die Ganglien unmittelbar nach der Entnahme auf einem in fliissigem Stickstoff

gekiihlten Metallstift angefroren und in einer Glaskapillare auf 20 pl gefrorenem DEAE mit
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2 mM EGTA homogenisiert. Die von der Firma Blaubrand bezogenen Glaskapillaren sind
zuvor in je drei gleich lange Teile geteilt worden. Bis zur Phosphorylierung wurden die Pro-

ben unter fliissigem Stickstoff gehalten.

o i e ool

1: mit Kalzium 1: ohne Kalzium, ohne Substrat

2: mit Kazium und Calmodulin 2: mit Kalzium, ohne Substrat

3: ohne Kalzium und Calmodulin 3: ohne Kalzium, mit Substrat
4: mit Kalzium, mit Substrat

Abb. 5 Vorversuche fiir Messungen der CaM Kinase II Aktivitit. A: Substratphosphorylierung mit aus Nervengewe-
be isolierter CaM Kinase. Mit 2 mM zusitzlichem Ca®** im Reaktionsansatz wird eine Substratbande sichtbar (linke
Gelspur), die sich mit zusitzlichem Calmodulin weiter verstarkt (mittlere Spur) und ohne freies Kalzium, mit 1 mM
des Kalzium-Chelators EGTA im Reaktionsansatz, vollstindig verschwindet (rechts). B: Test, ob Substratbanden von
intrinsischen Proteinbanden iiberlagert werden. Die Gelspuren, bei denen das spezifische CaM Kinase II Substrat im
Reaktionsansatz enthalten war (3. und 4. von links), zeigen deutlich eine zusétzliche Bande im Vergleich zu den Spu-
ren ohne Substratzugabe (1. und 2. von links). Damit ist nachgewiesen, daf3 die Intensitéit der Substratbande nur durch
32p_Inkorporation durch das Substrat bestimmt wird und damit die Aktivitit der CaM Kinase II reprisentiert.

Die CaM Kinase Aktivitdt wurde durch Phosphorylierung eines spezifischen Substrates (be-
zogen von Calbiochem) mit radioaktiv markiertem Adenosin-Triphosphat (73 ’P-ATP, Hart-
mann Analytic) gemessen. Der Reaktionsansatz enthielt 10 mM MgCl,, 10 uM ATP, 2 ug
Substrat und 1 pCi f *P-ATP pro Probe (alles Endkonzentrationen). Das Endvolumen eines
Reaktionsansatzes betrug 20 ul. Die Spezifitit des Substrates fiir CaM Kinase II in Insekten-
Nervengewebe ist bereits nachgewiesen worden (Miiller, 1997). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde auBerdem die Spezifitit des Substrates fiir neuronale CaM Kinase I aus Manduca sex-

ta durch Substrat-Phosphorylierung mit aufgereinigter CaM Kinase II getestet (Abb. 5A). In
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Gegenwart von Kalzium wurde das Substrat durch aufgereinigte CaM Kinase II phospho-
ryliert (Abb. 5A, linke Gelspur). Die Phosphorylierung wurde stidrker mit zusitzlichem Cal-
modulin im Reaktionsansatz (Abb. 5A, mittlere Gelspur). In Abwesenheit von Kalzium wurde
keine erkennbare Phosphorylierung des Substrates beobachtet (Abb. 5A, rechte Gelspur). Das
Substrat wird also von Manduca CaM Kinase II phosphoryliert. Um zu testen, ob irgendwel-
che Banden, die durch Phosphorylierung intrinsischer Proteine entstehen, die gleiche Grofie
haben wie die Substratbande wurden Phosphorylierungsansitze mit und ohne Substrat auf
dem selben Gel aufgetrennt (Abb. 5B). Die Gelspur mit Substrat zeigt deutlich eine zusitzli-
che Bande im Vergleich zu der Spur ohne Substrat. Dies war sowohl der Fall in Gegenwart
von zusitzlichem Kalzium (Spuren 2 und 4) als auch in Abwesenheit von zusitzlichem Kal-
zium (intrinsische Aktivitit, Spuren 1 und 3). Das hier getestete Substrat ist somit gut geeig-

net um CaM Kinase II Aktivitit in Manduca Nervengewebe zu untersuchen.

< 1intrinsische Aktivitét
B Calcium stimulierte Aktivitit
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Abb. 6 Zeitreihe. Gewebehomogenate aus Thorakalganglien von Tieren des gleichen Stadiums wurden unter aktivie-
renden und nicht aktivierenden Bedingungen verschieden lange phosphoryliert um die optimale Reaktionszeit zu
ermitteln. Unter nicht aktivierenden Bedingungen kommt es erst zwischen 120 s und 240 s zu einer signifikanten
Anderung (¥, p <0,05) der Aktivitit, wihrend unter aktivierenden Bedingungen der Aktivitits-Anstieg in den ersten
120 s hochsignifikant ist (**, p < 0,01) und sich danach nicht mehr signifikant andert. Auch der Unterschied zwischen
den beiden MeBreihen ist bei 120 s hochsignifikant. Aufgrund dieser Daten wurde 120 s als Reaktionszeit fiir alle
weiteren Messungen gewihlt (Statistik: ANOV A mit Newman-Keuls posthoc test, p = 0,05).

In den meisten Experimenten sollte sowohl die Aktivitit, die der natiirlichen Aktivierung in
dem jeweiligen Stadium entspricht (intrinsische Aktivitét) als auch die durch Zugabe von Kal-

zium maximal erreichbare Aktivitit, die der Aktivierung der gesamten exprimierten CaM

25



MATERIAL UND METHODEN

Kinase II in dem jeweiligen Stadium entspricht (Kalzium-stimulierte Aktivitdt) gemessen
werden. Um beide Messungen mit dem selben Ganglion durchzufiihren, wurde das Homoge-
nat (20 ul) zu dem Reaktionsansatz (20 ul) gegeben, durchmischt, und sofort die Halfte des
Volumens (20 ul) in ein anderes Reaktionsgefdll pipettiert, das 2 ul einer 20 mM CaCl,-L6-

sung enhielt, was zu einer Endkonzentration von 2 mM CaCl, fiihrte.

In Zeitreihen mit verschiedenen Phosphorylierungszeiten wurde die optimale Phosphorylie-
rungszeit ermittelt um zwischen intrinsischer und Kalzium-stimulierter Aktivitdt zu unter-
scheiden (Abb. 6); dies ist die Zeit, nach der die intrinsische Aktivitdt noch keine signifikante
Anderung erfahren hat aber Kalzium-Aktivierung die CaM Kinase Aktivitit bereits signifi-
kant erhoht. Die intrinsische Aktivitdt erhohte sich zwischen der ersten Messung nach 15 s
und der Messung nach 120 s nicht signifikant, wihrend die Steigerung zwischen 120 s und
240 s signifikant war. Demnach darf die intrinsische Aktivitét nicht spéter als 120 s nach dem
Auftauen und Start der Reaktion gemessen werden. Im Gegensatz dazu war der Anstieg der
Kalzium-aktivierten Aktivitdt zwischen 15 s und 120 s hoch signifikant (Abb. 6). Aufgrund
dieser Daten wurde 120 s als Phosphorylierungszeit gewéhlt, um in dem selben Ganglion zwi-
schen intrinsischer und Kalzium-stimulierter Aktivitit zu unterscheiden. Die Phosphorylie-
rungs-Reaktion wurde durch Hinzufiigen von 1/5 des Volumens SDS-Ladepuffer gestoppt.
Die Proben wurden einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf einem 15 %-Gel unter-
zogen. Die Stromstirke pro Gel lag bei 25 mA. Nach der Elektrophorese wurden die Gele
fixiert, in Wasser gewaschen, auf ,,Whatman-Papier* gezogen und 30 min im Vakuum und
unter Erhitzen getrocknet (LKB Slab Gel Dryer). Phosphorylierte Proteinbanden wurden
durch Autoradiographie mit Kodak Rontgenfilmen sichtbar gemacht. Die Autoradiogramme
wurden in einen Personalcomputer eingescannt und die **P-Inkorporation in Substratbande
und intrinsische Proteinbanden durch Messung der Graustufe und der Fliche, die die Bande
einnimmt (Anzahl Pixel) quantitativ erfalt. Hierzu wurde die Software Scion Image verwen-
det. Die gesamte CaM Kinase II Aktivitdt in einer Substratbande wird definiert als mittlere
Graustufe multipliziert mit der Anzahl der Pixel, wobei die Anzahl der Pixel der Fliche ent-
spricht, die die Bande bedeckt (Abb. 5B). Die Graustufe des Hintergrundes wurde jedesmal
substrahiert nach (mittlere Graustufe pange - mittlere Graustufe Hintergrund) © Anzahl der Pixel
Bande- UM die Unterschiede in der Gangliengroe zu beriicksichtigen wurde die CaM Kinase
Aktivitdt jeweils als relative Aktivitit gemessen, indem sie durch die Gesamtphosphorylie-

rung, entsprechend sdmtlichen Banden in der jeweiligen Spur, dividiert wurde (siehe Miiller,
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1997). Die Gesamtphosphorylierung wurde definiert als (mittlere Graustufe inginsische Banden -
mittlere Graustufe Hinergrund) © Anzahl der Pixel inginsische Banden- Di€ Fldche der intrinsischen
Banden entspricht dem weil3 gepunkteten Rechteck in Abb. 5B. Die Werte der Substratbanden
wurden durch die Werte der intrinsischen Banden in der selben Gelspur dividiert um relative
Aktivitdten zu erhalten. Die Messungen wurden gesammelt und mit der Software Excel von
Microsoft sowie Statistica von StatSoft, Inc. statistisch ausgewertet. Um auf statistische Signi-
fikanz zu testen wurden bei zwei zu vergleichenden Wertegruppen ,,Students T-Test* und bei
mindestens drei Gruppen Varianzanalyse (,,analysis of variance*, ANOVA) mit anschlie3en-
dem ,,Newman-Keuls post hoc test* angewendet. Ein Signifikanzniveau von p < 0,05 wird mit

* gekennzeichnet, p < 0,01 mit **.

2.1.9. Messung der Proteinkinase A-Aktivitit

Die Phosphorylierungsansitze zur Messung der Proteinkinase A- (PKA-) Aktivitdt waren bis
auf das Substrat und die Konzentration von nicht-radioaktivem ATP identisch mit den Ansiit-
zen zur Messung der CaM Kinase II Aktivitdt. Zur Messung der maximalen Aktivitdt muflite
hier mit zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) aktiviert werden. Als spezifisches PKA-
Substrat wurde Phosphatase-Inhibitor 1 (I-1), isoliert aus Rinderhirn, verwendet (Hildebrandt
und Miiller, 1995; Miiller, 2000). Der Reaktionsansatz enthielt 10 mM MgCl,, 20 uM ATP,
1 pug Substrat (I-1) und 1 uCi 7°P-ATP pro Probe (alles Endkonzentrationen). In Abbildung 7
wird gezeigt, da3 das Messergebnis nicht durch die Phosphorylierung intrinsischer Proteine,
die auf gleicher Hohe wie die Substratbande laufen, verfalscht werden kann. Die Substratban-
den sind auch hier durch Umrandung mit einer weilen gepunkteten Linie markiert. In den
Gelspuren ohne Substrat (erste und zweite Gelspur von links) ist auf Hohe der Substratbande
keine intrinsische Proteinbande zu sehen. Befand sich das Substrat (I-1) im Reaktionsansatz
und wurde die PKA mit 2 uM cAMP aktiviert (dritte von links), ist auf dem Autoradiogramm
eine deutliche Bande zu sehen (weill umrandet), die sich erheblich abschwicht, wenn nicht

mit cAMP aktiviert wird (vierte von links).

Um die optimale Phosphorylierungszeit zu ermitteln, wurde auch hier verschieden lange
phosphoryliert und die PKA-Aktivitdt in Abhédngigkeit von der Phosphorylierungszeit aufge-
tragen (Abb. 8). Bei der Messung der intrinsischen Aktivitat mufl die Reaktion gestoppt wer-
den, bevor sich die Aktivitit signifikant dndert. Zwischen 20 und 30 Sekunden erhoht sich die

Kinase-Aktivitdt nicht signifikant. Die Erhohung zwischen 20 und 40 Sekunden ist dagegen
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bereits signifikant (*, p <0,05). Daher muf3 die Phosphorylierung nach spétestens 30 s been-
det werden um tatsdchlich die intrinsische Aktivitidt zu messen. Als Reaktionszeit fiir die wei-
teren intrinsischen PKA-Messungen wurde daher 30 s gewihlt. Bei der Messung der ma-
ximalen, durch cAMP-Stimulierung erreichbaren Aktivitit darf dagegen erst dann gemessen
werden, wenn die Aktivitit nicht mehr signifikant steigt. Dies ist bei der cAMP-stimulierten
Aktivitdt erst im Zeitintervall zwischen 180 und 210 Sekunden der Fall. Der Anstieg zwi-
schen 20 und 180 Sekunden ist dagegen hoch signifikant (**, p <0,01). Deshalb darf bei der
Messung der maximalen Aktivitit die Reaktion frithestens nach 180 Sekunden beendet wer-
den. Als Reaktionszeit fiir die maximale Aktivitdt wurde 180 s festgelegt. Die Messung der

Graustufen und die statistische Auswertung erfolgten wie bei den CaM Kinase II Messungen.

1 2 3 4

Abb. 7 Vorversuch fiir Messungen der Proteinkinase A (PKA)
Aktivitdt: Phosphorylierungs-Assay mit und ohne Substrat I-1.
In den Gelspuren ohne Substrat (erste und zweite von links) ist
auf Hohe der weifl umrandeten Substratbande keine weitere
Bande zu sehen. Befinden sich 1 pg Substrat I-1 pro Gelspur
und 10 pM cAMP im Reaktionsansatz (dritte Spur von links),
erscheint eine sehr intensive zusétzliche Bande (wei3 umran-
det). Ohne zusitzliches cAMP wird diese Bande deutlich
schwicher (vierte Spur von links).

1: mit cAMP, ohne Substrat
2: ohne cAMP, ohne Substrat
3: mit cAMP, mit Substrat

4: ohne cAMP, ohne Substrat

Nach dieser Methode erzielte Ergebnisse konnen nur dann verglichen werden, wenn sdmtliche
Werte der Gruppe aus einem Versuchsansatz kommen und damit auch die Autoradiographie
fiir alle Proben auf dem selben Rontgenfilm durchgefiihrt wurde. Da die Schwirzung des
Rontgenfilms nur innerhalb eines begrenzten Intensitéts-Intervalls die Enzymaktivitét repra-
sentiert, fithrt die groBe Differenz zwischen den Reaktionszeiten bei intrinsischer und maxi-
maler Aktivitit zu Problemen hinsichtlich der Vergleichbarkeit von MeBergebnissen unter
aktivierenden und nicht aktivierenden Bedingungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher

die intrinsische und die maximale PKA-Aktivitit in verschiedenen Ansidtzen gemessen, was
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quantitative Vergleiche zwischen intrinsischer und maximaler Aktivitét natiirlich ausschlief3t.
Man kann jedoch trotzdem die Entwicklung der intrinsischen und der maximalen Aktivitét

separat betrachten.

4 intrinsische Aktivitit
Abb. 8 Vorversuch fiir Messun-

u CAW StlmUhCI'te Akthltat gen der Proteinkinase A (PKA)
Aktivitdt: Zeitreihe zur Ermitt-
lung der optimalen Phosphory-
. Kk F—t lierungszeiten. Der Anstieg der
\ ! intrinsischen Aktivitdt zwischen

O’ 14 LI 20s und 30s Phosphorylie-
| E rungszeit ist nicht signifikant.
O, 12 Die Zunahme zwischen 20 s und
- E 40 s ist dagegen signifikant (*,

0,10 - E p <0,05). Die intrinsische PKA-

Aktivitit wurde daher nach 30 s

Phosphorylierungszeit gemessen.

0,08 , i Die durch Stimulation mit zu-

7 [] E sitzlichem cAMP generierte

0.06 - E maximale Aktivitit steigt bis
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p <0,01) und erhéht sich danach

0,04* E § § § § nicht mehr signifikant. Fiir die

| § § ¢ Messung der maximalen Aktivi-

| § § tiat wurde daher eine Phosphory-

0,02 n.s. lierungszeit von 180 s gewihlt

] * (ANOVA mit Newman-Keuls
0,00 \ \ \ \ \ \ \ \ \ | posthoc test, p = 0,05).

I
20 30 40 50 60 80 120 150 180 210
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2.1.10. In vivo Injektionen von Pharmaka wihrend der normalen Entwicklung

Die Injektionen wurden 1 mal am Tag durch die Fliigeldecke mit einer 1 ml-Spritze und einer
0,4 mm - 20 mm Nadel durchgefiihrt. Die Offnung wurde danach mit Wachs verschlossen um
Auslaufen der Himolymphe zu vermeiden. Der CaM Kinase II Blocker KN-93 war mit einer
Konzentration von 500 uM in aqua dest. gelost. Das Injektionsvolumen war 100 pl, was zu
einer Konzentration von KN-93 in der Himolymphe von ca. 10 uM fiihrte. Zur Negativkon-
trolle wurden Tiere mit dem gleichen Volumen aqua dest injiziert. Der Kalzium Kanal-Blok-
ker Verapamil wurde mit einer Konzentration von 20 mM in aqua dest. injiziert, was zu einer
Konzentration in der Himolymphe von ca. 0,5 mM fiihrte. Um eine gleichméBige Entwick-
lung zu gewihrleisten wurden die Tiere vom Stadium PO an in dem selben Inkubator bei einer
konstanten Temperatur von 25 °C gehalten, unabhingig davon, welche Stadien injiziert wur-

den.
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MATERIAL UND METHODEN

2.1.11. ,,Western Blot*

Frisch pripariertes Nervengewebe wurde mit einem Glas-Glas Homogenisator in DEAE ho-
mogenisiert, mit 1/5 des Volumens Probenpuffer vermischt und einer Polyacrylamid-Gele-
lektrophorese auf einem 10 % Gel mit einer Stromstirke von 25 mA pro Gel unterzogen.
Nach kurzem Schwenken in Blotpuffer wurden die Proteinbanden auf eine Nitrozellulose-
Membran in einer ,,semi-dry* Transferzelle bei 20 V fiir 45 min geblottet. Die Membran und
drei Lagen Whatman-Papier auf jeder Seite wurden ebenfalls mit Blotpuffer getrinkt bzw.
benetzt. Nach dem Blotten wurde die Membran 10 min in PBS gewaschen und 1 h in Block-
l6sung priinkubiert um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen. Der primére Antikorper
wurde in Blocklosung verdiinnt und die Membran darin iiber Nacht bei 4 °C auf einem
Schwenktisch inkubiert. Anti-CaM Kinase II o wurde bei Western Blots in einer Konzentra-
tion von 1:1000 verwendet. Am néchsten Tag wurde die Membran 3 mal 10 min in PBS ge-
waschen und 45 min in dem Peroxidase-gekoppelten sekundidren Antikorper inkubiert, der
1:10.000 in Blocklosung verdiinnt war. Nach dem Entfernen des sekundiren Antikorpers
wurde die Membran 3 mal 10 min in PBS gewaschen. Um die Banden sichtbar zu machen
wurde ein Chemiluminiszenz-Kit verwendet (Western Lightning'" Chemiluminescenc Rea-

gent Plus).
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MATERIAL UND METHODEN

2.2. Material
2.2.1. Puffer und Losungen

Paraformaldehydlosung (4%) 4 g Paraformaldehyd
80 ml PBS
unter Erwidrmen auf Riithrwerk 16sen (max.
60°C)
pH =7,2 (mit 1M NaOH einstellen)
ad 100 ml PBS

PBS 137 mM  NaCl
27 mM KCl
10,1 mM  Na,HPO,
1.8 mM  KH,PO4

Blockpuffer (Western) 0,5 % BSA
0,05 % Tween-20
in PBS
DEAE-Puffer 50 mM  Tris, pH 7,8
1 mM  EDTA
1 mM  EGTA

10 mM  Mercaptoethanol

Manduca-Ringer 140 mM  NaCl (8,2¢g/1)
5 mM  KCl (0,37g/1)
28 mM  D-Glucose (5,5g/1)
mM  Hepes (1,19g/1)

4 mM  CaCl, (4ml IM-Stammldsung/1)
einstellen auf pH 7,4
Probenpuffer 0,5 M Tris, pH 6,8
5 Y% SDS
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MATERIAL UND METHODEN

5 % Mercaptoethanol
20 % Glycerin
4 % Bromphenolblau

Laufpuffer fiir SDS-Gele 2,5 mM  Tris
19,2 mM Glycin
0,1 % SDS

Fixierlosung fiir SDS-Gele 30 % Methanol
10 % Essigsdure

Trenngel 10 % Acrylamid
0,3 % Bisacrylamid
0,375 M Tris, pH 8,3
0,1 % SDS
0,05 % Ammoniumpersulfat

025 % TEMED

Sammelgel 4 % Acrylamid
0,12 % Bisacrylamid
0,166 M Tris, pH 6,8
0,1 % SDS
0,05 % Ammoniumpersulfat

025 % TEMED

Blotpuffer 20 % Methanol
50 mM  Tris
40 mM  Glycin
0,14 M SDS

Prestained Marker 0,5 mg  Myosin

0,5 mg  B-Galaktosidase
0,5 mg  Phosphorylase B
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MATERIAL UND METHODEN

25 mg BSA
25 mg  Albumin

5 mg  Carboxy Anhydrase
Probenpuffer 0,5 M Tris, pH 6,8
% SDS
5 Y Mercaptoethanol

20 % Glycerin
4 % Bromphenolblau

Laufpuffer fiir SDS-Gele 2,5 mM  Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Fixierlosung fiir SDS-Gele 30 % Methanol
10 Y% Essigsiure

Trenngel 10 % Acrylamid
0,3 % Bisacrylamid
0,375 M Tris, pH 8,3
0,1 % SDS
0,05 % Ammoniumpersulfat

025 % TEMED

Sammelgel 4 % Acrylamid
0,12 % Bisacrylamid
0,166 M Tris, pH 6,8
0,1 % SDS
0,05 % Ammoniumpersulfat

025 % TEMED
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2.2.2. Chemikalien

Acrylamid

Agarose, Kat. Nr. A-0701
Albumin

Ammonium Persulfat (APS)
-Galaktosidase

Bisacrylamid

Bromphenolblau

BSA (Bovine Serum Albumin)
Kalziumchlorid

CaM K II Substrate (281-291), Kat.-Nr. 208708
Calmodulin-Agarose, Kat.-Nr. P4385
D-Glucose

Dimethyl-Sulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsiure
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
Glycerin

Glycin

7?P-ATP

Hepes

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
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BioRad
Sigma®
Roth

Serva®
Sigma®
AppliChem®
Serva®
AppliChem®
Merck
Calbiochem®
Si gma®
Merck
Si gma®
Merck
Merck
AppliChem®
AppliChem®
Merck

Roth

Hartmann Analytic

®
Serva

Roth

Sigma®



MATERIAL UND METHODEN

KN-93, Kat. No. 422711
Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid

NP 40 (Igepal CA-630)
Natrium Dodecylsulfat (SDS)
Paraformaldehyd

Phosphatase-Inhibitor 1 (I-1)

Phosphorylase B

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

Triton-X

Tween-20

Verapamil hydrochloride, Kat. No. ALX-550-306

Western Lightning™ Chemiluminescens Reagent

Plus, Kat. Nr. NEL104

2.2.3. Antikorper und Enzyme

Calbiochem
Merck
Merck
AppliChem®
Sigma®
AppliChem®
Merck

Prof. Dr. Uli Miiller, Universitat des

Saarlandes

Sigma®

Si gma®
AppliChem®
Si gma®
AppliChem®

Alexis Biochemicals

Perkin Elmer™ life science

anti CaM Kinase II, Kat. Nr. MAB8699 Chemikon International

anti Synaptotagmin Dr. Leslie Tolbert, Universitidt von Arizona
Cy2-Streptavidin Jackson ImmunoResearch
Cy2-anti mouse Jackson ImmunoResearch
Cy2-anti rabbit Jackson ImmunoResearch
Cy3-Streptavidin Jackson ImmunoResearch
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Cy3-anti mouse

Cy3-anti rabbit
Cy5-Streptavidin

Cy5-anti mouse

Cy5-anti rabbit

anti-mouse IgG Peroxidase

anti-rabbit IgG Peroxidase

Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Si gma®

Sigma®

2.2.4 Verbrauchsmaterial

Deckgliser Roth

Gel-Blotting Paper GB 002 Schleicher & Schuell®
Glaskapillaren, Kat.-Nr. 708744 BLAUBRAND®
Nitrocellulosemembran, OPTITRAN BA-S 85 Schleicher & Schuell®
Objekttriger Roth

Pipettenspitzen Gilson
Reaktionsgefille Eppendorf
Rontgenfilme, X-Omat scientific imaging film Kodak
Rontgenfilm-Entwickler, G150 AGFA
Rontgenfilm-Fixierer, G354 AGFA
Whatman-Papier Schleicher & Schuell®

2.2.5. Geriite
Binokular
Glas-Glas Homogenisator

Konfokales Laserscan-Mikroskop
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Mikroskop-Technik Rathenow

Roth

Leica DM RXE
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Lichtquelle
Préparierbesteck
Scanner

Slab Gel Dryer
Vibrations-Mikrotom

Western-Blot Transferzelle

2.2.6. Software
AmiraDev 3.1
Corel Draw 10
Excel 2002
Origin 4.1

Scion Image 2000

Statistica 99 Edition
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Zeiss

Fine Science Tools
Epson Perfection 1260
LKB

Leica VT 1000S

Bio-Rad TransBlot SD

Konrad Zuse Zentrum Berlin
Microsoft

Microsoft

Microcal

Scion Corporation

StatSoft, Inc.



