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l. Einleitung

Vidzdlige Organismen snd in Kompatimente aufgetelt, die gegenenander und zusammen
gegen die Aussenwdt abgeschirmt werden. Waeterhin and de aus ene Vidzahl unter-
schiedlicher Zdlen zusammengesatzt, die eine der jewelligen Spezidiserung entsprechende
Morphologie aufweisen und spezifische Gene exprimieren. Die Kompartimentierung erfolgt
ua durch den Aufbau von Epitheien wie dem Nierenr und Darmepithd. Die Differenzierung
in unterschiedliche Zdlen wird durch Zdl-Zdlinteraktionen und asymmetrische Zdlteilungen
erreicht.

Wie en Epithd entgteht, welche Faktoren bei dem Aufbau und dem Erhdt eines Epithds ene
Rolle spiden, l&sst sSch sghr gut an Baspid der Epithdentwicklung in Drosophila melano-
gaster untersuchen.

Veaschiedene Faktoren spiden nicht nur bel der Epithdentwicklung eine Rolle, sondern
beanflussen auch die asymmerischen Telungen von Zdlen, die von Epithdzdlen
abstanmen. Die ergen Erkenntnisse Uber den Prozess der asymmetrischen Zdltellung wurden

an dem Moddlorganismus Caenorhabditis elegans gewonnen. Verschiedene Komponenten
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fir die asymmetrische Zdltellung wurden identifiziert und auch be anderen Organismen, wie
bspw. bel Drosophila melanogaster und Vertebraten gefunden, wo Se ene dhnliche Rolle
pielen.

1.1 Asymmetrische Zéelltellungen

Schon be recht enfachen Organismen wie den Nemaoden sind die nach den ersten
Zdltelungen vorhandenen Zdlen auf ene betimmte Entwicklungsiichtung hin determiniert.
Solche Determinationsprozesse werden u.a durch Zdl-Zdl Interaktionen, in sehr  frihen
Embryogenesestadien  jedoch vor dlem durch asymmetrische Zdltellungen bewirkt. Der
Mechanismus, welcher der asymmetrischen Zdltellung zugrunddiegt, wird an verschiedenen
Organismen und unterschiedlichen Zdltypen untersucht. Die Zygotenteilung ba C.elegans,
die vegetaive Telung da Hefezdle ba  Saccharomyces cerevisae und die
Neuroblastenteilung bei Drosophila melanogaster snd die bevorzugten
Untersuchungsobjekte bel der Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen.

1.1.1 Die asymmetrische Z€llteilung in Saccharomyces cerevisiae

Beadts be dem enfachden eukaryontischen Organismus, dem enzeligen Hefepilz
Saccharo-myces cerevisiae, kann ene Asymmetrie in der Hefezelle sdber und bem Ablauf
der Hefe-tellung beobachtet werden.

Die Telung der heploiden Hefe erfolgt axid, die der diploiden sowohl axid as auch bipolar.
Be der axiden Telung efolgt die Bildung der neuen Knospe unmittelbar neben oder sogar
Uberlappend mit der Knospungsnarbe der vorherigen Telung. Be der bipolaren Telung
entsent die neue Knospe dista oder proxima zu diesr Knospungsnarbe. Es gibt aso
determinierende Komponenten in einer Hefezdle, die eine bestimmte Stelle markieren, an der
die neue Knospungsnarbe entstehen soll (Ubersichtsartike: Chant und Pringle, 1991; Chant
und Pringle, 1995).

In der Hefe snd verschiedene Determinanten fur en polarisetes Wachsum und fur die
Feslegung ener bipolaren Knospungsstelle gefunden worden. Deletionsmutanten  dieser
Determinanten flhren zu ener Auswahl der Knospungsstelle, die nicht mehr drikt dem
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normaen bipolaren digden oder proximden Muder folgt. Das Muder der axiden Telung it
jedoch nicht betroffen (Pringle et d., 1995; Zahner et al., 1996).

Das Knospenwachsum ist das Ergebnis ener polariserten Sekretion entlang polariserter
Aktinkabel (Pruyne und Bretscher, 2000), die wahrend enes Zdlzyklus umorganisert werden
(Adams und Pringle, 1984).

Be Sgndibertragungen, die zu einer Umorganisation des Aktinzytoskeettes fuhren, snd oft
klene Rho-GTPasen betelligt. Beé Saccharomyces cerevisiae wurde CDC42, das Homolog zu
dem C.edegans Gen, ds ene solche GTPase identifiziert, welche fir die Etablierung von
ZdIpolaritédt benttigt wird (Adams et a., 1990). Der aktivierende GDP/GTP Austausch und
die inaktivierende GTPase Funktion verlaufen wie be den meden Rho-GTPasen eher
langsam, das Protein unterliegt somit der Kontrolle durch GTPase aktivierende Faktoren und
mindestens einem GDP/GTP Austausch-Faktor. Dieser Austausch-Faktor fir Cdc42p ist bel
Scerevisiae das Cdc24-Protein, welches durch Phosphorylierung unter dem Einfluss der
Zdlzyklusmeschinerie (Bose et a., 2001) reguliet wird. Beide Proteine binden an das
Gertstprotein Beml. Wahrend der G1 Wachstumsphase werden dle drel Faktoren an die
Stelle rekrutiert, an der die neue Knospe entsteht (Nern und Arkowitz, 1999; Pringle et d.,
1995; Ziman et al., 1993). Beml bestzt neben zwei SH3-Doménen noch eine PX-Doméne fir
die Bindung an Phosphatidyl-Inogtolverbindungen (Ago et al., 2001). SH-3 Domanen konnen
an Proteindoménen mit viden Prolinresten binden. Der Einfluss von Cdc42p auf die
Zdlpolarité ig nicht auf S.cerevisiae beschrénkt, wie im folgenden dargestdllt wird.

1.1.2 Dieasymmetrische Zelltellung bei Caenorhabditis elegans

Bereits in der Zygote des Nematoden C.elegans besteht eine anterior-posteriore (A/P)
Polaritét. Diese fuhrt zu ener asymmerischen Zdltelung, be der dch die entstehenden
Tochterzdlen sowohl morphologisch ds auch in Hindcht auf die Vertellung von Molekilen
unterscheiden, die ds Zdlschicksdsdeterminanten dienen  oder den  Ablaf  der
asymmetrischen Zdllteilung steuern.

Ba der Befruchtung der zunéchst unpolariserten Eizelle wird der poseriore Pol durch den
Eintrittsort des Spermiums  festgelegt (Goldstein und Hird, 1996). Das zentrde Zytoplasma
der Eizdle fliest zu dem méamlichen Vorken hin und mit ihm die im Zytoplasma
gechméssg verelten P-Granula Hierbei handdt es sch um  Ribonukleoproteinkomplexe,
welche auf diese Welse zum podterioren Pol hin lokdidert werden (Hird und White, 1993).
Der webliche Vorkern trifft im pogerioren Tell des Eis auf den mannlichen Vorkern und
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wandet zusammen mit diesem zum Zentrum. Hier findet die Kemnverschmdzung und
anchliessend die Ausbildung der 1. Mitosespindd dtatt. Auf diese Telungsspindd wirkt eine
von den Zdlpolen ausgehende Kraft, wobel die posteriore Kraft grésser ist und die mitotische
Spindd in die Richtung des posterioren Zdlpols verschiebt (Grill et d., 2001).

Die anschliessende Zytokinese fuhrt zu einer grisseren anterior gelegenen AB-Zdle und zu
ener kleneren P;-Zdle. Aus erderer entstent nur somatisches Gewebe, wéahrend aus der R-
Zdle sowohl Soma- ds auch Keimbahnzellen gebildet werden (Sulston, 1983).

Die dch an de Zygotentelung anschliessenden Telungen dnd  zeitlich séhr  genau
koordiniet. Die AB-Zdle tellt dch immer vor der Pi;-Zele, wobe die Telungsspindd
senkrecht zur A/P-Achse geht (transversd); die sch anschliessende Teilung der Pi-Zdle
velait dagegen longitudind, dh. padld zur A/P-Achse (Deppe et da., 1978). Die
Teillungsspindd in der P1-Zdle wird zunéchst ebenfals transversd ausgebildet, rotiert dann
aber in der Metaphase um ca. 90° (Hyman und White, 1987).

Aus der P;-Telung entsteht die anterior gelegene EMS-Zelle und die posteriore B-Zdle. Wie
be der Zygotentelung werden auch bea diessr und der dch anschliessenden Po-Zdltelung
verschiedene Molekile und die P-Granula asymmetrisch vertellt. Die Ps-Zele (Abb.l) telt
gch <hliedich symmerisch  in die beden Kembahnvorlauferzdlen 22 und  Z3
(Ubersichtsartikel: Sulston et al., 1983).

—Z2
P4

P3 —Z3
P2 —D

P1 ¢
PO—[AB L_Ems

Abb.1: Uberblick tiber diefrihen Teilungen desC.elegans Embryos.

Darstellung der ersten 5 Teilungen des C.elegans Embryos. AB, EMS, C und D sind rein somatische Zellen, der
jeweils zur Keimbahn fihrende Weg ist in Rot dargestel It

Der beschriebene Prozess der frihen asymmetrischen Tellungen des C.elegans Embryos wird
durch maternd exprimierte Gene gesteuert (Kemphues et d., 1988). Durch die Charak-
teriserung von maternden Mutanten, be denen die ede Zdltelung symmetrisch verlauft
und die zeitliche Koordination sowie die Spinddrotation gestort ist, konnten zum er¢en M4
Gene identifiziert werden, die fir den Abladf der frihen asymmetrischen Zygotenteilung
veranwortlich snd (Kemphues et a., 1988). Diese Gene wurden ads PAR-Gene
(,, partitioning- defective) bezeichnet.
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In PAR-Mutanten sind verschiedene Aspekte der frihen A/P-Polaritét betroffen. Obwohl die
Defekte der einzenen Mutanten z.T. genspezifisch snd, gilt generdl, dass die Blastomeren
des 2-Zdlgadiums ahnlich gross dnd, sch fas gleich entwicken und keine asymmetrische
Vetdlung der oben beschricbenen Faktoren aufweisen (Ubersichtsatikel: Rose  und
Kemphues, 1998).

An dem Eintrittsort des Spermiums wird die A/P-Achse anfangs durch das Zentrosom des
Spermiums  pezifiziet und im welteren durch die PAR-Proteine etabliert (Goldstein und
Hird, 1996; O'Connell et al., 2000; Sadler und Shakes, 2000; Wallenfang und Seydoux, 2000;
Ubersichtsartikel: Wodarz, 2002). Erst mit dem Auftreten von astrden Mikrotubuli, welche
Kontakt zum pogterioren Zytocortex aufnehmen, wird PAR-2 an den poserioren Zdlpol
lokdisert. Eine wetere hierhin rekrutiete Komporente i die putative Serin(Ser)/Threo-
nin(Thr) Kinase PAR-1 (Guo und Kemphues, 1995; Levitan et a., 1994). Am anterioren Pol
befinden dch PAR-3 (ein Multi-PDZ-Doménen Protein) und PAR-6 (ein Protein mit ener
CRIB- und einer PDZ-Doméane) (Etemad-Moghadam et d., 19958, Hung und Kemphues,
1999a; Watts et d., 19964). Die Bezeichnung PDZ setzt sich aus den Anfangsbuchstaben der
dre erden Protene mit e@ner solchen Doméne zusammen, es handdt sch hiebe um die
Proteine PSD95  (,Pogtsynagptic-Dendity-Protein 95"), DLG(,Discs Large’) und ZO1
(,Zonula-occludens-1“) (Cho et d., 1992; Sabory et d., 1995, Woods und Bryant, 1993;
Woods et a., 1996). CRIB gseht fir CDC42 und RAC1 Bindungsdoméne (Burbelo et d.,
1995).

Die beiden anderen bekannten PAR-Proteine PAR-4 (eine putative Ser/Thr Kinase) und PAR-
5 dnd eher ubiquitér im Zytoplasma vertellt (Morton et d., 1992; Morton et a., 2002; Watts
et a., 2000).

Es besteht eine gegensaitige Abhangigkeit, was die Lokaisation der PAR-Proteine betrifft. So
ig beigiidsveise die normde Lokdisaion von PAR-3 abhéngig von par-2, par-5 und par-6
(Etemad-Moghadam et d., 1995b; Guo und Kemphues, 1996a; Watts et a., 1996b); in par-2
Mutanten snd PAR-3 bis PAR-6 um den gesamten Zytocortex der Zygote herum verteilt
(Cheng et al., 1995; Hung und Kemphues, 1999b).

Neben den PAR-Proteinen gibt es eine Relhe anderer Proteing, die ene direkte Interaktion mit
PAR-Proteinen aufweisen und deren mutante Formen einen PAR-Phéanotyp bewirken.

Hierzu gehort CDC42, ene klene Rho-GTPase, deren Hefe-Homolog ebenfdls enen
Einfluss auf die Zdlpolaritét bestzt. CDCD42 kann im ,2-Hybrid‘-System Uber die CRIB-
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Doméane von PAR-6 an dieses binden (Chen et a., 1993; Gotta et a., 2001). In cdc42
(RNAI)-Embryonen (durch die Injektion von doppelstrangiger RNA wird die Expresson der
entsorechenden RNA  verhindert, eine Methode, die mit RNA-Interferenz bezeichnet wird)
valasft de 1. Telung weniger symmerisch ds in PAR-Mutanten, die Orientierung der
Tealungspindd in AB- und P1-Zdle is jedoch déker ds in diesen beroffen (Kay und
Hunter, 2001).

An PAR1 bindet en Protein mit der Bezeichnung NMY-2 (, Nor-musde-myosn-2¢),
welches mit Aktin asoziieren kann (Guo und Kemphues, 1996b). In nmy-2 (RNAI)-
Embryonen verlauft die 1.Telung symmetrisch und die Spinddrotation bel der folgenden
Tellung ig gedtort. Fir PAR-3 wurde ebenfdls en direkter Interaktionspartner identifiziert,
hiecbe handelt es sch um ene aypische Protenkinase (PKC-3), die im mutierten Zustand
einen PAR Phénotyp aufweist (Tabuse et d., 1998; Wu et d., 1998).

De verglichen mit anderen Organismen be C.elegans bereits gut charakteriserte Mech
anigmus der asymmerischen Zdltellung, liefert wegen des anschenend sehr konsarvierten
Prozesses wertvolle Hinwelse Uber Komponenten und Ablauf ener solchen Telung in

anderen Moddlorganismen.

1.1.3 Dieasymmetrische Zelltellung bei Drosophila melanogaster am

Beispiel der Neuroblastenteilung in der ventralen neur ogenen Region

Das sch embryond entwickende zentrde Nervensysem von D.melanogaster entsteht aus
Vorlasferzdlen; dies snd im wesentlichen die Zdlen der Mittdlinie und die Neuroblasten
(NB) (Ubersichtsartikel: Belaiche und Schweisguth, 2001). NB sind relativ grosse, runde
Zdlen, die innerhdb von zwe pezidiserten Regionen des Embryos aus Epithdzdlen
entgehen und Sch in enem gammzdlatigen Muder telen. Be dieser Telung entdeht en
neuer, etwas klenerer NB und ene Ganglienmutterzdle (GMC). Es wird 2zwischen
procephden NB aus der Kopfregion, und solchen aus der ventrden neurogenen Region
(VNR) unterschieden (Ubersicht: Campos-Ortega und Hartenstein, 1997). Ab ca. Stadium 9
der Embryogenese wird an verschiedenen Sdlen jewels dner da  Zdlen des
Epithelverbandes durch laterde Inhibition eine neurde ldentitét verliehen, und diese 16t dann
die Zdl-Zdlkontekte zu den benachbarten Epithdzelen auf, en Prozess, der ds
Ddamination bezeichnet wird (Ubersichtsartikdl: Fuerstenberg et d., 1998b; Jan und Jan,
2000; Matsuzaki, 2000)). Bei den NB aus der VNR iegt wahrend dieser Delamination noch
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en Tel des dch aus dem Epithd abschnirenden NB wie ein Stid zwischen anderen
Epithezdlen. Schliesdich 162t Sch auch diesr Stid vom Epithd und der neu entstandene NB
ig unterhdb des Epithels lokadisert (Abb.2). Wie bel der Tellung der R-Zdlevon C.elegans
efolgt in dem NB ene Rotation der Telungsspindd. Diese wird zunéchst pardld  zur
Orientieeung der Telungsspinde  in  dem dartberliegenden Epithel  ausgebildet, in  der
Metaphase rotiert se um 90° und steht senkrecht zur Teilungsebene des Epithels (Katschmidt
et al., 2000).

MNeuroblast
Metaphase

GMC

GMC:"Ganglien mother cell™  DNA ist in blau, Zentrosomen in rot dargestellt

Abb.2: Neuroblastendelamination und asymmetrische Teilung desNB

Nach der Delamination aus dem Epithelzellverband liegt der sich in der Prophase der Mitose befindliche NB
unterhalb des Epithels. Die sich von den Zentrosomen her ausbildende Teilungsspindel besitzt zunéchst eine
Orientierung, die parallel zur Teilungsebene der darliberliegenden Epithelzellen verlauft. In der Metaphase findet
eine Rotation der Teilungsspindel (Pfeile) statt, diese steht nun senkrecht zur Teilungsebene der Epithel zellen.

Die Ausichtung der Tellungsspindd entlang der apiko-basden Achse sowie die korrekte
asymmetrische Vertelung von Zdlschicksalsdeterminanten ist in bazooka (baz) Mutanten
gestort. Bel baz handelt es sch um das Drosophila-Homolog des C.elegans Gens par-3. Das
Gen wurde urspringlich bel der Suche nach Mutanten, die Defekte in der Epithestruktur des
D.melanogaster Embryos aufweisen, identifiziert. In Mutanten treten charakteristische Locher
in der embryonden Kutikula auf. Da diese durch die Epithdzdlen sezerniet wird, stelen
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Schéadigungen der Kutikula Hinweise auf epithelide Defekte dar. bazooka besitzt eine starke
maternde Komponente. In Kembahnklonen, bel denen auch diese Komponente fehlt, wird
das Epithd mehrschichtig, die Zdlen runden sch & und in NB kommt es zu ener
Fehigdlung de Tdlungsppindd mit ener geddrten  Vertalung von  normdewese
asymmetrisch |okai-serenden Zelschicksdsdeterminanten (Kuchinke et a., 1998; Wodarz et
al., 1999).

Das Baz Protein befindet sich an gpikden Cortex des Epithes (Kuchinke et a., 1998), und
hier vor dlem in ener Region, die ds subgpikder Komplex (SAC) oder maginde Zone
bezeichnet wird (Mdller, 2000; Tepass, 1997). In dieser Zone wurden weitere Proteine
nachgewiesen, deren Homologe bel C.elegans an PAR-3 binden und zusammen mit ihm enen
Komplex bilden. Es handdt sch hiebeé um DmPar-6 (Petronczki und Knoblich, 2001) und
DaPKC (Wodarz et a., 2000). Die Zugehdrigkeit von aktivietem CDCA42 zu diesem
Komplex i fir Drosophila melanogaster noch nicht gezeigt.

In dem durch Deamination aus dem Epithd stammenden NB behdt Baz seine gpikde
Lokdisation durch Bildung ener hdbmondformigen Struktur im apikden NB-Cortex bel
(Kuchinke et da., 1998; Schober et a., 1999, Wodarz et d., 1999). Auch hier ig es
kolokaiserend und direkt verbunden mit DmPAR-6 und DaPKC (Petronczki und Knoblich,
2001; diese Arbeit). In dem Stid, der wahrend der Delamination des NB noch zwischen den
Epithelzdlen auftritt, findet sch zum erden Ma Inscutesble (Insc), ein Ankyrin-Doménen
enthadtendes Protein (Kraut und Campos-Ortega, 1996).

Wie be Dapkc und baz fihren auch Mutationen in insc zu Defekten bel der Ausiichtung der
Telungsspindd und zur Fehlvertelung normadewese asymmerisch  vertelter  Proteine
(Kraut et d., 1996). Wahrend die aPKC und Baz jedoch bereits bel der Entstehung des NB
ene Lokdisation am gpikden Cortex aufwesen, wird das Insc-Protein est in dieser
Entwicklungsphase in den NB synthetiset. In baz Kembahnklonen und baz(RNAI)-
Embryonen geht die apikde Habmonddtruktur von Insc verloren, das Protein wird hier
glachméssg im Zytoplasma vertelt. In insc Nullmutanten ist die epithdide Lokalisation von
Baz nicht gestort, die Baz Expresson in NB aber sark reduziert (Schober et a., 1999;
Wodarz et a., 1999). In Zdlkulturexperimenten mit einer Drosophila melanogaster Zdlinie
(S2-Zdlen) (Schneider, 1972), wird Insc durch Baz zum Zedlcortex hin rekrutiert, jedoch
nicht umgekehrt (Wodarz et d., 1999).

Als en direkter Bindungspatner fur Insc wurde ua Pins ("Patner of Inscutesble”)
beschrieben, ein Uber Pins indirekt an Insc bindendes Protein i die ?-Untereinheit enes
heterotrimeren G-Proteins (Schaefer et a., 2000; Yu et d., 2000). In Bezug auf die
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Lokalisation der enzelnen Komponenten besteht eine Hierarchie, wobel Baz/DaPKC an
ese Sedle geht und fur die Lokdisation von Insc verantwortlich ist. Dieses bindet Pins,
welches im Epithd zwar exprimiert, aber nicht membraniokdidert i (Yu et a., 2000). Im
Verlaufe der NB-Telung werden Baz, DaPKC, Insc und Pins abgebaut und sind in der
Anaphase nicht mehr nachweisbar (Schaefer et al., 2000; Wodarz et a., 2000; Wodarz et 4.,
1999; Yu et a., 2000).

Einige Proteine, die wadhrend der frihen Prophase der NB-Telung noch Tel des apikden
Komplexes sind, werden wahrend der Prophase zur basden Peripherie hin umorientiert, wo
ge zusammen mit anderen, ausschliessich hier befindlichen Proteinen, in die GMC gelangen.
Zu den 0 relokaiserten Proteinen gehdren Staufen (STAU), Miranda (MIR) und Prospero
(PROS) (Ubersichtsartikel: Fuerstenberg et al., 1998a). Es handdt sich hierbei um Proteine,
die ds Zdlschicksdsdeterminanten wirken oder andere Proteine bzw. mRNA zur basden
N B-Doméne hin rekrutieren.

Dabe ig wahrscheinlich Insc fur die anfangliche apikde Lokaisation verantwortlich, da MIR
und STAU direkt an Insc binden kénnen. Diese Bindung kann jedoch nur temporér sein, da
die Trandokdisation von STAU/MIR/PROS zum basden Pol hin bereits zu einem Zeitpunkt
erfolgt, an dem sich der BAZ/INSC/DaPK C-Komplex noch am gpikaen Pol befindet (s.0.).

Die Interaktion zwischen INSC und STAU/MIR/PROS wird jedoch fir ihre spétere basde
Lokaisation bendtigt, in insc Mutanten snd se fehlvertelt (Shen et a., 1997b). Umgekehrt
ig die Lokdisation von INSC in mir und stau Mutanten, denen diese basden Komponenten
fehlen, nicht gestort (Kraut und Campos-Ortega, 1996; Li et a., 1997; Shen et a., 1997b;
Kraut et d., 1996).

Auf der basden Sdte bindet, zusammen mit STAU und PROS, auch das Protein NUMB, en
welteres asymmetrisch vertelltes Protein, an das Multidoménen Proten MIR (Matsuzaki et
a., 1998; Shen et d., 1997a; Shen et d., 1998). Wahrend in mir Mutanten die PROS und
STAU Lokdisgtion gestort i, wird die asymmetrische Vertelung von NUMB hier nicht
beeinflusst. Ein anderes, an NUMB hbindendes und dementsprechend mit "partner of Numb"”
(PON) bezeichnetes Protein, ist fur die Lokdisation von NUMB verantwortlich (Lu et d.,
1998). In NB hangt die basde Lokaisation von NUMB von INSC ab. Eine solche
Abhdngigkeit begteht jedoch nicht generdl, be de asymmerischen Telung der
Vorlauferzdlen der Haarsendllen, den "sensory organ precursor cells' (SOP), besteht diese
Abhédngigkat nicht . Zudem zeigt die ektopische Expresson von PON in epitheliden Zdlen,
dass PON in diesen Zdlen, in denen kein INSC Protein vorhanden i, zur basden

Membrandoméne rekrutiet wird. PON reagiet dso auf basde Polariserungssgnae
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unabhangig von INSC und ist der primédre Faktor fir die basde Lokdisaion von NUMB (Lu
eta., 1998)..

Der Transport der asymmetrisch vertelten Proteine benttigt ein intaktes Aktinzytoskelett, so
wird die Lokdisation und der Transport von NUMB und PROS in der Gegenwart von Aktin
depolymeriserenden Agenzien wie Larunculin A und B verhindert (Broadus und Doe, 1997),
wéahrend die Behandlung mit ener Mikrotubuli depolymeriserenden  Substanz wie Colcemid
keinen Einfluss besitzt (Knoblich et ., 1995).

De Transkriptionsfaktor Pros gelangt in der GMC in den Zelkern und sorgt sowohl fir die
Expresson neurder- ds auch fur die Supprimierung neuroblastenspezifischer Gene (Hirata et
al., 1995; Knoblich et al., 1995; Spana und Doe, 1995). Auch die prospero RNA wird durch
die Bindung an STAU asymmetrisch in die entdehende GMC vertelt (Li et al., 1997). Der
Mechanismus der asymmetrischen Zdltellung bewirkt so durch die Trandokation von
Proteinen und mMRNA die Entsehung zweer verschiedener neuer Zdlen, wovon ene dch

weiterhin asymmetrisch teilt, wahrend die andere zwe Sch ausdifferenzierende Zellen bildet.

1.2 Zdl-Zdlkontaktstrukturen und polar verteilte
Membrankomponenten

Einige der dem NB eine gpikae Polaritét verleihende Komponenten gehdren bereitsin dem

Epithd, aus dem die NB entstehen, zu einem gpikaen Proteinkomplex.

Diesr Protenkomplex wes ene konsaviete Zusammensetzung in Hindcht auf  die
enzenen Komponenten und ihre direkten Bindungspartner hin  auf. Ein Tel diesr
Komponenten spidt zusammen mit weteren auch bel der Etablierung und Aufrechterhdtung
der Epithepolaritét eine Rolle. Zu diesen Komponenten gehdrt auch Baz, weches ua
zusammen mit DaPKC und DmPar-6 einen Tell des SAC in der Epidermis bildet (Kuchinke
et d., 1998; Petronczki und Knoblich, 2001; Wodarz et a., 2000). Andere hier lokdiserende
Proteine snd Crumbs, Stardust und Discs Lot (Bachmann et al., 2001, Bhat et d., 1999;
Klebes und Knust, 2000; Tepass, 1996; Tepass et a., 1990). Eine schemaische Ubersicht
Uber den Aufbau des epidermaen Epithes von D.melanogaster wird in Abb.3 gegeben.

Direkt unterhab des SAC liegt en ds Zonula adherens (ZA) bezeichneten Bereich, in dem
de zdlen durch die homophile und C&'-abhéngige  Interaktion  von
membrandurchspannenden  E-Cadherin @ Molekilen  mitenander  verbunden  and.  Im
Zytoplasma ig E-Cadherin Uber ?7? und ?? Caenin mit dem Aktinzytoskelett verbunden
(Yapetd., 1997), welches die Zdleim Bereich der ZA wie en Girtel umgibt.
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Einige Protene aus dem SAC bedtzen Homologie zu Komponenten der Tight Junctions von
Vertebraten. Adp (,atypicd PKC gpecific interacting protein®), das Sduger Homolog von
PAR-3/Baz, bildet in Andogie zu D.melanogaster zusammen mit den jeweligen Homologen
von DmPar-6 und DaPKC enen an den Tight Junctions lokdiserenden Komplex (Izumi et
al., 1998; Joberty et a., 2000; Suzuki et a., 2001). Die Tight Junctions verhindern die
parazdluldre Diffuson von lonen und Molekilen und hdten die Mebranpolarité aufrecht,
indem die Diffuson von Proteinen und Lipiden innerhdb der Membran verhindert wird
(Ubersichtsartikel: Cereijidaet d., 1998; Mitic und Anderson, 1998).

Den PAR-Proteinen und DaPKC entsprechende VertebratenrHomologe snd in MDCK
(Madine Daby Canine Kidney)-Zdlen, die in kadziumarmen Kulturbedingungen gehdten
wurden, ubiquitdr im Zytoplasma vertalt und die Zdlen velieren ihre Polaritét (Izumi e 4d.,
1998; Suzuki et a., 2001). Nach der Zugabe von Kadzium zum Kulturmedium werden die
Proteine zu den Zdl-Zdlkontakten hin rekrutiert und erfaren dort eine apikde Orientierung
zu den Tight Junctions hin (Yamanaka et d., 2001). Die Bindung des Asp-aPKC Komplexes
an die Membran efolgt moglicherweise Uber das Membranprotein JAM1 (junctiond adhesion
molecule 1), welches an Tight Junctions von Epithd- und Endothelzelen lokdisert is. Jaml
bindet direkt an die erste PDZ-Doméane von Asip (Ebnet et a., 2001, Itoh et d., 2001).
Experimente mit einer dominant negativen aPKC- und ener Jaml-Form ohne extrazdlulare
Doméne zeigten, dass der Adp-aPKC Komplex bei Vertebraten fir die Etablierung der
Epithelpolaritét, jedoch nicht fir deren Erhdt notwendig ist (Ebnet et d., 2001; Suzuki et d.,
2001; Yamanaka et al., 2001). Be der Funktion von Komponenten, die zur Epithepolaritét
beitragen, ist jewells zwischen diesen belden M églichkeiten zu unterscheiden.

Mdoglicheweise efolgt die Rekrutierung der PAR-aPKC Kassette durch den E-Cadherin
vermittelten Zdl-Zdlkontakt und die dadurch ausgeloste Aktivierung von CDC42 (Kim et d.,
2000). Aktiviertes CDCA42 bindet an die CRIB Doméne von PAR-6, welches hiernach die
aPK C? &ktiviert (Yamanaka et ., 2001).

Die Bindung von aktivietem CDC42 an die Drosophila melanogaster Form von PAR-6 it
noch nicht nachgewiesen. Ein Vegleich der jaml-Sequenz mit durch das BDGP (Berkdey
Drosophila Genome Project) zeigt, dass bei D.melanogaster kein entsprechendes Sequenz-
homolog exidiert.
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Abb.3: Strukturkomponenten und apiko-basale Polaritét der Epithemembran

1.3 PDZ-Domanen

Mehrere der am Prozess der Epithepolarisation und asymmetrischen Zdltellung beteiligten
Proteine weisen ds Interaktionsdoméne eine oder mehrere PDZ-Doménen auf. Viele Proteine,
die mit solchen PDZ-Doménen interagieren oder selber solche Doménen enthdten, lokai-
seren an der Plasmamembran. Im dlgemenen schenen Proteine mit PDZ-Doménen ds
Gerlgproteine zur Assemblierung von  Protenkomplexen wie zB. lonenkanden und
verschiedenen Transmembranrezeptoren zu dienen, wie Se dch oft an  gezidiserten
Membrandoménen  wie  Tight  Junctions, neuromuskuléren  Kontektgelen  und
postsynaptischen Regionen finden (Ponting et al., 1997). Gut charakteriserte Begpide snd
der durch LIN-2/LIN-7/LIN-10 und LET-23 geformte, die Vulvaentwicklung ba C.elegans
seuernde Signadkomplex (Kaech et a., 1998; Smske et a., 1996) und der die Photorezeption
kontrollierende INAD-Komplex in den Photorezeptorzelen von Ommatidien des Drosophila
melanogaster Komplexauges (Tsunoda et a., 1997). PAR-3 konnte mit sanen 3 PDZ-
Doménen ene andoge Funktion bei der Assemblierung enes Sgndkomplexes in der

anterioren Peripherie des C.elegans Embryos besitzen.
Die PDZ-Doménen sind das vorherrschende Merkmd ener stetig und schndl wachsenden

Familie von Proteinen. Die Doméne sdbst ist in der Regel ca 80-100 AS lang und bindet drel
verschiedene Ligandentypen, wobel zwe dieser Interaktionen zu einer Bindung eines Proteins
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mit dessen unmittelbarem C-Terminus fuhren (Cowburn, 1997; Harrison, 1996). Typ | und Il
PDZ-Domédnen hbinden an C-terminde Peptide mit der Konsensussequenz  Thr/Ser-X-
PheVd/Ala-COOH oder Phe/Tyr-X-Phe/Vd/Ala-COOH, wobei X jede beliebige AS
dargdlen kann. Diese Konsensussequenz enthdlt also einen hydrophoben Rest, am haufigsten
vd, am unmittedbaen C-Terminus. Der dritte PDZ-Doménentyp erkennt interne Peptid-
sequenzen. Die Rontgengtrukturandyse verschiedener PDZ-Doménen zeigte, dass be Typ |
und Il Doménen en Peptid mit 4 AS in eine ,Caboxylat bindende Schlefe’ inseriert wird
(Daniels et d., 1998; Doyle et d., 1996; Morais Cabra et a., 1996). Be Typ Il Doménen
bildet eine der betelligten Doméanen eine e'weterte Schleife aus, wahrend die andere einen ?-
Finger ausbildet, der in diese Schleife passt (Hillier et d., 1999; Tochio et d., 1999).

1.4 Aufgabenstellung

Das Multi PDZ-Doménen Protein Bazooka spidt sowohl bei der Etablieeung und
Aufrechterhdtung von Epithestrukturen, as auch bel der Koordination der asymmetrischen
Zdlteilung in den Neuroblasten der ventraen neurogenen Region eine Rolle.

Be Beginn dieser Arbeit waren vidle der gpikalen und basden Komponenten von Epithd und
Neuroblasten noch unbekannt. BAZ schien aufgrund der Homologie zu PAR-3, der
Lokdisation sowohl am gpikaen Cortex der Epithdien, ds auch der NB, sowie dem
Vorhandensein  zahireicher Protein-Proteininteraktionsdoménen en ideder Kandidat fir den
Einsatz in @nem ,2-Hybrid-Screen* zu san, um weitere Proteine zu identifizieren, die bel
den 0.g. Prozesen ene Rolle spiden. Mit der ldentifizierung von Interaktionspartnern von
BAZ wird ein besserer Einblick in den Aufbau und die Funktion des SAC im Epithel erhdten.
Damit wird auch die Bedeutung der SAC fir die Etablierung und Aufrechterhdtung der ZA
transparenter, S0 dass der Mechanismus, der zur Etablierung der Zdlpolaritéat fuhrt, aufgeklért
werden kann. So konnen auch weltere Erkenntnisse Uber die Funktion von BAZ be der NB-
Teilung gewonnen werden

Zid dieser Arbat war es, den ,2-Hybrid-Screen mit den 3 PDZ-Doméanen von BAZ
durchzufihren, und die erhdtenen Interaktionspartner zu charakteriseren. Fir letzteres
sollten Antikdrper gegen die entsprechenden Proteine erzeugt und durch konfokde Laser-
Mikroskopie die Lokdisation und Vertellung der Proteine im WT-Embryo und Mutanten

untersucht werden.

25



. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und sonstige Materialien

Alle Vebrauchschemikdien wurden in der Quditéd pro analyss von folgenden Firmen
bezogen:

Acros, Ged, Bdgen; Baker, Deventer, Niederlande; Biomol, Hamburg, Bio-Rad, Munchen;
Difco, Detroit, USA; Fluka, Buchs, Schweiz; Gibco/BRL Life Technologies, Karlsruhe;
Grissing, Flsum; Merck, Darmdgtadt; Riede-de Haén, Sedze; Roth, Karlsuhe, Serva,
Heddberg; Sgma-Aldrich, Sleinheim

Samtliche Losungen fir molekularbiologische Arbeiten wurden mit delonigertem  Wasser
angesatzt und autoklaviert oder, fdls dies nicht moglich war, serilfiltriert.

Enzyme fir molekularbiologische Arbeiten wurden, fdls nicht anders ewdhnt, von folgenden
FHrmen bezogen: Roche Diagnostics, Mannhem; MBI Fermentas, St. Leon-Rot; New
England Biolabs, Schwalbach/Taunus und Promega, Madison, USA

Kitsysteme:

- Jetstar Plasmid Midi Kit, Genomed, Bad Oeynhausen

- Jetquick Gel Extraction Spin Kit, Genomed, Bad Oeynhausen

- Nucleobond AX, Macherey-Nagel, Diren

- 3'/5"-RACE Kit, Roche Diagnostics, Mannhem

- DIG-High Prime, Roche Diagnostics, Mannheim

- DIG RNA Labding Mix, Roche Diagnostics, Mannham

- TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen, Groningen, Niederlande

- Y-DER™ Yeast DNA Extraction Reagent Kit, Pierce, Rockford, Illinois
- BM Chemiluminescence Blotting Subgtrate, Roche Diagnostics, Mannheim

- redipime Il random prime labdling sysem, Amersham Pharmacia Biotech,
Buckingham-shire, England
Radiochemikdien:

P*2-dCTP fir DNA/RNA-Hybridiserungen von Hartmann, Braunschweig

Photoarbeiten und Bildverarbeitung:
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Rontgenfilm:

Rontgenfilm- Entwickler:

Rontgenfilm-Fixierer:
Photolichtmikroskop:
konfokales Mikraoskop:
Bildverarbaitung:

Fuji SuperRX, Fuji, Tokyo, Japan

Kodak X-OMAT AR, Kodak, Rochester, USA
Tenetal Roentogen, Tenetal, Norderstedt

Tenetd Roentogen Superfix, Tenetal, Norderstedt
Zeiss Axiophot 2, Zeiss, Oberkochen
LeicaTCSNT, Leica, Heidelberg

Adobe Photoshop, Adobe Systems, San Jose, USA
Canvas 6, Deneba Systems, Miami, USA

2.1.1 Bakterienstamme

Bezeichnung Verwendungszweck sonstiges

DH5? Standardwirt fUr diverse
Plasmide

XL1-blue MRF Standardwirt fUr diverse Tetrazyklin-Resstenz
Plasmide, Wirt fir 2ZAPII

Tab. 1. eingesetzte Bakterienstamme

2.1.2 Plasmid-Vektoren

pBluescript KS (+)

PGEX-4T-1(-2 u. -3)

PUAS

pGBTO9

Vektor fur Subklonierung, Sequenzierung, in vitro-Transkription
(Stratagene, Heidelberg)

Vektor zur Erzeugung von GST-Fusionsproteinenin E. coli

(Smith und Johnson, 1988, Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England)

Vektor zur Hegdlung von UAS-Effektorlinien in  Drosophila
(Brand und Perrimon, 1993)

Hefe-Expressonsvektor  zur  Herstedlung  von  Fusionsproteinen
mit der DNA-Bindungsdoméne von GAL4  (Clontech,
Heidelberg)
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pAS2-1 Hefe-Expressonsvektor  zur  Herstedlung  von  Fusionsproteinen
mit der DNA-Bindungsdomdne von GAL4 (Clontech,
Heidelberg)

pPACT2 Hefe- Expressionsvektor zur Herstellung von Fusionsproteinen
mit der Aktivierungsdoméne von GAL4 (Clontech, Heidelberg)

2.1.3 cDNA-Bank

Fur die Zweittransformation des bereits mit dem Kdderplasmid trandformierten Hefestammes
wurde die Matchmaker cDNA-Bibliothek der Frma Clontech, Heideberg verwendet. Die
cDNA von 0-24h dten Embryonen von Drosophila melanogaster ig hier zwischen die
EcoRI- und die Xhol-Redriktionsschnittstellen des pACT2-Vektors kloniert worden, wobel
zwischen der EcoRI-Schnittstelle und der cDNA ene Linker-Sequenz von 14 Basen mit der
Sequenz GCGGCCGCGTCGAC engefugt wurde. Innerhdb dieses Bereiches befinden dch
die Schnittstdllen Notl und SdAl, die die Umklonierung der ¢cDNA in andere Vektoren
ermoglichen. Die durchschnittliche Grosse der ¢cDNAs diesr Genbank wird vom Herstdler
mit 1,4kb angegeben. Die Genbank wird in Form ener Bakterienkultur von E.coli BNN132
geliefert, die Zahl unabhangiger Klone mit 3,0 x 10° angegeben.

2.1.4 Oligonukleotide

Die folgenden synthetischen Oligonuklectide (BioTeZ, Berlin-Buch) wurden im Rahmen
dieser Arbeit fir PCR, RT-PCR und 3'-RACE eingesatzt:

Bezeichnung |Léange | Sequenz (5°->3") Verwendung

Baz1140 33 TTCCCGGGAATGAAGGTCACCG | vallgandiger baz-ORF
TCTGCTTC GGC

Bazb657 31 TCCCCGGGGCAATGTGTTCAGC | vallgandiger baz- ORF
ACTCGGTGG

BazNtermrev | 27 CTGGATCCCTCGTTGATGATCA | Klonierung der N-Terminden
GCAGC 317 ASvon Baz in pGEX
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BazCtermfor 28 GACCCGGGAAGTTCCAGTGAC | Klonierung der C-Terminden
ATTCTGG 724 ASvon Baz in pGBT9

BazCtermrev | 27 TCCCCGGGGCAATGTGTTCAG | Klonierung der C-Terminden
CACTCG 724 ASvon Baz in pGBT9

PDZ2010 29 TGGAATTCGAGAGCAAGCGAA | Klonierungen fir BazBereiche
AGGAGCCC ab AS 291

PDZ3350 30 GCGGATCCCAA GAT CTT GCG| Klonierungen fir BazBereiche
GCCTACCAGC bisAS 737

PDZ2784 30 GGGGATCCCGCCACACCAGCA | Klonierungen fir BazBereiche
CTTTTCTCC bis AS 548

PDZ2341 31 TCGAATTCCAACAGCGTGACT | Klonierungen fir Baz-Bereiche
CTAAGGTGGC ab AS401

PDZ2361 30 CAGGATCCCCACCTTAGAGTC | Klonierungen fir Baz-Bereiche
ACGCTGTTG bis AS 407

PDZ2946 29 AGGAATTCGCTTCAAATGACA | Klonierungen fir Baz-Bereiche
GCCTGCCG ab AS 603

AKNTERM 32 TTGAATTCATGAAGGTCACCG | Klonierung der N-Terminden
TCTGCTTCGGC 317 ASvon Baz in pGEX

AK2029 29 GTCTCGAGGGCTCCTTTCGCTT | Klonierungen fir BazBereiche
GCTCTCC bisAS 297

5 Par- 36 TCCCCGGGGATGTCGAAGAAC | Klonierung des DmPar-6in

6Hom275 AAGATAAACACAACG pGBT9 und pAS2-1

3 Par- 34 ATGAGCTCGATCAGTGTACAT | Klonierung des DmPar-61in

6Hom1530 GTGAATAAG TTGG pGBT9 und pAS2-1

DmaPKC 397 |29 GTAGATCTTCGCAAATTCTGA Klonierung der DaPKCin
ACGACGGC pACT2

DmaPKC2130 |29 CTGAATTCTGACATGGCGAGT | Klonierung der C-Terminden
GGTGCTCG 539 ASvon DaPKC in pACT2

APKC-rev 23 GTTGATATTGCTGCTGCTGCTG | Nested PCR fur RACE—K lonie-

C

rung des aPKC C-Teminus

APKC-for1916

22

CTGACCGTTTGGGCTGCCATCG

Nested PCR fir RACEXKIlonie-
runa des aPKC C-Terminus
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DLTGBTSfor

27

AGGAATTCCAGCATCCGTCCA

Klonierung von dit in pGBT9

TGTTGC

DLTGBT9rev |26 TGGTCGACTTCGTTATCGTAAC | Klonierung von dit in pGBT9
ACCC

DLTACT2for |26 GCGAATTCAGCATCCGTCCAT | Klonierungvon dit in pACT2
GTTGC

DLTACT2rev |26 TGCTCGAGTTCGTTATCGTAAC | Klonierungvon dit in pACT2
ACCC

PTENfor 28 TTGGATCCAAATGGCCAACAC | Klonierung von pten in pGBT9
TATTTCG

PTENrev 23 AGCTGCAGGTATGTTGATTCA Klonierung von pten in pGBT9
CC

DmToallfor 28 TGGGATCCACATGAGTCGACT | Klonierung von toll in pACT2
AAAGGCC

DmTollrev 27 TCCTCGAGCTATACGTCGCTCT | Klonierung von toll in pACT2
GITTG

18Whom492 |17 CTTTATCGCCAAGCTCC Sequenzierungsprimer

Insc232 27 AACCCGGGAATGTCCTTTCAG | Klonierungvon insc in pACT2
CGCAGC

Insc2810 28 GTAGATCTTAGACGAAACTCT | Klonierungvon inscin pACT2
CCTGACG

Mut2810 22 GTAGATCTTAGGCGAAAGCCT | Klonierung von insc mit veran-
CCTGACGTGTTAAATT dertem C-Terminus in pACT2

EcoRI3350 30 GCGAATTCCAAGATCTTGCGG | wie PDZ3350, jedoch veran
CCTACCAGC derter angeflgter Schnittelle

PTENO3T 33 AAGCTCGAGTTATGATTCACC | Pten C-Terminus ohne die
GGATTCCCAATC letzten 3 ASin pACT2

PTEN3Z4 33 AAGCTCGAGTTATTCGGATTC Pten C-Terminusvon Pten3in
CCAATCTTCCTC pACT2

KACTfor 19 CCCCGGGGATCCGAATTCG Amplifikation eénes pACT2

Inserts

30




Tab. 2. eingesetzte Oligonukleotide

Anmerkung: Fett gedruckte und unterdrichene Basen dokumentieren Abweichungen von der
“template’-DNA-Sequenz. Um die Subklonierung der PCR-Produkte zu erleichtern, wurden
kiingtliche Restriktionsschnittstellen eingeftihrt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardtechniken wie Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen,
DNA-Spdtung mit Redtriktionsendonukleasen, Dephosphorylierung  der 5-Enden  linearer
DNA-Molekile mit adkaischer Phosphatase (CIP), Phenol/Chloroform-Extraktion, Félung
von Nuklensauren, Ligation mit T4-DNA-Ligase und Gedekirophorese snd in (Sambrook
et d., 1989), beschrieben und werden hier nicht mehr im Detail aufgefiihrt.

Be der Elution von DNA aus Agarosegden und der Aufreinigung von PCR-Produkten wurde
der Jetquick Gel Extraction Spin Kit bzw. der PCR-Aufranigungs-Kit der Firma Genomed,
Bad Oeynhausen, unter Berlicksichtigung der Angaben des Herstdllers verwendet.

2.2.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien
(modifiziert nach Hanahan et d., 1991)

- Animpfen von 50ml SOB -Mg?* mit dner frischen Bakterien-Einzelkolonie (bei E. coli
XL1-blue-Zdlen 125?g/ml Terazyklin  hinzufiigen) und UN ba 37°C, 225upm
inkubieren

- 500ml vorgewarmtes SOB -Md?* ohne Tetrazyklin mit 7.5ml der (N-Kultur animpfen

und
bel 37°C, 150upm bis zu einer OD von 0.6-0.8 wachsen lassen

- UberfUhren in vorgekihite Zentrifugenbecher und 15min auf Eis inkubieren

Zwischen den nun folgenden Zentrifugationsschritten sollten die Becher bzw. Rohrchen

immer auf Eis stehen

- 15min bei 4°C, 4000upm zentrifugieren und den Uberstand vorsichtig abgiessen

- Pdllet zunéchgt in 100ml katem 10%Glyzerin resuspendieren, dann weitere 400 ml
kdtes 10% Glyzerin hinzufligen

- nochmals 15min bei 4°C, 4000upm zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet wie vorher in 500ml kaltem 10% Glyzerin
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resugpendieren, wie vorher zentrifugieren

- Uberstand bis auf ca. 20-30ml verwerfen und resuspendiertes Pellet in 30ml
Zentrifugenrohrchen (JA20) Uberfiihren

- Zdlen 5min ba 4°C, 5000upm pelletieren

- Ubergand vollgdndig entfenen und Pelet in 15ml  kdtem 10% Glyzerin
resuspendieren

- Aliquots a 50?1 in Eppendorf-Gefdsse Uberfihren und in  flissgem Stickdoff
schockgefrieren. Lagerung unbedingt bei -70°C

Anmerkung: Die Kompetenz der 0 gewonnenen eektrokompetenten Zdlen sollte nicht

weniger ds 1x10® Kolonien?g Vektor betragen. Zur Testtransformation wird standardméssig

ein pBluescript-Plasmid-Vektor in einer Konzentration von 1ng/?| eingesetzt.

L Gsungen:
SOB -Md?*: 2% Bactotrypton; 0.5% Bactoyeast; 10mM NaCl; 2,5mM KCl

2.2.2 Transfor mation elektrokompetenter Bakterien

Zur Trandormation eektrokompetenter Zellen wurde der E. coli Gene Pulser von Biorad,

MUnchen, gemass den Angaben des Herstellers verwendet.

- Ligation 1:10, Mini/Midi 1:50 bis 1:100 in H,O verdiinnen

- auff Eis 1?1 der DNA-LGsung zu 50?1 kompetenten Zelen geben, mischen und in ene
vorgekihlte Elektroporationskiivette pipettieren

- Elektroporation durchfihren, die Bakteriensugpension mit 60071 SOC auffillen und
in ein Eppendorf- Gefass Uberfihren

- 1h be 37°C inkubieren

- bis zu 300ul auf ene LB-Amp-Agarplaite (100?g/ml Ampicilin) ausstreichen und UN
bei 37°C inkubieren

SOC: 2% Bactotrypton; 0.5% Bactoyeast; 10mM NaCl; 2,5mM KCI;
10mM MgCl; 10mM MgSOy; 20mM Glucose
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LB: 1% Bactotrypton; 0.5% Y east- Extract; 1% NaCl
LB-Agar: 6,259 Agar/500ml LB
Ampidllin: 100mg/ml Stammlésung in H,O

2.2.3 Transformation von Hefen

(modifiziert nech Gietz et d., 1994)

- Animpfen @ner 10ml UN-Kultur mit einer Einzelkolonie. Die Platte mit den

- Kolonien sollte nicht dter als IMonat sein

- Die UN-Kultur bis zu einer OD600 von 0,2 verdiinnen und bel 30°C bis zu einer
OD600 von 0,6-0,8 inkubieren

- 20ml der Kultur in erilen JA20 Rohrchen 5min mit 5000upm bel RT
abzentrifugieren

- ZdIpdlet mit 10ml sterilem Wasser waschen

- mit 10ml sterilem 0,1M Li-Acetat waschen

- ZdIpdlet in insgesamt 300ul 0,1M Li-Acetat resuspendieren und in ein seriles
Eppendorf- Geféss Uberfihren

- kompetente Zellen 15min bei 30°C inkubieren

- nacheinander 2,54 denaturiete Heringssperma-DNA[20mg/mi], 1-3u DNA (T1lug)
und 50 kompetente Zellen zu 3004 PTL-L6sung geben

- 30min bei 30°C und 20min be 42°C im Wasserbad inkubieren

- Trandormaionsansatz kurz bis 7000upm  anzentrifugieren, Zdlpdlet in 1ml YPD-
Medium resuspendieren und 1h bei 30°C schiitteln

- Zdlen mit 1ml sterilem Wasser waschen und auf selektivem Medium ausplattieren

- Patten bei 30°C inkubieren, Transformanden nach 3-4 Tagen sichtbar

L 6sungen

PTL-LOsung: 4ml 50%PEG3350 in IXTE; 0,5ml Wasser; 0,5ml 1M Li-Acetat

Y PD-Medium: 2%Glukose; 1%Hefeextrakt; 1%Pepton

Sdektivmedium: 0,67% ,Yeast nitrogen base w/o amino acids‘; 50ml 40% Glukose
100ml
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10 x DO-Mix ad 1L.ter.

Die 40%ige Glukose Stammlosung wird separat autoklaviert, ebenso die
10fach konzentrierte Losung dler nichtsdektiven Aminosduren (10 x DO-
Mix)

10 x DO-Mix:  300mg lle; 1500mg Va; 300mg Ade; 200mg Arg; 300mg Lys, 200mg Met;
500mg Phe; 2g Thr; 300mg Tyr und 200mg Ura; mit H,O auf 1l auffllen

Fir die Hegdlung von festen Nérbdoden wurde dem Medium vor dem Autoklavieren
jeweils 2% Agar zugesetzt. Fir eine Sdektion auf Hididin wurde das Medium auf ca. 60°C
abgekuhlt und 50ml gerilfiltriertes IM 3- Aminotriazol zugesatzt.

2.2.4 X-Gal Filtertest

Be edner Sdektion auf Leu/Trpr wurden die nach 4 Tagen herangewachsenen
Trandormanden enem X-Gd Filterassay unterworfen, podtive Kolonien snd durch ene
Blaufarbung charakterisert, da bel ener Interaktion der Fusonsproteine in der Hefezelle
das unter UAS-Kontrolle gehende lacZ Reportergen exprimiert werden kann. Der
Nachtell bel diessr Art der Sdlektion i, dass die postiven Kolonien oft in unmittelbarer
Néhe zu anderen Kolonien snd und ein weterer |solationsschritt erforderlich ist. Die
postive und die unmittelbar benachbarten bzw. Uberlgppenden Kolonien werden mit
ene Impfoese von der Perischde abgenommen und in 150y YPDA-Medium
resugpendiert. Dieses wird in verschiedenen Verdinnungsstufen auf neue sdektive
Platten ausplattiert.

- ene WhatmanFilterpepierschebe  Iuftblasenfre in 2ml Z-Puffer/X-Gal- Solution
legen,

Uberstehende Hiissigkeit abziehen
- ene derile, verstdrkte NC-Membranschelbe auf die Hefekolonien legen, diese bleiben

der Membran haften
- NC-Membran fUr ca 15sec in fliissgen Stickgtoff haten
- nach dem Auftauen die Membran mit den Kolonien nach oben auf das mit ZPuffer/X-
Gad
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getrankte Whatmanpapier legen und bei 30°C einige Stunden bis UN inkubieren

L Gsungen:

Z-Puffer/X-Gal- 100ml Z-Puffer; 0,27ml ?-Mercaptoethanol; 1,67ml X-Gal-Ldsung

Solution:

Z-Puffer: 62mM NaHPO,4 x 7H,0; 40mM NaH2PO4 x H20; 10mM KCl;
1mM MgSO4 x 7H,0; pH 7.0, autoklavieren

X-Gd-Losung: 20mg/ml 5-bromo-4-chloro- 3-indalyl-? - D-Gaactopyranosid in

N,N-dimethylformamid (DMF)

2.2.5 Isolierung von DNA

2.2.5.1 Préaparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um nach ener Bakterientransformation maoglichs schndl vide Bakterien-Einzekolonien auf
die enthdtene Plasmid-DNA zu testen, wird ene sog. "Mini-Prdp” durchgefihrt. Diese

erfolgte nach einem laborintern modifizierten Protokoll der Firma Qiagen, Hilden.
- 1,5ml einer GN-Kultur fir 2min bei 13000upm abzentrifugieren

- Pellet in 30071 E1 resuspendieren

- 30071 E2 zusetzen, invertieren

- 5min bel RT inkubieren (nicht 18nger)

- 300?| E3 zusetzen, invertieren

- 10min bei RT mit 13000upm zentrifugieren, Uberstand in frisches Eppendorf-Geféss

UberfUhren und mit 63071 Isopropanol falen

- 30min bei 13000upm zentrifugieren, Uberstand verwerfen
- Pdllet mit katem 70% Ethanol waschen und 5min bel 13000upm zentrifugieren

- Uberstand verwerfen, Pdllet |ufttrocknen und in 40-50?1 TE aufnehmen

L Gsungen:

ELl  50mM Tris-HCl pH 8.0; 10mM EDTA; 100?g/ml RNaseA, gelagert be 4°C
B2 200mM NaOH; 1% SDS

E3 3.0M Kaiumacetat pH 5.5
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TE  10mM Tris-HCI; 1mM EDTA, pH 8.0

Fir Klonierungen, Sequenzierungen, in vitro-Transkriptionen und die Transformation von
Fliegen wird DNA in grosseren Mengen und von hoherer Reinheit bendtigt (‘Midi-Prép’). Zu
diessm Zweck wurden geméss den Angaben der Herstdler die Plasmid Midi Kits der Firmen
Genomed, Bad Oeynhausen (Jetstar Plasmid Midi Kit), und Macherey-Nagel, Diren
(Nucleobond AX), eingesetzt.

2.2.5.2 Praparation von DNA aus Hefe

Fir die Isolierung der DNA aus Hefe wurde der Y-DER™ Yeast DNA Extraction Reagent
Kit von Pierce, Rockford, entsporechend der Anleitung des Herstellers benutzt.

2.2.5.3 Pré&par ation von genomischer DNA aus Drosophila

(modifiziert nach Hamilton und Zinn, 1994)

- ca 50 betdubte Fiegen in einem Eppendorf-Gefédss sammdn und in flissgem Stickgtoff
schockgefrieren

- Hiegen mit eénem Homogenisator (Bio-Vortexer, Biospec Products Bartlesville, (USA)
weitestigehend pulverisieren

- 20071 Extraktionspuffer zugeben, homogeniseren und portionsweise weitere  2007I
Extraktiongpuffer zugeben

- 30min bei 65°C inkubieren

- 80071 6M Lithiumchlorid/ 5M Kdiumacetat (2,5:1) hinzufligen, vorgchtig mischen
und 10min auf Eisinkubieren

- 15min bei 13000upm zentrifugieren, 1ml des Uberstandes vorsichtig in ein frisches
Eppendorf- Geféss Uberfiihren

- 6007?! 1sopropanol zugeben, mischen, 15min bei 13000upm zentrifugieren

- Pdllet mit 70% Ethanol waschen, 5min bel 13000upm zentrifugieren, Pdllet trocknen
und in 100?71 TE aufnehmen

L Gsungen:
Extraktionspuffer: 100mM Tris-HCl pH 8.0; 100mM EDTA pH 8.0; 1% SDS
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2.2.5.4 Préparation von Plasmid-DNA der Matchmaker cDNA-
Bibliothek

- Bestimmung des Bakterientiters (cfu) der Bank auf Lb®™ Platten mit 145cm ?
- auf 100 Lb®™P Platten mit 145cm ?  die Bank so ausplattieren, dass die Platten UN
nahezu confluent sind
- Kolonien in jeweils 5ml LB/25%Glyzerin resuspendieren (mit Zdlkulturschaber)
und die resugpendierten Kolonien von alen 100 Platten vereinigen
- Die Plaamid-DNA aus dem Bakteriensuspensat Uber Plasmid-Giga-Kit Saulen der Fa

Quiagen, Hilden, isolieren

2.2.6 Northern-Transfer

In Andogie zum SouthenTransfer von DNA beschreibt der Northern-Trander die
Ubertragung von Gesamt- und polyA™-RNA auf Nylonmembranen. Die RNA wird nach
sezidler Vorbehandlung unter  denaturierenden  Bedingungen in - enem  Formadehyd-Gdl
elektrophoretisch  aufgetrennt und dieses anschliessend  direkt fir den  Northern Transfer
eingesatzt. Der NorthernTrander efolgte auf Hybond-N-Nylon-Membranen (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England).
- Aufbau der Northern-Trandfer-Apparatur (Sambrook et a., 1989), RNA-Trangfer UN in
20xSSPE
- Northern-Trander-Apparatur  abbauen, Nylonmembran trocknen und RNA be
120000?J
am UV-Stratdinker 2400, Sratagene, La Jolla, USA, ,, crosdinken®

L Gsungen:

RNA-G4: 1,59 Agarose + 10ml 10xMOPS + 87ml H,O aufkochen, bei ca.
70°C Zugabe von 5.1ml 37% Formadehyd, mischen und Gel giessen,
Laufpuffer: IXMOPS

Proben: 9?1 RNA + H,O, 10?7l deonisertes Formamid, 4?1 37% Formadehyd, 3|
10xMOPS, 17! Ethidiumbromid (500?g/ml) mischen; 5min bei 65°C
inkubieren; anschliessend auf Eis gdlen, 3?1 Blaumaker hinzufiigen und
aufs Gd auftragen
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Blaumarker: 70% Glycerin; 0.1% Bromphenolblau; 0.1% Xylencyanol
10xMOPS: 0,2M MOPS; 0,05M Natriumacetat; 0,01M EDTA
20xSSPE: 3,6M NaCl; 0,2M NaH,POy4; 0,02M EDTA; pH 7.4

2.2.7 Erzeugung spezifischer Nukleinsdure-Sonden

Zur Erzeugung ener markierten Nukleinsture, die an membrangebundene DNA oder RNA
(Southern- bzw. Northern-Blot) binden kann, besteht die Mdglichkeit entweder radioaktive
Nukleotide wie zB. P*?-dCTP, oder durch spezifische Antikdrper nachweisbare DIG-
markierte Nukleotide in die DNA einzubauen. DIG-markierte DNA und RNA kann auch setr
gut zur Lokalisation der RNA in Hiegenembryonen eingesetzt werden.

2.2.7.1 Radioaktivmar kierung von DNA-Sonden

Zur Herstdlung von radioaktiv - markieten DNA-Sonden wurde das rediprime Il random
prime labdling sysem von Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England, nach
Angaben des Heddles engestzt. Prinzipidl  binden in ihrer  Sequenz  zufdlige
Hexanukleotide (‘random primer’) an die denaturierte "Muster’-DNA (‘template’) und dienen
somit ds Startselen fir das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |, welches dann die
radioaktiv markierte DNA-Sonde synthetisiert.

2.2.7.2 DIG-Markierung von DNA- und RNA-Sonden

Ba der DIG-Makierung von DNA wird im Prinzip genauso vorgegangen wie be der
Markierung mit radioaktiven Nukloetiden. Fir die Resktion wurde der Random:-Prime DNA-
Labding Kit von Roche, Basdl, Schweiz, verwendet.

Fir die Hegdlung von DIG-markierter RNA wurde die entsprechende DNA-Mairitze in
enen Vektor zwischen zwe gegenlaufige Promotersequenzen kloniert. Dieser Vektor wurde
dann entweder vor oder hinter der klonieten cDNA mit einem Redtriktionsenzym gespaten,
je nachdem, ob sense oder antisense RNA erzeugt werden sollte.

Es wurde sowohl DIG-markierte RNA fir das Insart in BIC4 ds auch fur BICL hergestellt.
Das jewelige Insat wurde mit dem Redriktionsenzym Bglll  herausgeschnitten und in den
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BamHI geschnittenen pBS KS (+) Vektor von Stratagene, Heideberg, eingesetzt. Das neu
entstandene Plasmid mit dem Insart aus BIC4 wurde mit pBSBIC4 bezeichnet, das mit dem
Insert aus BIC1 dementsprechend mit pBSBICL. Da das jeweilige Insert be der Klonierung
prinzipil in (+) ds auch in (-) Orientierung im pBS KS (+) vorliegen kann, wurde die
Orientierung des Inserts durch Redriktion mit Asp718 fir pBSBIC4 und Sacl fur das
pBSBIC1 bestimnt.

Die Plasmide wurden dann mit Xbal oder Xhol geschnitten, aso von der jeweligen
Promoterregion ausgesehen hinter dem Insert. Die so geschnittene DNA wurde ds Matritze
fir die Produktion DIG makieter RNA mit dem DIG-RNA ,Labding‘-Kit von Roche,
Basd, Schweiz, eingesetzt. Je nachdem ob mit Xbal oder Xhol geschnitten wurde, ergab sich
durch Einsatz von T3 oder T7 RNA-Polymerase (+) oder (-) RNA.

Die erhdtenen markieten RNA Sonden wurden nach der Markierungsresktion auf einem
RNA Gd unter denaturierenden Bedingungen auf ihre Grosse hin getestet.

2.2.8 Hybridiserung und Autoradiographie

Die Hybridiserung von radiosktiv markieten DNA-Sonden an membrangebundene DNA
erfolgte nach einem von G.M. Church (1984) entwickelten Protokoll.
- Nylonmembran mindestens 30min bel 65°C in Church-Hyb vorhybridiseren
- Hybridiserung mit der radioaktiv markierten DNA-Sonde in eéinem mdglichst
kleinen VVolumen Church-Hyb UN bei 65°C
- Waschen in Church-Wash fir mindestens 3 x 20min
- Nylonmembran gegen Rontgenfilm bei -70°C exponieren

L Osungen:

IM Church-Stock: ~ 89g NayHPO4x2H,0 in 900ml H,O I6sen, pH 7.2 mit H3PO,4 eingdlen

und auf 1l auffllen
Church-Hyb: 0,5M Church-Stock, 7% SDS
Church-Wash: 0,04M Church-Stock, 1% SDS

2.2.9 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
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Die Polymerase-Kettenresktion erlaubt die gezidte Amplifikation ausgewdhlter DNA-
Sequenzen (Mullis und Faloona, 1987). Zwe auf den entgegengesetzten DNA-Stréngen
lokdiserte

Oligonukleotide (‘Primer”) dienen dabe ds Satgdlen fir ene thermostabile DNA-
abhdngige DNA-Polymerase (zB. Tag- oder die wesentlich genauer arbeitende Pfu-
Polymerase). Durch sch wiederholende Zyklen aus Aufschmelzen der DNA, Bindung der
Oligonukleotide und Strangsynthese wird die zwischen den "Primern” liegende DNA-Sequenz
exponentiell  vervidfdtigt. Neben der Standard-PCR wurden im Laufe dieser Arbat auch
enige Waeterentwicklungen wie nestedPCR und 3-RACE angewandt. Fir dle PCR-
Anwendungen wurde der Thermocycler PTC-150 der Firma MJ Research, Watertown, USA,
engestzt. Die Aufrenigung dler PCR-Produkte erfolgte mit dem JETquick PCR
Purification Spin Kit, Genomed, Bad Oeynhausen. Fir die Subklonierung von PCR-
Produkten, die mit der Tag-Polymerase erzeugt wurden, konnte der TOPO TA Cloning Kit
von Invitrogen, Groningen, Niederlande, unter Berlickschtigung der Herstdlerangaben
benutzt werden. Alternativ hierzu  wurden kingliche Schnittstdlen an  die  Primerenden
angeflgt, die dann zur Klonierung des ensprechenden PCR-Fragmentes genutzt werden
konnten.

2.29.1 Standard-PCR

Die PCR auf Plasmid-DNA erfolgte nach einem Standardprotokoll.
Die typischen Komponenten eines 50?1 Reaktionsansatzes sellten sich dabel wie folgt dar:

template-Mix Tag-Mix (je Reaktion)
1?1 “template’-DNA (1ng/ul) 5?1 10xResktionspuffer
05?1 “Primer’ 1 (50mM) 4?21 25mM MgCh
05?1 “Primer” 2 (50mM) 1551  H,0
2?1  dNTP-Mix (je 10mM) 0.5?1 Tag-Polymerase (5U/?l)
21?1 HyO

Die beden Ansitize wurden jewels getrennt auf Eis zusammengemischt und direkt nach
Zugabe der Tag- Polymerase zusammen in ein PCR- Gefass gegeben.
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Ein passendes Standard- PCR- Programm sah folgendermassen aus:

Dauer Temperatur Bedeutung

1-5min 95°C Denaturierung der DNA

30sec 95°C Denaturierung der DNA
35x | 30sec "Primer’- Bindung der "Prime” an die “template’-DNA
wdh. abhdnaig (‘Anneding’)

Imin/1kb 72°C DNA.-Synthese ("Elongation’)

10min 72°C finde DNA-Synthese ("Elongation’)

haten 4°C Reaktionsende

Tab. 3: Standard-PCR-Programm

2.2.9.2 3'/5-RACE

Im Gegensatz zur RT-PCR ermdglicht die RACE-Technologie (rapid amplification of cDNA
ends) die spezifische Amplifikation auch unbekannter Sequenzen [Ohara, 1989 #144]. Eine
an 5- u/o. 3-Ende unvollgéndige CcDNA Ilé&sst dch s ohne zusdziche
Sequenzinformationen in baden Richtungen vervollgéndigen. Ein aufwendiges Sichten von
CDNA-Banken kann so entfdlen. Im Laufe dieser Arbet wurde der RACEKit von
Boehringer/Roche Diagnostics, Mannhem (5/3-RACE Kit), eingesstzt. Bem 5-RACE
wird zunéchg in eneg  RT-Resktion mit enem Oligo-dT-"Primer”  bzw. enem
gengoezifischen  "Prime”  enzddréngige DNA  hegeselt und am 5-Ende mit ener
Ankersequenz  versehen. Ein Anker-"Primer” und en genspezifisccher "Primer” dienen dann
der weiteren Amplifikation. Im Fale des 3-RACE wird fir die RT-Resktion en Oligo-dT-
"Primer” mit Ankersequenz verwendet, das gesuchte 3'-Ende des Gens wird dann durch eine
PCR mit enem Anker-"Prime” und enem genspezifischen "Prime” amplifiziiet. Um bem
5- oder 3-RACE ein einzenes PCR-Produkt zu erhdten, sind evil. weitere PCR-Reaktionen
mit inneren, sog. “nested - "Primern” ntig.
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2.2.9.2.1 cDNA Synthese

Be der RT-PCR geht der eigentlichen PCR eine reverse Transkription (‘RT") voraus, in der
ausgehend von polyA™-RNA enzddrangige DNA gebildet wird. Ermaglicht wird dies durch
reverse Trankriptasen aus RNA-enthdtenden Retroviren wie zB. dem avian myedoblastoss
virus (AMV), dem Moloney murine leukemia virus (Mo-MLV) oder dem human
immunodeficiency virus (HIV). Neben ihrer RNA-abhdngigen DNA-Polymerase-Funktion
bestzen diese eine RNase H-Aktivitdt zum Abbau der RNA im entstehenden RNA-DNA-
Hybrid. Zunichs wird die RNA in der egentlichen RT-Resktion revers transkribiert,
entweder die gesamte polyA*-RNA-Population mit der Hilfe eines Oligo-dT-"Primers oder
nur die gewinschte Subpopulation durch den Einsatiz enes genspezifischen "Primers, gefolgt
von ener PCR mit genspezifischen "Primern”. Fir die RT-Resktion wurde die AMV Reverse
Transkriptase der Firma Roche, Mannheim, nach Herstellerangaben verwendet.

Nachfolgend it en typischer Resktionsansatz dargestd|t:

1?1 polyA™-RNA (ca. 1?¢)
2?1 dNTP-Mix (je 10mM)
4?1  cDNA-Synthese-Puffer (10x)
1?1 soezif. "Prime’” 0. Oligo-dT-"Primer” (37,5?M)P
1?1  AMV Reverse Transkriptase (20U/?1)
11?1 H>O
- fur 80min bei 50°C inkubieren
- fr 10min ba 65°C erhitzen (Inaktivierung der reversen Transkriptase), abkuhlen auf
Eis

2.2.9.2.2 Amplifikationsreaktion mit "anchor’- und
spezifischem Primer

Nach Abschluss der cDNA-Synthese wurde 1ul fir die anschliessende RACE-Reaktion

verwendet. Dabel wurde das PCR-Programm e enmd mit zwe &usseren Primern (einer
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davon der “anchor’-Primer aus dem 3'/5-RACE-Kit) durchlaufen. Von dieser ersten Resktion
wurde 1pl fir die PCR mit den inneren Primern durchgeftihrt.

2.2.10Plasmid-, Rescue*

P-Element-Insertionen in das Genom von Drosophila melanogaster konnen Mutationen mit
enem pezifischen Phanotyp hervorrufen. Fir die Erzeugung solcher Mutationen  werden
modifiziete P-Elemente engesetzt, die anddle des Trangposase-Gens zwischen den
Jinverted repegts’ enen ,origin of replication”, &n Ampidllinresgenzgen und en lacZ-
Reportergen tragen (Bier et a., 1989). Zur Kartierung des Insertionsortes des P-Elementes
kann man die Methode des sogenannten ,Plasmid-Rescues® anwenden. Das Zid ig die
Bestimmung von DNA-Sequenzen in  unmittdbarer Nachbarschaft von  P-Element-
Insartionen. Durch die Redriktionsspdtung der genomischen DNA  enes P-Elemet-
tragenden Drosophila-Stammes mit  ener  geeigneten Resdtriktionsendonuklease,
anchliessender Zirkulariserung  der DNA-Fragmente mit  ener DNA-Ligase  und
Trandformation in Bakterien lassen sch Plasmide isolieren, die neben den fur die Erhdtung
des Plasmides notwendigen Sequenzen, auch dch daan anschliessende  genomische
Sequenzbereiche von Drosophila enthaten. Neben den Sequenzinformationen kann die
Anwesenheit des lacZ-Reportergens ausserdem einen ersten Eindruck vom Expressonsmuster
des von der Mutation betroffenen Gens vermitteln.

Das nachfolgende Protokoll sammt von EJ. Rehm vom Berkdey Drosophila Genome
Project (BDGP) und wurde entsprechend den egenen Anforderungen modifiziert.

2.2.10.1 Restriktionsspaltung genomischer DNA

Weche Redriktionsendonuklease fir einen ,,Plasmid-Rescue’ geeignet ist, hangt von der Art
des verwendeten P-Element-Vektors und von der Tatsache ab, ob der Plasmid-Rescue tber
das 5- oder 3'-Ende des P-Element-Vektors erfolgen soll. Die préparierte genomische DNA
wurde wie folgt gespdten:

10?1 genomische DNA
25?1 10xRedtriktionspuffer
2?1 RNase A (100?g/ml)
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1?1 Restriktionsendonuklease (10U)
9.5?1 H,O

- 2.5h bel 37°C inkubieren
- 30min bel 65°C inkubieren (Restriktionsendonuklease hitzeinaktivieren)

2.2.10.2 Ligation und Transformation in kompetente Bakterien

Der durch die Redriktionsspatung erhdtene ,Pool® von DNA-Fragmenten wird durch die
nachfolgende Ligation zrkularisert und in Bakterien trandformiert. Aufgrund der Ampicillin-
Sdektion Uberleben jedoch nur solche Bakterien, die das Plasmid-Rescue-Fragment mit dem
P-Blement-Antell  (inklusve  “origin @~ of  replicaion” und  Ampidllinresgenzgen )
asffgenommen haben. Die Ligation efolgt in e@nem grossen Volumen, um de
Wadrscheinlichkeit ener Ligation mehrerer  DNA-Fragmente zu  enem  Plasmid  zu
minimieren.

15?1 gespdtene genomische DNA (entspricht ca. 1 Fliege)
40?1  10xLigase-Puffer
2?|  Ligase (4U)
343?71 H,O

- UN bel 16°C inkubieren
- 1ml 100% Ethanol und 40?1 3M Natriumacetat zugeben
- 30min be 4°C und 13000upm zentrifugieren
- Pdlet mit 500?1 70% Ethanol waschen, 5min bei 13000upm zentrifugieren, Pellet
trocknen
und in 100?1 TE resuspendieren
- 57| desin TE resuspendierten Ligationsansatzes zur Transformation von

sogenannten superkompetenten Zellen einsetzen (wie z.B. die TOP10 Zdlen aus dem
TOPO TA Cloning Kit von Invitrogen, Groningen, Niederlande). Die Transformation
erfolgte gemass den Angaben des Herstdlers



2.2.11Die Herstellung der 2-Hybrid-Konstrukte

Fur die Untersuchung ener Protein-Protein Wechsdwirkung mit dem 2-Hybrid-Sysem muss
eines der Proteine InFrame an die GAL4-DNA Bindungsdoméne (GAL4BD), das andere an
die Aktivierungsdoméne (GAL4AD) des Gd4-Proteins aus Saccharomyces cerevisae

fusoniert werden.

22111 Gal4BD-K dder konstrukte

Als Klonierungsvektoren wurden sowohl das pGBT9- as auch das pAS2-1 Plasmid von
Clontech, Heidelberg, eingesstzt. Die beiden Plasmide enthdten jewels den codierenden
Bereich der esen 147 AS des Hefe Gad4-Proteins, gefolgt von ener multiplen
Klonierungsstdle.

2.2.11.1.1 Gal4dBD-BAZ und -PDZ-Konstrukte

Fur die Hergellung dieser Koderkonstrukte wurde der komplette codierende Bereich  von
bazooka bzw. betimmte Telle davon unter Verwendung spezifischer Primer mit angefligten
Redtriktionsenzymschnitistellen  amplifiziet und dann unter Vewendung dieser Schnitttelen
in die Vektoren eingesetzt. In der Tabelle 4 ist angegeben, welcher Tel von baz in welches
Pasmid mit welchen Primern kloniert wurde.

Doméne AS-Bereich Vektor Primer

baz 1-1464 pGBT9 Baz1140/Baz5657

baz 1-1464 pAS2-1 Baz1140/Baz5657
PDZ1-3 291-737 pGBT9 PDZ2010/PDZ3350
PDZ1-3 291-737 PAS2-1 PDZ2010/PDZ3350
PDZ1-2 291-548 pGBT9 PDZ2010/PDZ2784
PDZ2-3 401-737 pGBT9 PDZ2341/PDZ3350
PDZ1 291-407 pGBT9 PDZ2010/PDZ2361
PDZ2 401-548 pGBT9 PDZ2341/PDZ2784
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PDZ3 603-737 pGBT9 PDZ2946/PDZ3350

bazNterm 1-317 pGBT9 BazNtermfor/BazNtermrev

bazCterm 741-1464 pGBT9 BazCtermfor/BazCtermrev

Tab.4: Uberblick Uber die Primer und amplifizierte baz-Fragmente, die zur Erzeugung
von Gal4BD Konstrukten verwendet wurden

2.2.11.1.2 Wetere Gal4BD Konstrukte

Zusdizlich zu den fur den 2-Hybrid Screen erzeugten Ga4BD BAZ-Konstrukten wurden auch
verschiedene Ga4BD Fusionierungen mit Proteinen erzeugt, die moglicherweise ebenfals an
die fir Baz gefundenen Interaktionspartner binden konnen. In der Tabelle 5 werden diese
zuséiz-lichen Kongtrukte und die zu ihrer Erzeugung verwendeten Primer dargestellt.

Protein AS-Bereich Vektor Primer
DmPar-6 1-351 pGBT9 5 Par6Hom275/3 Par6Hom1530
DmPar-6 1-351 pAS2-1 5 Par6Hom275/3 Par6Hom1530
Dit 1-811 pGBT9 DLTGBTOfor/DLTGBT9rev
DIt 1-811 pACT2 DLTACTfor/DLTACTrev

Tab.5: Uberblick Uber die klonierten Bereiche von Dm Par-6 und DIt sowie die fur die
K lonierung verwendeten Primer

2.2.11.2 Gal4AD-K dder konstrukte

Als Klonierungsvektor fir die Erzeugung von Ga4AD-Konstrukten wurde das pACT2
Pasmid von Clontech, Heideberg benutzt. Vor der MCS liegen die C-Terminden 114 AS
des Ga4-Proteins der Hefe, welche die Gal4 Transkripotionsaktivierungsdoméne bilden.

In der Tabelle 6 werden die in pACT2 klonierten Gene bzw. Genabschnitte sowie die fur die
Klonierung verwendeten Primer angegeben.

Protein AS-Bereich Primer
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Insc 1-859 Insc232/insc2810
DmaPKC 6-606
Dit 1-811 ACTDLTfor/ACTDLTrev
Baz 1-1464 Baz1140/Baz5657
DmPar6 1-351 5 Par6Hom275/3 Par6Hom1530

Tab. 6 Ubersicht iber in dieser Arbeit erzeugte Gal4AD Fusionskonstrukte

2.2.11.3 Klonierungen zur Verschiebung von Leserastern

Be aenigen der im 2-Hyhbrid- System gefundenen Klone bricht der mit der GAL4AD "in-
frame’- vorliegende Leseraster bereits nach wenigen Nukleotiden &b, wahrend sich bel
Verfolgung eines anderen Leseragters ein wesentlich |&ngeres Fusionsprotein bilden liesse.
In diesen Félen wurde eine Umklonierung der cDNA so durchgefiihrt, dass der
entsprechende langere Leseragter nunmehr "in-framée'- mit der GAL4AD vorliegt.

2.2.11.3.1 Rasterverschiebungin BIC5

Zur Bestatigung, dass trotz der Leserasterverschiebung ein Gal4AD-DDI1 (VSM1) Fusions-protein gebildet
werden kann, wurde das Insert so umkloniert, dass DDIL/VSM1 , In-Frame* mit der Gal4AD vorliegen. Hierzu
wurde das Insert aus BIC5 mit XmaCl und Xhol ausgeschnitten, die Enden aufgefillt und dann in den Smal
geschnittenen pACT2 Vektor kloniert (Abb. 4). Hierdurch wurden 2 Nukleotide in die Nterminale Sequenz

inseriert.

XmaCl
GCC CCG GGG ATC CGA ATT CGC GGC CGC GTC GAC GAA AAT CAC AGT
AP G 1 R 1 R G RV DE N H S
GAC CAG CGA
D Q R

GCC CCC CGG GGA TCCGAA TTC GCG GCC GCG TCGACGAAA ATCACA

A P R G S E F A A A S T K I T
ACGACCAGCGAT
T T S D

Abb.4: ,In-Frame® Klonierung von Klon BIC5. Die XmaCl Redriktionsschnittsele ist
fett gedruckt. Oben: MCS-Bereich von BIC5 mit rot tervorgehobener Linkersequenz und der
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gch daan anschliessenden cDNA-Sequenz. Unten: die dch nach Ligation des Smad
gechnittenen pACT2 mit dem XmaCl/Xhol geschnittenen und aufgefiliten Insert aus BICS
ergebende Sequenz mit verschobenem Leseraster. Die inserierten Nukleotide sind blau
hervorgehoben

2.2.11.3.2 Rasterverschiebungin BICS8

Der Klon BIC8 wurde mit dem Restriktionsenzym BamHI| geschnitten, die Enden aufgefillt und anschliessend
religiert (Abb. 5). Hierdurch werden 4 Nukleotide in die Sequenz inseriert, die eine Verschiebung des

L eserasters bewirken.

BamH|
CCG GGG ATC CGA ATT CGC GGC CGC GTC GAC CGA CCG
P G | R I R G R V D R P

CCG GGG ATC GAT CCGAAT TCG CGG CCG CGT CGA CCGACC
P G | D P NS R P R R P T

Abb.5: Darstellung der Leserasterverschiebung fur BIC8. Oben: Der MCS-Bereich mit
der fett gedruckten BamHI Schnittstelle und der rot hervorgehobenen Linkersequenz. Unten:
Der MCS-Bereich nach Ligation der aufgeflllten BamHI-Enden mit dem verschobenen
Leseragter. Die eingeftigten 4 Nukleotide snd blau hervorgehoben.

2.3 Genetische M ethoden

2.3.1 Fliegenzucht

Die Hdtung der Hiegen efolgte im wesentlichen wie von Ashburner (1989) beschrieben auf
Standardmedium bel 18°C, RT und 25°C. Eidblagen wurden auf Apfdsaft-Agarplatten
angesatzt, die zur Stimulation der Eiablage mit einem Tupfer Hefe versehen wurden.

L Gsungen:

Standardmedium: 3569 Maisschrot; 47.5g Sojamehl; 84g Trockenhefe, 225g
Malzextrakt;
75ml 10% Nipagin in Ethanol; 22.5ml Propionséure; 25g Agar; 200g

48




Zuckerribensirup ->mit 4,91 H,O auffillen

Apfdsaftplatten: 40g Agar in 1l H,O; 340ml Apfelsaft; 17g Saccharose
kochen, auf 60°C abkiihlen und 30ml 10% Nipagin in Ethanol zugeben

2.3.2 Fliegenstamme, Chromosomen und Allele

In den folgenden Tabelen snd dle im Rahmen diesr Arbeit verwendeten Hiegenstdmme
(Baancer- Chromosomen, mutante und transgene FHiegenstdmme) zusammengefasst.

2.3.2.1 Balancer-Chromosomen

Samme Bemerkung Referenz
1. Chromosom
FM7 Baancer-Chr. Linddey und Zimm, 1992
FM7blue’? Baancer-Chr.  mit  P(ftz| Y.Hiromi

lacZ)-Insertion
2. Chromosom
CyO Baancer-Chr. Linddey und Zimm, 1992
3. Chromosom
T™M3 Bdancer-Chr. Linddey und Zimm, 1992
T™M6EB Baancer-Chr. Linddey und Zimm, 1992

Tab. 7: verwendete Balancer-Chromosomen
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2.3.2.2 Fliegenstamme

Bezeichnung Bemerkung Referenz

DPTEN494FRT40A/CyO FRT Rekombinante des Andreas Wodarz,
PTEN-Alles 494 personliche Mittalung

y,wW,FLP, FRT Rekombinante des (Gao et al., 2000)

DPTENPFRT40A/SM5 TM6B | PTEN-Allds DJ189

ovoD-2L P[mini w+;0ovoD1]2L- Zur Erzeugung von [Chou,1996#1961]

13X13P[hs neo;ry+;FRT] 2L-
40A/S Sp Ms(2)M bwD/CyO

FLP/OvoD Mannchen

Bloomington Stamm:-Nrr.
2121

FLP-Stamm
y,w,P[ry+;FLP]12;CyO/Sco

Zur Erzeugung von
FLP/OvoD Méannchen

[Chou,1996#1961]

Bloomington Stamm-Nr.
1929

1(2)k16210 P-Elementinsartiondinie BDGP
mit Insertion in 56F1
[(lacZ)H217 P-Elementinsartiondinie (Liu und Regtifo, 1998)

Tab. 8: In dieser Arbeit verwendete Fliegenstdmme

2.3.3 Erzeugung von Keimbahnklonen

Ein Phénotyp, der durch die Mutation oder das Fehlen eines besimmten Genes verursacht
wird, kan vor dlem in frihen Stadien der Embryogenese nur dann richtig charakterigert

werden, wenn die maternale Komponente der heterozygoten Mutter ausgeschatet wird.

Dieses wird dadurch erreicht, dass in heterozygoten Larven durch induzierbare somatische

Rekombination die Kembahnzellen homozygot mutant werden.

Zur Erzeugung der Keimbahnklone wurde das FLP-DFS Sysem von Chou und Perrimon

angewendet (Chou und Perrimon, 1992).
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2.4 Histologische Methoden

2.4.1 Verwendete Antikdrper

Diein dieser Arbeit verwendeten Antikorper werden in den folgenden 2 Tabdlen aufgelistet:

Antikor per Beschreibung Verdinnung | Referenz

?-?-gal polyklonaler Kaninchen 1:5000 Cappel
Antikor per

?-BazN-Term polyklonaler Ratten 1:500 Diese Arbeit
Antikor per

?-BazN-Term polyklonaler Kanincher+ 1:500 Diese Arbeit
Antikor per

?-BazC-Term polyklonaler Ratten 1:500 Diese Arbeit
Antikor per

?-PTEN polyklonaler Ratten 1:100 Diese Arbeit
Antikor per

? -PTEN polyklonaler Kaninchen 1:100 Diese Arbeit
Antikor per

?-Insc polyklonaler Kanincher+ 1:2000 Chia
Antikor per

? -DIG-AP monoklonaler Maus- 1:2000 Boehringer/Roche
Antikor per Diagnostics

22C10(? -Futsch)? | monoklonaler Maus- 1:50 Klambt
Antikor per

?-NT? polyklonaler Maus- 1.5 [Hortsch, 1990 #2432]
Antikor per

?-Toll-7 polyklonaler Ratten 1:500 diese Arbeit

Antikor per

1:1000

Tab.9: verwendete primare Antikor per
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Esel-? -Kaninchen | polyklonaler Esdl- 1:200 Dianova

Cy3 Antikor per

Esel-? -Maus-Cy5 polyklonaler Esel- 1:200 Dianova
Antikor per

Ziege-? -Maus-HRP | polyklonaler 1:750 Dianova
Ziegen-Antikor per

Ziege-? -Kanin- polyklonaler 1:750 Dianova

chenHRP Ziegen-Antikor per

Ziege-? -Ratte-HRP | polyklonaler 1:750 Dianova

Ziegen-Antikor per

Tab.10: verwendete sekundare Antikor per

2.4.2 Antikorperfarbung an Embryonen

Um die Hiegenembryonen fir die Antikdrper zuganglich zu machen, missen die ausseren
Hullen (Chorion und Vitdlinmembran) entfernt werden. Zur anschliessenden Fixierung der
Embryonen werden verschiedenen Methoden angewandt, da die Art der Fixierung Einfluss
auf die Ergebnisse der Antikorperférbung besitzen kann.

2.4.2.1 Fixierung in Formaldehyd

- Embryonen dechorioniseren (ca 4 min in Natriumhypochlorit), anschliessend gut mit
H,O waschen

- Embryonen in Eppendorf-Gefass mit  Fixierlosung  Uberfihren und 10 bis 15min
invertieren
(Uber-K opf-Rotor) fixieren

- Embryonen devitdliniseren: wassriges Fixativ (untere Phase) abziehen, 50071
Methanol zugeben und 30sec vortexen, Embryonen absinken lassen.

- 2-3 x in Methanol waschen, dann 10min in Methanol stehen lassen

- Mit der Antikorperfarbung fortfahren oder Embryonen in Methanol bel -20°C lagern
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L Gsungen:
Fixierlbsung: 20071 PBS; 12571 37% Formaldehyd; 300?71 Heptan

2.4.2.2 Hitzefixierung

- Embryonen dechorioniseren (ca 4 min in Natriumhypochlorid), anschliessend gut mit
H,O waschen

- Embryonen in ein Szintillationsgefass mit 2ml kochender 1 x TritonsaZlésung
Uberfiihren, kurz schiitteln und nach wenigen Sekunden das Szintillationsgefass

- mit eiskater 1 x Tritonsalzl6sung auffillen

- Nach 2-3mindtiger Inkubation auf Eis die Tritonsal zIGsung abschiitten und
jewells 2,5ml Heptan und Methanol zugeben

- 30sec vortexen, Embryonen absinken lassen und frisches Methanol zugeben

- die Embryonen in eine Pipette mit breiter Offnung aufnehmen, in
frisches Methanol Uberfiihren, 2-3 x mit Methanol waschen

- Mit der Antikorperférbung fortfahren oder Embryonen in Methanol bel -20°C
lagern

L Osungen:
Tritonsdzlgy.: 1 H,O, 0.3ml TritonX-100, 4g NaCl

2.4.2.3 Antikorperfarbung

- frische oder eingefrorene Embryonen mit 1 x PBT waschen

- Embryonen 3 x 20minin IxPBT + 5% NHS (Pferdeserum) “blocken’

- Inkubation der Embryonen mit dem ersten Antikorper (in IXPBT + 5% NHYS)
UN bel 4°C

- ersten Antikorper abziehen und durch 1IXPBT ersetzen

- 3 x 20minin 1IxPBT waschen

- Inkubation der Embryonen mit dem zweiten Antikorper (in IXPBT + 5% NHS)
fur 2h bel RT, anschliessend zweiten Antikorper abziehen und durch 1xPBT
ersetzen

- 3 x mit PBT waschen und in Mowiol einbetten
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L 6sungen:

Mowiol: 5 Mowial in 20ml PBS geben, 16h be RT rthren, 10ml Glyzerin hinzufiigen und
wieder 16h bei RT rihren, 15min mit 4000upm zentrifugieren, den Uberstand diquotieren
und ba —20°C aufbewahren. Nach dem Auftauen eine Spaespitze 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]-
Octan zusetzen und 1h auf einem Uber-K opf-Schiittler inkubieren.

2.4.3 X-Gal-Farbung an Embryonen

- Embryonen dechorioniseren (ca 4min in  Natriumhypochlorit) und gut mit H,O

waschen

- Embryonen in Eppendorf-Geféss mit ca. 500?71 Fixierldsung Uberfihren und 10min am
Uber-K opf-Rotor fixieren

- Embryonen solange mit IxPBT waschen, bis se nicht mehr aneinanderhaften (1xPBT
dabe haufiger austauschen)

- Embryonen in 3er Blockschdchen Uberfihren, 1xPBT abziehen und durch 2007
Farbel 6sung ersetzen

- Féarbung unter haufiger Kontrolle bei RT oder 37°C, eventud | UN im Kihlschrank

- Farbeldsung abziehen, mehrfach mit IxPBT waschen und mehrere Stunden bis UN im
Kuhlschrank in 50% Glycerin inkubieren

- in 100% Glycerin enbetten und gegebenenfdls mit Nagdlack versegeln

L Gsungen:

Fixierlbsung:

10xPBS:

IXPBT:

Férbel 6sung:

Iml

und

im Schliffreagenzglas: 0.5ml 50% Glutaraldehyd, 1.5ml 1xPBS,

8ml Heptan; schiitteln und aus oberer Heptanphase 6ml weiterverwenden

1.3M NaCl, 0.07M NaHPO,, 0.03M NaH,PO,, ad 1I mit H,0 afiilen und
autoklavieren; fir 1xPBS 10xPBS 1:10 mit autoklaviertem H,O verdiinnen
1XPBS + 0.1% Triton X-100 (Serva, nichtionisches Detergenz)

20?1 10% X-Ga (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-?-D-Gaactosd)-DMSO in

X-Ga-Puffer (X-Gal-Puffer ba 50°C vorwarmen, X-Ga-DMSO zugeben
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noch einige min be 50°C vorinkubieren)
X-Gd-Puffer: 0,15M NaCl; ImM MgCl,; 10mM Na-Phosphatpuffer pH 7.2,
3,3mM K;Fe(CN)g; 3,3mM K ,Fe(CN);

2.4.4in situ-Hybridisierung an Embryonen

Erkenntnisse Uber die réumliche und zetliche Vertellung von Transkripten in Geweben lassen
gch durch deren Detektion mithilfe von DNA- bzw. RNA-Sonden gewinnen. Be der
Hergdlung der Sonden wird Digoxigenin-markiertes dUTP (DIG-dUTP) eingebaut und nach
efolgter Hybridiserung mit enem gegen das Digoxigenin gerichteten Antikorper in situ-
nachgewiesen (Tautz und Pfefle, 1989). Ein Hauptvortel von RNA-Sonden gegentber DNA-
Sonden ist ihre hohere Sendtivité. Ausserdem erlauben sSe bem zu  untersuchenden
Transkript ene Unterscheidung von Sensee und  AntisenseStrang.  Aufgrund  der
dlgegenwartigen RNasen efordern RNA-Sonden dlerdings besondere Sorgfdt und sind
anfdliger fUr unspezifische Hintergrundférbungen.

Embryonen fir die in situ-Hybridiserung (DNA- und RNA-Sonden) wurden wie bereits
beschrieben dechorionigert, in einem Gemisch aus 425?71 1xPBS, 75?1 37% Formadehyd und
500?71 Heptan fir 15min am Uber-Kopf-Rotor fixiert und mit Methanol devitdlinisert. Die
Lagerung von Embryonen fir in situ-Hybridiserungen efolgt dlerdings anders ds im Fdle
von Antikorperférbungen nicht in Methanol, sondern in 100% Ethanol bel -20°C. Fir die bei
Vewendung von DNA- bzw. RNA-Sonden identische Férberesktion mit akalischer
Phosphatase (AP’) wurden 4.5?1 NBT und 35?1 BCIP n 1Iml NBT-Puffer gemischt und mit
den Embryonen im Dunken inkubiert. Die Farbung wurde unter dem Binokular verfolgt und
be Bedaf durch mehrfaches Waschen mit 1IxPBT abgestoppt. Nach Entwéssern der
Embryonen in ener aufdeigenden Ethanolreihe (je 5min in 30%, 50%, 70%, 90%, 95%
Ethanol, dann 2 x 10min in 100% Ethanal) erfolgte das Einbetten in Kanadaba sam.

24.4.1 RNA in situ-Hybridisierung mit DNA-Sonde

Zur Hegdlung DIG-markierter DNA-Sonden wurde DIG-High Prime von Boehringer/Roche
Diagnostics, Mannheim, nach Hergdlerangaben verwendet und die Sondenkonzentration im
Anschluss durch einen Spot-Test ermittelt.
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- Embryonen in enem 1:1 Gemisch aus Xylol und Ethanol fir 30min inkubieren

- 5 x kurz mit Ethanol, 2 x kurz mit Methanol, 3 x kurz mit IxPBT waschen

- 20min in 1xPBS + 5% Formadehyd fixieren

- 5 x kurz mit IxPBT waschen

- dminin IXPBT + 50?g/ml Proteinase K inkubieren (auf keinen Fal 1anger)

- 2 x 2min mit IXPBT + 2mg/ml Glycin waschen

- 2 X kurz mit IXPBT waschen

- 15minin IxPBS + 5% Forma dehyd nachfixieren

- 5 x kurz mit 1IXPBT waschen

- kurz in einem 1:1 Gemisch aus IxXPBT und Hybridiserlésung inkubieren

- 3 X kurz mit Hybridisierl 6sung waschen

- mindestens 1h in Hybridiserlésung bei 50°C vorhybridisieren

- Uberstand abziehen und 30?1 Hybridiserlosung + 25ng DNA-Sonde (10min in
Hybridiserlésung gekocht und auf Eis’Ethanol abgekihit) zugeben

- UN bei 50°C hybridiseren

- 30min in Hybridiserlosung be 50°C waschen

- 30minin einem 1.1 Gemisch aus 1IXPBT und Hybridisierl sung waschen

- 5 x 20min mit IxPBT bel 50°C waschen

- 1h mit préabsorbiertem ? - DIG- Antikérper (1:2000, verdinnt in IxPBT) inkubieren

- 4 x 15min mit IXPBT und 3 x 5min mit NBT-Puffer waschen

- Férbereaktion durchfiihren, Embryonen entwéssern und Dauerpréparat anfertigen

L Gsungen:

Hybridiserlésung: 50% deionisiertes Formamid, 5xSSC, 100?g/ml denaturierte
Lachsspermien-DNA, 100?g/ml Heparin, 0.1% Triton X-100

NBT-Puffer: 100mM NaCl, 50mM MgCl, 100mM Tris-HCI pH 9.5,
0.1% Triton X-100

NBT: 75mg/ml Nitroblau- Tetrazolium-Salz in DMF

BCIP: 50mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-1ndolyl phosphet, Toluidin-Salz in DMF

56



2.4.4.2 RNA in situ-Hybridisierung mit RNA-Sonde

Be der Verwendung einer DIG markierten RNA-Sonde wird im Prinzip nach dem gleichen
Protokoll wie bel der DNA vorgegangen. Anders ads die DNA wird die RNA vor der Zugabe
zu der Hybridiserl6sung jedoch nur 10min bel 65°C denaturiert.

2.4.5 Praparation embryonaler Kutikula

Fliegen des gewilnschten Genotyps werden GN auf Apfdsaftagarplaiten zur  Eiablage
gebracht und die abgelegten Eier anschliessend fir weitere 48h be 25°C inkubiert, um sicher
sin zu konnen, dass dle Embryonen die Embryondentwicklung prinzipidl haben
abschliessen konnen und, fdls moglich, auch Kutikula sekretiert haben. Nach dem Waschen
mit H»O, dem Dechorionigeren (ca. 4min in Natriumhypochlorit) und nochmaigem Waschen
mit H,O werden die Embryornen auf einem Objekitréger in einen Tropfen Hoyers/Lactat
Uberfiihrt und eingedeckdlt. Die Kl&rung erfolgt UN bel 65°C.

L Gsungen:

HoyerdLactat:  50ml H,O + 30g Gummi arabicum UN riihren, 200g Chlorahydrat und
16ml Glyzerin zugeben; mindestens 3h bel 12000upm zentrifugieren
und den Uberstand verwerfen; 1:1 mit Lactat mischen

2.5 Pr oteinbiochemische M ethoden

2.5.1 Erzeugung spezifischer Antikor per gegen GST-Fusionsproteine

Fir die Erzeugung eines Antikdrpers gegen en besimmtes Protein wurden mdglichst nicht
konservierte Bereiche der zugehdrigen Gensequenz in einen GST-Vektor kloniert. Nach
Expresson des Fusonsproteines in Bakterien wurde es extrahiert und fir die Immuniserung

an Eurogentec, Seraing, Belgien gesandt.
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2.5.1.1 Herstellung eines GST -Fusionsproteins

Die cDNA wurde in frame" an das 3"-Ende des GlutathionS-Transferase (GST)-Gens in den
pGEX-4T-1(-2, -3)-Vektor kloniet und die Kkorrekte Orientierung durch ene
Redtriktionsspaltung Gberprift.

Das pGEX-cDNA-Konstrukt wurde in  eektrokompetente XL1-blue Béakterienzdlen
transformiert, und in diesen durch Zugabe von IPTG jewells die Expresson des GST-
Fusonsproteins induziert. Zur Kontrolle der Induktion wurde jewells 1ml ener induzierten
Kultur und 1Iml ener nicht-induzierten Kultur abzentrifugiert, das Pdlet in 100ul 2xSDS-
Probenpuffer aufgenommen und 20l auf enem SDS-Gd aufgetrennt. Nach ener
Coomassie-Farbung sollte in der induzierten Probe eine Bande vorkommen, die die erwartete
Grose bestzt und die in der uninduzierten Probe nicht vorkommt. Fir die Extraktion des

Fus onsproteins wurde fol gendermassen vorgegangen:

- Animpfen einer 20ml LBamp-Vorkultur und UN-Inkubation bei 37°C im Schittler

- 250ml vorgewarmtes LBamp mit der Vorkultur animpfen (OD600< 0,1) und Kultur
bei 37°C im Schiittler bis zu einer OD600 = 0,6-0,8 wachsen lassen

- Bakterien durch Zugabe von 0,5ml 05M IPTG (= 1mM) induzieren und weitere 4h
wachsen lassen

- 5min bei 5000upm zentrifugieren, um Bakterien zu pelletieren

- Uberstand verwerfen, Pellet kann bis zur Aufarbeitung bei -20°C gelagert werden

- Pdlet in 10ml eskdtem 1xPBS vollsdndig resuspendieren

- 6 X 20sec auf Eis sonifizieren, jewells 30sec Pause

- 1,2ml 10% Triton X-100 (= 1%) zugeben

- 30min bal Raumtemperatur leicht schittelnd inkubieren

- 15min bei 10000upm, 4°C, zentrifugieren (Kontrollprobe vom Pellet nehment)

- Ubergtand in Eppendorf-Gefasse tberfihren und 25071 Glutathion Sepharose 4B
Zugeben

- 60min bl Raumtemperatur auf dem Taumler inkubieren

- 15min bei 10000upm, 4°C, zentrifugieren (Kontrollprobe vom Uberstand nehmen!)

- Glutathion Sepharose 4B abziehen und auf zwei Eppendorf-Gefasse vertellen

- 2min bei 13000upm zentrifugieren und Uberstand abziehen

- Glutathione Sepharose 4B dreima mit je 500?71 1xPBS waschen (zwischendurch jewells
2min bei 13000upm zentrifugieren und Uberstand abziehen)
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- Zugabe von 100?| Glutathion Elutionspuffer und Inkubetion fir 10min bei RT

- 2min bei 13000upm zentrifugieren und Uberstand aufbewahren

- Zugabe von 100?71 Glutahion Elutionspuffer, Inkubation fir 10min be RT und
Zenvifugation fur 2min bei 23000upm noch dreimal wiederholen (Ubersténde sammeln)

Jeweils 10?1 des duieten Proteins und dler Kontrollproben wurden mit 10?1 2xSDS

Probenpuffer fur 5min aufgekocht und anschliessend durch denaturierende  Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomass e®-blue-Farbung analysiert.

L Gsungen:

2 X SDS-Probenpuffer: 100mM  TrissHClI pH 6.8, 200mM DTT; 4% SDS, 0.2%
Bromphenolblau, 20% Glyzerin

SDS-Elektrophoresepuffer:  25mM Tris; 250mM Glyzin pH 8.3; 0.1% SDS

Glutathion Elutionspuffer: 10mM reduziertes Glutathion in 50mM TrisHCI pH 8.0

2.5.1.2 BAZ GST-Fusionsproteine

Die codierende Sequenz fur die ersten 297 AS des BAZ N Terminus wurde durch eine PCR-
Resktion mit den Primen BazNtemfor und BazNtermrev amplifiziet und durch
Vewendung der angefigten Schnittstdlen Smal und BamHI in den pGEX-4T-1 Vektor
kloniet. Der direkte Verglech zwischen ener induzieten und nicht-induzierten Probe des
trandformierten Bakteriendammes XL-1 blue zeigte, dass in der induzierten Bakterienkultur
zusétzlich zu den songtigen Proteinen ein ca. 58kDa schweres Protein vorhanden war, wie es
von der Grosse des GST-BAZ-N-Term Fusionsproteins erwartet wurde. Das Protein konnte in
lodicher Form erhdten und daher mit Glutathion-Sepharose Kigdchen weiter aufgerenigt
werden. Mit dem aufgerenigten Protein wurde zunéchst eine Ratte und spéter eine wetere
Ratte und ein Kaninchen immunisert.

Zur Erzeugung eines Fugonsproteins mit den letzten 518 AS vom C-Teminus von Bazooka
wurde ein 2,3kb Sdl-Fragment mit dem BazC-Terminus aus der baz cDNA ausgeschnitten
und in den pGEX-4T-2 engesetzt. Das hiermit erzeugte Fudonsprotein mit  enem
Molekulargewicht von ca 82kDa konnte nicht in l6dicher Form erhdten werden und wurde
deher aus einem Coomasse® gefabten Ge ausgeschnitten und in diessr Form fir die
Injektion einer Ratte bel Eurogentec, Seraing, Belgien, benutzt.
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25.1.3 Pten und Toll-7 GST-Fusionsproteine

Zur Erzeugung eines GST-Pten- und eines GST-Tdll-7-Fusongproteins wurde das jewellige
Insart aus BIC7 bzw. BIC1 mit den Redtriktionsenzymen Sdl und Xhol ausgeschnitten und
zwischen die entsprechenden Schnittstellen des pGEX-4T-3 gesetzt.

Diese  Klonierungen und die anschliessende  Protenaufreinigung aus  induzierten
Bakterienkulturen wurden freundlicherwe se von Frau Alexandra Grimm durchgefuihrt.

Das ca 48kD grosse GST-Pten Fudonsprotein konnte mit an  Sepharose-Kigelchen
gebundenem Glutathion aus dem durch Zentrifugation erhatenen Uberstand isoliert werden,
das GST-Tdl7-Fusongrotein verblieb dagegen im Zdlpdlet. Zur Immuniserung mit diesem
Protein wurde daher die aus enem Coomasse® geférbten Gel ausgeschnittene Bande
benutzt.

2.5.2 Herstellung von Embryonenextrakten

- Embryonen von 4-5 UN-Ablagen sammeln, dechorionisieren und waschen

- je ca. 100?71 Embryonen mit Iml Lyss-Puffer versetzen

- auf Eis homogeniseren (Bio-V otexer, Biospec Products Bartlesville, USA)

- 30min auf Eisinkubieren

- 10min bei 13000upm, 4°C, zentrifugieren

- Ubergtand in ein frisches Eppendorf- Gefass tberfiihren

- 1h bei 13000upm, 4°C, zentrifugieren

- Uberstand in ein frisches Eppendorf- Gefass tberfiihren

- Proteinbestimmung wie folgt durchfihren: 80071 H,O + 200?1 RotiQuant (Roth,
Karlsruhe) + 2?1 Embryonenlysat mischen und ODsgs bestimmen; ODsgs = 1
entspricht ca. Img/ml Gesamtprotein

- Embryonenlysat bel -70°C lagern

L Gsungen:

Lyss-Puffer: 150mM NaCl; 50mM Tris pH 8.0; 1% Triton X-100; inklusive folgenden
Protease- Inhibitoren: Aprotinin; Leupeptin; Pepstatin; Pefabloc (je 27g/ml)
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2.5.3 SDS-PAGE-Gelelektrophor ese und Wester n-Blotting

Die geldektrophoretische Auftrennung der Proteine und der anschliessende Trandfer auf ene
Nitrozdlulosemembran efolgte mit Hilfe des Protean2-Systems der Firma Biorad, Muinchen
(Mini Trans-blot”), gemédss den Angaben des Hergelers. Die Proteine wurden in 7,5
12%igen Polyacrylamidgden aufgetrennt, und nach dem WesernTrander durch ene
Ponceau S-Farbung (0.01%Ponceau S (w/v) in 0.5% Essgsiure (v/v)) Uberprift. Bel der
Proteindetektion wurde weiterhin wie folgt vorgegangen:
- Nitrozellulosemembran fur 1h in Blockierldsung inkubieren
- Einschweissen der Nitrozellulosemembran in Plagtikfolie mit 4ml AntikorperlGsung
- (Blockierldsung+Antikdrper), moglichgt luftblasenfrel
- Bea 4°C UN auf eéinem Taumler inkubieren, dann 4 x 15minin IXTBST waschen
- Inkubation mit dem entsprechend verdinnten sekundérem Antikorper (POD-

gekoppdt); in Blockierldsung fir 2h bel RT auf dem Taumler
- 4 x 15min in IXTBST waschen
- Detektion mit dem Chemilumineszenz- Subgirat (BM Chemiluminescence Blotting-

Substrate (POD), Boehringer/Roche Diagnostics, Mannheim) nach Herstellerangaben

L Gsungen:
Trenngd: 25ml 30% Acrylamid/Bis-Acrylamid (29:1) fur 10%iges Gd; 28ml 1M Tris
pH 8.8; 76?1 10% SDS; 2.1ml H,O, 30?1 10% APS; 8?1 TEMED
Sammdgd: 310?71 30% Acrylamid/Bis-Acrylamid (29:1); 235?1 1M Tris pH 6.8; 207l
10%
SDS; 1.3ml H,O; 10?1 10% APS; 5?1 TEMED

IXTBST: 50mM TrispH 7.5; 150mM NaCl; 0.1% Tween

Blockierlsg.: 3% Milchpulver; 1% BSA in IXTBST

[l Ergebnisse
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3.1 Erzeugung von Gal4BD-BAZ-K 6derkonstrukten

Bazooka bestzt 3 PDZ-Motive (Abb.6). PDZ-Doménen wurden bereits in anderen Arbeiten
efolgrach im ,2-Hybrid“-Sysem zur Suche nach Interaktionspartnern eingesetzt (Schneider
et a., 1999; Izawa et al., 2002; Kausalya et a., 2001). Daher wurden fir den eigentlichen ,,2-
Hybrid-Screen* die Baz PDZ-Doménen hinter die Ga4BD in dem Hefevektor pGBT9
kloniet. Um nach Identifizierung von Interaktionspartnern den  Bindungsbereich fur diese
engrenzen zu konnen, wurden die PDZ-Doménen auch enzen und in Paaren an die
GAL4BD in dem pGBT9-Vektor fusoniet. Auch das vollstdndige BazProtein wurde als
Koder eingesatzt, um ene eventudle Homodimerbildung von Bazooka zu untersuchen, und
neben der Bindung der isolierten Interaktionspartner an die PDZ-Doménen dies auch fur das
vollgandige Bazooka Protein zeigen zu konnen. Die jewels an GAL4BD fudonierten
Aminosiurebereiche des Baz-Proteins zeigt die Tabele 4, eine Ubersicht iber die jeweils
klonierten Bazooka-Bereiche wird in der Abb. 6 gegeben.

Bazooka ..., ppz2  pDZ3 ABR?

1464AS

ASIP PDZ1 PDZ2 PDZ3 ABR

Abb.6: Vergleich des Bazooka-Proteins mit dem Saduger Homolog Asip

Der der aPKC-Binderegion (ABR) in Asip entsprechende Bereich in dem Bazooka-Protein ist blau
hervorgehoben. Bazooka besitzt im Gegensatz zu Asip eine Prolin-reiche Region in der Néhe des GTerminus
(PRR) und ein PDZ-Bindemotiv am unmittelbaren C-terminus (-SXV). Die fur den ,2-Hybrid-Screen* und
Interaktionsstudien klonierten Bazooka-Bereiche sind mit schwarzen Strichen dargestellt.

3.1.1 Erzeugung von Baz spezifischen Antikérpern

Sowohl gegen die N-Terminden 297 AS ds auch gegen die C-Terminden 518 AS des Baz
Proteins wurden <spezifiscche  Antikbrper  erzeugt. Hierzu  wurden  rekombinante  GST-
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Fusongoroteine erzeugt, aufgereinigt und fir die Immuniserung von Kaninchen und Ratten
eingesetzt.

Die erhdtenen Antikorper wurden u.a fir den Nachweis der Kolokdisation der Baz und
Insc-Proteing, sowie fUr Immunprézipitationsexperimente  (durchgefiihrt von A.Wodarz) mit
diesen Proteinen eingesetzt und die Ergebnisse diesr Experimente in der Zeitschrift Nature
vadffentlicht (Wodarz et a., 1999). Hierdurch wird die Spezifitét des erzeugten Antikorpers
gut demondriert, daher werden die Dargdlungen diesr Experimente in der Abb.7
wiedergegeben, ohne jedoch ndher auf die dabel untersuchte Interaktion mit Insc einzugehen.
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P Insc| = | | == | eingesetzte Menge

IP Dsh -+

Western o Bazooka

Abb. 7: Immunpr &zipitationen (1P) von Insc und Baz
A. IP mit dem C-Terminus spezifischen Baz-Antikdrper, Kontrolle mit einem Crb Antikorper, B. IP mit eéinem

Insc spezifischen Antikorper, Kontrolle mit einem Dsh Antikdrper. S2: Schneiderzellextrakt; S2 Insc, S2 Baz, S2

Insc+Baz:mit den jeweiligen cDNAs transformierte S2-Zellen

3.1.2 Gal4BD-BAZ Expression in der Hefe

Die Trandformation mit enem Pasmid, weches die codierende Sequenz fir en Gad4
Fusonsprotein enthdlt bietet keine Gewdhr dafir, dass diesss Fusonsprotein in  der
trandformierten Zdle ezeugt wird. Das Ga4BD-BAZ-Protein wurde daher in  dem
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Hefestamm Y190 durch einen Western-Blot nachgewiesen (Abb. 8A und B). In zur Kontrolle
verwendeten Extrakten von untrandformierten bzw. mit dem leeren Vektor transformierten
Hefezellen wurde keine spezifische Bande detektiert. In mit pAS2-1/Baz transformierter Hefe
treten neben der erwarteten Bande noch eine ganze Relhe weterer kleinerer Banden auf, be
denen es sich um Abbauprodukte handelt. Das erwartete Molekulargewicht betrdgt ca
180kDa, die bei dem ,Western-Blot* in Abb.8 auftretende Abweichung beruht auf dem
verwendeten Molekulargewichtsmarker. Auch die Ubrigen, in der Abb.6 angedeuteten , bait*-
Konstrukte, wurden so auf die Expression des Fusiongproteins getestet (nicht gezeigt).

BAZ ——p
212kDa —p

-4 BAZ

A. Ratte-a-Baz B. Kaninchen-a-Baz

Abb. 8: Nachweisder Expression von Gal4 Fusionsproteinen in der Hefe

A Expression des Gal4BD-BAZ Fusionsproteins mit dem in Ratten erzeugten Antiserum; B Nachweis von Baz
mit einem Kaninchenantiserum. Bei B ist in Spur 1 im Hintergrund eine Uberlagerung mit Signalen aus Spur 2
zu sehen, wo das GAL4BDBAZ Fusionsprotein, durch starke Degradation in vielen Einzelbanden Cber die
gesamte Spur2 verteilt, zu erkennen ist; die grosste der Banden entspricht dem gesamten Fusionsprotein.

Ein pAS2-1/Par-6H Extrakt diente in B zusétzlich as Negativkontrolle. YE: ,Yeast-Extract”; pAS2-1: leerer
Vektor; Y190: Extrakt aus nichttransformierter und in Minimalmedium kultivierter Hefe

3.2 ,Two-Hybrid-Screen®

Fur die Durchfiihrung des ,Screens’ wurde das Matchmaker2-System von Clontech benutzt.
Der hierzugehdrige Hefesamm Y190 mit den unter UAS-Kontrolle stehenden Reportergenen
?-Gdactosdase und HIS3 wurde mit dem pGBT9Y/PDZ1-3 Kongtrukt transformiert. Bel der
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Zwettrandformation mit der Matchmaker cDNA  Bibliothek wurde pro Transfor-
mationsansatiz 1ug DNA  engesstzt und ene Trandormationsrate von  durchschnittlich
1 x 10*ug DNA ezidt. Die anschliessende Sdektion erfolgte auf Leu/Trp oder Leu/Trp
MHis, je nachdem welche Strategie bel der Sdektion postiver Klone benutzt wurde. Bel der
Verwendung des his3-Reportergens werden nur solche Kolonien erhdten, die eine Interaktion
der Fusionsproteine aufweisen. Dies hat gegenlber der Leu/Trp-Selektion den Vortell, dass
nicht unter Tausenden podtiver Kolonien ene podtive Uber enen X-Gad  Ted
heraussdektioniert werden muss. Moglicherweise wird jedoch be der LewTrp/His-Selektion
en zu grosser Druck auf die Hefezelle ausgelibt und enige, nur schwache Interaktionspartner,
werden mit diesem System nicht identifiziert ( persinliche Mittelung Bettina Wunderlich).
Inggesamt  ig aber festzugdlen, dass die Vewendung des lacZ Reportergens fir die
Ergsdektion zu umstandlich und die HIS-Sdlektion geeigneter i<

3.3 Positive Interaktionsklone aus dem ,, 2-Hybrid-Scr een®

Eine Hefekolonie wurde dann ds pogtiv eingestuft, wenn se dch erdens im Gegensatz zu
ener Negativkontrolle bel dem 7?-Gaactosdase-Filtetest blau vefébte und zwetens auf
enem Hididin-fraem Medium in der Gegenwat von 50mM 3-AT wachsen konnte et vice
versa |solierte pogtive Interaktions-Plasmide wurden mit BIC (Bazooka interacting clone)
und einer darauffolgenden Nummer bezeichnet. Insgesamt wurden 3x10° Transformanden
untersucht und 5 podtive Klone erhdten. Durch ene Erdgsdektion auf Trp/Leu mit
anschliessendem X-Ga Test wurden 2x10° Transformanden untersucht und die positiven
Klone BIC1 und BIC4 erhdten. BIC2 enthdt eine cDNA des fir einen Transkriptionsfaktor
kodierenden Gens caudal und resgiet auch mit pGBTLAMS. Be letzterem wurde en Tell
des menschlichen Lamin-Gens hinter die Ga4BD-Sequenz in pGBT9 kloniet. Es handdt
sch dso ba BIC2 um enen sogenannten fasch podtiven Klon. Aus der Hefekolonie mit der
Bezeichnung BIC3 konnte kein Plasmid isoliert werden, welches bel einer Retransformation
erneut zu einem podtiven X-Gd Tedt flhrte.

Die Ergsdektion auf His/Trp/Leu/50mM 3 AT ergab die Klone BIC5, BIC7 und BICS8. Be
ginem zunichgt ds postiv eingestuften Klon BIC6 zeigte sich bel weiteren Uberpriffungen
kein pogitives Sgna mehr beim X-Gal Tes.
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Be dre der gefundenen postiven Interaktionsklone stimmte das Leseragter fur die Ga4AD
mit dem codierenden Raster der integrierten cDNA Uberein. Dies sind die Klone BIC1, BIC4,
und BIC7, die daher zunéchst fir weitergehende Untersuchungen ausgewahlt wurden.

3.3.1 Der BAZ Interaktionspartner TOLL-7

Der Klon BIC1 bedtzt en Insat ener 25kb grossen ¢cDNA, die zu enem GAL4AD
Fusionsprotein mit den Gterminaen 296 AS des durch toll-7 codierten Gens fihrt (Tauszig et
al., 2000). Die redliche cDNA in BIC1 gammt aus dem 3'UTR-Bereich von toll-7. Die
Bezeichnung fir dieses zunéchs nur nach der Genomsequenzierung durch das BDGP
vorhergesagte Gen beruht auf dem Vorkommen ener Doméane, die zuerst im Toll-Protein von
Drosophila melanogaster entdeckt wurde, welches an der Etablierung der dorso-ventrden
Polaitdt im Embryo beteligt i (Hashimoto et d., 1988). Ausserdem sind verschiedene
Mitglieder der Toll-Familie sowohl bel Insekten as auch bei Sdugern an der Immunabwehr
gegen Bakterien und PRlze betdligt (O'Neill, 2000). Es handdt sch hietba um Typl-
Transmembranrezeptoren, die ene intrazdluld&e Doméne von ca 200 AS bestzen, wie se
auch be dem Interleukin-1 Rezeptor IL-1R vorkommt. Diese Doméane wird as Toll/IL-1R
homologe Region (TIR) bezeichnet.

Tdl-7 ig ein 1446 AS langes Protein, welches neben der in der Néhe des C-Teminus
gdegenen TIR-Doméne noch zahlreiche Leucin-reiche Wiederholungen (LRR) aufweld, die
jedoch ausnahmdos im extrazdlul&ren Bereich des Proteins liegen. Hierbel handdt es sich
um nur 22-26AS lange Moative, die im dlgemenen ba Proten-Protein Wechsdwirkungen
und der Zdladhéson ene Rolle spiden (Gay et d., 1991). Toll-7 bedtzt ene sehr sarke
Homologie zu dem Gen 18-wheeler (Eldon et a., 1994). Diese betrégt auf der Proteinebene
56.2%, im Bereich der LRR besteht eine Identitét von 83%. Eine schematische Ubersicht Giber
die Proteine Toll, 18-Wheder und Toll-7 sowie Uber die jewelige Doménengruktur wird in
der Abb.10 gegeben.

Im Gegensatz zum 18W C-Terminus (-FLV) weist der des Tall-Proteins (-SDV) (Hashimoto
et a. 1988), an unmittdbaren C-Teminus &dnlich wie Tol-7 en klasssches PDZ-
Bindemotiv auf. Eine mdgliche Bindung des Tall-Proteins an die PDZ-Doménen von Baz
wurde in @nem ,2-Hybrid‘-Interaktionstest untersucht. Dabel konnte keine Bindung eines
Ga4AD-TOLL Fusongproteins an das Ga4BD-PDZ1-3 nachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigr).
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Toll-7 bindet ganz spezifisch an die erste PDZ-Doméne von Baz. Ein Uberblick Uber die zur
Eingrenzung der Bindedomédne durchgefihrten ,,2-Hybrid® Experimente gibt die Tabdle 11.
Eine Bindung von 18W an Baz wurde nicht untersucht, da schon das jewellige mRNA in situ
Muger vollkommen verschieden is. Die embryonde Lokdisation des 18w-Proteins wurde
bisher nicht untersucht. Wéahrend Toll-7 jedoch eindeutig ein neurd lokdiserendes Protein ist
(su.), ist Uber eine solche Lokdisation in der Larve nichts bekannt (Williams et d., 1997).

PDZ1 PDZ2 PDZ3 PDZ1-2 | PDZ2-3 | PDZ1-3 BAZ

BIC1 ++ - - ++ - - n

Tab.11: Uberblick (iber die getesteten Interaktionen von verschiedenen Baz-Domanen und des
vollstandigen Baz-Proteins mit BIC1(TOLL-7)

Gegen ein GST-Fusonsprotein mit den C-Terminden 296 AS von Toll-7 wurde in ener
Ratte ein Antissrum erzeugt (Abb.9) und dieses fir den Nachwes der Proteinexpresson in
Hefe und im Embryo eingesatzt.
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Abb.9: Spezifitét des Ratten-anti-Toll-7 Antiserums
Hefeextrakte (YE) von toll-7 und pten transformierten Hefen. In dem Extrakt aus toll-7 transformierter Hefe

wird eine zusétzliche Bande detektiert, die in der anderen Spur nicht auftritt.
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TOLL (1097 AS)

T HE

18-WHEELER (1389 AS)

TOLL-7 (1446 AS) i b=

Abb. 10: Vergleich der Domanenstruktur der TIR-Proteine TOLL, 18-WHEELER und TOLL-7

Alle drei Proteine weisen vom N-Terminus aus gesehen die gleiche Abfolge von ,Leucin-rich-repeats* (LRR)-
Domaénen, , Transmembrane-Domain“ (TMM) und , TOLL-IL1-Receptor” (TLR)-Doméne auf. Der in dem 2
Hybrid-Klon BIC1 vohandene Anteil von TOLL-7 (296 AS) wird oberhalb des TOLL-7 Schemas angezeigt.

3.3.11 Vertellung der toll-7 RNA

Die Expression des toll-7 Gens kann ab dem zelulé&ren Blastodermstadium der Embryogenese
verfolgt werden (Abb. 11 A). Hier wird vor alem in dem zentralen Bereich des Embryos (30
70% Eilange) die mMRNA detektiert, in geringerem Male auch im pogerioren Bereich. In
diesem Stadium igt anterior keine Expresson nachzuweisen. In den Polzdlen wurde ebenfdls
keine mMRNA von toll-7 detektiet. Im gadrulierenden Embryo wird im Mesoderm eine
Expresson beobachtet (Abb.11 B), im Stadium 10 (ausgestreckter Keimstreifen) tritt neben
der mesodermaen Expresson en segmentdes Muger auf (Abb.11C), welches jedoch nicht
auf ectodermaer Expresson beruht, wie in Abb.11E besser zu erkennen ist. Im Gegensatz zur
baz Expresson im Hinterdarm kann eine solche fir toll-7 nicht beobachtet werden. Eine
ventrde Andcht zeigt wahrscheinlich ene  Subpopulation von  geféarbten  Neuroblasten
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(Abb.11 D u. H). Im Stadium 12 wird eine starke Farbung in den Neuromeren der Segmente
beobachtet (11 G u. H). Die posterioren Spirakeln und die Bein-Imagind-scheiben (LID)
zeigen ene sarke Expresson (Abb.11 G u. H). Toll-7 is sowohl im ZNS ds auch im PNS

exprimiert.

G LID H NB

Abb. 11: Verteillungsmuster der toll-7 mRNA wahrend der Embryogenese von Drosophila melanogaster
A zellulédres Blastodermstadium (St.5), B gastrulierender Embryo, C ausgestreckter Keimstreifen (St.10), D
ventrale Ansicht ca. St. 10, E Stadium11 F ca. Stadium 11 ventrale Ansicht, G und H Stadium12 mit |ateraler
bzw. ventraler Ansicht. Pz: Polzellen, Md: Mesoderm, NM: Neuromer, Hd: Hinterdarm,

NB: Neuroblast, LID: ,Leg Imaginal Disc”
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3.3.1.2 Untersuchung der TOLL-7-Expression in Embryonalstadien

Dea in Raten ezeugte, gegen den C-Teminus von Tadl-7 gerichtete AntikGrper wurde
engesetzt, um die Lokdisaion des Proteins in Embryo und Larve zu untersuchen. Dabe
wurde auch bestimmt, ob Toll-7 und Baz in enem Stadium der D.melanogaster Entwicklung
eine gemeinsame Lokaisation aufweisen.

Die Protein Expresson von Toll-7 i & ca Stadium 12 nachweisbar, in dem der
Kemdreifen sch bereitswelt zurtick gezogen hat (Abb. 12).

Wéhrend das Bazooka-Protein im Stadium 11 in Epidermis und Hinterdarmepithd deutlich
goikd zu erkennen igt (Abb.12A), kann hier keine spezifische Tall-7 Expresson beobachtet
werden.

Erg im Stadium 12 kann Toll-7 nachgewiesen werden. Besonders stark it die Expresson in
den enzenen Neuromeren der Segmente (Abb.12E). In diesem frihen Stadium wird der
Proventrikulus vom Tall-7 Protein umgeben (Abb.12E Pfelkopf), weiterhin findet sch das
Protein in einer Region am posterioren Ende des Embryos und im procephalen Bereich.

Be de in auffdliger Weise den Proventrikulus umlaufenden Toll-7 Farbung (Abb.12 D-F)
konnte es sch um das stomatogatrische Nervensystem handeln, die Farbung kann auch noch
weiter in anteriorer Richtung, also zum Osophagus hin, verfolgt werden.
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Abb. 12: Expression von Baz

und TOLL-T im WT

Laterale Ansicht verschiedener Em-
bryogenesestadien, anterior ist links,
dorsal oben.

A und D: Kaninchen-ci-Baz in blau

B und E: Ratte-c-TOLL-7 in rot,

In C und F ist die jeweilige
|."il‘.-l.‘[]u_|,'\.'l'ul'|5 fiir die Beurteilung
einer Kolokalisation wiedergegeben
Die Toll-7 Expression be-

zinnt ¢rst ab ungefahr Stadium 12,

In A-C ist ein Stadium 11 Embryo
gezeigh, bei dem die Expression des
Bazooka-Proteins in der Epidermis
und dem posterioren Mitteldarm-
epithel deutlich #u erkennen 15,
wihirend im Vergleich dazu eine
spezifische Toll-T-Firbung nicht
nachweishar ist, Eine Vergrosserung
des ventralen Bereiches eines Stadium
11 Embryos zeigt eine starke apikale
Baz-Firbung in den Neuroblasten, je-
doch keine TOLL-7 Farbung { Abb_10}.
[-F; Stadium 12 Embryvo

Die Toll-T Expression beginnt in den
Mewromeren der einzelnen Segmente
(E, Pfeil).

Auch am posterioren Ende des
Embivos 15t eine Region mit Toll-7
Expression zu erkennen.

TOLL-7 befindet sich auch dirckt an
dem Ubergang vom Osophagus zum
Proventrikulus (E, Pleilkopf)

Eine Kolokalisation von Baz und Tall-7
ist in diesen Stadien nicht zu erkennen.



Nicht nur im Epithd kann keineleé Toll-7 Expresson nachgewiesen werden, auch in den
Neuroblasten der ventrden neurogenen Regon findet dch ba glechzatigem deutlichem
Nachweis von Baz kein Tall-7 (Abb.13).

Abb.13: Vergriosserte Dar-
stellungz eines Aosschnitts

awus der ventralen neurogenen
Region des in Abb. 9 A gezeig-
ten Embryos im Stadium 11

Wihrend die BAZ-Firbung auf
der apikalen Seite des Epithels
und mit dem typischen apikalen
Halbmond in den Neuroblasten
(Pteile) put zu erkennen 1st, fehlt
hier jegliche spezifische Toll-7
Firbung,

TOLL-7

Da dch Toll-7 besonders gut im ZNS nachweisen |&sst, wurde geprift, ob hier ene
Kolokaisation mit Baz besteht. Dabel ergaben sich keinerle Hinweise, dass Baz Uberhaupt in
diesem Entwicklungsstadium im ZNS exprimiert wird (Abb.14).

Abb. 14: Koimmunofér bung von WT-Embryonen mit Kaninchen-? -BAZ und Ratte-?-TOLL-7

Gezeigt ist eine Vergrésserung einer ventralen Aufsicht auf das ZNS eines Embryosin Stadium 14. Ganz links:
keinerlei Baz-Farbung in den Konnektiven und Kommissuren, am Rand ist die Baz-Farbung des Epithels zu
erkennen. Mitte: Toll-7 Farbung in einer der Kommissuren, auf beiden Seiten hiervon wird Toll-7 in
verschiedenen Neuronen exprimiert. Rechts: Ubereinanderlagerung der beiden Farbungen.
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Um versehen zu konnen, in welchen Neuronen und Nervenbahnen bel einer Toll-7 Férbung
das Proten nechwesbar i, wird im folgenden ene Daddlung der Entwicklung des
embryonaden Nervensysems gegeben (detallierte Darstdlung in Campos-Ortega und Harten
stein, 1997).

Das zentrde Nervensysem von Drosophila melanogaster entwicket sch aus dem
Neuroektoderm und dem Mesektoderm. Zellen aus dem Mesektoderm bilden die sogenannte
Mittdlinie, in der Mittelinien Glia Zdlen und neurde Vorlauferzdlen gebildet werden. Zu
beiden Saten der Mittdlinie entsent ab dem spéden Stadium 9 durch Ddamingion von
Zdlen aus dem Neuroektoderm mehrere longitudinde Reihe von Neuroblasten, aus denen
ZNS Neurone gebildet werden. Die Mehrheit dieser ZNS-Neurone sind Interneurone, deren
Axone Uber die Mittdlinie hinweg zu der anderen Sdte des Embryos verlaufen. Ein anteriores
und poderiores Blndd solcher Axone wird jeweils ds Kommissur bezeichnet. Toll-7 wird
nur in den pogerioren Kommissuren exprimiert (Abb.15). Die neurden Komponenten in
jedem Segment des Embryos werden ds Neuromer bezeichnet. Verschiedene Neurone senden
ihre Axone in poderiorer Richtung, diese Axone laufen zundchgt innerhdb des ventraden
Nervendranges bis zu dem nachfolgenden posterioren Neuromer. Dort zweigen Se in
laerder Richtung ab und bilden so die anteriore Wurze des Intersegmentanervs (ISN).
Andere an der Mitte der anterioren Kommissur gelegene Neurone bilden die posteriore 1SN-
Wurzel indem de ihre Axone in anteriorer Richtung und dann ebenfals nach laterd senden,
schliedich fascikulieren die anteriore und posteriore Wurzd und der Nerv verléuft latera in
Richtung dorsd, wo u.a die dorsde Muskulatur innerviert wird. Toll-7 kann nur in der
posterioren der beiden ISN-Wurzeln nachgewiesen werden. Nach Fascikulation der beiden
Wurzdldréange begletet die Toll-7 Fabung den 1SN bis zu den Abzwegungen zum
Pentascol opididorgan und den Haar- Sensillen (Abb.15)

Der Interssgmentanerv wird auch durch die Projektion von Axonbahnen der ventralen
Interssgmentalgruppe gebildet. Diese Gruppe von Neuronen liegt zum grossten Tel auf der
ventralen Sate der Konnektive an der podterioren Sdte des Segmentes. Die Axonbahnen
verlaufen in anteriorer Richtung in der anterioren I1SN-Wurzd. Hier wird keine Toll-7
Expression beobachtet.

Mehrere Neurone, die in der Mitte zwischen den Konnektiven liegen, senden sch an der
Mittdlinie gabelnde Axone aus, die den ventrden Nervendrang durch die Segmentanerven
(SN) verlassen.
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Ein SN verzweigt sch in SNa und SNb, wobei SNa fir die Innervation von lateraler, SNb von
ventraler Muskulatur dient. Im SN und in dessen Vezwegungen konnte keine Toll-7
Expression nachgewiesen werden (Abb.15).

Der SN und der ISN liegen sehr nahe anenander, wenn de den Cortex des ventrden
Nervendranges verlassen. Se snd dabei von ener Hille umgeben, die von zwe hinter-
enandeliegenden Gliazdlen gebildet wird (Kldmbt und Goodman, 1991). Nach Verlassen
des Cortex velieren die beden Nevendrange ihre gemeinsame Gliazdlhille und
divergieren.

Da ISN wes enen nach dorsa geichteten Velauf auf, verschiedene kleinere
Abzweigungen gehen zu Muskeln und sensorischen Neuronen. Nach dem Erreichen der
dorsdlen Muskulatur spaltet sch der ISN in zwe terminde Zweige auf, einer besteht aus den
afferenten  Axonen ener dorsden Gruppe sonsorischer Organe, der andere besteht aus
efferenten Fibern, die dorsde Muskulatur innervieren. In beiden Zweigen kann die Toll-7
Féarbung verfolgt werden (Abb.15). Ein sehr auffdliges sensorisches Organ, dessen afferente
Axone in den ISN laufen, ig das Pentascolopididorgan. Verfolgt man die Toll-7 Farbung in
den afferenten Nervenbahnen des ISN (Abb. 15A u.C), die zu dem dorsalen Chordotona-
(Pentascolopidid-) organ fihren, so zeigt dch, dass Toll-7 nicht in den Scolopida selber
exprimiet is, vidmehr mecht die durch Todl-7 markierte Bahn plotzlich im Bereich des
Pentascolopididorganes einen Knick und endet in enem verbreiteten dicken Punkt. Das
gleiche wird fir ene andere Abzweigung des ISN beobachtet. Eine Erklérung, fir welche
Struktur dieser Punkt stehen konnte, konnte auch nach Ricksprache mit Chrigian Klambt
(Ingtitut fir Neurobiologie, MUngter) nicht gefunden werden.

Be ener Koimmunofdrbung mit dem gegen das Futsch Protein gerichteten 22C10 Antikorper
(Hummd e al., 2000), welcher das gesamte ZNS und PNS anfabt, zeigt sch keine
vollkommene Kolokaisation der Farbungen, vidmehr scheint die Toll-7 Farbung mit und um
die 22C10 Farbung herumzulaufen (Abb.15C).

74



Futsch

dorsal
A

A N8 ventral

anterior = » posterior

Abb.15: Koimmunoférbung von WT-Embryonen mit 22C10 (Futsch) und TOLL-7 Antiserum

Segmental (SN)- und Intersegmentalnerv (ISN) zweigen aus dem ZNS ab. Toll-7 (rot) wird nur in dem ISN
(Pfeil in B) exprimiert, wobel von den beiden Wurzeln des ISN nur in der anterioren Toll-7 nachgewiesen
werden kann (Pfeil in C). Nach dem Verlassen des neuralen Cortex weist der SN eine Verzweigung auf, einer
der beiden Aste verlauft in lateral-posteriorer Richtung (Pfeilkopfe), der andere weiterhin nach dorsal.
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3.3.1.3 Mutationen innerhalb destoll-7 Locus

Um die Frage nach der funktiondlen Bedeutung von toll-7 aufzuklaren, i es zunéchs
wichtig, nach Effekten bei Mutationen oder einem Auddl des Gens zu schauen. Die Region
56F1, in der toll-7 liegt, zeichnet dch durch ene geringe Zahl von Genloci aus. Es exidieren
keine dokumentierten Defizienzen, die diesen Bereich abdecken. Jedoch kann auch durch die
Insartion enes trangpossblen Elementes in das Gen sdber oder in sane unmittelbare
Umgebung das entsprechende Gen mutiert oder sogar vollkommen ausgeschdtet werden. Ein
solches trangposables Element bei Drosophila melanogaster ist das sogenannte P-Elemernt.

In der ,flybase" Datenbank sind 4 verschiedene Insertionslinien vermerkt, die innerhalb der Region 56F1
kartieren. Bei zweien davon erschien es moglich, dass sie in der toll-7 Region liegen. Dies ist zum einen die
homozygot letde Linie 1(2)k16210 (Bloomington Stock Number: BL11163), und zum anderen die homozygot
lebensfahige Linie I(lacZ)H217.

[(lacZ)H217 ist ein Fliegenstamm, der bei der Suche nach EP-Linien gefunden wurde, deren Reportergen-
Expressionsmuster im spéten larvalen ZNS sich bei Abwesenheit der "Broad-Complex" -Proteine verandert (Liu
und Restifo, 1998). Bei diesen Proteinen handelt es sich um Zink-Finger Transkriptionsfaktoren, die fiir viele
Aspekte der Metarmorphose, z.B. die Umwandlung des larvalen in das adulte ZNS, bendtigt werden (Levine et
al., 1995; Restifo und White, 1991; Ubersichtsartikel: Bayer et al., 1996).

Die Insation eines P-Elementes mit dem Reportergen lacZ in das Genom der Hiege fihrt zu
gnem ?-Gad Expressonsmuster, welches stellvertretend flr das Gen betrachtet werden kann,
in dessen Kontrollregion das P-Element integriet wurde. Die Koimmunoférbung mit enem
?-Gd spezifischen und @nem Toll-7 spezifischen Antikdrper zeigt ene nahezu identische ?-
Gda- und Tall-7 Expression, das Reportergen im RElement der Linie 1(2)k16210 ist unter die
Kontrolle des toll-7 Enhancers geraten (Abb.16). Die ?-Ga-Expresson zeigt auch, dass toll-7
in 2 Zellen des PNS exprimiert wird (Abb.16).
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[-Gal+Toll-7

Abb.16: Koimmunofarbung mit Anti-?-Gal (rot) und Anti-Toll-7 (blau)

Gezeigt ist eine ventrale Ansicht des sich entwickelnden zentralen Nervensystems (ZNS) eines Stadium 14
[(2)k16210-Embryos. Die ?-Gal Farbung wird in zwei Zellen des peripheren Nervensystems (PNS) beobachtet
(Pfeile oben). Hier wird auch Toll-7 nachgewiesen (entsprechende Pfeile mittleres Bild). Im ZNS ist ein ein

nahezu vollstandiges Uberl appen der beiden Farbungen zu erkennen.

Die Linie I(lacZ)H217 weist dagegen kein spezifisches Expressionsmuster auf, welches der toll-7 Expression
dhnelt (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet jedoch keinesfalls, dass das P-Element nicht in der Region vontoll-7
integriert sein kann. Die Linie I(lacZ)H217 wurde zusammen mit der, aufgrund des zu toll-7 nahezu gleichen

Expressionsmusters sehr interessant erscheinenden, Linie 1(2)k16210 auf den Insertionsort des jeweiligen P

Elementes hin untersucht.

3.3.1.3.1 P-Elementlokalisation durch inverse PCR

Der Integrationsort der jeweligen P-Elemente in I(lacZ2)H217 und 1(2)k16210 wurde durch
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inverse PCR untersucht.

Sowohl am 5'-Ende ds auch am 3-Ende des P-Elementes befinden sch Schnittselen fir
Redriktionsenzyme.  Schneidet man nun genomische DNA enes Hiegendammes mit einer
solchen P-Elementinsartion, so  entsehen DNA-Fragmente, die aus dem Ende des P-
Elementes und dem genomischen Bereich bis zu der ergen Schnittstelle der Hiegen-DNA
bestehen. Eine Ligation dieser Fragmente fuhrt zu zirkuldrer DNA, die durch Verwendung
gegenlaufiger Primer, die an die bekannte DNA-Sequenz von dem P-Elementende binden,
gezifisch amplifiziet werden kann. Da die gesamte Sequenz des Drosophila-Genoms
bekannt ist, kann durch die Sequenzierung des genomischen Anteils in dem durch die PCR
amplifizierten Fragment der Insartionsort des P- Elementes bestimmt werden.

Die genomische DNA von 1(2k16210 wurde mit dem Redtriktionsenzym Mspl  geschnitten.
Die PCR mit der rdigieten DNA ergab ein ca 550bp grosses Fragment, welches mit dem
Primer Spepl sequenziert wurde. Bel dieser Sequenzierung wurden erwartungsgemass die auf
den Spepl Primer folgende Sequenz bis zu dem Ende der invertierten Wiederholung am Ende
des RElementes erfasst. Auf dieses Ende hin folgen jedoch nur 6 Nukleotide, bis die Sequenz
ab der Mspl Schnittstelle des P-Elementes fortgesetzt wird. Moglicherweise it das RElement
daher direkt neben eine Mspl-Schnittstelle gesprungen, die Religation der Mspl geschnittenen
genomischen DNA fiihrte somit zu einem DNA-Ring, der bis auf 6 Nukleotide nur aus dem
Ende des P-Elementes besteht.

Be der Bestimmung der Insartionsstelle in [(lacZ)H217 wurde die genomische DNA mit dem
Redriktionsenzym Sau3A  geschnitten und dann wieder ligiet. Bel der darauf folgenden
inversen PCR-Resktion wurden die Primer Pry4 und Plw3-1 eingesetzt. Hierdurch wurde en
ca. 1,1kb grosses PCR-Fragment erzeugt, wedches aufgereinigt und zum Sequenzieren mit
dem Spepl Primer eingesetzt wurde. Bel der Sequenzierung wurden 678bp aus dem
genomischen Bereich efasst. Hiernach liegt das 3'-Ende des RElementes in Linie H217 15kb
hinter dem toll-7 Gen und somit in der N&he von diesem (Abb.17). Die Linie in I(lacZ)H217
egnet sch damit durch die Anwendung gedigneter Methoden, wie z.B. unprézise Excison
oder ,paternd recombination”, zur Erzeugung von Mutanten, bel denen die codierende
Sequenz von toll-7 oder ein Teil davon fehit.
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3.3.1.3.2 P-Elementlokalisation durch , Plasmid-Rescue”

Da die P-Elementinsartionsstele fur 1(2)k16210 durch inverse PCR zunéchst nicht bestimmt
werden konnte, wurde zusétzlich die Methode des ,, Plasmid-Rescues* angewandt.

Dabe wurde ein Tel der genomischen DNA mit EcoRI, en anderer mit Clal geschnitten
(Materid und Methoden 2.2.10). Mit Clal wurden 2 Plasmide erhdten, die sch nach Isolation
wie ewartet durch Clal wieder lineariseren liessen. Eines dieser Plasmide (PIResClal-1) it
ca.5.5kb gross, das andere (PIResClal-2) ca. 9kb.

Mit EcoRlI wurden 3 Plasmide erhdten, die sch durch das Enzym wieder lineariseren
liessen. Eines davon ist ca 28 kb (PIResEcoRI-1), die beiden anderen jewells 7kb gross
(PIResEcoRI-2) und (PIResEcoRI-3). Durch Redriktionsspatungen (EcoRI/BamHI  bzw.
SaAl/EcoRl) wurde festgestellt, dass der jewells erwartete Tell des P(lacW)-Elementes in den
Pasmiden vorhanden is, und das PIResEcoRI-2 und PIResEcoRI-3 identisch snd. Die
Plasmide wurden anschliessend mit dem Spepl Primer sequenziert, der kurz vor dem Ende
des P-Elementes liegt.

Die auf das Ende des P-Elementes folgende Sequenz ig in PIResClal-1 und PIResEcoRI-1
identisch. Se ig ebenfdls identisch zu einer Sequenz des ,,genomic scaffold® AE003146.1.
Das gesamte Genom von Drosophila meanogaster wurde nach Abschluss der Sequenzierung
in gch gegensatig Uberlgppende  Telldlicke engetalt, welche mit ,genomic  scaffold”
bezeichnet werden. Im folgenden werden diese ds genomische Telgeriste bezeichnet. Die
chromosomae Lokdisation von AEQ003146.1 is unbekannt, da es dch um repetitive
Sequenzen handdt, wie de in ener ganzen Relhe veschiedener genomischer Telgerigte
vorkommt.

Die genomischen Sequenzen aus PIResClal-2 und PIResEcoRI-2 entsprechen sich ebenfdls,
unterscheiden sich jedoch von den beiden anderen Sequenzen. Sie sind zu 100% homolog zu
der vor der Pogtion 228732 liegenden Sequenz des genomischen Tellgeristes AE003794.1
(Abb.17). Und tatséchlich entsprechen die ersten 6 der sich an das RElement anschliessenden
Nukleotide denen, die durch die inverse PCR ermittelt wurden. Auf diese Nukleotide folgt
auch die posuliete Mspl Schnittstdle. Das P-Element von [(2)k16210 liegt in ca 61kb
Entfernung vor toll-7, mitten in dem enzigen 5SRNA GenCluger von Drosophila
melanogaster (Spradling et al., 1999).
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AED03795.2
SSRNA *“;lj’ AE003794.2
B 2z AE003793.2
_*—
18-w
I(2)k16210 PilacZ}H217 10kbp

Abb. 17: Schematische Ubersicht der Region 56F1 von Chromosom 2R

Dargestellt ist die relative Lokalisation zweier P-Elementinsertionen (1(2)k16210 und P{lacZ} H217) in der
Region 56F1 auf dem genomischen Teilgeriist AEO03794.2. Die Enden der beiden benachbarten Teilgeruisten
des BDGP sind eingezeichnet, rechts das Teilgerlist AE003793.2, auf dem dastoll-7 Homolog 18-w liegt.

Die homozygote Letaitdt der Linie 1(2k16210 konnte auf der Insertion in dem 5SrRNA
Clugter beruhen und unabhdngig von toll-7 san. Es sand damit welterhin keine Mutante zur
Verfligung, in der dastoll-7 Leseraster selbst betroffen i<t

Die vorhandenen Datenbanken wurden deher auf Defizienzen hin durchsucht, die in der
néheren Umgebung von 56F1, adso bespidsveise in 56F2 liegen. Die Angabe der
Bruchpunkte solcher Defizienzen igt jedoch recht ungenau, es erschien daher durchaus
maglich, dasstoll-7 in einer der benachbarten Defizienzlinien fehlt.

3.3.1.3.3 Deletionen in der Umgebung destoll-7 Gens

Die beden Defizienzlinien Df(2R)017 (Bloomington Stamm Nr. BL543) und Df(2R)173
(Bloomington Stamm Nr. BL340) weisen jewels eine Defizienz auf, deren Lokdisation vom
BDGP mit 56F5-56F15 angegeben wurde. Eiablagen dieser Linien wurden hitzefixiert und
anchliessend auf die Toll-7 Expresson hin untersucht. Dabel wurde das Auftreten von zwel
Arten geschédigter Embryonen ewartet, und zwar solche, die homozygot beziiglich des
Bdancerchromosoms sind oder homozygot das Chromosom mit der Defizienz besitzen.

In den untersuchten Linien wurde Toll-7 in dlen Embryonen nachgewiesen, die
Entwicklungsschéden zeigten, dch aber mindestens bis zu dem fir die Toll-7 Expresson
notwendigen Stadium 12 entwickelt hatten (Abb.18).
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Abb.18: Toll-7T Expression in
Defizienzlinien aus der Kegion
S6F5-F15

Wihrend die Linic BL340 kaum
Schadigungen aufweist, sind die
Embryonen von BL543 bereits
sehr [rith in der Embryogencse
pestin,

Bei beiden Linien ist jedoch die
Toll-7 Farbung noch deutlich zu
erkennen (Pleilel, das Gen st
also nicht in dem jeweiligen de-
letierten Bereich enthalten.

Es wéare theoretisch mdglich, dass ein homozygot mutanter toll-77 Embryo sch nicht bis zum
Stadium12 entwickelt, &b dem ene Expresson nachweisbar wéae. Die fir die untersuchten
Defizienzlinien gemachten Aussagen gelten damit unter der Voraussetzung, dass toll-7 z.B.
keine essentielle Bedeutung bel der Eireifung besitzt.

Die nach Fessdlung der ,2-Hybrid‘-Interaktion des Toll-7 C-Terminus mit den Baz PDZ-
Doménen durchgefiihrten Untersuchungen zur mRNA- und Proteinlokalisation zeigen, dass
ene BazTdl-7 Interaktion wédhrend der Embryogenese wahrscheinlich keine Funktion
besitzt. Es existieren Hinweise auf eine magliche larvale Funktion der Baz Tall- 7 Interaktion.

Es konnte gezeigt werden, dass Toll-7 ein Tel des zentrden und wahrscheinlich auch des
peripheren Nervensystems ist. Ob es fur den Aufbau des Nervensystems, seine Funktion oder
sogar fur beides notwendig ist, wird sch es nach der Anadyse von mutanten Formen
beantworten lassen. Die in dieser Arbet untersuchte P-Elementline H217 egnet sch zur
Erzeugung von Mutanten, bei denen das Leseraster destoll-7 Gens direkt betroffen ist.
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3.3.2 DieInteraktionsklone BIC4 und BIC7 enthalten eine pten cDNA

BIC4 und BIC7 weisen beide ein nahezu identisches Insert von ca 0,8 kB auf, in BIC4 ig die
inserierte cDNA lediglich 54 bp langer ds in BIC7. Diese ¢cDNA is zu 100% identisch zu
dem pten-Gen von Drosophila melanogaster (Smith et d., 1999), wobel in dem Klon BIC4
der fur die letzten 224 AS von DmPten codierende Bereich vorhanden igt. Die Sauger-
Vaiante dieses Gens wurde unabhéngig voneinander von mehreren Gruppen fast gleichzeitig
gefunden, dterndtive Bezeichnungen fir Pten ("phosphatase and tensn homolog’) snd
MMAC("mutated in multiple advanced cancers’) und TEP1 ("TGF ? -regulated and epithdid
cdl-enriched phosphatase 1) (Li and Sun, 1997; Li et d., 1997; Steck et d., 1997).

Kurz nach der Entdeckung des humanen pten wurde auch das homologe Gen in Drosophila
melanogaster gefunden und drel verschiedene Splicevarianten (ptenl-3), die sch vor dlem
an C-Terminus unterschieden, beschricben (Smith et d., 1999). Be der in BIC4 und 7
enthdtenen cDNA handdt es sch um ene vierte Splicevariante, die im folgenden mit pten4d
bezeichnet wird. Kurz nach der Entdeckung der neuen Splicevariante in dieser Arbeit wurde
elne entsprechende cDNA durch eine andere Arbaitsgruppe identifiziert (Huang et al., 1999).

Eine schematische Ubersicht (iber die mit Baz interagierende Ptend Form wird in der Abb.19
gegeben.

Abb.19: Schematische Ubersicht iber Ptend.
Das Protein weist eine zum N-Terminus hin liegende dual spezifische Phosphatase-Doméne (PTP-DSP) und ein
C-Termindles PDZ-Doméanen bindendes Motiv auf. Die GTerminalen 224 AS, die durch die in dem Klon BIC4

vorhandene cDNA kodiert werden, sind oben in dem Schema angezeigt.

Pten2 und die in dieser Arbeit neu beschriebene Form Ptend unterscheiden sich nur durch das
Fehlen von 3 AS im C-Terminden Bereich von Pten2 (Abb.20). Wie der Vergleich mit der
genomischen Sequenz von Drosophila melanogaster zeigt, liegt die fur diese 3 AS codierende
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Sequenz innerhdb eines Exons und es exidieren keine Splicestelen, die den Verlust der dre
ASin Pten2 erklaren kénnten.

Die Vaiationen an dem jewells resultierenden DmPten-Protein befinden sch immer am C-
Terminus, eine Ubersicht (iber die resultierenden C-Termini wird in der Abb.20 gegeben.

PTEN1CTarm
PTEMN2CTarm
PTEN3CTerm
FTEN4CTem

PTEN1CTem

Abb.20: Vergleich der GTermini der verschiedenen PTEN Varianten. Gezeigt wird der Bereich ab der AS
365. Der unmittelbare GTerminus von Pten2 und Ptend ist identisch, die beiden Formen unterscheiden sich
lediglich durch ein TSD Motiv an der Position 469-471, welches bel Pten3 fehlt. Dieses TSD Motiv findet sich
auch in Pten3 wieder, wobel Pten3 jedoch einen um 5 AS kirzeren C-Terminus aufweist. Sowohl Pten2 a's auch

Pten4 besitzen das unmittelbar am C-Terminus gel egene PDZ-Bindemotiv.

Um zu Uberprifen, ob das C-Teminde —TYL Motiv fir die Interaktion mit den Baz PDZ-
Doménen verantwortlich i, wurden DmPten Kongrukte mit verandertem C-Terminus auf
die Interaktion im ,2-Hybrid“-System hin untersucht. Hierzu wurden Kongtrukte erzeugt, be
denen entweder die letzten drei AS des DmPend C-Teminus fehlten, oder der Ptend C-
Teminus zu dem de Pten3-Form umgewandelt wurde, welcher kein PDZ-Bindemotiv
bestzt. Diese Kongrukte wurden durch PCR-Amplifikation des Insats in BIC4 mit
Primerpaaren erzeugt, bei denen der jewellige 3'-Primer entsprechend verdndert wurde (Tab.6
Mat. u. Meth.). Durch eine Sequenzierung wurden die sich jewells ergebenden verdnderten G
Termini bestétigt und anschliessend die Interaktion mit den dre PDZ-Doménen von BAZ
Uberprift. Die Pten3-Form kann hiernach nicht an die Baz PDZ-Doménen binden. Bel einer
Deletion der letzten 3AS von Pterd findet im ,,2-Hybrid‘-System keine Bindung mehr an die
PDZ-Doménen von Baz datt. Dies zagt, dass Ptend mit seinem unmittelbaren G Terminus an
Baz bindet.
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DmPted bindet im ,2-Hybrid-System an jede der enzenen PDZ-Doménen, wie der
Interaktionstest mit den verschiedenen Doménen von Baz ergab (Tab.12). Aufgrund der Zeit,
die be dem X-Gd Tes his zur ersen Blauférbung verging, ist die Bindung der 2. und 3.
PDZ-Doméne an DmPtend stérker ds an die erste. Alle diese Interaktionstests liessen sich
enwandfre reproduzieren. Die Kontrolle mit dem pLAMS-Plasmid blieb in unabhéngig
durchgefihrten Transformationen stets negetiv.

PDZ1 PDZ2 PDZ3 PDz1-2 |PDz2-3 |PDZ1-3 |BAZ
BICA4(ptend) + ++ ++ ++ ++ ++ +

Tab.12: Darstellung der Bindung von PTEN an verschiedene Bereiche sowie an das vollstéandige Baz

Protein  + schwache Interaktion, ++ starke Interaktion

3.3.2.1 Verteilung der pten-mRNA

Die mRNA von pten ig¢ wdadrend der Embryogenese, mit Ausnehme der Polzdlen, im
gesamten Embryo ubiquitér vertellt. In der Abb.21 wird die mRNA-Vetelung in enigen
Stadien der Drosophila Entwicklung dargestelt. Die sch be der in situ Hybridiserung
ergebende schndlle und starke Férbung zeigt, dass das pten Transkript in grossen Mengen
wahrend der Embryogenese vorhanden ig. Lediglich in den Polzdlen ig kene pten-
Expresson zu ekennen (Abb.21B). Die beobachtete Férbung ist pten-spezifisch, da im
Gegensatiz zu der Farbung mit der antisense RNA-Sonde, mit der zur Kontrolle verwendeten
sense-RNA keine Féarbung beobachtet werden konnte (Abb.21D).

Auch in nicht zdlulaigeten Embryonen ig dne grose Menge an pten-Transkript
nachweishar (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass pten eine maternale Komponente besitzt.

84



Abb.21; pten-RNA in WT-Embryonen.

A:syncytiales Blastodermstadium; B: zelluldres Blastodermstadium; C:Stadium 11; D: Hybridisierung mit einer
sense-RNA Probe an einem Stadium 11-Embryo. Die ausserst intensive Farbung in verschiedensten Stadien
zeigt die Stérke der pten-Expression. Diese Uberlagert im obrigen Bild etwas die Polzellen (Pz), welche aber

eindeutig nicht angeférbt sind.

3.3.2.2 Erzeugung eines DmPTEN spezifischen Antikorpers

Um die Vetalung des DmPten Protens im Embryo zu untersuchen und spéter auch
biochemische Experimente durchfihren zu koénnen, wurde ein GST-Fusonsprotein mit  den
letzten 200 AS des Pterd Proteins erzeugt und dieses fir die Immuniserung von Ratten und
Kaninchen eingesetzt.

3.3.2.3 Spezifitat des PTEN Antiserums

Zur Kontrolle des erzeugten DmPtentAntiserums wurde das Fusionsprotein, welches aus der
GAL4AD und den letzten 224 AS von DPtend besteht, in dem mit BIC4 transformierten
Hefesamm nachgewiesen.  Gleichzeitig wurde versucht, DmPten in Embryonen  und
Zdlkulturextrakten (Schneiderzellen, einer Drosophila-Zélinie) nachzuweisen.

Hierzu wurden verschiedene Proteinfraktionen unter denaturierenden Bedingungen auf einem
Gd aufgetrennt und ein Western-Blot durchgefihrt. Zur Kontrolle wurden auch Extrakte von
Hefekulturen verwendet, die keine Dmpten cDNA enthidten (Abb. 22). Die ungefahre Grosse
des erwarteten Fusionsproteins betragt 43kDa, der DmPtend-Antell liegt bei ungefahr 24kDa.
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Be den im folgenden gemachten Ausssgen und gezegten Abbildungen ig  zu
bertckschtigen, dass die Markerproteine des bei den Proteingden verwendete Markers
immer etwas hoher laufen, ds Proteine mit einem entsprechenden Molekulargewicht. Dies
wurde durch den Vergleich mit anderen Proteinmarkern bestétigt (Daten nicht gezeigt).

Mit dem Kaninchen?-DmPterd Antikdrper wurde in dem Extrekt aus Hefe, die mit dem
GAL4-PTEN Plasmid transformiert worden war, eine ungefdhr 60kDa grosse und eine Relhe
zusétzlicher kleinerer Bande detektiert. Wegen der oben geschilderten Markerabweichung
kann die 60kDa Bande dem GAL4AD-PTEN4 Protein zugeordnet werden, die kleineren
Banden stellen Abbauprodukte dar.

Ty
-~ u
Loy oy
N =a R,
T e XY
¥ ¥ v W

212 —

9 —
GAL4AD-
PTEN4

52

42 —»

32 —

Kaninchen-anti-PTEN 1:1300

Abb. 22: Western-Blot zum Nachweisder Spezifitat desPTEN Antikér pers.
Y E: Hefeextrakt; BICL1: GAL4AD-Vektor mittoll-7 cDNA; BIC4: GAL4AD-Vektor mit pten4-cDNA,;
EE: Embryonenextrakt; S2-E: Schneiderzellextrakt; pACT2: leerer GAL4AD-V ektor

In den Kontrollen mit leerem Vektor bzw. mit enem GAL4AD-TOLL-7 Protein wird kene
dem GAL4AD-PTEN entsprechende Bande detektiert.

In dem zusammen mit den Hefeextrakten glechzaitig geteteten Embryonenlysat und
Schneiderzdllextrakt wurde jewells ene ca 85kDa grosse Bande nachgewiesen. Hierbe
handdt es sich jedoch um ein kreuzreagierendes Protein, da bei enem "Wesern-Blot" mit
Extrakten von pten-trandformierten und untransformierten  Schneiderzellen neben  dieser
unspezifischen Bande in dem Extrekt der trandformierten Zedlen ene spezifische ca 70kDa
grose Bande detektiet wird, die be untransformierten Zedlen nicht auftritt (A.Wodarz,
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persOnliche Mittellung). Das theoretische Molekulargewicht fir DmPterd, wie es aufgrund
der Proteinsequenz zu ewarten ware, betrdgt 61kDa Auch be den Experimenten von

Andreas Wodarz wurde der 0.g. Marker verwendet.

3.3.24 Untersuchung der PTEN Expression in Embryonalstadien

Mit den in Raten und Kaninchen erzeugten, gegen PTEN4 gerichteten Antiseren wurde
vasucht zu zegen, wo und wann in der Entwicklung des Drosophila-Embryos Pten
exprimiet wird und ob moglicheweise ene Kolokdisation mit Baz besteht. Fir diese
Untersuchungen wurden sowohl WT-Embryonen ds auch solche, bel denen in spezifischen
Regionen pten Uberexprimiert wurde, verwendet.

Weder mit dem in Raten noch dem in Kaninchen erzeugten Antissrum konnte in WT-
Embryonen ene spezifische Lokdisaion von Pten nachgewiesen werden (Daten  nicht
gezeigt). Trotz der nachgewiesenen Spezifitdt des Antissrums (s0.), konnte kein signifikanter

Unterschied bel Farbungen mit dem Immun- und dem Pr&mmunserum beobachtet werden.

3.3.25 Uber expression von Dmpten4 mit dem UAS-GAL 4 System

Da der DmPten Antikorper trotz seiner im "Western-Blot" gezeigten Spezifitét wegen der
indifferenten Farbung mit dem Immun- und dem Prdmmunsarum an WT-Embryonen keine
Aussagen Uber eine Kolokdisation von Baz und Pten in diesen Embryonen zuldsst, wurde
Plerd in Embryonen spezifiscch Uberexprimiert. Hierzu wurde ene UAS-pten Linie
verwendet, die freundlicheeweise von Erngt Hafen, Zlrich, zur Verflgung gestdlt wurde. Be
der in dieser Linie vorhandenen pten-Form handdt es sich ebenfals um pterd (Huang et dl.,
1999). Als Treiberlinie wurde der engralled-GAL4 Stamm verwendet. Das engrailed Gen
fuhrt ba ener Expresson im frihen Embryo zu enem charakterigtischen Streifenmuder, die
engrailed-mRNA kann ua in den Antennen-Segmenten, im ZNS, in der Epidermis und im
Kopf nachgewiesen werden (DiNardo et al., 1988).

Die Uberexpresson von pten unter der Kontrolle des engrailed-Enhancers filhrt zu einer so
daken Anrecherung von PTEN in enem engraled-typischen Muder, dass es durch die

erzeugten Antiseren nachgewiesen werden kann (Abb. 23).
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Abb.23: Uberexpression von PTEN
unter der Kontrolle von esgradfed
Koimmunofirbung von
enGAL4xUASPTEN

Embryonen mit Kanin-
chen-anti-BAZ (griin) und
Ratte-anti-PTEN(rot). Die

unter UAS-Kontrolle ste-

hende gen cDNAwurde

in diesen Embrvonen unter
Verwendung ciner emgradifed®
Gald-Treiberlinie iberex-

primiert,

Im Hinterdarmepithel  fihrt die Uberexpresson dazu, dass DmPend an der apikalen
Zdldomane nachgewiesen werden kann, wo es mit Baz kolokaliserend ist (Abb. 24).

apikal

_— hasal

BAZ + PTEN

Abb. 24: K olokalisation von Baz (gr in) und Pten (rot) im Hinterdarm von enGal4/UASPten4 Embryonen

Links: Baz Farbung in der Epidermis und auf der apikalen Seite des Hinterdarmepithels; Mitte: Pten4 wird an
die dem Lumen zu gerichtete apikalen Seite des Hinterdarmepithels rekrutiert. Aussen ist das epidermale, in den
durch die engrailed Kontrolle entstehenden Streifen vorkommende, Pten zu erkennen (Pfeilkdpfe); Rechts:
Uberlagerung der beiden Farbungen.

3.3.2.6  Der pten-Phanotyp in pten™*® Keimbahnklonen
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In zygotischen Mutanten von Dmpten wird, wohl wegen der starken maternden Komponente
(in situ Abb.21) kein auffdlender Phénotyp beobachtet. Bei enem Fehlen sowohl der
mitterlichen ds auch der zygotischen pten-Komponente treten berets im  zdluldren
Blastodermgtadium die ersen Defekte auf. Nach ener Kernfarbung mit dem DNA-Farbstoff
YoYo-1 snd in den pten®*8-Kembahnklonen Zonen unterschiedlicher Kerndichte zu
erkennen. Gleichzeitig erscheint die A/P Achse kirzer und die dorsd/ventrde (D/V) Achse
l&nger dsim WT (Abb. 25).

Abb.25: Kernfarbungen an pten®718 K eimbahnklonen

A: zelluléres Blastoderm eines WT-Embryos, BD: zellulare Blastodermstadien verschiedener pten®8° Keim-
bahnklone, in C wird durch den Pfeil eine Zone geringerer Kerndichte angezeigt

Abb.26. aPKC (rot) und Kernfarbung mit dem Nukleinsiurefarbstoff YoYo-1 (grin) an pten””**°-Keim-
bahnklonen. Wahrend an einem Pol schon ca. 30% des Embryos in Auflésung begriffen ist, scheint der andere
relativ intakt zu sein. Allerdings haben sich a der Spitze dieses "intakten" Pols auch schon einige Zellen aus
dem Zellverband gel6st.

Die in pten Kembahnklonen (KBK) auftretenden Defekte manifestieren Sch neben ener

verénderten Lange der A/P u. D/V Achsen auch in einer Degenerdtion an einem Ende des
Embryos. Wéahrend die Zdlulaiserung auf der einen Seate des Embryos noch zu einem
intakten Epithd zu flhren scheint, snd an dem anderen Pol bereits massve Schéden zu
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erkennen (Abb. 26). Be viden der durch die DNA-Farbung mit YoYo-1 schtbaren Kerne
wird die Farbung diffus, en Anzeichen von Apoptose in diesen Zdlen. Diese sollte durch
TUNEL-, Assays' oder Acridin-Orange Farbungen aber noch untersucht werden.

Es gibt Hinwelse darauf, dass der Phénotyp der pten-KBK moglicherwelse paternd gerettet
wird (Abb. 27). Mehr as 90% der Embryonen zeigen schon sehr frihe Defekte, und
entwickeln dch anscheinend nicht welter ads bis zum zdlul&en Blastodermstadium. Daneben
finden sch aber auch solche, die weterentwickdlte Strukturen, wie z.B. die des Hinterdarms,
zeigen (Abb.27). Diese Embryonen bestzen moglicherweise ene wildtypische pten-Kopie
des Vaers, wobe eigentlich 25% paternd gerettete Embryonen erwartet werden. Um eine
solche Rettung in Zukunft besser einschédtzen zu konnen, sollten bel der Erzeugung von pten-
Keimbahnklonen fir die letzte Kreuzung Mannchen verwendet werden, deren Baancer-
Chromosom das lacZ Reportergen enthdt. Paterna gerettete Embryonen lassen sich dann

durch einen Nachweis von ? -Gaactosdase identifizieren.

Abb.27: M églicherweise pater nal ger ettete Embryonen von pten-K BK
Wéhrend mit dem aPKC Antikorper (rot) die Darmepithelien angeférbt werden, zeigt die in vielen Teilen des
Embryos bereits sehr diffus gewordenen Kernféarbung mit YoYo-1 (grin) an, dass in vielen Bereichen des

Embryos Apoptose eingetreten ist.

3.3.3 BIC5 enthalt ein VSM 1-Homolog

Be BIC5 handdt es dch um en Plasmid, ba dem das ,Inframeg’ mit dar Ga4AD
vorliegende Leseraster zu einem Fusonsprotein mit nur 8 AS flhren wirde, die durch die

insrierte cDNA codiert werden. Eine Klonierung zur Verschiebung des Leseragters fihrte zu
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einem offenen Leseragter, bei dem das entstehende GAL4AD-Fusonsprotein 457 AS besitzt,
welche durch die inserierte cDNA kodiert werden. Der Test mit dem 2Hybrid-System zeigte,
dass auch das durch die Leserasterverschiebung entstandene neue Plasmid bel  ener
Kotransformation mit pGBT9/PDZ1-3 in der Lage id, af His/3-AT Medium zu wachsen
und ene podtive lacZ Reportergenaktivitdt hervorzurufen. Ein  Datenbankvergleich  zeigt,
dass die cDNA in BIC5 zu 100% identisch zu enem vorhergesagten Gen mit der
Bezeichnung CG4420 ist. CG4420 kodiert fur ein 458 AS langes Protein (Abb.28), dessen
unmittelbarer C-Terminus die dre AS -ELS umfasst. Lediglich der fir das N-Terminde
Methionin codierende Tell dieses Proteins fehit in der inserierten cDNA von BICS.

Uber den AS-Bereich von 198 bis 445 des CG4420 Proteins besteht eine 38%ige Identitét zu
VSM1/DDI1 ("v-SNARE-Magterl"; "DNA-Damage Inducible protein 1') von Saccharomy-
ces cerevisae (Liu et d., 1997; Ludgarten and Gerst, 1999). VSM1 agiert as ein SNARE
bindendes Protein, welches an sekretorische Veskd binden kann (Lustgaten and Gerst,
1999).

Die vorhergesagte Proteinsequenz weist eine Ubiquitindoméne am N-Terminus und eine C-
Terminde Ubiquitin assoziierte Doméne (UBA) auf.

Abb.28: Die Struktur des CG4420-Proteins

Darstellung der Domanenstruktur des durch CG4420 codierten Proteins (.) und ein direkter Vergleich der N-
Terminaen Ubiquitin-Doméane dieses Proteins mit Ubiquitin (1.). Gleiche AS sind rot, funktionelle Substitutio-
nen blau unterlegt. UBI: Sequenz des Hefeubiquitins; UBQ: Ubiquitin-Doméne; UBA: Ubiquitin-
assoziationsdoméne

Die UBA-Doméane taucht in Untergruppen von Proteinfamilien auf, die in dem Ubiquitin
vermittelten Proteinabbau durch das zdluldre Proteasom eine Rolle spiden. Proteinabbau ist
en Tel des C.elegans Mechanismus bel der asymmetrische Vertellung von Proteinen und
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findet moglicherweise auch wahrend der NB-Mitose in Drosophila melanogaster statt, bel der
Baz, DaPK C und Insc wéhrend der Anagphase nicht mehr nachweisbar sind (sehe Einleitung).

3.3.4 BIC8 codiert fur das vor hergesagte Gen CG18253

Wie bei dem Klon BICS bricht auch hier kurz nach der GAL4AD der Leseraster ab. Somit
hétte das entstandenen Fusonsprotein nur 25 AS, die von der ¢cDNA codiert werden. Ein
anderer Leseragter wirde jedoch zusétzlich den AS der GAL4AD 506 AS hinzufligen, zudem
besdsse der C-Terminus diesss Proteins en PDZ-Bindemotiv. Durch ene Klonierung zur
Verschiebung des Leserasters wurde die GAL4AD Sequenz "in-frame'- zu dem langeren
Leseragter erhdten. Wie schon bel dem Klon BICS resultiert aus der Leserasterverschiebung
en Plasmid, dass mit dem verschobenen Leseraster weterhin im ,2-Hybrid*-System postiv
reagiert.

Zur Eingrenzung des Bereiches in Baz, der fur die Bindung an BIC8 verantwortlich i,
wurden weitere ,,2-Hybrid‘-Interaktionen geprift (Tab.13). Hiernach efolgt die Bindung
wahrscheinlich Uber die zwete PDZ-Domédne von Baz, was jedoch noch durch den

Interaktionstest mit nur jewells einer der PDZ-Doménen Uberprift werden muss.

PDZ1-2 PDZ2-3 PDZ1-3

BIC8 ++ ++ ++

Tab.13: Interaktionen zwischen BIC8 und ver schiedenen Baz PDZ-Domanenber eichen
Dieim , 2-Hybrid"-System getesteten Kombinationen zur Eingrenzung der Baz Bindungsdomane fur BIC8.

— keine Interaktion, ++ starke Interaktion

Das Insart in BIC8 ig zu 100% identisch zu dem vorhergesagten Gen CG18253, welches im
Bereich 82D des Drosophila melanogaster Chromosom 3 liegt. Eine CG18253 entsprechende
Sequenz ig auch in einem EST-Klon mit der Bezeichnung GH26442 aus dem BDGP enthd-
ten. Diesr Klon wurde durchsequenziert, um die vollsdndige CG18253 cDNA-Sequenz zu
erhdten. Die BIC8 und GH26442 Sequenzen wurden zur Aufklarung der Gengtruktur von
CG18253 verwendet.

3.34.1 Genstruktur von CG18253
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Duch das BDGP wurden in dem genomischen Telgeist AE003605.2 2zwe
aufeinanderfolgende Gene mit den Bezeichnungen CG18253 und CG1055 postuliert. Der
Vergleich der GH26442 und BIC8 cDNAs mit der Sequenz von AE003605.2 zeigte, dass die
vom BDGP vorhergesagten Gene in Wirklichkeit Telle eines Gens dargtdlen, weches die
Bezeichnung CG18253 bebehdt, wahrend CG1055 nunmehr weggefalen i

Der Vergleich der GH26442 cDNA-Sequenz mit der von BIC8 zeigt, dass eines der CG18253
Exons dternativ genutzt und 2 verschiedene Spliceformen gebildet werden konnen (Abb.29).
Die beden mRNA Sequenzen ergeben sich danach durch die Aneinanderrehung folgender
Bereiche des genomischen Tellgeriistes AE003605.2, wobei der rot hervorgehobene Bereich
dternativ genutzt wird:

Exonl: 137337..137533, Exon2: 138194..139274, Exon3: 139844..140217,
Exond: 140328..141238, ExonS: 141345..141520, Exon6: 141784..141888,
Exon7: 142066..143121.

-\\/_K \/_ — -\f TIt

N

Abb.29: Exon-Intron Struktur von CG18253
Die Entstehung von zwei Splicevarianten durch die alternative Insertion von Exon Nr.6 (rot). Die Position des

jeweils genutzten STOP-Codonsist durch einen Pfeil markiert.

Beide Transkripte werden im Hiegenembryo gebildet, in dem EST-Klon GH26442 it das
zusitzliche Exon vorhanden, wahrend es bel der in BIC8 vorliegenden cDNA fehlt. Eine
»Northern-Blot“-Anadyse wurde jedoch nicht durchgefiihrt. Durch das zusdtzliche Exon in
GH26442 wird ein kirzeres offenes Leseraster erzeugt, ds ohne dieses Exon, da ein STOP-
Codon am Ende dieses Exons (141849-141851 in AE003605.2) zum Abbruch des Leserasters
fuhrt. Ohne dieses Exon dient en im letizten Exon liegendes Basentriplett ds Signd fir den
Trandationsstop  (142251-142253 in AE003605.2). Die Konsequenz snd zwe mdgliche
Proteine mit enem vdllig verschiedenen C-Terminus. Das eine Protein hédtte 849 AS und
wirde mit einem -VWV-Motiv enden, das andere Protein héite 889 AS mit dem typischen
PDZ-Doménen Bindemotiv -SCV  am unmittdbaren C-Teminus Zusdizlich zu dem
Bindemotiv weist das langere Protein im Gegensatz zum kirzeren eine RING- und damit
Uberlappend eine LIM-Doméne auf. Die Struktur des 889 AS langen Proteins, dessen C-
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Terminde 506 AS durch die in dem ,2-Hybrid‘-Interaktionsklon BIC8 vorhandene cDNA
codiert werden, ist in der Abb. 30 schemeatisch wiedergegeben.

Be enem auf Nukleotid- und Proteinebene durchgeflihrten Sequenzvergleich mit  in
Datenbanken vorhandenen Sequenzen konnten keine zu CG18253 homologen Sequenzen
gefunden werden. Ahnlichkeiten finden sich nur in dem LIM-Doménenbereich.

Abb.30: Struktur desLIM-und RING-Doménen Proteins
Schematische Darstellung der Struktur des 889 AS langen Proteins, welches eine Interaktion mit den PDZ-

Doménen von BAZ aufweist. Die LIM-Domaéne ist rot gekennzeichnet, die damit Uberlappende RING-Doméne
schraffiert dargestellt. Das sich am unmittelbaren C-Terminus befindliche PDZ-Bindemotiv wurde blau
hervorgehoben. Durch den oben befindlichen schwarzen Balken sind die letzten 506 AS angegeben, die durch
die BIC8 cDNA kodiert werden.

LIM-Doménen snd Zink-bindende Doménen, die z.B. auch in den C.degans Proteinen Lin-
11 (Freyd et d., 1990) und Mec-3 (Way et d., 1991) vorkommen. Se dienen ds Protein
Protein Interaktionsdoménen und enthdten oft noch andere Doménen, wie z.B. Homdo-,
Kinase- oder weiteren LIM-Doménen (Ubersichtsartikel: Dawid et al., 1998).

Die RING Doméne id¢ en spezidiseter Typ enes Protein-Protein Interaktionen ver-
mittelnden Zink-Fingers, der aus 40-60 AS begteht, und an zwe Zink-Atome binden kann.
Eine solche Doméne igt charakterisisch fur Mitglieder der RING-Klasse von E3 Ubiquitin
Protein Ligasen, welche Ubiquitin von enem E2 Enzym auf ein Subdtratprotein Ubertragen.
Die RING Doméne vermittelt die Interaktion mit dem passenden E2 Enzym (Freemont, 2000;
Tyers and Jorgensen, 2000).
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3.3.4.2. Das Expressionsmuster von CG18253 ahnelt dem von crb, sdt

und baz

Die Expresson von CG18235 wurde durch eine in situ Hybridiserung mit ener DIG-
markierten RNA-Sonde durchgefiirt, welche durch ene Transkriptionsresktion mit der
gesamten cDNA aus dem Klon BIC8 erhalten wurde.

CG18235 wird auschliedich in Epitheien exprimiet, wo die mRNA ene apikde
Lokdisation aufweist (Abb.31A-F). In frihen Stadien i ene nur schwache Expresson zu
erkennen, eine maernde Komponente i nicht oder nur in geringem Umfang vorhanden.
Berdts im zdlul&ren Blagoderm befindet sch die mRNA im Epithd auf der apikaden Sate
(Abb.31A). In dem durch Invagination entstehenden Hinterdarm ist in friheren Stadien keine
Expresson von CG18235 zu erkennen, &b ca Stadium 13 ig die Expresson sehr stark und
die mRNA wird wie im epideemden Epithd ausschliedich zum apikden Zdlcortex hin
rekrutiert (Abb. 31D).

Auch im Vorderdarmepithel, in den tracheden Gruben und in den Mapighischen Geféssen
wird die mRNA dedektiert, wobei sie auch hier eine gpikae Lokalisation aufweist (Abb.31F).

Das Expressonsmugter dhndt sehr stark dem von stardust, crumbs und bazooka, die ebenfdls
epitheid exprimiert werden, und deren mRNA gpikd lokdidert ist (Bachmann et a., 2001;
Tepass et ., 1990; Kuchinke et a., 1998).

Im Gegensatz zur bazzmRNA Lokdisation in Neuroblasten (Kuchinke et al., 1998) konnte fir
CG18235 eine solche nicht beobachtet werden. Ein weiterer Unterschied zu baz besteht in
dem Beginn der Expresson im Hinterdarmepithel, bei baz findet diese bereits ab Stadium 8
Stett.
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Abb. 31: Untersuchung der RNA-Verteilung von CG18235 in WT-Embryonen.
A-C: laterale Ansicht von whole mount Embryonen, anterior ist links, ventral unten

A:Stadium5 Embryo mit Polzellen (Pz), B:Stadium9 Embryo mit beginnender Einstlilpung des Hinterdarms
(Hd), C:Stadium 14 Embryo, mit vergrésserter Ansicht von Hinterdarm und Vorderdarm (Vd), D: vergrosserte
Darstellung des Hd-Bereichs, E: vergrosserte Darstellung des Vd-Bereichs, F: vergrosserte Darstellung des
posterioren Bereiches eines Stadium 14 Embry os mit Hd und Mal pighischen Geféassen (MG).

Das Expressonsmuster der mRNA und die ,2-Hybrid‘-Interaktion des CG18235 G Terminus
mit Baz lassen CG18235 ds enen sehr vidversorechenden Kandidaten mit enem Einfluss
auf die Epithel polaritét erscheinen.

3.4. Test von Kandidaten fir Interaktionspartner von BAZ im 2-Hybrid-
System

Sowohl bel C.elegans (Tabuse et d., 1998) ds auch be Vertebraen (Izumi e d., 1998)
wurde eine Interaktion von PAR-3 bzw. Asp mit ener atypischen PKC beschrieben. Auch
be D. melanogaster wurde daher nach einer entsporechenden aPKC gesucht, die moglicher-

weise in analoger Weise an Baz binden kann.
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Ein weterer Kandidat i PAR-6, en Protein mit einer PDZ-Doméne, welches be C.elegans
zu dem durch PAR-3 gebildeten Komplex gehtrt (Hung and Kemphues, 1999). Das sehr
konservierte PARG bindet bel Vertebraten direkt an Asp (Lin et a., 2000). Daher wurde eine
Drosophila-Form von PAR-6 gesucht, um die mogliche Interaktion zu testen.

Das Multi-PDZ-Doménen Protein Discs Logt enthdt 4 PDZ-Doménen und is Tel des
subapikalen Komplexes (SAC) (Bhat et al., 1999; Klebes and Knust, 2000). Wegen der
identischen Proteinlokdisation und dem PDZ-Bindemotiv am Baz C-Terminus schien DIt ds
ein moglicher Bindungspartner von BAZ in Frage zu kommen.

3.4.1 Die atypische PKC von Drosophila melanogaster

Ein Gen, welches fir eine atypische PKC codiert, war bisher noch nicht beschrieben worden.
In der BDGP-Datenbank wurde von Andreas Wodarz ein EST-Klon mit der Bezeichnung
HLO5754 gefunden, dessen inserierte cDNA eine starke Homologie zur aPKC ? von
Vertebraten aufweist. Die cDNA in dem EST-Klon wurde durchsequenziert, se besteht aus
enem 45kb langen Hybrid zweer verschiedenenr cDNAs (Abb.32). Der 3' Bereich der
aPKC enschliesdich des Trandationsstops i nicht vorhanden. Dieser Bereich wurde daher
durch eine 3'-RACE-Resktion kloniert. Bal der Auswahl der Primer fir die RACE-Resktion
konnte die BDGP-Sequenz genutzt werden, die es durch en Alignment von bekannten aPKC
Sequenzen anderer Organismen ermdglichte, die wahrscheinliche Drosophila melanogaster
aPKC3'-Sequenz  vorherzusagen. Dies ermdglichte es, fur die durchzufihrende 3'-RACE-
Resgktion nicht nur am 5 Ende enen aussereren und innereren Primer auszuwéhlen, auch am
3 Ende konnte zusitzlich zu dem polydT Primer en innerer Primer ausgewdhit werden
(Abb.32 u. 33).
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1 309 1925 4423

. DmaPKC397-Primer IV. DmaPKC1944-Primer
Il. DmaPKCrev2130-Primer
N.DmaPKC1916

Abb. 32: Uberblick tiber den EST-Klon HL05754

Die Position 1 steht fir die erste Base der inserierten cDNA. Die vorhandene codierende Sequenz der aPKC
umfasst den Bereich von Position 309 bis 1925. Die cDNA bis einschliesslich der Position 1925 (hellblau)
stammt aus der Region 51D7 auf Chromosom 2R, wahrend der Bereich hinter 1925 (rot) aus 52C stammt. Die
Primer |. und Il. wurden fir die Klonierung des in HL05754 vorhandenen aPKC-Teils in pACT2 benutzt, Primer
Il.und IV. ds, nested Primer fur eine RACE-Reaktion.

34.2 3'-RACE zur Amplifikation desfehlenden aPK C Endes

Fur die Durchfihrung der RACE-Resktion wurde eine von Bernd Kramatschek préparierte
MRNA genutzt. Die hieraus synthetiserte cDNA wurde ds Matritze in enem ersen PCR-
Schritt eingesetzt, bei dem en Oligo-dT-Ankerprimer und ein Primer  DmaPKC1916
verwendet wurden. Letzterer liegt noch vor dem Primer DmaPKC1944 (Lokdisation der
Primer in Abb.31). Ein Tel des ersten PCR-Ansatzes wurde dann in einem zweten PCR-
Schritt verwendet, bel dem ds innere Primer der DmaPKC1944 und en mit aPKCrev
bezeichneter verwendet wurden. Die Sequenz des letzteren stammt aus dem 3'-Bereich der
DaPK C. Einen Uberblick tiber den Ablauf der RACE-Resktion wird in der Abb. 32 gegeben.
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AAAAAAA  cDNA-Synthese mit

I 4 TTTTTT einem oligo-dT Anker
Primer l
....................... Abbau der mRNA durch
TTTTTT die RNase H Aktivitat
Il. der AMV
EcoRV

DaPKC1916 DaF‘HEWH
= =

PCR mit den ausseren

11l - -+ und inneren Primem
aPKCrev  oligo-dT-

Anker-primer

Abb.33: Darstellung der Klonierung des DmaPK C 3'-Bereiches dur ch eine 3'. RACE-Reaktion

In Schritt 1. wird aus poly A+-RNA mit einem oligo dT-Primer ein Gemisch von verschiedenen DNA/RNA
Hybriden erzeugt, woraufhin in Schritt 11. der RNA Anteil abgebaut und ein DNA/DNA Doppelstrang erzeugt
wird. In Schritt 1ll. wird dann mit ,nested” Primern ein Teil einer bestimmten cDNA spezifisch amplifiziert,
wobei einer der ausseren Primer ein oligo-dT-Primer ist, der an dem poly-A Schwanz der cDNA ansetzt. Der
DaPKC1944 Primer enthdlt eine interne ECORV Restriktionsschnittstelle, die zum Zusammenfiigen des 5'- und

des 3‘-Bereiches dient.

Die PCR-Regktion mit den beiden inneren Primern DmaPKC1944 / aPKCrev ergab en
spezifisches Amplifikat. Nach der Klonierung des PCR-Produktes in den pCRTOPO-V ektor
von Stratagene, Heiddberg wurde das Insert sequenziert, der Vergleich mit der erwarteten
Sequenz zeigte, dass es dch bel der klonierten DNA tats&chlich um den gesuchten aPKC3'-
Bereich handdt. Da der be der RACE-Reaktion verwendete innere Primer DmaPKC1944
ene EcoRV-Radriktionschnittstelle beinhdtet, welche innerhdb der DaPKC Sequenz nur
enma vorhanden is, wurden Uber diese Schnittstdle der in dem EST-Klon vohandene
aPK C-Tell mit dem durch die RACE-Resktion erhatenen 3'-Tell verbunden.
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4.1.3 Klonierung des gesamten codierenden Bereiches der aPKC in den
pPpACT2 Vektor

Da vor dem Abschluss der RACE-Klonierung des 3'-Bereiches nur der 5'-Antell der aPKC
zur Vefigung dand, wurde zunéchst nur dieser in den 2-Hybridvektor pACT2 kloniert.
Hierzu wurde der Bereich, der fur die Aminosiuren 6606 der aPKC codiert, mit den Rimern
DmaPKC397 und DmaPKC2130 amplifiziert. Unter Verwendung der an die Primer
angefugten Schnittstelen EcoRI bzw. Bglll wurde das PCR-Fragment zwischen die BamHI
und die EcoRI Redtriktionsschnittstellen des Hefevektors inseriert.

Mit Sma und EcoRV wurde der aPKC Antell dann in den pBS KS (+) Vektor (Stratagene)
umkloniert. Der 3'Tell der aPKC wurde mit EcoRV aus dem pCRII-TOPO Vektor
ausgeschnitten und hinter den aPKC5'-Tel gesetzt, der sch berets in dem pBS KS (+)
befand. Der sich so ergebende bis auf 15bp vom 5'-Ende vollsténdige aPKC ORF wurde mit
Smal und Xhol aus dem pBS KS (+) Vektor ausgeschnitten und zwischen die entsprechenden
Schnittstellen des pACT2 inseriert.

3414 Interaktion von DaPK C mit Proteinen des Baz-K omplexes

Die vorhandenen pGBT9- und pAS2-1-Kondrukte wurden zusammen mit dem aPKC
Kongrukt in pACT2 auf eine Interaktion in dem Hefesamm Y190 hin getestet. Dabei zeigte
dch ene schwache Interaktion mit den dre PDZ-Doménen von Baz. Zur Eingrenzung des
Bereiches der 3 PDZ-Doménen, der fur die Interaktion mit DaPKC verantwortlich ist, wurde
jede PDZ-Doméne enzen, die erde zusammen mit der zweten sowie die zwete mit der
dritten zusammen auf die Interaktion hin getestet. Hiernach bindet die aPKC nur, wenn die

2weite und die dritte PDZ- Doméane zusammen vorliegen (Tab.14).

PDZ1 PDZ2 PDZ3 | PDZ1-2 | PDZ2-3 | PDZ1-3| Baz Baz
1-1464 | 740-1464

aPKC - - - - + + - -
aPKC n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. - n.g. n.g.
525-606

Tab.14: Uberblick lber die im ,2-Hybrid“ -System getesteten Kombinationen zur Eingrenzung DaPKC

Bindungsdoméanein Baz — keine Interaktion, + schwache Interaktion, n.g.: nicht gepriift
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DaPKC bindet im ,2-Hybrid‘-Sysem nicht an die letzten 724 AS von Baz (Baz740-1464).
Dies geht im Gegensatz zu der beschriebenen Bindung von Asip an PKC? bei¥/ ertebraten,
wo die Kinase an einen Bereich hinter den PDZ-Doménen bindet (vgl. Abb.6). Fir das
Fusonsprotein aus Ga4AD und den AS 6-606 der DaPKC konnte ebenso wie fir ein
Ga4AD Fusionsprotein mit den letzten 81AS von DaPKC (aPKC525-606) keine Interaktion
mit den PDZ-Doménen von Baz gezeigt werden.

DaPKC konnte im ,2-Hybrid“-Sysem nicht an das vollgéndige BazProtein (Bazl-1464)
binden. Auch hier berunt dies moglicherwelse auf dem schon beschriebenen Vortell kirzerer
Fragmente gegentiber einem vollstdndigen Proteinim ,, 2-Hybrid"- System.

3.4.2 Interaktion von DmPar-6 mit BAZ

Bad DmPa-6 handdt es sch um en 351 AS langes Protein, welches eine PDZ-Doméane
besitzt und genau wie Baz und die aPKC am agpikalen Epihe- und NB-Cortex lokaligert is.
Waéhrend diese Arbeit noch andauerte, wurde durch eine Arbeitsgruppe in Wien die Bindung
von DmPa-6 an Baz durch GST-,Pulldown”-Experimente berets gezeigt (Petronczki and
Knoblich, 2001). In dieser Arbeit wurde versucht zu zeigen, dass DmPar-6 auch im ,2-
Hybrid-Sysem an Baz hinden kann, um dann mit diessm Sysem die Bindedoméne
gegebenenfdls eingrenzen zu konnen. Zunéachst wurde der Fal untersucht, ob DmPar-6,
fudoniet mit der Gad4BD an Gd4AD-BAZ hinden kan. Ein Tel der in Tabdle 14
dargestellten Ergebnisse umfasst diese Untersuchungen.

Die Bildung des Ga4BD-BAZ Fudonsprotein in mit dem pAS2-1/baz transformierten
Hefezellen wurde bereits Uberprift (Abb.8). Mit enem DmPa-6 gspezifischen Antikorper
wurde nun auch die Expresson des Ga4AD-Par-6 Fusonsprotein bel Verwendung des
PAS2-1/par-6 Konstruktes bestétigt (Abb.34).
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Abb. 34: Nachweis der Expression des Gal4BD-PAR-6 Fusionsproteins in der Hefe Von dem Extrakt mit
dem leeren Vektor pAS2-1 wurde mehr Protein as in den Ubrigen Spuren aufgetragen. YE: , Y eastextract”;
pAS2-1/par-6: codiert fir ein GaldBD-PAR-6 Fusionsprotein; pAS2-1/baz und pGBT9/baz, die zusammen mit
dem leeren Vektor als Negativkontrollen verwendet wurden, codieren beide fir ein Gal4BD-BAZ Fusions-

protein; pAS2-1: leerer Vektor

Unter Umkehrung der zuerst getesteten Verhdtnisse wurde getestet, ob das mit der Gal4AD
fusonierte DmPar-6 an Ga4BD-BAZ oder Ga4BD-PDZ1-3 binden kann (Tab.14).

pAS2-1/baz | pAS2-Upar-6 | pPGBTYPDZ1-3
pACT2/par-6 - - -

pACT2/baz - - -

Tab.14: , 2-Hybrid" -1 nteraktionen ver schiedener bazu. Dmpar-6 Konstr ukte

-: keine Interaktion

De Test mit dem 2-Hybrid-System zeigte, dass das vollstéandige DmPar-6 Protein in diesem
System unter den getesten Bedingungen nicht zu einer Dimeriserung fihrt und keine direkte
Bindung an das vollgéndige BazProtein oder an die dré zusammenhdngenden PDZ-
Doménen daitfindet.

Dies bedeutet jedoch keinesfdls, dass die beiden Proteine nicht aneinander binden, zuma
dieses ,2-Hybrid*-Ergebnis im Gegensaiz zu den Resultalen der  GST-,Pulldown’-
Experimente von Petronczki et d. stehen.
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3.4.3 Test der Interaktion des PDZ-Domanen Proteins DLT mit BAZ

Discs Log (DIt) it ein 871 AS langes Protein mit 4 PDZ-Doménen, welches fir die
Organisation der kolumnaren, stark polariserten Form des Blastoderm-Epithels benétigt wird
(Bhat et a., 1999). DIt lokdidert zusammen mit Crb und Baz an der apikden ZA (Klebes and
Knust, 2000; Kuchinke et a., 1998; Tepass, 1996). Die gemeinsame Lokdisation oberhab
der ZA, die Exigenz eines PDZ-Bindemotivs an unmittelbaren C-Terminus von Baz und von
mehreren  PDZ-Doménen in DIt deuten daraufhin, dass es moglicherweise ene direkte
Interaktion zwischen Baz und DIt gibt. In der Origindarbeit (Bhat et a., 1999) wurden dem
DIt-Protein nur 800 AS zugeschrieben, daher wurden auch nur diess 800 AS auf die
Interaktion hin untersucht. Spéter wurde die Sequenz berichtigt, wonach sich DIt aus 871 AS
zusammensatzt. Die 4 PDZ-Doménen von DIt liegen jedoch dle innerhadb des urspriinglich
postulierten und hier auch untersuchten Bereiches.

Be den durchgefihrten Experimenten wurde festgestdlt, dass ein Fusiongprotein, bestehend
aus DIt und der Ga4BD, auch ohne irgendeinen Interaktionspartner bereits zu ener
Reportergenaktivierung fuhrt.

Dies ig bel einem Fusonsprotein aus DIt und der GaA4AD nicht der Fdl, daher konnte dieses
zur Untersuchung einer Dlt-Interaktion mit Baz eingesetzt werden. Es ergab dch kene
podtive Interaktion mit dem vollsdndigen BazProtein und der Ga4BD, auch der Baz C-
Terminus, fusoniet an die Ga4BD fihrte nicht zu einer pogtiven Interaktion (Daten nicht

gezaqt).

3.5 Interaktion von I nscuteable mit anderen Proteinen des Baz-K omplexes

Das Ankyrinr-Domdnen enthadtende Protein Insc is en Bedandtel des apikden
Proteinkomplexes in NB. Baz und Insc konnen koimmunprézipitiert werden (Wodarz et d.,
1999), binden &er nicht im 2-Hybridsysem aneinander (su.). Nachdem enige Bindungs-
patner von Baz identifiziet worden waren, schien es nahdliegend zu testen, ob die
Komplexbildung von Baz mit Insc mdglicherweise Uber enen dieser Interaktionspartner
vermittelt wird.

Ein Ga4BD-INSC Kongrukt wurde auf eine Interektion mit verschiedenen Ga4AD
Kongtrukten hin getestet (Tab.15). Nicht in der Tabedle aufgefihrt ist die ebenfals getestete
Interaktion mit pACT2/insc und pAS2-l/baz. Hierbe wurde keine direkte Interaktion
zwischen Insc und Baz festgestelIt.
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pACT2/ pACT2/ pACT2/ | pACT2/ | pACT2
baz PDZ1-3 par-6 dit aPK Ciull
pGBT9/insc - - - - +

Tab.15: Interaktion von Insc mit Proteinen des BAZ-Komplexes
In jedem Vektor ist der vollstandige Leseraster an die jeweilige GAL4 Doméne fusioniert, nur in pACT2/PDZ1-

3wird einwird ein Teil eines Leserasters verwendet. -: keine Interaktion +: Interaktion

Inc zeigt im ,2-Hybrid*-System eine sehr darke Interaktion mit der DaPKC. Dieses
Ergebnis liess sch mehrfach einwandfrei reproduzieren. Die anhand der Geschwindigkeit der
Blaufarbung im X-Ga Test eingeschédtzte Stérke der beobachteten Interaktion ist ene der
grossten, die be alen in dieser Arbeit durchgefiihrten Test Gberhaupt beobachtet wurde.

3.6. Verbesserung des 2-Hybridsystems

Ein grosses Problem bel der Anwendung des Matchmaker-2-Hybridsysemn von Clontech,
Heidedberg mit dem pGBT9-Kdderplasmid und dem pACT2-Beuteplasmid ist die Isolierung
des auf pACT2 baserenden Plasmides aus einer podtiven Hefekolonie. Auch wenn be der
Isolation von Plasmid-DNA aus ene UN-Kultur der Hefe der Sdektionsdruck in der
Hefekultur nur hindchtlich des leu2-Gens und damit aff dem pACT2-Plasmid besteht, so
wird in der Regel nur das pGBT9-K dderplasmid isoliert.

Be der Suche nach Alternaiven kann man sch ua die Taisache zu Nutze machen, dass vide
der Gene von Scerevisae redundant snd und durch fremde Sequenzen ersetzt werden
konnen. Es lag daher nahe, eine solche redundante codierende Sequenz der Hefe durch die
Sequenz fUr ein Fusiongprotein mit der GAL4BD und den 3 PDZ-Doméanen zu ersetzen. Die
Integration dieser Sequenz in das Genom bietet verschiedene Vortele. Zum einen olite be
eng goderen Transformation mit einer Plasmidgenbank und der anschliessenden Isolierung
von Pasmid-DNA nur das aus der Genbank stammende Plasmid erhdten werden. Ein
weterer Vortel ig, dass die Hdtung des transgenen Stammes vereinfacht wird, da die
Notwendigkeit enes sdektiven Mediums entfdllt. Und schliedich muss man die nach der
Trandformation mit der Genbank erhatenen Transformanden nur noch der Selektion ener AS
unterwerfen, wodurch ein besseres Wachstum der Transformanden gewéhrleistet i
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3.5.1 Der offene Leseraster YCR105w von S.cerevisiae

An enen geagneten Insertionsort im Genom von Scerevisiae Snd bestimmte Anforderungen
zu gdlen, 0 sollte zB. gewéhrleistet said, dass die integrierte DNA bal einem Wachstum der
Hefe auf Minimamedium dak transkribiet wird. Ausserdem <olite die Hefe durch die
Integration der Fremd-DNA nicht in ihrem Wachstum beainflusst werden.

Be ene Disruption des offenen Leserasters YCR105w vom Chromosom |ll der Hefe sind
diee Bedingungen eflllt. Warend vide Hefegene unter Mangdmediumsbedingungen
schwécher oder sogar Uberhaupt nicht mehr exprimiert werden, wird YCR105w hier
besonders stark exprimiert (Andreas Ramrath, Diplomarbeit). Es handelt sch bel YCR105w
um kein essentidles Gen fir das Wachsum auf Mangelmedium, da bel einer Disruption des
Lescrasters keinerle Wachstumsdefekte beobachtet wurden (personliche Mittellung  Georg
Stein und diese Arbet). Ein Ersaiz der codierenden Sequenz von YCR105w durch die
codierende Sequenz der Ga4BD zusammen mit den 3 PDZ-Doménen konnte zur Expresson

des ,, bait“-Proteins unter der Kontrolle der Y CR105w Promoterregion fuhren.

3.5.2 Disruption von YCR105w durch Gal4BD/PDZ1-3/TRP

Zur Diguption von YCR105w wurde ene Disuptionscassette hergestdlt, die in den
Hefesamm Y190 transformiert wurde und dort durch Rekombination YCR105w durch die
Sequenzen fir das Ga4BD/PDZ1-3 und das TRP-Gen ersetzte (McElver und Weber, 1992;
Baudin et al., 1993; Wach et al., 1994). Die Kassette besteht aus der codierenden Sequenz fur
Gad4BD/PDZ1-3 und das TRP-Gen, flankiert von jewells 25bp, die homolog sind zu den
ersten 25bp vor- bzw. hinter dem ORF YCR105w. Zur Ergtelung der Kassette wurde das
pGBT9/PDZ1-3 Kongrukt in ener PCR-Regktion mit den Primen YCR105for und
YCR105rev ds Matritze eingesetzt. Um Verunreinigungen mit dem ds Matritze engesetzten
Plasmid zu vermeiden, wurde das PCR-Produkt in enem Ge aufgetrennt, die entsprechende
Bande ausgeschnitten und die DNA duiet. Das s0 gereinigte PCR-Produkt wurde dann fur
ene Trandformation des Hefestammes Y190 benutzt. Der resultierende transgene Hefestamm
wurde im weiteren mit Y CR105w::Ga4BD/PDZ1-3 benannt.

Die Insation der Disruptionscassette (Abb.35) angtelle des urspringlichen Leserasters wurde
durch mehrere Untersuchungen des transformierten Stammes bedtétigt. Zunéchst wurde der
Bereich, der fur die 3 PDZ-Doménen codiert, mit den Primern PDZ2010/PDZ3350 aus dem
trandformierten Hefestamm heraus amplifiziert. Waeiterhin konnte mit 'Y CR105control, enem
Primer, der in dem Hefegenom vor dem ORF YCR105w liegt, und dem PDZ3350-Primer eén
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spezifisches Produkt mit der erwarteten Grosse erhdten. Dieses Produkt wurde sequenziert
und hierdurch die Insertion exakt an der erwarteten Stelle im Hefegenom bestétigt.

le—«———YCRI105w -

SN T

. Gal4BD PDYZL-3 TRF1 .

) — — - -
105w control W10 1350

Abb. 34: Ersatz des Hefe-ORFs YCR105w dur ch eine Disruptionscassette
Durch die Rekombination der homologen Bereiche auf der Cassette und dem Hefegenom, in blau dargestellt,
findet ein Austausch der dazwischen liegenden Sequenzen statt. Die kleinen Pfeile zeigen die Lokalisation der

Primer, die zum Nachweis der Disruption von Y CR105w verwendet wurden.

3.5.3 Funktionalitat destransgenen YCR105w::Gal4BD/PDZ1-3 Stammes

In dem transgenen Stamm sollte das Fusionsprotein aus Gal4BD und den 3 PDZ-Doménen
von Baz gebildet werden und be einer Trandformation mit einem Interaktionspartner fir diese
PDZ-Doménen diese Interaktion durch die Expresson der Reportergene anzeigen. Nach
Trandormation mit  dem  Interaktions-Plasmid  BIC4 wa  der  trandformierte
YCR105w::Ga4BD/PDZ1-3 Samm in der Lage, asf Hididin frdem Medium in der
Gegenwart von 50mM 3-AT zu wachsen und ?-Gdactosdase zu bilden. Ein quantitativer
Verglech der ?-Gaactosdase-Aktivitd zwischem dem neuen Stamm und dem mit den
jewelligen Plaamiden transformierten Y 190 erfolgte nicht.

Be der Isolation des auf pACT2 baserenden BIC4 Plasmides wurde ausschliesdich dieses
erhdten.

Die Etablierung dieses transgenen Stammes efolgte erst ganz am Ende des experimentellen
Teiles dieser Arbait, zu spé, um ihn fir den ,, Screen noch einsetzen zu kdnnen.
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IV. Diskussion

In diesr Arbeit wurden mehrere neue Komponenten identifiziert, die an das Multi-PDZ-
Doménen Protein Bazooka binden konnen. Hierzu gehdren eine Phosphatase (PTEN), ene
atypische PKC Form, ein LIM-Doméanen-Protein(CG18253), ein TIR-Protein (TOLL-7), en
Protein mit Homologie zu dem Hefeprotein VSM 1 und die Drosophila Form von PAR-6.

Die in diesr Arbat erhdtenen Informationen Uber die Lokdisation eniger diessr Proteine
wo der entsprechenden mRNA sowie der magliche funktiondle Zusammenhang der im ,2-
Hybrid"- Systemn festgestellten direkten Interaktion mit BAZ sollen hier interpretiert werden.

4.1 Bazooka, Toll-7 und das Nervensystem von D. melanogaster

Ein spezifisch nur an die erse der dreé PDZ-Doménen von Bazooka bindendes Protein ist
Tdl-7. Dieses bindet, wie bal den medgen beschriecbenen PDZ-Doménen Interaktionen
(Bezprozvanny and Maximov, 2001; Songyang et d., 1997), mit sesinem C-Terminus an Baz.
Dieser C-Terminus (-YLV) entspricht der Konsensussequenz fur die Bindung an PDZ-
Doménen (Bezprozvanny und Maximov, 2001).

Wédhrend der gesamten Embryogenese konnte keinerlei Kolokdisation von Baz und Toll-7
festgestdlt werden. Zumindest in der Embryogenese scheint die BazTall-7 Interaktion keine
funktiondle Bedeutung zu bedtzen. Mdoglichewese bestzt die im ,2-Hybrid*-Sysem
gefundene Interaktion jedoch eine in vivo Funktion in der Larve. In den optischen Loben der
L3-Lave von Drosophila meanogaster konnte eine Kolokdisation der beiden Proteine
nachgewiesen werden (Andreas Wodarz, personliche Mitteilung).

Im Zusammenhang hiermit erscheint es auffalend, dass es eine P-Eement-Insationdinie gibt
(I(lac2)H217), die im homozygoten Zustand wéhrend der Embryondentwicklung keinerle
Defekte erkennen lasst, solche jedoch in temperaturabhéngiger Weise bel der Organisation
der optischen Loben der L3-Lave auftreten. Be diesem FHiegentamm verlaufen die Nervert
faserblindd bel der redriktiven Temperatur in ektopischen Regionen, die Wegfindung bel der
Axonprojektion scheint hier gestort (Liu und Redtifo, 1998). Gerade in dieser Region,
warend enes Entwicklungsstadiums, in dem ene Kolokaisstion von Baz/Toll-7 nachge-
wiesen werden kann, treten erkennbare Effekte auf.

Die Region 56F1, in der das toll-7 Gen liegt, zeichnet Sch durch ene geringe Zahl an Genloci
und das Fehlen von in diesr Region kartierenden Deetionen aus. Es konnten zwel 2 P-

Elementinsartiondinien  identifiziet werden, 1(2)k16210 und I(lacZ)H217, der jewelige
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Insertionsort dieser P-Elemente wurde mit 60kB vor bzw. 15kB hinter dem Gen liegend
emittelt (diese Arbet). Ba beden Linien i Toll-7 durch Antikorperfarbungen weiterhin
nachweisbar und nur eine der Linien (I(2k16210) zeigt ene homozygote Letditédt. Letztere
ig ene EP-Linie, ba der die Expresson des lacZ Reportergens nahezu exakt mit der von
Toll-7 Uberengimmt. Das P-Element liegt jedoch mitten in dem enzigen 5SRNA Cluger
von D.melanogaster, die Leditd konnte daher auch durch diesen Insertionsort verursacht
werden (Spradling et d., 1999). Eine Aussage Uber die Bedeutung von toll-7 fur das
Uberleben des Embryos, der Larve u/o der adulten Fliege it daher noch nicht moglich. Eine
Deetion des toll-7 Genlocus wird derzeit nach der Methode der "mae recombination”
Technik (Preston und Engels, 1996) durch A.Wodarz durchgefthrt.

Die Lokdisation des Toll-7 Proteins im Embryo wurde ua in ener vergleichenden Untersu
chung andydert, bei der sowohl eine Immunoféabung von Toll-7, ds auch des im gesamten
ZNS und PNS exprimierten Proteins Futsch, durchgefiihrt wurde (Sadler und Shakes, 2000).
Tdl-7 und Futsch zeigen bei Koimmunoférbungen beide eine Lokdisation in der posterioren
Wurzel des ISN im ZNS-Cortex, nach dem Verlassen des Cortex folgen beide Farbungen dem
Verlauf des 1SN bis zu den Abzweigungen des Pentascolopididorgans und der Haar-
Sendllen. Moglichewese werden adso sowohl Futsch ds auch Toll-7 in den gleichen
Neuronen exprimiet. Allerdings zeigt die Koimmunofdrbung kenen  vollkommenen
Uberlapp der Farbungen, vidmehr scheint die Toll-7-Farbung mit und um die Futsch-Farbung
herumzulaufen.

Eine mdgliche Erkl&rung hierfir wére, dass Toll-7 in der den ISN umgebenden Gliazdlhille
exprimiert wird. Allerdings werden der ISN und der SN von ener gemensamen Hulle
umgeben, bevor sSe den Cortex des ventrden Nervenstranges verlassen. Innerhadb dieses
Cortex wird Toll-7 fast auschliedich in der pogerioren Wurzd des 1SN exprimient.
Wahrschenlich gehdren Futsch und Toll-7 jewells gemeinsam zu bestimmten Neuronen und
der fehlende 100%ige Uberlapp bei den durchgefiihrten Immunfarbungen resultiet aus der
jeweligen zdlulé&ren Lokdisation der beiden Proteine. Futsch ig  en  intrazdluléres
Mikrotubuli-bindendes  Protein  (Hummd e d., 2000), Tol-7 weds ene Trans
membrandoméne auf und i moglicheeweise en Bedandtel der Membran von bestimmten
Neuronen (diese Arbeit). Aufschluss Uber die Lokdisation von Toll-7 in ener Zdle konnten
bspw. e ektronenmikroskopische Untersuchungen ergeben.

Wird Toll-7 auch im peripheren Nervensysem exprimiert? Vefolgt man die Toll-7 Farbung
in den dfferenten Nervenbahnen des ISN, die zu dem dorsden Chordotondorgan
(Pentascolopidialorgan) fuhren, so zeigt sich, dass Toll-7 in den Scolopidia sdber nicht
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exprimiet i, Vidmehr efdrt die durch Toll-7 makiete Bahn im Bereich des
Pentascolopididorganes einen Knick und endet in enem verbreteten dicken Punkt. Das
gleiche wird fir ene andere Abzweigung des ISN beobachtet. Eine Erklérung, fir welche
Struktur dieser Punkt stehen konnte, konnte auch nach Ricksprache mit Chrigian Klambt
(Indtitut fir Neurobiologie, MUnster) nicht gefunden werden.

Das toll-7 Gen weis ene séhr hohe Homologie zu 18-wheeler (18w) auf. Letzteres wurde
eher zufdllig be der Suche nach vollsdndigen cDNAS enes anderen Gens gefunden (Eldon et
a., 1994a). Die beiden Gene liegen lediglich 280kbp voneinander entfernt und snd aufgrund
der Homologie und des geringen physkaischen Abstandes mit grossr Wahrscheinlichkeit
das Ergebnis einer Genduplikation.

Das Expressonsmuster von toll-7 und 18-w ist jedoch sehr verschieden. Wahrend die 18w-
MRNA bereits kurz vor der Bildung des zdluléren Blastoderms auftritt (Eldon et a., 1994b),
und dann ein Segmentpolaritaismuster ausbildet, tritt die toll-7 mRNA erst &b dem zdluldren
Blasodermdtadium auf. Se findet Sch hier vor dlem im zentrden und pogerioren Bereich
des Embryos (diese Arbeit). Der erste bel 18w erfassbare Expressonsstreifen wird dagegen
anterior gebildet (Eldon et a., 1994b). Wéhrend die réumliche Vertelung von toll-7 mRNA
und Protein gut Ubereingimmt, besteht jedoch ene zdtliche Differenz zwischen dem frihen
Nachweis der mRNA ab Stadium5 und dem des Proteins ab Stadium12. Moglicherweise wird
das Protein trotz der frih vorhandenen mRNA erst ab dem Stadium 12 gebildet (trandationde
Kontrolle der Toll-7 Proteinexpresson) oder es werden anfangs nur geringe Proteinmengen
produziert, die bei dem fir die Detektion benutzten Antiserum unterhab der Nachweisgrenze
liegen. Eine weitere Moglichkelt ist eine zunéchgt diffuse Vertellung und ab Stadium12 Satt-

findende Membranlokaisation von Tall-7.

Zusammen mit Toll, dem II-1R u.a bilden Toll-7 und 18w die TIR-Familie, die Sch vor dlem

durch die namengebende konservierte zytoplasmatische Doméne auszeichnet (Aderem und
Ulevitch, 2000; Meyers et a., 1999; Whitham et a., 1994). Zusiizlich bestzen diese Proteine
jewels ene Trangmembrandoméne und zahlreéchen LRR (,Leucin-rich-repests’) im extra
zdlul&ren Bedch. Eine gaze Rehe von TIR-Proteinen weist be Insekten, Saugern und
Pflanzen ene Funktion be der Immunabwehr auf (Van der Biezen and Jones, 1998;
Ubersichtsartike: O'Neill, 2000), es besteht daher eine generdle Tendenz, Proteinen mit der
TIR-Doméne eine solche Funktion zuzuordnen, so wurde z.B. fir 18w ene Funktion be der
Regulation von antibekteridlen Genen in Drosophila melanogaster beschrieben (Williams et
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al., 1997). Die hierzu durchgefiihrten Experimente konnten jedoch nicht reproduziert werden
(Tauszig et d., 2000).

Die Toll-atigen Rezeptoren und der IL-1R weisen dhnliche Sgndwege auf. Beide bewirken
ene Aktivieeung von Rd Transkriptionsfaktoren (Uber en Adsgpterprotein  und ene
Proteinkinase (Mitcham et al., 1996). Die Drosophila Proteinkinase (Pdle) i ein Homolog
der Vertebraten Kinase IRAK (I11-R ,associated kinase®) (Ubersichtsartikel: Means et dl.,
2000). Wéhrend die Aktivierung des 111-R und verschiedener TIR-Proteine bel Vertebraten
schliesdich zur Freisetzung des NF?B von 1?B fiihrt (Ubersichtsartike: O'Neill und Greene,
1998), werden bel Drosophila die NF?B-atigen Protein Dorsd und Dif (,Dorsal-like
immunity factor) vom [?B-atigen Protein Cactus freigesetzt (Geider et d., 1992; Kidd,
1992).

Fur Erkenntnisse Uber die Funktion von toll-7 ba D.melanogaster wird die Untersuchung des
mutanten Phéanotyp zunéchst im Vordergrund sehen. Auch die Andyse der subzdluldren
Lokdisation sowie eine wetergehende Untersuchung der BazToll-7 Lokdision in Laven
und adulten Hiegen werden enesats zur Aufklaung der Funktion von Toll-7 und
andererseits zur Bedeutung der BazToll-7 Interaktion betragen. Schliesdich kann auch ene
madgliche Andogie zu anderen TIR- Signakaskaden gepriift werden.

4.2 Zusammenhang zwischen baz und pten

Bea pten handdt es sch um en zuerst beim Menschen entdecktes Tumor-Suppressor Gen,
welches be viden Krebsarten eine Rolle spidt, besonders bel Gliazdl- und Prostatatumoren
(Carns et al., 1997, Li e d. 1997, Rasheed e d. 1997; Tashiro et a. 1997).
Kembahnmutationen von pten snd fir mindestens drel verschiedene autosoma-dominante
Krebssyndrome verantwortlich, dem Cowden, BannayatZonana- und dem Lhermitte-
Duclos-Syndrom. Charakterigisches Merkma is hierbel das Auftreten zunéchst gutartiger
Tumore, sogenannte Hamatome, be denen es dch um Ortlich begrenzte Gewebe-
misshildungen handdt, die durch das Ubewachdum von reifen Zdlen und Geweben
entstehen, die auch normaeweise in dem betroffenen Gebiet vorkommen (Liaw et d., 1997;
Marsh et a., 1998; Nelen et a., 1997). Diese Hamartome konnen jedoch sehr schndl zu
malignen Tumoren entarten.

Pten i sowohl eine Protein- ads auch ene Lipidphosphatase. Als Proteinsubstrat dient die
FAK (“focad adheson kinase') , deren Dephosphorylierung das Wachsum und die Migration
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von Zdlen und die Ausbildung fokder Adhddonen inhibiet (Tamura et a., 1999). Als
Lipidsubstrat  wurde Phosphatidyl-1nositol,3,4,5-trigphosphat (PIP3)  identifiziet (Maehama
und Dixon, 1999). Hierbel handet es sch um en Membranlipid, an das Proteine mit einer PH
(Pleckstrin-,,Homology*)-Doméne binden konnen und 0 zur Membran hin  lokaigert
werden. Pten dephosphoryliert jedoch auch Inositolphosphate an der 3-Postion, wenn kein
Phosphatidylrest gebunden ist (Caffrey et d., 2001).

Die Proteinphosphatassfunktion von Pten wurde zwar zuerst beschrieben, die Tumor-
suppressorfunktion scheint jedoch fast ausschliesdich auf der Lipiddephosphorylierung durch
Pten zu beruhen, wedche daher in viden Studien charakterisert wurde (Ubersichtsartike:
Bonneau und Longy, 2000; Rasheed et d., 1997; Smpson und Parsons, 2001).

Die PtenFunktion wirkt ds en direkter Antagonit zur Phosphatidyl-1nositol-3-Kinase
(PI3K). Der Prototyp einer PI3K ist an eine Rezeptor-Tyrosn-Kinase gekoppelt und besteht
aus ene regulatorischen 85kDa und ener katdytischen 110kDa Untereinheit, wobe die
kleinere mehrere SH2-Doménen aufweis (Hiles et a., 1992; Otsu et a., 1991). Eine Auto-
phosphorylierung der Rezeptor-Kinase fihrt entweder zu ener direkten, oder Uber ene
Adapterprotein  vermittelte, Bindung der PI3K an die phosphorylierten Tyrosinreste des
Rezeptors. Das nach Aktivierung der PISK durch Phosphorylierung von  Phosphatidyl-
Inositol-4,5-bisphosphat (PIP2) gebildete PIP3 fuhrt zur Membranlokalisation der AKT/PKB-
Kinase. Be AKT/PKB handelt es sch um das zellulére Homolog von vAKT aus dem AKT8
Onkovirus (Bellacosa et al., 1991; Staal, 1987). Die Bindung an das Membranphospholipid
PIP3 efolgt Uber die PH-Doméne von AKT/PKB, die hierdurch bewirkte Lokaiserung zur
Membran hin ermoglicht die Aktivierung von AKT/PKB (Ubersichtsartikel: Coffer et al.,
1998). AKT/PKB wird in Sdugern durch ,PI3K-Dependent-Kinass® (PDK1), in der Fliege
wahrscheinlich durch das sequentidle und funktionele Homolog von PDK1, DSTPK61,
phosphoryliert (Aless et a., 1997; Cho et d., 2001). Auch bei PDK1 handdt es sich um en
PH-Doménen Protein, welches durch die Bindung an PIP3 zur Membran hin lokaisert wird.

Wenn auch be Drosophila melanogaster die Wirkung von PTEN in ener Hemmung der
AKT/PKB-Kinase Aktivierung durch PDK1 besteht, so sollte man erwarten, dass sch ene
pten-Mutante durch ene bedingte Hemmung von PDK1, bespidswese Uber ene Hitze-
schockpromoter gesteuerte  Expression einer dominant negativen PDK1-Form zumindest
tellweise retten lassen. Dies wirde ein Hinwels auf eine auch bel Drosophila bestehende
Interaktion zwischen Pten, PDK1 und AKT/PKB.
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Pten bewirkt durch die Dephosphorylierung von PIP3 zu PIP2 eine Hemmung der AKT/PKB-
Aktivierung und eine Zunahme an PIP2. PIP2 kann ds ein sekundédrer Botenstoff dienen, der
ua in die Modulation der Funktion regulatorischer Proteine des Zytoskeettes involviert ist
(Chong et d., 1994; Janmey, 1994; Vemuri und Singh, 2001). PIP2 entsteht auch durch die
Wirkung ener  Phosphaidylinogtol-4-phosphat-5-Kinase  (PI4P5-Kinase), welche bel
Drosophila durch das Produkt des Gens skittles (sktl) gebildet wird (Hassan et d., 1998; Knirr
et al., 1997). Die Expresson von sktl is nahezu identisch zu der von insc, da sktl innerhab
des ergten Introns des insc Gens liegt und beide Gene anscheinend auf die gleiche Weise
reguliet werden. Die Sgnifikenz diesr gemensamen Regulation zweler Gene, von denen
das Produkt des enen (Insc) wahrschenlich enen indirekten Bindungspartner von Baz
dargtelt und das des anderen (Sktl) ein Molekll erzeugt (PIP2), welches auch durch die
Funktion eines weiteren Bindungspartners (Pten) von Baz erzeugt wird, wurde bisher noch
nicht untersucht. Die Bildung von PIP2 durch Pten gdlt mdglicheweise eine egensténdige
Funktion dar. Wenn das der Fall i, so sollte sich der pten bzw. skittles Phénotyp durch eine

Uberexpression des jeweiligen anderen PIP2- Produzenten zumindest teilweise retten lassen.

PI45P2  PI3.4.5P3

PI3K

PDK1 AKT/PKB

Abb.35 Der Antagonismus zwischen PI3K und PTEN

Die PI3K bildet PI3,4,5P3 (PIP3), die PH-Domanenproteine PDK1 und AKT/PKB kénnen so zur Membran hin
gelangen. Dem wirkt das durch BAZ zur Membran hin lokalisierte PTEN entgegen. Das durch PTEN gebildete
PI4,5P2 entsteht auch unter Einwirkung von KITTLES (SKTL). Ein BAZ zur Membran hin lokalisierender
Faktor ist noch unbekannt (?). Mdglich ist auch eine indirekte Bindung an ein Membranprotein oder an
Membranlipide Gber einen Adapter (gestrichelt dargestellt).
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Wedche Wirkungen bestzt AKT/PKB und weche Bedeutung hat die Inhibition wvon
AKT/PKB durch Pten?

Es wurden ene ganze Reihe von AKT/PKB-Subdraten identifiziert, von denen wegen der
Wirkung von AKT/PKB auf Zdlwachsum und —proliferation, sowie auf die Apoptose, einige
besonders interessant erscheinen. AKT/PKB bewirkt eine Deregulation des Zdlzykluss durch
die Inaktivierung des Transkriptionsfaktor AFX (atypicd fibroxanthoma). Dieser fuhrt sonst
zur Bildung enes Inhibitors fir die Expresson ener CDK ("Cydin-dependent-kinase')
(Medemaet d., 2000).

Auch durch die Inaktivierung der GlykogenSynthase-Kinase3 (GSK3) nimmt AKT/PKB
Einfluss auf die Regulaion des Zdlzyklus (Alt et a., 2000; Diehl et d., 1998). GSK3 bewirkt
songt den Abbau von Cyclin D1 abgebaut (Diehl et d., 1998).

AKT/PKB wirkt hemmend auf die Einleitung der Apoptose, indem es das proapoptotische
Protein Bad phosphoryliert. Dieses wird so an Protein 14-3-3 gebunden und an der
Assoziation mit Bcl2 in der Mitochondrienmembran gehindert. Die Bindung von Bad an Bcl2

fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom C und o letztendlich zur Apoptose (Datta et al., 1997).

Ein weteres Zid von AKT/PKB i mTOR ("mammadian target of rapamycin®) (Nave et d.,
1999; Scott et al., 1998). Dies ig insofern interessant, ds eines der im 2-Hybridsystem ds
Bindungspartner fir BAZ gefundenen Proteine ein Homolog zu dem FKS506 bindenden
Protein (FKBP) aus der Hefe i (W. von Stein, personliche Mittellung). Rapamycin bindet
ebenso wie FK506 an dieses FKBP. Der Komplex aus Rapamycin und FKBP ist zusammen in
der Lage, die Funktion der Protein-und Lipidkinase TOR zu inhibieren (Zhang et a., 2000).

Der durch AKT/PKB ermdglichte Einfluss auf den Zellzyklus kénnte eine Rolle bei dem Prozess der
asymmetrischen NB-Teilung spielen. Hierbei ist eine Koordination zwischen dem Zellzyklus, der Ausrichtung
der Teilungsspindel und der asymmetrischen Lokalisation verschiedener Komponenten, die z.T. noch wahrend
der Mitose relokalisiert werden, von grosser Bedeutung (siehe Einleitung). Um diese Prozesse mit dem

Zellzyklus zu koordinieren, muss ein Einfluss der Zellzyklusmaschinerie und/oder umgekehrt stattfinden.

Mit dem Nachwels der Bindung enes Drosophila Pten-Homologs (DmPten) an Baz ig hier
zum eden Md en Bindungspatner fir en pten-Genprodukt in enem Moddlorganismus
beschricben worden. Diese im ,2-Hybrid‘-Sysem gefundene direkte Interaktion der C-
Teminden 224 AS von DmPen mit den Baz PDZ-Doménen bestzt hiochswahrschenlich
auch in der Embryondentwicklung der Hiege ene Bedeutung und gelt nicht nur eine unter
den besonderen Bedingungen des ,2-Hybrid‘-Systems daitfindende Bindung dar. Diese
Annahme wird durch zwel Punkte gestlitzt. Ergtens interagiert die Vertebraten Pten-Form, die
genau wie das Drosophila Homolog ene C-Terminde Konsensussequenz fir ene Bindung an
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PDZ-Doménen bestzt (Bezprozvanny und Maximov, 2001; Songyang et d., 1997), ebenfals
mit eénem PDZ-Doménen Protein (Li et d., 1997; Wu et d., 2000), eine Pten-PDZ-Doménen
Protein Interaktion exidiet dso in  verschiedenen Organismen; zwetens fihrt ene
Uberexpression von DmPtend4 dazu, dass dieses Protein zur gpikalen Membran hin rekrutiert
wird und dort mit Baz kolokdigert ist (diese Arbeit).

Be D.melanogaster exisieren 4 mdgliche Splicevarianten von pten (Smith et a., 1999; diese
Arbet). Ba der Pten2-Form, die sich nur durch das Fehlen von 3 AS von Ptend unterscheidet,
ig dlerdings nict ganz klar, wie diese Form entstehen kann. Entsprechende Splicesignale,
zur Entfernung der fur diese AS codierenden 9 Nukleotide, snd in der BDGP-Sequenz nicht
vorhanden. Fir die Bindung von Pten4 an die Baz PDZ-Doménen sind die Gterminden AS —
TYL essentidl. Durch die Ddetion diesr dem PDZ-Bindemotiv entsprechenden 3 AS (T an
der —2 Pogtion, ene hydrophobe AS am unmittelbaren Ende) ist keine ,2-Hybrid"-
Interaktion mit den PDZ-Doméanen mehr nachweisbar (diese Arbet). Auch die Pten3-Form,
deren C-Terminus 5 AS kirzer ig und mit —ESE endet, kann im ,,2-Hybrid‘-System nicht an
die Baz PDZ-Doménen binden. Baz bindet hiernach dso ganz spezifisch nur an die Pterd
Form.

Zwischen der menschlichen und der Drosophila-Form von Pten gibt es verschiedene
auffdlende Gemeinsamkeiten. Das humane Pten kann das Drosophila Pten funktiondl
ersetzen, beide Formen fihren bel einer Uberexpresson im Auge von D.melanogaster zu
einer Reduktion oder sogar zum Verschwinden des Auges (Huang et d., 1999).

Die Bindung des Pten4d GTerminus an die zweite und dritte PDZ-Doméne von Baz ist starker
ds an die ese Ein Homologievergleich der PDZ-Doménen der Drosophila und humanen
Form von Baz (hASp) zegt, dass jewels die zwete und die dritte PDZ-Doméne ene vid
hohere ldentitét zueinander aufweisen, ds dies bel der ersten der Fdl g, 58% und 63%
gegeniber nur 31%. Die Ahnlichkeit zu der PDZ-Doméne von MAGI-2, an das die humane
Pten-Form bindet, liegt fr dle PDZ-Domanen unter 31%.

Die atiibergreifende Funktionditd von pten und die Ahnlichkeit der Pten bindenden PDZ-
Doménen von Baz ig ein schwacher Hinwels auf eine mdgliche andoge Interaktion zwischen
hAsp und dem humanem Pten. Dieses muss untersucht werden, in dem Moddlorganismus
Drosophila melanogaster besent jetzt die Mdoglichket, die funktiondle Bedeutung der
Bindung von Pten an Baz zu andyderen und die Ergebnisse uU. auf das Vertebratensysem
zu Ubertragen.

Einige Punkte sprechen daflr, dass Baz an der gpikden Membran fir die Lokdisaion von
Pten verantwortlich is. Das Baz Protein befindet sch schon wéhrend der Oogenese an der
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Grenze der Eizelle zu den Néhrzellen, wo es bereits mit der aPKC kolokdiserend is (Cox et
a., 2001). Im Embryo wird Baz bereits zu Beginn der Gadtrulation an den apikaen
Zytocortex der entstehenden Epithelien von Ektoderm, Vorder-, Mitte- u. Hinterdarm sowie
der Mdpighischen Gefdse lokdidert (Kuchinke et d., 1998). Fir Baz it damit eine berets
sehr frihe gpikde Lokdisation nachgewiesen, wo es zusammen mit DaPKC fir die
Lokdisation anderer Proteine verantwortlich ist. Eine lokdiserende Funktion wird man eher
gnem Proten mit mehreren Protein-Proteininteraktionsdoméanen  zuschreiben, as enem
Protein mit enzymatischer Funktion, wie es Ptend von D.melanogaster wahrscheinlich
darstellt.

Zudem kann Baz in WT-Embryonen ohne weiteres in NB und am SAC gpikd nachgewiesen
werden, wahrend dies bei Pten nur im Uberexpressonshintergrund méglich war. Es ist zwar
madglich, dass dies durch die Quditét des DmPtentAntikorpers bedingt i, dlerdings ist
zumindest die Spezifitét diesss AntikOrpers und seine Anwendbarkeit in Immunoférbungen
nachgewiesen. Hiernach scheint es, as ob Pten in NB und Epithd von WT-Embryonen
entweder nicht exprimiert wird, im Zytoplasma diffus vertalt ist oder in mit den verwendeten
Antikorpern nicht detektierbaren Mengen vorkommt.

Moglichewese kann das membraniokdiserte Baz ds en Verankerungspunkt fir DmPten
dienen. Dieses wirde so dorthin rekrutiet, wo das Substrat PIP3 fUr die Lipidphospha-
tassfunktion von DmPten zur Verflgung steht. DmPten konnte aso Uber seine Lokdisation
reguliert sain.

Ob Baz durch Pten zur Membran hin lokdisert wird oder genau der umgekehrte Fal gilt,
muss jedoch noch gezeigt werden Zur Beantwortung diesr Frage wird man untersuchen
missen, ob durch die Abwesenheit von Pten die Baz Lokdisation betroffen ist et vice versa
Beide Faktoren bestzen eine starke maternale Komponente (Kuchinke et d., 1998; diese
Arbeat), zudem muss Pten Uberexprimiet werden, um ene Membranlokdisation mit den
vorhandenen Antikorpern nachweisen zu konnen. Zusammen mit den sehr frihen darken
Effekten in pten Kembahnklonen (diese Arbeit) wird hierdurch die Anayse der Lokaisation
deseinen Faktorsin Abhéngigket vom anderen erschwert.

Diese Schwierigkeiten lassen sch aer uU. umgehen, indem beispidsweise die PTEN
Funktion spezifisch et & oder in e@nem bestimmten Entwicklungsstadium ausgeschatet
wird. Hierzu bieten sch mehrere Mdoglichkeiten an: 1. die Expresson ener wildtypischen
pten-Kopie in pten®®-Kembahnkionen, wobel die WT-Kopie unter der Kontrolle der
regulatorischen Elemente enes Gens deht, welches e & eanem bestimmten Zetpunkt
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wéahrend der Embryogenese nicht mehr exprimiert wird, wie z.B. bicoid (Berleth et d., 1988;
Frigerio et a., 1986); 2. die Insation enes Moduls, dessen induzierbare Expresson zur
Bildung einer doppeldrangigen RNA a dem Induktionszeitpunkt und damit zu einem RNAI-
Effekt fUhren wirde (Kaidas und Smith, 2002).

Mit der ersen Methode konnten Keimbahnklone erzeugt werden, die in der Oocyte und bis
zum zdlulé&ren Blagodermgadium  pten-mRNA  erzeugen. Schwierigkeiten bel  dieser
Methode kénnten durch die Uberexpression von pten auftretende Effekte sein.

W che Konseguenzen besitzen Mutationen in bazooka auf DmPten Effekte?

Be ener von Baz abhdngigen Lokaisation und dedurch erfolgenden Regulation von DmPten
wird man in Baz Mutanten, ba denen spezifisch nur die Bindung von Pten an Baz gedtort i,
enen pten” Phanotyp erwarten. Da an Baz noch verschiedene andere Proteine binden, wére es
fir die unmittdbar auf die PtenBaz Interaktion dbzidende Andyse winschenswert,
Mutanten zu untersuchen, bei denen in erser Linie die Bindung von Pten an BAZ verhindert
wird. Hierzu ig¢ zundchs ene Funktionssndyse der enzenen PDZ-Doménen von Baz
durchzufiihren, um dann durch die gezidte Ddetion enzener BazDoménen eine mdgliche
Storung der Pten Lokalisation zu untersuchen.

4.3 Die atypische PKC und DmPAR-6

Zu dem fir C.elegans beschriebenen, durch das Gerlstprotein PAR-3 am anterioren
Zdlcortex der Zygote zusammengehdtenen Proteinkomplex gehdrt ene  atypische
Proteinkinase C (PKC-3)(Hung und Kemrphues, 1999a). Fir ene dabile periphere
Lokaisation von PAR-3 wird bei C.elegans die PKC-3 bendtigt (Tabuse et a., 1998) und in
pkc-3(RNAI) Embryonen und Mutanten von par-6 ist die normde Lokaisaion von PAR-3
gestort (Hung und Kemphues, 1999b).

Auch in Vertebraten exigtiert eine solche Interaktion, ein GST-Fusonsprotein der humanem
PAR-6-Form bindet an in vitro trandatiete und rekombinante aPKC? (Joberty et a., 2000).
Ausserdem  konnen PAR-6 und PKC? aus verschiedenen Zdllinien von verschiedenen
Organismen koimmunprézipitiert werden. Die Bindung efolgt Uber die jeweligen N-Temini
der beiden Proteine (Qiu et al., 2000).

Die Klonierung der D.melanogaster aPKC (DaPKC) und die nachfolgenden Untersuchungen
zur Lokdisaion und Bindung an Baz und DmPar-6 haben gezeigt, dass auch hier eine aPKC
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Tell des PAR3/BAZ Komplexes ig, in dem DmPar-6 und DaPKC direkt aneinander und
jewals auch direkt an Baz binden konnen (diese Arbet; Petronczki und Knoblich, 2001,
D.Egger, peasinliche Mittelung). Wie en Sequenzvergleich mit der vom BDGP
veroffentlichten Genomsequenz zeigt, handdt es sch ba der in diessr Arbeat beschriebenen
DaPKC um die einzige aPKC Isoform von Drosophila melanogaster. Die hohe Homologie
zur Maus- und C.elegans-Form sowie die Bindung an das PAR-3- und Adp-Ortholog Baz
zeigt, dassessich bel DaPKC, PKC?2und der C.elegans PKC-3 um orthologe Gene handelt.
Wahrend die be Mausen untersuchte Bindung der PKC? an Adp an @ne im C-Teminus
hinter den PDZ-Doménen gelegene Region efolgt, Snd an der Interaktion zwischen DaPKC
und Baz spezifisch die beden letzten PDZ-Doménen von Baz beteligt (diese Arbet; [zumi et
al., 1998). Maoglicherweise beruht die unterschiedliche Bestimmung der aPKC-Bindungsstele
in Adp und Baz af dem jewels unterschiedlich gewdhltem methodischen Ansatz. Wéhrend
die Bindungsstedle in Adp durch enen "Blot-Overlay-Assay” untersucht wurde (Izumi et d.,
1998), fand die Eingrenzung der Bindedoméne in Baz durch ,2-Hybrid‘-Interaktionen statt.
Moglich wére es auch, dass innerhdb von Baz und AsSp zwe Bindedomanen fur die
Interaktion mit DaPKC bzw. aPKC?&xidieren, dlerdings konnte an den hinter den PDZ-
Doménen von Baz geegenen Tel keine Bindung der DaPKC nachgewiesen werden (diese
Arbet). Die Bindung der aPKC?2n die PDZ-Doméanen von AdSp ig noch nicht getetet
worden.

Der Bereich der Maus aPKC?? der an Adp bindet, benhdtet die Kinase Doméne (lzumi et
al., 1998). Eine Andyse der DaPKC Sequenz mit dem SMART-Programm auf der WWW-
Sdte des europdischen Laboratoriums fir Molekularbiologie (EMBL) zegt, dass die Kinase
Doméne der DaPKC den Bereich von AS 264-532 umfasst. Zur Bindung an die Baz PDZ-
Doménen sind weder die ersten 539 noch die letzten 81 AS dleine ausreichend (diese Arbeit).
Die Baz Bindedomane konnte aso den Bereich um die AS 539 herum beinhdten. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die gesamte Bindedoméane innerhab der ersten 539
oder letzten 81 AS liegt, das Fehlen des Ubrigen Proteinantells aber die Konformation und
damit die Bindungsa genschaften von DaPK C beainflusst.

Be PAR-6 handdt es sch um ein PDZ Protein, welches in Wurm, Fliege und Maus sehr stark
konsarviert ist. Besonders konservierte Bereiche sind die PDZ- und, zum N-Terminus des
Proteins gelegen, eine CRIB-Doméne, welche eine Bindedoméne fir RACL1 und CDCA42
dargellt (Burbelo et al., 1995).
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Im Méuse ZNS weisen die entsprechenden Formen von PAR-3 und PAR-6 ene &nliche
zdlu&e und subzdluld&e Vertelung auf. Hier konnte ene direkte Bindung der beden
Proteine, welche auf einer PDZ-PDZ-Interaktion beruht, gezeigt werden (Lin et a., 2000). In
Andogie zu den Bedingungen in C.elegans und Mé&usen exidiet auch be Drosophila
melanogaster eine Kolokdisation mit und ene direkte Bindung an Baz. Baz weid an seinem
unmittelbaren C-Teminus mit den dre Aminosduren Ser-Lys-Va en PDZ-Bindemotiv auf
(Bezprozvanny und Maximov, 2001; Cowburn, 1997). Die Bindung von Baz an DmPar-6
konnte sowohl Uber den BAZ C-Terminus ds auch wie ba Mausen durch ene PDZ-PDZ
Interaktion erfolgen. Die direkte Bindung von DmPar-6 an das vollstdndige Baz-Protein bzw.
die dre PDZ-Doménen wurde im 2-Hybrid-Sysem untersucht. Dabei wurden zum enen die
beiden GAL4BD-Konstrukte (pAS2-1/baz und pGBT9/PDZ1-3) auf ene Interaktion mit
enem GAL4AD-Konstrukt (pACT2/par-6) hin untersucht; zum anderen wurde en Ga4BD-
PAR-6- zusammen mit enem GAL4AD-BAZ-Kongrukt eingesetzt. In keinem Fal konnte
ene direkte Interektion zwischen BAZ und DPAR-6 gezeigt werden. Dieses Ergebnis steht
jedoch im Gegensaz zu den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe. Diese zeigten die
indirekte Interektion durch ene Prazipitaion von DmPa-6 aus Embryoextrakten unter
Vewendung enes Fusonsproteins, bestehend aus dem Matosebindungsprotein und Baz
(MBP-BAZ); die direkte Bindung wurde durch Prézipitation von in vitro trandatiertem %S
DmPar-6 mit MBP-BAZ nachgewiesen (Petronczki und Knoblich, 2001).

Die gegensizlichen Ergebnisse beuhen wahrschanlich daauf, dass sehr  lange
Fusongproteine, die mit dem 2-Hybrid-System getestet werden, oft wesentlich schwécher ds
nur die jewels aneinander bindenden Doménen miteinander reagieren, oder sogar  Uberhaupt
nicht. Dieser Effekt, dass das gesamte Protein schwécher ads nur die Bindungsdoméne im ,2-
Hybrid‘-System reagiert, wurde auch bel der Interaktion der DaPKC mit den PDZ-Doménen
von Baz beobachtet. Wahrend die aPKC eine zwar nur sehr schwache, aber doch deutliche
Interaktion mit den dreé zusammenhangenden oder nur den letzten beiden PDZ-Doméanen von
BAZ aufwed, kann ene solche Interaktion mit dem vollséndigen BAZ Proten im ,2-
Hybrid"- Systemn nicht nachgewiesen werden.

Die Bindung von Baz an DmPar-6 erfolgt nicht Uber den Baz GTerminus, sondern Uber eine
Interaktion einer oder mehrerer der drei Baz PDZ-Doménen mit der von DmPar-6, wie bei
gnem ,2-Hybrid-Tex mit der gngul&en PDZ-Doméne von DmPar-6 ds GAL4AD-
Fusionsprotein gezeigt werden konnte (Diane Egger, personliche Mitteilung).

Die Uberexpresson von humanem PAR-6 in Affennierenzdlen (COS Zdlen) verséarkt die

Kinaseaktivitét der atypischen PKC?{Qiu e da., 2000). Diese Vergdrkung ist CDCA42
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abhangig. RACL und CDC42 fuhren be konditutiver Aktivierung zur Zeltransformetion,
wobel die tranformierende Aktivitdt von RACL direkt mit der Bindung an die GTP-Form
von CDC42 abhangt, je starker die Assoziation der beiden Proteine, desto stérker ist auch die
trandformierende Wirkung. Wird die endogene PKC? durch ene dominant negaive Form
beeinflust, so wird das Trandormationspotentil von RAC1-PAR-6 unterdriickt, be
zusitzlicher Uberexpression von Wildtyp PKC? dagegen verstarkt (Khosravi-Far et a., 1995;
Qiuetd., 1997; Qiu et a., 1995).

Die Regulaion der PKC? Aktivitd konnte auf ener Lokaiserungsfunktion von PAR-6
baseren, indem PAR-6-aPKC? zum Zelcortex gebracht werden, wo die PKC? mit enem
Aktivator interagieren kann. Die Bindung von aktivietem CDC42 oder RACL1 an PAR-6 it
maoglicheweise notwendig fir die Initierung oder Aufrechterhdltung dieses Prozesses. Einer
der Aktivatorkandidaten ist PDK1, da be Vertebraten die PDK1 ene in vivo Assoziation mit
PKC? Uber die kataytischen Doménen aufweist. Fir PDK1 spricht auch, dass sowohl die
PI3K as auch PDK1 die PKC? Aktivitét simulieren kénnen (Belham et d., 1999; Chou et
al., 1998; Le Good et al., 1998). PDK1 wird durch die PIP3-Bildung der PI3K zur Membran
hin lokdisert.

Die PI3K spidt bel der Zdltransformation Uber Ras und Racl eine Rolle und an der Membran
lokdiserte PKC? ig konditutiv aktiv (Chou et d., 1998; Han et al., 1998; RodriguezVidana
etal., 1997).

Wen oder was phosphoryliert DaPKC und was wird durch diese Phosphorylierung erreicht?
Die Maus aPKC? kann ASIP in vitro und in vivo an enem bestimmten Serin-Rest phospho-
rylieren (Y. Naga-Tama et d., unverdffertliche Ergebnisse), wodurch der aPKC-Asp Kom-
plex ingabilisert wird.

Wenn die Kolokdisation von Baz und DaPKC von dieser Phosphorylierung abhéngt, sollte
eine dominant negative Form der DaPKC zu ener Stérung dieser Lokaisation fuhren. Solche
Untersuchungen mit ener Kinase, deren enzymatische Aktivitdt durch eine Punktmutation in
der ATP-Bindungsdoméne ausgeschdtet ist, wurden flr das Vertebraten System bereits an
Madine-Darby-Canine-Kidney (MDCK) Zdlen durchgefiirt. Hier fuhrte die Uberexpression
der inaktiven Kinaseform (aPKC-kn) zu ener Fehllokdiserung der sch normderweise an
den Tight Junctions befindlichen Proteine Asp und PAR-6. Zusdtzlich wurden auch die Tight
Jdunction Proteine ZO1, Occludin und Claudin-1 fasch lokdiset und die Barrierenfunktion
der Tight Junctions war betroffen, wahrend die Zdl-Zdl Kontekte noch exidierten (Suzuki et
al., 2001).
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Die aPKC-kn Form verursacht diese Effekte jedoch nur in Zellen, in denen sch die Polaritét
est noch entwickelt, bel einer Expresson in voll polaigeten Zdlen wurde keine Fehlver-
tellung von asymmetrischen Komponenten beobachtet. Die Ergebnisse diesr Studie lassen
adso auf ene Funktion der enzymaischen Aktivité der aPKC auf die Entstehung und nicht
bel der Aufrechterhatung der Epithepolaritét schliessen (Suzuki et d., 2001).

Diese Ergebnisse wurden bisher jedoch nur an Zdlkulturen gewonnen, die gut untersuchte
Entwicklung der Epithdpolaitdt bei Drosophila bietet sich fir eine Ubertragung diesr an
Zdlkulturen gewonnenen Ergebnisse an. Es gilt dso zu untersuchen, ob Baz durch DaPKC
phosphoryliert  wird, eventudle Phosphorylierungsstdlen in Baz zu identifizieren und die
Abhdngigkeit der Lokdisation der Proteine und den Einfluss der Phosphonylierung auf die
Epithdentwicklung zu andyseren.

Die DaPKC bindet im ,2-Hybrid*-Sysem nicht nur an Baz und DmPar-6, sondern auch an
Insc (diese Arbet). Die indirekte Bindung von Baz an Insc wurde bereits beschrieben
(Wodarz et a., 1999), mit der DaPKC wurde nunmehr ein Protein identifiziert, welches die
Kopplung von Insc an Baz ermdglicht. Die fir Insc beschriebenen Funktionen be der
Augichtung der Zdltelungsspindd und der asymmerischen Vertelung von Zelschickss-
komponenten hangen daher wahrscheinlich von der Bindung an die aPKC und damit von der
Lokaliserung durch diese &b (Wodarz et d., 2000).

4.4 Die Komponenten der apikalen Proteinkomplexe im NB und
polarisierten Epithel

Der durch Ddamination aus dem Epithdzdlverband der ventrden neurogenen Region
entstehende NB enthdt in seiner apikden Membrandoméne Komponenten, die berets in der
vorhergehenden Epithelzele Tel des subgpikden Komplexes (SAC) waen. Be diesen
sowohl in Epithd ds auch NB asymmetrisch vertellten Komponenten handdt es sch um Bagz,
DaPKC, DmPar-6 und moglichewese Pterd, die dle zusammen enen Proteinkomplex
bilden.

Im NB treten weitere Proteine zu diessm Komplex hinzu. Insc und Pins werden erst in NB
exprimiert (Schober et a., 1999; Wodarz et a., 1999; Yu et a., 2000) und binden Uber die
DaPKC-Insc Interaktion an den agpikden Komplex. In frihen Interphase-NB binden Mir und
Sau an Insc, an Pins bindet die ?-Untereinhet enes G-Proteins (Matsuzaki et d., 1998;
Schaefer et d., 2000).
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Waéhrend fir die in dieser Arbet gefundenen BazInteraktionspartner DaPKC und Ptend eine
Kolokdisation mit Baz berets gezeigt werden konnte, wird dieser Nachwels fir die anderen
mit dem ,,2-Hybrid"*- System gefundenen Interaktionspartner noch gefiihrt werden miissen.

Das vorhergesagte LIM-RING-Doméanen Protein CG18253 zeigt auf mRNA-Ebene en
Expressionsmuster, dass sehr grosse Ahnlichkeit mit dem von baz und sdt aufweist.

Die Lokaisation der mRNA auf der gpikaden Sete von Epithdien und die direkte Bindung
des Protens an Baz im ,2-Hybrid*-Sysem deuten auf ene Funktion dieses bisher
unbekannten Proteins bei der Epithdentwicklung wo des Zusammenhdtes epithdider Zelen
hin. Die beiden Splicevarianten dieses Gens ermoglichen neben der Bildung des LIM-RING-
Doménenproteins eine klrzere Vaiante ohne diese Doménen und mit verdndertem C-
Terminus. Die Anwendung von Antisren, die jewels gpezifiscch fir nur ene dieser
Proteinformen sind, wird Aufschluss Uber die Lokdisation und mogliche gewebespezifische
Expression der dternativen Proteinformen geben.

Das im Hefe-,2-Hybrid*-System ds Interaktionspartner fir Baz gefundene, durch CG4420
codierte hypothetische Protein, welst ene 38%ige Identitéé zum Vsmlp/Ddilp aus
Saccharomyces cerevisiae auf. Vanlp wird ads en SNARE-Master Protein beschrieben,
welches im ,,2-Hybrid‘-Sysem an bestimmte v-SNARES binden kann (Lustgarten und Ger,
1999).

SNARE ("soluble N-Ethylmadeimide-sendtive factor attachment protein (SNAP) receptor”)-
Proteine bilden Familien membranassoziierter Rezeptoren, die zu der Veskd Andockungs-
und Verschmezungsmaschinerie eukaryontischer Zdlen gehdren (Sollner et d., 1993). Die
auf sekretorischen Veskeln dtzenden SNAREsS (v-SNARES) interagieren mit  pezifischen
membrangebundenen  SNAREs am Zidort (t-SNARES) und formen so enen vorlaufigen
Komplex, der vor ener Membranverschmezung gebildet wird. Die v-und t-SNARE
Kopplung g€lt ene minimde Voraussetzung fir ene Asozigion und Verschmezung
zweier Membranen dar (Weber et al., 1998).

Die Bildung enes v-SNARE/M-SNARE Komplexes it Uber Regulaorproteine gesteuert, die
mit v-SNARE wo t-SNARE Proteinen asoziiet snd. Diese Regulatorproteine werden das
"SNARE-Mage” Proteine bezeichnet. Die Inaktivierung solcher Regulatorproteine oder ihre
Disoziation von den SNAREs g€t ene Voraussstzung fur die Assemblierung und das
Verschmelzen zweier Membranen dar (Gerst, 1999).

In ener durch die asymmerische Vertelung von Strukturkomponenten polariserten Zele
trégt die sdektive Vertellung der Uber das Golgi-System transportierten Faktoren zum Erhalt
dieser Polaritét bei, d.h. Veske, die Komponenten fir die apikae Doméne aithaten, werden
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zu dieser hin gerichtet. Das gleiche gilt fir Veskd mit Komponenten fir die basde
Zdldoméane. Proteine wie Vanlp, die den Veskdtransport regulieren, konnen somit enen
Einfluss auf Membranpol aritét ausiiben.

Eine Ddetion von vsml fiirt bel der Hefe zu einer gesteigerten Sekretion von Proteinen, eine
Uberexpresson hat dagegen die Akkumulation sekretorischer Veskd an Knospungsspitzen
zur Folge.

Vamlp kann genau wie Rad23p den Phanotyp einer Mutation in pdsl unterdriicken (Clarke et
al., 2001). Be Pdslp handdt es sch um einen Angphase-Inhibitor, der zundchgt synthetisert
und dann wieder abgebaut werden muss, damit die Mitose effizient dattfinden kann
(Yamamoto et d., 1996).

Sowohl Vamlp ds auch Rad23p wesen an ihrem C-Teminus genau wie das Vsmlp
homologe CG4420-Protein  eine Ubiquitin-Assozigtions-Doméne (UBA) auf. Die UBA-
Doméane kann direkt an Ubiquitin binden und ig fir die Unterdriickung des pdsl-Phénotyps
essentieddl.  Ausserdem besitzt die UBA-Doméne ene Funktion bel der  Homodimerbildung
von Rad23p und Heterodimerbildung zwischen Rad23p und Vsmlp (Bertolaet et ., 2001).
Drosophila melanogaster verfigt zwar nicht Uber ein pdsl Homolog, jedoch exidiert en
slches fur rad23, weches neben einer UBQ-Doméne noch 2 UBA-Doméanen aufwedt,
wovon ene am C-Teminus liegt. Es gibt keine mutanten Allde des rad23 Gens von
Drosophila melanogaster.

Reguliert das CG4420-Protein mdglicherweise den gerichteten Trangport  sekretorischer
Veske und trégt damit zum Aufbau oder Erhatung von Epithepolaritét bel?

Wenn das CG4420-Protein wie das Vanlp ene membranassoziierte Lokdiserung aufwes,
und enen Einfluss auf die Zdlpolaité ausibt, so konnte man evil. ene asymmetrische
Vetalung des Proteins, oder be ener Expresson an der gesamten Zelmembran, ene
entsprechende asymmetrische Aktivierung des Proteins nur in der gpikden Doméne erwarten.
Die Untersuchung der Proteinlokdisation wird zur Zeit mit enem gegen das durch CG4420
codierte Protein gerichteten Antiserum von W. von Stein untersucht.

Oder bestzt CG4420 Uber seine UBA-Doméne dleine oder zusammen mit dem Rad23
Homolog einen Einfluss auf den Zdlzyklus?

Ob en Einfluss von CG4420 auf den Zdlzyklus besteht, konnte durch eine Expresson des
Gens im Auge untersucht werden. Anhand der Zdlgrosse und der Anzahl der Zelen im Auge
l&sst Sch hier ein Effekt auf den Zdlzyklus gut untersuchen.

Hinwese auf die Effekte von CG4420-Mutanten kdnnen durch die Untersuchung von
Ddfizienzlinien gefunden werden, be denen CG4420 ddetiert ist. In der Region 14C6 des X
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Chromosoms von Drosophila melanogaster wurden drel Defizienzen beschrieben, die
moglicheewelse auch CG4420 entfernen, dies snd Df(1)D34, Dp(1;,4)8111g und
Dp(1;4)82b10w.

Ein PDZ-Doménen enthadtendes Protein, an welches das PDZ-Bindemotiv am unmittelbaren
C-Terminus von BAZ bindet, wurde bisher nicht identifiziet. Zu den potentidlen Kandidaten
gehdren u.a die Produkte von "discs logt" (dit) und des kirzlich klonieten Gens stardust
(sdt). Bel DIt handdt es 9ch um en Protein mit 4 PDZ-Doménen (Bhat et d., 1999), bei Sdt
um en MAGUK (membrane associated guanylate kinase)-Protein; Bachmann, 2001 #85;
Hong, 2001 #86]. stardust Mutanten weisen einen dnlichen Phanotyp wie baz Mutanten auf
und das Sdt-Protein bindet im 2-Hyhbrid-System Uber seine PDZ-Doméne an den GTerminus
des Adherens Junction Proteins Crb ("Crumbs'). Zumindest im ,2-Hybrid*-System konnte
jedoch keine Interaktion der Stardust PDZ-Doméne mit dem Baz C-Teminus gefunden
werden. Auch die Interaktion von DIt mit dem vollsdndigen Baz-Protein wurde getestet.
Obwohl dieser Interaktionstest en negatives Ergebnis lieferte, kann wegen der oben
beschriebenen  Schwierigkeiten be  der Vewendung langerer Proteine nicht eindeutig
ausgeschlossen werden, dass diese Proteine aneinander binden. Diese Interaktion sollte daher
mit einem Baz- Fragment getestet werden, welches nur einen Tell des Baz C- Terminus enthdt.

Das Drosophila melanogaster Homolog zu ZO-1 ist das Gen polychaetoid/tamou (pyd/tam)
(We und Ellis, 2001). ZO-1, ZO-2, ZO-3 und PYD bilden ene Unterfamilie von MAGUK -
Proteinen mit 3 aminoterminden PDZ-Doménen, einer SH3 Doméane, einer GUK-Doméane
und, mit Ausnahme von ZO3, mit ener prolinreichen C-Terminden Doméne, wobe die ZO-
Protene Bedandtell der Tight Junctions in Vertebraten Epithelien snd (Besatch et d., 1996;
Haskins et a., 1998; Itoh et d., 1993; Jesaitis und Goodenough, 1994; Willott et d., 1993).

In Drosophila melanogaster wurde zwar fir Pyd eine Kolokdisation mit dem Adherens
Jdunction Protein Arm beschrieben (We and Ellis, 2001), die Kolokdisation mit Proteinen des
SAC wurde jedoch noch nicht untersucht. Adherens Junctions und subapikde Zone liegen be
Drosophila sehr nahe aneinander, daher erscheint es moglich, dass die Pyd-Expresson sich
bisin die subapikade Zone erdreckt.

pyd hat eine sarke Homologie zu dig und enem durch das BDGP vorhergesagten Gen
CG6509. Wéahrend von Dlg bekannt ist, dass es an Septate Junctions lokdidert ist (Woods
und Bryant, 1991), weiss man Uber CG6509 noch nichts néheres. Bae CG6509 finden sch in
der vorhergesagten Proteinsequenz 4 PDZ-, eine SH3- und ene GUK-Doméne. Aufgrund der
enormen Vidzahl von Proteinen mit PDZ-Doménen im apikaen Bereich von Epithdien mit

Adherens Junctions und subapikader Zone erscheint es mdglich, dass auch das vorhergesagte
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Protein von CG6509 im gpikden Bereich des Epithels lokdidert. Die Suche nach Sequenzen
in der BDGP-Datenbank, die Homologie zu irgendeiner der PDZ Doménen von Baz bestzen
zeigt, dass es noch mindesten 52 weitere Proteine mit PDZ-Doménen be Drosophila
melanogaster gibt, wovon vide membranassoziiert snd (Daten nicht gezeigt).

Fir das in Verteoraien beschriedbene Baz Homolog Asp wurde kirzlich en
Transmembranprotein beschrieben, welches an die erstse PDZ-Doméne von Adp bindet, und
madglicherweise fir dessen Membranlokaisation verantwortlich ist (Ebnet et al., 2001). In
Drosophila melanogaster exidiert kein Sequenzhomolog zu diesem mit Jaml beschriebenen
Protein. In Andogie zu der spezifischen Jaml Bindung an die erste PDZ-Doméne von ASp
bindet auch be Drosophila melanogaster ein Trangmembranprotein spezifisch nur an die
erste PDZ-Doméne von Baz. Dieses Protein, Toll-7 wird jedoch wéhrend der Embryogenese
nicht in den gleichen Geweben wie Baz exprimiet, und kann daher zumindest in dieser
Entwicklungsphase nicht fir die Membranlokdisation von Baz verantwortlich sain.

Fir den N-Terminus von Baz wurden durch enen ,2-Hybrid-Screen” eine Reihe weiterer
Interaktionspartner identifiziert, die jedoch noch nicht néher charakteriset snd (D.Egger,
persOnliche Mittellung). Zudem exisieren mit hoher Wahrschenlichkeit noch  weitere
Interaktionspartner, die an den C-terminden Bereich entweder Uber eine SH3-Doméne an die
prolinreiche Region oder mit einer PDZ-Doméne an das unmittelbar am C-Terminus gelegene
PDZ-Bindemotiv binden.

Dea Mechanismus der Baz Lokaiserung zur Zdlmembran hin i dso noch nicht geklat, in
dem Schema der Abb.35 wird Baz daher nur spekulativ durch ein putatives Membranprotein
zur Membran hin rekrutiert.

4.5 Schlussbemerkungen

Fir das Vedéandnis des der asymmetrischen Zdltellung zugrundeiegenden Mechanismus ist
es zunchst enma eforderlich, moglichst vide der daran beteligten Faktoren zu kennen. In
dieser Arbet wurden mehrere Proteine identifiziert, fUr die ene Beteligung an dem
Mechanismus bereits gezeigt it (DaPKC) oder eine solche Betelligung moglich i (PTEN).
Uber den Mechanismus sdlber wurden dabei ebenfals Erkenntnisse gewonnen, so tbernimmt
en entsehender NB seine Polaié von einem Tel der sch urspringlich im subapikaen
Komplex der Epithdzdlen befindenden Proteine BAZ/DaPKC/DPAR-6 (Wodarz et 4.,
1999). Die korrekte Lokdisation diesser Faktoren in Epithelzelen bestzt bereits enen
Einfluss auf die Polarité von daraus entstehenden NB.
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Auch fir die Ubrigen, noch nicht néher charekteriserten ,2-Hybrid'-Interaktionspartner,
escheint ene in vivo Funktion dieser Interaktion durchaus moglich. Fur die Etablierung und
Aufrechterhaltung ener Zdlpolaritdt wird ein gerichteter Proteintrangport bendtigt. Proteine
wie VSM1, die den gerichteten Trangport kontrollieren, konnen scherlich eine wichtige Roalle
be der Zdlpolaitdt spiden. Damit kann das durch CG4420 codierte VSM1-Homolog in die
beschriebenen Prozesse eingeordnet werden.

Fir die Beteligung des LIM-RING Doménen Proteins spricht die auf der gpikden Sate von
Epithdien beschrankte mRNA Lokaisation. Eine solche mRNA Lokdisaion i auch von
anderen Proteinen, wie bespidsweise Baz, die zur Polaiserung ener Zdle betragen,
bekannt.

Mit der Identifiziierung von Interaktionspartnern fir die PDZ-Doménen von BAZ snd die
Mdoglichketen zum Einsstiz von BAZ be da Aufkla&rung des asymmetrischen Telungs-
mechanianus noch langs nicht ausgeschopft. Die C-Terminde Konsensussequenz fur die
Bindung an PDZ-Doménen und die Prolinreiche Doméne, an die Proteine mit SH3 Doménen
binden konnen, bietet dch fur die wetere Suche nach Komponenten der gpikaen
Proteinkomplexe an. Hierbel konnte auch das in dieser Arbeit verbesserte |, 2-Hybrid*-System
eingesetzt werden.
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VI.  Abklrzungen und Anhang

2 A Adenin

3 Amp  Ampicillin

4 APalkalische Phosphatase

5 APS  Ammoniumpersulfat

6 ARM  Armadillo

7 bp Basenpaare

8 BDGP Berkeley Drosophila Genome Project
9 C Cytosin

10 cm Centimeter

11 DAB  Diaminobenzidin

12 CRB  Crumbs

13 dATP Desoxy-Adenosin-5'-triphosphat
14 dCTP  Desoxy-Cytidin-5-triphosphat
15 dGTP  Desoxy-Guanosin-5'-triphosphat
16 DNA  Desoxyribonucleinsiure

17 DTT Dithiothreitol

18 dTTP  Desoxy-Thymidin-5'-triphosphat
19 EDTA Ethylendiamintetra-acetat

20 EtBr Ethidium Bromid

21 EtOH  Ethanol

22 g Gamm

23 G Guanin

2 HRP Meerrettich Peroxidase

3 ISN  Intersegmentalnerv

4 kb  Kilo-Basenpaare

5 kDa Kilo-Dalton

6 LB LB-Medium

7 Lsg. Ldsung

8 M Mol

9 MeOH Methanol

10 Hg  Mikrogramm: 10° Gramm

11 W Mikroliter: 10° Liter

12 pum  Mikrometer: 10°Meter

13 m  Milliliter?

14 mM  Milli-Mol

15 MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfon Saure
16 N Normal

17 NaCl Natrium Chiorid

18 ng  nanogramm

19 °C  Grad Cesius

20 OD optische Dichte

21 PAA Polyacrylamid

22 Phe Phenylalanin

23 PX  Phox

- RNA Ribonucleinsaure
- RNAse Ribonuklease

- RT Raumtemperatur
- S. siehe
- Ser Serin

- SH2 Src-Homology-Domain 2
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SH3

Src-Homology-Domain 3

SN Segmental nerv

T Thymin

TEMED Tetramethyl-Ethyldiamin
Thr Threonin

RT Raumtemperatur

U Units

ua unter anderem

UN Uber Nacht

u.U. unter Umstanden

Upm  Umdrehungen proMinute
UV-Licht ultraviolettes Licht

V Volt

Vva Vdin

vgl. vergleiche

ZA Zonula Adherens

z2.T. zum Tell
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BICT(PTEN) 5'Sequenz ab der gelb hervorgehobenen EcoRI Schnittstelle von
pACT2: die zu PTEN4 gehiirigen AS sind farbig hervorgehoben

[GAATTOGCGGCCGCGTCGACCATAAAGACAGTGAACATAAAAGATTTTCAGAAGAATTCAAGATTTCAATCGTTTTTGAG 50

1 M i 2 L " B 4 i 5 1 M L
L} L} T T Ll T T T T L3 T L} T

GCAGAGAATTTTAGCAATGATGTTCAAGCTGAAGLGTCCGAAAAAGAGAGAAACGAAMATGTTTTAAATTTCGAAAGATC 160

AGACTATGACAGTTTGTCTCCAAACTGCTATGLCGAAAAAMMAGTCTTAACTGCGATCGTCAATGATAATACAACGAAAA 240

GTCAAACAATAGAAACGTTGGATCATAAGGATATAGTTACTAAAATTCAATACGACACATCAACCAATTCAAAAAATACT 320

TCGACTGOOTGCAAACGCAAACAGCCTAATAGCAAAACTCTTTTACCAAGCTTGAATGATTCCACAAAAGAGGALATAAA 400

ACGAAATCATATATTTAATCAACCOTCCATTAAGAAAACTGATTTAATCAAATGGCAGAATAGTGAAGTTCATATCACCT 480

s
=
Y

CTOACACTCGAAGTATAAACGAAAATAAGAACATCAATTAL £21

BICT(PTEN) 3'Sequenz bis zu der Xhol Schnittstelle von pACT2, die Schnittstelle
ist gelb hervorgehoben, die zu PTEN gehbrigen AS in rot.

ACTCCAAGT ATAAACGAAAATAAGAACATCAATTACAATTCATACATCACATGTAAACAATCCTCTCCAAAATTCAACTG

L " i i 1 i I i L N i " 1 i 1
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TGETAfCGAAGATGG[GAEGAAEATTGEGAAT{EGETEAAT[AA£AI#EETETAAT{AATECTTﬁTTA[GGACTTATAAT
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TCTTEGTGATTTAGCAAAETHATTAAAATTGCTHAGTAATTGG{TAATETATTCGAATTTGTAAATATA[TGTATEATAT

168
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BICS(LIM/RING-Protein) Sequenz, Dargestellt ist der Bereich ab der gelb hervor-
gehobenen EcoRI Schnittstelle aus der MCS von pACT2. Die Leserasterverschie-
bung ist durch den Ubergang von Rot nach Blau markiert

[GAATTCECGGCCGCGTCGACCGACCGCCCAAGTGGGTGAAGTCATATACCAAAATGAGAGCCTCCTGGCTGCCCAGACGT

N5 REPZRRYP
P P K H v K 5 T T K H R A S W L P R R

COCTTCTCCAGACGGTAAAAGGAAACTCCGCCOAGTCCTGGACCGAATCAGCAALGGLCOCAGLGGCGGCCACGLAATCA 160

R FSRR.KETPPSPGPNOQQRPOQRRPRNH

TTGAGCGAAGCCACAGCAACGGCCAATGCCAAGATGCAGTCCATCGAGGATAAGATCCGGGAGCAGGGAGAGATGTTGCG

A K P Q QRPF H P R €S5S P SRIRSGSRERTELCHCE

13 + r'r|'|'|| | —+ L3 . ettt | - rr1|11| . F——t———

GGTGGAACGLGAGCTACTGCACTTCTCGCAAGAGGAACTGAAACGGCAACGTGAAAATCTTGTGCTTCGAGAAAATATTG

320

G WNASY CTSHEEKRN.NGHNY KTILTCFEEKTIIL

CTCGACGAGAGTTGCAACACGGAGCCAAGATGCTOATGTCGAACAACCGLUGCTCACTGCAGGATCTGLACCACGGTCTA

LDESCHRNRTEPRTE.CRTTOGAHTCRTIZGCTTUV

} 4 : + } 4 } } 4 - } 4 - + }

GLAATCGLAAACGGAATGCTCAGTLCCTTCCAGCCACCOCAACACCACCAGGTTCAAMATGCCACCACCGCATCCGLAACA 480

L i i L 'l L i i i
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GATTTACGCCAATGT GCCGCAGCAGCAGCAACAGATGOTTCTGCATGCATAT CACCAGATGOACACGLACTACCGCAAGT

S6d

R FTPMWMWCRS5>S5S5SNRWF CMABITRWTRTTAS

CCATGTCGGATCTARACGAGTTCTCCAACTGCCTGATACTGCCGCCAACGCCGCCCACAAAGCCATTGAGGGCTATGLAA

P C R I . T 5 5 P T A . Y C R Q R R P 05 H . G L C N
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TTGAACGCEAATGGCCATGGCCTGGAGEEAGATTAiGCTGTTAGEACGAGGCAECGCCAAEEAECGGCTCCGTAEGGTGG

728

TPMAMAWNSQGQITILLARGSANUHRLERETYV

CTCTCTGGTAAAGAT TG TGRAGCACCAATGCCGCCACGGITCCCCOGT CAAGGATATCCCATTCAAGCGCCGACAGCGC

AL W . RLLEHDQCRHGS PV KDTIPTFIKIRIETD QR
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CAGCATACCATCACCAGTCOGCCCAMMACTTAAGCAATATGTCCAGAAMCACATTGCTCGLTTTGAGTGCCACCCCCAMA 489

Q HTITS SR RPEKT . ATICPETHTILCSL.VPPPN
B L L e )

CCAAAATACGCGGACGOATOOOTGCAGGT GCAGCAGCGGAAGAGTTATGACAGC CAACAGACCAGCGATGCOGGCTTOLGET 960

Q N TRTDOGCRTCSSGRVMTAMNIERDPAMGETLAG
B e s S it LB EE

GGOCGCTCAGCAGCAAMAGCGCAAATCCATGCCTGACTACGGCGRAGCACTCTACAATAACAACCACTGGCTACTGCAGG
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L T L B B L e L et o

R H 3 S D A 5 5 N L I G ] L ? Q F A 5 R W A N R C P I

TCCATEATAEAﬁﬁETETTﬁEGGAGEEEGTCC#G#EEAA#GE&&TCGGfﬁATEG&AﬁGCGCTTfEATnEEﬂhﬂﬂﬁﬁﬁﬂfTA 1200

I I 1 r I l 1

P 5Y KLLRJSGS5ROSEIKTESATIESASTIATGT

L 4 i " 1 i L i L " i L 1 M L
T ¥ T ¥ 1 ¥ Ly T L] ¥ T ¥ T ¥ T
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EGGAGATGGCETEAATGGAAECGATGTC[GGGTGEGAAA[CA[AAGCTEEATTE[[AAAALTEET&ET[CAG[GATGAEE 1520

GCATTAAGTTCAGCTGCGTCTAACTGAGCCCTCOCCATGGAAACGLAAGTGGATTATTGAATAGAACTGGGOTTGTTGLT 1600
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CTGTTGCTTTTGCAACﬂTTE#TTGTTGTTGTTGTAETAGThATnCATﬂGATATThhATAGAEATGAThhTTCGTACETTE
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Insertsequenz von pACT2/aPKCfull ab der gelb hervorgehobenen Smal Schnittstelle
von pACT2, die zur aPKC gehirenden AS sind farbig markiert

CCCLGqoATCTCCTCGCAAATTCTGAACGACGOCAGCAGCOTCACOTTGAGTAGCGCCAGTATGAACATGGCCAATACGE a0

P G T

CCAATAGTATAACGGTAAAGACCGOCTACAATGGCCAGATTATCATTACCACCATCAACAAGAATATCT CATACGAGGAG 160

248

CTGTGCTACGAGATTCGCAACATTTGTCGATTTCCTCTGGATCAGCCATTTACCATCAAATGGGTAGATGAGGAAAACGA

TCCCTGCACCATATCAACGAAAATGGAATTGGACGAGGCCATACGACTTTACGAAATGAACTTCGATTCCCAGTTAGTCA 370

TTCATGTATTTCCCAATGT TCCTCAAGCGCCOOGATTGTCTTGCGATGGCGAAGATCGCAGCATCTATCGACGCGGTGLT e

o
-
=

COACGCTGOCGCAAGTTGTATCGCGT CAACGGACACATCTTCCAGGCCAAGCGT TTCAACCGGCGTGCTTTCTGTGCCTA

e

480

CTRCCAGGATCOAATCTGLOGTTTORGACGTCAGGGTTTCAAGTGCATCCAGTGCAAGCTGT TAETGCACAAGAAGTGLC 560
B e S e e e et L L I e a w T

ATAAGCTTGTGCAGAAGCACTGCACCGACCAGCCGGAGCCGITGETCAAGGAGCOGGLGGAGGAGTCCAGTGACCCTATA 640

CCGGTGCCTTTRCCGCCACTTCCCTACGAAGLGATGAGCGLLGLAGLLGAAGLCTGLOAGALGLACGAT CATGUGCACAT 220

AGTGGCGCCACCOLCACCGLAGGATCCATTGGAGCCGLGLACTCAGCOCCAGTATTCOCTGAACGACTTCGAGCTGATAC 300

GOGTCATCOGACGLGGCAGCTATGCCAAGGTGCTAATGOTGGAGC TACGACGCACACGGLGCATCTACGCCATGAAGGTG

T T Rl L L] T T Ll

280

ATCAAGAAGGCGCTGOTCACCGACGACGAGGACATCGACTGGATGCAAACGOAGAAGCATGTETTCGAGACGGCCTCGAA

00

COACCOGTTCCTGGTCGGATTGCACTCGTGCTTCCAGACGCCCTCGLGGCTCTTCTTTGTCATCGAGT TTOTGCGCGETG

@48
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GLGATTTGATGTACCACATGCAGLGGCAACGLCGGCTOCCCOAGGAGCACGLCCOTTTCTATGCAGCCGAGATCAGTTTG 1120
IR e o S L B L e A T B e B B RS EETE

1204

GCGCTGAATTTCCTTCACGAGAAGGGCATCATTTATCGLGATCTGAAGCT GGACAACGTGCTGCTGLATCACGAGGGLCA

CATCAAGCTAACGGATTACGGCATOTGTAAGGAGGGCATTCGACCTGOAGACACCACCTCCACATTCTGCOGOTACACCCA 1280

ATTACATTGLCCCTGAGATACTGAGGGGCGAGGACTATGGCTTCTCGOTGRACTGGTGOGCACTAGGCGTCTTGCTCTAT 1360
B e L Sl S L B B B B T S B s SU I I IR TR Py

GAGATGTTGGCCGGLCGTAGTCCGTTTGATCTGGCAGGAGCCTCAGAGAAT CCCGATCAGAACACTGAGGACTATCTGTT -

L] L] 1 Ll T T L

COAAGTGATCCTGOAGAAGACGATTCGTATACCACGCTCOCTGAGCGTTCATGLGGCCTCTATCTTAAAAGGT TTCCTCA

1528

ACAAGAATCCCGOTOACCOTTTOOGCTGCCATCOGGAGTCCGCGTTCATGRATATCOTCAGCCATCOCTTCTTTAAGAAT

16040

ATGGATTOGGAATTGCTTGAGCGLAAACAGGTCACGOCACCATTCAAGCCACGCTTAGACTCAGATCGCGACCTGLCCAA 1680

T Ll T T

TTTCCCGUCCGAGTTCACCGLOGAGGCCGTACAGTTGACCCCOGATGATGATCATGTCATTGACAATATCGATCAATCCG 1760

L] T T T T T T

AT TCCAGGGCTTTGAGTATGTAAACCCCTTGCTGATGTCTCTGOAGGACTGCOTCTGACACCACGAAGTOTGCGACTTA 1840

. HHEUY CDIL

CATCCGTATAACATGCGGCTCTATGGCGAGGATTCCAGTGAT TACGATTCCGTGGCTGACGATTTGAGTCTCCTGCATTT 1970

HPY NMRLYGEDSS5SDYDSVADDLSLLHL

VIl. Zusammenfassung
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Das Multi-PDZ-Doménen-Protein  Bazooka (Baz) von Drosophila melanogaster bestzt
sowohl bel der Aufrechterhdtung der Epithepolaritét, ads auch be der asymmetrischen
Tellung der Neuroblasten (NB) ene Funktion. Im Epithd it es Tel des oberhdb der
Adherens Junctions liegenden subapikden Zone In dem durch Deamination einer Zdle aus
dem Epithelverband entstehenden NB behdt Baz saine gpikde Lokdisation bel und sdlt s0
enen der Faktoren dar, die dem sch im weteren sammzdlartig tellenden NB saine apiko-
basde Polaritét verleihen.

In diessr Arbeit wurden durch die Anwendung der “2-Hybrid’-Technik Interaktionspartner
fur die PDZ-Doménen von Baz identifiziert.

Ein Interaktionspartner ist die atypische Proteinkinase C von D.melanogaster. Der codierende
Bereich des Gens wurde kloniert und die Interaktion mit Baz und verschiedenen anderen
Komponenten eines durch Baz gebildeten Proteinkomplexes getestet. Die DaPKC zeigte eine
direkte Interaktion mit den beiden C-Temind gdegenen PDZ-Doménen von Baz. Eine sehr
darke Interektion wurde mit dem Ankyrin-Doménen enthdtenden Protein Inscutesble
beobachtet.

Das DaPKC-Protein ist bereits wahrend der Oocytenreifung mit Baz kolokdiserend und
behdt dies auch in Epithd und NB be. In NB snd Baz, DaPKC und Insc Tel enes
Proteinkompexes, in dem Insc Uber DaPKC an Baz gebunden wird. Zu diesem
Proteinkomplex gehtrt auch DmPar6, das sowohl an DaPK C, as auch an Baz binden kann.

Die D.melanogaster Form des Tumorsuppressorproteins Pten bindet im “2-Hybrid’-System
an jede der 3 PDZ-Doméanen von Baz. Diese Bindung ig ahangig vom PDZ-Bindemotiv am
DPten C-Terminus. In WT-Embryonen von Drosophila konnte keine spezifische Lokaisation
von Dpten beobachtet werden, im Uberexpressionshintergrund wird DPten jedoch in Epithel
und NB zum gpikalen Cytokortex hin lokaisert und ist dort kolokaisierend mit Baz.

Die starke maternale Komponente fihrt zur nahezu wildtypischen Embryogenese, in Keim-
bahnklonen treten dagegen bereits sehr frihe Defekte auf und der Embryo kommt nicht Gber

das Stadium des zdluldren Blastoderms hinaus.

Ein weterer “2-Hybrid’-Interaktionspartner von Baz ist Tall-7. Wahrend die mRNA von toll-
7 bereits ab dem Stadium5 der Embryogenese nachweisbar ist, wurde das Protein erst ab
Stadium 12 detektiert. Das mRNA Vertelungsmuster und die Proteinexpresson zeigen ene
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darke Ahnlichkeit, vor dlem in den Neuromeren der Segmente treten beide Formen auf.
Waéhrend der Embryogenese wird das Toll-7 Protein im ZNS sehr stark exprimiert, ist aoer in
den beiden Nervendrangen, die in jedem Segment das Bauchmark verlassen, nur in jewells
einem, dem Intersegmentanerv, vorhanden.

Eine Kolokdisation von Baz und Tall-7 gibt es wéhrend der Embryogenese eindeutig nicht.
Es wurden jedoch deutliche Hinweise gefunden, die auf ene moglich Funktion ener Baz
Tall-7 Interaktion spétestens ab dem 3. Larva stadium hindeuten.

Es exidieren kene Defizienzen, die den Bereich mit dem toll-7 Gen deetieren, jedoch
konnten P-Elementinsartiondinien in der Genregion gefunden und deren Insertionsort genau
bestimmt werden. Mit diesen Linien werden sich Mutanten von toll-7 erzeugen lassen.

Eingd der gefundenen Interaktionspartner weist en mRNA  Expressonsmuster auf, welches
sehr dem von crumbs, stardust und bazooka dhndt. Es handelt sch hierbel um das Produkt
des vom Berkeley Drosophila Genome Projekt vorhergesagten Gens CG18253. Die Intron
Exon Struktur des Gens wurde ermittelt. Die vorhandenen cDNASs zeigen, dass 2 verschie-
dene Splicevarianten gebildet werden. Eine davon fuhrt zu enem Protein mit jewells ener
RING- und LIM-Doméne. Dieses Protein, mit einem C-Terminden PDZ-Bindemotiv, kann
an Baz binden. Die Proteinlokalisation wurde noch nicht untersucht.

De letzte der identifizieten Baz Bindungspatner sdlt ein Homolog zum v-SNARE-Master-
1 Protein aus der Hefe dar. Untersuchungen zur mRNA- und Proteinlokaisation wurden
bisher nicht durchgefihrt, die Funktion des Hefehomologs l&sst jedoch auf ene mdgliche
Rolle ba dem Aufbau und Erhat von Epithelpolaritét schliessen.
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