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Einleitung

1. EINLEITUNG

Wie mittelalterliche Stddte ist jede Zelle von einer Barriere, der Zellmembran, umgeben. Sie
dient als ein Schutz fiir die Zelle, welcher unter anderem dazu dient, den Transport aus und in
die Zelle hinein sei es fiir Wasser, lonen, Nahr-/Botenstoffe, Bestandteile der Zellmembran
wie Transmembranproteine oder andere Substanzen und Materialien zu begrenzen und zu
regulieren. Sie spielt allerdings nicht nur eine passive Rolle als Barriere sondern ist auch aktiv
bei der Aufnahme wie bei der Sekretion von Substanzen und auch bei deren innerzelluldrem
Transport beteiligt. Die vorliegende Arbeit betrifft einen Aspekt am Ende des
Aufnahmeprozesses und des nachfolgenden intrazelluldren Transportes in der Zelle, der auch

als Endozytose und anschlieBend daran endosomaler Transportweg bezeichnet wird.

1.1. Endozytose und der endosomale Transportweg
Die Aufnahme von Materien von der Zellmembran wird im Allgemeinen als Endozytose
(endo=innen; Cytosis=Zelle) bezeichnet. Dabei wird ein Teil der Plasmamembran mit in das
Zytoplasma der Zelle aufgenommen. Die so aufgenommen Vesikel werden als Endosomen
bezeichnet. Die Endozytose wird unterteilt in Phagozytose, Pinozytose und die Rezeptor-
vermittelte Endozytose (Soldati und Schliwa, 2006). Durch die Phagozytose werden groBere
Frachten wie Pathogene, z.B. Bakterien und Viren aufgenommen. Bei der Pinozytose werden
Fliissigkeiten aber auch Ionen aufgenommen. Bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose

werden Molekiile wie Rezeptoren und Liganden, Hormone und Antikdrper aufgenommen.
(Abb.1.1).

Die Internalisierung und die Aufnahme von Frachten mittels Endozytose lduft {iiber
verschiedene Mechanismen, von denen die Clarthrin-vermittele Endozytose, die am besten
erforschte ist (Doherty und McMahon, 2009). Dabei findet eine Serie koordinierter Ereignisse
statt, die wie folgt zusammengefasst werden kann:

— Rekrutierung der Frachten zu einem kleinen Bereich der Plasmamembran

— Zusammensetzung von Clathrin als triskelstrukturformiger Kéfig mittels seiner

Adapter und akzessorischen Proteine
— Einstiilpung der Membran und Bildung eines Vesikels
— Ablosung des Vesikels von der Membran mittels der GTPase Dynamin

— Befreiung des Vesikels vom Clathrin durch seine Auflosung
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Abb.1.1: Die Endozytose. Endozytose wird unterteilt in Phagozytose, Pinozytose und der Rezeptor-
vermittelte Endozytose. Bei der Phagozytose werden groBere Frachten wie Bakterien und Viren
aufgenommen und anschlieend verdaut. Bei der Pinozytose werden Fliissigkeiten aber auch die darin
schwimmenden Substanzen aufgenommen. Bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose werden
Molekiile wie Rezeptoren und Liganden, Hormone und Antikdrper aufgenommen.

Verdndert iibernommen von Mariana Ruiz Villarreal,
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Endocytosis types.sve.

Nach der Endozytose und der Internalisierung in die Zelle fusionieren die endozytierten
Vesikel miteinander und bilden frithe/sortierende Endosomen. Wie schon der Name dieser
Endosomen verrit, werden die aufgenommenen Substanzen und Frachten in diesem Stadium
sortiert. Die frithen/sortierenden Endosomen sind pleomorph, sie enthalten sowohl tubulir-
formige als auch runde Doménen (Abb.1.2). Die Aufnahme von Proteinen von der
Plasmamembran kann vielféltigen Zwecken dienen. Zum einen wird dieser Mechanismus bei
der Signaliibertragung benutzt wie z.B. im Falle des Notch-Signalweges. Andererseits
unterliegen aber auch die meisten membranassoziierten Proteine, wie alle Proteine einer
Zelle, einem Gleichgewichtskreislauf (steady-state), werden also je nach Bedarf auf- und
abgebaut (Ubersicht in Sorkin und von Zastrow, 2009). Im Rahmen des Abbaus werden die
Proteine zu speziellen Zellorganellen, den Lysosomen, transportiert in denen der eigentliche
Abbau stattfindet. Die Lysosomen sind hoch dynamische Organellen, deren auffilligster
Unterschied zu den Endosomen das Fehlen von Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPR) ist
(Ubersicht in Luzio, Pryor und Bright, 2007). Lysosomen enthalten hydrolysierende Enzyme
(saure Hydrolasen) fiir den Verdau der angelieferten Frachten. Auf der Membran der
Lysosomen befinden sich integrierte Proteine, sogenannte LMPs (lysosomal membrane
protein), welche die Membran der Lysosomen vom Abbau durch die Hydrolasen schiitzen.

Lysosomen sind das Kompartiment am Ende des endosomalen Transportweges. Im Lysosom
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werden aufler den durch die Endozytose aufgenommenen Frachten auch intrazelluldre
Organellen wie Phagosomen und Autophagosomen degradiert. Zusitzlich zu den zum Abbau
bestimmten Frachten bzw. oben genannten Organellen werden auch Hydrolasen und
Membranproteine zum Lysosom transportiert. Sie sind fiir die Aufrechterhaltung der Funktion
des Lysosoms, seine Stabilitdt, Aziditit und perinukledre Lokalisation von Bedeutung (Bucci

et al., 2000; Ubersicht in Huotari und Helenius, 2011; Pryor und Luzio, 2009).

Die zum Abbau im Lysosom bestimmten Proteine werden in intraluminale Vesikel (ILV) der
Endosomen verpackt. Wéhrenddessen verbleiben diejenigen Proteine, die recycelt werden
sollen, auf der limitierenden Membran zuriick. Die zu recycelnden Proteine werden von den
tubulérformigen Strukturen der frithen/sortierenden Endosomen entweder direkt an die
Plasmamembran recycelt oder sie werden zuerst zum Recycling-Kompartiment transportiert
und von dort aus recycelt. Die abzubauenden Frachten werden mittels der ESCRT-
Maschinerie in intraluminale Vesikel eingepackt. Dabei édndert sich die Struktur der
Endosomen und sie nehmen eine ovale bis runde Form an. Endosomen mit zum Abbau
bestimmten Inhalt entwickeln sich zu reifen/spiten Endosomen in einem sogenannten
Reifungsprozess. Wihrend dieser Reifung dndert sich die Komposition von den Proteinen und
Lipiden, die sich auf der Membran der Endosomen befindet (Abb.1.2) (Ubersicht in Huotari
und Helenius, 2011). Wihrend des Reifungsprozesses bewegen sich die Endosomen von der
Zellperipherie Richtung Zellmitte entlang von Mikrotubuli. Das gleiche gilt in umgekehrter
Richtung fiir Recyclingendosomen (Ubersicht in Huotari und Helenius, 2011).
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Abb.1.2: Reifungsprozess der Endosomen. Nach der Internalisierung fusionieren Endosomen
miteinander und bilden das sortierende/friithe Endosom. Von dort aus werden Frachten, die recycelt
werden sollen, entweder direkt recycelt, oder sie werden zum Recycling-Kompartiment transportiert
und dann recycelt. Frachten, die zum Abbau im Lysosom bestimmt sind bleiben in den Endosomen,
die zu spédten Endosomen reifen und sich entlang der Mikrotubuli Richtung Lysosom bewegen. Die
spaten Endosomen fusionieren mit dem Lysosom und bilden sogenannte Hybridkompartimente. Nach
dem Abbau der Frachten im Lysosom regeneriert sich das Lysosom. pH-Wert des Innenmilieus der
Endosomen fillt in Richtung des Zellinneren ab. Die Abbildung wurde entnommen und modifiziert
von Huotari und Helenius, 2011.

Die fiir diese Arbeit wesentlichen Bestandteile der endosomalen Transportweges, welche an
der Reifung der Endosomen beteiligt sind, werden im folgenden Abschnitt ausfiihrlicher

dargestellt.

1.2. ESCRT-Maschinerie

Einer der wichtigen Prozesse wéhrend der endosomalen Reifung ist die vollstindige
Aufnahme von aufgenommenen Frachten in die ILV der Endosomen. Eine solche
vollstindige Aufnahme gestaltet sich vor allem problematisch bei Strukturen, die in die
Zellmembranen integriert sind wie Transmembranproteine, die mit der Zellmembran bei der
Endozytose aufgenommen werden. Nach der Endozytose befinden sich solche
Transmembranproteine zundchst nicht vollstdndig im Inneren der Endosomen sondern ragen

aus deren Membran zum Teil ins Zytosol hinein. Um deren vollstdndigen Abbau im Lysosom
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zu ermdglichen werden solche Frachten durch einen spezifischen Prozess von der
limitierenden Membran der Endosomen entfernt und in die intraluminalen Vesikel (ILV) der
Endosomen verpackt. Neben dem vollstindigem Abbau der entsprechenden Frachten ist
dieser Prozess vor allem bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose von Bedeutung, da nach
der Endozytose aktivierte Rezeptoren auf der limitierenden Membran der Endosomen sich
zunichst dem Zytoplasma zugewandt befinden (Abb.1.3) und teilweise in der Lage sind von
dort aus den jeweiligen Signaltransduktionsweg zu aktivieren, wie es z.B. beziiglich des
RTK-Rezeptors (Rezeptor-Tyrosinkinase) gezeigt wurde (Ubersicht in Sorkin und von
Zastrow, 2009). Erst durch die vollstindige Aufnahme in intraluminale Vesikel (ILV) werden
die Transmembranrezeptoren und andere Frachten von der limitierenden Membran der
Endosomen entfernt und somit dem Kontakt zu den anderen Mitgliedern der jeweiligen
Signaltransduktionswege entzogen (Abb.1.3). Weil durch diesen Prozess mehrere solcher ILV
sich in den Endosomen befinden, werden solche Endosomen als MVBs (multi vesicular

bodies) bezeichnet.

| I Rezeptor ||
| endozytiertes I
| Vesikel |
MVB || I 1Ly
Abb.1.3: Nach der Internalisierung ragt die intrazellulire Doméine von

Transmembranrezeptoren ins Zytoplasma hinein. Dadurch sind diese Rezeptoren weiterhin aktiv
oder zumindest theoretisch noch in der Lage auch weiterhin Signale senden zu konnen. Durch das
Einpacken in intraluminale Vesikel werden sie von der limitierenden Membran entfernt und verlieren
ihre Aktivitdt bzw. die Mdglichkeit aktiv zu werden. Anschliefend kdnnen sie dem Abbau zugefiihrt
werden, ohne dass sie den jeweiligen Signaltransduktionsweg anregen obwohl kein eigentliches Signal
vorliegt.

Damit die abzubauenden Proteine in die intraluminalen Vesikel und anschliefend ins

Lysosom transportiert werden braucht es bestimmter Signale bzw. Markierungen dieser
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Proteine. Von diesen ist die Mono-Ubiquitinierung am besten charakterisiert. Die
Internalisierung der Frachten von der limitierende Membran der Endosomen, vor allem
ubiquitinierter Proteine, wird durch die Proteine der Klasse E der Vps-Proteine (Class E VPS:
vacuolar protein sorting), bekannt aus der Hefe durchgefiihrt. Sie bilden zusammen vier
Proteinkomplexe bekannt als die ESCRT-0-III-Komplexe (endosomal sorting complexes
required for transport) (Ubersicht in Henne et al., 2011; Williams und Urbe, 2007). Sie

werden im Folgenden kurz beschrieben.

Der ESCRT-0 Komplex leitet den Anfangsschritt der Bildung von ILV ein. ESCRT-0 besteht
aus zwei Untereinheiten Hrs (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate;
Vps27 in Hefe) und Stam (signal transducing adaptor molecule; Hsel in Hefe) (Abb.1.4). Hrs
und Stam enthalten ein je ein UIM-Motiv (ubiquitin interacting motif). Uber dieses Motiv
erkennen sie ubiquitinierte Frachten, binden an diese und umhiillen sie in rekrutiertes Clathrin
(McCullough et al., 2006; Wollert und Hurley, 2010). Hrs enthilt neben dem UIM-Motiv eine
FYVE-Domine am N-Terminus (Raiborg et al., 2001; Mao et al., 2000). Die FY VE-Doméne
wurde nach den ersten Proteinen benannt, in denen deren Vorkommen entdeckt wurde
(Fablp, YOTB, Vaclp und EEA1). Sie stellt eine Zink-Finger-bindende, cysteinreiche
Domine aus 60-70 Aminoséuren dar und bindet spezifisch und mit hoher Affinitit an
Phosphoinositol-3-phosphat (PI(3)P) (Gillooly et al., 2000; Kutateladze und Overduin, 2001).
Durch die Fahigkeit der FYVE-Domine an PI(3)P zu binden, wird der ESCRT-0 Komplex
spezifisch an die Membran der Endosomen rekrutiert. Die Féhigkeit des ESCRT-0
Komplexes, sowohl PI(3)P als auch Ubiquitin zu binden, macht aus dem Komplex einen
Detektor zum Zusammenbau und Rekrutierung der ESCRT-Komplexe an die Endosomen.
Uber die direkte Bindung von Tsgl01 an Hrs wird der ESCRT-I-Komplex an die Membran
rekrutiert (Ubersicht in Henne et al., 2011).

Der ESCRT-I Komplex besteht aus den Untereinheiten Tsgl01 (Erupted), Vps28, Vps37 und
Mvb12 und interagiert an gegeniiberliegenden Enden sowohl mit dem ESCRT-0 wie mit dem
ESCRT-II Komplex (Abb.1.4). Tsgl01 interagiert mit Hrs aus ESCRT-0 und auch iiber eine
am N-Terminus liegende UVE-Doméine (Ubiquitin-Variante E2) mit Ubiquitin. Vps28 bindet
an Vps36 von ESCRT-II. Auf dieser Weise koordiniert ESCRT-I neben der Rekrutierung von
anderen ESCRT-Komplexen auch die Konzentrierung ubiquitinierter Frachten auf der

Membran der Endosomen (Ubersicht in Henne et al., 2011; Williams und Urbe, 2007).
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Der ESCRT-II Komplex besteht aus drei Untereinheiten die zusammen ein Herterotetramer
bilden. Zwei Kopien von Vps25 bilden die Arme des Y-formigen Komplexes an denen
jeweils Vps22 und Vps36 binden und die Basis von Y formen (Hierro ef al., 2004; Teo et al.,
2004). ESCRT-II bindet an ESCRT-I durch die Interaktion zwischen der GLUE-Domaine
(GRAM-like ubiquitin-binding in EAP45) von Vps36 und dem C-Terminus von Vps28 (Gill et
al, 2007; Teo et al., 2006; Saksena et al., 2009). Uber die GLUE-Doméne bindet Vps36 auch
Ubiquitin und PI(3)P (Slagsvold et al., 2005). An ESCRT-II bindet ESCRT-III durch die
Interaktion zwischen Vps25 und Vps20 (Abb.1.4).

Der ESCRT-III Komplex spielt eine wichtige Rolle bei der Membranabschniirung und ist
verantwortlich fiir das Abklemmen des ,,Halses* der invaginierten Membran, was zur Bildung
eines ILV fiihrt (Wollert et al, 2009, Wollert und Hurley, 2010). Der ESCRT-III-Komplex
besteht aus vier Proteinen: Vps20, Vps32/Snf7, Vps24 und Vps2 (Babst et al., 2002; Bajorek
et al., 2009) (Abb.1.4). Nach der Bindung der ESCRT-II-Untereinheit Vps25 an Vps20 an der
Membran werden die weiteren ESCRT-III Untereinheiten an die Membran rekrutiert und dort
zusammengesetzt (Teo et al., 2004; Saksena et al., 2009). Der ESCRT-III-Komplex bindet
nicht an Ubiquitin. Dafiir rekrutiert snf7/Vps32 die ESCRT-III-Adaptorproteine Brol/Alix
(BCK-like resistance to osmotic shock protein-1/apoptosis-linked gene-2 interacting protein
X). Sie wiederum rekrutieren Doa (degradation of alpha-4), ein Deubuiquitinierungsenzym,
an die Endosomen welches die Deubiquitinierung der Frachten vor deren Aufnahme in ILV

vermittelt (Luhtala und Odorizzi, 2004; Odorizzi et al., 2003).

Nach der Invagination des ILV wird der ESCRT-III-Komplex von der limitierenden
Membran des Endosoms wieder abgelost. Hierzu wird Energie gebraucht. Diese Energie wird
von der Klasse I AAA-ATPase (4TPase associated with various cellular activities) Vps4 zur
Verfiigung gestellt, welche die katalytische Dissoziation der ESCRT-Maschinerie von der
Membran von Endosomen zuriick ins Zytoplasma vermittelt (Babst et al., 1998) (Abb.1.4).
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Abb.1.4: ESCRT-Komplexe im Ubersicht. ESCRT-Maschinerie besteht aus vier Komplexen,
ESCRT-0-III. Der ESCRT-0 Komplex leitet den Anfangsschritt bei der Bildung von ILV. Als nichstes
wird der ESCRT-I Komplex durch die direkte Bindung von Hrs (Komponente von ESCRT-0) an
Tsgl01 an die Membran rekrutiert. ESCRT-II bindet an ESCRT-I durch die Interaktion zwischen der
GLUE-Doméne von Vps36 und dem C-Terminus von Vps28. ESCRT-III bindet an ESCRT-II durch
Interaktion zwischen Vps25 und Vps20. Nach der Abschniirung des ILV wird der ESCRT-III
Komplex durch Vps4 von der limitierenden Membran des Endosoms abgeldst.

Der Ausfall von ESCRT 0-1II in Drosophila fiihrt zur Uberaktivierung der verschiedenen
Signaltrasduktionswege (Lloyd et al. 2002; Jekely und Rorth, 2003; Moberg et al., 2005;
Thompson et al., 2005; Vaccari und Bilder, 2005).

Wie schon erwihnt, reguliert die Zusammensetzung der verschiedenen Proteine auf der
Membran der Endosomen den Prozess des endosomalen Transports. Diese Proteine definieren
zum Teil den Charakter der Endosomen auf denen sie sich befinden. Eine wichtige Gruppe
der Proteine, die beim endosomalen Transportweg eine entscheidende Rolle spielen sind die

Rab-GTPasen. Sie werden im folgenden Abschnitt ausfiihrlicher erldutert.

1.3. Rab-GTPasen

Rab-Proteine bilden die grofite Familie der kleinen GTPasen. Sie sind spezifisch auf
Membranen der verschiedenen intrazelluliren Kompartimente verteilt und regulieren den
Transport zwischen Organellen. Diese Tatsache macht die Rab-GTPasen und ihre Effektoren
zu ausgezeichneten Kandidaten fiir die Bestimmung der Kompartimentidentitit der
Organellen auf der sie sich befinden (Ubersicht in Novick und Zerial, 1997; Stenmark, 2009;
Somsel und Wandinger-Ness, 2000). Rab-Proteine regulieren das Anbinden der Vesikel an
thre Zielmembran, welche zur Fusion zwischen den Membranen fiihrt. Sie sind auch an der
Abspaltung der Vesikel (Knospung) beteiligt. Uberdies scheinen Rab-Proteine auch die
Rekrutierung der Motorproteine und die Interaktion zwischen den Vesikeln und den
Zytoskelettelementen zu regulieren, welche fiir die Motilitdt der Endosomen notwendig ist.

Rab5 zum Beispiel reguliert den Clathrin-vermittelten Transport endozytierter Vesikel von
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der Plasmamembran zu frithen Endosomen sowie die homotypische Fusion der frithen
Endosomen (Gorvel ef al., 1991; Bucci et al., 1992). Uberdies reguliert Rab5 sowohl die
Bindung der friihen Endosomen an Mikrotubuli als auch deren Bewegung in Richtung des

minus-Endes von Mikrotubuli (Nielsen ef al., 1999).

Rab-Proteine und ihre Effektoren sind allem Anschein nach nicht zufillig auf der Membran
der Endosomen verteilt sondern in definierten Membranabschnitten zu finden, die auch als
Rab-Domiinen bezeichnet werden (Ubersicht in Zerial und McBride, 2001). Zum Beispiel
konnten spezifische Membranabschnitte bei Vesikeln beobachtet werden von denen ein
Abschnitt nur Rab5 enthélt, einer sowohl Rab5 als auch Rab4 trdgt und ein dritter Rab4 und
Rab11 (Sonnichsen et al., 2000). Die beobachteten Kombinationen der Rab-Proteine waren
zudem davon abhingig, welchen Kompartimenten die Vesikel zuzurechnen waren. So wurden
die beiden ersten Kombinationen auf frithen/sortierenden und die dritte Gruppe auf
perinukledr lokalisierten Recycling-Endosomen beobachtet (Sonnichsen et al., 2000; Zerial
und McBride, 2001) (siehe auch untenstehende Abb.1.5). Durch die Rab-Zusammensetzung
kann somit nicht nur das jeweilige Kompartiment sondern zum Teil auch eine spezifische

Membranregion identifiziert werden.

N
: _ |
-_\. Q r ,"

/
. |

Abb.1.5: Membranen der Endosomen haben definierte Rab-Doménen. Die Verteilung von Rab5,
Rab4 und Rabl11 in unterschiedlichen Rab-Dominen ist hier dargestellt. Rab5 wird als Marker fiir die
frithen/sortierenden Endosomen, Rab4 fiir das direkte (fasf) Recycling aus den frithen/sortierenden
Endosomen und Rabll fiir das Recycling aus den Recyclingkompartimenten (slow recycling)
eingesetzt. Die Pfeile zeigen die Richtung in der die Frachten transportiert werden (Sonnichsen et al.,
2000; die Abbildung wurde iibernommen von Zerial und McBride, 2001).
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Rab-Proteine liegen entweder in der GDP- oder der GTP-gebunden Konformation in der Zelle
vor. Der Austausch von GDP gegen GTP und umgekehrt verleiht den Rab-Proteinen die
Fihigkeit wie ein molekularer Schalter eine regulatorische Funktion zu erfiillen (Ubersicht in
Zerial und McBride, 2001; Pfeffer und Aivazian, 2004). Fiir die Bindung von GTP an die
Rab-Proteine ist die Funktion von GEF-Proteinen (Guanosin exchange factor) entscheidend.
Die Umwandlung zur GDP gebundenen Form findet durch Hydrolyse von gebundenem GTP
statt, was durch die Funktion von GAP-Proteinen (GTPase activating protein) geférdert wird
(Ubersicht in Pfeffer und Aivazian, 2004; Barr und Lambright, 2010). Aktuellen Modellen
nach regulieren Rab-Proteine in ihrer GTP-gebundenen Form die Membran-Anbindung und
Fusion. Auch die Bindung von RabGTPasen an deren Effektorproteine findet in der GTP-
gebundenen Form statt. RabGTPasen werden nach der Synthese an ihrem C-Terminus durch
eine kovalent gebundene hydrophobe Prenyl-Gruppe posttranslational modifiziert, welche als
eine Art Membrananker dient (Pfeffer, 1994; Pfeffer und Aivazian, 2004). Ein
zytoplasmatisch lokalisiertes GDI-Protein (GDP-Dissociation inhibitor) hat die Fahigkeit
GDP-gebundene Rab-Proteine von der Membran ins Zytoplasma zuriickzuziehen. GDI
schirmt die Prenylgruppe von Rab-GDPs ab. Vor der Rekrutierung der Rab-Proteine an die
Membran findet ein Nukleotid-Austausch statt, in dem GDP gegen GTP ausgetauscht wird.
Dabei muss GDI sich vom Rab-GDP l6sen wofiir GDFs (GDI-displacement factor) zustindig
sind (Pfeffer, 1994; Pfeffer und Aivazian, 2004).

Ein wichtiges Kriterium wihrend der Reifung der Endosomen ist der Austausch von Rab3,
das vorwiegend an frilhen Endosomen zu finden ist (Bucci et al., 1992; Stenmark, 2009;
Huotari und Helenius, 2011) gegen Rab7, das charakteristisch fiir spite Endosomen ist
(Méresse et al., 1995; Stenmark, 2009; Huotari und Helenius, 2011). Dieser Prozess ist
bekannt als Rab-Konversion (Rink et al., 2005). Untersuchungen in C. elegans haben die
Beteiligung eines Proteins aus der SAND-Familie, SAND-1, bei diesem Prozess aufgezeigt
(Poteryaev und Spang, 2005; Poteryaev et al., 2007, 2010). SAND-1 wird in den meisten

anderen Organismen als Monl1 (monensin sensitivity-1) bezeichnet.
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1.4. Die Rolle von SAND-1/Monl und dessen Interaktionspartner Cczl
beim Austausch von Rab$ gegen Rab7

1.4.1. SAND-1/Monl als ein Schalter fiir die Umwandlung der Endosomen von
friihen bis spiten Endosomen

Poteryaev et al. (2007 und 2010) haben gezeigt, dass in sand-I-mutanten Zellen die
Rekrutierung von Rab7 an die Endosomen defekt ist. Dabei ist Rab7 vorwiegend
zytoplasmatisch lokalisiert. Dariiber hinaus haben sie gezeigt, dass die Endosomen vergrofBert
sind. Zusétzlich war in den mutanten Zellen Rab5 auf den Endosomen akkumuliert. Dazu
kam, dass die akkumulierten Rab5-Proteine auf den Endosomen in den mutanten Zellen noch
in der Lage waren homotypische Fusionen einzugehen. Zusammengefasst legen diese
Beobachtungen nahe, dass in Abwesenheit von SAND-1 Rab5 auf der endosomalen Membran
zurlickgehalten wird und dabei zumindest teilweise im aktiven Zustand ist (Poteryaev et al.,
2007 und 2010). Es wurde auch gezeigt, dass auller Rab5 auch Rabex-5 auf den Endosomen
akkumuliert (Poteryaev et al., 2010). Rabex-5 ist ein GEF von Rab5 mit einer
hochkonservierten VPS9-Doméne welche durch ein Helix-Biindel stabilisiert wird. Es stellt
den katalytischen Kern fiir die GEF-Aktivitit dar (Delprato et al, 2004). Ferner besteht
Rabex-5 aus einer A20-Zinkfinger-Doméne (ZnF), die E3-Ligase-Aktivitit aufweist und einer
ubiquitinbindenden Doméne (UIM) mit welcher es ubiquitinierte Proteine binden kann (Lee
et al., 2006; Mattera et al, 2006; Mattera und Bonifacino 2008). Eine Ubersicht der Rabex-5-
Doménenstruktur ist in der Abb.1.6 dargestellt.

E3 Ub-bindestelle

in-5 BD
Z"f P’”M Katalytischer Kern des GEF‘.’.Raba':it".l 5B
T F—— HB [  Vps9 —{ CC [PR]
13 47 73 132 230 375 405 456 492

0 — 7

Abb.1.6: Ubersicht der Rabex-5-Domiinenstruktur. Rabex-5 besteht aus einer Zinkfinger-Domine
mit E3-Ligase-Aktivitdt, einer ubiquitinbindenden Doméne, einem katalytischen Kern fiir die GEF-
Aktivitdt und einer Rabaptin-5-bindenden Doméne. HB: Helix-Biindel, CC: coiled-coil, PR: Prolin-
reiche Domine. Ubernommen und verindert aus Lee et al., 2006.

Rabex-5 bindet an Rabaptin-5 und bildet mit diesem zusammen einen Komplex (Rabex-5-
Rabaptin-5). Die Bindung von Rabaptin-5 an Rabex-5 erhoht die GEF-Aktivitét von Rabex-5,
was die Bildung des aktiven, GTP-gebundenen Rab5 beschleunigt, welches wiederum an
Rabaptin-5 bindet. Somit entsteht eine positive Riickkopplungsschleife fiir die Aktivierung

von Rab3, bei deren Etablierung der oben genannte Komplex erforderlich ist (Lippe et al.,
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2001). Das heift, dass der Rabex-5-Rabaptin-5-Komplex sowohl die Eigenschaft besitzt als
GEF als auch als ein Effektor von Rab5 zu funktionieren (Horiuchi et al, 1997). Das
aktivierte Rab5-Protein vermittelt die Rekrutierung der weiteren Rab5-Effektoren.

Einer der weiteren Rab5-Effektoren ist Vps34, eine Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI(3)K)
die Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphat (PI(3)P) auf der limitierenden Membran der Endosomen
produziert (Christoforidis et al, 1999; Jovic et al, 2010). Dieses Lipid stellt eine
Andockstation fiir Proteine mit einer FY VE-Doméne dar (Gillooly ef al., 2000). Poteryaev et
al. (2010) haben gezeigt, dass SAND-1 spezifisch aber mit schwacher Affinitit an PI(3)P
bindet. Das hei3t ein bestimmter PI(3)P-Level konnte ein Signal fiir die Rekrutierung von
SAND-1 an die limitierende Membran der Endosomen sein (Poteryaev et al., 2010).

In der Hefe wurde gezeigt, dass die Interaktion von Rab7 mit einem Proteinkomplex
bestehend aus Monlp, dem Homologen der SAND-1 in C. elegans, und Cczlp (calcium
caffeine zinc sensitivity) fiir die Fusion von spidten Endosomen und Vakuolen erforderlich ist
(Wang et al., 2002, 2003). Poteryaev et al. (2007) konnten ebenfalls diese Interaktion in C.
elegans durch eine yeast-two-hybrid (Y2H) bestitigen (Poteryaev und Spang, 2005;
Poteryaev et al., 2007). Ferner zeigten Sie eine Interaktion von Monlb mit Mitgliedern des
HOPS-Komplexes in Y2H-Experimenten (fir VPSI8 und VPS11) sowie in in vitro-
Experimenten fiir Vps16A, VPS18, VPS33A und VPS41. Dagegen konnte keine Interaktion
mit dem letzten Mitglied des HOPS-Komplexes, VPS39 festgestellt werden (Poteryaev et al.,
2010). Der Aufbau und Funktion des HOPS-Komplexes wird weiter unten genauer
beschrieben.

Das vorgeschlagene Modell von Poteryaev ef al. (2010) aus diesen Ergebnissen war, dass
SAND-1/Monl zwei Rollen beim Transport von frithen bis spiten Endosomen spielt. Zum
einem entfernt SAND-1/Monl Rab5, zum anderen rekrutiert es Rab7 an die Membran der
Endosomen. Genauer soll hierbei die Rekrutierung von SAND-1/Monl an die Membran der
Endosomen die positive Riickkopplungsschleife von Rab5 unterbrechen, indem es Rabex-5
von der Membran der Endosomen entfernt. Dadurch wird Rab5 inaktiv und 16st sich von der
limitierenden Membran der Endosomen. AnschlieBend rekrutiert SAND-1/Monl,
wahrscheinlich durch die festgestellte Interaktion mit HOPS-Komplex, Rab7 an die Membran
der Endosomen wonach die Rab7-vermittelte Fusion mit dem Lysosom stattfindet (Abb.1.7)

(Poteryaev et al., 2010).
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Abb.1.7: Das Modell der Funktionsweise von SAND-1/Monl in C. elegans. Poteryaev et al., 2010
haben die Funktion von SAND-1 als einen Schalter bei der Umwandlung der Endosomen von frithen
zu spiaten Endosomen dargestellt (A). SAND-1/Monl inaktiviert Rab5 durch die Entfernung von
seinem GEF, Rabex-5, von der Membran der Endosomen. Als néchstes reguliert SAND-1/Monl1 die
Rekrutierung von Rab7 an die Membran der Endosomen und seine Aktivierung durch die Interaktion
mit dem HOPS-Komplex, welches bis dahin als GEF fiir Rab7 bekannt war (B). Abbildung A wurde
aus Cabrera und Ungermann (2010) und Abbildung B aus Poteryaev et al., 2010 entnommen und
modifiziert.

1.4.2. Monl1-Cczl-Komplex ist der GEF von Ypt7/Rab7
Beziiglich der Vps39-Untereinheit des HOPS-Komplexes, welche in den folgenden Abschnitt
ausfiithrlicher beschrieben wird, wurde in friiheren Untersuchungen angenommen, dass sie
eine Rab7-GEF-Aktivitdt hat (Wurmser ef al., 2000). Diese Annahme wurde aber von Peralta
et al. (2010) bei spéteren Untersuchungen in Zellkultur widerlegt. Hiernach konnte keine
Rab7-Aktivitdt ausgelost durch Vps39 beobachtet werden. Peralta et al. (2010)
argumentierten, dass die verdnderte Morphologie der Lysosomen (Clusterbildung bei Vps39-
Uberexpression und Fragmentierung der Lysosomen bei Expression des wahrscheinlich
dominant negativen Allels mVps39m,,) nicht von verdnderten Rab7-GTP-Bindungsstatus
begleitet war und somit wahrscheinlich durch eine indirekte oder unabhidngige Rab7-Aktivitét
zustande kommt (Peralta et al., 2010). Diese Ergebnisse sprechen also gegen eine GEF-
Aktivitdt von Vps39. Letztendlich haben Nordmann et al., (2010) durch Untersuchungen in
der Hefe gezeigt, dass Vps39 nicht fiir die GEF-Aktivitit von Ypt7/Rab7 zustindig ist und
wahrscheinlich als ein Effektor von Ypt7/Rab7 dient. Die GEF-Aktivitét fiir Ypt7/Rab7 haben
sie stattdessen dem Mon1-Ccz1-Komplex zugeordnet (Nordmann et al., 2010). Im Gegensatz
zu den oben dargestellten Ergebnissen von Poteryaev et al. (2010) wurde hier Vps39 als die
einzige Untereinheit des HOPS-Komplexes festgestellt, die Monl direkt bindet. Das auf der
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Basis dieser Ergebnisse vorgeschlagene Modell von Nordmann et al., (2010) besagt
Folgendes. Der Mon1-Cczl-Komplex wird durch Vps21/Rab5-GTP und CORVET an die
Endosomen rekrutiert. Es koordiniert die Inaktivierung von Rab5 und die Rekrutierung von
Ypt7/Rab7, moglicherweise zusammen mit Vps39. Monl-Cczl generiert Ypt7/Rab7-GTP
durch seine GEF-Aktivitdt und dieses kann anschlieBend an den HOPS-Komplex binden
(Abb.1.8). Darauthin findet die Fusion des spiten Endosoms mit der Vakuole/Lysosom statt.
(Nordmann et al., 2010).

Mon-Cczl Rekrutierung Ypt7/Rab7 Ypt7/Rab7 Aktivierung HOPS Bindung und Fusion

Rekrutierung GTP GDP

1 GTP

Ypt7
(ot o
M

2O® 0@ 2O @@
Q HOPS

Abb.1.8: Monl1-Cczl dient als GEF fiir Rab7. Das vorgeschlagene Modell von Nordmann et al.,
2010 stellt Monl und dessen Interaktionspartner Cczl als GEF fiir Rab7 dar. Die Abbildung wurde
aus Nordmann et al., 2010 entnommen und modifiziert.

+ Entfernung von Rab5

Das Model von Nordmann et al. (2010), dass der Mon1-Cczl-Komplex als GEF fiir Rab7
dient, wurde auch durch Experimente in Sdugetierzellen bestétigt (Gerondopoulos et al.,
2012). Allerdings konnte eine solche GEF-Aktivitit von SAND-1 fiir Rab7 von Poteryaev
und Spang in C. elegans nicht beobachtet werden (Poteryaev et al., 2007).

1.4.3. SAND-1/Mon1-Ccz1 als GDF fiir die Rekrutierung von Rab7
Ein drittes Modell iiber die Funktion vom SAND-1/Monl-Cczl-Komplex wurde aus den
Ergebnissen der Untersuchungen von Kinchen und Ravichndran (2010) in C. elegans und
Saugertierzellen aufgestellt. Kinchen und Ravichandran haben beziiglich der Funktion von
SAND-1/Monl in C. elegans gezeigt, dass SAND-1/Monl und Cczl auch beim
Reifungsprozess von Phagosomen den Austausch von Rab5 gegen Rab7 ermdglicht (Kinchen
und Ravichandran, 2010). Sie zeigten, dass Monl an Rab5-GTP bindet aber nicht an Rab5-
GDP. Dies steht im Gegensatz zur Ergebnissen von Poteryaev et al. (2007, 2010) die keine

Interaktion zwischen SAND-1/Monl und Rab5 feststellen konnten. Dariiber hinaus konnten
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Poteryaev et al. (2007) keine Interaktion zwischen SAND-1 und Rab7 feststellen. Kinchen
und Ravichandran (2010) haben dagegen gezeigt, dass Mon-1 an Rab7 bindet, aber nur im
Komplex mit seinem Bindungspartner Cczl. SAND-1/Monl scheint demnach die Interaktion
mit Cczl fiir die Erfiillung seiner Funktion beziiglich der Rekrutierung von Rab7 zu
benoétigen (Kinchen und Ravichandran, 2010). Sie haben auch gezeigt, dass die Assoziation
von endogenen GDI mit Rab7 durch die Expression von Monl alleine oder zusammen mit
Cczl in 293T Zellen abnahm. Dagegen blockiert die Expression von mutantem Monl die

Dissoziation von GDI von Rab7.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde von Kinchen und Ravichandran (2010) das folgende
Modell vorgeschlagen. Demnach wird SAND-1/Monl durch die Bindung an Rab5-GTP an
die frithe Endosomen rekrutiert. Nach der Bindung an seinen Interaktionspartner Ccz1l wirkt
dieses Protein-Komplex wie ein GDF und entfernt GDI von Rab7. Dadurch wird die Aktivitét
und Rekrutierung von Rab7 an die Membran der Endosomen ermdoglicht. Das von ihnen
vorgeschlagene Modell stellt SAND-1/Monl auch als einen neuen Effektor von Rab5 dar,
welcher in Komplex mit Ccz1 die Rab5-Aktivitdt und die Rab7-Rekrutierung bewirkt.
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Abb. 1.9: Das Modell von Kinchen und Ravichandran zur Funktion von Monl-Cczl. Monl
wurde auf Grund seiner Interaktion mit Rab-GTP von Kinchen und Ravichandran (2010) als ein neuer
Effektor fiir Rab5 vorgeschlagen. Sie nehmen an, dass die Rekrutierung und Aktivierung von Rab7
durch Monl-Cczl auf die Funktion des Komplexes als GDF zuriickzufithren sein koénnte. Die
Abbildung wurde aus Bohdanowicz und Grinstein (2010) entnommen und modifiziert.

Fiir die vollstindige Fusion der Membranen miteinander ist die Interaktion der Rab-GTPasen
mit einer Gruppe von Effektorproteinen notwendig, die dabei als eine Art Bindungsfaktoren
dienen. Durch sie werden die beiden Membranen miteinander verbunden. Die
Bindungsfaktoren liegen entweder wie EEA1, der Effektor von Rab5, auf den
frithen/sortierenden Endosomen, in Form von langen coiled-coil Proteinen vor oder sie
bestehen aus mehreren Untereinheiten (multisubunit tethering complex, MTC). Zwei solcher
Komplexe sind die heterohexameren Komplexe CORVET (class C core vacuole/endosome

tethering) und HOPS (homotypic fusion and protein sorting).

1.5. HOPS/CORVET-Komplexe

Aufbau und Funktionsweise dieser Komplexe wurden hauptsédchlich in der Hefe, in der sie
zuerst identifiziert wurden, untersucht. Beide Komplexe sind aber konserviert und kommen
auch in hoheren Eukaryoten wie Drosophila vor. Die beiden Komplexe haben vier
gemeinsame Proteine, Vpsl1, Vpsl6, Vpsl8 (in Drosophila Deep orange (Dor)) und Vps33
(in Drosophila Vps33A bzw. Carnation (Car) und Vps33B (CG5127)), die zu der Klasse C
der Vps-Proteine gehoren. Vps33 interagiert mit SNARE-Proteinen. Die beiden Komplexe
haben jeweils zwei spezifische Untereinheiten. Vps3 und Vps8 sind die spezifischen
Untereinheiten im CORVET Komplex, Vp39 und Vps4l diejenigen im HOPS Komplex.
(Ubersicht in Nickerson et al., 2009; Brocker et al., 2010; Epp et al., 2011; Balderhaar und
Ungermann, 2013).

Die HOPS und CORVET-Bindungsfaktor-Komplexe konnen mit Rab-GTPasen und mit
SNARE-Proteinen interagieren. Hierbei stellt CORVET das Effektorprotein von Rab5 dar
und scheint bei der homotypischen Vesikelfusion und der Entstehung von MVBs eine Rolle
zu spielen. Der HOPS-Komplex hingegen stellt den Effektorkomplex von Rab7 dar und ist
dementsprechend an der Fusion von Endosomen mit dem Lysosom beteiligt (Ubersicht in
Balderhaar und Ungermann, 2013). Bei beiden Komplexen wird angenommen, dass sie die
Zusammensetzung der SNARE-Proteine auf der Vesikelmembran kontrollieren. SNARE-
Proteine spielen eine zentrale Rolle bei der eigentlichen Verbindung bzw. Vermischung der

fusionierenden Membranen bei Endomembransystemen. (Bonifacino und Glick, 2004;
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Ungermann und Langosch, 2005; Jahn und Scheller, 2006). Fiir den HOPS-Komplex z. B.
wurde in der Hefe gezeigt, dass dieser Komplex die frithzeitige Auflosung der SNARE-
Proteine hindert (Hickey und Wickner, 2010). Die Strukturanalyse des HOPS-Komplexes hat
gezeigt, dass dieses eine Seepferd-dhnliche aber flexible Struktur hat (Brocker ef al., 2012).
Dabei kann der HOPS-Komplex als ldngliche Form vorliegen aber auch kontrahieren. Der
HOPS-Komplex kann durch seine beiden spezifischen Untereinheiten, Vps39 und Vps41, an
Rab7 binden. Diese Struktur hilft dem Komplex in seiner ausgestreckten Form an Rab7 zu
binden, welches auf spiten Endosomen und auf der Vakuole/Lysosom vorliegt. Durch die
Kontraktion néhern sich die Membranen der beiden Kompartimente an. Dadurch kann Vps33
mit den SNARE-Proteinen interagieren und deren Zusammensetzung fordern. Anschlieend
findet die Fusion des spdten Endosoms mit der Vakuole statt (Brocker et al., 2012 und

nachfolgende Abb.1.10).
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Abb.1.10: HOPS-Komplex: Struktur und Funktion. Die einzelnen Bestandteile des HOPS-
Komplexes sind in einer Seepferdchen-dhnlichen Form angeordnet (A), die dem Komplex die
Annahme einer lidnglichen und einer zusammengezogenen Konformation erlauben. Bei der Fusion der
spiaten Endosomen mit der Vakuole (dquivalent zum Lysosom) nimmt ein Ende des Komplexes
Kontakt mit der Membran der Vakuole auf, wihrend das andere Ende an die Membran des spiten
Endosoms gebunden bleibt. Danach kontrahiert der Komplex von der langen zur verkiirzten
Konformation und verringert dadurch den Abstand zwischen beiden Membranen, was deren Fusion
iiber die Funktion der SNAREs (rote Linien auf den Membranen) ermdglicht (B) (Brocker et al.,
2012). Die Abbildungen sind iibernommen und modifiziert von Brocker ef al., 2012.

1.6. Flugelimaginalscheibe von D. melanogaster als Untersuchungsmodell

In dieser Arbeit wurde Drosophila melanogaster als Untersuchungsorganismus und die
Fliigelimaginalscheibe als Untersuchungsgewebe verwendet. Drosophila enthdlt nur vier
Chromosome, wobei viele bis in die Sdugetiere konservierten Gene auch bei diesem
Organismus vorkommen. Durch die Verwendung von Balancerchromosomen werden die
dauerhafte Haltung mutanter Allele und auch vielféltige genetische Manipulationen der zu
untersuchenden Organismen ermoglicht, die zur Kartierung und Charakterisierung der
betreffenden Allele benutzt werden konnen. Ferner sind viele Methoden etabliert, wie z.B. die
klonale Analyse, mit deren Hilfe man sowohl wildtypische als auch mutante Zellen in einem
Gewebe nebeneinander vorliegend miteinander vergleichen kann, was die Charakterisierung von
Genfunktionen in D. melanogaster gut durchfiihrbar macht. Diese und viele weitere Vorteile

machen Drosophila melanogaster zu einem exzellenten Modellorganismus.

Die adulten Organe und Korperanhinge von D. melanogaster entwickeln sich aus den
sogenannten Imaginalscheiben, die ausgezeichnete Systeme fiir die Analyse der
Musterbildung und in vivo Experimente darstellen. Wahrend der embryonalen Entwicklung
stiillpen sich die Imaginalscheiben vom embryonalen Ektoderm als einschichtige und
undifferenzierte epitheliale Sdckchen aus und verbleiben als solche bis zur Metamorphose.
Die Zellen der Imaginalscheiben teilen sich wéhrend der larvalen Phase und differenzieren
wihrend der puppalen Phase zu den entsprechenden Teilen der Imago (Abb.1.11). Obwohl
alle Imaginalscheiben oberfldchlich ziemlich dhnlich sind, entwickeln sie sich entsprechend

dem Segment, auf dem sie lokalisiert sind.
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Abb.1.11: Der Entwicklungszyklus von D. melanogaster. Die in dieser Arbeit untersuchten
Fliigelimaginalscheiben wurden aus den Larven des dritten larvalen Stadiums entnommen. Die
eingesetzte Abbildung zeigt die ungefdhre Lage der Imaginalscheiben in der Larve und der gleich
kolorierten, daraus entstandenen adulten Organe im Imago dar. Abbildung iibernommen und verdndert
von Shingleton (2010).

Die Fliigel von Drosophila entwickeln sich aus den Fliigelimaginalscheiben. Wiahrend der
Metamorphose entsteht aus dem zweidimensionalen einschichtigen Epithel der Fliigel mit drei
Dimensionen. Dafiir werden Achsen festgelegt, die als Koordinatensystem dienen und entlang
deren sich die Zellen teilen und entwickeln. Die zwei Hauptachsen in den
Fliigelimaginalscheiben, entlang deren die Kompartimentbildung stattfindet sind die anterio-
posteriore (A/P) und die dorso-ventrale (D/V) Achse. Diese Achsen bilden die sogenannten
organisatorischen Zentren. Kompartimente werden von Griinderzellen erzeugt. Nachkommen
der Zellen in einem Kompartiment verbleiben in dem entsprechenden Kompartiment. Die
Kompartimente werden durch die Expression von entsprechenden Selektorgenen festgelegt

(Siehe Abb.1.12).

Das Selektorgen des posterioren Kompartiment ist engrailed (en) (Garcia-Bellido, 1975). Alle
Zellen die en exprimieren nehmen das posteriore Schicksal an. Die Zellen, die engrailed
exprimieren, exprimieren auch das Gen hedgehog (hh), denn die Expression von hh wird
durch en angeregt (Tabata et al., 1992; Zecca et al., 1995). Das Morphogen Hh wandert {iber
eine kurze Strecke in die benachbarte Zelle auf dem anterioren Kompartment und dort bindet
an seinem Transmembranrezeptor Patched (Ptc) (Chen und Struhl, 1998). Durch diese
Bindung wird die Inhibition des Transmembranproteins Smoothened aufgehoben und dieses

wird aktiviert. Dabei gelangt der Transkriptionsfaktor Cubitus interruptus (Ci) in den
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Nukleus, um dort die Expression von Zielgenen wie z. B. decapentaplegic (dpp) zu
induzieren (Robbins et al., 1997). Dpp wird in einem schmalen Streifen entlang der A/P-
Achse in dem anterioren Kompartiment exprimiert, wandert aber von dort aus sowohl in das
anteriore wie das posteriore Kompartiment. Die Zielgene von Dpp sind spalt (sal) und

optomotor-blind (omb).
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Abb.1.12: Schematische Darstellung einer Fliigelimaginalscheibe und der daraus entstehenden,
adulten Fliigelstrukturen. Durch die Selektorgene werden die D/V- und A/P-Achsen festgelegt und die
Proliferation der Zellen in der Fliigelimaginalscheibe gesteuert. Die Abbildung wurde entnommen und
modifiziert von Bryant, 1975: Fliigelimaginalscheibe; Heitzler ef al., 1996: Fliigel.

Das Selektorgen des dorsalen Kompartiments ist apterous (ap) (Diaz-Benjumea und Cohen
1993; Blair et al., 1994). Apterous induziert die Expression von Serrate (Ser) auf der dorsalen
Seite der Fliigelimaginalscheibe (Couso et al., 1995; Diaz-Benjumea et al., 1995). Serrate ist
einer der beiden Liganden des Notch-Rezeptors. Der zweite Ligand des Notch-Rezeptors ist
Delta (DI). Die Regulation der Aktivitdt des Notch-Rezeptors wihrend der Entwicklung der
Fliigelimaginalscheibe ist am besten erforscht an der D/V-Grenze. Der Notch-Rezeptor ist ein
Transmembranprotein und besteht aus einer extra- und einer intrazelluldiren Domédne. Nach
der Bindung eines der beiden Liganden wird der Rezeptor durch zwei proteolytische
Abspaltungen geschnitten. Dadurch wird die extrazellulire (Nextra (NECD)) von der
intrazelluliren Doméne (Nintra, NICD) getrennt und diese gelangt anschliefend in den
Zellkern. Dort bindet NICD an das DNA-bindende Protein Su(H) (Suppressor of Hairless)
und 16st zusammen mit dem Ko-Aktivator Mastermind (Mam), die Transkription der Zielgene
aus (Ubersicht in Klein, 2001 und Bray, 2006). Die Fliigelentwicklung beeinflussenden
Zielgene von Notch sind unter anderem vestigial (vg) und wingless (wg) die fiir die Bildung

des Fliigels entscheidende Rolle spielen.
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Durch die Expression der Selektorgene und ihrer Zielgene werden zwei wesentliche
Aufgaben bewerkstelligt, zum einen die Definition der einzelnen Kompartimente und somit
die korrekte Musterbildung der Fligelstrukturen, zum anderen die Steuerung der

Zellproliferation wihrend der Musterbildung.

1.7. Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung der Arbeit war die Kartierung und Charakterisierung einer unbekannten

Mutation auf dem linken Arm des zweiten Chromosoms (2L) von D. melanogaster.

Bei Voruntersuchungen wurden bei mutanten Individuen vergroBerte Vesikel beobachtet, die
Transmembranproteine wie den Notch-Rezeptor enthielten, was eine mdgliche Beteiligung
des betroffenen Gens bei intrazelluldrem Transport von Proteinen und moglicherweise auch

bei der Signaliibertragung und somit auch bei der Musterbildung in Aussicht stellte.

Nachdem die Kartierung des Gens erfolgt war und dieses als das Drosophila Ortholog von
monl (Dmonl) festgestellt wurde sollten weitere Charakterisierungen der Genfunktion
stattfinden. Hierzu sollten Konstrukte zur Expression von markierten und nicht-markierten
Versionen von Monl und dessen vermuteten Interaktionspartnern hergestellt und zur
Rettungs-, Uberexpressions- und Interaktionsstudien genutzt werden. Ferner sollten auch
Konstrukte zur Expression von Mon1-Orthologen in Drosophila hergestellt werden, um deren

Konservierung zu testen.

Zur Charakterisierung der Monl-Funktion in Drosophila sollten ferner zahlreiche sowohl
fluoreszenz- wie elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt werden, um auch
durch die Quantifizierung ihrer Charakteristika die Natur der entstandenen vergroBerten

Vesikel zu bestimmen.
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2. ERGEBNISSE

Der Phénotyp der mut4-Mutation ist zum ersten Mal im Zusammenhang mit Untersuchungen
an dem Gen big brain beobachtet worden. In einem big brain-mutanten Fliegen-Stamm (in
einigen bib’-Allelen, die auch unter dem Synonym bib™'” bekannt waren, Thomas Klein,
personliche Kommunikation) traten vergroferte Vesikel auf. Durch Antikorperfairbung mit
einem Antikorper, gerichtet gegen die extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors (NECD),
konnte gezeigt werden, dass die NECD in den vergroBerten Vesikeln akkumulierten. Dies
wurde zunichst auf eine gestorte Funktion von big brain zuriickgefiihrt, was zu Spekulationen
beziiglich einer bis dahin unbekannten Funktion von big brain in dem Notch-Signalweg
filhrte. Auffallend war jedoch, dass bei anderen big brain-Allelen dieser Phdnotyp nicht
auftrat (Thomas Klein, personliche Kommunikation). Die Vermutung lag nahe, dass
moglicherweise neben der Mutation des big brain Gens auch noch eine weitere Mutation auf
demselben Chromosom vorlag und dass diese fiir den Vesikel-Phénotyp verantwortlich war.
In daraufhin im Labor von Thomas Klein durchgefiihrten Rekombinations-Experimenten ist
es gelungen diese Vermutung zu bestitigen indem die beiden Mutationen getrennt wurden.
Hierbei wurden mehrere Stimme erzeugt, die {liber anderen big brain Allelen nicht
komplementiert haben (iiber big brain letal waren), jedoch keinen Vesikel-Phénotypen mehr
zeigten. Dies bestitigte, dass der Vesikel-Phénotyp nicht auf big brain sondern auf eine
weitere Mutation zuriickzufiihren war. Dies wurde noch weiter dadurch bestitigt, dass
gleichzeitig mehrere Stdmme erzeugt wurden, die nur noch den Phédnotyp der vergroBerten
Vesikel in Fliigelimaginalscheiben aufwiesen, jedoch in Transheterozygose iiber anderen big
brain Allelen lebensfdhig waren, d.h. bib komplementierten. Einer dieser Stimme, der nur

noch den Vesikel-Phinotyp zeigte, wurde als mut4 bezeichnet.

Klonale Analysen, die in Zusammenhang mit diesen ersten Untersuchungen durchgefiihrt
worden, zeigten, dass die Mutation mut4 sich auf dem linken Arm des zweiten Chromosoms
von Drosophila (2L) befindet (Thomas Klein, personliche Kommunikation; iiber eine
FRT40A-Sequenz, welche auf 2L des big brain-Allels lokalisiert war). Diese Untersuchungen
wurden zur genaueren Funktionsanalyse des betroffenen Gens im Rahmen der vorliegenden

Arbeit wiederholt und ausgebaut, wie nachfolgend im Detail dargelegt wird.

Neben mut4 war auch ein zweites Allel mit der Bezeichnung CS084 fiir die hier

beschriebenen Untersuchungen verfiigbar. Dieses Allel wurde von Takeshi Sasamura aus der
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Arbeitsgruppe Mark Fortini bei einem Screen des zweiten Chromosoms nach Mutanten, die
den Transport vom Notch-Rezeptor beeinflussen anhand einer verdnderten Notch-
Lokalisation gefunden und wurde flir Untersuchungen im Rahmen der hier vorliegenden
Arbeit bereitgestellt. Das Allel zeigt in Transheterozygoze liber mut4 einen Vesikelphénotyp

dhnlich der mut4-Homozygose auf.

2.1. Der Phanotyp von mut4

Fiir die Untersuchung des Phénotyps der mut4-Mutation wurden mutante Zellklone in
Fliigelimaginalscheiben von Drosophila mit Hilfe des MARCM-Systems erzeugt. Die klonale
Analyse bietet die Mdglichkeit, mutante Zellen in wildtypischen Hintergrund zu beobachten.
Die mutanten Zellen wurden durch die Anwesenheit des n/s-GFP-Markers gekennzeichnet
(Abb.2.1-B). Somit befanden sich die mutanten und die wildtypischen Zellen in einem

Gewebe nebeneinander und konnten direkt miteinander verglichen werden.

Die klonale Analyse und der Vergleich von mut4-mutanten Zellklonen mit wildtypischen
Zellen, mit Hilfe einer AntikOrperfirbung gegen die extrazellulire Doméne des Notch-
Rezeptors (NECD) bestitigte eine Akkumulation der extrazelluliren Doméne des Notch-
Rezeptors in vergroBerten, Vesikeln in mutanten Zellen (Abb.2.1). Um festzustellen ob der
gesamte Notch-Rezeptor in den Vesikeln vorhanden ist, wurde ebenfalls eine Antikdrper-
Farbung gegen die intrazellulire Domédne des Notch-Rezeptors (NICD) durchgefiihrt. Diese
zeigt, dass in den vergroBerten Vesikeln in den mutanten Zellen ebenfalls NICD akkumuliert
(Abb.2.2). Das weist darauf hin, dass der vollstindige Notch-Rezeptor sich in den
vergroferten Vesikeln befindet.
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yw hsFlp1.22 tubGAL4 UASnlIsGFP ; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A

Abb.2.1: mut4-mutante Zellklone enthalten vergrofBlerte Vesikel. Mit Hilfe des MARCM-Systems
wurden mut4-mutante Zellklone hegestellt, die an der Anwesenheit des GFP-Markers (B, C, E, G, H)
zu erkennen sind. Die Antikorperfairbung gegen die extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors
(NECD in A, C, D, G, H) zeigt in mutanten Zellen die Akkumulation des Rezeptors in vergroBerten
Vesikeln. D-H stellen VergroBerungen der zentralen Region in Abbildungen A-C dar.
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yw- hsFLP1.22 tubGAL4 UASnlsGFP; mut4FRT40A / tubGAL80 FRT40A

Abb.2.2: mut4-mutante Zellklone enthalten vergriofierte Vesikel, mit dem vollstiindigen Notch-
Rezeptor. Die mut4-mutanten Zellklone, erzeugt durch das MARCM-System, sind durch die
Anwesenheit des GFP-Markers (B, C, E, G, H) gekennzeichnet. Die Antikorperfarbung gegen die
intrazelluldre Doméne des Notch-Rezeptors (NICD in A, C, D, G, H) zeigt in den mutanten Zellen die
Akkumulation vergroflerter Vesikel, in denen NICD akkumuliert.
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2.2. Die vergroflerten Vesikel in mut4-mutanten Zellen enthalten neben

Notch auch andere Transmembran- und sekretierte Proteine

Als néchstes wurde die Frage verfolgt, ob das durch die mut4-Mutation betroffene Gen ein
spezifischer Faktor fiir den Transport des Notch-Rezeptors ist, oder ob dieses Gen eine
allgemeine Rolle beim Transport von verschiedenen Proteinen spielt. Um diese Frage zu
beantworten, wurden mut4-mutante Zellklone in den Fliigelimaginalscheiben mittels
MARCM-Systems induziert. Die Fliigelimaginalscheiben wurden mit Antikoérpern gegen die
Transmembranproteine Patched (Ptc), Serrate (Ser), Delta (DI) und gegen das sekretierte
Protein Wingless (Wg) gefarbt. Hierbei war zu beobachten, dass die mut4-mutanten Zellen
(mut4-Zellen) vergroferte Vesikel enthalten, in denen das sekretierte Protein Wingless
(Abb.2.3-B, C) und die Transmembranproteine Patched (Abb.2.3-E, F), Delta (Abb.2.3-H, I)
und Serrate (Abb.2.3-K, L) akkumulierten. In den daneben liegenden wildtypischen Zellen

waren diese Transmembranproteine in Vesikeln von wildtypischer Grof3e enthalten.

Um festzustellen, um welche Art von Vesikeln es sich tatsdchlich handelt, d.h. ob es
Exosomen sind, welche Proteine an die Zellmembran bringen sollen, oder Endosomen, d.h.
Vesikel die Proteine von der Plasmamembran oder von auflerhalb der Zelle aufnehmen und in
das Zellinnere fiihren, sei es im Rahmen der Signaliibertragung, oder fiir deren Abbau
(Fischer et al., 2006; Le Borgne et al., 2005; Sorkin und von Zastrow, 2009) wurde ein

uptake-Experiment durchgefiihrt, welcher im nichsten Abschnitt beschrieben ist.

Abb.2.3: mut4-mutante Zellklone enthalten neben Notch auch sekretierte und weitere
Transmembranproteine. Mit Hilfe des MARCM-Systems wurden mut4-mutante Zellklone
hergestellt, die durch die Anwesenheit des GFP-Markers (A, D, G, J) zu erkennen sind. Die
Antikorperfarbung gegen das sekretierte Protein Wg (B, C) und die Transmembranproteine Ptc (E, F),
Delta (H, I) und Serrate (K, L) zeigen eine Akkumulation der Proteine in vergroBerten Vesikel. Wg-
enthaltende Vesikel sind innerhalb des mut4-Klones weiter von der dorso-ventralen Grenze zu
beobachten als im wildtypischen Bereich (rote Pfeile in B).
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yw hsFlp1.22 tubGAL4 UASnIsGFP; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A

Serrate.
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2.3. Die Notch-enthaltenden Vesikel sind Endosomen

Der Notch-Rezeptor wird nach der Synthese im Golgi-Apparat durch Exozytose an die
Plasmamembran transportiert. Von da wird der Rezeptor falls er kein Signal empféingt, durch
Endozytose aufgenommen und nach der Internalisierung von der Plasmamembran entweder
recycelt und wieder an die Plasmamembran zuriickgebracht oder im Lysosom abgebaut (Bray,
2006). Generell gilt dhnliches auch fiir die anderen hier beobachteten Proteine. Um
festzustellen, ob es sich bei den in mut4-Zellen beobachteten vergroferten Vesikeln um
Endosomen handelt, wurde ein Uptake-Experiment durchgefiihrt. Hierbei wurde die
Endozytose iiber die unspezifische Aufnahme von Stoffen, mit Dextran Texas Red als
Substrat, und iiber spezifische Aufnahme von Antikdrpern, die von auferhalb der Zelle an
Transmembranproteine gebunden haben und dann zusammen mit diesen endozytotisch
aufgenommen werden, verfolgt (Entchev et al., 2000; Le Borgne and Schweisguth, 2003). Fiir
die Durchfiihrung dieses Experiments wurden die frei préparierten Fliigelimaginalscheiben
zuerst mit dem NECD-Antikorper bei 4°C inkubiert. In diesem Schritt findet die spezifische
Bindung der NECD-Antikorper an den Notch-Rezeptor statt, wobei die Inkubation bei 4°C
die Endozytose blockiert. Dadurch wurde eine unspezifische Aufnahme von ungebundenen
Antikorpern aus dem Medium in die Zellen verhindert. Nach der Bindung und dem
Auswaschen von ungebundenen NECD-Antikérpern werden die Fliigelimaginalscheiben bei
25°C inkubiert, damit die Endozytose wieder eingeleitet wird. Dabei wird auch das zugesetzte
Dextran markiert mit Texas Red unspezifisch aus der Umgebung aufgenommen (fiir eine
detaillierte Beschreibung siche Material und Methoden). Dextran Texas Red markiert somit
die Zellen in denen Endozytose stattgefunden hat. In mutanten Zellklonen waren vergroBerte,
Notch-enthaltene Vesikel zu beobachten, die gleichzeitig Dextran Texas Red enthielten
(Abb.2.4). Das aufgenommene Dextran Texas Red kolokalisiert mit vergroBerten Notch-
enthaltendenen Vesikeln in mut4-Zellen, was auf eine intakte Endozytose weist. Die
Akkumulation von Dextran-Texas Red und Notch in mut4-Zellen wiederum deutet darauf hin,
dass die vergroBerten Vesikel im mut4-mutanten Gewebe durch einen Defekt im endosomalen
Transportweg zustande kommen und es sich bei den vergréferten Vesikeln in mut4-mutanten

Zellkonen um Endosomen handelt.

Nach der Internalisierung wird das aufgenommene Material (Rezeptoren, etc.) in
wildtypischem Gewebe normalerweise innerhalb von 10-40 min entweder recycelt oder zum
Lysosom transportiert und dort abgebaut (fiir Review siehe Huotari und Helenius, 2011). In

den in dieser Arbeit durchgefiihrten uptake-Versuchen wurden die Notch-Rezeptoren jedoch
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selbst 90 min nach der Endozytose in vergroflerten Endosomen akkumuliert beobachtet (Abb.
2.4). Dies deutet auf eine Storung in dem endosomalen Transport durch die mut4-Mutation
hin, die diesen stoppt oder zumindest verlangsamt. Dabei ist aber noch nicht klar, ob es sich
bei dem Defekt, welcher die Akkumulation der vergréferten Endosomen zur Folge hat um

eine Storung im Recycling- oder degradativen Transportweg handelt.

Diese Frage wird im Abschnitt ,,Charakterisierung der mut4-vergroBerten Endosomen* weiter

unten anhand der Analyse entsprechender Marker untersucht.

ywhsFLP1.22 tubGAL4 UASnlsGFP; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A

Abb.2.4: Die vergroflerten Vesikel in mut4-mutanten Zellen sind Endosomen. Die mutanten
Zellklone wurden mit Hilfe des MARCM-Systems erzeugt. Zuerst wurde der Prozess der Endozytose
durch die Inkubation bei 4°C blockiert. In der Zeit wurden die Fliigelimaginalscheiben mit dem
Antikorper gegen die extrazellulire Domine des Notch-Rezeptors inkubiert. Nach dem Waschen
wurden die Fliigelimaginalscheiben mit Dextran Texas Red (A, B, F und H) versetzt und bei 25°C fiir
90 min inkubiert, wodurch die Endozytose wieder angeregt und die an Notch gebundenen Antikorper
und Dextran Texas Red endozytiert wurden (A, B, D und H). Die vergroerten Notch-enthaltenden
Vesikel sind mit Dextran Texas Red iiberlappend (D und H), was darauf hindeutet, dass die
vergroBerten Vesikel Endosomen sind.

Eine weitere Bestitigung, dass es sich bei den vergroflerten Vesikeln in mut4-Zellen um die
Endosomen handelt ist die auffillige Wingless-Verteilung in mutanten Klonen. Wingless wird

normalerweise in einem schmalen Zellstreifen an der dorso-ventralen Grenze der
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Fliigelimaginalscheibe exprimiert (Abb.2.3-B, C), von diesen sekretiert und wandert
anschlieBend {iiber eine Distanz von bis zu einigen Zelldurchmessern weit in benachbarte
Zellen ein (Gonzales et al., 1991; Strigini und Cohen, 1999). Dort wird es nach Endozytose
durch den endosomalen Transportweg zum Abbau ins Lysosom transportiert (Strigini und
Cohen, 2000; Marois et al, 2006). In mut4-mutanten Fliigelimaginalscheiben ist die Wg-
Expression wie im Wildtyp auf den schmalen Streifen entlang der dorso-ventralen Grenze
beschriankt. Allerdings konnen Wg-enthaltende Vesikel in mutanten Zellen mehrere
Zelldurchmesser weiter von der Expressionsquelle entfernt entdeckt werden, als dies in den
benachbarten wildtypischen Bereichen der Fall ist (sieche Pfeile in Abb.2.3-B und C). Diese
Beobachtung legt nahe, dass Wg von den signalempfangenden, mutanten Zellen endozytiert,
aber nicht entsprechend abgebaut werden kann. Das deutet darauf hin, dass es sich bei den
vergroBerten Vesikeln in mut4-mutanten Zellen, um Endosomen und einen Defekt bei deren
Abbau handelt. Ferner weist die Akkumulation der verschiedenen Transmembranproteine und
auch des sekretierten Proteins Wingless in mut4-mutanten Zellen darauf hin, dass es sich bei
dem mutierten Gen nicht etwa um einen spezifischen Faktor fiir den Transport des Notch-

Rezeptors, sondern um einen allgemeinen Faktor im endosomalen Transportweg handelt.

2.4. Charakterisierung der mut4-vergroflerten Endosomen

Um die mut4-vergrofBerten Endosomen genauer zu charakterisieren wurden verschiedene
endosomale Marker, unter anderem verschiedene Rab-GTPasen, die wichtige Bestanteile des
endosomalen Transportweges sind (Stenmark, 2009; Zerial und McBride; 2001) verwendet.
Dazu wurden in den Fliigelimaginalscheiben mut4-mutante Zellklone induziert, die in
mutanten Zellen entstehenden Endosomen mit dem Antikdrper gerichtet gegen die
extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors (NECD) markiert und untersucht mit welchen
endosomalen Markern diese Endosomen assoziieren. Die Ergebnisse dieser Analysen sind im

Folgenden dargestellt.

Um die Kolokalisation der vergroBerten, Notch-enthaltenden Endosomen in mut4-Zellen mit
Rab3, einem Marker fiir frithe Endosomen, und Rab7, Marker fiir reife/spate Endosomen, zu
untersuchen, wurden mut4-mutante Zellklone in den Fliigelimaginalscheiben erzeugt.
Gleichzeitig wurden die Fusionsproteine Rab5-CFP und Rab7-YFP unter der Kontrolle des
tubulin-Promoters (Marois et al., 2006) ubiquitdr in der gesamten Fliigelimaginalscheibe
exprimiert. Hierbei wiesen viele der Endosomen eine Rab5-Assoziation auf (Abb.2.5-C, E,

G). Die Assoziation mit beiden Markern wurde auch hier quantifiziert und ist beschrieben im
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Abschnitt ,,Quantifizierung der Kolokalisation der Rab-Proteine mit Notch enthaltenden

Endosomen®.

Anders als Rab5 wurde keine Assoziation zwischen den vergroBerten, Notch-enthaltenden
Endosomen in mut4-mutanten Zellklonen und Rab7 beobachtet (Abb.2.5-D, F, H). In daneben
liegenden wildtypischen Zellen konnte eine solche Assoziation bei einigen Vesikeln
beobachtet werden (Abb.2.5-H). Ferner konnte in mut4-mutanten Zellen eine gravierende
Veranderung der Lokalisation von Rab7 beobachtet werden, welches in mutanten Bereichen
nahezu keine Assoziation mit Endosomen zeigte, sondern groBtenteils zytoplasmatisch
verteilt war (Abb.2.5-H, L). Dies deutet darauf hin, dass die Rekrutierung von Rab7 an die
Endosomen in mut4-mutanten Zellen nicht stattfinden konnte. Diese Beobachtung stellt neben
der VergroBerung der Endosomen eine zweite phinotypische Auffilligkeit mus4-mutanter

Zellen dar.
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hsFlp1.22; armlacZ FRT40A / mut4 FRT40A; tubRab5-CFP tubRab7-YFP
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Abb.2.5: Die vergrioflerten, Notch-enthaltenden Endosomen in mur4-mutanten Zellklonen sind
kolokalisiert mit Rab5 aber nicht mit Rab7. Die Verteilung von Rab7 in den mutanten Zellen ist
verdndert, es ist zytoplasmatisch verteilt und nicht mehr an Endosomen gebunden (D, F, H und L). Die
mutanten Zellklone, gekennzeichnet durch die Abwesenheit des /lacZ-Reporters (eine
Antikorperfarbung gegen das Produkt von armlacZ, B-Galaktosidase, in A, C-H und I) wurden in den
Fliigelimaginalscheiben erzeugt. Gleichzeitig wurden in der gesamten Fliigelimaginalscheibe die
Fusionsproteine Rab5-CFP (C, E, G und K) und Rab7-YFP (D, F, H und L) unter der Kontrolle des
tubulin-Promotors ubiquitdr exprimiert. Die Fliigelimaginalscheiben wurden mit dem Antikorper
gegen die extrazelluldire Doméne des Notch-Rezeptors gefarbt (B-H und J).

Um die Verteilung von Recyclingmarkern Rab4 und Rabl1 und deren Assoziation mit den
vergroBerten Endosomen in mut4-mutanten Zellen zu beobachten, wurden mu¢4-mutante
Zellklone in Fliigelimaginalscheiben induziert in denen markierte Rab4- und Rabll-
Fusionsproteine unter einem endogenen Promotor exprimiert werden: fub-Rab4-mCherry und

HG-Rab11-GFP.
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Hierbei war zu beobachten, dass die meisten vergroBerten Endosomen in mut4-mutanten
Zellen mit Rab4 kolokalisiert sind (Abb. 2.6). Eine Quantifizierung der Rab4 Kolokalisation
wurde ebenfalls durchgefiihrt und ist detailliert beschrieben im Abschnitt ,,Quantifizierung

der Kolokalisation der Rab-Proteine mit Notch enthaltenden Endosomen®.

Im Gegensatz dazu sind die vergroferten Notch-enthaltenden Endosomen in mut4-mutanten
Zellen nicht mit Rab11 assoziiert. Ferner erscheint die Verteilung von Rab11 in den mutanten
Bereichen wildtypisch (Abb.2.7-F und H). Zusammengefasst scheint der Rabl1-vermittelte

Recycling-Transportweg nicht von der mu¢4-Mutation betroffen zu sein.

yw hsFlpl1.22 tubGAL4 UASnlsGFP ; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A;
tubRab4-mCherry

Abb.2.6: Die vergrofierten Notch-enthaltenden mut4-Endosomen sind mit dem Marker Rab4
kolokalisiert. Die mut4-mutanten Zellklone wurden mittels MARCM-Systems in den
Fliigelimaginalscheiben erzeugt, in denen Rab4-mCherry unter der Kontrolle des tubulin-Promotors
exprimiert wird (A, B, D, und F). Die mutanten Zell-Klone sind durch die Anwesenheit von GFP (A,
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B, C) gekennzeichnet. Die Fliigelimaginalscheiben wurden mit dem Antikérper gegen die
extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors gefiarbt (NECD in A, B, E und F). Die roten Pfeile in D
und E weisen auf vesikelassoziierte Marker Rab4 und NECD. Die weiflen Pfeile in F zeigen die
Kolokalisation der beiden Marker.

hsFlp1.22; armlacZ FRT

40A / mut4
A__ /._'-_“ i ? ) - B ._‘__--.'" "

FRT40A; hhGAL4 /

HGRab11-GFP

D'_. s

Rabl11 assoziiert. Die Verteilung von Rabll ist im mutanten Bereich verglichen mit dem
wildtypischen Bereich unverdndert. Die mutanten Zellklone sind durch die Abwesenheit des Reporters
armlacZ (die Antikdrperfirbung gegen das Produkt von armlacZ, B-Gal, in A, B, C, E und H)
gekennzeichnet. Die Fliigelimaginalscheiben mit ubiquitdrer Rabl1-Expression (A, B, C, F und H)
wurden gegen NECD geférbt (A, B, C, G und H), um die vergréBerten mut4-Vesikel zu markieren.

2.5. Quantifizierung der Kolokalisation der Rab-Proteine mit Notch

enthaltenden Endosomen
Eine Quantifizierung der Kolokalisation der untersuchten Rab-Proteine (Rab4, Rab5 und
Rab7) mit den Notch-enthaltenden Endosomen wurde in mut4-mutanten Klonen anhand
fluorenzenzmikroskopisch gewonnener Bilder durchgefiihrt. In mut4-mutanten Bereichen
wurden die Notch-enthaltenden Endosomen, die mit den Rab-Markern assoziiert waren,
gezdhlt und ihre Assoziation mit dem jeweiligen Marker wurde statistisch ausgewertet. Als

Kontrolle wurden Notch-enthaltende Endosomen, die mit dem jeweils untersuchten Marker
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kolokalisiert waren, in identisch groBen, nahe liegenden wildtypischen Bereichen

quantifiziert.

Zunichst wurde die Kolokalisation der Notch-enthaltenden Vesikel mit dem Marker fiir
Recycling-Endosomen, Rab4 bestimmt. In wildtypischen Zellen waren die Endosomen, die
den Notch-Rezeptor enthalten zu 77.24% + 12.35 (n=3 Klone) mit Rab4 assoziiert (Abb.2.8-
J), wéhrend in mut4-mutanten Zellen die Assoziation mit Rab4 91.54% + 10.96 betrug (n=3
Klone; Abb.2.8-J).

Beziiglich Rab5 wurden in wildtypischen Zellen 11.88% + 4.99 der Vesikel (Abb.2.8-J) mit
Rab5 assoziiert beobachtet. Dabei konnte eine Rab7-Assoziation der Vesikel zu einem
hoheren Anteil von 71.12% + 11.58 (Abb.2.8-J) mit Notch-positiven Endosomen festgestellt

werden.

Der Anteil von Rab5 assoziierten, vergroferten, Notch-enthaltenden Endosomen in mut4-
mutanten Zellklonen steigt auf 43.01% + 16.27 (n=3 Klone; Abb.2.8-J). Die Verteilung von
Rab5 ist aber unverdndert (Abb.2.5-K und Abb.2.8-F zeigt einen Vergleich zwischen
wildtypischen und mutanten Bereichen; Abb.2.8-F einen der quantifizierten Klone). Da in den
mutanten Zellen auch vergroflerte Endosomen ohne den Rab5-Marker existieren, besteht die
Vermutung, dass Rab5 in mut4-mutanten Zellen zwar die Endosomen verldsst aber dass

dieser Prozess verlangsamt verlduft.

Wie schon bei der phénotypischen Analyse oben angefiihrt, ist Rab7 vorwiegend
zytoplasmatisch lokalisiert und dementsprechend war auch keine Assoziation von Rab7 mit
vergroBerten Notch-enthaltenden Endosomen in mut4-mutanten Zellen festzustellen, (0%,

n=3 Klone).

Die Ergebnisse der Quantifizierung entsprechen den ersten, oberflachlicheren Beobachtungen
aus den immunhistologischen Férbungen. Rab4 und Rab5 sind mit den vergroBerten
Endosomen kolokalisiert, und die Kolokalisation mit diesen beiden Markern nimmt in den
mutanten Zellen zu. Rab7 dagegen ist nicht mit den vergroflerten Endosomen in den mutanten
Zellen assoziiert. Die immunhistologische Analyse legt sogar nahe, dass Rab7 in mut4-
mutanten Zellen nahezu keine vesikuldre Assoziation aufweist und weitestgehend nur noch

zytoplasmatisch lokalisiert vorliegt.
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Abb.2.8: Quantifizierung der Lokalisation der Rab-Proteine mit Notch-enthaltenden
Endosomen. Notch-enthaltende Endosomen, die mit den Markern Rab4 (A, B, C), Rab5 (D, E, F) und
Rab7 (G, H, 1) assoziiert sind, wurden in dem mut4-mutanten und in identisch groBen, in der Néhe
liegenden Bereichen gezdhlt. Die Kolokalisation mit den Markern wurde quantifiziert (J). Die
Kolokalisation von Notch-enthaltenden Endosomen mit Rab4 (p = 0.21) und Rab5 (p = 0.03) steigt in
den mutanten Zellen. Rab7 verliert seine Kolokalisation mit den Notch-enthaltenden Endosomen in
den mutanten Zellen vollstindig (p = 0.0004).

Fiir die weitere Charakterisierung der Natur der vergroBerten mut4-mutanten Endosomen,
wurden weitere endosomale Marker verwendet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen

werden im folgenden Abschnitt gezeigt.

Vps34 ist ein Effektorprotein von Rab5, welches das Lipid-,,Markenzeichen* friiher
Endosomen (PI(3)P) produziert (Christoforidis et al, 1999; Jovic et al, 2010; Gillooly et al.,
2000). PI(3)P wird von FYVE-Domine enthaltenden Proteinen als Bindesignal erkannt
(Gillooly et al., 2000; Kutateladze and Overduin, 2001). Die FYVE-Domine bindet
spezifisch und mit hoher Affinitit an PI(3)P (Kutateladze und Overduin, 2001). Diese
Tatsache wurde genutzt um ein Fusionskonstrukt aus zwei hintereinander liegenden Kopien
der FYVE-Domidne aus dem Hrs-Protein fusioniert mit GFP und einer myc-Markierung,
UAS-GFP-myc-2xFYVE, herzustellen, welches in Experimenten als eine Art Sensor fiir
PI(3)P enthaltende Lipidmembranen dienen kann (Gillooly et al., 2000; Wucherpfenning et
al., 2003). Mit Hilfe der UAS/GAL4-Technik wurde UAS-GFP-2XFYVE mit der Treiber-
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Linie hh-GAL4 auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheiben exprimiert, die
gleichzeitig mut4-mutante Zellklone trugen. Die Fliigelimaginalscheiben wurden mit dem
Antikorper gegen die extra- und intrazellulire Domine des Notch-Rezeptors geférbt
(Abb.2.9). FYVE-GFP war bei diesen Experimenten auf den Membranen der vergroBerten
Endosomen, die sowohl die extra- als auch die intrazelluldire Doméne des Notch-Rezeptors
enthalten zu beobachten (Abb.2.9). Dies deutet darauf hin, dass die Rab5-vermittelte
Rekrutierung von Vps34 zu den Endosomen auch in den mut4-mutanten Zellen stattfindet,
was wiederum fiir eine unbeeintrachtigte Funktion von Rab5 in diesen Zellen spricht. Damit
Rab5-vermittelte Rekrutierung von Vps34 stattfindet und Vps34 an die Membran der
Endosomen bindet, muss Rab5 aktiv sein (Christoforidis et al, 1999; Jovic et al, 2010). Das
fithrt zur einer zweiten Schlussfolgerung, dass es sich bei Rab5 welches assoziiert mit den

vergroBerten Endosomen in mut4-Zellen vorliegt um aktives, GTP-gebundenes Rab5 handelt.

Neben der Bindung des synthetischen Markers FYVE-GFP wurde ferner untersucht ob Hrs
als ein natiirliches Protein mit den vergroferten Vesikeln assoziiert. Hrs gehdrt zum ESCRT-0
Komplex der ESCRT-Maschinerie und ist als Marker dem friiheren endosomalen

Kompartiment zuzurechnen.
Die Fliigelimaginalscheiben, die mut4-mutante Zellklone trugen, wurden mit Antikdrpern

gegen NECD und Hrs gefarbt. Die vergroerten Endosomen in mut4-mutanten Zellen konnten

hierbei als mit Hrs kolokalisiert beobachtet werden (Abb.2.10).
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ut4 FRT40A; hhGAL4 / UASFYVE-GFP

hsFlp1.22; armlacZ FRT40A / m

Abb.2.9: Die Membranen der vergrofierten Endosomen in muz4-mutanten Zellen enthalten
PI(3)P. Die mutanten Zellklone, gekennzeichnet durch die Abwesenheit des Reporters armlacZ (eine
Antikorperfarbung gegen das Produkt von B-Galaktosidase, in A1, A2, A3. B1, B2 und B3) wurden in
den Fliigelimaginalscheiben erzeugt, in denen das Marker-Konstrukt FY VE-GFP auf der posterioren
Seite unter #hGAL4-Kontrolle exprimiert wird (A1, A2, B1, B2). Die Fliigelimaginalscheiben wurden
mit dem Antikorper gegen die extra- (NECD in A1-A4 und A6) und intrazelluldre (NICD in B1-B4
und B6) Doméne des Notch-Rezeptors gefarbt. FYVE-GFP befindet sich auf der Membran der
vergroBerten Endosomen in mut4-mutanten Zellen, die sowohl die extra- als auch intrazelluldre
Domaéne des Notch-Rezeptors und somit den gesamten Rezeptor enthalten (A4, B4).
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yw hsFlpl.22 tubGAL4 UASnlsGFP ; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A
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Abb.2.10: Die vergroBBerten Endosomen in mut4-mutanten Zellen sind mit Hrs kolokalisiert. Mit
Hilfe des MARCM-Systems wurden mut4-mutante Zellklone hergestellt, die durch die Anwesenheit
des GFP-Markers (A, D, E) zu erkennen und in den Abbildungen durch den gelben Umriss markiert
sind. Die Antikdrperfarbung gegen die extrazelluldre Domédne des Notch-Rezeptors (NECD in C, D, G
und H) und Hrs (in B, D, F und H) zeigt, dass die vergroBerten Endosomen in mut4-mutanten Zellen
mit Hrs kolokalisiert sind (gelbe Uberlagerung in H).

Die Bindung von FYVE-GFP (Abb.2.9), Hrs (Abb.2.10) und Rab5 (Abb.2.5) an die Membran
der vergroferten mut4-Endosomen, ist ein erster Hinweis darauf, dass die Lokalisierung des
Lipides PI(3)-P wahrscheinlich ungestort ist, wodurch FYVE-Doménen besitzende Proteine

wie der Rab5-Effektor und Hrs an diese rekrutiert werden konnen.

Dor (deep orange), ein Homolog von Vps18 aus der Hefe, ist eine Komponente des Vps-C-
Komplexes, der in den aus der Hefe bekannten CORVET- und HOPS-Komplexen vorkommt
(Nickerson et al, 2009). Dor lokalisiert an spdten Endosomen (Sevrioukov et al., 1999) und
wird deswegen auch als Marker fiir diese verwendet. Der Ausfall von Dor flihrt zu einer
gestorten lysosomalen Degradation, so dass es funktionell wahrscheinlich fiir die Lieferung
der Proteine zum Lysosom benétigt wird (Sriram et al., 2003). Der HOPS-Komplex dient als
eine Art Bindungsfaktor zwischen spédten Endosomen und Lysosomen (Brocker et al., 2012;

Balderhaar und Ungermann, 2013).
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Das Transmembranprotein Spinster wird sowohl in Nerven als auch in Muskelzellen
exprimiert und wird fiir das normale Wachstum der Prd- und Postsynapse benotigt. Spinster
ist auf spdten/lysosomalen Kompartimenten mit niedrigem pH-Wert lokalisiert (Sweeney und

Davies, 2002). Spinster wird als Marker fiir die spiten Endosomen verwendet.

Die Fliigelimaginalscheiben, die mut4-mutante Zellklone enthalten, wurden mit Antikdrpern
gegen Dor (Abb.2.11) und Spinster (Abb.2.12) gefirbt. Die vergroferten mut4-Endosomen

sind mit diesen beiden spatendosomalen Markern assoziiert.

yw hsFlpl.22 tubGA

4 UASnIsGFP ; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A

1C

@©FP w, 4 % fe A NTE_CD __ EcD s ;
Abb.2.11: Die vergrofierten, Notch-enthaltenden Endosomen in mut4-mutanten Zellen sind mit
Dor kolokalisiert (D, H). mut4-mutante Zellklone, erzeugt durch das MARCM-System, sind durch
die Anwesenheit des GFP-Markers (A, D, E) bzw. durch den gelben Umriss gekennzeichnet. Die
Imaginalscheiben wurden zur Kennzeichnung der Vesikel mit Antikdrpern gegen die extrazelluldre
Doméne des Notch-Rezeptors (C, D, G, H) und Dor (B, D, F, H) gefarbt.
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yw hsFlpl1.22 tubGAL4 UASnlsGFP ; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A
B C . '. 7 D “..:.‘I -
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Abb.2.12: Die vergrofierten, Notch-enthaltenden Endosomen in mut4-mutanten Zellen sind mit
Spinster kolokalisiert (D, H). mut4-mutante Zellklone, erzeugt durch das MARCM-System, sind
durch die Anwesenheit des GFP-Markers (A, D, E) bzw. durch den gelben Umriss gekennzeichnet.

Die Imaginalscheiben wurden mit Antikoérpern gegen die extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors
(C, D, G, H) und Spinster (B, D, F, H) gefarbt.

Die Membran der reifen/spaten Endosomen enthélt das lysosomale Membranprotein LAMP-1
(lysosome associated membrane proteine-1; Huotari und Helenius, 2011), welches als Marker
fiir spate Endosomen und Lysosomen verwendet werden kann. In Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde ein synthetisches Reporterkonstrukt, Lamp1-GFP, verwendet welches aus eGFP
gefolgt von der Transmembrandomdne und dem zytoplasmatischen Abschnitt aus dem
humanen Lampl besteht. Der zytoplasmatische Abschnitt des Lampl ist fiir die Lokalisation
des Fusionsproteins an spite Endosomen/Lysosomen ausreichend (Rohrer et al., 1996,

Pulipparacharuvil et al., 2005).

Zwei verschiedene Lamp-1-Konstrukte standen zur Verfiigung. Lamp1-GFP wurde auf zwei
Weisen in den Fliigelimaginalscheiben exprimiert. Zum einen in niedriger Expressionsstérke
indem das Fusionsprotein Lamp1-GFP ubiquitdr unter der Kontrolle des fubulin-Promotors
(tub-lamp 1-GFP) exprimiert wurde (Abb.2.13). Zum anderen mit hoher Expressionsstéirke
wobei Lampl-GFP unter der Kontrolle des UAS-Promotors (UAS-lampl-GFP)
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iiberexprimiert wurde (Abb.2.14). Die zwei unterschiedlichen Expressionsarten wurden
gewihlt, da aus fritheren Versuchen der Arbeitsgruppe bekannt war und ebenfalls in der
vorliegenden Arbeit beobachtet werden konnte, dass die Expression vieler Proteine die am
endosomalen Transportweg beteiligt sind, wie z. B. Rab5 und Rab7, mittels des UAS/GAL4-
Systems aufgrund der erzielten hohen Expressionsstirke zu nicht-physiologischen
Uberexpressionsphinotypen fiihren kann. Hierbei wurde beobachtet, dass, wie auch schon in
einigen Verdffentlichungen berichtet, die Uberexpression von Rab5 und Rab7 die
Akkumulation vergroBerten Vesikel in den Expressionszellen zur Folge hat (Bucci ef al.,
1992; Stenmark et al., 1994; Wucherpfennig et al., 2003). Durch die schwichere Expression
mittels des tubulin-Promotors sollte kontrolliert werden, ob die Lokalisation von Lamp1-GFP
und deren mogliche Anderung in mut4-mutanten Zellen auf den Genausfall zuriickzufiihren
ist, oder einen unspezifischen Uberexpressionseffekt darstellt. Aus demselben Grund sind
einige der spiter hier beschriebenen Experimente, in denen markierte Rab-Proteine exprimiert

wurden ebenfalls bevorzugt mittels des tubulin-Promotors durchgefiihrt worden.

Die vergroBerten Endosomen in den mutanten Zellen waren bei beiden benutzten
Expressionswegen mit Lamp-1 assoziiert (Abb.2.13 und Abb.2.14). Die Bindung von Lamp-1
mit diesen Endosomen ist ein weiterer Hinweis darauf, dass diese reifen/spiten Endosomen

zuzurechnen sind.

In Drosophila-Zellen, wird das Fusionsprotein Lampl-GFP vom Golgi-Apparat in spéte
Endosomen und Lysosomen transportiert wo GFP durch Hydrolase-Aktivitdt und sinkenden
pH abgebaut wird (Demaurex, 2002; Rohrer et al., 1996; Pulipparacharuvil et al., 2005).
Dadurch wird die zu beobachtende Leuchtintensitit des Lamp1-GFP-Fusionsproteins in den
Zellen gewissermallen im Gleichgewicht gehalten. Durch die beiden Expressionswege mittels
tub-lamp-1-GFP bzw. UAS-lamp [-GFP werden, wie schon oben angefiihrt, unterschiedliche
Mengen des Fusionsproteins in den Zellen bereitgestellt, wobei durch das UAS-System weit
hohere Mengen produziert werden. Es ist aber moglich, dass die weitaus stdrkere
Leuchtintensitét, die bei dem UAS-System zu beobachten war, dabei nicht nur auf die hohere
Expressionsrate zurlickzufithren ist, sondern dass die Akkumulation auch ein weiterer
Hinweis auf einen Abbaudefekt in mut4-mutanten Zellen ist. Die hohere Expressionsrate
,uberfordert das defekte Abbausystem dann zusétzlich, was dazu fiihrt, dass der
Leuchtintensititsunterschied zwischen dem mutanten und wildtypischen Gewebe bei dem

UAS-System noch stirker ausfillt als bei der Benutzung des tub-Lamp1-GFP-Konstruktes.
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Arl8, ein Protein aus der Familie der Arf-dhnlichen GTPasen, welches in Drosophila von der
Transkriptionseinheit CG7891 kodiert wird, ist auf Lysosomen lokalisiert und wurde daher
auch in Rahmen dieser Arbeit als ein lysosomaler Marker verwendet. Arl8 beeinflusst die
Beweglichkeit der Lysosomen, wie in COS-Zellen mittels der Uberexpression von Arl8 aus
Drosophila gezeigt wurde. (Hofmann und Munro, 2006). Die Antikorperfairbung von
Fliigelimaginalscheiben mit Arl8 zeigt keine Kolokalisation zwischen den mut4-mutanten
Endosomen und dem lysosomalen Marker Arl8 (Abb.2.15). Auch erscheint die Verteilung

von Arl8 in mutanten Zellen verglichen zu wildtypischen Zellen unverandert (Abb.2.15).

hsFLP1.22 / tubLAMP1-GFP; armlacZ FRT40A / mut4 FRT40A

Abb.2.13: Die mut4-Endosomen sind mit LAMP-1 assoziiert. Die mutanten Zellklone,
gekennzeichnet durch die Abwesenheit des lacZ-Reporters (eine Antikorperfarbung gegen das Produkt
von armlacZ, B-Galaktosidase in A, D, E und H), wurden in den Fliigelimaginalscheiben erzeugt, in
denen das Fusionsprotein LAMP1-GFP unter der Kontrolle des fubulin-Promotors ubiquitdr in der
gesamten Fliigelimaginalscheibe exprimiert wird (C, D, G, H). Die Imaginalscheiben wurden zur
Kennzeichnung der mut4-Vesikel mit dem Antikorper gegen die extrazellulire Doméne des Notch-
Rezeptors gefdrbt (B, D, F, H).
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hsFlp1.22; armlacZ FRT40A / mut4 FRT40A; UASLamp1-GFP
By C ’

Abb.2.14: mut4-Endosomen kolokalisieren mit dem unter der Kontrolle des UAS-Promotors
exprimierten Lampl-GFP. Lampl-GFP wurde in Fliigelimaginalscheiben, die mut4-mutante
Zellklone enthalten (gekennzeichnet durch die Abwesenheit des Reporterkonstruktes armlacZ in A-
D), auf der posterioren Seite exprimiert (A, B, C, E, G). Die Fliigelimaginalscheiben wurden zur
Kennzeichnung der mut4-spezifischen Vesikel mit dem Antikorper gegen die extrazellulire Doméne
des Notch-Rezeptors (NECD in A, B, C, F, G) gefarbt.
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yw hsFlp1.22 tubGAL4 UASGFP; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A

Abb.2.15: Die vergroflerten, Notch-enthaltenden Endosomen in mut4-mutanten Zellklonen
zeigen keine Assoziation mit dem lysosomalen Marker Arl8. Die mut4-Mutation zeigt ebenfalls
keinen Einfluss auf Arl8-Verteilung in mutanten verglichen mit wildtypischen Zellen. Die mu#4-
mutanten Zellklone, erzeugt durch das MARCM-System, sind durch die Anwesenheit des GFP-
Markers (A, D, E), bzw. durch die gelben/weilen Umrisse gekennzeichnet. Die
Fliigelimaginalscheiben wurden mit den Antikdrper gegen die extrazellulire Domidne des Notch-
Rezeptors (B, D, F, H) und Arl8 (C, D, G, H) gefarbt.

Die vergrofBerten Endosomen in mut4-Mutanten Zellen sind mit Lamp-1, einem
spatendosomalen/lysosomalen Marker kolokalisiert aber nicht mit den lysosomalen Marker
Arl8 und die Verteilung beider Marker ist in den mutanten und wildtypischen Zellen
unverdndert. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die vergroBerten, Lamp-1-positiven

mut4-Endosomen reife Endosomen und keine Lysosomen sind.

2.6. Saures Milieu der Endosomen in mut4-mutanten Zellklonen
Auf dem Weg zum Lysosom fillt der pH-Wert vermittelt durch die Funktion von ATPasen
der Vakuolen (V-ATPasen; Forgac, 2007; Marshansky und Futai, 2008) stindig ab, von den
schwach sauren frithen Endosomen (pH-Wert zwischen 6.8 und 5.9) bis zu spiten Endosomen
(pH-Wert zwischen 6.0 und 4.9) (Maxfield und Yamashiro, 1987). Der fallende pH-Wert ist
hierbei charakteristisch fiir die Reifung der Endosomen. Das in den Lysosomen herrschende

saure Milieu kann mittels Substanzen, die sich bevorzugt in solchen pH-Bereich ansammeln,
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genutzt werden um spezifisch die Lysosomen anzufirben. Eine der hierzu genutzten
Substanzen ist der sogenannte LysoTracker (Invitrogen, Carlsbad, USA). Zur Bestitigung der
durch die Analyse endosomaler Marker gewonnenen Einschitzung der mut4-Vesikel als
spéter/reifer Endosomen wurden Fliigelimaginalscheiben mit mut4-mutanten Zellklonen mit
dem LysoTracker gefirbt. Dabei zeigten die mut4-mutanten Zellklone im Vergleich zu den
daneben liegenden wildtypischen Zellen eine groflere Ansammlung des LysoTracker auf, was

auf die Ansduerung der dort vorhandenen, vergroferten Endosomen hindeutet (Abb. 2.16).

yw hsFlpl1.22 tubGAL4 UASnlIsGFP ; mut4 FRT40A / tubGAL80 FRT40A

Abb.2.16: Die vergrioflerten Endosomen in den mut4-mutanten Zellklonen haben sauren
Charakter. Die Farbung mit LysoTracker, der fiir die Farbung von Kompartimenten mit saurem
Milieu verwendet wird, wie er in Lysosomen herrscht, zeigt eine Ansammlung von diesem Farbstoff
in den mutanten Zellen. Die mut4-mutanten Zellklone, erzeugt durch das MARCM-System, sind durch
die Anwesenheit des GFP-Markers gekennzeichnet.

Zusammengefasst fiihrt die mur4-Mutation zur Entstehung vergroBerter Endosomen, die
verschiedene Transmembranproteine enthalten. Obwohl die mut4-Endosomen mit dem
Recyclingmarker Rab4 assoziiert sind, spricht deren Assoziation mit den spidtendosomalen
Markern gegen einen Recyclingcharakter dieser Endosomen, und dafiir, dass diese den reifen
Endosomen zuzurechnen sind. Diese Einschitzung wird auch durch den sauren Charakter der

Endosomen bestérkt.

Es scheint also der Austausch von Rab5 gegen Rab7 wihrend der Endosomenreifung (Rink ef
al., 2005) betroffen zu sein, da Rab5 hiufiger an Endosomen assoziiert zu beobachten ist,
wihrend Rab7 nicht mit den mut4-charakteristischen Endosomen assoziiert ist. Dazu kommt

die Verdnderung der Rab7-Lokalisation durch diese Mutation. Rab7 ist zytoplasmatisch
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verteilt, d.h. es zeigt liberhaupt keine endosomale Assoziation in mut4-mutanten Bereichen
mehr auf. Weil die Hauptfunktion von Rab7 die Vermittlung der Fusion spiter Endosomen
mit Lysosomen ist (Vanlandingham und Ceresa, 2009), ist es aufgrund der in Rahmen dieser
Arbeit beschriebenen Experimente anzunehmen, dass der beobachtete endosomale Effekt der

mut4-Mutation die Folge eines Abbau-Defektes in den betroffenen Zellen ist.

Elektronenmikroskopische Analyse von mut4-mutanten Zellen

Durch Fluoreszenzaufnahmen kann nicht eindeutig festgestellt werden, ob die beobachteten
mut4-Vesikel tatsdchlich groBer sind oder ob lediglich eine verdnderte Inhaltsverteilung den
Eindruck erweckt, dass die Vesikel groBer sind. Ein solcher Eindruck koénnte z. B. dadurch
entstehen, dass die angefédrbten Proteine {iber groBBere Bereiche eines Endosoms, bzw. lingere
Abschnitte der endosomalen Membran verteilt sind, anstatt an einer Stelle akkumuliert
vorzuliegen. Um eine hohere Auflosung vom Inneren der Zelle zu erhalten und die
Morphologie der vergroBerten Endosomen besser studieren zu konnen, wurden deswegen
zusitzlich zu den Fluoreszenzaufnahmen elektronenmikroskopische Analysen durchgefiihrt.
Da die Fliigelimaginalscheiben aus einem einschichtigen Epithel aufgebaut sind, wurden nach
deren Einbettung Querschnitte durch die Fliigelimaginalscheiben durchgefiihrt, um die
Verteilung von Endosomen fiiber die gesamte Ausdehnung einer Zelle und auch die

Morphologie der Endosomen beobachten zu kdnnen (Abb.2.17).

Der Vergleich von analogen Arealen in solchen Querschnitten mut4-mutanter und
wildtypischer Fliigelimaginalscheiben zeigte, dass in mut4-mutanten Fliigelimaginalscheiben
tatsdchlich eine hohere Anzahl von MVBs vorhanden ist. Bei Auszdhlung von Arealen
gleicher GroBe konnten beispielsweise 30 MVBs in einer mut4-mutanten
Fliigelimaginalscheibe verglichen zu 18 in einer wildtypischen Fliigelimaginalscheibe
festgestellt werden (Abb.2.18-A, B). Dazu waren diese Vesikel in mutanten
Fliigelimaginalscheiben groBer, und enthielten mehr intraluminale Vesikel (ILV) (Abb.2.18-
C). Die Anwesenheit der ILV in MVBs deutet hierbei auf eine intakte Funktion der ESCRT-

Maschinerie in mut4-mutanten Zellen hin.
Um die beobachtete VergroBerung der MVBs in mut4-mutanten Fliigelimaginalscheiben

genauer zu quantifizieren, wurde eine statistische Analyse anhand zwei verschiedener

experimenteller Ansétze durchgefiihrt. Der Aufbau und die Ergebnisse dieser Analyse sind im
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Abschnitt ,,Quantitative Analyse des Vesikel-Phénotyps bei beeintrachtigter Dmonl/Dcczl
Funktion* detailliert beschrieben.

Das Vorkommen vergroferter, transmembranproteinenthaltender Endosomen in den mut4-
Zellen deutet auf eine allgemeine Storung des endosomalen Transports und damit
einhergehend auf eine Stérung des Proteinabbaus, wobei die Stérung durch die Mutation an
dem Ubergang zwischen den spiten Endosomen und dem Lysosom vorzuliegen scheint.
Neben den MVBs sind daher auch die Lysosomen elektronenmikroskopisch analysiert
worden, wobei allerdings die Morphologie der Lysosomen in den mut4-mutanten Zellen

unverindert erschien (Pfeile in der Abb.2.19).

posterior
anterior

Anterior

Flagelimaginalimaginalscheibe

Abb.2.17: Ubersichtsabbildungen einer Fliigelimaginalscheibe in Fluoreszenzaufnahmen (A-in
Aufsicht) und im Semidiinnschnitt in Tolluidin-Blau (B-im Querschnitt). Die roten Linien in A zeigen
die ungefdhre Lage der elektronenmikroskopisch untersuchten Querschnitte.
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Abb.2.18: Die EM-Analyse zeigt eine erhohte Anzahl von MVBs, die aulierdem im Vergleich
zum wt in mut4-mutanten Fliigelimaginalscheiben vergrofiert sind. Der Vergleich zwischen einem
gleichgroBen Areal in mut4-mutanten (B) und wildtypischen (A) Fliigelimaginalscheiben zeigt, dass in
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den mut4-mutanten Fliigelimaginalscheiben mehr MVBs vorkommen. Der Vergleich der einzelnen
MVBs in den kleineren, untenstehenden Abbildungen (C) zeigt eine enorme Vergroferung der
Endosomen/MVBs in den mut4-mutanzen Zellen. Die GroBenbalken in A und B entsprechen 10pum
und die in C 250 nm.

Abb.2.19: Die Morphologie von Lysosomen erscheint unverindert in mut4-mutanten Zellen. Die
roten Pfeile zeigen auf die Lysosomen. MVBs sind gelb markiert.

Die Endosomen stellen bewegliche Strukturen dar, die nach der Internalisierung und im Laufe
des Reifungsprozesses von der Zelloberfliche in Richtung des Zellkerns entlang von
Mikrotubuli (MT) transportiert werden. In wildtypischen Zellen haben die frithen Endosomen
eine periphere Verteilung wihrend die spiten Endosomen und Lysosomen sich im
perinukleédren Bereich, in der Ndhe vom Zellkern befinden wo auch die Lysosomen zu finden
sind (Abb.2.20-A) (Huotari und Helenius, 2011). In den mut4-mutanten Zellen der
Fliigelimaginalscheiben befinden sich die vergroBerten MVBs ebenfalls in der Ndhe des
Zellkerns in der perinukledren Region (Abb.2.20-B), die Mobilitdt der Endosomen und deren
Transport entlang der Mikrotubuli scheint also durch die mu¢4-Mutation nicht beeintréchtigt

Zu sein.
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Abb.2.20: Die Beweglichkeit der Endosomen ist durch die mut4-Mutation nicht beeintrichtigt.
Die vergroBerten MVBs in mut4-mutanten Zellen befinden sich in der Nédhe des Zellkerns (B), wie
dies auch in wildtypischen Zellen (A) zu beobachten ist.

2.7. Kartierung der Mut4-Mutation

Wie bereits erwihnt, wiesen vorhergehende Experimente darauf hin, dass sich die Mutation
mut4 auf dem linken Arm des zweiten Chromosoms (2L) von Drosophila melanogaster
befindet. Um den chromosomalen Bereich, auf dem die Mutation liegt, genauer einzugrenzen,
wurde eine Komplementationsanalyse durchgefiihrt indem der mut4-Stamm gegen sdmtliche
erhiltlichen Defizienzen-Stimme des gesamten linken Arms des zweiten Chromosoms
[Df(2L)] aus dem (sogenannten) Defizienzen-Kit der Stammsammlung Bloomington gekreuzt
wurde. Die mut4-Mutation ist in Homozygose puppal semiletal. Bei dem Screen gegen die
Defizienzen wurde zum einen nach Semiletalitdt in Transheterozygose, zum anderen mittels
Antikorperfarbungen gegen die extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors nach dem mut4-
spezifischen Vesikel-Phinotyp gescreent, fiir den Fall, dass die Defizienz, die das mut4-Gen
betrifft zu einem nur teilweisen Funktionsverlust des Gens fiihrt, der in Transheterozygose

mit dem mut4-Allel nicht letal ist.

In Rahmen des Screens wurden keine Defizienzen gefunden, die in Transheterozygose iiber
mut4 letal waren. Allerdings wurden drei Defizienzen Df(2L)Exel6010, Df(2L)Exel8012 und
Df(2L)Exel9062 identifiziert, die gekreuzt gegen die mut4-mutanten Fliegen, im
transheterozygoten Zustand den gleichen Phinotyp zeigten wie mut4-homozygote Mutanten,

also vergroBerte Endosomen, die den Notch-Rezeptor beinhalteten (Abb.2.21).
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Abb.2.21: Drei Defizienzen-Stimme des linken Arms des zweiten Chromosoms zeigen in
transheterozygotem Zustand iiber dem mut4-Allel (C, D, E) den gleichen Phinotyp wie mut4-
homozygote Mutanten (B) im Bezug auf das Vorkommen Notch-enthaltender vergrofierter
Endosomen. Fliigelimaginalscheiben aus wt (A), mut4-Mutanten (B) und Defizienzen iiber mut4
(Exel9062 in (C), Exel8012 in (D) und Exel6010 in (E)) sind mit dem Antikorper gegen die
extrazelluldre Doméne des Notch-Rezeptors gefarbt.

Allen drei dieser Defizienzen, Df(2L)Exel6010 (25A7-25B1), Df(2L)Exel8012 (25B1-25B5)
und Df(2L)Exel9062 (25B1-25B1), ist es gemeinsam, dass ihnen Teile oder die gesamte

Bande 25B1 des 2L-Chromosomenarms fehlt, was auf diese Region als Lokus des mut4-Gens

hinweist (Abb.2.22).

Von den in diesem Bereich befindlichem Transkriptionseinheiten zeichnete sich die
Transkriptionseinheit CG11926 als der vielversprechendste Kandidat des mut4-Lokus aus, da
der Verlust der Funktion von Sand-1, des MonI-Orthologen in C. elegans, einen &hnlichen
Phinotyp wie mut4 in C. elegans aufweist, ndmlich das Vorkommen groBer, vesikelformiger

Strukturen, eine Verdnderung der Rab7-Lokalisation hin zu einer zytoplasmatischen
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Verteilung und einem Verlust der Assoziation mit Endosomen (Poteryaev et al., 2007). Ferner
stellt die sand-1 Mutation (or552) eine temperatursensitive, rezessive, embryonal und larval
letale Mutation in C. elegans dar, die eine Akkumulation von groflen, vesikeldhnlichen
Strukturen oder Granulat in Oocyten und embryonalen Zellen aufweist (Poteryaev und Spang,

2005; Poteryaev et al., 2007).

CG11926
25B1

2L 2R

Df(2L)Exel6010 : 25A7-25B1

Df(2L)Exel8012 : 25B1-25B5

Df(2L)Exel9062 : 25B1-25B1
Abb.2.22: Fiir die Kartierung von mut4 wurden die mutanten Fliegen gegen das Defizienzen-Kit
fiir den linken Arm des zweiten Chromosoms von Drosophila (2L) gekreuzt. Dabei deckten die

drei Defizienzen, die in Transheterozygose iliber mut4 den mut4-spezifischen Vesikel-Phénotyp
zeigten die Transkriptionseinheit des Mon/-Orthologen kodiert durch CG11926 auf.

Die Transkriptionseinheit CG11926 liegt zytologisch auf der Bande 25B1 (Abb.2.22), besteht
aus drei Exons und kodiert fiir das Protein Monl mit 528 Aminosédureresten (Abb.2.24). Im
Nachfolgenden wird CG11926 kodierend fiir den Mon1-Orthologen in Drosophila als Dmonl

bezeichnet

Um festzustellen, ob die in mut4-mutanten Fliegen beobachteten Phénotypen tatsdchlich auf
eine Mutation in dem Gen Dmon! zuriickzufiihren sind und mut4 somit ein Allel von Dmonl
ist, wurden Rettungsexperimente, eine Sequenzierung der genomischen Region um CG11926
und ein Vergleich des mut4-Phénotypen mit dem von DmonI-RNAi-Expression durchgefiihrt

die nachfolgend beschriebenen sind.

2.7.1. Die Expression von Dmonl-RNAi zeigt einen dhnlichen Phinotyp wie die
mut4-Mutation

Zuerst wurde getestet, ob der Verlust der Funktion von Dmonl den gleichen Phinotyp wie die
mut4-Mutation erzeugt. Die Expression von Dmonl wurde durch die Expression eines
DmonI-RNAi-Konstrukts mittels des UAS/GAL4-Systems durch die Treiberlinie ptc-GAL4

entlang der anterio-posterioren Achse der Fliigelimaginalscheibe herunterreguliert. Zusétzlich
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wurde das Enzym Dicer-2 (Dcr2) koexprimiert, welches fiir die Funktion vieler RNAi-
Konstrukte notwendig ist, bzw. deren Effekt hiufig verstirkt (Liu et al., 2003; Lee et al.,
2004; Siomi et al., 2005).

Die Reduzierung der Dmonl-Expression mittels RNAi fiihrt zur Entstehung der mut4-
typischen vergroferten Vesikel, die den Notch-Rezeptor enthalten (Abb.2.23-A, F, K, L, M).
Diese Vesikel sind ferner mit Rab4 (Abb.2.23-K) und Rab5 (Abb.2.23-L) assoziiert.
Gleichzeitig zeigt Rab7 keine Assoziation mit diesen vergroBerten Endosomen (Abb.2.23-M).
Ahnlich wie bei der mut4-Mutation ist Rab7 im Dmonl-RNAi-Expressionsbereich
hauptséchlich zytoplasmatisch lokalisiert (Abb.2.23-D, I, M). Der Phénotyp des Verlustes der

Funktion von Dmon1 gleicht somit dem beobachteten Phanotyp der mu¢4-Mutation.

Fiir eine weitere Bestitigung dieser Ergebnisse wurden zusétzlich elektronenmikroskopische
Analysen durchgefiihrt. Fiir diese Experimente wurde DmonI-RNAi mittels #2-GAL4 in dem
posterioren Kompartiment von Fliigelimaginalscheiben exprimiert. Die MVBs auf der
posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe waren vergrofert, verglichen mit den MVBs auf
der anterioren Seite (siche Abschnitt ,,Quantitative Analyse des Vesikel-Phinotyps bei
beeintriachtigter Dmonl/Dcczl Funktion® und Abb. 2.39a dort). Dieser Phanotyp dhnelt dem
beobachteten Phianotyp mut4-mutanter Fliigelimaginalscheiben. Der Umfang und Oberfléche
der Vesikel wurde hier ebenfalls bestimmt und wird in dem Abschnitt ,,Quantitative Analyse

des Vesikel-Phinotyps bei beeintrichtigter Dmonl/Dcczl Funktion® genauer beschrieben.
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- NECD Y - *NECD

Abb.2.23: Expression von Dmonl-RNAi fiihrt zu einem mut4-dhnlichen Phinotyp. Vergrofierte,
Notch-enthaltene Endosomen (A, F, K, L und M), die mit Rab4-(B, G, L) und Rab5-kolokalisieren (C,
H, L) sind innerhalb der pfc-Expressionsdomidne zu beobachten. Die Verteilung von Rab7 ist
verdndert. Es ist zytoplasmatisch und nicht mehr an Endosomen lokalisiert, weswegen auch die
vergroBerten Endosomen nicht Rab7-assoziiert sind (D, I, M).

2.7.2. mut4 und CS084 sind Allele von Dmonl
Als néchstes wurde die Transkriptionseinheit CG11926 in mut4-mutanten Fliegen/Larven
sequenziert. Hierzu wurden mit spezifischen Primern genomische DNA-Abschnitte aus der
Transkriptionseinheit CG11926 amplifiziert und sequenziert. In mut4-mutanten Fliegen
wurde hierbei in der CG11926 Transkriptionseinheit ein Basenaustausch festgestellt, eine
C->T Punktmutation, die zu einem Stopcodon (Q(70)>STOP) im Bereich des ersten Exons
fiihrt. Von den 528 Aminosdureresten des wildtypischen Dmonl werden dadurch in mut4-

mutanten Fliegen voraussichtlich nur die ersten 69 Aminosdurereste translatiert (Abb.2.24).
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Chr. 2L: 4847140...4857139

4848k 4849k 4850k 4851k 4852k 4853k 4854k 4855k 4856k 4857k
CG2950 CG11927 CG11926 (mon) pog
I > L >
< mRpS2
L s— |
mut4 CS084
CAG -> TAG AAA -> TAA

GIn(Q70) -> STOP  Lys(K389) -> STOP
Qro K389

5 UTR t wlr 3 UTR t longin *

17 240 528
mon1 mRNA Mon1
2002bp 528aa

Abb.2.24: Die fiir Dmonl kodierende Transkriptionseinheit CG11926. DmonI-mRNA besteht aus
drei Exons. Das kodierte Protein weist strukturell die Longin-Doméne auf, welche fiir die Interaktion
zwischen Monl und Cczl und Vps39 in der Hefe verantwortlich ist. Die mus4-Mutation verursacht
einen frithzeitigen Translationsabbruch (STOP) in dem ersten Exon. Dadurch werden nur die ersten 69
Aminosduren translatiert. Bei der Mutation im CS084-Allel handelt es sich um ein vorzeitiges
Stopcodon in drittem Exon der mRNA.

Der Stamm CS084 zeigt in Transheterozygose liber mut4 und iiber Df(2L)Exel9062 einen
Vesikel-Phinotyp dhnlich der mut4-Homozygose auf (Abb.2.25). CS084 ist in Homozygose
semiletal, d.h. es konnen auch einige schliipfende adulte Fliegen beobachtet werden. Bei
CS084/mut4 oder CS084/Df(2L)Exel9062 Transheterozygoten ist ebenfalls Semiletalitit zu
beobachten. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde angenommen, dass CS084 und mut4

Allele des gleichen Gens sind.

eNECD | N ECD RN

Abb.2.25: CS084 ist ein Allel von Dmonl. CS084 zeigt in Transheterozygoze iiber mut4 (B) oder
iiber Df(2L)Exel9062 (C) eine starke Akkumulation von Notch-Rezeptor enthaltenden Vesikeln.
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Auch dieses zweite mut4-Allel, CS084, wurde sequenziert. Bei diesem Allel wurde ebenfalls
ein Basenaustausch festgestellt, eine A>T Transition in dritten Exon, was zu einem
Stopcodon fiihrt (K(389)>STOP). Somit wurde bestitigt, dass mut4 und CS084 Allele von
Dmonl sind. Durch die festgestellte Mutation werden in CS084-mutanten Fliegen
wahrscheinlich nur die ersten 388 Aminosdurereste statt der wildtypischen 528
Aminosdurereste translatiert (Abb.2.24). Diese 388 Aminosdurereste umfassen den
Proteinbereich der in der Hefe identifizierten Longin-Doméne. Untersuchungen in der Hefe
zeigen, dass diese Doméne fiir die Interaktion zwischen Monl und dessen Interaktionspartner
Cczl und einer spezifischen Untereinheit des HOPS-Komplexes, Vps39, verantwortlich ist
(Nordmann et al., 2010). Die Tatsache, dass in CS084 das vorzeitige Stopcodon spéter als in
mut4 vorkommt und damit das dort entstehende Proteinfragment wahrscheinlich noch die
Longin-Domine enthélt konnte auch die niedrigere Letalitétsrate dieser Mutation verglichen

mit der Letalitét mut4-homozygoter Tiere erkléren.

2.7.3. Rettung des mut4-Phianotyps mittels Dmonl (CG11926)-Expression
Als drittes Experiment fiir die Bestitigung, dass Dmonl das von der mut4-Mutation
betroffene Gen ist wurde ein Rettungsexperiment durchgefiihrt. Hierfiir wurde zunichst die in
Rahmen dieser Arbeit synthetisch hergestellte kodierende Dmonl-Sequenz aus dem Vektor
pUCS7 (hergestellt bei GenSkript, Piscataway, NJ, USA) in den pUASTattB Vektor (Bischof,
et al., 2007) kloniert (pUASTattB-CG11926) und als Transgen gezielt auf den rechten Arm
des dritten Chromosoms von Drosophila eingefiihrt. Die so erzeugte transgene Linie attP-
86Fb-UAS-CG11926, von hier an als UAS-Dmonl bezeichnet, bietet die Moglichkeit, das
Konstrukt mit verschiedenen Treiberlinien in verschiedenen Kompartimenten der
Fliigelimaginalscheiben/Fliegen anzuschalten. Durch Kreuzung mit dem mut4-Stamm ist
hierbei auch ein Stamm erzeugt worden, der auf dem zweiten Chromosom die mut4-Mutation

und auf dem dritten Chromosom das eingefiihrte UAS-Transgen trug.

Die CG11926-Traskriptionseinheit wurde auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe
unverdndert (UAS-Dmonl) und in einem parallelen Experiment C-terminal markiert mit dem
HA-Epitop (UAS-Dmonl-HA) mit der Treiberlinie hedgehog-GAL4 (hh-GAL4) exprimiert.
Somit konnten innerhalb einer Fliigelimaginalscheibe anterior mut4-mutante Zellen und
posterior die Transgen-exprimierenden, mut4-mutanten Zellen miteinander verglichen, und

die gegebenenfalls im posterioren Bereich erzielte Rettung beobachtet werden.
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Im mut4-mutanten Hintergrund fithren sowohl die Expression von nicht-markiertem Dmonl
(Abb.2.26), wie auch die vom markierten Dmonl1-HA (Abb.2.37) zu einer GroBenreduktion
der Notch-enthaltenden Vesikel, im Vergleich zum anterioren Bereich der
Fliigelimaginalscheiben, in denen die Transgene nicht exprimiert werden. Auch die
Lokalisation von Rab7 zeigt im Dmonl-Expressionsbereich wieder eine wildtypische
Verteilung, d.h. Rab7 ist auf der posterioren Seite wieder an Endosomen zu finden, wogegen
in mut4-mutante Zellen auf der anterioren Seite, Rab7 nahezu ausschlieBlich zytoplasmatisch

lokalisiert zu beobachten ist (Abb.2.26-C und Abb.2.27-C, G).

w; mut4 enGAL4 | mut4 FRT40A; UASDmonl / tubRab5CFP tubRab7YFP

Dmon1 Dmon1 Dmon1 Dmon1
Expressions- Expressions- Expressions- Expressions-
mutd/mutd doméne  mutd/mutd doméne  mutd/mutd doméne mutd/mut4 doméne

Rab5

r/ o I B ( e Rab?
NECD. Rab5 .Rabf Hoechst '

Abb.2.26: Die Expression von Dmon1 auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe mut4-
mutanter Fliegen rettet den durch mut4 verursachten Phinotyp. Die Notch-enthaltenden
Endosomen weisen im Expressionsbereich des Dmon1-Transgens die wildtypische Gréfe auf (A, E).
Die Rab7-Verteilung auf der posterioren Seite entspricht dem wildtypischen Muster (C, E).
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w; mut4 enGALA4 [ mut4 FRT40A; UAS Dmonl-HA / tubRab5CFP tubRab7YFP

N(extra)
Abb.2.27: Die Expression von Dmonl-HA auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe
mut4-mutanter Fliegen rettet den durch mut4 verursachten Phinotyp. Dmonl-HA wird auf der
posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe exprimiert (B, D, F, H). Die Grdéfe der Notch-
enthaltenden Endosomen reduziert sich auf die wildtypische GréBe (A, D, E, H). Die Rab7-Verteilung
auf der posterioren Seite entspricht dem wildtypischen Muster (C, D, G, H).

Ubiquitdre Expression von Dmonl mit daughterless-GAL4 (da-GAL4) (Abb.2.28) in mut4-

mutanten Fliegen rettet ferner die Letalitét.

Die Rettung des mut4-Phanotypen durch Dmonl-Expression stellt somit eine zusétzliche
Bestétigung dar, dass das in mut4-mutanten Fliegen betroffene Gen Dmonl ist, welches von
der Transkriptionseinheit CG11926 kodiert wird. Deswegen werden von hier an die Dmonl

Allele mut4 und CS084 als Dmonl™" und Dmon1“°"* bezeichnet.
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Abb.2.28: Expression von Dmonl-HA mittels da-GAL4 rettet den mut4-Vesikel-Phéinotyp. Der
Vesikel-Phénotyp verursacht durch die mut4-Mutation wird durch die ubiquitire Expression von
Dmonl-HA (A, D, E, H) mit der Treiber-Linie da-GAL4 in den mut4-mutanten
Fliigelimaginalscheiben gerettet. Eine Antikorperfarbung gegen die extrazelluldre Doméne des Notch-
Rezeptors (N(extra) in B, D, F, H) zeigt wildtypische Endosomen. Die Zellkerne sind durch die
Hoechst-Farbung sichtbar gemacht (C, G).

Sequenzvergleich von Monl1 in unterschiedlichen Organismen

Das Dmonl-Protein hat in Drosophila eine Léinge von 528aa. Als strukturelles Merkmal bei
den Monl-Orthologen konnte bis jetzt nur eine sogenannte Longin-Doméne in Hefe
identifiziert werden (Nordmann et al., 2010). Neben Sand-1 in C.elegans sind Orthologe des
Drosophila-Monl auch in anderen Organismen bekannt, wie z.B. Monlp in der Hefe und

zwei Orthologe von Dmonl in Sdugetieren, Monla und Mon1b.

Um den Konservierungsgrad ausgewdhlter, orthologer Proteine zu bestimmen und die
Ergebnisse mit dhnlichen Untersuchungen aus anderen Publikationen zu vergleichen wurden
Alignements mit Monl-homologen Sequenzen aus einigen Beispielorganismen durchgefiihrt
(Abb.2.29). Auf dieser Grundlage wurde ebenfalls ein phylogenetischer Baum erstellt
(Abb.2.30), um die Verwandtschaftsbeziechungen zwischen die Orthologen besser zu

visualisieren.
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Abb.2.29: Sequenzvergleich von Monl1-Orthologen. Die Sequenzen wurden mit der Software
MEGA verglichen. Bei einer Ubereinstimmung (Consensus) von 50% und mehr wurden die
jeweiligen Aminosiduren schwarz unterlegt, bei niedrigerem Ubereinstimmungsgrad (keine Identitit
aber dhnliche Aminosduren) sind die jeweiligen Aminosduren in leichten Blau unterlegt. Der
Sequenzvergleich zwischen Humanen (MonlA und MonlB), C. elegans (Sandl), S. cerevisiae
(Monlp), Schimmelpilz (4. gossypii-ASHBYA), Pflanzen (A. thaliana-ARAB; O. sativa -ORYZA)
und D. melanogaster (DM) zeigt stark konservierte Bereiche auf.

Identitat Ahnlichkeit
%

o (ORYZ) - O. sativa 2410 4269

T R (ARAB) - A. thaliana 2342 41.03

T —— (ASHB) - A. gossypii  18.15 33.87

} l ——————— ST f ——————————————————— Mon1p - S. cerevisiae 17.86 33.89

} +‘ —————————————————————————— SAND1 - C. elegans 23.20 39.78

} e MON1A - H. sapiens 31.89 4774

? _______ i ————————————————————— MON1B - H. sapiens 3050 4574
‘+ —————————————————————————— Dmon1 - D. melanogaster

Abb.2.30: Phylogenetischer Baum ausgewihlter Monl1-Orthologe. In Vertebraten sind zwei
Orthologe, Monla und Monlb, bekannt. Phylogenetischer Baum wurde erstellt mit der Funktion
ProML Protein Maximum Likelihood in dem Programm Bioedit. Identitit und Ahnlichkeit der
Sequenzen wurden anhand des Alignments mit dem Internetdienst "Sequence Manipulation Site"
(http://www .bioinformatics.org/sms2/ident sim.html) erstellt.
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2.8. Die Expression von Monlp aus der Hefe kann den Ausfallphiinotyp

von Dmonl nicht retten

Der Sequenzvergleich zwischen den verschiedenen Organismen zeigt, dass Monl hoch
konserviert ist. Um herauszufinden, ob auch die Funktion von Monl in den verschiedenen
Organismen konserviert ist, wurde monlp aus der Hefe in Drosophila eingefiihrt um
festzustellen ob Monlp den Ausfallphidnotyp von Dmonl in Drosophila autheben kann. Dafiir
wurde die kodierende Sequenz von monlp, welche von der Arbeitsgruppe Christian
Ungermann (Mirjana Nordmann) zur Verfiigung gestellt wurde, mit HA markiert und in den
pUASTattB Vektor kloniert. AnschlieBend wurde pUASTattB-monlp als Transgen gezielt auf
den gleichen Lokus auf dem rechten Arm des dritten Chromosoms von Drosophila eingefiihrt
worden, auf welchen vorher auch die Dmonl und Dmonl-HA-Konstrukte. Damit sollte
gewihrleistet werden, dass Monlp in gleicher Stirke wie die rettenden Dmonl-Konstrukte
exprimiert wird. Somit wurde die transgene Fliegenlinie attP-86Fb-UAS-monlIp-HA erzeugt.
Durch Kreuzung mit dem mut4-Stamm ist hierbei auch ein Stamm erzeugt worden, der auf
dem zweiten Chromosom die mut4-Mutation und auf dem dritten Chromosom das eingefiihrte
UAS-Transgen trug.

1I™_mutanten

Die Expression von Monlp auf der posterioren Seite der Dmon
Fliigelimaginalscheiben zeigte allerdings keine Rettung des Vesikel-Phinotyps (Abb.2.31).
Ferner erscheint die Expression von Monlp-HA trotz gleicher Insertionsstellen der Transgene

viel schwicher und hat keine klare Lokalisation in der Zelle verglichen mit Dmonl-HA
(Abb.2.32).
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| "dsRed A HA | SR : -&'_.Necb'
Abb.2.31: Die Expression von Monlp rettet nicht den Ausfallphiinotyp von Dmonl. Monlp-HA
(B, D, E, G, I, J) wurde auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheiben (markiert durch die
Expression von dsRed in A, D, F, I) exprimiert. Der Ausfallphénotyp von Dmonl, vergroflerte Notch-
enthaltende Endosomen, dargestellt durch eine NECD Antikorperfarbung (C, D, E, H, 1, J) kann nicht
gerettet werden.
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| Dmon1 -HA:

Abb.2.32: Monlp zeigt keine ausgeprigte Expression in Drosophila. Bei Expression von Dmonl
ist deutlich die Expression und eine klare zytoplasmatische Lokalisation des Proteins zu beobachten

(A, B). Im Gegensatz dazu zeigt Monlp lediglich eine Expression knapp oberhalb des Hintergrundes
(C, D).
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2.9. Dmonl scheint in Drosophila melanogaster mit Dcczl zu interagieren

2.9.1. Expression von DcczI-RNAi zeigt dhnlichen Phinotyp wie die DmonI™""-
Mutation

Aus Untersuchungen in der Hefe, S. cerevisiae, war bekannt, dass Monlp zusammen mit dem

Protein Cczlp einen Komplex fiir die Erflillung seiner Funktion bildet (Wang et al., 2002;

Wang et al, 2003). Monlp und Cczlp interagieren dabei iiber deren Longin-Dominen

(Nordmann et al., 2010). Der Ausfall dieser beiden Proteine fiihrt zur stark fragmentierten

Vakuolen (Hefe-Aquivalent der Lysosomen), was auf die Fehlfunktion des Transports neu

synthetisierter Proteine zu den Vakuolen zuriickzufiihren ist (Wang et al., 2002).

Das Cczlp-Homolog aus der Hefe wird in Drosophila von der Transkriptionseinheit

CG14980 kodiert, welche auf dem linken Arm des dritten Chromosoms (3L) lokalisiert ist.

Um die Frage zu beantworten, ob Dccz1 und Dmonl auch in Drosophila interagieren, wurde
zuerst der Ausfall-Phénotyp von Dcczl in der Fliigelimaginalscheibe von Drosophila
untersucht. Hierfiir wurde Dcczl-RNAIi mittels des UAS/GAL4-Systems mit der Treiberlinie
ptc-GAL4 entlang der anterio-posterioren Achse in der Fliigelimaginalscheibe exprimiert.

1™ _mutanten Zellklonen und Dmonl-

Ahnlich wie bei dem Ausfall von Dmonl (in Dmon
RNAi-Expression in Abb.2.23) sind vergroBerte, Notch-enthaltende Vesikel in der pfc-
Expressionsdoméne zu beobachten (Abb.2.33). Diese Vesikel sind mit Rab4 (Abb.2.33-H)
und Rab5 assoziiert (Abb.2.33-D). Es konnte aber auch hier keine Assoziation mit Rab7
festgestellt werden (Abb.2.33-L). Zudem war die Lokalisation von Rab7 in dem Bereich der
DcczI-RNAi-Expression zytoplasmatisch und nicht mehr assoziiert mit Endosomen
(Abb.2.33-K). Diese Beobachtungen dhneln sehr stark dem Phénotyp eines DmonI-Ausfalls

(DmonI™"-mutante Zellklone und Dmonl-RNAi in Abb.2.23).
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w; pthAL4 / UASDcr2; UASDcczI-RNAi / tubRab5-CFP

Abb.2.33: DcczI-RNAi Expression zeigt den gleichen Phéinotyp wie der Ausfall von Dmonl.
Durch die Expression einer Dccz/-RNAi entlang des pfc-Streifens entstehen vergroBerte, Notch-
enthaltende Vesikel (B, D, F, H, J, L) die kolokalisiert sind mit Rab5 und Rab4 (A, D, E, H) aber nicht
mit Rab7 (I, L). Dazu ist die Lokalisation von Rab7 veréndert, ndmlich zytoplasmatisch statt assoziiert
mit Endosomen (K). Die subzelluldre Verteilung von Rab5 und Rab4 ist im Gegensatz zu Rab7
unverandert (C, G).

Auch auf der elektronenmikroskopischen Ebene dhnelt der Phanotyp des Dcczl-Ausfalls dem
von Dmonl. Die Aufnahmen von Fliigelimaginalscheiben in denen Dccz/-RNAi mittels der
Treiberlinie #h-GAL4 in dem posterioren Kompartiment exprimiert ist, zeigen ebenfalls im
mutanten Bereich vergroBBerte MVBs, die mit ILVs gefiillt sind (sieche Abschnitt ,,Quantitative
Analyse des Vesikel-Phénotyps bei beeintridchtigter Dmonl/Dcczl “).
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2.9.2. Expression von Dccz1-EOS rettet nicht den Ausfallphiinotyp von Dmonl
Um weitere Hinweise beziiglich der Interaktion zwischen Dmonl und Dcczl in Drosophila
zu gewinnen, wurde in Rahmen dieser Arbeit ein EOS-markiertes Dcczl-Konstrukt
hergestellt. Die EOS-Markierung wurde hierbei am C-Terminus von Dcczl eingefiigt. Dcczl-
EOS wurde in pUASTattB kloniert und als Transgen gezielt einmal auf das zweite und einmal

auf das dritte Chromosom von Drosophila eingefiihrt.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass Dmonl und Dcczl zusammen in einem Komplex
funktionieren, ist die misslungene Rettung des Ausfallphénotyps von Dmonl durch die
Expression von Dcczl (Abb.2.34). Dcczl zeigt beim Ausfall den gleichen Phénotyp wie
Dmonl ist aber nicht in der Lage ein Fehlen der DmonI-Funktion auszugleichen. Das wurde
gezeigt, indem die Expression von Dmonl durch Dmon-RNAI auf der posterioren Seite der
Fliigelimaginalscheibe ausgeschaltet, bzw. runterreguliert wurde. Der hierdurch entstandene
Vesikel-Phinotyp des Dmonl-Ausfalls konnte nicht durch die gleichzeitige Expression von
markiertem DcczI-EOS im gleichen Kompartiment gerettet werden. Auch umgekehrt konnte
die Expression von Dmonl-HA nicht den mittels Expression von DcczI-RNAi erzeugten
Ausfall von Dcczl und den dadurch verursachten Vesikel-Phinotyp retten (Abb.2.35). Das
konnte darauf hindeuten, dass diese beiden Proteine zusammen als ein Komplex arbeiten und
somit die Anwesenheit beider Proteine notwendig ist, so dass das Fehlen von einem nicht

durch Uberexpression des anderen behoben werden kann.

UASDcr2; UASDmonl-RNA1; hhGAL4 / UASDcczI-EOS

Abb.2.34: Uberexpression von Dccz1-EOS rettet nicht den Ausfallphiinotyp von Dmonl. Durch
die Expression von Dmonl-RNAi auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe mittels
hhGALA4 entstehen vergroferte, Notch-enthaltende Endosomen (A, C). Die Expression von Dcczl-
EOS (B, C) kann diesen Vesikel-Phinotyp des Dmon-Ausfalls nicht retten.
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Abb.2.35: Uberexpression von Dmon1-HA kann nicht den Ausfallphiinotyp von Dcczl retten.
Durch die Expression einer Dcczl-RNAI auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe mittels
hhGALA4 entstehen vergroferte, Notch-enthaltende Endosomen (A, C). Die Expression von Dmonl-
HA (B, C) kann diesen Vesikel-Phidnotyp des Dcczl-Ausfalls nicht retten.

2.9.3. Die Koexpression von Dmonl und Dcczl fithrt zu Entstehung Notch-
enthaltender Vesikel und einer Verinderung der Lokalisation von Rab$5 und
Rab7

Zur weiteren Bestdtigung der Interaktion zwischen Dmonl und Dcczl wurde Dcczl
zusammen mit Dmonl iiberexprimiert. Die Uberexpression von Dmonl alleine zeigte dabei
keinen Einfluss auf die Verteilung der Notch-Vesikel, oder der Marker Rab5 und Rab7
(Abb.2.36). Auch die Uberexpression von Dcczl alleine beeinflusste nicht die Verteilung der
Notch-Vesikel (Abb.2.37).

L4; UASDmonlI-HA / tubRab5-CFP tubRab7-YFP

. B L NEcoy oo SR RabS] L RabT

Abb.2.36: Uberexpression von Dmon1 hat keinen Einfluss auf den endosomalen Transportweg.
Die Uberexpression von Dmonl-HA (A), auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe, hat
keinen Einfluss auf die Verteilung von Notch (B), Rab5 (C) und Rab7 (D).
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w; ptcGAL4; UASDcczI-EOS

Dccz1 ‘! NECD  } ) . |HoecHst): 7] Decz1
Abb.2.37: Uberexpression von Dcczl hat keinen Einfluss auf die Verteilung von Notch. Dcczl
wurde entlang der anterio-posterioren Achse der Fliigelimaginalscheibe (A, D) iiberexprimiert. Die

Fligelimaginalscheiben wurden gegen die extrazellulire Domédne des Notch-Rezeptors gefirbt
(NECD; B, D). Zellkerne sind durch die Hoechst-Farbung (C) markiert.

Im Gegensatz zur Uberexpression der jeweiligen Proteine alleine fithrt die gleichzeitige
Uberexpression beider Proteine durch enGAL4 auf der posterioren Seite der
Fliigelimaginalscheibe zur Entstehung vergroferter, Notch-enthaltender Vesikel (Abb.2.38-A-
C). Eine quantitative Auswertung der GroBenverinderung der Vesikel bei der Uberexpression

beider Proteine ist im nachfolgendem Kapitel préisentiert.

Auch die Verteilung von Rab5 und Rab7 verdnderte sich durch die gleichzeitige
Uberexpression beider Proteine (Abb.2.38). Hierbei konnte eine Akkumulation von Rab5 auf
der posterioren Seite an den Vesikeln beobachtet werden im Vergleich zu den wildtypischen
Zellen auf der anterioren Seite (Abb.2.38-E, F), wihrend Rab7 verstdrkt apikal lokalisiert ist.
Vergleichbare Rab7-Vesikel, die sich auf der anterioren Seite auch in der Mitte der Zelle
befinden, sind auf der posterioren Seite selten oder gar nicht zu beobachten (Abb.2.38-H, I).

Die Tatsache, dass die Uberexpression von Dmonl oder Dcczl alleine keinen Effekt aufweist,
aber die Uberexpression beider Proteine zur VergroBerung der Notch-enthaltenden Vesikel
und zu einer Verdanderung der Lokalisation von Rab5 und Rab7 fiihrt, ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass die beiden Proteine, Dmonl und Dcczl, auch in Drosophila miteinander

interagieren und hierdurch ihre Funktion erfiillen.
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w; enGAL4; UASDmonl-HA / UASDccz1-EOS

Z- T L
Schnitt T SR D 5 e A T L )
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Abb.2.38: Gleichzeitige Uberexpression von Dmonl und Dcczl beeinflusst den endosomalen
Transportweg. Die Uberexpression von Dmonl-HA und Dccz1-EOS (A, D, G) zusammen auf der
posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe fiihrt zur Entstehung vergroBerter Notch-enthaltender
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Vesikel (C). Dazu verdndert sich die Lokalisation von Rab5 (E, F) und Rab7 (H, I). Dargestellt sind
optische Schnitte der Fliigelimaginalscheiben in Draufsicht (A-I). Uber den Abb. D-I sind jeweils
dazugehdrige optische Querschnitte durch die Scheiben gezeigt. Die weillen Linien in den groflen
Draufsichten zeigen die Stellen an, an denen die Querschnitte erzeugt wurden. Ahnlich zeigen die
weiBlen Linien in den Querschnitten die Z-Lage der Draufsichtbilder in dem gesamten
aufgenommenen Bilderstapel.

2.10. Quantitative Analyse des Vesikel-Phanotyps bei beeintrachtigter
Dmonl/Dcczl Funktion

Der Ausfall von Dmonl oder von Dcczl fiihrt zur Entstehung vergrofBerter Notch-
enthaltender Vesikel. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass es sich dabei um
MVBs handelt, bei denen allem Anschein nach auch die ESCRT-abhingige ILV-Bildung
stattfindet (Abb.2.18-C und Abb. 2.39a). Dabei sind die MVBs in den mutanten Zellen enorm

vergrofert.

Um zu quantifizieren, wie stark diese VergroBerung ist, wurde der Umfang und die Flidche der
MVBs in Dmonl™"-mutanten und wildtypischen Fliigelimaginalscheiben gemessen.
Daneben wurden auch die Vesikelgroen unter Expression von Dmonl-RNAi mittels
UAS/GALA4-Systems untersucht. Dieses Experiment zeigt das gleiche Ergebnis, ndmlich
erhohtes Vorhandensein von vergroBerten MVBs in der Expressionsdoméne des mittels
hhGAL4 exprimierten Dmonl-RNAi-Konstrukts, auf der posterioren Seite der
Fliigelimaginalscheibe (Abb.2.39a). Da eine RNAi-Expression haufig nicht zum
vollstdndigen Ausschalten der Genfunktion fiihrt war hierbei eventuell zu erwarten, dass die

] mut4

Quantifizierung eine etwas schwéchere Groflenzunahme aufzeigt, als in Dmon -mutanten

Zellen.

Das gleiche Experiment wurde auch fiir Dcczl durchgefiihrt. UAS-DcczI-RNAi wurde auf
der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe durch #AGAL4 exprimiert. Wie schon oben
beschrieben, konnten hierbei vergleichsweise zur anterioren Seite vergroBerte MVBs in dem

Expressionsbereich der Dcczl-RNA1 beobachtet werden (Abb.2.39a).

Bei der Quantifizierung wurden Umfang und Fliche der MVBs von mut4-mutanten,
wildtypischen, monl- und cczI-RNAi exprimierenden Zellen analysiert, gemessen und
statistisch ausgewertet (Abb.2.39a-G, H). Die Ergebnisse der Messungen sind in Abb.2.39a
und in Tabelle 1a dargestellt.
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Abb.2.39a: GrofBlenvergleich und statistische Auswertung des Umfangs und der Fliche der
MVBs (A-F): im Vergleich zu wildtypischen Zellen (A, C, E) sind in den DmonI™"-mutanten (B)
bzw. in Dmonl-RNAi (D) oder DcczI-RNAi (F) exprimierenden Zellen vergroferte MVBs zu
beobachten. Der Umfang (G) und die Fliche (H) der MVBs wurden gemessen und statistisch
ausgewertet. Alle beobachteten GroBenunterschiede sind statistisch signifikant mit p < 0,001.
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Zellen Umfang | StAbw. | Fliche | StAbw | Anzahl

[nm] [nmz] n

Dmonl™" 3261 664 739300 | 303724 33

wt 1321 427 132318 | 78633 32

DmonI-RNAIi 2991 567 635488 | 238150 26
posteriorer Bereich

DmonI-RNAi 1685 483 203197 | 119084 22
anteriorer Bereich

Dcczl-RNAi 2822 511 566066 | 212216 32
posteriorer Bereich

Dcczl-RNAI 1461 378 147725 | 68282 30
anteriorer Bereich

mut4

Tabelle 1a: Ergebnisse der Quantifizierung beziiglich Groflenzunahme der Vesikel in Dmonl
mutanten Zellen, sowie bei Expression von Dmonl/DcczI-RNAi. Die anterioren Bereiche stellen
jeweils die wt-Kontrolle dar, weil dort keine RNAi-Expression stattfand (#AGAL4-Treiberlinie). Alle
beobachteten Groflenunterschiede sind statistisch signifikant mit p < 0,001.

Imut4

In Dmon -mutanten Zellen konnte bei der Quantifizierung eine 2.5-fache VergroBerung

des Umfangs und eine 5.6-fache VergroBerung der Flache der MVBs festgestellt werden.

In DmonlI-RNAi exprimierenden Zellen wurde eine etwas schwichere 1.8-fache
VergroBerung des Umfangs und eine 3.1-fache VergroBerung der Fliche der MVBs
beobachtet.

Bei DcczI-RNAI exprimierenden Zellen wurde eine 1.9-fache VergréBerung des Umfangs

und eine 3.8-fache VergroBerung der Fldche der MVBs beobachtet.

Wie schon oben beschrieben fiihrte die gemeinsame Uberexpression von beiden
Interaktionspartnern Dmonl-Dcczl auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe zu
vergroBerten Vesikeln. Der Umfang und die Flidche dieser Vesikel wurde ebenfalls vermessen
und ausgewertet. In Dmon1-Dcczl iiberexprimierenden Zellen konnte bei der Quantifizierung
eine 1.3-fache VergroBerung des Umfangs und eine 1.7-fache VergroBerung der Fliche der

MVBs festgestellt werden.

Abb.2.39b: Vergleich und statistische Auswertung des Umfangs und der Fliche der MVBs bei
Dmonl1-Dcczl-Koexpression. Die MVBs in den Dmonl-Dcczl-exprimierenden Zellen auf der
posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe (B), erscheinen groBer im Vergleich zu den MVBs in den
wildtypischen Zellen auf der anterioren Seite (A). Die statistische Auswertung des Umfangs (C) und
der Fliche (D) von MVBs bestiétigt diese Beobachtung. Alle beobachteten GréBenunterschiede sind
statistisch signifikant mit p < 0,001.
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w; enGAL4 UASDmonI HA / UASDcczl1- EOS
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Zellen Umfang | StAbw. | Fliche | StAbw | Anzahl
[nm] [nmz] n
Dmon1-Dcczl 1989 454 289100 | 131869 31
Uberexpression
posteriorer Bereich
Dmon1-Dcczl 1493 409 165847 | 91577 31
Uberexpression
anteriorer Bereich

Tabelle 1b: Ergebnisse der Quantifizierung beziiglich Groflenzunahme der Vesikel bei Koexpression
von Dmonl/Dcczl. Die anterioren Bereiche stellen jeweils die wt-Kontrolle dar, weil dort keine
Koeexpression stattfand (enGAL4-Treiberlinie). Alle beobachteten GroBenunterschiede sind
statistisch signifikant mit p < 0,001.

2.11. Subzellulare Lokalisation von Dmon1 und Dccz1

Die Kenntnis iiber die subzelluldre Lokalisation von Dmonl oder Dccz1 wire fiir ein besseres
Verstindnis der Funktion der beiden Proteine von Interesse und wurde deswegen als nichstes

untersucht.

Wie der in Rahmen dieser Arbeit beobachte Ausfallphdnotyp von Dmonl und Dcczl zeigte,
sind beide Proteine erforderlich fiir die Rekrutierung und Bindung von Rab7 an die Membran
von Endosomen. Hieraus stellte sich die Frage, ob diese Funktion auch einen Einfluss auf die
Lokalisation beider Proteine hat und diese beispielsweise assoziiert mit Endosomen zu

beobachten sind.

Eine Férbung gegen das HA-Epitop von Dmonl-HA zeigt, dass Dmonl im gesamten
Zytoplasma ohne offensichtliche Assoziation mit Endosomen verteilt ist. EOS markiertes
Dccz1 zeigt ebenfalls eine zytoplasmatische Verteilung. Eine Doppelfiarbung von Dmon1-HA
und Dccz1-EOS lésst keine spezifischen Aussagen zu und weist nur ziemlich generell auf

eine Kolokalisation beider Proteine in Zytoplasma hin (Abb.2.40).

Die beobachtete zytoplasmatische Lokalisation stimmt mit den Berichten zur Lokalisation des
Mon1-Orthologs SAND-1 in den meisten Zellen von C. elegans (Poteryaev et al., 2007).
Allerdings zeigen Monlp und Cczlp eine membrangebunde Lokalisation in S. cerevisiae und
befanden sich als punktformige Strukturen auf der Membran der Vakuole. /n vitro Vakuolen-
Fusionsversuche zeigten jedoch ferner, dass sie wihrend der homotypischen Fusion zwischen
den Vakuolen freigesetzt werden (Wang et al., 2002; Wang et al., 2003). Das bedeutet, dass

Monlp als Vertreter der Monl1-Familie zumindest in der Hefe eine dynamische Lokalisation
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aufweist und zeitweise an Endosomen, zeitweise wie in C. elegans und in Drosophila

(Beobachtungen aus dieser Arbeit) zytoplasmatisch lokalisiert ist.

w; enGAL4; UASDmonl-HA /| UASDcczI-EOS
% 4B C D

Abb.2.40: Dmonl und Dcczl sind zytoplasmatisch lokalisiert. Auf der posterioren Seite der
Fliigelimaginalscheibe wurden Dmonl-HA (A, C, D) und Dccz1-EOS (B, C, D) exprimiert. Durch
eine Hoechst-Farbung werden die Zellkerne sichtbar (D), wodurch die zytoplasmatische Verteilung
von Dmonl und Dcezl deutlicher sichtbar wird.

Wie schon oben erwidhnt sind Dmonl und Dcczl erforderlich fiir die Rekrutierung und
Bindung von Rab7 an die Membran von Endosomen. Auf dem Hintergrund der Ergebnisse
aus der Hefe konnte es also sein, dass die Proteine ebenfalls eine dynamische Lokalisation
aufweisen und fiir die Erfiillung ihrer Funktion trotz der beobachteten zytoplasmatischen
Lokalisation, dennoch zeitweise an Membranen assoziieren. Diese Bindung konnte aber von
sehr kurzer Dauer sein und auch einen nur vergleichsweise kleinen Anteil der in der Zelle
vorhandenen Proteine umfassen, wodurch diese endosomale Lokalisation nur schwer zu
detektieren wire.

Um dieser Moglichkeit nachzugehen, dass Dmon1-Dccz] zumindest zeitweise an endosomale
Membranen binden, wurde der endosomale Transportweg mit dem Ziel manipuliert, eine
Verlidngerung dieser mdglichen membranstindigen Assoziation zu erreichen. Unter diesen
Bedingungen wurden die Zellen daraufhin auf eine verdnderten Lokalisation von Dmon1 und

Dccz1 untersucht.
Als eine Moglichkeit zur Manipulation wurde angenommen, dass der Komplex der beiden

Proteine erst auf der endosomalen Membran gebildet wird und vielleicht zunéchst nur eines

der Proteine an die Membran eines Endosoms bindet.

83



Ergebnisse

Von dieser Annahme ausgehend, wurde die Dmonl-Lokalisation in den Zellen des
posterioren Kompartiments von Fliigelimaginalscheiben, in denen Dccz/-RNAi mittels
enGAL4 exprimiert wurde, untersucht. HA-markiertes Dmonl wurde dabei ebenfalls in den
gleichen Zellen exprimiert. Die Expression von Dcczl-RNAi verursachte, wie erwartet, die
Entstehung vergroBerter, Notch-enthaltender Endosomen. Allerdings hatte dies auf die
Lokalisation von Dmonl anscheinend keinen Einfluss, da Dmonl auch weiterhin

zytoplasmatisch zu beobachten war (Abb. 2.41).

w; enGAL4 / UASDcr2; UASDccz1-RNAi / UASDmonl-HA

] : l\.- ‘..‘-'n.
. ol 3 & . ! ;.1: o
NECD , HA . % |Hoechst : &
Abb.2.41: Beim Ausfall von Dcczl ist Dmonl weiterhin zytoplasmatisch lokalisiert. Die
Lokalisation von Dmonl-HA (B, C, D, F, H) wurde in den posterioren Zellen, in denen Dcczl-RNAi

exprimiert wird beobachtet. Der Ausfall von Dcczl verursacht vergroBerte, Notch-enthaltende Vesikel
(NECD in A, C, D, E). Die Zellkerne sind durch die Hoechst-Féarbung sichtbar (D, G, H).

Das gleiche Experiment wurde fiir die Bestimmung der Lokalisation von Dccz1 durchgefiihrt.
Die Lokalisation von EOS-markiertem Dcczl in posterioren Zellen, in denen Dmonl-RNAi
exprimiert wird, verbleibt allerdings &hnlich wie die Dmonl-HA-Lokalisation ebenfalls

zytoplasmatisch (Abb.2.34).

Das Ausschalten wahlweise von Dmonl oder Dcczl hat also zu keiner feststellbaren

Anderung der Lokalisation des jeweils anderen Proteins gefiihrt und ermdglicht deswegen
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auch keine weiteren Aussagen iiber die Moglichkeit, ob beide oder eines der beiden

zumindest zeitweise vesikulidr lokalisiert ist.

Als ein weiterer moglicher experimenteller Manipulationsansatz sind die hier beschriebenen
Beobachtungen genutzt worden beziiglich der Lokalisation der Rab-Proteine bei Dmonl-
Ausfall. Wie die hier gezeigten Ergebnisse zeigen, ist die Funktion von Dmonl fiir den
Prozess der Rekrutierung von Rab7 an endosomale Membranen und die damit im Rahmen der
Rab-Konversion einhergehende Entfernung von Rab5 notwendig. Es wire daher denkbar,
dass die Uberexpression bzw. das Ausschalten dieser Rab-Proteine die Lokalisation von

Dmonl veridndert.

Bei einer erhohten Rab5-Menge konnte gegebenenfalls mehr Dmonl an die endosomalen
Membranen rekrutiert werden, wodurch eine Dmonl-Assoziation mit der Membran detektiert

werden konnte.

Dafiir wurde als nichstes Rab5-GFP mittels ptcGAL4 entlang der anterio-posterioren Achse
exprimiert. Die Uberexpression von Rab5 verursachte vergroBerte, Notch-enthaltende
Vesikel, die Verteilung von Dmonl (Dmon1-HA) aber blieb bei diesem Experiment weiterhin

zytoplasmatisch (Abb.2.42).

w; pteGAL4; UASRab5-GFP / UASDmoni-HA

Dmonl. Die Uberexpression von Rab5 (Rab5-GFP entlang der anterio-posterioren Achse in B, E, G,
J) fithrt zur Entstehung vergroBerter, Notch-enthaltender Endosomen (C, E, H, 1, J). Die Lokalisation
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von Dmonl-HA (A, D, E, F, I, J) verbleibt dabei zytoplasmatisch. Zellkerne sind durch die Hoechst-
Féarbung sichtbar gemacht (D).

In C. elegans wurde gezeigt, dass SAND-1 gleichzeitig mit Rab7 die Membran erreicht
(Poteryaev et al., 2010). SAND1/Mon1-Cczl rekrutiert Rab7 an die Membran und wird dort
gleichzeitig mit Rab7 fiir kurze Zeit lokalisiert. Diese kurzfristige, gleichzeitige
Membranassoziation kdnnte also eine weitere Manipulationsmoglichkeit bieten, da bei einem
Ausfall oder reduzierter Menge von Rab7 zu erwarten wére, dass Dmonl vermehrt an der
Vesikelmembran verbleibt, von der es dann erst nach der Assoziation mit Rab7 freigesetzt
werden wiirde. Um diese Annahme zu untersuchen wurde die Lokalisation von Dmonl beim
Ausfall von Rab7 untersucht. Dafiir wurde rab7-RNAi auf der posterioren Seite von
Fliigelimaginalscheiben mittels enGAL4 exprimiert. Allerdings war die Lokalisation von
Dmonl auch in den rab7-RNAi exprimierenden Zellen unverdndert zytoplasmatisch

festzustellen (Abb. 2.43).

UASDecr2; enGAL4 /

-

FRT40A myc; UASrab7-RNAi /U
A .,—‘ B .__, BT Sl ) e

ASDmonlI-HA

Abb.2.43: Expression von rab7-RNAi verindert nicht die zytoplasmatische Lokalisation von
Dmonl. Die Uberexpression von rab7-RNAi auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheibe
fiihrt zur Entstehung vergroBerter Notch-enthaltender Endosomen (B, D, F, H). Die Lokalisation von
Dmonl-HA (A, D, E, H) verbleibt dabei zytoplasmatisch. Eine Antikdrperfarbung gegen Rab7 (C, D,
G, H) weist durch niedrigere Level von Rab7 im Expressionsbereich auf die Funktionalitit der
benutzten rab7-RNAi-Linie.
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2.12. Dmonl und Dcczl haben keinen Einfluss auf die Lokalisation von
Rabex-5
Poteryaev et al. (2010) zeigten, dass SAND-1 mit den Helix-Biindeln von Rabex-5

interagiert. Zudem beschrieben sie, dass die Funktion von SAND-1 nicht in der
Unterbrechung der katalytischen Aktivitit von Rabex-5 sondern vermutlich in der Entfernung
von Rabex-5 von den Endosomen besteht, da Rabex-5 in Abwesenheit von SAND-1 auf den
frithen Endosomen gefangen verbleibt. /n vivo Experimente mit Monla und Monlb, den zwei
Sdugetier- Homologen von SAND-1, weisen ebenfalls auf eine solche Funktion hin
(Poteryaev et al., 2010). Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Uberexpression von
Monla/b die Entfernung von Rabex-5 von frithen Endosomen verursacht. Zusammengefasst
legen diese Ergebnisse nahe, dass SAND-1/Monl die Rabex-5-Funktion dadurch reguliert,
dass sie dessen Dissoziation von den Endosomen steuern, wodurch die positive
Riickkopplungsschleife von Rab5 unterbrochen und Rab5 inaktiviert wird. Dies fiihrt zur

Bindung von Rab7 und anschliefender Rab-Konversion.

Um zu untersuchen, ob die Dmonl-Funktion beziiglich der Regulierung der Rabex-5-
Dissoziation von den Endosomen auch in Drosophila konserviert ist, wurde die Verteilung
von Rabex-5 in DmonlI™"-mutanten Zellklonen untersucht. EOS-markiertes Rabex-5,
generiert im Rahmen dieser Arbeit, wurde ubiquitér in der Fliigelimaginalscheibe mittels des
tubulin-Promotors exprimiert. Hierbei war zu beobachten (Abb.2.44), dass die Verteilung von
Rabex-5 in den Dmonl™"-mutanten Zellklonen, verglichen mit den wildtypischen Zellen,

unverindert ist.

Zur weiteren Bestétigung dieser Beobachtung wurde Dmonl-RNAi mittels 7h-GAL4 auf der
posterioren Seite von Fliigelimaginalscheiben exprimiert, die gleichzeitig Rabex-5 ubiquitdr
exprimierten. Hierbei konnte ebenfalls keine Veridnderung der Verteilung von Rabex-5 auf
der posterioren, mutanten Seite, verglichen mit der anterioren wildtypischen Seite, beobachtet
werden (Abb.2.45). Rabex-5 befand sich in allen Arealen hauptsidchlich auf den Endosomen

an der apikalen Seite der Zelle.

Das gleiche Experiment wurde analog bei Dcczl-RNAi-Expression durchgefiihrt. In den
Fliigelimaginalscheiben, in denen auf der posterioren Seite die Expression von Dcczl durch

die Expression von Dcczl-RNAi1 mittels #h-GAL4 herunterreguliert wurde, wurde dhnlich
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wie in den Fliigelimaginalscheiben mit Dmonl-RNAi-Expression keine Verdanderung der
Rabex-5-Verteilung, verglichen mit dem wildtypischen Bereich auf den anterioren Seite,

beobachtet (Abb.2.46).

hsFlpl1.22; Dmoni™“ FRT40A / HisRFP FRT40A;rubRabex5-EOS / hhGAL4
y, v '-I-i}n-.;l‘: L "... . 'l‘h B : k By 4 C D 4

“'Rabex5

Rabex5

Abb.2.44: Die Rabex-5-Verteilung ist in DmonI""“-mutanten Zellklonen wildtypisch. Dmonl™"-
mutante Zellklone wurden in Fliigelimaginalscheiben generiert in denen Rabex-5 unter der Kontrolle
des tub-Promotors exprimiert wurde (fubRabex-5 in C, D, G und H). Die Fliigelimaginalscheiben
wurden mit dem Antikorper gegen die extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors gefarbt (B, D, F
und H). Die mutanten Zellklone sind durch die Abwesenheit von His-RFP markiert (A, D, E, H).
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UASDcr2 / tubRabex5-EOS; thA4 / UASDmon1-RNAi

| ' NECD Rabex-5 .2+ = 5 Floechit Rabex-5
Abb.2.45: Die Expression von DmonI-RNAi hat keinen Einfluss auf die Verteilung von Rabex-5.
In Fligelimaginalscheiben die tubRabex-5 exprimieren (B, D, F und H), wurde gleichzeitig auf der
posterioren Seite Dmonl-RNAi exprimiert. Diese Expression von Dmonl-RNAI fiihrt zur Entstehung
der vergroflerten Notch-enthaltenden Endosomen die durch den Antikorper gegen die extrazelluldre
Domaéne des Notch-Rezeptors markiert sind (A, D, E und H). Es ist keine Verdnderung der Rabex-5-
Lokalisation in der DmonI-RNAi-Expressionsdoméne zu beobachten. Die Zellkerne wurden durch
eine Hoechst-Féarbung sichtbar gemacht (C und G).
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UASDcr2 / tubRabex5-EOS; hhGAL4 / UASDcczI-RNA1
By x i €\ % D

» i

ey NECD} ¢ ‘'Rabex- _ «» Hoechst .
Abb.2.46: Die Expression von DcczI-RNAi hat keinen Einfluss auf die Rabex-5-Verteilung. In
Fliigelimaginalscheiben, die Rabex-5 unter der Kontrolle des tubulin-Promotors exprimieren (B, D, F
und H), wurde gleichzeitig auf der posterioren Seite Dcczl-RNAi exprimiert. Diese Expression von
DcczI-RNAi fiihrt zur Entstehung vergroBerter Notch-enthaltender Endosomen, die durch den
Antikorper gegen die extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors markiert sind (A, D, E und H). Die

Zellkerne wurden durch eine Hoechst-Féarbung sichtbar gemacht (C und G).

Zum Schluss wurde der Einfluss der Uberexpression von Dmonl auf die Lokalisation von
Rabex-5 untersucht. Daflir wurde Dmonl-HA mittels enGAL4 auf der posterioren Seite von
Fliigelimaginalscheiben exprimiert, in denen Rabex-5 ubiquitdr exprimiert wurde. Hierbei
hatte die Uberexpression von Dmonl ebenfalls keinen Einfluss auf die Lokalisation von

Rabex-5 (Abb. 2.47).
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w; enGAL4 / tubRabex5-EOS; UASDmonl-HA
: B -

HA} NEcD| abexs5,| - - | Rabex:5
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Abb.2.47: Expression von Dmonl hat keinen Einfluss auf die Verteilung von Rabex-5. In
Fliigelimaginalscheiben die ubiquitdr Rabex-5 exprimieren (C, D, G und H), wurde gleichzeitig auf
der posterioren Seite Dmon1-HA iiberexprimiert (A, D, E und H). Die Uberexpression von Dmon1 hat
keinen Einfluss weder auf die Verteilung von Rabex-5 noch auf die von Notch in Endosomen, welche
durch den Antikorper gegen die extrazellulire Doméine des Rezeptors markiert sind (B, D, F und H).

Zusammengefasst konnte kein Einfluss weder durch den Ausfall von DmonlI oder Dcczl noch
durch die Uberexpression von Dmon1 auf die Lokalisation von Rabex-5 festgestellt werden.
Dies deutet darauf hin, dass abweichend von den Beobachtungen beziiglich der SAND-1-
Funktion in C. elegans und beziiglich Monl in Séugetierzellkultur die Dissoziation von
Rabex-5 von den Endosomen in Drosophila weder von Dmonl noch von Dcczl reguliert

wird.

Die vergroBerten Endosomen in Dmonl™"*-mutanten Zellen (Abb.2.44) sind zum Teil mit
Rabex-5 kolokalisiert. Da Rabex-5 der GEF von Rab5 ist und dafiir sorgt, dass GTP an Rab5
bindet, kann daraus geschlossen, dass Rab5, welches mit den vergroBerten Endosomen in
Dmonl™"-mutanten Zellen assoziiert ist, wahrscheinlich ein aktiviertes, GTP-gebundenes
Rab5 ist. Das ist eine zusdtzliche Bestitigung zu Beobachtungen von Rab5-vermittelten

Rekrutierung von Vps34, die ebenfalls auf den aktivierten Zustand von Rab5 deuteten.
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2.13. Monl und Autophagie

Der endosomale Transportweg wird nicht nur fiir den Transport endozytierten Materials wie
Transmembranproteinen benutzt, auch Autophagosomen und Phagosomen werden dem
endosomalen Transportweg zugefiihrt, um deren Inhalt zum Abbau ins Lysosom bringen zu
lassen (Pryor und Luzio, 2009). In C. elegans wurde gezeigt, dass der SAND-1-Cczl
Komplex am Reifungsprozess von Phagosomen beteiligt ist (Kinchen und Ravichandran,
2010). Mon1-Cczl ist in der Hefe fiir die Funktion multipler Transportwege erforderlich, wie
von Cvt (cytoplasm to vacuole targeting pathway), Autophagie und Pexophagie (Wang et al.,
2002). Es konnte auch die Involvierung von Rab7 bei den autophagosomalen Transportweg

gezeigt werden (Gorski et al., 2003; Gutierrez et al., 2004).

In dieser Arbeit wurde deswegen ebenfalls untersucht, ob Dmonl an dem autophagosomalen
Transportweg beteiligt ist, bzw. ob die Dmonl-abhédngige Rekrutierung von Rab7 fiir den
Abbau von Autophagosomen erforderlich ist. Dafiir wurde untersucht, ob unter den
vergroferten Endosomen in Dmonl™"*-mutanten Zellen eventuell auch Autophagosomen
sind, die aufgrund einer Fehlfunktion von Dmon! nicht mit dem Lysosom fusionieren kdnnen.
Hierzu wurden Dmonl™"-mutante Zellklone in den Fliigelimaginalscheiben induziert, in
denen der autophagosomale Marker Atg8-GFP (Rusten et al., 2007) mittels der Treiberlinie
hhGAL4 exprimiert wurde.

Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Dmonl™"*-Endosomen nicht mit Atg8-GFP
kolokalisiert sind (Abb.2.48). In elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten auch keine
Autophagsomen-dhnliche  Strukturen beobachtet werden (doppelt-membranumgebene

Vesikel). Ferner war die Verteilung von Atg8 in den Dmonl™"

-mutanten Zellen wildtypisch
(Abb.2.48-C, G, K). Zusammengefasst scheint Autophagie in Drosophila nicht durch den
Ausfall von Dmonl betroffen zu sein. Das beobachtete Ergebnis konnte aber auch darauf
hindeuten, dass der Rab7-vermittelte oder iiberhaupt der Transport der Autophagosomen zu

Lysosomen in Drosophila durch andere Faktoren reguliert wird, als es in Hefe der Fall ist.
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Lo RlacZ | Atg8 2", T ENEGD
Abb.2.48: Autophagie scheint von der DmonI™"-Mutation nicht betroffen zu sein. UAS-Atg8-
GFP wurde in Fliigelimaginalscheiben auf der posterioren Seite exprimiert (C, D, G, H, K, L).
Dmonl1™"-mutante Zellklone in denselben Fliigelimaginalscheiben sind durch die Abwesenheit des
Reporterkonstruktes armlacZ gekennzeichnet (eine Antikorperfarbung gegen das Produkt von
BGalaktosidase, in A, D, E, H, I, L), Die Fliigelimaginalscheiben wurden zur Kennzeichnung der
Dmonl™"-spezifischen Vesikel mit dem Antikérper gegen die extrazellulire Domine des Notch-
Rezeptors (NECD in B, D, F, H, J, L) gefirbt. Die Dmon1™"*-Endosomen zeigen keine Kolokalisation
mit Autophagiemarker Atg8 (D, H, L). Die Verteilung von Atg8 ist in Dmonl™"*-mutanten Zellen
nicht verindert.
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mutd

2.14. Der Phinotyp von Dmonl
von Rab7

wird bedingt durch eine Fehlfunktion

1™ oder in Dcczl-

Um festzustellen, ob der beobachtete Vesikel-Phinotyp in Dmon
mutanten Zellen durch eine fehlerhafte Funktion von Rab7 zustande kommt, wurde untersucht
ob eine Blockade der Rab7-Funktion den gleichen oder einen dhnlichen Phianotyp verursacht.

Hierzu wurde die Expression von Rab7 mittels rab7-RNA1 herunterreguliert.

Zu diesem Zweck wurde rab7-RNAi mittels hedehog-GAL4 (hhGAL4) auf der posterioren
Seite der Fliigelimaginalscheibe exprimiert. Auf der posterioren Seite waren dabei verglichen
mit der anterioren Seite vergroferte, Notch-enthaltende Vesikel zu beobachten (Abb.2.49-B,
C, D, G). In einem weiteren Experiment wurden diese Fliigelimaginalscheiben mit dem
Farbstoff LysoTracker gefdarbt. Auch hier war auf der posterioren Seite der
Fliigelimaginalscheibe dhnlich wie in DmonI™"-mutanten Zellen eine Ansammlung von
LysoTracker zu sehen, welche auf den sauren Charakter dieser Vesikel hindeutet (Abb.2.49-
E, F).

Mittels einer Rab7-Antikorperfarbung konnte gezeigt werden, dass die rab7-RNA1 funktionell
sehr effektiv ist, da Rab7 mit dem Antikdrper gegen Rab7 in mutanten Zellen nicht mehr
detektiert werden konnte (Abb.2.49-H).

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen waren vergroBerte MVBs mit darin gebildeten
ILV auf der posterioren Seite der Fliigelimaginalscheiben zu beobachten (Abb.2.50-A, B).
Die statistische Analyse der Messungen von Umfang und Oberfliche der MVBs zeigte eine
VergroBerung um das 1,6-Fache in deren Umfang und um das 2,5-Fache in deren Fliche

(Abb.2.50-C, D und Tabelle 2).

Die Ahnlichkeit des Phinotyps der rab7-RNAi-Expression mit dem Phénotyp bei fehlender
DmonI™"- und DcczI-Funktion und die verdnderte Lokalisation von Rab7 in Dmonl™"-
mutanten Zellen sind allerdings ein weiterer Hinweis darauf, dass der Dmonl-Dcczl
Komplex im endosomalen Transportweg eine Funktion unmittelbar vor (upstream) Rab7
haben, wobei der Phinotyp, der bei dem Ausfall der Dmonl™"- und Dcczl-Funktion zu
beobachten war, zumindest zum Teil durch eine Blockade der Funktion von Rab7 verursacht

wird.
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dsRed / UASrab7-RNA1

w; UASDcr2; hhGAL4 UAS
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Abb.2.49: Der Ausfall von Rab7 zeigt einen ihnlichen Phiinotyp wie der DmonlI- und Dcczl-
Ausfalls. Nachweis des effizienten Ausschaltens von Rab7 mittels rab7-RNAi durch eine
Antikorperfarbung gegen Rab7 (H). Rab7-RNAi-Expression fiihrt zur Entstehung vergroferter Notch-
enthaltender Vesikel (B, C, D, G). Eine Farbung mit dem LysoTracker zeigt, dass die vergrofBerten
Vesikel sauren Charakter haben (E, F). Abb. A und C zeigt die Expressionsdoméne von #hGAL4
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anhand des UAS-dsRed-Markers, in der die Funktion von Rab7 durch rab7-RNAi herunterreguliert
ist. Alle beobachteten Groflenunterschiede sind statistisch signifikant mit p < 0,001.

Zellen Umfang | StAbw. | Fliche | StAbw | Anzahl
[nm] [nmz] n
rab7-RNAi 2522 552 454568 | 209438 34
posteriorer Bereich
rab7-RNAI 1566 428 178284 | 89777 31
anteriorer Bereich

Tabelle 2: Ergebnisse der Quantifizierung beziiglich GroBenzunahme der Vesikel in rab7-RNAi
exprimierenden Zellen. Der anteriore Bereich stellt das Gebiet der wt-Kontrolle dar, ohne RNAi-
Expression (hhGAL4-Treiberlinie). Alle beobachteten GroBenunterschiede sind statistisch signifikant
mit p <0,001.

Abb.2.50: Vergleich und statistische Auswertung des Umfangs und die Fliche der MVBs bei
rab7-RNAi-Expression. Die MVBs in den rab7-RNAi-exprimierenden Zellen auf der posterioren
Seite der Fliigelimaginalscheibe (B), erscheinen groBer im Vergleich zu den MVBs in den
wildtypischen Zellen (A). Die statistischen Auswertungen des Umfangs (C) und der Fliche (D) von
MVBs bestitigt diese Beobachtung. Alle beobachteten Grofenunterschiede sind statistisch signifikant
mit p <0,001.
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2.15. Die Signaliibertragung durch Signaltransduktionswege ist nicht

durch die DmonI™"-Mutation betroffen

Verschiedene Signaltransduktionswege, wie der Notch-, EGF-, TGF-B- und Wnt-Signalweg
werden durch die Endozytose und den endosomalen Transportweg reguliert (Fischer ef al.,
2006). Dabei flihren Storungen des endosomalen Transportweges, wie z.B. durch einen
funktionellen Ausfall von Mitgliedern des endosomalen Transportwegs, zu Storungen in der
Signaliibertragung, was zu gravierenden Folgen fiir den betroffenen Organismus, wie z. B. zu

Entstehung von Tumoren fiihren kann (Vaccari und Bilder, 2009).

In Anbetracht der Akkumulation von Transmembranproteinen in vergroferten Vesikeln und
der Hinweise darauf, dass das durch die Dmonl™“-Mutation betroffene Gen in den
endosomalen Transportweg involviert ist, wurde gepriift, ob neben dem Transport der
Signalrezeptoren auch die Signaliibertragung durch die jeweiligen Signalwege durch die

Dmonl™"-Mutation betroffen ist.

Die Aktivitit der untersuchten Signaltransduktionswege (Notch, EGF, Wnt/Wg und TGF-
B/dpp) wurde durch die Analyse der Expression von deren Zielgenen, bzw. anhand der
Aktivitdt von signalwegspezifischen Reportergenkonstrukten verfolgt. Hierbei wurden zur
Beobachtung der Aktivitit des Notch-Signalweges das Reporterkonstrukt Gbe+Su(H)-GFP
(Furriols und Bray, 2001; de Navascués et al., 2012) und das Zielgen wingless (Diaz-
Benjumea und Cohen, 1995; Klein und Martinez Arias, 1998) verwendet. Die Aktivitit des
EGF-Signalwegs wurde durch das Expressionsmuster des Reporterkonstrukts argos-lacZ
(Schweitzer et al., 1995; Golembo et al., 1996), die des Wnt-Signalweg durch Dfz3-lacZ
(Sato et al., 1999) und die des Dpp-Signalwegs durch dad-lacZ (Tsuneizumi et al., 1997) und
omb-lacZ (Sun et al., 1995) verfolgt.

Das Expressionsmuster des Gbe+Su(H)-GFP Reporterkonstrukts scheint in den Dmonl™"-
mutanten Fliigelimaginalscheiben (Abb.2.51-B, D), verglichen mit den wildtypischen
(Abb.2.51-F, H) Fliigelimaginalscheiben unverdndert zu sein. Das Notch-Zielgen wg zeigt
ebenfalls die wildtypische, auf zwei Zellstreifen entlang der dorso-ventralen Achse
beschrinkte Expression (Abb.2.51: mutante Fliigelimaginalscheiben in A und D; wt in E und
H). Zusétzlich wird Wg in mutanten Fliigelimaginalscheiben auch in vergréferten
Endosomen einige Zelldurchmesser weiter von der Expressionsquelle entfernt detektiert, als

dies im wildtypischen Gewebe der Fall ist (Abb. 2.51- J-mutant und I-wt), was wie schon
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angefiihrt (siche auch Abb. 2.3. B) echer auf einen endosomalen Defekt der

signalempfangenden Zelle, als auf eine ektopische Expression von Wg zuriickzufiihren ist.

Notch-Signaling w'; DmonlI™" FRT40A / DmonlI™" FRT40A; Gbe+Su(H)-GFP

Dmonl1™/Dmon]™" ' e

B e = S e e R

D Gbe+Su(H)-GFP

Abb.2.51: Die Dmonl™*-Mutation fiihrt nicht zur einer ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalweges. Als Marker fiir die Aktivitit des Notch-Signalweges wurde die Expression des Notch-
Zielgens wg (A, D, E, H, 1, J, K, L) und des Reportergenkonstrukts Gbe+Su(H)-GFP (B, D, F, H)
verfolgt. Die Expressionsmuster von Wg und Gbe+Su(H)-GFP sind in den DmonI™"*-mutanten
verglichen mit wildtypischen Fliigelimaginalscheiben unverdndert. VergroBerte Wg-enthaltende
Endosomen sind im Gegensatz zu den wildtypischen Fliigelimaginalscheiben auch -einige
Zelldurchmesser entfernt von der Expressionsquelle zu sehen (Vergleich zwischen J und L). Zellkerne
werden durch die Hoechst-Farbung markiert (C, G).

Auch die Aktivititen der anderen Signalwege, gezeigt anhand der signalwegspezifischen
Reportergenkonstrukten argos-lacZ bei EGF- (Abb.2.52: A1-A6), Dfz3-lacZ bei Wnt- (Abb.2.52: B1-
B6), dad- und omb-lacZ bei dem Dpp-Signalweg (Abb.2.52: C1-D6) erscheint in den Dmonl™"-
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mutaten Fliigelimaginalscheiben verglichen mit den wildtypischen Fliigelimaginalscheiben

mut4

unverdndert. Die Dmonl™"-1dentitdt der untersuchten Fliigelimaginalscheiben wird hier durch eine

mut4

Antikorperfarbung gegen die extrazelluldire Domédne des Notch-Rezeptors anhand der Dmonl

typischen Akkumulation des Notch-Rezeptors gezeigt.

EGFR-Signalweg Wnt-Signalweg
Tw mutd ]“:R_-I-‘in;‘\ ["'mutd FRT40A; rgas-]acZ ywhsFlp tubGALA UASGFP/Dfz3-lacZ; mut4 FRT40A / rubGALS0 FRT40A
mutd/mutd .

N(extra)
N(extra)| B2 Dfz3-lacZ| B3

D, S— argos-lacZ| A6
Dpp-Signalweg

omb-la¢Z; mutd FRT40A / mutd FRT40A
mutd/mutd

N(extra)

C—fextra) | (Gea dad-lacz | C6 e _ 9Xira) | ) 5 b
Abb.2.52: Die DmonI™"“-Mutation fiihrt nicht zur ektopischen Aktivierung des EGF-, Wnt/Wg-,
oder Dpp-Signalweges. Die Aktivitit des EGF-Signalweges wurde mittels des Reporterkonstruktes
argos-lacZ (A1-A3: DmonI™"-mutante Fliigelimaginalscheibe; A4-A6: wt-Fliigelimaginalscheibe)
verfolgt. Die Aktivitdt des Wnt-Signalweges wurde durch das Reporterkonstrukt Dfz3-lacZ mittels
klonaler Analyse untersucht. Die mutanten Zellen sind durch die Anwesenheit des Marker-Konstrukts
nls-GFP gekennzeichnet (B1-B6). Die Aktivitdit des Dpp-Signalweges wurde mittels der
Reportergenkonstrukte dad-lacZ (C1-C3: Dmonl™*-mutante Fliigelimaginalscheibe; C4-C6: wt-
Fliigelimaginalscheibe) und omb-lacZ (D1-D3: Dmonl™"-mutante Fliigelimaginalscheibe; D4-D6:
wt-Fliigelimaginalscheibe) beobachtet.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass der Ausfall von Dmonl trotz der massiven
Akkumulation der Liganden und Rezeptoren, keinen Einfluss auf die Signaliibertragung der

verschiedenen Signalwege hat.
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3. DISKUSSION

Nach der Endozytose und der Internalisierung von Transmembranproteinen und anderen
Substraten von der Plasmamembran fusionieren die endozytierten Vesikel miteinander
wodurch frithe/sortierende Endosomen entstehen. Von hier kdnnen die jeweiligen Frachten
verschiedene Wege einschlagen. Einige Proteine werden wieder zuriick an die Zellmembran
recycelt, wohingegen frithe Endosomen, deren Inhalt fiir den Abbau bestimmt ist, zu spéten
Endosomen reifen und zum Lysosom transportiert werden. Der Gesamtablauf der Prozesse
des endosomalen Transportweges ist allerdings an vielen Stellen noch nicht aufgeklirt und

verlangt nach weiteren Untersuchungen um genauer bzw. {iberhaupt verstanden zu werden.

In dieser Arbeit wurden die ersten Charakterisierungsschritte beziiglich einer bislang noch
relativ unbekannten Komponente des endosomalen Transportweges, Dmonl, und dessen
Interaktionspartners  Dcczl  in  Drosophila  melanogaster ~ durchgefiihrt.  Die
Charakterisierungen wurden anhand eines null-Allels, Dmonl mutd, durchgefiihrt, das im
Rahmen dieser Arbeit charakterisiert worden ist. Dmonl liegt auf dem linken Arm des
zweiten Chromosoms und enthilt als einziges bis jetzt identifiziertes Strukturmerkmal eine
sogenannte Longin-Domine, welche in der Hefe fiir die Interaktion mit Cczlp und Vps39p
verantwortlich ist (Nordmann ez al, 2010). Das Allel DmonI™" trigt eine Punktmutation in
der Transkriptionseinheit CG11926, die ein friihzeitiges Stopcodon nach 69 von insgesamt

528 Aminoséureresten noch vor der Longin-Domine erzeugt.

Die Expression der Transkriptionseinheit CG11926, kodierend fiir Dmonli, rettet den
Ausfallphénotyp der mut4-Mutation. Diese Rettung lieferte eine weitere Bestétigung, dass der

Phénotyp von mut4-Mutanten tatsdchlich durch den Dmon-Genausfall verursacht ist.

3.1. Ausfall von Dmonl fithrt zur Entstehung vergroflerter Endosomen

1™“-mutanten Zellen fithrt zur Entstehung vergroBerter

Der Ausfall von Dmonl in Dmon
Vesikel deren VergroBerung zuerst fluorenzenzmikroskopisch festgestellt und anschlieBend
elektronenmikroskopisch bestitigt wurde. Der Inhalt dieser Vesikel ist vielfdltig, sie enthalten
Transmembranproteine wie den Notch-Rezeptor, Patched, Delta, Serrate und Wingless als

einen Vertreter sekretierter Proteine.

Ein Hinweis darauf, dass es sich bei Dmonl™"-Vesikeln um Endosomen handelt, ist die

Akkumulation von Wg in mutanten Zellen. Das sekretierte Protein Wingless wird in
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Fliigelimaginalscheiben in zwei Zellstreifen entlang der dorso-ventralen Achse exprimiert,
sekretiert (Gonzales et al., 1991; Strigini und Cohen, 1999), von benachbarten Zellen durch
Endozytose aufgenommen und dort mittels endosomalen Transportweg ins Lysosom gebracht
und abgebaut (Strigini und Cohen, 2000; Marois et al., 2006). In Dmonl™"-Zellklonen
konnte Wingless sogar mehrere Zelldurchmesser von der Expressionsquelle entfernt in
Vesikeln detektiert werden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass diese Vesikel Endosomen sind
und dass die Mutation zu einem Abbau-Defekt fiihrt, der zu einer weiteren Ausbreitung von
Wg von den exprimierenden Zellen an der dorso-ventralen Grenze der Fliigelimaginalscheibe

fiihrt, als dies im wildtypischen Gewebe der Fall ist.

In dieser Arbeit durchgefiihrte uptake-Experimente weisen zusitzlich darauf hin, dass es sich
bei den vergroBerten Vesikeln um Endosomen handelt. Ferner konnte durch die uptake-
Experimente gezeigt werden, dass die Endozytose an sich, das heifit die Aufnahme und die
Internalisierung von Proteinen und anderen Substraten von der Plasmamembran, in den

mutanten Zellen nicht gestort ist.

Die Akkumulation verschiedener Proteine in den vergroBerten Endosomen der Dmonl-
defekten Zellen deutet auch darauf hin, dass es sich bei Dmonl um einen generellen Faktor
im endosomalen Transport handelt, welcher nicht spezifisch den Transport von nur einem

bestimmten Protein reguliert.

3.2. DmonI""-Endosomen kolokalisieren mit spatendosomalen Markern

1™ _Mutation

Als néchstes wurde untersucht, welches Stadium der Endozytose von der Dmon
betroffen ist und von welcher Natur die vergroferten Endosomen sind. Hierzu wurde die
Assoziation der vergroBerten Endosomen mit verschiedenen endosomalen Markern

untersucht.

Die vergroBerten DmonI™"*-Endosomen sind mit Rab4 assoziiert aber nicht mit Rab11. Auch

ist die Verteilung von Rab11 in den mutanten Zellen verglichen mit den wildtypischen Zellen

] mut4

unverdndert. Daraus kann geschlossen werden, dass es sich bei den Dmon -Endosomen

nicht um Rabl1-vermittelte Recycling-Endosomen handelt und dass der Rabl1-vermittelte

1™ _Mutation betroffen ist.

Recycling-Transportweg nicht durch die Dmon
Es bleibt aber die Frage bestehen, wie die Assoziation mit Rab4, die hier bei 92% der

DmonI™"*-Endosomen beobachtet wurde, zu deuten ist. Rab4 vermittelt das Recycling direkt
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von den frithen Endosomen, es wird auch teilweise gleichzeitig mit Rab5 auf frithen
wildtypischen Endosomen beobachtet (Stenmark, 2009). Es wird allerdings davon
ausgegangen, dass nur ein Teil der Rab4-positiven Vesikel in wildtypischen Zellen den
Recycling-Endosomen zuzurechnen ist, wéhrend der groBere Teil zusammen mit Rab5
frithe/sortierende Endosomen markiert (Maxfield und McGraw, 2004). Eine mogliche
allgemeine Funktion von Rab4 besteht darin, die Motilitit der frilhen Endosomen
sicherzustellen (Bananis ef al., 2003).

Rab5, als Marker frither Endosomen, kolokalisiert ebenfalls mit den vergroBerten DmonI™"-
Endosomen. Weil Rabex-5, der GEF von Rab5, auch mit den vergroBerten Endosomen
kolokalisiert, handelt es sich dabei wahrscheinlich um aktives, GTP-gebundenes Rab5. Die
vergroBerten Dmonl™"-Endosomen sind zu 92% mit Rab4 und zu 43% mit Rab5

kolokalisiert, was dafiir spricht, das viele der DmonI1™"

-Endosomen gleichzeitig positiv fiir
beide Marker sind, und dass diese somit frithen/sortierenden Endosomen zuzurechnen sind.
Die Endosomen, die nur mit Rab4 assoziiert sind, sind ebenfalls eher den frithen/sortierenden
als den Recycling Endosomen zuzurechnen. Diese Einstufung kann zum einen so getroffen
werden weil, wie schon oben dargelegt, nur ein Teil der Rab4-tragenden Endosomen dem
Recycling zuzurechnen ist. Zum anderen wurde bei Experimenten, in denen Rab4
iiberexprimiert wurde beobachtet, dass die dabei vermehrt entstehenden Rab4-positiven
Recycling-Endosomen dadurch gekennzeichnet waren, dass die Vesikel nicht angesduert
waren (van der Sluijs ef al., 1992). Wie weiter unten in Detail noch dargelegt wird, weisen die
DmonI™"-spezifischen Endosomen allerdings ein saures Milieu auf, was gegen einen

Recycling-Charakter dieser Vesikel spricht. Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass die

DmonI™"-spezifischen Endosomen nicht dem Recycling-Transportweg zuzurechnen sind.

Wie in dieser Arbeit beobachtet wurde, bindet auch FYVE-GFP an die Membranen der

vergroBerten Dmonl™"

das Lipid PI(3)P enthalten bindet (Gillooly et al., 2000; Kutateladze und Overduin, 2001), ist

-Endosomen. Da die FYVE-Doméne spezifisch an Membranen, die

hieraus zu schlieBen, dass die Membranen der vergroferten Endosomen dieses Lipid
enthalten. PI(3)P wird durch den Rab5-Effektor Vps34 produziert (Schu et al., 1993;
Linassier et al., 1997). Zur Rekrutierung von Vps34 ist die Bindung vom aktivierten Rab5 an
die endosomale Membran notwendig (Christoforidis et al., 1999; Murray et al., 2002). Weil
PI(3)P sich an der Membran der vergroferten Endosomen nachweisen lésst, ist von einer

Imut4

ungestorten, Rab5-vermittelten Rekrutierung von Vps34 in Dmon -Zellen auszugehen.
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Das bestitigt die oben gemachte Aussage, dass Rab5 in seiner aktiven Form an den

Dmonl™"-Vesikeln gebunden ist.

Durch PI(3)P auf der Membran der Endosomen konnen Proteine die eine FYVE-Doméine
besitzen, wie Hrs und der erwidhnte Rab5-Effektor EEA1 an die Membran der Endosomen
rekrutiert werden. Folgegeméll wurde auch die Bindung von Hrs, einer Komponente des
ESCRT-0-Komplexes, an die Membranen der vergroBerten Endosomen beobachtet.
Ublicherweise ist dies der erste Schritt zur Rekrutierung weiterer ESCRT-Proteine deren
Bindung und Funktion zur Bildung von intraluminalen Vesikeln (ILV) der Multivesicular
bodies (MVBs) fiihrt (Raiborg und Stenmark, 2009; Henne et al., 2011). Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen, welche vergroBerte Endosomen mit ausgebildeten
ILV zeigen, bestitigen, dass diese Prozesse in Dmonl™"*-mutanten Zellen stattfinden. Das
bedeutet, dass die ESCRT-Maschinerie und die Bildung von ILV nicht durch die Dmon1™"-

]mut4

Mutation betroffen sind und dass dieser Prozess in Dmon -mutanten Zellen offenbar

ungestort ablaufen kann.

1™ Endosomen auch mit den Markern des

Ferner sind die vergroBerten Dmon
spiatendosomalen Kompartiments Spinster und Deep orange (Dor) kolokalisiert. Es wurde
aber keine Kolokalisation mit dem spitendosomalen Marker Rab7 beobachtet. Dabei ist die
zelluldre Lokalisation von Rab7 verdndert. Im Gegensatz zu einer wildtypischen
Lokalisierung an reifen/spiten Endosomen liegt in Dmonl™"? mutanten Zellen Rab7 nur
zytoplasmatisch vor. Mit anderen Worten scheint die Rekrutierung von Rab7 an die
Endosomen gestort zu sein. Die Féarbung mit dem LysoTracker zeigt, dass das Milieu

1™ _Endosomen sauer ist. AuBerdem sind die Dmonl™" -Endosomen

innerhalb der Dmon
auch mit dem spédtendosomalen/lysosomalen Marker Lamp-1 kolokalisiert aber nicht mit dem
lysosomalen Marker Arl8. Auch die Verteilung von Arl8 an sich ist unverdndert. Wie
elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, sind Lysosomen vorhanden und weisen eine
wildtypische Morphologie auf. Die Lysosomen an sich sind also durch die Dmonl™"-

Mutation nicht betroffen.

Zusammengefasst weisen die Dmonl™"*-Endosomen sowohl Marker der friihen/sortierenden
wie der reifen Endosomen auf. Aufgrund der beobachteten Bildung intraluminaler Vesikel
und dem sauren Innenmedium dieser Endosomen sind diese jedoch eher den reifen

]mut4

Endosomen zuzurechnen. Weil ferner Rab7 nicht an die Dmon -Endosomen rekrutiert
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wird, sind die beobachteten Phénotypen in Dmonl™"*-mutanten Zellen wahrscheinlich auf
eine Blockade der Rab7-Funktion bei der Fusion dieser reifen Endosomen mit dem Lysosom

1mut4

zurlickzufiihren. Der Ausfall von Rab7 fiihrt zu einem dem Dmon -dhnlichen Phénotyp,

nédmlich ebenfalls zur Entstehung von vergroferten und dabei sauren MVBs. Dieser Phénotyp

] mut4

ist ein weiterer Hinweis darauf, dass dieser Ubergang in Dmon -mutanten Zellen gestort

ist.

Ferner stellt das Vorhandensein von Lysosomen mit normaler Morphologie in DmonI™"-
mutanten Zellen eine Bestédtigung des in den Sdugetierzellen vorgeschlagenen Models dar,
dass die endosomale Fracht den Lysosomen durch Fusion mit den Endosomen zugefiihrt wird.
Diese also zwei voneinander getrennte Strukturen darstellen und nicht dass die Lysosomen
lediglich durch Reifung der Endosomen entstehen (Pryor und Luzio, 2009; Luzio et al.,
2007).

3.3. Die Fusion mit dem Lysosom aber nicht die Reifung von Endosomen
ist Rab7-abhangig

Im Lichte der hier gewonnenen Daten scheint eine der Hauptfunktionen von Dmonl die
Rekrutierung von Rab7 an die Endosomen zu sein, was die Voraussetzung fiir den Ubergang
der endosomalen Fracht in die Lysosomen ist. Die vergroBerten Endosomen in Dmonl™"-
mutanten Zellen in Fliigelimaginalscheiben von Drosophila zeigen alle Anzeichen reifender
Endosomen auf. Die vergroBerten Endosomen sind sauer und elektronenmikroskopische
Aufnahmen zeigen, dass darin ILV vorhanden sind. Auch sind Marker spéter/reifer

Endosomen mit diesen Endosomen kolokalisiert.

Allem Anschein nach fehlt nur die Fusion mit dem Lysosom, was vermutlich auf eine

1™ _mutanten Zellen nicht die

Fehlfunktion von Rab7 zuriickzufiihren ist. Dabei ist in Dmon
Expression von Rab7 sondern seine Lokalisation durch die Mutation betroffen. Die
Fehllokalisation von Rab7 scheint somit fiir seine Fehlfunktion verantwortlich zu sein. Das
deutet darauf hin, dass Rab7 fiir die Erfiillung seiner Funktion, die Fusion der reifen/spéiten
Endosomen mit dem Lysosom, an die diesbeziiglichen Zielmembranen gebunden sein muss.
Allerdings ist Rab7 obwohl es die Fusion von reifen/spiten Endosomen mit dem Lysosom
einleitet, anscheinend nicht flir die Reifung der Endosomen erforderlich, da die in dieser

Arbeit untersuchten Aspekte der endosomalen Reifung in Dmonl™"*-mutanten Zellen ohne

die Funktion von Rab?7 stattfinden.
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3.4. Die Rab-Konversion scheint betroffen zu sein in DmonI™"* Zellen

Wihrend der Reifung von Endosomen verdndert sich die Zusammensetzung der Proteine auf
deren Membranen, wobei charakteristischerweise Rab5 gegen Rab7 ausgetauscht wird (Rink
et al., 2005). Die hier durchgefiihrte statistische Analyse zeigt, dass Rab5 in den Dmonl™"*-
mutanten Zellen zu einem erhdhten Anteil mit Endosomen assoziiert ist, Rab7 dagegen keine

feststellbare Assoziation mit Endosomen aufweist.

Wihrend der normalen endosomalen Reifung wurde beobachtet, dass die Membran mancher
wildtypischer Endosomen gleichzeitig Rab5 und auch Rab7 enthilt (Rink et al., 2005). In
DmonI™"-mutanten Zellen steigt der Anteil Rab5-assoziierter Endosomen, Rab7 aber ist gar
nicht mehr an vesikuldren Strukturen zu beobachten. Allerdings sind in mutanten Zellen auch
Endosomen zu beobachten, die kein Rab5 mehr aufweisen. Die Anwesenheit des Markers
FYVE-GFP auf der Membran der Endosomen deutet darauf hin, dass die Rab5 vermittelte
Rekrutierung von Vps34 stattfindet. Das heiflt, dass Rab5 in seiner aktiven Form an die
Endosomen assoziiert gewesen sein muss. Auch Rab5-freie Endosomen miissen auf Grund
der Anwesenheit von FYVE-GFP zu einem vorherigen Zeitpunkt mit Rab5 assoziiert
gewesen sein. Vermutlich akkumuliert also durch die DmonI™"*-Mutation Rab5 nicht an den
Endosomen, sondern verbleibt nur ldnger an diesen, wihrend Rab7 nicht dorthin rekrutiert
wird. Das deutet auf eine Stérung im Prozess der Rab-Konversion durch die Dmonl™"-
Mutation hin. Die gleiche Beobachtung wurde auch fiir das Monl-Homolog Sand-1 in C.
elegans gemacht (Poteryaev et al., 2010; Kinchen und Ravichandran, 2010), was auf eine
konservierte diesbeziigliche Funktion von Monl hindeutet. Der verlédngerte Aufenthalt von
Rab5 auf der Membran der Endosomen, welcher seinerseits zur vermehrten Rab5-abhéngigen
homotypischen Fusion fiihrt (Bucci et al., 1992; Gorvel et al., 1991), stellt wahrscheinlich die

Erklirung fiir die VergroBerung der Endosomen in Dmon1™"*-mutanten Zellen dar.

In Dmonl™"*-mutanten Zellen ist die Anzahl der Rab4-assoziierten Endosomen, dhnlich wie
bei Rab5, erhoht. Es sind aber auch Rab4-freie Endosomen zu beobachten, was
moglicherweise auch hier auf einen verldngerten Aufenthalt von Rab4 auf der Membran der

Endosomen hinweist. Wenn die beiden Marker in Dmonl™"

-mutanten Zellen langer an den
Endosomen gebunden blieben, wihrend Rab7 gar nicht an die Endosomen rekrutiert wird,
konnte Dmonl fir die Entfernung von sowohl Rab4 als auch Rab5 zustindig sein. Angesichts

dessen, dass die Funktion von Rab4 neben der Beteiligung an Recyclingvorgangen noch nicht
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vollstindig aufgeklirt ist und, wie oben beschrieben, Rab4 auch eine mogliche Funktion
beziiglich der Motilitdt der Vesikel hat, ist es vorstellbar, dass wihrend der Rab-Konversion
neben Rab5 auch weitere Proteine wie Rab4 von den Endosomen gelost werden. Der erhdhte
Rab4 und Rab5-Anteil an den Endosomen wire dann als Folge der gestorten Rab-Konversion

zu sehen.

Rab-GTPasen wurden im Endomembransystem funktionell der Anbindung von Membranen
zugeordnet (Zerial und McBride, 2001). Hierbei ist das Vorhandensein der RAB-Proteine fiir
eine Erkennung der zu fusionierenden Membranen und die nachfolgende SNARE-vermittelte

Fusion notwendig.

Diese Theorie, dass die Rab-Proteine vorwiegend fiir eine Erkennung der Membranen, die
miteinander fusionieren sollen zustindig sind, konnte in dieser Arbeit zum Teil bestitigt
werden. Die verldngerte Bindungszeit von Rab5 und Rab4 bedingt durch die Fehlfunktion
von Dmonl hat keinen feststellbaren Einfluss auf der Reifung der Endosomen, auler dass die
Endosomen sich wegen der Rab5-abhéngigen, homotypischen Fusion vergréfern. Auch die
DmonI™"-bedingte Fehlfunktion von Rab7 hat keinen feststellbaren Einfluss auf die Reifung

der Endosomen, nur die Fusion mit Lysosomen scheint dadurch betroffen zu sein.

3.5. Monl ist in verschiedenen Organismen konserviert

Ein Datenbankvergleich wie auch bereits vorhandene Untersuchungen zu Monl1 zeigen, dass
Monl in vielen Organismen angefangen mit der Hefe vorkommt. Die Hefe und Invertebraten
weisen nur je ein Homolog von Monl auf, wiahrend es in Vertebraten zwei Homologe von
Monl gibt, Monla und Monlb. Der Aminosduresequenzvergleich in den verschiedenen

Organismen zeigt, dass Mon1 von der Hefe bis zu den Vertebraten hochkonserviert ist.

Neben der Sequenzkonservierung galt es in dieser Arbeit festzustellen, ob gegebenenfalls

auch die Funktion von Monl in den Organismen konserviert ist.

In Hefe und C. elegans wurde die Involvierung von Monlp/SAND-1 im endosomalen
Transportweg und bei der Rekrutierung von Rab7 gezeigt (Wang et al, 2002; Wang et al.,
2003; Poteryaev et al. 2007; Poteryaev et al., 2010; Nordmann et al. 2010; Kinchen und
Ravichandran, 2010). In dieser Arbeit konnte Monl auch in Drosophila eine regulierende

Rolle im endosomalen Transportweg und bei der Rekrutierung von Rab7 an die Endosomen
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zugeordnet werden. In Vertebraten scheinen die beiden Homologen unterschiedliche
Funktionen zu haben. Wihrend MonlA anscheinend keine direkte Verbindung zum
endosomalen Transportweg hat und eher bei der Exozytose beteiligt ist (Wang et al., 2007),
wurde MON1B in Assoziation mit Lysosomen festgestellt (Schroder et al, 2007), was auf
eine mogliche Diversifizierung der Funktion hindeutet, wobei Mon1B weiterhin die auch in
niederen Organismen konservierte Funktion haben konnte (Pryor und Luzio, 2009; Spang,
2009). Hierfiir spricht auch die in dieser Arbeit bestdtigte Tatsache, dass die Mon1B-Sequenz
eine hohere Ahnlichkeit und Konservierung mit den Monl-Sequenzen der niederen

Organismen zeigt.

Die bereits erforschten Kenntnisse tiber die Funktion von Monlp/SAND-1 aus Hefe und C.
elegans dienten in dieser Arbeit als Ausgangspunkt zur Bestimmung der Funktion von Monl
in Drosophila. Zu einem um rauszufinden wie konserviert die Funktion von Monl in den
verschieden Organismen ist, zum anderen um die Funktion von Monl in Drosophila zu

charakterisieren.

3.5.1. Eine Interaktion zwischen Dmonl und Dcczl scheint auch in Drosophila zu
bestehen

Aus der Hefe ist bekannt, dass Monlp mit Cczlp einen Komplex bildet und dass beide
Proteine zusammen am letzten Schritt des Frachttransportes zu der Vakuole (dem Hefe-
Aquivalenten des Lysosoms) involviert sind (Wang et al., 2002; Wang et al., 2003). In C.
elegans wurde gezeigt, dass SAND-1, das Ortholog von Dmonl, zusammen mit Ccz1 an der

Verarbeitung von Phagosomen beteiligt ist (Kinchen und Ravichandran, 2010).

Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten auf genetischer Basis, dass die Interaktion mit
Dccz1 auch in Drosophila besteht. Drosophila Cczl, Dcczl, liegt auf linken Arm des dritten
Chromosoms (3L) und hat die Transkriptionseinheit CG14980. Der Ausfall von Dcczl zeigt
einen dhnlichen Phénotyp wie der Dmonl-Ausfall, fiihrt ndmlich zur Entstehung vergroferter
Endosomen, die mit Rab4 und Rab5 kolokalisieren. Dazu wurde auch die verdnderte
Lokalisation von Rab7, zytoplasmatisch und nicht mehr gebunden an die Endosomen,

beobachtet.

Dass die Uberexpression von Dmonl oder Dcczl alleine keinen Einfluss auf den

endosomalen Transportweg hat, aber die Uberexpression von beiden zusammen eine
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Vergroferung von Endosomen und die Verdanderung der Lokalisation von Rab5 und Rab7 zur
Folge hat, ist ebenfalls ein Hinweis darauf, dass beide Proteine in Drosophila einen Komplex

bilden und dass diese Komplex-Bildung fiir ihre Funktionalitit notwendig ist.

Zusammengefasst scheint also die Interaktion zwischen den beiden Proteinen Dmonl und
Dccz1 auch in Drosophila zu bestehen. Ein Komplex aus diesen beiden Proteinen wird dabei
wahrscheinlich fiir die Rekrutierung von Rab7 an die Endosomen und die anschlieende

Fusion mit dem Lysosom benétigt.

3.5.2. Der Ausfall oder die Uberexpression von Dmon1 hat keinen Einfluss auf die
Verteilung von Rabex5

Poteryaev et al. (2010) haben die Funktion von SAND-1 als eine Art Schalter bei der
Umwandlung von frithen zu spdten Endosomen dargestellt (Abb.1.7). Dieser soll Rab5
entfernen und Rab7 an die Membranen rekrutieren. Weil keine direkte Interaktion von
SAND-1 mit Rab5 aufzuzeigen war, wurden von den Autoren auch mdgliche Interaktionen
mit GEFs von Rab5 untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass SAND-1 mit Rabex-5
interagiert. Bindung vom aktivierten Rab5 an die Membran fiihrt dazu, dass mehr Rab5-
Effektoren und anschlieBend mehr aktiviertes Rab5 an die Membran rekrutiert werden.
Dadurch entsteht eine positive Riickkopplungsschleife, die durch SAND-1 unterbrochen
werden kann. SAND-1 reguliert die Funktion von Rabex-5 durch seine Entfernung von der
Membran der Endosomen. In sand-I-mutanten Zellen akkumuliert Rabex-5 auf der Membran
der Endosomen. Bei Uberexpression von Monla und Monlb in HeLa-Zellen dagegen wird

Rabex-5 von der Membran freigegeben und lokalisiert im Zytoplasma (Poteryaev et al, 2010).

In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob zwischen Dmonl und Rabex-5 in Drosophila

ebenfalls eine Interaktion festzustellen ist.

Zunichst wurde die Verteilung von Rabex-5 in mutanten Zellen untersucht. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Verteilung von Rabex-5 in den DmonI™"-mutanten Zellen
verglichen zu den daneben liegenden wildtypischen Zellen unveréndert apikal war. Es wurden
auch Dmonl-RNAi exprimierende Zellen und wildtypische Zellen in denselben
Fliigelimaginalscheiben miteinander verglichen. Sowohl bei diesem Experiment wie auch bei
Expression von DcczI-RNAi, gerichtet gegen den Dmonl-Interaktionspartner, war die

Lokalisation von Rabex-5 unverdndert wildtypisch. Zuletzt wurde auch Dmonl
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iiberexprimiert. Auch hier wiesen Dmonl-iiberexprimierende Zellen verglichen mit den

daneben liegenden wildtypischen Zellen eine unverinderte Verteilung von Rabex-5 auf.

Zusammenfassend hat sowohl der Ausfall als auch die Uberexpression von Dmonl keine
Wirkung auf die Lokalisation von Rabex-5 in den Zellen der Fliigelimaginalscheiben von
Drosophila. Entgegen den Ergebnissen in C. elegans und Hefe konnte also keine Interaktion

zwischen den beiden Proteinen in Drosophila festgestellt werden.

3.5.3. Der Ausfall von Dmonl beeintrichtigt nicht die Motilitit der Endosomen
Endosomen sind mobile Strukturen und bewegen sich in der Zelle von der Plasmamembran
zur perinukledren Region entlang von Mikrotubuli hin und her (Huotari und Helenius, 2011).
Frithe Endosomen befinden sich in der Ndhe der Plasmamembran und wandern wéhrend des
Reifungsprozesses weiter Richtung Zellkern (Huotari und Helenius, 2011). Reife/spite
Endosomen befinden sich tiefer in der Zelle in Zellkernndhe. Mittels EM-Aufnahmen konnte
beobachtet werden, dass die vergroBerten Endosomen in Dmonl™"*-mutanten Zellen sich in
der perinukledren Region der Zelle, in der Ndhe vom Zellkern befinden. Das weist auf eine

unbeeintrichtigte Motilitdt der Endosomen in den mutanten Zellen hin.

Den Beobachtungen von Cantalupo et al. (2001) und Jordens et al. (2001) nach ist der Rab7-
Effektor RILP (Rab7-interacting lysosomal protein) welcher spezifisch mit GTP-gebundenem
Rab7 interagiert, fiir den Transport zum Lysosom notwendig. Cantalupo ef al. und Jordens et
al. interpretierten ihre Ergebnisse derart, dass RILP an der Bindung von Rab7-gebundenen
Strukturen an Motorkomplexe und/oder an das Zytoskelett beteiligt ist und die Dynein-
vermittelte Bewegung der Endosomen zum Lysosom koordiniert. Es stellt sich die Frage, wie
die intakte Motilitit von Endosomen in Dmonl™"*-mutanten Zellen bis in der perinuklesdren
Region angesichts dieser Befunde stattfinden kann. Dies konnte dadurch zu erklédren sein,
wenn andere Mechanismen neben RILP und Rab7 fiir die Motilitdt der Endosomen alternativ
zustindig sein kdnnten, oder wenn die Befunde von Cantalupo et al. und Jordens et al. nur fir
einen Teilabschnitt des endosomalen Transportes zutreffend wéren. Ein Hinweis darauf, dass
Rab7 zusammen mit RILP nur fiir einen Teilabschnitt des Transportes verantwortlich sind ist
darin zu sehen, dass beide normalerweise nur in Assoziation mit reifen/spaten Endosomen

und Lysosomen zu beobachten sind (Cantalupo et al., 2001).
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Alternative Mechanismen, bzw. Mechanismen, die fiir den Transport in den vorhergehenden
Teilabschnitten verantwortlich sind konnten Rab5- und/oder Rab4-abhingig sein. Rab5 spielt
anscheinend neben seinen Funktionen bei Membranfusionen auch eine Rolle bei der Motilitét
der frithen Endosomen in Richtung der perinukledren Region der Zelle (Nielsen ef al., 1999;
Huotari und Helenius, 2011). Wie auch schon weiter oben beschrieben, hat auch Rab4 eine
mogliche Funktion bei der endosomalen Motilitdt (Bananis et al., 2003). Es ist daher moglich,
dass RILP erst nach der Rab-Konversion seine Funktion beziiglich des Transports zum

1™ _mutanten

Lysosom ausiibt. Das bedeutet, dass der Transport der Endosomen in Dmon
Zellen vermutlich bis in den perinukledren Raum ungestort ist. Erst der letzte Schritt, der
Transport bis in der Ndhe des Lysosoms und die anschlieBende Fusion mit dem Lysosom, ist
demnach in Dmonl™"-mutanten Zellen gestort. Hierfiir ist vermutlich die fehlende
Rekrutierung von Rab7 verantwortlich. Angesichts der momentan vorhandenen Daten muss
vorerst offen bleiben, welche mdgliche Rab7-Funktion hierbei gestort ist, die Beteiligung von
Rab7 an der Fusion mit dem Lysosom, eine Funktion bei der Bewegung der Endosomen

zusammen mit RILP bis zum Lysosom, oder vielleicht auch beide.

Von einer anderen Arbeitsgruppe wurde berichtet, dass RILP in HeLa-Zellen mit Vps22,
einer Komponente des ESCRT-II-Komplexes, interagiert und an der Bildung von ILV
involviert ist (Progida et al., 2007). Das Vorhandensein von ILV in vergréBerten Dmon™"-
Endosomen steht also im mdglichen Widerspruch zu dieser vermuteten Funktion von RILP.
Diese vermutete Wiederspruch ergibt sich daraus, dass in den hier beschriebenen
Experimenten kein Einfluss des DmonI-Ausfalls auf die Bildung von ILV beobachtet werden
konnte. Daraus folgt, dass RILP, falls es auch in Drosophila mit GTP-gebundenem Rab7
interagiert, entweder nicht an der Bildung von ILV der Endosomen beteiligt ist, oder RILP

seine Funktion in diesem Punkt unabhingig von Rab7 ausiibt.

3.5.4. DmonI""-Endosomen zeigen keine Kolokalisation mit autophagosomalen
Markern

Monlp aus der Hefe ist neben anderen Prozessen auch an der Autophagie beteiligt. Mehrere
Untersuchungen konnten zeigen, dass Rab7 wahrscheinlich eine wesentliche Rolle in der
Autophagie spielt, indem es fiir den letzten Schritt, die Fusion der Autophagosomen mit dem
Lysosom notwendig ist (Gutierrez et al., 2004; Jager et al., 2004). Aufgrund der in
DmonI™"-mutanten Zellen beobachteten zytoplasmatischen Fehllokalisation von Rab7
wurde daher erwartet, dass auch die Autophagie negativ beeinflusst wird, einige der
vergroferten Vesikel Autophagosomen sind und die entsprechenden Marker tragen.
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Im Gegensatz zu dieser Erwartung zeigten Farbungen mit dem autophagosomalen Marker
Atg8 in Drosophila eine wildtypische Verteilung in Dmonl™"-mutanten Zellen und auch die

vergroBerten Endosomen zeigten keine Kolokalisation mit dem Marker.

Ein Grund dafiir kdnnten die untersuchten Gewebe sein. Der Prozess der Autophagie findet
eventuell in der Fliigelimaginalscheibe nicht im hohen Malle statt zumindest konnten
innerhalb dieser Arbeit bei EM-Aufnahmen kaum Autophagosomen auch in wildtypischen
Fliigelimaginalscheiben festgestellt werden. Fettgewebe stellt moglicherweise ein
geeigneteres Gewebe fiir diese Untersuchungen dar (Zirin und Perrimon, 2010; Rusten et al.,

2004; Scott et al., 2004).

Ein weiterer Grund besteht auBerdem vielleicht in der hheren Komplexitit von Drosophila
verglichen zur Hefe. Mdglicherweise gibt es in Drosophila alternative Mechanismen, die das
Prozessieren der Autophagosomen auch bei fehlender Rab7-Funktion vorantreiben oder Rab7
wird in Drosophila anders als in der Hefe, durch andere, Mon1-unabhidngige Mechanismen an

die Membran der Autophagosomen rekrutiert.

3.5.5. Der Ausfall von Dmonl und Dcczl hat anders als in der Hefe keinen Einfluss
auf die Morphologie der Lysosomen

Zu den Lysosomen werden nicht nur die zum Abbau bestimmten Frachten transportiert
sondern auch lysosomale Proteine wie Hydrolasen die in Golgi-Apparat synthetisiert werden.
Manche Proteine werden direkt vom Golgi-Apparat zu den Lysosomen transportiert, wihrend
andere zuerst zur Plasmamembran gebracht und durch Endozytose aufgenommen werden
(Pryor und Luzio, 2009). Die Hydrolasen und die lysosomalen Proteine sind fiir die
Aufrechterhaltung von Lysosomen von Bedeutung. Es konnte in Zellkulturexperimenten
gezeigt werden, dass Rab7 eine entscheidende Rolle bei der Biogenese und Aufrechterhaltung
von Lysosomen spielt (Bucci ef al., 2000). In der Hefe wurden Mon1 und Ccz1 der Klasse B
der Vps-Proteine zugeordnet, deren Ausfall eine fragmentierte Vakuole (dquivalent zu den

Lysosomen) als Phanotyp zur Folge hat (Kucharczyk ef al., 2001; Wang et al, 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit erstellte elektronenmikroskopische Aufnahmen der
Fliigelimaginalscheiben bei Ausfall von Dmonl, Dcczl und rab7 zeigen allerdings keine

Verdnderung in der Morphologie der Lysosomen. Drosophila ist verglichen zur Hefe
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komplexer und es ist moglich, dass andere Mechanismen und Proteine in Drosophila fiir den

Transport lysosomaler Proteine zustdndig sind.

Zusammengefasst ist Monl/SAND-1 in Hefe, C. elegans und Drosophila an dem
endosomalen Transport beteiligt. Die auffilligste Ahnlichkeit die in den Untersuchungen iiber
monl/sand-1 in der Hefe und C. elegans mit denen hier beschriebenen in Drosophila
gefunden wurde, ist die Regulierung der Funktion und der Lokalisation von Rab7. In allen
untersuchten Organismen fiihrt der Ausfall von monl zur Fehllokalisation von Rab7. Ebenso
wurde Cczl als Interaktionspartner von Monl/SAND-1 in Hefe, C. elegans und Drosophila

festgestellt und die Interaktion beider Proteine als wesentlich fiir ihre Funktion erkannt.

Wie oben beschrieben, konnten allerdings in Drosophila auch Unterschiede beziiglich der
Funktion von Monl im Vergleich zu den Beobachtungen in anderen Organismen festgestellt
werden, die darauf deuten, dass zumindest einige Funktionen nicht sehr stark konserviert sind.

Zum Beispiel ist die Lokalisation von Rabex-5 in Dmon ™"

-mutanten Zellen in Drosophila
unverdndert im Gegensatz zu den sand-1 (or552)-mutanten Zellen in C. elegans, auch konnte

im Gegensatz zur Hefe kein Einfluss auf Autophagie festgestellt werden.

Ferner konnte die Expression von Monlp aus der Hefe nicht den Ausfallphinotyp von Dmonl
in Drosophila retten, wogegen Sand-1 aus C. elegans teilweise den Ausfallphénotyp von
Monlp in der Hefe retten kann (Potereyva et al., 2005). Allerdings konnte das Fehlen einer
Rettung des Dmoni-Ausfalls durch Monlp aus der Hefe neben einer verdnderten Funktion
von Dmonl auch andere Griinde haben. Wie schon erwéhnt, ist es aus Untersuchungen in der
Hefe bekannt, dass Monlp zur Erfiillung seiner Funktion einen Komplex mit Cczlp bildet
und dass es ferner zumindest mit Vps39p einen weiteren Interaktionspartner gibt (Wang et al.,
2002 und 2003; Nordmann et al, 2010). Es konnte sein, dass Monlp aus der Hefe
moglicherweise nicht mit diesen oder weiteren Interaktionspartnern aus Drosophila
interagieren kann. Der festgestellte Unterschied in der Funktion kdnnte also sequenzbedingt
auf eine fehlende Interaktion mit den Interaktionspartnern zuriickzufiihren sein. Zum anderen
erscheint verglichen mit Dmonl-HA die Expression von Monlp-HA viel schwécher und hat
keine klare Lokalisation in der Zelle (Abb.2.35), was darauf hindeutet, dass Monlp-HA in
Drosophila moglicherweise nicht in ausreichender Hohe exprimiert wurde um den Dmonl

Ausfallphédnotyp zu retten.
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In Anbetracht des hohen Konservierungsgerades der Monl-Sequenz zwischen den
unterschiedlichen Organismen war eigentlich davon auszugehen, dass die Funktionen
ebenfalls stark konserviert sind. Die in dieser Arbeit beobachteten Unterschiede konnten
daher entweder auf organismenspezifische Mechanismen zuriickzufiihren sein oder darauf,
dass die Funktion von Monl nicht in dem Ausmal konserviert ist wie es die Konservierung

der Sequenz nahelegt.

3.6. Der DmonlI-Ausfall hat Kkeinen Einfluss auf die Aktivitit

verschiedener Signalwege

Der  endosomale  Transportweg  kontrolliert — unter  anderem  verschiedene
Signaltransduktionswege (Sorkin und von Zastrow, 2002, 2009; Fischer et al., 2006). Ein
Ausfall von Genen, die in den endosomalen Transportweg involviert sind fithrt zum Teil zur
Uberproliferation als Folge der Uberaktivierung verschiedener Signalwege (Vaccari und
Bilder, 2009). Es wurde gezeigt, dass hierbei der Ausfall der Komponenten der ESCRT-
Maschinerie zur ektopischen Uberaktivierung der Signaltransduktionswege fiihrt, zum
Beispiel des Notch oder des RTK-Signalweges, was vermutlich auf eine Fehlfunktion des
Verpackens der aktiven Rezeptoren in die ILV der MVBs zuriickzufiihren ist (Jekely und
Rorth, 2003; Moberg et al., 2005; Thompson et al., 2005; Vaccari und Bilder, 2005). Hierbei
wurde fiir RTK-Rezeptoren auch gezeigt, dass diese nach der Internalisierung weiterhin in
den Endosomen aktiv sind und erst nach Einbau in ILV inaktiv werden (Sorkin und Zastrow,

2009).

In dieser Arbeit wurden die Aktivititen des Notch-, RTK-, Wnt- und Dpp-Signalweges
mittels geeigneter Aktivititsmarker (Gbe+Su(H)-GFP, argos-lacZ, Dfz-3-lacZ, omb- und dad-
lacZ) in Dmonl™"* mutanten Zellen untersucht. Dabei wurde keine Verdnderung im

Expressionsmuster dieser Marker beobachtet.

Der DmonI™" verursachte Defekt im endosomalen Transportweg scheint also an einem
Schritt zu entstehen, in welchem es zu keinen Verdnderungen in der Aktivitdt dieser
Signalwege kommt, obwohl ihre Komponenten, wie Rezeptoren oder Liganden in den
DmonI™"*-Endosomen akkumulieren. Hierfiir kdnnte die beobachtete Ausbildung von ILV in
den Dmon1™"*-MVBs verantwortlich sein, die diese Signalwegkomponenten dem Zellinneren

entziehen und somit deren Aktivitdt im Zytosol oder Zellkern ausschlief3en.
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Die vorliegende Arbeit stellt natiirlich erst den Anfang der Dmonl-Charakterisierung dar.
Viele Fragen wiren noch aufzukldren, wie z. B. die molekulare Funktionsweise des Dmon1-
Dcczl Komplexes. Es ist zum Beispiel unklar wie die beiden Proteine die Rekrutierung von
Rab7 an die Membranen der Endosomen regulieren. Nordmann et al. (2010) in der Hefe und
Gerondopoulos et al., 2012 in Sdugetier-Zelllinien haben diesem Komplex die GEF-Aktivitét
von Rab7 zugewiesen (Nordmann et al., 2010; Gerondopoulos et al., 2012). Ob diese
Funktion auch Dmonl-Dcczl in Drosophila zuzuschreiben wire, oder ob sie eine andere
Funktion bei der Rekrutierung von Rab7 an die Membranen der Endosomen und
hochstwahrscheinlich auch an die der Lysosomen spielen ist eine der offenen Fragen, die

beantwortet werden sollten.

Eine weitere Frage stellt die Funktion von Dmonl-Dccz]l bei der Deaktivierung und
Entfernung von Rab5 von der Membran der Endosomen. Poteryaev et al. (2010) konnten
keine Interaktion zwischen SAND-1 und Rab5 feststellen. Dagegen haben Kinchen und
Ravichandran (2010) gezeigt, dass Monl an Rab5-GTP bindet. Ob die Entfernung von Rab5
von der Membran der Endosomen direkt durch Dmonl1-Dcczl kontrolliert wird, oder ob die
Entfernung von Rab5 von der Membran ein indirekter Effekt vermittelt durch den Dmonl-
Dcczl Komplex ist, wire daher zum besseren Verstindnis der Funktion dieses Komplexes
notwendig. Hierdurch konnte auch ein besserer Einblick in den Mechanismus der Rab-
Konversion gewonnen werden, hierbei sowohl in Bezug auf die verlingerte Verbleibdauer

von Rab4 an den Endosomen wie auf die fehlende Rab7-Rekrutierung an diese.

Da die Funktion der Proteine in der Zelle in Koordination mit anderen Proteinen steht, wére
die Identifizierung weiterer Interaktionspartner die nédchste offene Frage. Die Proteine der
Klasse B der Vps-Proteine wiren hierzu die geeigneten Kandidaten, da sie einen dhnlichen

Ausfallphénotyp wie Monlp und Cczlp in Hefe zeigen (Raymond et al., 1992).

Ferner sollten die beobachteten Unterschiede zwischen der Funktion von Dmonl in
Drosophila und in anderen Organismen durch Beobachtungen an anderen Geweben verifiziert
werden. Es ist moglich, dass Dmonl1-Dcczl seine Funktion als ein Faktor der Rekrutierung

von Rab7 in allen Geweben und Organismen auf unterschiedliche Art und Weise erfiillt.
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Abb.3.1: Schematische Darstellung der Funktion von Dmonl-Dcezl in Drosophila. In den
wildtypischen Zellen fusionieren die endozytierten Vesikel nach der Endozytose miteinander. Dabei
entstehen frithe/sortierende Endosomen. Frachten die recycelt werden sollen, werden von da entweder
direkt mittels Rab4, oder zuerst in das Recycling-Kompartiment und von dort aus mittels Rab11 an die
Plasmamembran gebracht. Die Frachten, die abgebaut werden sollen, werden Mittels der ESCRT-
Maschinerie in ILV der Endosomen eingepackt, damit ein vollstdndiger Abbau ermoglicht wird.
Wihrend der Reifung der Endosomen wird Rab5 gegen Rab7 ausgetauscht. Rab7 vermittelt die Fusion
der reifen Endosomen mit dem Lysosom. Nach der Fusion mit dem Lysosom werden die Frachten dort
abgebaut. In den Dmonl™"*-mutanten Zellen wird Rab7 nicht an die Endosomen rekrutiert. Dabei
bleibt Rab5 ldnger an die Endosomen gebunden, was vermutlich die VergroBerung der Endosomen zur
Folge hat. Durch eine Fehllokalisation von Rab7 in den Dmon/-mutanten Zellen kann die Fusion der
reifen Endosomen mit dem Lysosom nicht stattfinden.
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4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. Material

4.1.1. Gerite und Arbeitsmaterialien

Geldokumentation: BioRad

Gelelektrophorese: Peqlab

Mikroskopie: Zeiss Axiolmager Z1 mit Apotom und AxioCamMRm,
STEMI 1000, Olympus BH2 (fiir Injektionen)

Elektronenmikroskopie: EM 902 (Zeiss)

Zentrifugen: Beckmann

Zentrifugationszubehor: SS-34 Rotor (Beckmann)

Tischzentrifugen: Eppendorf

Mikrowellengerit: Sharp

NanoDrop 2000/2000C: PeQLab Spectrophotometer

PCR-Maschinen/Thermocycler: Biometra Professional Thermocycler, MJ Research PTC-
200
Mikropipettenziehgerét: Sutter Instruments Co. Model P-97

Software: Adobe Photoshop (CS5), Omiga 2.0 (Oxford Molecular Ltd.), Vector NTi 7.0-
Mac, Axiovision Rel. 4.6-4.8 (Windows PC, Zeiss), Excel 2010 fiir Mac

4.1.2. Enzyme
Fir molekularbiologische Arbeiten wurden Enzyme von NEB, Roche und Fermentas

verwendet.

4.1.3. Feinchemikalien und Reaktions-Kits

Expand High Fidelity Plus PCR-Kit Roche

Hoechst 33258 Sigma Aldrich
Normales Ziegenserum (NGS) Dianova
Vectashield Mounting Medium Vector

Nucleobond PC100 Midiprep-Kit Macherey und Nagel

PCR-Produkte und Gelbandenextraktion = EZNA Gel-Extraction Kit (Omega bio-tek)
und Purification Kit
DNA-Ladepuffer 6x MassRuler' ™ DNA Loading Dye, Fermentas
DNA-GroBenstandard: 1kb Hyperladder I, Bioline
MassRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas

4.1.4. Bakterienstimme

E.coli DH50:: F* $80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 recAl endAl hsdR17 (1 k., my' k)
phoA supEA44 thi-1 gyrA96 relAl N (Invitrogen).
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LB-Medium: 10g Bactotrypton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl mit H,O auf 1L Endvolumen
auffiillen, und den pH vor des Erreichens des Endvolumen mit NaOH auf 7,2
einstellen

LB-Platten: LB-Medium mit 1,5% Agar

Zur Selektion wurden folgende Antibiotika verwendet, die mit angegebener Konzentration in

fliisssigem LB-Medium oder auf LB-Agarplatten eingesetzt wurden:

Ampicillin 100 ug/ml
Kanamycin 25ug/ml
Chloramphenicol 20ug/ml

4.1.5. Losungen:
TAE(1x) :

40 mM Tris Acetat (pH 8,0), | mM EDTA

RNAseA Stammldsung: 5 pg/ul in 10mM Tris pH 7,5
0,15M NaCl
4.1.6. Antikorper
Primire Antikdrper
Antikorper gegen Hergestellt in Verdiinnung | Quelle/Klonbezeichnung)
(Herkunft)
B-Galaktosidase Kaninchen 1:500 Cappel
(praabsorbiert)
N(extra) Maus 1:100 DSHB Iowa C458.2H
NECD
N(intra) Maus 1:100 DSHB Iowa C17.9C6
NICD
Wg Maus 1:50 DSHB lowa 4D4
Delta (DI) Maus 1:500 DSHB Iowa C594.9B
Serrate (Ser) Kaninchen 1:50 A. Bachmann
Rab5 Kaninchen 1:100 M. Gonzalez-Gaitan
Rab7 Kaninchen 1:3000 Tanaka und Nakamura, 2008
HA Ratte 1:250 Roche
Hrs-FL Meerschweinchen 1:500 Lloyd et al., 2002
Spinster Meerschweinchen 1:500 Sweeney et al., 2002
Dor 1:500 H. Krdamer
Arl8 Kaninchen 1:100 Hofmann und Munro, 2006
Ptc Maus 1:100 DSHB Iowa Apa 1l
Sekundére Antikorper
Gekoppelt mit Hergestellt in Verdiinnung Quelle
(Herkunft)
Maus Alexa-568 Ziege 1:500 Invitrogen
Kaninchen Alexa-568 Ziege 1:500 Invitrogen
Ratte Alexa-568 Ziege 1:500 Invitrogen*
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Maus Alexa-647 Ziege 1:500 Invitrogen
Kaninchen Alexa-647 Ziege 1:500 Invitrogen
Ratte Alexa-647 Ziege 1:500 Invitrogen*
Maus Alexa-488 Ziege 1:500 Invitrogen
Kaninchen Alexa-488 Ziege 1:500 Invitrogen
Ratte Alexa-488 Ziege 1:500 Invitrogen*

* Um Kreuzreaktionen auszuschlieBen, wurden diese Antikorper gegen Maus praabsorbiert.

4.1.7. Verwendete Fliegenstimme

Genotyp

Herkunft

w; Dmon1™" | CyOQ"¢"*%, TM6b / MKRS

Stammsammlung Prof. Thomas Klein

w; Dmon1™*/ SM6a-TM6b

Stammsammlung Prof. Thomas Klein

Dmonl®*" | CyO

Mark Fortini

w; If / CyO“® ™% TM6b / MKRS

Stammsammlung Prof. Thomas Klein

daGAL4

Wodarz et al., 1995

enGAL4 Bloomington
ptcGAL2 Speicher et al., 1994
hhGAL4 Tanimoto et al., 2000

w,UASDcr2; hhGAL4 UASdsRed/SM6a-
TM6b

Stammsammlung Prof. Thomas Klein

UASDcr2

Lee et al., 2004

UASFY VE-GFP

Gillooly et al., 2000

UASRab5-GFP

Wucherpfennig et al., 2003

UASRab7-GFP

Entchev et al., 2000

Gbe-Su(H)-lacZ

Furriols und Bray, 2001

Gbe-Su(H)-GFP

de Nevascues et al., 2012

tub Lamp1-GFP

Helmut Kramer

UAS Lamp1-GFP

Pulipparacharuvil et al., 2005

w’; If / SM6a TM6b

Stammsammlung Prof. Thomas Klein

Df(2L)Exel6010 Bloomington
Df(2L)Exel8012 Bloomington
Df(2L)Exel9062 Bloomington
Deficiency Kit (2L) (ca. 100 Fliegenstimme) | Bloomington

monl-RNAi (II-Chromosom)

VDRC 103378

monl-RNAIi (III-Chromosom)

VDRC 38600; VDRC 38601

ccz1-RNAI (III-Chromosom)

VDRC 18479

Rab7-RNAI (III-Chromosom)

VDRC 40337

dad-lacZ Stammsammlung Prof. Thomas Klein
arog-lacZ Stammsammlung Prof. Thomas Klein
Omb-lacZ Stammsammlung Prof. Thomas Klein
Dfz3-lacZ Stammsammlung Prof. Thomas Klein

yw M{eGFP.vas.int. Dm}ZH2A;

M {RFP.attP}2H-68E

(attP 68E Chr. 3L; Integrase auf dem X
Chromosom inseriert)

Bischof et al., 2007

yw M{eGFP.vas.int. Dm}ZH2A;

M {RFP.attP}2H-86Fb

(attP 68E Chr. 3R; Integrase auf dem X
Chromosom inseriert)

Bischof et al., 2007
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yw M{eGFP.vas.int.Dm}ZH2A; Bischof et al., 2007
M{RFP.attP}2H-22A

(attP 22A Chromosom 2L; Integrase auf dem
X Chromosom inseriert)

tubRab5CFP Marios et al., 2006
tubRab7YFP

hsFLP1.22; arm-lacZ FRT40A / CyO"*"?; | Stammsammlung Prof. Thomas Klein
tubRab5-CFP fubRab7-YFP / TM6b

hsFLP1.22; His2AVD-RFP / CyO"*"*?; | Stammsammlung Prof. Thomas Klein
tubRab5-CFP fubRab7-YFP / TM6b

hsFLP1.22; If / SM6a TM6b Stammsammlung Prof. Thomas Klein

hsFlpl.22; arm-lacZ FRT40A/CyO0"*"?; | Stammsammlung Prof. Thomas Klein
hhGAL4 / TM6b

hsFlpl.22; arm-lacZ FRT40A/CyO0"*"*?; | Stammsammlung Prof. Thomas Klein
hhGAL4 UASdsRed / TM6b

hsFLP1.22; His2AVD-RFP / CyO"*"*?; | Stammsammlung Prof. Thomas Klein
TM6b / MKRS

ywhsFLP1.22 tubGal4 UASnls-GFP/FM7; | Stammsammlung Prof. Thomas Klein
FRT40A Gal80 / CyO"*"** (MARCM)

hsFlpl.22;  ubi-GFP  FRT40A/CyO"*"?; | Stammsammlung Prof. Thomas Klein
TM6b / MKRS

4.1.8. In dieser Arbeit hergestellte Fliegenstimme

w ; If / CyO"* "% UAS monl-attP-86Fb | TM6b

w s mut4 FRT40A / CyOQ"* "%, UAS monl- attP-86Fb /| TM6b

w ; mut4d FRT40A; UAS monl- attP-86Fb / SM6a-TM6b

w’; If / Cy0"¢ ™, UAS monI-HA- attP-86Fb /| TM6b

w’; mut4 FRT40A/ Cy0"¢™ % UAS monI-HA attP-86Fb /| TM6b

w’; mut4 FRT40A; UAS monl-HA attP-86Fb / SM6a-TM6b

w’; If / Cy0"¢™? UAS ccz1-EOS-attP-86Fb /| TM6b

w’; UAS cczl-EOS-attP-224 | CyO™*"*“; TM6b / MKRS

w’; tubRabex5-EOS / CyO"* "%, TM6b / MKRS

w; If / Cy0"* ™%, nubRab4-mCherry-attP-86Fb / TM6b

w; If / Cy0"¢ ™%, UASMon1p-HA- attP-86Fb /| TM6b

w'; mut4 FRT40A/ CyOQ"*"*“; UASMonIp-HA- attP-86Fb / TM6b

w’; mut4 FRT40A; UASMonlp-HA- attP-86Fb / SM6a-TM6b

4.2. Methoden

4.2.1. Chemische Transformation der Bakterien

Chemisch  kompetente  Bakterienzellen werden auf Eis aufgetaut. Je nach
Transformationseffizienz wird eine DNA-Menge von 0,5 - 2 ug zu der Zellsuspension
gegeben. Die Zellen werden 15 bis 30 Min. auf Eis und direkt danach fiir 1 Min. bei 37°C
inkubiert (Hitzeschock/Wasserbad). Die Bakterien werden nach dem Hitzeschock fiir 2 Min.
auf Eis inkubiert, danach werden 900 wl LB-Medium hinzuzugegeben. Nach 60 Min.
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Inkubation auf einem Schiittler bei 37°C, die erforderlich fiir die Regeneration der Bakterien
und Expression des Resistenzfaktors ist, werden die Bakterien fiir 2 Min. bei 4500 rpm in
einer Tischzentrifuge runterzentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossen und das Pellet wird
im Rest des Mediums resuspendiert. Um einzelne Transformanten zu erhalten werden die
Bakterien auf einer LB-Platte, die das entsprechende Selektions-Antibiotikum enthélt,
ausgestrichen. Die Platte wir {iber Nacht bei 37°C inkubiert und gewachsene

Bakterienkolonien fiir nachfolgende Mini/Midi-DNA-Priparationen gepickt.

4.2.2. DNA-Minipriparation nach TENS-Protokoll

1,5 ml der iiber Nacht bei 37°C inkubierten Bakterienkultur (2-3 ml gesamt) werden in ein
Eppendorf-Gefif eingefiihrt und fiir 2 Min. bei 4500 rpm runterzentrifugiert. Der Uberstand
wird bis auf etwa 50-100ul abgegossen. Das Pellet, welches die Bakterien enthilt wird in
diesen 50-100ul resuspendiert. 300ul der TENS-Losung werden hinzugefiigt und durch
Vortexen (sehr stark geschiittelt) gemischt bis die Losung zihfliissig wird (falls dieser Schritt
langer als 10 Min. dauert, sollten die bereits bzw. die noch nicht gevortexten Losungen auf
Eis gehalten werden, damit eine Kontamination mit bakterieller (chromosomaler) DNA
vermieden wird). Als ndchstes werden 150 ul Natriumacetat hinzugefiigt und gut gemischt
(kurzes Vortexen). Zelltriimmer und bakterielle (chromosomale) DNA werden durch
Zentrifugation (5Min. bei 13000 rpm) abgetrennt und der Uberstand in ein neues Gefif
iiberfiihrt. Es wird 900ul kalter (-20°C) 100%-Ethanol dazugegeben, die Fliissigkeiten kurz
gemischt und fiir 5-10 Min. bei -20°C kaltgestellt. In dem Schritt findet die DNA-Fallung
statt. Das Pellet (gefdllte DNA) wird mit 70% Ethanol gewaschen und anschliefend fiir SMin.
bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet nach Trocknung in
40-50ul TE+RNase A resuspendiert (50ng/ul RNase A).

TENS-Lo6sung: TE: 10mM Tris-Cl, ImM EDTA pH 8.0
0,1 M NaOH
0,5% SDS
Natriumacetat: 408 g NaOAC*3H,0 in 800 ml H,0, bis 1L mit H,0 auffiillen, pH wird

mit 3M Essigsdure auf 5.2 eingestellt

4.2.3. DNA-Midipriparation
Fiir eine Midi-Priparation wurden Ubernachtkulturen in Erlenmeyerkolben mit 100ml LB-
Medium mit jeweils einigen Mikrolitern aus der Ubernachtkultur einer Mini-Priparation

angeimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Dem LB-Medium wurde das entsprechende
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Antibiotikum zugesetzt, fiir welches der jeweilige Vektor die Resistenz vermittelte. Es wurde
das Nucleobond PC100 Midiprep Kit von Macherey und Nagel nach Protokoll des Herstellers
verwendet. Die gewonnene DNA wurde am Ende in 100ul 10mM Tris-HCI (pH 8.5)

alternativ in H,0 aufgenommen.

4.2.4. DNA Restriktionsverdau

Zur Uberpriifung des Restriktionsmusters von Plasmiden oder zur Klonierung wurden
Plasmide Restriktionsverdaue mit entsprechenden Endonukleasen unterzogen. Dabei wurde
nach Herstellerangaben die entsprechende Menge an 10x Reaktionspuffer, gegebenenfalls je
nach verwendeter Enzymkombination mit BSA, 1-5 ug gereinigter DNA, je 10-20 U an
Enzym und einer entsprechenden Menge an H,O dest. (20 ul bei einem analytischer
Restriktionsverdau, 70-100 ul bei praparativem Restriktionsverdau) vermischt und bei 37°C
inkubiert.

Inkubationsdauer: Testverdau fiir 1h, priparativer Restriktionsverdau 3h.

Bei einem Testverdau wurden die Reaktionen auf einem 0,8-1%-em Agarosegel aufgetragen
und einer Gelelektrophorese unterzogen. Im Falle einer Klonierung wurden die

entsprechenden Banden aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA-Fragmente extrahiert.

4.2.5. Gewinnung genomischer DNA aus Fliegen/Larven
Die genomische DNA aus Fliegen und Larven wird wie folgt gewonnen:

- Etwa 30 Fliegen/Larven werden in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefa3 gesammelt
und fiir kurze Zeit (1Min.) auf -20°C gestellt, damit sie in die Unbeweglichkeit
betdubt werden.

- 200 ul Extraktionspuffer werden hinzugefiigt, und die Fliegen/Larven werden
mit einem StoBel homogenisiert.

- Es werden nochmal 200 ul hinzugefiigt und die Fliegen/Larven weiter
zerrieben flir insgesamt max. etwa 5 Min., bis nur Kutikulae zu sehen sind.

- Das Gefif3 wird bei 65°C fiir 30 Min. inkubiert.

- 800 ul LiCl/KAc-Losung werden hinzugefiigt und fiir mind. 10 Min. auf Eis
inkubiert.

- Die Mischung wird fiir 15 Min. bei 13000 rpm bei RT (Raumtemperatur)
zentrifugiert.

- 1ml des Uberstandes wird in ein neues GefiB {iberfiihrt.

- 600 ul Isopropanol werden hinzugefiigt, kurz gemischt und fiir 15 Min. bei
13000 rpm und RT zentrifugiert.
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- Den Uberstand wird abgeschiittet.

- Das Pellet wird mit 700 ul 70%-en Ethanol (EtOH) gewaschen, und fiir 5 Min.
bei RT und 13000 rpm zentrifugiert.

- Den Uberstand wird abgeschiittet, Uberstandsreste vorsichtig mit Pipette
abgesaugt.

- Das Pellet wird im Hitzeblock bei 37°C fiir etwa 20 bis 30 Min. getrocknet.

- 150 ul TE wird auf das Pellet gegeben, 10 Min. auf 65°C inkubiert und dann
bei 4°C liber Nacht resuspendiert.

Am néchsten Tag wird die Qualitdt der DNA auf einem 0,7% Agarose-Gel bei niedriger

Laufgeschwindigkeit (40Volt bei 10cm Gellinge) getestet. Erwiinscht ist eine
hochmolekulare Bande iiber 10kb.

Aufbewahrung der DNA erfolgt bei 4°C, bei niedrigeren Temperaturen konnte es zur

Fragmentierung der DNA-Strange durch sich bildende Eiskristalle kommen.

Extraktionspuffer: 100mM TrisHCI pH 9.0, 100mM EDTA, 1% SDS
LiCl/KAc-Losung: 1 Teil 5SM Kaliumacetat auf 2,5 Teile 6M LiCl Stammldsung

4.2.6. Sequenzierung der DmonlI-Allele

Zuerst wurde die genomische DNA aus Larven des jeweiligen Stammes gewonnen und DNA-
Abschnitte, die sequenziert werden sollten, mittels PCR amplifiziert (Expand HF-PCR Kit
von Roche). Die PCR-Produkte wurden anschlieBend auf einem Gel aufgetrennt, die
Gelbanden wurden ausgeschnitten und nach der Aufreinigung sequenziert. Die verwendeten
Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der Abschnitte genomischer DNA sind unten
aufgelistet. Zur Kontrolle wurden ebenfalls die gleichen genomischen DNA-Abschnitte aus
wildtypischen Fliegen sequenziert (w” und w").

Bei den Primern zur Amplifikation von genomischen Abschnitten ist nach dem Primerpaar
die jeweilige erwartete Produktlinge angegeben. Der Name, der jeweils einem Primerpaar
voranstehet bezeichnet den zugehorigen amplifizierten Abschnitt, z. B. Monl1-2 ist das
Primerpaar 2 zur Lage der Abschnitte (siche Abb.4.1). Die Sequenzierungsprimer wurden
benutzt um die erhaltenen genomischen Abschnitte vollstindig sequenzieren zu kdnnen, da
verldssliche Daten fiir jeweils ca. 400-700 bp ab dem Sequenzierungsprimer erhalten werden

konnten.

Mon1-2 (2776 bp)
1-2a: 5’- CGCCACAACATAGACCACC-3’
1-2b: 5’-TTACCAGTGCCTGAATGACACC-3’
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Mon1-4 (2124 bp)
1-4a: 5°-AGATAACAGTGCCCTCAGTCC-3'
1-4b: 5°-TAGCACCACGCAATTTTCC-3’

Mon1-6 (1812 bp)
1-6a: 5’-AAGATCACGGAGAAGCTACG-3’
1-6b: 5’-AGCCATGAAAAGTCCAAGG-3’

Mon1-8 (3037 bp)
1-8a: 5’-CCAGATCGAAGATCAGATGACC-3’
1-8b: 5’-CTAGCACCACGCAATTTTCC-3’

Sequenzierungsprimer

Seql: 5’-ACACCCCACCACAGATTAC-3’

Seq2: 5’-CGCAAAACTAAGTAATAGCC-3’

Seq3: 5’-ACACCCTTTATTTCACCTTC-3’

Seq4: 5’-CGGAAAACACACCATAAG-3’

Seq5: 5’-CCAATCTTCTCGCTACAC-3'

Seq6: 5’-ACGGACAGCAGGAGCAAAC-3’

Seq7: 5’-CTAGCACCACGCAATTTTC-3’

Seq8: 5’-TACGAAACGGGGAATGCAC-3’

Seq9: 5’-CACAATGCCCTAGCGAAG-3’
CG11926-GenReg

6641 bp
0.0kb 1.0kb 2.0kb 3.0kb 4.0kb 5.0kb 6.0kb
Seq2
( Seq4 Seq5 Seq7
) ) ( Seq9
PCR Erlmer ﬁalrz Seq6 ‘

‘ PCR Erimer Eairﬁ
PCR—ﬁrimer ﬁairS

seqi ) ) Seq8
" TN — |
Seq3
T T castsen

Abb.4.1: Lage der amplifizierten genomischen Produkte (PCR primer pair 2, 4, 6 oder 8) auf dem
genomischen Abschnitt, dass die Dmonl kodierende CG11926-Transkriptionseinheit tragt. Zusitzlich
sind die Sequenzierungsprimer eingetragen, die Pfeilrichtung zeigt deren Orientierung an.
4.2.7. DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration von Plasmid-DNA wurden die Extinktion der Losungen
bei 260 nm mit Hilfe des NanoDrops photometrisch bestimmt. Hierzu wurde 1ul DNA-
Losung auf der NanoDrop-Messfliche pippetiert und die Messung gestartet. Fiir
doppelstrangige DNA (dsDNA) entspricht eine Extinktion von 1 bei 260nm einer
Konzentration von 50ug/ml. Die Messung bei 280nm diente der Bestimmung der Reinheit,

weil bei 280nm das Absorptionsmaximum der meisten Proteine liegt. Der Quotient der beiden
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Extinktionen sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Niedrigere Werte weisen auf eine

Verunreinigung mit Proteinen hin.

4.2.8. Ligationen in den pGEM-T Easy-Vektor
Das pGEM-T Easy Vektor System der Firma Promega, wurde fiir die Subklonierung von
PCR-Fragmenten und anderen DNA-Fragmenten nach Angaben des Herstellers verwendet.
Die aufgenommenen Fragmente wurden vor weiteren Klonierungsschritten in dem Vektor
mittels T7 und Sp6-Primer von beiden Seiten der Insertionsstelle her ansequenziert und je
nach Bedarf mit zusétzlichen Primern vollstindig sequenziert, die innerhalb des jeweiligen
PCR-Produktes banden.

T7: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
SP6: 5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3'

4.2.9. DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen von DNA-Konstrukten oder PCR-Produkten wurden von der Firma Seqlab
aus Gottingen durchgefiihrt. Hierfiir wurden nach Empfehlung des Dienstleisters 600 bis
700ng der zu sequenzierenden DNA und 2pl einer 10 mM Losung des jeweiligen
Sequenzierungsprimers (20 pmol) in destilliertem Wasser in einem Gesamtvolumen von 7 pl
in ein 0,2-ml Reaktionsgefdl mit flachem Deckel gelost und anschlieBend an Seqlab

verschickt.

4.2.10. SOEing-PCR

Die Hybridkonstrukte dieser Arbeit wurden mittels SOEing-PCR (splicing by overlap
extention)  hergestellt. ~ Dafiir ~ werden zundchst zwei  DNA-Fragmente mit
Erkennungssequenzen als iiberlappenden Uberhiingen auf einer Seite und gewiinschten
Erkennungssequenz fiir Restriktionsenzyme auf der anderen Seite mittels PCR hergestellt.
Die DNA-Fragmente werden in einem zweiten PCR-Schritt zusammengefiigt. Hierbei dienen
homologe Sequenzen dafiir, dass die beiden Fragmente miteinander verbunden werden und

danach das Gesamtprodukt amplifiziert wird (Abb.4.2).

SOEing ist eine Methode zur Herstellung von rekombinierten DNA-Molekiilen ohne Nutzung
von Restriktionsendonukleasen oder Ligasen. Die zu verbindenden Fragmente von den
Genen, welche rekombiniert werden sollten, werden zunéchst in getrennten PCRs hergestellt.
Die Primer hierzu sind so gewihlt, dass die Enden der Produkte der ersten PCR-Reaktion

komplementidre Sequenzen enthalten. Wenn diese PCR-Produkte in der nachfolgenden,
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zweiten PCR-Reaktion vermischt werden, dienen die {iberlappende Sequenzen an deren 3’-
Ende als Primer um das Ausgangsprodukt fiir das rekombinierte Hybridkonstrukt. PCR-
Bedingungen wurden nach Angaben des Herstellers Roche (Expand HF Plus PCR Kit von

Roche) gewihlt.
5 A 3 5 B 3
3 5 3 5
1. PCR
1 3 B
5=» A b 3 §— 3
3 €5 3, € 5
2
2.PCR ] l

3 9

Abb.4.2: Schematische Darstellung zum SOEing (splicing by overlap extention). Zuerst werden
zwei DNA-Fragmente mittels PCR hergestellt und amplifiziert. Die beiden Fragmente enthalten
jeweils ein Teil des anderen Fragmentes. Die iiberlappenden Uberhiinge funktionieren als Primer fiir
die néchste PCR-Runde. Die beiden homologen Bereiche erkennen sich und binden sich aneinander.
Um das Produkt weiter zu amplifizieren, werden in der 2. PCR Primer 1 und 4 verwendet. An Primern
1 und 2 konnen optional iiberstehende Enden mit Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen
angefiigt werden fiir die spitere Subklonierung des Produktes.

4.2.11. Hergestellte DNA/Hybrid-Konstrukte und verwendete Primer
Die Dmonl-kodierende Sequenz wurde synthetisch hergestellt bei GenSkript, Piscataway, NJ,
USA und aus dem Vektor pUCS57 iiber die vektorinternen Schnittstellen EcoRI und EcoRV in
den pUASTattB Vektor (Bischof, et al., 2007) kloniert. Um den Einbau in den pUAST-Vektor
zu ermoglichen wurden vor die kodierende Sequenz eine Notl und eine Kpnl, sowie eine Notl
hinter dem Stopcodon angebracht (rote Markierung in nachfolgender Sequenz). Die
kodierende Sequenz fiir die Synthese wurde entnommen aus dem Datenbankeintrag
NM 135024.2 bei der GenBank, wobei ein Stopcodon, das sich in der Sequenz befand

entfernt wurde. Synthetisiert wurde die folgende Sequenz:
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GCGGCCGCTACTTAGGTACCATGGAAGTAGAGCAGACGTCAGTCAGGTCGGACACGAACTCCACCTGC
GAGTACCTAGACGCAGAGGGCGATCCGGAGTCCCCAAATCTCTATCAAGAGGCCGATCCCGACCAGGA
GGCCGAGCAACAAAACCATAGTATTATCTCTGAGCTAAGAGATGGCCTGGGCACCATGCGAGATAACA
GTGCCCTCAGTCCGGAGCCGGGGCAGGAGAACAAGGGACTGGCTGCCTCTGTGGAGTCTCTGGCATTG
AGCACCTCGACCAGCGCCAAAACAGAGGACTCCATTGGCGGGGGACTGGAGGAGGAATACGATTACCA
GCACGACAGTCTGTGGCAGGGCCAAAAGAAACACATCTTCATACTAAGCGAGGCGGGAAAGCCAATCT
TCTCGCTACACGGCAATGAGGATAAACTGGCCACGCTTTTCGGTGTCATTCAGGCACTGGTAAGCTTC
GTCCAAATGGGCCAGGATGCTATTACCTCCATTCATGCGGGCGGCATTAAGTTCGCTTTCATGCAACG
CAGCTCGCTCATCCTGGTGGCTGCCAGCAGGAGCAACATGAGTGTGCAGCAGCTGCAGCTTCAACTGG
GGGATGTCTACAATCAAATATTGTCCATTCTGACGTATTCACACATGACGAAAATCTTTGAGAGGCGC
AAGAACTTTGATCTGAGGAGACTGCTCTCCGGCAGCGAACGATTGTTCTACAATCTGTTGGCGAACGA
CAGTAGTAGTGCCAAGGTGTCCAACAACATCTTCACATTTTTGACCAACTCAATTCGCGTCTTCCCAT
TGCCCACAACGATACGATCGCAAATCACCAGCGCCATTCAGAGCAACTGCTCCAAGATCAAGAACCTG
GTGTTTGCCGTGCTAATTGCCAATAACAAACTGATAGCATTGGTGCGCATGAAGAAGTACTCCATCCA
TCCGGCTGATTTGCGTCTGATCTTCAACCTGGTAGAGTGCTCCGAGTCCTTCAAGAGCTCCGAGAACT
GGTCACCAATTTGCCTGCCCAAGTTCGACATGAATGGGTATCTGCATGCGCATGTCTCGTACCTGGCG
GATGATTGCCAGGCCTGTTTGCTCCTGCTGTCCGTGGACAGAGATGCCTTTTTCACGCTGGCAGAGGC
CAAGGCAAAGATCACGGAGAAGCTACGCAAAAGCCACTGCTTGGAAGCCATCAACGAGGAGCTGCAGC
AGCCGTTCAATGCGAAACTCTACCAACAGGTTGTGGGAATCCCCGAGCTGCGGCACTTTCTTTACAAG
CCCAAGAGCACAGCTCAACTGCTGTGTCCCATGCTCAGGCATCCGTACAAATCTCTGACGGAGCTGGA
GCGCCTGGAGGCCATCTACTGCGACTTGCTGCATCGCATCCACAACAGTAGTCGCCCGCTGAAGCTTA
TCTACGAGATGAAGGAGCGCGAGGTGGTCCTGGCCTGGGCAACCGGAACCTACGAACTGTACGCCATA
TTCGAGCCGGTTGTGGACAAAGCCACTGTGATCAAGTACGTGGACAAGCTGATCAAGTGGATCGAGAA
GGAGTACGACGTGTACTTTATACGAAACCATGCCACATTCTAAGCGGCCGC

CG11926
1627 bp

Bfal
BspMI
PshAl
Aatll
BsaHI
Bael-b
Kpnl Bsgl Avall
Ncol BstAPI Sacl BsrFl
Acc65l| Pwll Banll BsaAl
Notl Begl-a BstEll Al
Bael-a Msel Tsp45| THil
[EcaoRI Bcgl-b Accl Bbsl Sphl Aval
Apol Ncil Mscl Sspl Pwl Scal | IStul PfiMI {|BsoBI
T L ——

0.0kb 0.5kb 1.0kb 1.5kb

Xba-weg

BamHI weg Sacl oder BstEll fiir PCRs

I )

Abb.4.3: Synthetisch hergestelltes Dmonl mit den pUC57-internen EcoRI und EcoRV-Schnittstellen,
zwischen welche die Sequenz von GenSkript kloniert wurde und die zum Subklonieren des Konstrukts
benutzt wurden.

Dmon1-HA (1660 bp)
MHA-1: 5’-GAATTCGCGGCCGCTACTTAGGTACCATGGAAGTAGAGCAGACG
TCAGTCAGGTCGGAC-3’

MHA-2: 5’-GATATCGCGGCCGCTTAAGCGTAATCTGGCACATCGTATGGGTAG
GCGCCGAATGTGGCATGGTTTCGTATAAAGTACAC-3’
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Mon1-HA
1660 bp
Bfal
BspMI
Aatll
PshAl
BsaHl|
Bael-b Avall
Kpnl Sacl BsrFl
Ncol Accl Banll BsaAl
AccB5! Bsgl Tsp45l pailll]
Notl BstAPI BstEIl Btrl
Bael-a Begl-a Sphl Tfil BsaHI
EcoRI Msel Bbsl Ecil Aval Msel
Apol‘ Ncill Mscll Bcgl-bl Pwll lSspl vaul lS<:a| Stul lPﬁMI BsoBI lNotl
- T T T T T T T T 1t T
0.0kb 0.5kb 1.0kb 1.5kb
Xba-weg HA
MHA-1 "
. Bam}'il weg Sacl oder Bs.tEII fur PCRs @

= )

Abb.4.4: Primer zur Herstellung von Dmonl-HA.

mCherry-Rab4

Rab4 (~700bp)

R4C1: 5’-GGCATGGACGAGCTGTACAAGGCTGCGGCATCGGAAACATACGATTA
CCTGTTCAAGTTCCTGATAATTGGCAG-3’

R4C2: 5’-AGAGCGGCCGCTTAAACGCGACAGGTGCAATCCGGCTTATTGATGCT
GCGCTGTCGTGTCTGTAAGTTACGG-3’

mCherry (~700bp)
R4C3: 5’-CTTGGTACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATC
AAGGA-3’

R4C4: 5’-GGAACTTGAACAGGTAATCGTATGTTTCCGATGCCGCAGCCTTGTACA
GCTCGTCCATGCC-3’

mCherry-Rab4

Hincll BsmBlI
Bsgl Bpml
Ncil Earl
BssSI Pwull Tfil Smll
ApalLl Hgal BsaBI Bsal
Bael-a Drdl Pwul BsaWwl Msel
Kpnl BsaAl Pstl PAMI BbvCl Xeml Sacl BamHI Notl
Acc65! Anhdl Sbfl Bbsl| AwNI ‘ SgrAl | BsrGl TspRI  BstX Accl Sspl BstYl Ecil Eagl
! - i 18 N I | 18 A
0.0kb 0.2kb 0.4kb 0.6kb 0.8kb 1.0kb 1.2kb
Ala-Linker
Rabt.RB

Abb.4.5: Primer zur Herstellung von mCherry-Rab4.

EOS- Rabex-5

EOS (708 bp)

ER5-1: 5°’-CGCTCGGGTACCATGAGTGCGATTAAGCCAGACATGAAGATCAAC
CTCCGTATGGAAGGCAACG-3’
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ER5-2: 5’-CGCCGTTGAGCCTCCGCCTCGTCTGGCATTGTCAGGCAATCCAGAATG
AGCAACAGC-3’

Rabex-5 (2124 bp)
ER5-3: 5-CAATGCCAGACGAGGCGGAGGCTCAACGGCGGCGCGACCTCCGTC
TTTGCGGCTGGG-3’

ER5-4: 5’-TACAGTGCGGCCGCTTATTTGGGAGCATCCGCGCCGTCCTGTCCCAG
AGAACTAAAGTCTCCCG-3’

Sequenzierungsprimer fiir das EOS-Rabex5-Konstrukt:

ERS-S1: 5°-CCTGCTGCTCCACTTTTC-3’
ERS-S2: 5’-CAGTCCCTATTTCACTACC-3’
ERS-S3: 5’-TCTACTCGTTCCGTCACC-3’
ERS-S4: 5’>-TACGGAACCCCCCAAAAC-3
ERS-S5: 5’-CTGCCCATCAAAACACCC-3°
ERS-S6: 5°-CCTCTCCAATCTTTAACTACAC-3’

EOS-Rabex5
2801 bp

3xGly

ERS-2 ER5-S3

ER5-S4
ER5-1 ERS5-3 ' ERS5-S1 ERS5-S2 ERS-S5 ER5-6 ER5-4

T ) T S

0.0kb 0.5kb 1.0kb 1.5kb 2.0kb 2.5kb

Abb.4.6: Primer zur Herstellung (ER5-1-4) und Sequenzierung (ER5-S1-6) von EOS-
Rabex-5.

Monlp-HA (1994 bp)
Monlp-HAl: 5-CCATTAGCGGCCGCATGAATCTCAATGAAAGCTACCTAGATGCT
GAGATACCGAAGGGTCAATTGAAGC-3’

Monlp-HA2: 5’-CCATGTCTCGAGTTAAGCGTAATCTGGCACATCGTATGGGTAGG
CGCCAAACACGGCCCCATCACTTATAAATAGTCTCGACTCGTGTTTTTGACACC-3’

Sequenzierungsprimer fiir das Mon1p-HA-Konstrukt:

Smyl: 5’-CCAAATAAGGACCGAAATC-3’
Smy2: 5’-AATGACATCAGGAGTCGC-3’
Smy3: 5’-TTAGCGATATACCAGCAC-3’
Smy4: 5’-TAGCCCCTGTGAAGAATC-3’
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Mon1p-yeast
1994 bp

Spel

BstX| Asel

Banll ApalLl BssSI

BsaAl Nspl PpuMI EcoO109I Bsml

Xhol
SnaBl Sphl BstNl‘| BsmFI Nsil

Smll
BsoBI
PaeR7I|

Aval
T

Bglll Bsiwi| MspAll Ncil.  PspGl
Mfel BstYl Awl Btrl Hpall Bpml
] Bcll BsmBI Faul Mspl AIwNIl
— T T T

|

0.0kb 0.5kb 1.0kb 1.5kb

BsaBl
Acc65|
thnl
T

Earl TspRI
Hindll Bbs|
Blpl lAcu lXch

——

Notl Hgal

Psil
|

|

smy.
Mon1p-HA1 ’ Mon1p-HA2
smy-1 smy3 Smy4

T )

Abb.4.7: Primer zur Herstellung und Sequenzierung von Monlp-HA.

Dccz1-EOS

Dcezl (1502 bp)

CZE1l: 5°- GCGGCCGCGGTACCATGGCTAAATTATTGCAACGCGTAGAAATT
ACGTTACGCAGC-3’

CZE2: 5-CTTCATGTCTGGCTTAATCGCACTGCCTCCGCCTTTGTCAAAAAA
TACATCATCTGTGAGCTCTTGC-3’

EOS (724 bp)
CZE3: 5°-CAGATGATGTATTTTTTGACAAAGGCGGAGGCAGTGCGATTAAGC
CAGACATGAAGATCAACC-3’

CZE4: 5’-GATATCGCGGCCGCTTATCGTCTGGCATTGTCAGGCAATCCAGAATG
AGCAACAGCATG-3’

Sequenzierungsprimer fiir das Dccz1-EOS-Kostrukt:

CZS1: 5’-AACCACACAACTCTTCTACC-3'
CZS2: 5’-TCTGACGACTTCTTACGAATCC-3’
CZS3: 5’-AACCCTACTACTTGCTCATC-3’
CZS4: 5’-GCTTCACAATCCAATAGTC-3°
EOSS: 5’-TAGAAAGTGTCCCCTTCC-3’

Die oben hergestellten Konstrukte wurden in den pUAS-a#P-Vektor oder in den tub-P-attP-
Vektor kloniert.
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Ccz1-EOS
2170 bp
Bsgl
Eco01091
PpuMI
Bsal
BsmAl
Apal
PspOMI
Sapl
Clal
BspDI SexAl
EcoRV, Begl-a
BamHI Begl-b
SfaNI Xmal
Miul BsaBI Smal
Kpnl Bell Hincll Nspl
Acc65l1 BspEl ApalLl Kasl Sphl
Sacll BsaWi BsaAl Tfil Narl Aatll Hindlll Notl
Notl stl BseRl ‘Pmll ‘Hinﬂ sfol ‘ Sacl EcoRV | BstBl Bst4Cl PMI| | EcoRV
1l | | ! ] il ™
0.0kb 0.5kb 1.0kb 1.5kb 2.0kb
3xGly
CZE3 4
CZE2 CZE4
2=t czs1 czs2 czs3 czs4 . EOSS

Abb.4.8: Primer zur Herstellung und Sequenzierung von Dccz1-EOS.

4.3. Allgemeine Drosophila-Methoden

Balancerchromosomen sowie verwendete dominante und rezessive Marker werden in
Lindsley und Zimm (1992) beschrieben. Standardmethoden sind ferner in Roberts D. B.
(1986), Ashburner M. (1989) und in Dahmann C. (2008) beschrieben. Allgemeine
Informationen um Drosophila, wie zu Genen, Fliegenstimmen, Methoden usw. sind auf der

Internetseite http://flybase.org auffindbar.

4.3.1. Haltung von Drosophila-Stimmen
Die Drosophila-Fliegenstimme werden in zylindrischen Plastikfutterrhrchen, die mit
Schaumstoffstopfen verschlossen werden gehalten. Die Stamme werden je nach geplanter
Verwendung bei unterschiedlicher Temperatur gehalten. Die Stimme die langfristig
aufbewahrt werden sollen, werden bei 18°C oder bei RT, Kreuzungsexperimente bei 25°C, im
Falle die Kreuzungen von RNAi-Linien mit dem UAS/GAL4-System teilweise bei 29°C
gehalten um maximale RNAi-Expression zu erreichen. Fiir Kreuzungen werden jungfrauliche
Weibchen (wurden nach Schliipfen von Ménnchen unter 22 Stunden bei 18°C, bzw. unter 8

Stunden bei RT getrennt) mit den erwiinschten Médnnchen zusammengesetzt.

Zur Gewinnung grof3er Eiablagen von Embryonen z.B. fiir die DNA-Injektion zur Herstellung
transgener Fliegen werden die Fliegen in einem zylindrischen Kifig gehalten, deren obere
Offnung mit Netz bespannt ist und die untere Offnung mit einer Apfelsaft-Agarplatte mit
etwas Béackerhefe in der Mitte verschlossen. Nach Auswechseln der Agarplatte werden die
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Eier gesammelt. Fiir die Injektion wird die Apfelsaft-Agarplatte alle 30 Minuten gewechselt

um Embryonen zu erhalten, bei denen noch nicht die Zellularisierung eingeleitet wurde.

Fliegenfutter:

240 g Agar wird in 10L Wasser fiir 2,5 Stunden gekocht.

2,4 kg Maismehl, 430 g Trockenhefe, 300 g Sojamehl, 2,4 kg Malzextrakt und 630 g
Zuckerriibensirup werden in 15 L Wasser zugegeben und die Mischung wird fiir 4,5 Stunden
gekocht.

Nach dem Abkiihlen auf 60°C wird 190 ml Propionsdure hinzugegeben, Futter wird in

Futterrdhrchen bis zum einen Drittel der R6hrchenhohe gegossen.

4.3.2. Herstellung von transgenen Fliegen
Transgene Fliegen wurden im Allgemeinen so hergestellt wie in Bachmann und Knust (2008)
bzw. in Kapitel 4 "The Use of P-Element Transposons to Generate Transgenic Flies" von
denselben Autoren in Dahmann (2008) beschrieben. Als Vektor fiir die Konstrukte wurde
zumeist der pUAST-Vektor benutzt. Die Injektionen wurden in w-Fliegen durchgefiihrt, die
danach geschliipften Fliegen gegen den "Multibalancerstamm" w'; If/Cyo™"?: MKRS/TM6b
Stamm gekreuzt, um das Insertionschromosom zu identifizieren. Transgene Tiere wurden
anschliefend iiber den w' Phinotyp der Nachkommen dieser Kreuzung identifiziert, der durch
das auf dem Vektor befindliche white(+)-Gen vermittelt wurde. Kartierung der
Insertionschromosomen erfolgte iiber eine wiederholte Kreuzung der rotdugigen Tiere gegen

den Multibalancerstamm.

pattB-Transgene wurden &hnlich hergestellt (Bischof et al., 2007), allerdings enthielt der
Injektionsmix keinen Hilfsvektor (A2-3TransposaseVektor) und es wurden keine Eizellen von
w’ Fliegen, sondern von den jeweiligen aftP-Stdimmen benutzt bei denen die Integrase auf

dem X Chromosom inseriert ist.
Integrationsereignisse an der Stelle a#tP-86Fb fiihren zu einer leicht erkennbaren roten

(orange-rot kurz nach dem Schliipfen) Augenfarbe, an der Stelle a#tP-68E und attP-224 ist

die Augenfarbe leicht orange und bei frisch geschlupften Tieren schwieriger zu erkennen.
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4.3.3. Priparation und Antikorperfirbung von Fliigelimaginalscheiben

Fir die Préparation der Fliigelimaginalscheiben werden die Larven des dritten larvalen
Stadiums in einem Blockschédlchen mit PBS eingefiihrt. Die Larven werden in der Mitte
durchtrennt und die vordere Hilfte der Larve wird umgestilpt. Um die
Fliigelimaginalscheiben freizupridparieren werden Fettkdrper, Darm und Mundhaken entfernt.
Die freipriparierten Scheiben werden in einem Siebchen in einer Kammervertiefung einer

Multiwellplatte gesammelt.

Die Antikorperfirbung an den Scheiben wird nach dem folgenden Protokoll bei RT unter
staindigem Schwenken durchgefiihrt.

- Fixierung 30 Min. in 4% Paraformaldehyd
- Waschen 3 x 10 Min. in 0,3% PBT
- Blocken 30 Min. in 5% NGS in 0,3% PBT (oder iliber Nacht bei 4°C)
- Primidrer AK 90 Min. (AK: Antikorper in 5% NGS in 0,3% PBT)
- Waschen 3 x 15 Min. in 0,3% PBT
- Sekundirer AK 60 Min. (AK: Antikorper in 5% NGS in 0,3% PBT)
- Waschen 1 x 10 Min. in 0,3% PBT
- DNA-Férbung 4 Min. in Hoechst
(Hoechstfarbstoff bis-benzimid 1:10000 in H,O)
- Waschen 2 x 10 Min. in 0,3% PBT
- Einlagerung in PBS

Die Fliigelimaginalscheiben werden in Vectashield auf einem Objekttrager vom Rest der
Larve freipripariert und mit einem Deckgldschen abgedeckt. Nach dem Fotografieren kdnnen

die aufgezogenen Scheiben bis zu 6 Monaten bei 4°C eigelagert werden.

PBS:
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
8 mM NazHPO4
1,7 mM KH2P04
pH von 7.4 wird mit HCI eingestellt

PBT:
0,3% Tween 20 + 1x PBS

4% Paraformaldehyd:

4 g Paraformaldehyd wird in 80 ml dest. H,O fiir ca. 1 Stunde auf der Heizplatte unter dem
Abzug geriihrt, danach werden 3 Tropfen NaOH hinzugefiigt und auf Eis gekiihlt. 10 ml 10x
PBS wird hinzugefiigt und auf 100 ml mit des. H,O aufgefiillt. pH wird auf 7.2 eingestellt.
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Aliquote werden bei -20°C eingefroren.

4.3.4. Fixierung und Priparation der Fliigelimaginalscheiben fiir
Elektronenmikroskopie

Fixierung von Imaginalscheiben fiir elektronenmikroskopische Aufnahmen wurde wie unten
aufgelistet durchgefiihrt:
- Préparieren der Larven in 100 mM kaltem Phosphatpuffer (PO4), pH 7.3

(alternative PBS)

- Fixierung 1h bei RT in 2,5% Glutaraldehyd in einem Eppi
(475ul PO4+25ul Glutaradehyd, EM-Reinigungsgrad)

- Waschen 3x 5 Min. im POy-Puffer

- Fixierung 1h in 2% Osmium auf Eis im Dunkeln
(300 ul 4% Osmium+300ul POy)

- Waschen 5x 5 Min. in eiskaltem dest. H,O

- Inkubation 30 Min. in 2% Uranylacetat in H,O
bei RT und im Dunkeln

- Waschen 5x 5 Min. mit eiskaltem H,0

- Entwisserung 50%, 70%, 90%, 96% Ethanol je 5 Min. auf Eis
100% 2x 10 Min. bei RT
Aceton 2x 10 Min. bei RT

- Einlagerung in Aceton:Araldit (1:1) UN bei 4°C

Am nichsten Tag werden die Fliigelimaginalscheiben in einem 3-er Blockschidlchen unter
dem Abzug iiberfiihrt damit Aceton abdampft. Nach 1,5h werden die Imaginalscheiben in
frischem Araldit iiberfiihrt und fiir 3h darin belassen. Als néchstes werden sie in eine
Einbettungsform mit frischem Araldit tberfiihrt und fiir 24-48 Stunden bei 65°C zum
Polymerisieren gelassen. AnschlieBend werden sie getrimmt, semidiinne- und

Ultradiinnschnitte davon hergestellt.

4.3.5. Uptake-Experiment
Die Fliigelimaginalscheiben werden in kaltem PBS préipariert und die freipréparierten

Scheiben in PBS auf Eis gesammelt.

Der Uptake-Versuch wurde mit Dextran, das mit einem Fluoreszenzfarbstoff (TexasRed)
konjugiert ist (Dextran TexasRed von Molecular Probes) und dem Antikorper gegen die
extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors durchgefiihrt (Versuchsdurchfithrung nach
Entchev et al., 2000; Le Borgne und Schweisguth, 2003).

Der Verlauf der Versuch war wie folgt (Abb.4.9):
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- Priparation und Lagerung der Larven in eiskaltem PBS und die Ubertragung in
Multilochplatten auf Eis

- Wechsel des Mediums gegen neues PBS

- Inkubation mit dem 1. Antikérper: 1h bei 4°C (pulse) =» NECD-Antikorper 1:100
in PBS (um eine spezifische Aufnahme der Antikdrper zu gewihrleisten und eine
unspezifische zu verhindern wurde die Antikorperinkubationsphase bei 4°C
durchgefiihrt, um die Endozytose in dieser Zeit zu blockieren)

- 1x schnelles waschen mit PBS (4°C)

- 2x 2 Min. waschen mit PBS (4°C)

- Zugabe von Dextran TexasRed (5SmM) = verdiinnt in PBS auf 0,5mM

- Inkubation bei 25°C iiber 45 Min. oder 90 Min. (pulse)

- Waschen 1x schnell und 2x 1 Min. in eiskaltem PBS bei 4°C

- 5 Min. Inkubation bei 25°C in PBS (chase)

- Fixieren 30 Min. in PFA

- 3x 10 Min. waschen in PBT

- Blocken in NGS fiir 30 Min.

- Inkubation mit 2. Antikérper

- Waschen 10 Min.

- Hoechst 4 Min.

- 2x Waschen jeweils 10 Min. mit PBT

- In PBS aufnehmen

4°C 4°C 25°C
L e y i ® ! ’ : L y i )
| 1 ]i I, o 20 1 =—— : g .- /—. ]I =
AN Nyt T )
( ':i'j ' J
N\ (4°)
( ) \\' o/

Abb.4.9: Durchfiithrung des Uptake-Experiments. Zuerst werden die
Fligelimaginalscheiben bei 4°C fiir 1h inkubiert, damit die Endozytose und hierbei auch die
unspezifische Aufnahme von Antikdrpern aus dem Medium verhindert werden. Danach
werden die Fliigelimaginalscheiben gewaschen und dabei die nicht gebundenen Antikérper
entfernt. Dextran TexasRed wird zu den Fliigelimaginalscheiben gegeben und sie werden
bei 25°C inkubiert. Somit wird die Endozytose wieder in Gang gesetzt.
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4.4. LysoTracker Firbung

Die Larven werden in S2-Medium prépariert. Die Fliigelimaginalscheiben werden in S2-
Medium mit LysoTracker (1uM; LysoTracker™ and LysoSensor™ Probes von der Firma
Invitrogen) fiir 10 Min. inkubiert. Danach werden die Fliigelimaginalscheiben mit S2-
Medium 3 mal fiir jeweils eine Minute gewaschen. Zum Schluss werden sie in Vectashield

aufgezogen und unmittelbar am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

4.4.1. UAS/GAL4-System
Siehe unten bei Beschreibung der RNAi-Technik.

4.4.2. Herstellung der Klone (Flp/FRT System)
Zellklone wurden erzeugt mit dem Flp/FRT-System (Xu und Rubin, 1993) wobei die

Induktion im ersten Larvenstadium stattfand (24-48 Stunden nach der Eiablage) durch einen

Hitzeschock bei 37°C fiir 70 Min.

4.4.3. Erzeugung der MARCM-Klone
Durch diese Methode ist es moglich eine klonale Analyse von letalen Mutationen
durchzufiihren und in den Klonen zu gleicher Zeit UAS-Konstrukte zu exprimieren. Diese
Methode bietet zusitzlich die Mdglichkeit, mutantes und wildtypisches Gewebe gleichzeitig
nebeneinander zu betrachten und zu vergleichen. Die Methode kombiniert das UAS/GAL4-
Expressionssystem mit dem Flp/FRT-Rekombinationssystem, wobei hier als weitere
Komponente noch das GAL80-Protein hinzutritt, das als Repressor an das GAL4-Protein
bindet und die Aktivierung des UAS-Promotors verhindert. Wird das GAL80-Protein unter
der Kontrolle eines ubiquitiren Promotors transkribiert, so ist das UAS/GAL4-System
zunidchst im gesamten Zellen des Tieres inaktiv. Hier kann nun das Flp/FRT-
Rekombinationssystem eingesetzt werden. Befindet sich das GAL8O auf einem Chromosom
mit einer FRT-Insertion, so kann man dieses mit einem weiteren Chromosom mit einer FRT-
Insertion kombinieren, auf welchem auch die zu analysierende Mutation liegt. Befindet sich
nun sowohl GAL80 und die zu untersuchende Mutation in frans auf homologen
Chromosomen, so 16st die Flp (Flippase) die Rekombination zwischen den FRT-Insertionen
aus. Dadurch entstehen Zellen, die fiir die betreffende Mutation homozygot sind. Gleichzeitig
verlieren diese Zellen GALS80, so dass in ihnen das UAS/GAL4-System aktiv wird. In den
hier beschriebenen Experimenten wurde das UAS/GAL4-System zur Aktivierung der UAS-
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GFP-Insertion benutzt, wodurch die GAL4-expremirenden Zellen, die homozygot fiir mut4-

mutantion sind, positiv markiert wurden (Lee et al., 2000).

Die Expression der Flippase und Induktion der Klone erfolgt durch einen Hitzeschock im
zweiten Larvenstadium (48 Stunden nach der Eiablage) fiir 70 Min. bei 37°C in einem
Wasserbad. Préparation und immunhistologische Féarbung der Imaginalscheiben erfolgten in

drittes Larvenstadium, etwa 48-72 Stunden spéter.

4.4.4. RNA-Interferenz (RNAIi)
Die RNAi-Methode wird in mehreren Organismen verwendet, um die Genfunktion anhand
des Phinotyps bei Genausfall, bzw. bei einer unterdriickten Genfunktion (Knock down) zu
untersuchen. Dabei wird die doppelstringige RNA mit der komplementéren Sequenz zum
gewlinschten Gen in ein Plasmid kloniert und dann in die Zelle oder einen Organismus
eingefiihrt. Es wird hier vom “knock-down”, also einer Runterregulierung gesprochen, da die
RNAi-Methode hédufig nicht ganz die Expression eines Genes autheben kann, wie das bei
einem knock-out der Fall wire (Voorhoeve und Agami, 2003). Das Faszinierende an dieser
Technik ist, dass ganz gezielt die Produktion von einem einzelnen Protein abgeschaltet
werden kann- man muss nur die spezifische genetische Sequenz des auszuschaltenden Gens

kennen.

In Drosophila wird die Technik hdufig in Verbindung mit dem UAS/GAL4 (Brand und
Perrimon, 1993) Transkriptionsregulationssystem kombiniert. Die gewiinschte RNAi-Sequenz
wird dabei unter die Kontrolle des UAS-Promotors gesetzt und durch Expression und
Bindung des GAL4-Transkriptionsfaktors an die UAS transkribiert (Abb.4.10). Damit kann
die RNAi-Expression ganz spezifisch nur in bestimmten Geweben oder zu bestimmten
Entwicklungszeitpunkten der Fliege induziert werden, da sowohl die UAS-Sequenz wie der
GAL4-Tarnskriptionsfaktor aus der Hefe stammen und fiir sich keine Effekte in der Fliege

auslosen (Brand und Perrimon, 1993).
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Abb.4.10: Gezielte Gen-/RNAi-Expression in Drosophila. Fliegen mit einem gewebespezifischen
Promotor fiir das Protein GAL4 werden mit der UAS-Linie, die das Zielgen trigt (UAS-Gen X)
gekreuzt. In den Nachkommenden Fliegen, die sowohl das GAL4-Protein als auch das UAS-Konstrukt
erhalten, wird das Zielgen in gleichen Gebieten wie der Transkriptionsaktivator GAL4 exprimiert.
UAS- Upstream Activating Sequence.

Quelle: www.mpibpc.gwdg.de/inform/MpiNews/cientif/jahrg10/4.04/fig3.html

4.5. Proteinsequenz-Alignments und Phylogenie

Proteinsequenzen-Alignments wurden erstellt im Programm MEGA (Version 5; Tamura et
al., 2011) mit dem ClustalW-Algorithmus. Die ClustalW-Einstellungen fiir das Alignment
wurden bei Programm-Standardwerten belassen (paarweises Alignment: Gap Opening
Penalty=10, Gap Extension Penalty 0.1; Multiple Alignment: Gap Opening Penalty=10, Gap
Extension Penalty 0.2; Protein Weight Matrix=Gonnet, Residue-specific Penalties=ON,
Hydrophilic Penalties=ON, Gao Separation Distance=4, End Gap Separation=OFF, Use
Negative Matrix=OFF, Delay Divergent Cutoff=30%). Die Alignments wurden anschlieend
im Programm Bioedit (Version 7.1.11; Hall, 1999) fiir die graphische Ausgabe bearbeitet. Bei
einer Ubereinstimmung (Consensus) von 50% und mehr wurden die jeweiligen Aminoséuren
schwarz unterlegt, bei niedrigerem Ubereinstimmungsgrad (keine Identitit aber #hnliche
Aminosduren) sind die jeweiligen Aminosduren in leichten Blau unterlegt. Sonstige

Einstellungen wurden bei den Standardwerten belassen.

Fir die Alignments wurden Proteinsequenzen mit folgenden Genbankzugriffsnummern

benutzt: Dmonl (CG11926) aus D. melanogaster: NP_608868.1 (DM; 528aa); humanes
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MONTIA: NP 001135973.1 (MON1A; 490aa); humanes MON1B: AAH24277.1 (MONI1B;
547aa); Monlp aus S. cerevisiae: NP_011391.2 (Monlp; 644aa); SAND-1 aus C. elegans
NP 500791.2 (SANDI1; 459aa); SAND-family protein aus Arabidopsis thaliana:
NP _029426.1 (ARAB; 607aa); Os01g0976000 Protein aus Oryza sativa: NP_001045563.2
(ORYZA; 567aa) und AAR175Cp Protein aus Ashbya gossypii: NP _982718.2(ASBYA;
581aa).

Der Graph zur Phylogenie der Mon1-Orthologen wurde mit dem Programm Bioedit (Version
7.1.11; Hall, 1999), mit der Funktion ProML Protein Maximum Likelihood program (version
3.6a2.1) basierend auf dem Jones-Taylor-Thornton model of amino acid change mit den

Standardeinstellungen vorgenommen.

Ahnlichkeit und Identitit der Proteinsequenzen der Mon1-Orthologen wurden berechnet mit
Hilfe des Internetdienstes "Sequence Manipulation Site"

(http://www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.html, Stothard P., 2000), in das von MEGA

erstellte Alignment eingegeben wurde und zur Berechnung die Standardvorgaben des
Dienstes benutzt wurden. Bei den Standardvorgaben wurden die Aminosduren in den
folgenden Gruppen als jeweils dhnliche Aminosduren angenommen: GAVLI, FYW, CM, ST,
KRH, DENQ, P.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die Mutation mut’ in Drosophila melanogaster als ein Allel des Gens
Dmonl identifiziert und die Funktion von Dmonl in der Fliege charakterisiert. Dmonl wird
von der Transkriptionseinheit CG11926 kodiert, welche auf dem linken Arm des zweiten
Chromosoms in der Region 25B1 liegt. Das Gen ist in verschiedenen Organismen von
Schimmelpilzen iiber Pflanzen bis zu den Vertebraten konserviert, wobei wéihrend die meisten
Organismen nur ein Ortholog von Monl/SAND-1 enthalten, zwei Orthologe, Monla und
Monlb, in Vertebraten zu finden sind. Dmonl ist in den endosomalen Transportweg
involviert. Der Ausfall von Dmonl fiihrt zur Entstehung vergroBerter Endosomen, die
verschiedene Frachten wie sekretierte und Transmembranproteine enthalten. Mittels EM-
Aufnahmen konnte die fluorenzenzmikroskopisch festgestellte Vergroferung der Endosomen
bestitigt und quantifiziert werden. Ferner konnte in den EM-Aufnahmen beobachtet werden,
dass bei den vergroBerten Endosomen die ILV vollstindig ausgebildet werden und dass in den
Zellen Lysosomen vorhanden sind. Die vergroferten Endosomen sind sowohl mit den
Markern der frithen/sortierenden Endosomen wie mit denen von reifen/spiten Endosomen
assoziiert. In DmonI-mutanten Zellen verbleibt Rab5 ldnger an den Endosomen. Dabei ist die
Rekrutierung von Rab7 an die Endosomen in den Dmon/-mutanten Zellen gestort. Die hier
vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass der beobachte Phénotyp in Dmon-mutanten
Zellen auf eine Blockade der Rab7-Funktion zuriickzufiihren ist, die eine Fusion der reifen
Endosomen mit dem Lysosom verhindert. Zur weiteren Charakterisierung von Dmonl sind
markierte und nicht-markierte Konstrukte von Dmonl und seinen vermutlichen
Interaktionspartnern hergestellt und die Effekte ihrer Expression in Zellen von
Fliigelimaginalscheiben untersucht worden. Hierbei konnte unter anderem eine Interaktion
von Dmonl mit Dcczl, die bei deren Orthologen beobachtet werden konnte auch in
Drosophila bestitigt werden. Neben den Ahnlichkeiten, wie der Funktion bei Rekrutierung
von Rab7 und der Interaktion mit Dcczl wurden auch einige Unterschiede zu den
Beobachtungen in anderen Organismen festgestellt. Zum einen konnte keine Verdnderung der
Rabex-5-Verteilung in Dmonl-mutanten Zellen beobachtet werden, zum anderen scheinen die
Lysosomen intakt zu sein, im Gegensatz zu fragmentierten Vakuole (Lysosom-Aquivalent) in
der Hefe. Trotz der weitgehenden Sequenzéhnlichkeit der Mon1-Orthologen, scheint es also
dennoch Unterschiede in deren Funktionsmechanismus zu geben. Interessanterweise sind
trotz der endosomalen Akkumulation der verschiedenen Proteine in den Dmonl-mutanten

Zellen die Signaltransduktionswege der jeweiligen Proteine nicht dadurch betroffen.
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6. SUMMARY

In this thesis the mur’-mutation was identified in Drosophila melanogaster as an allele of the
gene Dmonl and the function of Dmonl was characterized in the fly. Dmonl is encoded by
the CG11926 transcription unit, which is located on the left arm of the second chromosome in
the region 25B1. The gene is conserved in different organisms such as molds and plants up to
vertebrates. However, while invertebrates and the other organisms only contain one
orthologue of Mon1/SAND-1, two orthologues, Monla and Monlb, are found in vertebrates.
Dmonl is involved in endosomal transport. Loss of function of Dmonl leads to the
emergence of enlarged endosomes containing various cargoes such as secreted and
transmembrane proteins. By means of electron micrographs, the enlargement of the
endosomes observed beforehand by immunofluorescence was confirmed and quantified.
Furthermore, it could be observed in the electron micrographs that the enlarged endosomes
contain ILVs and that lysosomes are present in the cells. The enlarged endosomes are
associated with both the markers of early/sorting as with those of mature/late endosomes. In
Dmonl-mutant cells Rab5 persists longer on the endosomes. The recruitment of Rab7 to the
endosomes however, is blocked or at least heavily disturbed in the Dmon/-mutant cells. The
results presented here suggest that the observed phenotype in Dmonl-mutant cells is due to a
blockade of Rab7 function that prevents a fusion of mature endosomes with the lysosome. For
further characterization of Dmonl labeled and non-labeled constructs Dmon1 and its putative
interaction partners have been prepared and studied in cells of wing imaginal discs for the
effects of their expression. Here, among other things, an interaction of Dmonl with Dccz1
that could be observed by others in respect of their orthologues could be also confirmed in
Drosophila. Besides the similarities, such as the function in recruitment of Rab7 and
interaction with Dcczl also some differences to the other organisms have been observed.
Firstly, no change in the distribution of Rabex-5 could be observed in Dmon /-mutant cells, on
the other hand lysosomes appear to be intact in contrast to the observation of fragmented
vacuoles (lysosome equivalent) in yeast. Despite the high degree of sequence similarity of
Monl orthologues, there appear to be organism specific differences in their mechanism of
function thus. Interestingly, notwithstanding the endosomal accumulation of various proteins
in the DmonI-mutant cells the signal transduction pathways of the respective proteins appear

not to be affected thereby.
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