
 
 
 
 
 
 
 
 
Analyse der liganden unabhängigen Aktivierung des

Notch Rezeptors in lgdMutanten
und der liganden abhängigen

Aktivierung des Notch Rezeptors während der
Flügelentwicklung in Drosophila

 
 
 

InauguralͲDissertation�
zur�Erlangung�des�Doktorgrades�

der�MathematischͲNaturwissenschaftlichen�Fakultät�
der�HeinrichͲHeineͲUniversität�Düsseldorf�

�
�

vorgelegt�von�
�

Tobias Felix Troost
aus�Köln�

�
�
�
�

Düsseldorf,�April�2013�



�
�
�
�
aus�dem�Institut�für�Genetik�
der�HeinrichͲHeine�Universität�Düsseldorf�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
Gedruckt�mit�der�Genehmigung�der�
MathematischͲNaturwissenschaftlichen�Fakultät�der�
HeinrichͲHeineͲUniversität�Düsseldorf�
�
�
�
�
Referent:�
Korreferent:�
�
Tag�der�mündlichen�Prüfung:�



In my younger and more vulnerable years my father gave me some advice that I've been 

turning over in my mind ever since. "Whenever you feel like criticizing any one," he told me, 

"just remember that all the people in this world haven't had the advantages that you've had.” 

F. Scott Fitzgerald, The Great Gatsby 

Ein Bild sagt mehr als 1000 Worte […] was hunderttausend Worte nicht zu sagen vermögen, 

lehrt die Anschauung, die direkt an das Gefühlszentrum greift, die die Vermittlung von 

Gehirnarbeit als fast nebensächlich übergeht, die unausradierbar sagt, wie es gewesen ist. 

Kurt Tucholsky 
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1. Einleitung

Vielzellige�Organismen� durchlaufen� komplexe� Entwicklungsprozesse� für� deren� geordneten�

Ablauf� die� Zellkommunikation� unentbehrlich� ist.� Im� gesamten� Tierreich� kontrollieren� nur�

wenige�hochkonservierte�Signalwege�die�Differenzierung�von�unzähligen�Zelltypen.�Zu�den�

sieben� hoch� konservierten� Signalwegen� zählen� der�WntͲ,�Hedgehog,� PI3K/Akt,� Ras/MAPK�

(RTK),�JAK/STAT,�TGFͲɴ�und�der�NotchͲSignalweg,�der�in�dieser�Arbeit�eine�zentrale�Position�

einnimmt.�Die� Erforschung� der� Signalwege� und� deren�Regulation� sind� im�Hinblick� auf� die�

Entwicklungsvorgänge�und�assoziierten�Krankheiten�von�großem�Interesse.�

1.1. Der Notch Signalweg

Der�NotchͲSignalweg� ist� in� allen�Metazoen� für� die� geordnete� Embryogenese�wichtig� und�

reguliert�das�Zellschicksal,�die�Musterbildung�und�die�Proliferation�(ArtavanisͲTsakonas,�Rand�

et� al.� 1999,� Bray� 2006)).� Fehlfunktionen� bei� der� Signaltransduktion� führen� während� der�

Entwicklung�zu�Missbildungen�oder�auch�Krankheiten�wie�z.B.�Krebs�(Koch�und�Radtke�2010).�

Die� Signalweiterleitung� wird� bei� diesem� KurzstreckenͲSignalweg� über� direkten� Kontakt�

benachbarter� Zellen� durch� Interaktion� von� Transmembranproteinen� vermittelt.� Die�

Transmembranproteine,�der�Rezeptor�Notch� (N)� in�der� signalͲempfangenden�Zelle�und�die�

Liganden� Delta� (Dl)� oder� Serrate� (Ser)� in� der� signalͲsendenden� Zelle,� sind� die�

Kernkomponenten�des�Signalwegs�an�der�Zellmembran� in�Drosophila melanogaster� (D.m.).�

In�einer�einfachen�Betrachtungsweise�stellt�der�Notch�Rezeptor�einen�membrangebundenen�

Transkriptionsfaktor� dar,� der� nach� der� Interaktion�mit� dem� Liganden� einer� benachbarten�

Zelle� durch� proteolytische� Schnitte� aktiviert� wird,� woraufhin� die� intrazelluläre� Domäne�

(aktivierte�Form�des�Rezeptors,�NICD)�im�Zellkern�Zielgene�aktiviert�(siehe�Abb.�1Ͳ1).��

�

Abb. 1 1: Einfache Darstellung des Notch
Signalwegs.� Nach� der� Interaktion� mit� dem�
Liganden� Delta� (oder� Serrate)� der� signalͲ
sendenden�Zelle�wird�der�Rezeptor�Notch� in�
der� signalͲempfangenden� proteolytisch�
gespalten.� Nach� der� Translokation� in� den�
Zellkern� aktiviert� NICD� mit� Kofaktoren� die�
Expression� der� Zielgene.� (übernommen� und�
modifiziert�aus�(Bray�2006).)�

�

�
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1.1.1. Modifikationen des Notch Rezeptors vor der Aktivierung

Der�Notch�Rezeptor�(und�die�Liganden)�sind�Glykoproteine�und�die�Glykosylierung�von�Notch�

beeinflusst� die� LigandenͲBindungseigenschaften� des� Rezeptors� (Sakamoto,� Ohara� et� al.�

2002).� Die� extraͲzelluläre� Domäne� des� Notch� Rezeptors� weist� viele� EGFͲartige�

Wiederholungen� (epidermal�growth� factor� (EGF)Ͳlike� repeats)� �auf,�die�modifiziert�werden�

können,�bevor�der�Rezeptor�an�die�Plasmamembran�gebracht�wird�(Übersicht�in�(Haines�und�

Irvine�2003)).�Die�OͲfucosytransferase�Ofut1�fügt�Fucose�an�SerinͲ�oder�Threoninreste�an,�die�

innerhalb�einer�Konsensussequenz�(C2ͲX4Ͳ5ͲT/SͲC
3)�liegen�(Haines�und�Irvine�2003).�Die�durch�

OͲfucose�modifizierten�Stellen� in�der�extrazellulären�Domäne�des�Notch�Rezeptors�können�

durch�NͲGlykane�weiter�modifiziert�werden.�Dies�wird�durch�die�ß1,3ͲNͲacetylglucosaminylͲ

transferase�Fringe�(Fng)�(Bruckner,�Perez�et�al.�2000,�Ju,�Jeong�et�al.�2000)�im�Golgi�Apparat�

vermittelt� und� fördert� die� Bindung� von� Notch� an� Delta� und� hemmt� die� Interaktion�mit�

Serrate�(Fleming,�Gu�et�al.�1997,�Panin,�Papayannopoulos�et�al.�1997,�Lei,�Xu�et�al.�2003)).��

Eine�weitere�posttranslationale�Modifikation�des�Notch�Rezeptors� ist�der�S1ͲSchnitt�durch�

Proteasen�der�Furin�Familie�im�transͲGolgi�(Logeat,�Bessia�et�al.�1998).�Der�extrazelluläre�Teil�

des� Notch� Rezeptors� (NECD)� und� die� in� der�Membran� verankerte� intrazelluläre� Domäne�

(NTM)�werden�wieder� zusammengeführt�und� interagieren� in�einer�Ca2+�abhängigen�Weise�

(Rand,�Grimm�et�al.�2000).� In�Säugern�wird�diese�Prozessierung� für�die�Signalweiterleitung�

benötigt� (Logeat,� Bessia� et� al.� 1998),� scheint� aber� in�Drosophila� vernachlässigbar� zu� sein�

(Kidd�und�Lieber�2002).�

1.1.2. Aktivierung des Notch Rezeptors

Für�die�Aktivierung�des� Signalwegs�werden�weitere�Kernkomponenten�benötigt.�Nach�der�

Interaktion� mit� dem� Ligand� wird� der� Rezeptor� durch� zwei� konsekutive� proteolytische�

Schnitte� (S2Ͳ�und� S3ͲSchnitt)� aktiviert� (siehe�Abb.� 1Ͳ3).�Die�proteolytische�Abspaltung�der�

extrazellulären� Domäne� von� Transmembranproteinen� wird� allgemein� als� „Ectodomain�

Shedding“� (engl.� „shedding“,� abstoßen/abstreifen)� bezeichnet.� Der� erste� proteolytische�

Schnitt�nach�der�Interaktion�mit�den�Liganden�ist�die�Prozessierung�des�Rezeptors�durch�die�

Metalloprotease�ADAM10/Kuzbanian� (S2ͲSchnitt,�ADAM:� )� (Mumm,�Schroeter�et�al.�2000).�

Die� HeteroͲDimerisierungsdomäne� (HD)� und� die� 3� LinͲ12� Notch� Wiederholungen� (LNR),�

zusammen�auch�als�„negative�regulatory�region“�(NRR)�bezeichnet,�sorgen�dafür,�dass�die�S2�

Schnittstelle� geschützt� ist� und� eine� ligandenͲunabhängige� Aktivierung� verhindert� wird�
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(Greenwald�und�Seydoux�1990,�SanchezͲIrizarry,�Carpenter�et�al.�2004,�Gordon,�VardarͲUlu�

et� al.� 2007)� siehe� Abb.� 1Ͳ2).�Das� Ectodomain� Shedding� des� Rezeptors�wird� in�Drosophila�

durch�kuzbanian� (kuz)�vermittelt�und�der�kuz Verlust� führt�zum�zellautonomen�Verlust�der�

Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�(Rooke,�Pan�et�al.�1996,�Sotillos,�Roch�et�al.�1997,�Klein�2002,�

Lieber,�Kidd�et�al.�2002)).���

Das� in� der� Membran� verankerte� Fragment� des� Rezeptors,� NEXT� (Notch� extracellular�

truncation),�stellt�wiederum�ein�Substrat�für�den�ɶͲSekretase�Komplex�dar.�Der�durch�diesen�

Komplex�vermittelte�S3ͲSchnitt�innerhalb�der�Transmembrandomäne�setzt�die�intrazelluläre�

Domäne�des�Rezeptors� frei� (Lecourtois�und�Schweisguth�1998,�De�Strooper,�Annaert�et�al.�

1999,�Struhl�und�Greenwald�1999,�Ye,�Lukinova�et�al.�1999)).�Die�katalytische�Untereinheit�

des�ɶͲSekretase�Komplexes�in�Drosophila�ist�Presenilin�(Psn)�(Übersicht�in�(Fortini�2002)).��

Nach� der� Freisetzung� durch� die� regulierte� intramembran� Proteolyse� (RIP)� transloziert� die�

intrazelluläre�Domäne�des�Notch�Rezeptors�(NICD)�anschließend�in�den�Zellkern�(Kidd,�Lieber�

et� al.� 1998,� Struhl� und� Adachi� 1998,� Struhl� und� Greenwald� 1999)).� NICD� bildet� dort�

zusammen�mit�Proteinen�der�CSL�Familie�(CBFͲ1/RBPͲJͲʃ�in�Vertebraten,�Su(H)�in�Drosophila

melanogaster ,�LagͲ1� in�C. elegans)�und�Mastermind�(Mam)�einen�ternären�Komplex�bildet,�

der� die� gewebespezifische� Expression� von� Zielgenen� bewirkt� (Furriols� und� Bray� 2000).� In�

Abwesenheit�von�NICD�ist�Suppressor�of�Hairless�(Su(H))�Teil�eines�Repressorkomplexes,�der�

die� Expression� der� Zielgene� unterdrückt� (Morel� und� Schweisguth� 2000,� Furriols� und� Bray�

2001)).�Ein�wichtiger�Faktor� in�diesem�Komplex� ist�Hairless� (H),�welcher�die�Korepressoren�

Groucho�und�CtBP�(CtBP:�CͲterminal�binding�protein)�mit�Su(H)�verbindet�(Barolo,�Stone�et�

al.� 2002).� In� Konsequenz� führt� der� Verlust� von� H� oder� Su(H)� zu� einer� schwachen� DeͲ

Repression� verschiedener� Zielgene� ohne� eine� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs�

vorauszusetzen�(Furriols�und�Bray�2000,�Koelzer�und�Klein�2003,�Koelzer�und�Klein�2006)).��

Abb. 1 2: Illustration der Domänenstruktur von Notch und der strukturellen Grundlagen der Autoinhibition.
(A)� Die� Domänenstruktur� des� Notch� Rezeptors� in� Drosophila.� (BͲC)� Strukturelle� Grundlagen� für� die�
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Autoinhibition� des� Notch� Rezeptors.� (B)� Ribbon� Diagramm� der� NRR� von� Notch1� (ein� Säugerortholog).� LNR�
Module�(magenta)�und�die�HD�(grün).�Die�S2�Stelle�wird�durch�die�LNR�Module�geschützt�und�verhindert�den�
Schnitt�durch�ADAM10�(Kuz�Homolog).�(C)�ADAM10�interagiert�mit�Notch,�aber�die�NRR�hält�den�„Off�state“�in�
Abwesenheit�der�Liganden�aufrecht.�Die�S1�Schnittstelle�befindet�sich�in�einer�unstrukturierten�Schleife�(Loop).�
(A,�nach�Fiuza�und�MartinezͲArias�2007,�BͲC�übernommen�aus�(Musse,�MelotyͲKapella�et�al.�2012))�

1.1.3 Regulation des Notch Signalwegs durch Endozytose

Da� es� sich� sowohl� beim� Notch� Rezeptor� als� auch� bei� den� Liganden� um� TransmembranͲ

proteine�handelt,�spielt�die�Endozytose�und�der�anschließende�endosomale�Transport�eine�

entscheidende�Rolle�bei�der�Regulation�des�Signalwegs�(Yamamoto,�Charng�et�al.�2010).��

Erste� Hinweise� darauf,� dass� die� Endozytose� eine� wichtige� Regulationsebene� im� NotchͲ

Signalweg�darstellt�lieferte�die�Untersuchung�von�shibire�(shi)�in�Drosophila.�Die�Aktivität�von�

shi,� dem�Drosophila�Homolog� der�Dynamin�GTPase� (Chen,�Obar� et� al.� 1991),� die� bei� der�

Abschnürung� von� endozytosischen� Vesikeln� involviert� ist,� wird� sowohl� in� der� signalͲ

sendenden� als� auch� in� der� signalͲempfangenden� Zelle� für� die� Signaltransduktion� benötigt�

(Seugnet,� Simpson� et� al.� 1997,�Windler� und� Bilder� 2010).� In� der� signalͲsendenden� Zelle�

reguliert� die� Endozytose� die� Internalisierung� des� Liganden.� Bei� der� Aktivierung� wird� die�

extrazelluläre�Domäne�des�Rezeptors� zusammen�mit�dem�Liganden� in�die� signalͲsendende�

Zelle� durch� Endozytose� internalisiert� (Parks,� Klueg� et� al.� 2000).� Dieser� Vorgang� wird� als�

Transendozytose� bezeichnet.� Die� Endozytose� der� Liganden� setzt� die� Aktivität� der� E3�

Ubiquitin�Ligasen�Mindbomb1�(Mib1)�und�Neuralized�(Neur)�voraus�(Le�Borgne,�Remaud�et�

al.�2005).�Die�Regulation�der�Aktivierung�von�Notch�durch�Endozytose�wird�aber�auch�in�der�

signalͲempfangenden� Zelle� benötigt.� Die� Aktivität� von� NICD� wird� im� Gegensatz� zu� „fullͲ

length“� Notch� bei� Ausfall� von� shi� nicht� beeinflusst� (Seugnet,� Simpson� et� al.� 1997).� Eine�

Hypothese� ist,�dass�die�Endozytose�den�Transfer�des�Produkts�des�S2ͲSchnitt,�NEXT,� in�ein�

intrazelluläres�Kompartiment�vermittelt,�in�dem�die�ɶͲSekretase�Aktivität�bereitgestellt�wird�

(Schweisguth�2004).�An�die�Endozytose�schließen�sich�die�endosomalen�Transportvorgänge�

an,� welche� durch� Sortierung� ein� Recyling� oder� den� konstitutiven� Abbau� des� Rezeptors�

vermitteln� können� und� im� folgenden�Abschnitt� erläutert�werden.� Jüngste� Studien� zeigen,�

dass�an�der�Regulation�des�endosomalen�Transports�des�Notch�Rezeptors�in�D.m.��die�ESCRT�

Komplexe�und�Lgd�beteiligt�sind�und�deren�Funktionsverlust�zu�einer�ligandenͲunabhängigen�

Aktivierung�des�Signalwegs� führt� (Moberg,�Schelble�et�al.�2005,�Thompson,�Mathieu�et�al.�

2005,� Vaccari� und� Bilder� 2005,� Childress,� Acar� et� al.� 2006,�Gallagher� und� Knoblich� 2006,�
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Jaekel� und� Klein� 2006)).�Die� Funktion� dieser� Komponenten�wird� in� den� darauf� folgenden�

Abschnitten�beschrieben.�

�

Abb.1 3 Regulation des Notch
Signalwegs. �Während�des�Transports�zur�
Plasmamembran� wird� der� Notch�
Rezeptor� im� ER� und� im� Golgi�
posttranslational� modifiziert.� Die�
Interaktion� mit� dem� Liganden� einer�
benachbarten� Zelle� löst�
Konformationsänderungen�des�Rezeptors�
aus,� welche� die� Prozessierung� (S2Ͳ
Schnitt)�durch�ADAM10/Kuz�ermöglichen.�
Darauf� folgt� die� weitere� Prozessierung�
(S3ͲSchnitt)� durch� den� ɶͲSekretase�
Komplex� und� die� anschließende�
Translokation� von�NICD� in� den� Zellkern.�
Durch� die� Assoziation� mit� CSL� und�
weiteren�Kofaktoren�wird�die�Expression�
der� Zielgene� induziert.� Der� Notch�
Rezeptor�wird�konstitutiv�endozytiert�und�
abgebaut.�Der�S3ͲSchnitt�könnte�auch� in�
einem� bestimmten� endosomalen�
Kompartiment� erfolgen.� Die� ESCRTͲ
Komplexe�und�Lgd�sind�an�der�Regulation�
des� endosomalen� Transports� des� Notch�
Rezeptors� beteiligt.� (modifiziert� aus�
(Kopan�und�Ilagan�2009))

1.2 Regulation des endosomalen Transports

Die� Endozytose� vermittelt� zahlreiche� zelltypͲspezifische� homöostatische� Prozesse,�welche�

z.B.� die� Nährstoffaufnahme,� die� Signaltransduktion� oder� auch� die� Verteidigung� gegen�

Pathogene� betreffen.� Als� Endozytose� wird� allgemein� die� Internalisierung� der�

Plasmamembran� in� endozytischen� Vesikeln� bezeichnet,� die� durch� unterschiedliche�

Maschinerien� vermittelt� werden� kann.� (Übersicht� in� (Soldati� und� Schliwa� 2006)).� Die�

Endozytose� und� der� endosomale� Transport� beeinflussen� die� Aktivität� wichtiger�

Signaltransduktionswege,� unter� anderem� den� NotchͲSignalweg� (Di� Fiore� und� De� Camilli�

2001),� Seto,� Bellen� et� al.� (2002),� (Polo� und�Di� Fiore� 2006,� Sorkin� und� von� Zastrow� 2009,�

Dobrowolski�und�De�Robertis�2012)).�

An�die�Endozytose�schließen�sich�endosomale�Transportvorgänge�an,�die�über�den�Rückfluss�

zur�Plasmamembran�(„Recycling“)�oder�den�Abbau�(„Degradation“)�der�endosomalen�Fracht�

im�Lysosom�entscheiden.��Der�Ablauf�des�endosomalen�Transports�ist�schematisch�in�Abb.�1Ͳ
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4�dargestellt.�Frühe�endozytische�Vesikel�(early�endocytic�vesicle,�EEV)�fusionieren�vermittelt�

durch�die�GTPase�Rab5� (� )mit� sich� selbst� (homotypische�Fusion)�oder� fusionieren�mit�dem�

bereits� so� gebildeten frühen� Endosomen� (early� endosom,� EE),� die� auch� als� sortierendes�

endosomales� Kompartiment� bezeichnet�werden� (Huotari� und� Helenius� 2011).� Ausgehend�

vom� frühen� sortierenden� endosomalen� Kompartiment� können� verschiedene� endosomale�

Routen�eingeschlagen�werden,�die�durch�weitere�charakteristische�Rab�GTPasen�vermittelt�

werden.� Rab11� und� Rab4�markieren� die� Endosomen,� die� den� langsamen� bzw.� schnellen�

Rücktransport�von�Rezeptoren�zur�Plasmamembran�(„Recycling“)�bewerkstelligen�(Übersicht�

in� (Maxfield� und� McGraw� 2004)).� Die� nicht� recycelte� endosomale� Fracht� verbleibt� im�

reifenden� Endosom.� Die� späten� bzw.� reifen� Endosomen,� die� durch� die� charakteristische�

GTPase�Rab7�markiert� sind,� fusionieren�mit�dem� Lysosom,�was�den�Abbau�des�Endosoms�

mitsamt�der�endosomalen�Fracht�zur�Folge�hat�(Huotari�und�Helenius�2011).���

Abb. 1 4. Überblick über den endo lysosomalen Transportweg.�Nach�der�Endozytose�gelangt�die�endosomale�
Fracht�ins�frühe�oder�sortierende�Endosom�(EE).�Während�der�endosomalen�Reifung�kommt�es�zum�Austausch�
von�Rab5�und�Rab7.�Weiterhin�wird�während�der�endosomalen�Reifung�ein�Sinken�des�pH�Werts� im� Lumen�
festgestellt.� Nach� der� Fusion�mit� dem� Lysosom�wird� die� Fracht� dort� abgebaut� (siehe� auch� Abschnitt� 1.4).�
(modifiziert�aus�Houtari�und�Helenius�2011)�

Das� Eintreten� von� Transmembranproteinen� in� den� endosomalen� Transportweg� durch�

Endozytose� wird� durch� Ubiquitinierung� reguliert� (Übersicht� in� (Clague,� Liu� et� al.� 2012)).�
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Ubiquitin� ist�ein�Polypeptid,�das�aus�76�Aminosäuren�besteht�und�über�eine�enzymatische�

Kaskade� (E1,� E2� und� E3)� auf� Aminosäurereste,� hauptsächlich� Lysine,� übertragen� wird�

((Clague,� Liu� et� al.� 2012)).� In� Ubiquitin� selbst� bieten� 7 Lysinreste� die� Möglichkeit� zur�

Erstellung� von� Polyubiquitinketten� unterschiedlicher� Topologie� zusätzlich� zur� linearen�

Verknüpfung.� Die� Ubiquitinierung� von� Zielsubstraten� kann� den� Proteinabbau� über� das�

Proteasom,� das� Lysosom� und� das�Autophagosom� vermitteln� (Clague,� Liu� et� al.� 2012).�Die�

Monoubiquitinierung,� das� Anhängen� eines� einzelnen� Ubiquitinrests,� reicht� aus� um� die�

Internalisierung�und�die�anschließende�Sortierung�zu�vermitteln�(Reggiori�und�Pelham�2001,�

Polo,�Sigismund�et�al.�2002).�

1.2.1 Regulation der endosomalen Reifung und die Bildung später, reifer Endosomen

Rab5� und� Rab7� sind� die� wichtigsten� Marker� für� die� Identität� der� Endosomen� und�

entscheidende� Regulatoren� des� endosomalen� Transports� (Huotari� und� Helenius�

2011(Huotari�und�Helenius�2011)).�Bei�der�endosomalen�Reifung� ist�ein� „Rab� Switch“,�die�

Konversion� von�Rab5� zu�Rab7,�beteiligt� (Rink,�Ghigo�et�al.�2005,�Vonderheit�und�Helenius�

2005,�Poteryaev,�Datta�et�al.�2010)).� �Der�Entstehung� später�Endosomen�geht�die�Bildung�

einer� Rab7�Domäne� voraus� (Rink,�Ghigo� et� al.� 2005,�Vonderheit� und�Helenius� 2005).�Die�

Ersetzung�von�Rab5�durch�Rab7�ist�bei�der�Bildung�später�Endosomen�und�für�den�Transport�

zum�Lysosom�entscheidend�(Huotari�und�Helenius�2011).��

In�der�Hefe�vermitteln�die�Klasse�C�Vps�(Vacuolar�protein�sorting)�Komplexe�CORVET�(Class�C�

core�vacuole/endosome�tethering)�und�HOPS�(Homotypic�Fusion�and�Vacuole�Protein�Sorting)�

die�Fusionsprozesse�früher�Vps21p/Rab5�bzw.�später�Ypt7p/Rab7�Endosomen�(Nickerson�et�

al.� 2009).� Der� HOPS� Komplex� besteht� aus� den� vier� auch� in� CORVET� auftretenden� KernͲ

Untereinheiten� (Vps11,� Vps16,� Vps18� und� Vps33)� und� zwei� spezifischen� Untereinheiten�

Vps39� und� Vps41� (Übersicht� in� (Brocker,� EngelbrechtͲVandre� et� al.� 2010)).�Weitere� Rab7�

Effektoren� regulieren� die� Positionierung� später� Endosomen� über�Mikrotubuli� vermittelten�

Transport�(Übersicht�in�(Zhang,�Chen�et�al.�2009,�Wang,�Ming�et�al.�2011)).�

Während�der�Reifung�sinkt�der�pH� im�Lumen�der�Endosomen�und�die�Azidifizierung� ist�ein�

wichtiger� Bestandteil� des� endosomalen� Reifungsprozess� ((Maxfield� und� Yamashiro� 1987,�

Huotari� und� Helenius� 2011),� siehe� Abb.� 1Ͳ5).� Die� Vacuolar� H+ͲATPase� (VͲATPase)� ist� ein�

großer� Proteinkomplex� und� bildet� aus� dem� membranͲassoziierten� V0� Komplex,� der� als�

Transmembranpore� für�die�Protonen�dient�und�dem� löslichen�V1�Komplex,�der�ATP�bindet�
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und�hydrolysiert,�eine�Protonenpumpe,�die�den� lumenalen�pH�von�Zellorganellen� reguliert�

(Übersicht�in�(Forgac�2007,�Marshansky�und�Futai�2008)).�Die�Absenkung�des�pHs�sorgt�nicht�

nur� für�die�geeigneten�Umgebungsbedingungen,�welche�die�hydrolytischen�Reaktionen� im�

Lysosom�fördern,�sondern�auch�für�den�koordinierten�Membranfluss,�die�Sortierung�und�die�

Weiterleitung�endosomaler�Fracht�(Huotari�und�Helenius�2011).�

Einer� der�wichtigsten� Prozesse� bei� der� Biogenese� später� Endosomen� ist� die� Bildung� von�

intraluminalen�Vesikeln�(ILV)�(Odorizzi,�Babst�et�al.�1998).�Die�Bildung�fängt�schon�in�frühen�

Endosomen�(Raiborg,�Bache�et�al.�2002)�und�während�der�Reifung�steigt�die�Anzahl�der�ILVs�

weiter.� Daher�werden� reife� Endosomen� auch�MVBs� (Multivesicular� bodies)� genannt.� Die�

Bildung� der� ILV� geschieht� durch� die� Internalisierung� der� limitierende� Membran� des�

Endosoms� und� wird� aus� verschiedenen� Gründen� benötigt.� Die� Verpackung� von�

signalisierenden� Rezeptoren� in� ILV� unterbindet� den� Kontakt� mit� dem� Zytosol,� wodurch�

zytosolische�Interaktionen,�die�an�der�Signalweiterleitung�beteiligt�sind,�verhindert�werden.�

Außerdem�werden�Lipide�und�Membranproteine� in� ILV�nach�der�Fusion�mit�dem�Lysosom�

zugänglich� für�die�Hydrolasen.�Die� limitierende�Membran� (LM)�der�reifen�Endosomen�wird�

durch� spezielle� Membranglykoproteine� (z.B.� Lamps� (Lysosomal� associated� membrane�

proteins)� vor� dem� Abbau� geschützt� (Huotari� und� Helenius� 2011).� Bei� der� Sortierung� der�

abzubauenden� Fracht� und� der� MVB� Biogenese� durch� Bildung� von� ILV� sind� die� ESCRT�

Komplexe� von�entscheidender�Bedeutung� (Katzmann,�Babst�et� al.�2001,�Babst,�Katzmann,�

EstepaͲSabal� et� al.� 2002,�Babst,� Katzmann,� Snyder� et� al.� 2002)� und� deren�Wirkungsweise�

wird�im�folgenden�Abschnitt�erläutert.�

1.2.2 Die ESCRT Komplexe und ihre Funktion in der MVB Biogenese

Der�“Endosomal�Sorting�Complex�required�for�Transport”�kurz�ESCRT�besteht�aus�sequentiell�

arbeitenden� Proteinkomplexen,� und� wird� für� die� Biogenese� der� MVBs� benötigt� und�

vermitteln�die�Sortierung�der�endosomalen�Fracht�in�ILV�(siehe�Abb.�1Ͳ5/1Ͳ6,�Übersichten�in�

(Raiborg�und�Stenmark�2009,�Saksena�und�Emr�2009,�Henne,�Buchkovich�et�al.�2011,�Hurley�

und�Stenmark�2011)).�Außerdem�haben�ESCRT�Komplexe� in�Metazoen�weitere�Funktionen�

bei� der� Zytokinese� und� der� Freisetzung� von� VirusͲPartikeln� ((Carlton� und�MartinͲSerrano�

2007,�Henne,�Buchkovich�et�al.�2011,�Hurley�und�Stenmark�2011),�siehe�Abb.�1Ͳ5).�

Die�ESCRT�Maschinerie�ist�in�die�vier�Proteinkomplexe�ESCRTͲ0�bis�ESCRTͲIII�unterteilt.�Einen�

fünften�Komplex� stellt�der�Vps4�Komplex�dar� (siehe�Abb.1Ͳ6).�Diese� fünf�Proteinkomplexe�
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werden� sequentiell� an� die� endosomale� Membran� rekrutiert� und� generieren� ILV� durch�

Knospung�der�limitierenden�Membran�in�Richtung�des�Lumens�des�sich�bildenden�MVBs.�Die�

Komplexe� vermitteln� die� nötigen� Schritte� von� der� Erkennung� und� der� Interaktion� mit�

ubiquitinierten�Membranproteinen�und�die�Rekrutierung�der�nachfolgenden�Komplexe�bis�

zur�Deformation�und�Abschnürung�der�Membran�bis�letztlich�die�Dissoziation�der�Komplexe�

von� der� endosomalen� Membran� die� ESCRT� vermittelte� Bildung� eines� ILVs� abschließt�

(Übersichten�in�(Henne,�Buchkovich�et�al.�2011,�Hurley�und�Stenmark�2011)).�Dieser�Prozess�

wiederholt�sich�bis�die�ubiquitinierte�Fracht�von�der�LM�durch�ILV�entfernt�wurde.��

Abb. 1 5. Überblick über die ESCRT vermittelten Prozesse.�Neben�dem�MVB�Weg,�der�die�Bildung� von� ILV�
vermittelt,�zeigen�die�ESCRT�Komplex�einen�Einfluss�auf�andere�Membranabschnürungsvorgänge,�wie�bei�der�
Zytokinese�oder�auch�bei�der�Freisetzung�von�HIV�Partikeln�(modifiziert�aus�Teis�2012).�

Der� ESCRTͲ0� Komplex� besteht� aus� den� Vps27/Hrs� (hepatocyte� growth� factorͲregulated�

tyrosine�kinase�substrate) und�Hse1/STAM� (SignalͲtransducing�adaptor�molecule)�und�bindet�

über� das� Ubiquitin� interagierende�Motiv� (UIM,� ubiquitin� interacting�motif)� und� die� VHS�

(Vps27/Hrs�und�Hse1/STAM)�Domäne�Ubiquitin� (Ren�und�Hurley�2010)�und�stellt�die�erste�

Interaktion� von� ESCRT� mit� der� endosomalen� Fracht� dar.� Neben� den� strukturellen�

Ähnlichkeiten�der�Untereinheiten�weist�Hrs�eine�FYVE�(Fab1,�YotB,�Vac1p,�and�EEA1)�Zinkfinger�

Domäne�auf,�die�an�PI3P�bindet�und�die�Lokalisation�an�endosomale�Membranen�vermittelt�

(Raiborg,� Bremnes� et� al.� 2001).� Der� ESCRTͲ0� Komplex� erkennt� und� bindet� ubiquitinierte�

Membranproteine�und�stellt�den�ersten�SortierungsͲ�und�Konzentrierungsschritt�der�Fracht�

bei�der�Generierung�der�MVBs�dar�(Prag,�Watson�et�al.�2007).���
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Der� nächste� Schritt� ist� die�Rekrutierung� des� ESCRTͲI� Komplex,� der� in�Metazooen� und� der�

Hefe�von�ESCRTͲ0�abhängig�ist�(Bache,�Raiborg�et�al.�2003,�Katzmann,�Stefan�et�al.�2003,�Lu,�

Hope�et�al.�2003).�Der�ESCRTͲI�Komplex�ist�ein�Heteromer,�der�ursprünglich�als�Komplex�aus�

Vps23/Tsg101�(Tumor�susceptibility�gene�101),�Vps28,�und�Vps37�identifiziert�wurde,�und�an�

ubiquitinierte�Membranproteine�und�den�ESCRTͲ0�Komplex�bindet� (Katzmann,�Babst�et�al.�

2001).�Der�Komplex� interagiert�über�Vps23/Tsg101�mit�dem�ESCRT�0�Komplex�und�Vps28�

bindet�Vps36�und�vermittelt�dadurch�die�Interaktion�mit�dem�ESCRTͲII�Komplex�(Katzmann,�

Stefan� et� al.� 2003,� Kostelansky,� Sun� et� al.� 2006).� ESCRTͲII� ist� ein� HeteroͲtetramerer�

Proteinkomplex� und� besteht� aus� Vps36� und� Vps22� und� zwei� Vps25� Untereinheiten�

(Slagsvold,�Aasland�et�al.�2005).�

Abb. 1 6 Schematische Darstellung der ESCRT Komplexe und ihrer Funktion bei der ILV Bildung. Die� frühen�
ESCRT�0ͲII��Komplexe�binden�und�konzentrieren�die�ubiquitinierte�Fracht.�Der�nachfolgend�an�der�limitierenden�
Membran�(LM)�gebildete�ESCRTͲIII�Komplex�führt�zusammen�mit�dem�Vps4ͲVta1�Komplex�die�Abschnürung�des�
ILV� in� das� endosomale� Lumen� herbei.� Das� an� die� Fracht� gebundene� Ubiquitin� wird� durch� DUBs� vor� der�
Abschnürung�entfernt�und� recycelt.�Der� ESCRTͲIII�Komplex�wird�durch�den�Vps4ͲKomplex� aufgelöst�und�die�
Untereinheiten� stehen� für� eine�neue�Runde�der� ILV�Bildung�bereit.� (modifiziert� aus� (Michelet,�Djeddi� et� al.�
2010))�

Die�drei�frühen�ESCRT�Komplex�(0ͲII)�interagieren�mit�der�ubiquitinierten�Fracht�und�führen�

kooperativ�zur�Sortierung�der�ubiquitinierten�Membranproteine�während�der�MVB�Bildung�

(Henne,�Buchkovich�et�al.�2011).�Die�Internalisierung�der�Fracht�wird�durch�die�Rekrutierung�

von� ESCRTͲIII� initiiert� und� vermittelt.� Der� � ESCRTͲIII� Komplex� besteht� aus� vier�

Kernuntereinheiten,� Vps20/CHMP6� (CHMP,� charged� multivesicular� body� protein),� Snf7�

(Sucrose�nonͲfermenting)�/CHMP4(A/B/C)/shrub,�Vps24/CHMP3�und�Vps2/CHMP2(A/B)�und�
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drei� akzessorischen� Komponenten� Did2/CHMP1(A,B),� Vps60/CHMP5� und� Ist1� (Babst,�

Katzmann,�EstepaͲSabal�et�al.�2002,�Nickerson,�West�et�al.�2006,�Dimaano,�Jones�et�al.�2008,�

Rue,� Mattei� et� al.� 2008).� Im� Gegensatz� zu� den� ESCRT� Komplexen� 0ͲII,� die� als� stabile�

Proteinkomplexe� im� Zytoplasma� vorliegen,� kommt� es� nur� vorübergehend� zur� Bildung� des�

ESCRTͲIII�Komplexes�an�der�Membran�der�Endosomen.�

Die� Kernuntereinheiten� sind� relativ� klein� (221Ͳ241� AS)� und� haben� ähnliche� biochemische�

Eigenschaften�(Muziol,�PinedaͲMolina�et�al.�2006,�Bajorek,�Schubert�et�al.�2009,�Xiao,�Chen�

et� al.� 2009).� Die� aminoͲterminale� Region� besteht� aus� zwei� ɲͲHelices� (a1,a2),� die� eine�

Haarnadelstruktur� formen� und� wichtig� für� die� Membranbindung� und� die� HomoͲ� oder�

Heterodimerisierung� sind.� Im� Zytoplasma� falten� sich� die� negativ� geladenen� CͲTerminalen�

Regionen� (a5� und� a6)� auf� die� Haarnadelstruktur� zurück.� Dieser� autoinhibitorische�

Mechanismus� fördert�die�Stabiliät�der� inaktiven�Monomere� (Zamborlini,�Usami�et�al.�2006,�

Shim,�Kimpler�et�al.�2007).�Die�CarboxyͲterminale�Region�beherbergt�auch�die�MIMs� (MIT�

(microtubuleͲinteracting� and� transport)� interacting�motifs� (MIMs))� für� die� Interaktion�mit�

der�AAAͲATPase� (ATPases�Associated�with�diverse� cellular�Activities)�Vps4� (Scott,�Chung�et�al.�

2005,� Obita,� Saksena� et� al.� 2007,� StuchellͲBrereton,� Skalicky� et� al.� 2007)).� Trotz� ihrer�

strukturellen�Ähnlichkeit�üben�die�ESCRTͲIII�Untereinheiten�spezifische�Funktionen�aus.��

Die�Aktivierung�der�ESCRTͲIII�Moleküle�benötigt�eine�Reihe�von�Konformationsänderungen,�

die� zur�Aufhebung� der�Autoinhibition,� stabilen�Membranbindung� und� der� Interaktion�mit�

anderen� ESCRT�Molekülen� sowie� Exposition� der�MIM� Domäne� führen� (Teo,� Perisic� et� al.�

2004,� Im,� Wollert� et� al.� 2009,� Teis,� Saksena� et� al.� 2010).� Die� aktivierten� ESCRTͲIII�

Untereinheiten�bilden�durch�HomoͲOligomerisierung�helikale�Filamente�an�der�endosomalen�

Membran.�

Der�geordnete�Zusammenbau�der�Snf7�Untereinheiten� zu�einem�aktiven�Filament�beginnt�

damit,�dass�ESCRTͲII�und�Vps20�die�Homooligomerisierung�von�Snf7�bewirken�(Teis,�Saksena�

et�al.�2008).�Die�Homooligomerisierung�wird�durch�die�Bindung�von�Vps24�an�den� letzten�

Snf7�Protomer�gestoppt.�Vps24�rekrutiert�Vps2,�wodurch�der�Aufbau�des�ESCRTͲIII�Filaments�

abgeschlossen�wird�(Babst,�Katzmann,�EstepaͲSabal�et�al.�2002,�Babst,�Katzmann,�Snyder�et�

al.�2002,�Teis,�Saksena�et�al.�2008).���
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Der� zuletzt� rekrutierte� ESCRT� Komplex� besteht� aus� der� Typ� I� AAAͲATPase� Vps4� und� dem�

Kofaktor�Vta1� (VPS20Ͳassociated�1�homolog)� (Babst,�Sato�et�al.�1997).� Im�Zytoplasma� liegt�

Vps4� in� inaktiver� Form� vor� (Mono/Dimer)� (Babst,� Wendland� et� al.� 1998).� Die�

Zusammensetzung� des� dodecameren� Komplexes� erfolgt� an� ESCRTͲIII� Filamenten�

(Shestakova,�Hanono�et�al.�2010).�Vps4�beinhaltet�eine�NͲterminale�MIT�Domäne�die�an�die�

CͲterminale�MIM�domäne�von�Vps2�bindet� (Nickerson,�West�et�al.�2006).� �Vps4�könnte�als�

Mechanoenzym,�die�Energie�aus�der�ATP�Hydrolyse�in�mechanische�Arbeit�umsetzen�und�zur�

Auflösung� der� ESCRTͲIII� Filamentstruktur� verwenden� (Henne,� Buchkovich� et� al.� 2011).�

Darüber� hinaus� könnte� der� Vps4� Komplex� auch� eine� Rolle� bei� der� Abschnürung� der�

Membran�spielen,�die�mit�der�Vps4�abhängige�Auflösung�der�ESCRTͲIII�Struktur�einhergeht�

(Saksena,�Wahlman�et�al.�2009).�Der�genaue�Mechanismus�und�ob�VPS4�für�die�Abschnürung�

benötigt�wird,��sind��noch�nicht�vollständig�aufgeklärt.�

Abb. 1 7. Spekulatives Modell für die Funktion der ESCRT Komplexe bei der ILV Bildung.� Die� ESCRTͲIII�
Assemblierung�wird�durch�Bindung�von�Vps20�an�Vps25�auf�der�Membranoberfläche� initiiert.� In�der�zweiten�
Phase� (Stage� II)�bindet� Snf7� an�den�Membran� gebundenen�Vps25ͲVps20�Komplex.�Dies�bewirkt�die�Bildung�
eines� membrangebundenen� Snf7� Oligomers.� Der� Snf7� Oligomer� umschließt� die� Fracht� in� einer�
Sortierungsdomäne�und� induziert�die�Deformation�der�Membran.�Vps24�bindet�den� Snf7�Oligomer�und�die�
Interaktion� zwischen�Vps2�und�Vps4� leitet�die�Disassemblierung�des�ESCRTͲIII�Komplex�ein�und�die�ESCRTͲIII�
Komponenten�werden�in�die�geschlossen�Form�überführt.��(übernommen�aus�(Saksena,�Wahlman�et�al.�2009))

In� Drosophila� führt� der� Funktionsverlust� der� ESCRTͲIͲIII� Komplexe� zur� Deregulierung� der�

Signalwege�und�im�Falle�von�Notch�zur�ligandenͲunabhängigen�und�ektopischen�Aktivierung�

des�Signalwegs�(Moberg,�Schelble�et�al.�2005,�Thompson,�Mathieu�et�al.�2005,�Vaccari�und�
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Bilder�2005,�Vaccari,�Rusten�et�al.�2009).�Diese�Störung�wird�auch�bei�Genfunktionsverlust�

von�lgd�beobachtet�und�wird�im�folgenden�Abschnitt�behandelt.�

�

1.3 Das Tumorsuppressorgen Lethal (2) giant discs

Das�Gen�Lethal (2) giant disc�(l(2)gd, im�Folgenden�lgd)�befindet�sich�in�Drosophila�auf�dem�

zweiten�Chromosom�und�wurde�1971�als�Tumorsuppressorgen�in�D.m.�identifiziert.�Die�erste�

Charakterisierung� zeigte,� dass� der� Genfunktionsverlust� zu� einer� verlängerten� larvalen�

Lebensphase,�puppaler�Letalität,�und�zu�einer�Überproliferation�der� Imaginalscheiben�führt�

(Bryant�und�Schubige.G�1971).�Weitere�Untersuchungen�zeigten�eine�ektopische�Expression�

von�Wingless�(Wg)�und�Decapentaplegic�(Dpp)�(Buratovich�und�Bryant�1995,�Buratovich�und�

Bryant�1997).�Ursächlich�für�die�Überproliferation�der� Imaginalscheiben�und�die�ektopische�

Expression�von�Wg�ist�die�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs,�wodurch�lgd�als�ein�

negativer�Regulator�des�NotchͲSignalwegs�in�Drosophila�identifiziert�wurde�(Klein�2003).�Wg�

ist�an�der�dorsoͲventralen� (D/V)�Grenze�ein�Zielgen�des�NotchͲSignalwegs� (siehe�Abschnitt�

1.4).� Weitere� Studien,� welche� die� verantwortliche� Transkriptionseinheit� identifizierten,�

zeigten,� dass� der� Funktionsverlust� von� lgd� zu� Störungen� im� endosomalen� Transport� und�

Proteinabbau� führt,�und�die�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs� außerdem�unabhängig� von�

den�Liganden�auftritt� (Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006,� Jaekel�und�

Klein�2006).��

Abb. 1 8 Der Funktionsverlust von lgd führt zur ektopischen Aktivierung des Notch Signalwegs.� (A,B)�
Expression� der�Notch� Zielgene�wg� (A)� und� des�NotchͲAktivitätsreporters�Gbe+Su(H) lacZ� (Furriols� und� Bray�
2001)�(B)�in�einer�wildtypischen�Flügelimaginalscheibe�im�späten�dritten�Larvenstadium�(L3).�Die�Expression�an�
der�D/V�Grenze�(Pfeile�in�A,B)�ist�auf�einen�schmalen�Streifen�beschränkt.�(C,D) Expression�der Zielgene in�einer
lgdd7 homozygot� mutanten� Flügelimaginalscheibe.� Die� Wg� Expression� ist� nicht� mehr� auf� einen� schmalen�
Streifen�beschränkt� sondern� verbreitert� (C,�Pfeile).�Die�Expression�des�NotchaktivitätsͲReporters�Gbe+Su(H)Ͳ
lacZ�ist�ubiquitär�und�die�starke�Aktivität�ist�nicht�mehr�auf�die�D/V�Grenze�beschränkt�(vgl.�B,D).
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1.3.1 Struktur der Lgd Proteinfamilie

Lgd� ist� ein� Mitglied� einer� kaum� charakterisierten� Proteinfamilie� mit� Vertretern� in� allen�

Metazoen� bis� hin� zum� Menschen� (Jaekel� und� Klein� 2006).� Lgd� ist� in� D.m.� der� einzige�

Vertreter,� wohingegen� in� den� Wirbeltieren� zwei� Orthologe� auftreten.� In� nahezu� allen�

Vertretern�treten�vier�DM14�Wiederholungen�auf.�Die�Namensgebung�der�DM14�Domänen�

geht� auf� einem� in silico� Screen� zurück,� in� dem�wiederholende� Sequenzen� innerhalb� von�

Proteinen� in� D.m.� gesucht� wurden� (Ponting,� Mott� et� al.� 2001).� Die� Funktion� dieser�

Wiederholungssequenzen�ist�unbekannt,�jedoch�ist�die�typische�Anordnung�dieser�Domänen�

so�wie�eine�CͲterminale�C2�Domäne�in�der�LgdͲProteinfamilie�konserviert�(siehe�Abb.�1Ͳ8).�

�Die�C2�Domäne�(Protein�kinase�C�conserved�region�2)�wurde�erstmals�für�die�Proteinkinase�

C�(Pkc)�beschrieben�und�mittlerweile�wurden�zahlreiche�Proteine�mit�C2�Domänen�gefunden.�

Die�klassische�C2�Domäne�vermittelt�eine�Ca2+�abhängige�Bindung�an�Membranen�(Nalefski�

und�Falke�1996).�Jedoch�fehlen�in�der�Lgd�C2�Domäne,�die�für�die�Bindung�charakteristischen�

Aminosäurereste�(Aspartate)�(Jaekel�und�Klein�2006).�Dieser�Domäne�wurden�auch�weitere�

Eigenschaften�in�anderen�Proteinen�zugewiesen,�beispielsweise�gibt�es�Hinweise�auf�ProteinͲ

Protein� Interaktion� vermittelt� durch� die�Bindung� von� Phosphotyrosinen� (Benes,�Wu� et� al.�

2005).�Mittels�PhospholipidͲBindungsassays�wurde�für�die�C2ͲDomäne�von�Lgd�gezeigt,�dass�

sie� die� Bindung� an�Membranen� über� bestimmte� Phospholipide� vermittelt� (Gallagher� und�

Knoblich� 2006).� Mikroskopische� Untersuchungen� zur� subzellulären� Lokalisation� von� Lgd�

zeigten� eine� zytoplasmatische� Lokalisation� des� Proteins� (Childress,� Acar� et� al.� 2006,�

Gallagher�und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�

Im�Genom�der�Säugetiere�finden�sich�zwei�Orthologe,�Lgd1�und�Lgd2� (Childress,�Acar�et�al.�

2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�Die�Funktionen,�die�diesen�Orthologen�zugeschrieben�werden,�

sind�vielfältig�und�basieren�größtenteils�auf�ZellkulturͲStudien.�Lgd2�(Synonyme�CC2D1A,�Aki,�

TAPE,�FreudͲ1)�fungiert�als�Gerüstprotein�im�EGFͲRezeptor�Signalweg�(Nakamura,�Naito�et�al.�

2008),�als�Aktivator�des�NFͲkB�Signalwegs�(Zhao,�Li�et�al.�2010)�und�scheint�die�Spaltung�der�

Centrosomen� während� der� Mitose� zu� regulieren� (Nakamura,� Arai� et� al.� 2009).� Darüber�

hinaus�wurden� beide�Orthologe� als� transkriptionelle� Repressoren� des� 5ͲHT1A� (Serotonin)�

Rezeptors�beschrieben�(Ou,�Lemonde�et�al.�2003,�Hadjighassem,�Austin�et�al.�2009)).��
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Die� Funktion� von� lgd� scheint� in� den� Mausorthologen� konserviert� zu� sein,� da� deren�

ektopische�Expression� in�Rettungsexperimenten� in�Drosophila� zu�einer�Unterdrückung�des�

lgd�Phänotyps�führen�(Jaekel�und�Klein�2006).�

Abb. 1 9. Organisation des Genlokus CG4713/lgd und die konservierte Domänenstruktur der Lgd
Proteinfamilie.� Lokalisation� der� Transkriptionseinheit� und� Struktur� des� Genlokus� und� des� kodierten� Lgd�
Proteins�mit�den�DM14�Wiederholungssequenzen�und�der�C2�Domäne.�Mutante�Allele�sind�angezeigt.�lgdSH495�
ist�eine�PͲElement� Insertion,� lgdd7�kodiert� für� stark�verkürztes�Protein�aufgrund�eines�vorzeitigen�Stopcodon�
(2bp�Deletion,�Frameshift)�und�das�von� lgd08� (Gallagher�und�Knoblich�2006)�kodierte�Protein�endet�nach�der�
letzten�DM14�Domäne�(übernommen�und�modifiziert�aus�(Jaekel�und�Klein�2006)).�

�

1.3.2 Defekte im endosomalen Tansport von Proteinen und die Aktivierung des N

Signalwegs in lgdmutanten Zellen

In�Drosophila�beeinflusst�Lgd�den�konstitutiven�endosomalen�Transport�des�Notch�Rezeptors�

und� der� Funktionsverlust� führt� zur� ligandenͲunabhängigen,� ektopischen� Aktivierung� des�

NotchͲSignalwegs�(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�

2006).� Die� Beeinträchtigung� der� lgd� Funktion,� durch� den� Funktionsverlust� oder� die�

Überexpression� von� lgd,� führen� zur�ektopischen�Aktivierung�und�Akkumulation�des�Notch�

Rezeptors�(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�

Die� Akkumulation� zeigt� sich� in� fluoreszenzmikroskopischen� Untersuchungen� anhand� von�

auffälligen�Vesikeln.�Diese�Vesikel�wurden�mit�Hilfe�verschiedener�endosomaler�Marker�und�

durch� UptakeͲExperimente� als� Endosomen� (Childress,� Acar� et� al.� 2006,� Gallagher� und�

Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�In�den�lgd�mutanten�Zellen�(im�Folgenden�auch�als�lgd�

Zellen� bezeichnet)� erscheinen� die� Endosomen,� welche� den� Notch� Rezeptor� enthalten�

vergrößert�(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).��
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Bei� der� genaueren� Klassifizierung� der� betroffenen� Endosomen� in� lgd� Zellen� gab� es�

abweichende�Ergebnisse.���

Die�Untersuchung�von�Jaekel�und�Klein�(2006)�zeigte,�dass�bei�Lgd�Überexpression�das�frühe�

Endosom� (Rab5)�betroffen�war.� In� lgd�mutanten�Zellen�konnte�keine�eindeutig�bevorzugte�

Assoziation�mit�Rab5�oder�Rab7�festgestellt�werden.�Die�Überexpression�der�UASͲGFPͲRab5�

oder� –Rab7� Fusionsproteine� führt� in� lgd� Zellen� zur� Unterdrückung� der� ektopischen�

Aktivierung� des�Notch� Signalwegs� (Jaekel� und� Klein� 2006).�Die�Überexpression� des�Notch�

Rezeptors�verstärkte�die�endosomale�Proteinakkumulation�in�lgd�Zellen�und�führte�zu�einer�

reduzierten� Assoziation� mit� Rab7.� Andere� spätͲendosomale� Marker� (Spinster� (Spin)� und�

Deep�Orange� (Dor))�waren�mit� den� Ansammlungen� des� Rezeptors� immer� noch� assoziiert�

(Jaekel�und�Klein�2006).�Daraus�wurde�die�Schlussfolgerung�gezogen,�dass�die�endosomale�

Akkumulation�des�Notch�Rezeptors� in�einem�späten�endosomalen�Kompartiment�nach�dem�

Rab7�abhängigen�Reifungsschritt�stattfindet�(Jaekel�und�Klein�2006).��

In�der�Studie�von�Gallagher�und�Knoblich� (2006)�wurde�gezeigt,�dass�Rab5�und�Hrs� in� lgd�

mutanten� Zellen� akkumulieren.� Für� GFPͲRab7� (späte,� reife� Endosomen)� und� GFPͲRab11�

(Recycling�Endosomen)�zeigten�sich�keine�Auffälligkeiten� (Gallagher�und�Knoblich�2006).� In�

dieser� Studie� wurde� eine� spezielle� Situation,� nämlich� die� asymmetrische� Zellteilung� von�

Sensory�Organ�Precursors� (SOPs)�untersucht.�Die� Inhibition�des�NotchͲSignalwegs� führt� zu�

symmetrischen� �Zellteilungen�während�der�Bildung�der�externen�sensorischen�Organe,�was�

zur� Bildung� von� vier� Neuronen� auf� Kosten� der� anderen� Zelltypen� führt� (Hartenstein� und�

Posakony�1990).�Im�Gegensatz�dazu�führt�die�Überaktivierung�von�Notch�zur�Bildung�von�vier�

Sockelzellen. 

�Die� unterschiedlichen� Ergebnisse� der� Studien� könnte� auf� die� Untersuchung�

unterschiedlicher� Zelltypen� und� lgd� Allele� zurückgeführt�werden� (Gallagher� und� Knoblich�

2006,� Jaekel�und�Klein�2006).�Das�verwendete� lgd08�Allel�kodiert� für�ein�verkürztes�Protein�

ohne� C2� Domäne� und�wurde� als� ein� stark� hypomorphes� Allel� klassifiziert� (Gallagher� und�

Knoblich�2006).�Die�Untersuchung� von�Gallagher�und�Knoblich� (2006)�und�Childress�et� al.�

(2006)� zeigten,�dass�Hrs� in� lgd�mutanten�Zellen�akkumuliert�und�mit�dem�Notch�Rezeptor�

kolokalisiert.� Diese� beiden� Studien� deuteten� eher� daraufhin,� dass� Notch� in� frühen�

Endosomen�akkumuliert�(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006).��
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Eine�mit�Hilfe�des�UAS/GAL4�Systems� (Brand�und�Perrimon�1993)�durchgeführte�StrukturͲ

Funktionsanalyse� konnte� keine� klare� Rückschlüsse� auf� die� Funktion� der� Domänen� in� Lgd�

bringen� (Troost,�2007).� Lgd�Allele,�die�Proteine�ohne�C2�Domäne�produzieren,�wurden�als�

starkͲhypomorphe�Allele�charakterisiert�(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�

2006).�Die�Überexpression�einer�Variante�ohne�die�C2�Domäne� (LgdȴC2)� führte� jedoch� zu�

einer� Unterdrückung� der� ektopischen� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� und� auch� ein�

Deletionskonstukt� ohne� DM14� Domänen� unterdrückt� die� ektopische� Aktivierung� (Jaekel�

2006,� Troost�2007.).�Dies� kann�darauf� zurückgeführt�werden,�dass�die� lgd� Funktion�durch�

Überexpression� des� Proteins� beeinträchtigt� wird� und� zu� ähnlichen� Phänotypen� wie� der�

Funktionsverlust� führt� (Gallagher� und� Knoblich� 2006,� Jaekel� und� Klein� 2006).� DominantͲ

negative� Effekte� bei� Überexpression� sind� hierbei� wahrscheinlich� auf� die� Störung� der�

Stöchiometrie�von�Proteinkomplexen�zurückzuführen�(Herskowitz�1987).��

Der�Prozess,�der�in�lgd�Zellen�zur�ektopischen�Aktivierung�des�Notch�Rezeptors�führt,�konnte�

bisher�nicht� genau� aufgeklärt�werden.�Notch� ist� ein� Zelloberflächenrezeptor�und�befindet�

sich�erwartungsgemäß�an�der�Plasmamembran,�aber�es�können� substantielle�Mengen�des�

zum�Abbau�markierten�Rezeptors� in�endosomalen�Kompartimenten�nachgewiesen�werden�

(Kooh,� Fehon� et� al.� 1993,� Wilkin,� Carbery� et� al.� 2004,� Bray� 2006).� Störungen� beim�

endosomalen�Transport�führen�zur�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�in�Endosomen�(Jekely�

und� Rorth� 2003,� Wilkin,� Carbery� et� al.� 2004).� Einige� Mutationen� in� Komponenten� des�

endosomalen�Transportwegs� in�D.m.� (Hrs,�Syntaxin� I�und�ßͲarrestin)� führen�zur�Anhäufung�

des�Rezeptors�in�Endosomen�ohne�die�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�zu�beeinflussen�(Jekely�

und�Rorth�2003,�Lu�und�Bilder�2005,�Mukherjee,�Veraksa�et�al.�2005).�Mutationen�in�anderen�

endosomalen� Komponenten� führen� sowohl� zur� Akkumulation� von� Notch� als� auch� zur�

Überaktivierung�des� Signalwegs�wie�die�ESCRT�Komponenten�Vps25�und�Tsg101� (Moberg,�

Schelble�et�al.�2005,�Thompson,�Mathieu�et�al.�2005,�Vaccari�und�Bilder�2005).��

Die� bisherigen� Untersuchungen� deuten� daraufhin,� dass� die� Funktion� von� lgd� nach� der�

Funktion� von� hrs� benötigt� wird,� da� der� gleichzeitige� Verlust� von� hrs� in� lgd� Zellen� die�

ektopische� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� verhindert.� (Childress,� Acar� et� al.� 2006,�

Gallagher� und� Knoblich� 2006,� Jaekel� und� Klein� 2006).� Aufgrund� dieser� genetischen�

Interaktion� mit� hrs,� lässt� sich� die� Möglichkeit� eines� Einflusses� von� lgd� auf� den� ESCRT�

vermittelten� Prozess� in� Betracht� ziehen.� Es� bestehen� einige� Ähnlichkeiten� zwischen� den�
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Phänotypen von�lgd�und�den�ESCRT�Mutanten.�Der�Verlust�verschiedener�ESCRT�Komplex�IͲ

III�Untereinheiten�führt�zur�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�und�zur�Überproliferation�der�

Imaginalscheibenzellen� (Moberg,� Schelble� et� al.� 2005,� Thompson,� Mathieu� et� al.� 2005,�

Vaccari�und�Bilder�2005).�Der�Verlust�von�hrs�(ESCRTͲ0)�führt�im�Unterschied�zu�den�ESCRTͲIͲ

III�Mutanten�zu�keiner�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�(Jekely�und�Rorth�2003,�

Jaekel� und� Klein� 2006)).� Der� Einfluss� der� anderen� ESCRTͲ0� Untereinheit,� STAM,� auf� den�

NotchͲSignalweg�wurde�bisher�noch�nicht�untersucht.��

Allerdings� zeichnen� sich� auch�Unterschiede� in�den�Phänotypen�beim� Funktionsverlust� von�

ESCRT� IͲIII� und� lgd� ab.� Für� den� Verlust� der� ESCRT� IͲIII� Funktion� werden� Phänotypen�

beschrieben�die�bei� lgd�Mutanten�nicht�auftreten.�Bei�Verlust�der�ESCRT� IͲIII�Funktion�zeigt�

sich�der�Verlust�der�epithelialen� Integrität,�vermehrter�Zelltod�und�die�nichtͲzellautonome�

Proliferation,� also� die� Proliferation� wildtypischer� Nachbarzellen� (Moberg,� Schelble� et� al.�

2005,�Thompson,�Mathieu�et�al.�2005,�Vaccari�und�Bilder�2005,�Herz,�Chen�et�al.�2006).�Bei�

lgd� Funktionsverlust� tritt� kein� Verlust� der� epithelialen� Integrität� auf� und� die�

Überproliferation�ist�zellautonom�(Jaekel�und�Klein�2006).�Folglich�zeigen�sich�zwar�ähnliche,�

aber�nicht� identische�Phänotypen�beim�Vergleich�von�Verlust�der�ESCRT�Funktion�und�der�

lgd�Funktion.��

Vorherige�Untersuchungen�zeigten,�dass�die�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�in�

lgd�Zellen�abhängig�vom�aktivierenden�S3ͲSchnitt�durch�den�ɶͲSekretase�Komplex� ist� (Klein�

2003,�Jaekel�und�Klein�2006).�Für�den�S3�Schnitt�des�Rezeptors�wird�die�Interaktion�mit�den�

Liganden� und� der� dadurch� vermittelte� S2� Schnitt� durch� Kuz� vorausgesetzt.� Es� ist� nicht�

bekannt,�ob�der�Schnitt�durch�Kuz�in�lgd Zellen�für�die�ligandenͲunabhängige�Aktivierung�des�

Rezeptors�benötigt�wird.��

Der�der�zum�Abbau� führende�endosomale�Transportweg�des�Notch�Rezeptors� ist� in�einem�

Modell�zusammengefasst�(s.�Abb.�1Ͳ10).��
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Abb.1 10 Modell für den Abbau des Notch Rezeptors

im Wildtyp. (A)�Der�Notch� Rezeptor�wird� endozytiert�

und�gelangt�über� frühe�endozytotische�Vesikel� („early�

endocytic� vesicle“,� EEV)� zum� frühen� Endosom� („early�

endosome“,� EE).� Nicht� recycelte� Fracht� verbleibt� im�

reifendem� Endosom� („maturing� endosome“,�ME)� und�

wird� in� intraluminale� Vesikel� (ILV)� verpackt.� Die�

Verpackung�führt�dazu,�dass�die� intrazelluläre�Domäne�

des� Notch� Rezeptors� nicht� mehr� dem� Zytosol�

zugewandt�ist.�Durch�die�Fusion�mit�dem�Lysosom�wird�

das� reife� Endosom� mitsamt� der� Fracht� in� den� ILV�

verdaut.� Der� Mechanismus� und� der� Ort� der�

ektopischen�Aktivierung�des�Notch�Rezeptors� ist�nicht�

bekannt.� (verändert� übernommen� aus� (Schneider,�

Troost�et�al.�2012))�

�

1.4 Die Rolle des Notch Signalwegs während der Flügelentwicklung in Drosophila m.

Die� größten� Teile� der� Epidermis� des� Imagos� von� Drosophila melanogaster (D.m.),

einschließlich�des�Flügels,�entwickelt�sich�aus�undifferenzierte�einschichtigen�Epithelien,�den�

Imaginalscheiben.�Diese� bilden� sich� aus� einer�Gruppe� von� Vorläuferzellen� des� Ektoderms�

während�der� Embryogenese� (Bate�und�MartinezͲArias� 1991).�Die� Imaginalscheiben� tragen�

nicht� zur� Bildung� der� larvalen� Epidermis� bei� sondern� proliferieren�während� der� larvalen�

Phasen.�Während�der�Entwicklung� laufen�Musterbildungsprozesse�ab,�welche�die�anteriorͲ

posteriore� (A/P)� und� die� dorsoͲventrale� (D/V)� Achse� des� späteren� Flügels� durch�

Kompartimentgrenzen�definieren�(siehe�Abb.�1Ͳ3).�

Als� Kompartimente�werden� Gruppen� von� Zellen� bezeichnet,� die� eine� funktionale� Einheit�

bilden�und�sie�wurden�erstmals�durch�klonale�Analyse�beschrieben�(GarciaͲBellido,�Ripoll�et�

al.�1973,�Lawrence�1973).�Die�klonale�Analyse�ist�in�D.m.�eine�etablierte�Methode�mit�deren�

Hilfe�sich�zahlreicher�wichtiger�biologischer�Fragestellungen,�z.B.�zur�ZellͲAbstammungslinie,�

der� Determination� des� Zellschicksals,� der� Autonomie� von� Genfunktionen� und� zur�

Musterbildung�gewidmet�wurde�(Ashburner�1989).�Mittels�genetischer�Markierung�einzelner�

Zellen� während� der� frühen� Entwicklung� konnte� gezeigt� werden,� dass� die� Nachkommen�
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dieser� Zelle� (der� Klon)� in� adulten� Strukturen� bis� zu� einer� Grenzlinie� (der�

Kompartimentgrenze)� vorstoßen� und� häufig� an� dieser� entlang� wachsen,� aber� nie� diese�

Grenze�überschreiten� (GarciaͲBellido,�Ripoll�et�al.�1973).�Die�A/P�Kompartimentierung�des�

Flügels� findet� während� der� frühen� Entwicklung� im� Embryo� statt� und� die� D/V�

Kompartimentierung�während�der�larvalen�Entwicklung.��

Während�der�Flügelentwicklung�vermittelt�der�NotchͲSignalweg�die�ZellͲZell�Interaktionen�an�

der�dorso/ventralen�(D/V)�Kompartimentgrenze,�die�zur�Aktivierung�und�Aufrechterhaltung�

der�Expression�verschiedener�essentieller�Gene�führt.� Insbesondere�sind�wingless (wg) und�

vestigial (vg)� für� die� Etablierung,� das� Wachstum� und� die� Musterbildung� des�

Flügelprimordiums� essentiell� (Übersicht� (Klein� 2001)).� Die� vg� Expression� wird� von� zwei�

intronischen�Enhancer�Elementen�vgBE�(boundary�enhancer)�und�vgQE�(quadrant�enhancer)�

gesteuert,�wobei�die�Expression�des�vgBE�an�der�D/V�Grenze�von�der�Aktivität�des�NotchͲ

Signalwegs� abhängig� ist� und� die� Expression� von� Wg� und� Vg� für� das� Wachstum� des�

Flügelgewebes�vorausgesetzt�wird�(Go,�Eastman�et�al.�1998,�Klein�und�Arias�1999).��

Diese� Interaktionen� führen� schließlich� zur� Expression� in� Zellen� auf� beiden� Seiten� der�D/V�

Grenze�(deCelis,�GarciaBellido�et�al.�1996,�deCelis�und�Bray�1997,�Panin,�Papayannopoulos�et�

al.� 1997).� Die� symmetrische� Expression� an� der� Grenze� resultiert� aus� den� gegensätzlich�

gerichteten�Signalen�der�Liganden�Dl�und�Ser�und�wird�durch�zwei�Schleifen�reguliert,�die�zu�

unterschiedlichen�Zeitpunkten�aktiv�sind�und�von�den�unterschiedlichen�Expressionsmustern�

der�Notch� Liganden�während�des�dritten� Larvenstadiums� abhängen� (Doherty,� Feger�et� al.�

1996,�deCelis�und�Bray�1997,�Micchelli,�Rulifson�et�al.�1997,�Panin,�Papayannopoulos�et�al.�

1997).��

Abb. 1 11. Kompartimente in der Flügelimaginalscheibe. FluoreszenzͲmikroskopische� Aufnahme� und�
schematische� Betrachtung� der� Flügelimaginalscheibe.� Das� Flügelfeld�wird� durch� die� Expressionsmuster� des�
vgQE�(rot)�und�des�vgBE�(grün)�gezeigt.�Die�a/p�Kompartimentgrenzen�wird�durch�die�Expression�von�patched
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(ptc) GAL4�UASGFP�in�einem�schmalen�Streifen�auf�der�anterioren�Seite�(in�blau),�und�die�D/V�Grenze�durch�den�
vgBE� (in�grün)�dargestellt.� (Genotyp� in�A:�vgQE RFP; ptcGAL4 UASGFP; vgBE lacZ /SM6 TM6B).�Schematische�
Darstellung� der� Flügelimaginalscheibe� und� des� Flügels.� (übernommen� und� modifiziert� aus� Jaekel� 2006,�
Imaginalscheibe�modifiziert�aus�Bryant�1975�,Flügel�aus�Heitzler�et�al.�1996)�

In�frühen�Phasen�wird�Ser�in�den�dorsalen�Grenzzellen�(dGz)�exprimiert��(Couso,�Knust�et�al.�

1995,� DiazBenjumea� und� Cohen� 1995)� und� die� Expression� von� Dl� scheint� ventral� in� den�

Grenzzellen�stärker�zu�sein�(Doherty,�Feger�et�al.�1996,�deCelis�und�Bray�1997).�Dieses�frühe�

Expressionsmuster�mit� starker� Expression� der� Liganden� an� der� Grenze� scheint� durch� die�

Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�aufrechterhalten�zu�werden.��

Diese� Kenntnisnahme� basiert� darauf,� dass� die� ektopische� Aktivierung� des� Signalwegs� zur�

ektopischen� Expression� der� Liganden� führt� (Doherty,� Feger� et� al.� 1996,� Panin,�

Papayannopoulos� et� al.� 1997,� Klein� und� Arias� 1998b).�Während� dieser� Phase� scheint� die�

Expression�von�Ser�beschränkt�auf�die�dorsale�Seite�zu�sein�und�die�Expression�von�Dl�wird�

stärker� auf�der� ventralen� Seite� der� Flügelanlage� beobachtet.�Die� Expression� der� Liganden�

wird�durch�die�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�durch�die�anfängliche�Schleife� (Dl/Ser� loop)�

auf� beiden� Seiten� aufrechterhalten� (Panin,� Papayannopoulos� et� al.� 1997).� Aus� der�

unterschiedlichen�Expression�der�Liganden�folgt,�dass�die�Aktivierung�von�Notch�auf�die�D/V�

Grenze� beschränkt� bleibt� und� sich� nicht� in� die� Flügeltasche� ausbreitet� ((Panin,�

Papayannopoulos�et�al.�1997).�Die�gegensätzlich�gerichteten�Signale�der�Liganden�setzen�die�

Aktivität� der� Glykosyltransferase� Fringe� (Fng)� voraus� (Irvine� und� Wieschaus� 1994,� Kim,�

Magee� et� al.� 1997,� Klein� und� Arias� 1998b)).� Fng� modifiziert� einige� EGF� Module� in� der�

extrazellulären� Domäne� des� Notch� Rezeptors� (Moloney,� Panin� et� al.� 2000,� Munro� und�

Freeman� 2000)).� Diese� Modifikationen� regulieren� während� der� anfänglichen� Phase� die�

Interaktion�des�Notch�Rezeptors�mit�den�Liganden� in�der�Weise,�dass�sie�die�Signale�von�Dl�

fördern� und� die� Signale� von� Ser� unterdrücken� (Panin,� Papayannopoulos� et� al.� 1997).�Die�

Expression�von�Fng�und�Ser�wird�durch�das�Selektorgen�des�dorsalen�Zellschicksal�Apterous�

(ap)�während�der�frühen�Flügelentwicklung�kontrolliert�(Irvine�und�Wieschaus�1994,�Couso,�

Knust�et�al.�1995,�DiazBenjumea�und�Cohen�1995).�Daher�treffen�an�der�D/V�Grenze�Ser�und�

Fng�exprimierende�dorsale�Grenzzellen�auf�Ser�und�Fng�nicht�exprimierende�ventrale�Zellen�

treffen.�Da�Fng� in�den�Ser�exprimierenden�Zellen�den�Notch�Rezeptor�modifiziert,�kann�Ser�

nur� zu� den� ventralen� Grenzzellen� (vGz)� signalisieren,� die� den� unmodifizierten� Notch�

Rezeptor� aufweisen.� Im� Gegensatz� dazu� signalisiert� Dl� vornehmlich� zu� den� dorsalen�

Grenzzellen�(dGz),�wo�modifiziertes�Notch�vorliegt.��
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Diese�Signalpolarisierung�führt�zur�symmetrischen�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs� in�dGz�

und�vGz� (Irvine�1999,�Blair�2000).�Daher� reguliert�die�Grenze�der�Fng�exprimierenden�und�

nicht�exprimierenden�Zellen�die�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�an�der�D/V�Grenze.�Das�Delta�

Expressionsmuster� ist� in� dieser� frühen� Phase� schwierig� zu� bestimmen� und� es� ist� nicht�

bekannt,�ob�die�mittels�Antikörperfärbungen�gegen�Dl�zu�beobachtende�schwache�Färbung�

während�des�frühen�dritten�Larvenstadium�spezifisch�ist.�

Nach� der� Etablierung� der�Wg� Expressionsdomäne�wird� ein� zweite� regulatorische� Schleife�

induziert,� welche� die� Aktivität� des� NotchͲSignalwegs� in� den� Grenzzellen� aufrechterhält�

(deCelis�und�Bray�1997,�Micchelli,�Rulifson�et�al.�1997).�Nach�der�Wg�Expression�in�früheren�

Phasen�zeigt�sich�im�mittleren�dritten�Larvenstadium�mit�dem�Auftreten�der�Expression�von�

cut� an� der� D/V� Grenze� auch� eine� Veränderung� des� Expressionsmusters� der� Liganden�

(Micchelli,�Rulifson�et�al.�1997).�Die�Expression�der�Liganden�wird�nun�durch�Wg�kontrolliert�

(Dl/Ser/Wg� loop).� Wg� wird� von� den� Grenzzellen� sekretiert� und� diffundiert� in� die�

angrenzenden� dorsalen� und� ventralen� Zellen� der� Flügeltasche,� wo� die� Expression� der�

Liganden� in� schmalen� dorsalen� und� ventralen� Streifen� entlang� der�Wg�Domäne� induziert�

wird� (deCelis� und� Bray� 1997,� Micchelli,� Rulifson� et� al.� 1997).� Dl� und� Ser� signalisieren�

wahrscheinlich� zu� den� Grenzzellen� zurück� und� halten� die� Expression� von� Wg� aufrecht�

(deCelis�und�Bray�1997,�Micchelli,�Rulifson�et�al.�1997).� In�dieser�späten�Phase�ändert�sich�

das� Expressionsmuster� von� Fng� (Irvine� und�Wieschaus� 1994)� und� eine� Beteiligung� an� der�

zweiten�regulatorischen�Schleife�ist�nicht�bekannt.��

Abb.1 12: Modelle für die Regulation des Notch Signalwegs an der D/V Grenze. Links:�(modifiziert�aus�Haines�
und�Irvine�2003)���Rechts:�(modifiziert�aus�De�Celis�und�Bray�1997)��Die�Modelle�beschreiben�die�Interaktionen�



23�
�

an�der�D/V�Grenze,�die� zur�Polarisierung�der�Signale�und� zur� symmetrischen�Expression�der�Zielgene� in�den�
Grenzzellen�führt.�Weitere�Erläuterungen�im�Text�Abschnitt�1.4.

Die� gegenwärtigen�Modelle� deuten� daraufhin,� dass� die� Aktivität� von� Notch� an� der� D/V�

Grenze� bzw.� der� Fringegrenze�während� der� gesamten� Flügelentwicklung� symmetrisch� ist�

(Irvine� und� Rauskolb� 2001).� Allerdings� wurde� diese� Annahme� bisher� nicht� genauer�

untersucht.� Einige� Beobachtungen� deuteten� aber� auf� eine� anfängliche� Asymmetrie� hin�

(Micchelli,�Rulifson�et�al.�1997).��Darüber�hinaus�wird�die�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�für�

die�Etablierung�und�Aufrechterhaltung�der�D/V�Grenze�benötigt.�Dies�hat� zur�Konsequenz,�

dass� der� Verlust� der� Aktivität� des� Signalwegs� in� Grenzzellen� den� Verlust� der�

Kompartimentgrenze�zur�Folge�hat�(Micchelli�und�Blair�1999,�Rauskolb,�Correla�et�al.�1999).�

Normalerweise�überschreiten�Klone�nicht�die�etablierten�Kompartimentgrenzen.�Da� jedoch�

der�NotchͲSignalweg�an�der�Aufrechterhaltung�der�D/V�Grenze�beteiligt� ist,�hat�der�Verlust�

der�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�den�Verlust�dieser�Grenze�zur�Folge�(de�Celis�und�GarciaͲ

Bellido�1994).�Dies�führt�dazu,�dass�die�eindeutige�Bestimmung�der�Herkunft�der�Klone�z.B.�

bei� einer� klonalen�Analyse� der� Liganden,� erschwert�wird.� Für� die� Klärung� der� räumlichen�

Voraussetzungen�der�Komponenten�des�NotchͲSignalwegs�ist�dies�aber�unbedingt�nötig.�

Möglicherweise� sind� die� teilweise� unterschiedlichen� Ergebnisse� der� Studien� der�

verschiedenen� Gruppen� darauf� zurückzuführen� (Couso,� Knust� et� al.� 1995,� deCelis,�

GarciaBellido�et�al.�1996,�Doherty,�Feger�et�al.�1996,�Micchelli,�Rulifson�et�al.�1997).�Cuoso�et�

al.�(1995)�und�de�Celis�et�al.�(1996)�berichten,�dass�Ser�in�den�dGz�benötigt�wird,�was�darauf�

schließen� liess,�dass�Ser�das�Signal�von�den�dGz� zu�den�vGz� ist� (Couso,�Knust�et�al.�1995,�

deCelis,�GarciaBellido�et�al.�1996).�Micchelli�et�al.�(1997)�berichteten,�dass�sowohl�Dl�als�auch�

Ser�Klone� gelegentlich,�aber�nicht� verlässlich,�den�Verlust�der� Zielgenexpression�nach� sich�

zogen� (Micchelli,� Rulifson� et� al.� 1997).� De� Celis� et� al.� (1996)� und� Doherty� et� al.� (1996)�

berichten,�dass�Delta�Klone,�die�dorsale�und�ventrale�Zellen�beinhalten,�stärkere�Kerben� im�

Flügel� verursachen.� Klone� die� nur� auf� der� ventralen� Seite� liegen� führen� nur� schwächere�

Kerben� im� Flügel� herbei� und� Klone� auf� der� dorsale� Seite� zeigten� keinen� Effekt� (deCelis,�

GarciaBellido�et�al.�1996,�Doherty,�Feger�et�al.�1996).��

Der� Zeitpunkt,� an� dem� es� während� der� Entwicklung� zum� Gewebeverlust� kommt,� ist�

unbekannt.�Die�Unterschiede�könnten�durch�die�Tatsache�erklärt�werden,�dass�in�Miccheli�et�

al.� (1997)� Imaginalscheiben� und� in� den� anderen� Studien� der� Flügel� untersucht� wurden.�

Außerdem� hat� die� bisherige� klonale� Analyse� nicht� die� zweite� regulatorische� Schleife�
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(Dl/Ser/Wg�loop)�in�Betracht�gezogen.�Die�Voraussetzungen�für�die�Liganden�könnten�in�den�

jeweiligen�regulatorischen�Schleifen�unterschiedlich�sein.�

�

1.5 Ziele der Arbeit

Im�ersten�Projekt�wurde�die�Funktion�von�lethal(2) giant discs�(lgd)�untersucht.�In�Drosophila�

ist� Lgd� an�der�Regulation�des� endosomalen� Transports�des�Notch�Rezeptors�beteiligt�und�

verhindert� dessen� ligandenͲunabhängige� Aktivierung� (Jaekel� und� Klein� 2006).� Die� genaue�

Funktion� des� Proteins� und� der� Mechanismus� der� Aktivierung� des� Signalwegs� bei�

Funktionsverlust� sind�nicht�bekannt.�Zur�weiteren�Charakterisierung�der� Funktion� von� Lgd�

und� der� Regulation� des� NotchͲSignalwegs� sollten� folgende� ineinander� übergreifende�

Fragestellungen�untersucht�werden:�

1. Welche�Funktion�haben�die�Domänen�von�Lgd?��

2. In� welcher� Weise� ist� Lgd� am� endosomalen� Transport� beteiligt� und� in� welcher�

Beziehung�steht�Lgd�zu�ESCRT?��

3. Welche�Voraussetzungen�sind�für�die�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�in�

lgd�mutanten�Zellen�erforderlich?��

Im� zweiten� Projekt� sollte� die� Regulation� der� Aktivität� des�NotchͲSignalwegs�während� der�

Flügelentwicklung� in�Drosophila�untersucht�werden.�Die�Expression�von�Wg�wird�durch�die�

Interaktionen� zwischen� dorsalen� und� ventralen� Grenzzellen� über� den� NotchͲSignalweg�

vermittelt,�und�das�gegenseitige�Signalisieren�der�Notch�Liganden�Serrate�(Ser)�und�Delta�(Dl)�

von� der� dorsalen� bzw.� ventralen� Seite� führt� zu� einer� symmetrischen� Expressionsdomäne�

entlang�der�dorsoͲventralen� (D/V)�Grenze� (deCelis�und�Bray�1997,�Micchelli,�Rulifson�et�al.�

1997,� Panin,� Papayannopoulos� et� al.� 1997).� Das� gerichtete� Signal� der� Liganden� setzt� die�

Modifikation�des�Notch�Rezeptors� in�dorsalen� Zellen�durch�die�Glykosyltransferase� Fringe�

(Fng)�und�die�ausschließliche�Expression�der�Liganden�Ser�und�Dl�in�dorsalen�bzw.�ventralen�

Zellen� voraus.� Um� die� Voraussetzungen� zu� bestimmen,� die� zur� Aktivierung� des� NotchͲ

Signalwegs�an�der�Fringe�Grenze�(FG)�führen,�sollten�die�Funktionen�von�Fng,�Ser�und�Dl�an�

einer� ektopischen� FG� und� anschließend� mit� Hilfe� der� gewonnenen� Erkenntnisse� die�

Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�an�der�D/V�Grenze�untersucht�werden.�� �
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2. Ergebnisse

2.1. Charakterisierung des endosomalen Phänotyps in lgd Zellen

Durch� fluoreszenzmikroskopische�Analysen� sollten�mit�Hilfe�weiterer�endosomaler�Marker�

die� endosomalen� Kompartimente,� in� denen� der� Notch� Rezeptor� bei� lgd Funktionsverlust�

akkumuliert,� genauer� bestimmt�werden.� Da� lichtmikroskopische� Untersuchungen� in� ihrer�

Auflösung� begrenzt� sind,� wurde� eine� vergleichende� Analyse� der� Morphologie� der�

Endosomen� von� lgd�mutanten�und�wildtypischen� Zellen� auch� auf�ultrastruktureller� Ebene�

mittels�Transmissionselektronenmikroskopie�durchgeführt.�

2.1.1 Akkumulation des Notch Rezeptors in reifen Rab7 positiven Endosomen

Die�bisherigen�Charakterisierungen�des�endosomalen�Phänotyps�von�lgd�Zellen�liessen�keine�

eindeutige� Identifizierung� des� betroffenen� endosomalen� Kompartiments� zu.� Zur� genauen�

Bestimmung� des� endosomalen� Kompartiments� in� dem� die� Akkumulation� des� Notch�

Rezeptors� in� vergrößerten� Vesikeln� auftritt� wurde� überprüft� mit� welchen� endosomalen�

Markern�die�vergrößerten�Vesikel�assoziert�sind.�Als�genetische�Marker�wurden�nun�Rab5Ͳ

CFP� für� das� frühe� Endosom� und� Rab7ͲYFP� für� das� späte� Endosom� eingesetzt� (Marois,�

Mahmoud�et�al.�2006).�Diese�Marker�stehen�unter�Kontrolle�des�tubulin �(tub )�Promotors,�

der� die� Expression� in� allen� oder� fast� allen� Zellen� vermittelt� (O'Donnell,� Chen� et� al.� 1994,�

Struhl�und�Greenwald�1999).��

Die�ubiquitäre,�gemäßigte�Überexpression�beider�Marker�beeinflusst�weder�die�Aktivierung�

des� Notch� Rezeptors� im� Wildtyp� noch� führt� sie� zur� Unterdrückung� der� ektopischen�

Aktivierung in� lgd�Mutanten�wie� die� Expression� von�Wg� zeigt� (siehe� Abb.� 2Ͳ1� AͲD).� Die�

Untersuchung� dieser� beiden�Marker� im� Vergleich�mit� der� Antikörperfärbung� gegen� den�

Notch� Rezeptor� bestätigt,� dass� die� vesikulären� Akkumulationen� des� Rezeptors� im�

endosomalen�System� zu� finden� sind� (siehe�Abb.�2Ͳ1�EͲH).� In�optischen�Schnitten�nahe�der�

apikalen�Seite�der�Zellen�kolokalisieren�Rab5ͲCFP�und�Rab7ͲYFP�in�endosomalen�Strukturen.�

Nahe�der�Zelloberfläche�sind�die�Endosomen�Rab5�positiv.�Abseits�der�Peripherie�der�Zellen�

zeigt� Rab5� eine� diffuse� zytoplasmatische� Färbung� und� eine� Assoziation�mit� endosomalen�

Strukturen� ist�nicht�ersichtlich�(siehe�Abb.�2Ͳ1�Pfeile� in�EͲH).�Weiter� im�Zellinneren�sind�vor�

allem�Rab7�positive,�reife�Endosomen.�Diese�zeigen�keine�oder�eine�stark�verringerte�Rab5�

Assoziation� (siehe�auch�Anhang�Abb.�7Ͳ1).�Diese�Verteilung� lässt�sich�durch�das�Rab5/Rab7�

Switch�Modell�der�Reifung�der�Endosomen�erklären.�Rab5�wird�sukzessiv�durch�Rab7�ersetzt�
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und�die�Endosomen�bewegen� sich�während�der�Reifung� von�der�Peripherie� zum� Zentrum�

und�werden�letzlich�durch�die�Fusion�mit�Lysosomen�abgebaut�(Bucci,�Thomsen�et�al.�2000,�

Rink,�Ghigo�et� al.�2005,�Marois,�Mahmoud�et� al.�2006,�Poteryaev,�Datta�et� al.�2010).�Die�

Untersuchung� nullͲmutanter� lgdd7� Scheiben� zeigt,� dass� die� Akkumulationen� des� Notch�

Rezeptors�in�großen�Vesikeln�mit�reifen�Rab7�positiven�Endosomen�im�Zellinneren�assoziiert�

sind� (siehe�Abb.�2Ͳ1�MͲP).�Die�Kolokalisierung�des�Notch�Rezeptors�mit�beiden�Markern� in�

Endosomen� nahe� der� apikalen� Plasmamembran� erschien� unverändert.� Von� der�

Plasmamembran� weiter� entfernte� Endosomen� sind� nicht� mehr� mit� Rab5� assoziert� und�

ausschließlich�für�den�spät�endosomalen�Marker�Rab7�positiv.�In�lgd�Zellen�akkumuliert�der�

Notch�Rezeptors�in�reifen,�Rab7�positiven�Endosomen,��deren�Anzahl�und�Größe�gegenüber�

dem�Wildtyp�erhöht�erscheint.�

�Um� den� Vergleich� von� lgd� und� benachbarten�Wildtypzellen� zu� ermöglichen,�wurde� eine�

klonale�Analyse�mit�Hilfe�des� �FLP/FRT�Systems�durchgeführt�(Xu�und�Rubin�1993).� �In� lgdd7�

Klonen�bestätigte�sich�die�Kolokalisation�von�Akkumulationen�des�Rezeptors�mit�späten�Rab7�

positiven�Endosomen�(siehe�Abb.�2Ͳ2�AͲL).�Die�Quantifizierung�der�Endosomen�in�mutanten�

und� benachbarten�wildtypischen�Bereichen� zeigt,� dass� in� lgd� Zellen� die�Anzahl� der� reifen�

Endosomen,�die�Notch�enthalten�erhöht� ist� (siehe�2Ͳ2�M).�Da�der�Notch�Rezeptor�auch� in�

Wildtypzellen�mit�dem�spät�endosomalen�Marker�Rab7�assoziiert�ist,�deutet�dies�daraufhin,�

dass�sich� in� lgd�Zellen�mehr�Notch� in�späten�Endosomen�ansammelt.�Notch�kolokalisiert� in�

wildtypischen�und� lgd�Zellen�mit�Rab7�(87%�der�punktuellen�Anhäufungen� im�Wt�bzw.�83%�

in�lgd�siehe�Abb.�2Ͳ2�N).�Die�Assoziation�mit�Rab5�tritt�wie�im�Wildtyp�nur�an�der�Peripherie�

verstärkt� auf� und� erschien� unverändert� und� wurde� nicht� quantifiziert.� Die� endosomalen�

Marker�zeigen�keine�offensichtliche�Veränderung�in�der�Verteilung.�Daher�erscheint�eher�der�

Transport� des� Notch� Rezeptors� (der� Fracht)� beeinträchtigt.� Dies� zeigt,� dass� Notch� in� lgd�

Zellen�den�endosomalen�Transportweg�durchläuft,�aber� in�späten�Endosomen�akkumuliert.�

Dies�lässt�weiterhin�vermuten,�dass�die�Störung�nach�dem�Rab5/Rab7�Switch�auftritt�und�ein�

allgemeiner�Defekt�im�degradativen�Transport�und�Proteinabbau�vorliegt.��

�
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Abb. 2 1: Lokalisierung des Notch Rezeptors im endosomalen Transportweg in wildtypischen und lgd
mutanten Zellen. (A D) NotchͲSignalweg�im�Wildtyp�(A,B)�und�lgd�mutanter�Flügelscheibe�(C,D).�Die�Expression�
der�Marker�Rab5ͲCFP�und�Rab7ͲYFP�hat�keinen�Einfluss�auf�die�Expression�von�Wg.� Im�Wildtyp�zeigt�sich�ein�
schmaler� Streifen�an�der�D/V�Grenze� (Wg� in�B),�während�die�Expressionsdomäne� in� lgd�mutanten� Scheiben�
verbreitert�ist�(D).�(E H)�Im�Wildtyp�kolokalisiert�Notch�nahe�der�apikalen�Membran�(durch�Notch�markiert)�mit�
beiden�endosomalen�Markern�in�Endosomen.�Im�Zellinneren�ist�Rab5�im�Zytoplasma�lokalisiert�und�zeigt�kaum�
Assoziation�mit�Endosomen.�Die�Endosomen�sind�hier�mit�Rab7�assoziiert.� (IͲL)� In�optischen�Schnitten�direkt�
unterhalb�der�apikalen�Membran�finden�sich�zahlreiche�Endosomen,�die�den�Notch�Rezeptor�enthalten�und�mit�
beiden�Markern�kolokalisieren.�Es�zeigt�sich�keine�Kolokalisierung�mit�der�Färbung�der�Plasmamembran�(roter�
Pfeil� in� JͲL).� (M P)� � In� lgd�Zellen� zeigt� sich�die�auffällige�Kolokalisierung�der�endosomalen�Akkumulation�des�
Notch�Rezeptors�mit�dem�spät�endosomalen�Marker�Rab7ͲYFP� (Pfeile� in�N,O).�Rab5ͲCFP�findet�sich�auch�hier�
hauptsächlich� an� peripheren� Endosomen� (Pfeile� in� P).� (Genotyp� in� A,B,� EͲH:� w;+/CyOwg lacZ; tubRab5 CFP,
tubRab7 YFP / + ,�Genotyp�in�C,D,�IͲJ:�w;�lgdd7 FRT40A / lgdd7 FRT40A; tubRab5 CFP tubRab7 YFP / Gbe+Su(H)
lacZ).

�
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Abb. 2 2:�Klonale Analyse von lgdd7 und Akkumulation von Notch in reifen Rab7 Endosomen. (A L) lgdd7

Klone� in�der�Flügelimaginalscheibe�sind�durch�den�Verlust�von� lacZ�markiert�(blau� in�A,�C).� In� lgdd7 mutanten�
Klonen� zeigt� sich� die� Ansammlung� des� Notch� Rezeptors� in� Rab7� positiven� Endosomen� im� Vergleich� zu�
benachbarten�wildtypischen� Zellen.� Die� Zellkerne� wurden�mit� Hoechst� 33258� gefärbt� (E,� I).� Die�mutanten�
Bereiche�sind�weiß�umrandet�(F,J).�(M O)�Quantifizierung�der�Endosomen.�Die� lgd�mutanten�Zellen�enthalten�
mehr�Notch�positive�Endosomen�als�der�Wildtyp� �(Mittelwerte�aus�10�mutanten�und�wildtypischen�Bereichen�
gleicher� Größe� (Bsp.� in� O),� tͲtest:� p<0,000001).� Die� Anzahl� der� Endosomen� variiert� in� den� ausgewerteten�
Ausschnitten� je� nach� optischer� Schnittebene.� Innerhalb� der� Zellen� ist� Notch�meistens�mit� Rab7� positiven�
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Endosomen�assoziiert� (N).�Vier� Imaginalscheiben�mit�Klonen�wurden�ausgewertet.� (Genotyp:�hsFlp; arm lacZ
FRT40A / lgdd7 FRT40A; tubRab5 CFP, tubRab7 YFP / MKRS).�

�

Vorherige�Studien�vermuteten,�dass�der�Notch�Rezeptor� in� lgd mutanten�Zellen� im�späten�

Verlauf�des�endosomalen�Transports�akkumuliert�und�aktiviert�werden�könnte� (Jaekel�und�

Klein�2006),�wobei�die�anderen�Studien�die�Akkumulation�in�frühen�Endosomen�postulierten�

(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006).�In�lgd hrs�doppelmutanten�Zellen�

wird� die� ektopische� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� unterdrückt� (Childress,� Acar� et� al.�

2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006,� Jaekel�und�Klein�2006).� In�hrs�mutanten�Zellen� zeigen�

sich� vergrößerte� Endosomen� und� es� kommt� zur� Akkumulation� des� Notch� Rezeptors� und�

anderen� ubiquitinierten� Proteinen� im� endosomalen� Kompartiment� (Lloyd,� Atkinson� et� al.�

2002,� Jekely� und� Rorth� 2003),� aber� es� wurde� kein� Einfluss� auf� den� NotchͲSignalweg�

beobachtet� (Jekely� und� Rorth� 2003,� Lu� und� Bilder� 2005,� Jaekel� und� Klein� 2006).� Der�

zusätzliche�Verlust�von�hrs�in�lgd�Zellen�stört�den�endosomalen�Transport�im�frühen�Verlauf�

und� verhindert� so� die� Akkumulation� von� Notch� in� späten� Endosomen� und� unterdrückt�

dadurch�die�ektopische�Aktivierung�(Jaekel�und�Klein�2006).�

Daher� stellte� sich�die� Frage,�ob�die�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�bei� gleichzeitigem�

Verlust� von� lgd�und�hrs� in�unterschiedlichen�Kompartimenten� stattfindet.�Um�dies� klären�

wurden�hrs�und� lgd hrs�doppelmutante�Klone�erzeugt.�Der�Notch�Rezeptor�akkumuliert� in�

hrs�mutanten�Zellen�nur�an�der�Peripherie�bzw.�der�apikalen�Seite�in�Endosomen�und�es�sind�

kaum�Endosomen�im�Inneren�der�Zellen�zu�beobachten.�In�hrs�Klonen�akkumuliert�der�Notch�

Rezeptor� in�Endosomen�nahe�der�Plasmamembran,�die�mit�beiden�Rab�Proteinen�assoziiert�

sind�(siehe�Abb.�2Ͳ3�AͲH).�Auch�die�Unterdrückung�der�hrs�Funktion�mittels�RNAi�zeigt,�dass�

der� Notch� Rezeptor� bei� Funktionsverlust� von� hrs� in� Endosomen� an� der� Peripherie�

akkumuliert� (siehe� Anhang� Abb.� 7Ͳ2).� In� den� lgd hrs� doppelmutanten� Zellen� sind�

Anhäufungen�des�Notch�Rezeptors�nahe�der�apikalen�Plasmamembran�ebenso�mit�beiden�

endosomalen�Markern�assoziiert�(s.�Abb.�2Ͳ3�IͲP).�Sie�erscheinen�vergrößert�und�sind�bereits�

auf� niedrigeren�Vergrößerungen� ersichtlich� (siehe�Abb.� 2Ͳ3� I,J� Pfeile).� Im�Vergleich� zu� hrs�

mutanten� Zellen� akkumulieren� die� endosomalen�Marker� in� den� lgd hrs� doppelmutanten�

Zellen�stärker�an�den�vergrößerten�Endosomen�(siehe�Abb.�2Ͳ3�G,H�und�O,P).���
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Abbildung 2 3: Lokalisierung von Notch in hrsD28 und lgdd7 hrsD28 Klonen. (A P) Imaginalscheiben�mit�hrs�(AͲH)�

bzw.�lgd hrs (IͲP).�Die�mutanten�Bereichen�sind�durch�den�Verlust�von� ͲGalaktosidase�(lacZ)�markiert�(A,�I)�und�
wurden�umrandet�(C,�K).�Die�endosomalen�Marker,�Rab7ͲYFP�und�Rab5ͲCFP,�und�die�Färbung�gegen�den�Notch�
Rezeptor� zeigen� eine� deutliche� Kolokalisierung� (Vergrößerte� Bereiche� in� C� in� EͲF� und� K� in� MͲP).� Die�
Ansammlungen�des�Notch�Rezeptors�befinden�sich� in�beiden�Fällen�nahe�der�Zelloberfläche.�Darüber�hinaus�
erscheinen�die�Endosomen�in�lgd hrs�mutanten�Zellen�größer�und�die�Akkumulation�der�endosomalen�Marker�
ist�deutlicher�ersichtlich�(Vgl.�EͲH�und�MͲP).�(Genotyp:�hsFlp; arm lacZ FRT40A / hrsD28 FRT40A oder lgdd7 hrsD28

FRT40A; tubRab5 CFP, tubRab7 YFP / MKRS).��
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Zusammengefasst� zeigen�die�Experimente,�dass�Notch� in�wildtypischen�und� lgd�mutanten�

Zellen�an�der�Peripherie�mit�Rab5�(und�Rab7)�und�weiter� im�Zellinneren�nur�noch�mit�Rab7�

kolokalisiert,� also� den� endosomalen� Transportweg� durchläuft.� In� lgd� mutanten� Zellen�

akkumuliert�Notch�vermehrt�in�späten/reifen�Rab7�positiven�Endosomen.��

Die� weitere� klonale� Analyse� zeigt� darüber� hinaus,� dass� in� hrs� mutanten� und� lgd hrs�

doppelmutanten�Zellen�Rab5ͲCFP�und�Rab7ͲYFP�an�der�Peripherie�der�Zellen�akkumulieren�

und� dort� mit� dem� Notch� Rezeptor� kolokalisieren.� Daraus� lässt� sich� auf� einen� frühen�

endosomalen� Reifungsdefekt� rückschließen.� Zu� beachten� ist,� dass� es� in� hrs� und� lgd hrs�

mutanten�Zellen�nicht�zur�ektopischen�Aktivierung�des�Rezeptors�kommt�(Childress,�Acar�et�

al.� 2006,� Jaekel� und� Klein� 2006).� Hinsichtlich� des� Proteinabbaus� scheint� aber� eine�

synergistische�Beziehung� zwischen� lgd�und�hrs� zu�bestehen,�da� in�der�Doppelmutante�die�

Akkumulation� des�Notch� Rezeptors� verstärkt�wird.�Außerdem� deutet� sich� eine� Beziehung�

zwischen�dem�Reifungsgrad�der�endosomalen�Kompartimente�in�denen�der�Notch�Rezeptor�

akkumuliert�und�der�Voraussetzung�für�die�Aktivierung�des�Notch�Rezeptor�in�lgd�mutanten�

Zellen�an.��

2.1.2 Ultrastrukturelle Analyse zeigt vergrößerte MVBs in lgd Zellen

Bisherige�Analysen�mittels�Fluoreszenzmikroskopie�deuteten�daraufhin,�dass�die�Endosomen�

in� lgd� mutanten� Zellen� vergrößert� sind.� Dieser� Eindruck� könnte� jedoch� auch� dadurch�

entstehen,�dass� lediglich�eine�unterschiedliche�Verteilung�der�beobachteten�endosomalen�

Marker� auf� der� limitierenden� Membran� vorliegt� (siehe� Abb.� 2Ͳ4� A).� Daher� wurde� in�

Zusammenarbeit�mit�Ferdi�Grawe�der�endosomale�lgd�Phänotyp�auf�ultrastruktureller�Ebene�

mittels�TransmissionsͲElektronenmikroskopie�(TEM)�untersucht.��

Hierzu� wurden� lgd� mutante� Bereiche� und� wildtypische� Bereiche� innerhalb� derselben�

Imaginalscheibe�verglichen,�damit�die�gleichen�FixierungsͲ�und�Kontrastierungsbedingungen�

vorliegen.� Um� die� eindeutige� Identifizierung� der� lgd�mutanten� Bereiche� zu� ermöglichen,�

wurde�ein�RNAi�Konstrukt,�UASlgd RNAi,�mit�Hilfe�von�hhGAL4�exprimiert�und�dadurch�nur�in�

den� Zellen� der� posterioren� Hälfte� die� Funktion� von� Lgd� unterdrückt.� Ein� starker� lgd�

Funktionsverlust� mittels� RNAi� wird� durch� die� Koexpression� von� UASͲDcr2� und� die�

Heterozygose� von� lgdd7� erreicht�werden� (Dietzl,� Chen� et� al.� 2007),� (Yousefian� 2007)).�Die�

gewählten�Bedingungen�führen�zu�einer�starken�lgd�Funktionsverlustsituation.�Dies�zeigt�sich�

anhand� der� ektopischen� Expression� des� Zielgens� Wg� und� der� Akkumulation� des� Notch�
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Rezeptors� im� posterioren� Kompartiment� (siehe� Abb.� 2Ͳ4� A).� In� Querschnitten� der�

Flügelimaginalscheibe� kann� das� posteriore� Kompartiment� anhand� der� Morphologie�

identifiziert� werden� (siehe� Abb.� 2Ͳ4� A,� B).� Die� Identifikation� des� RNAi� Bereiches� wurde�

weiterhin� durch� den� lgd� Phänotyp� erleichtert.� Abhängig� von� der� Schnittebene� kann� ein�

„Abflachen“�des�Gewebes� im�posterioren�Bereich�beobachtet�werden�und�darüber�hinaus�

erscheinen� die� sonst� flachen� Zellen� der� Peripodialmembran� (PM)� ein� eher�

kolumnares/cuboidales�Schicksal�anzunehmen�(siehe�Abb.�2Ͳ4�Pfeile�in�B).��

Bei� der� Untersuchung� der� Zellen� auf� ultraͲstruktureller� Ebene� konnten� MVBs� gefunden�

werden,�deren�Größe�auf�der�wildtypischen�und�der�mutanten�Seite�der�Schnitte�bestimmt�

wurde.�Der�durchschnittliche�Umfang�der�MVBs� ist� in�den�mutanten�Zellen�gegenüber�dem�

Wildtyp�vergrößert�(siehe�Abb.�2Ͳ4�C).�Darüber�hinaus�zeigt�sich�eine�Fraktion�vergrößerter�

Endosomen�im�lgd�RNAi�Bereich,�die�nicht�im�wildtypischen�Bereich�gefunden�wurde�(siehe�

Abb.�2Ͳ4�C).�Weiterhin�wurden�mehr�MVBs� im�mutanten�Bereich�gefunden� (siehe�Abb.�2Ͳ4�

C).� Von� der� Vergrößerung� abgesehen� kann� keine� offensichtliche� morphologische�

Veränderung�der�Endosomen�festgestellt�werden,�da�ILV�gebildet�werden.�

In� lgd�mutanten� Zellen� treten� Endosomen�normaler�Größe� auf,� aber�etwa�ein�Viertel�der�

Endosomen�ist�über�das�normale�Maß��hinaus�vergrößert�(23%,�der�Endosomen,�siehe�Abb.�

2Ͳ4�C).�Die�Lysosomen�in�lgd�Zellen�erscheinen�eher�normal.�Daher�liegt�keine�offensichtliche�

Störung� bei� der� Biogenese� der� Lysosomen� in� lgd Zellen� vor.� Die� Tatsache,� dass� die�

Endosomen� vergrößert� sind,� könnte� auf� eine� verzögerte� Fusion� mit� dem� Lysosom�

zurückgeführt�werden�und�zeigt,�dass�der�endosomale�Reifungsprozess�in�lgd�Zellen�gestört�

ist�(siehe�Abb.�2Ͳ4).�Die�Vergrößerung�der�späten�Endosomen�wäre�zu�erwarten,�wenn�eine�

Störung�bei�der�Fusion�mit�dem�Lysosom�vorläge.�Im�Falle�vermehrter�homotypischer�Fusion�

später�Endosomen�und�einer�verzögerten�Fusion�mit�dem�Lysosom�würden�die�Endosomen�

größer.�Dies� legt�nahe,�dass�eine�solche�Störung� in� lgd�mutanten�Zellen�vorliegt.�Die�nicht�

offensichtlich�veränderte�Morphologie�der�Endosomen�lässt�auf�die�generelle�Aktivität�bzw.�

Funktion�des�ESCRT�Komplexes�in�lgd�mutanten�Zellen�rückschließen.�Eine�geringe�Reduktion�

der�ILV�Bildung�kann�hierbei�aber�nicht�ausgeschlossen�werden.�
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Abb. 2 4 TEM Analyse der MVBs in wildtypischen und lgd mutanten Zellen. In�A:�Schema�der�Verteilung�des�
Markers� an� der� limitierenden�Membran� des� Endosoms.� Die� Fluoreszenzaufnahmen� zeigen� den� durch� RNAi�
vermittelten� lgd Funktionsverlust�auf�der�posterioren�Seite.�Es�zeigt�sich�die�Aktivierung�des�Signalwegs� (anti�
Wg)�sowie�die�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors� (anti�N(extra)).� In�B:�optische�Schnitte�einer�wildtypischen�
Flügelimaginalscheibe� (Magenta:� HoechstͲ33258� Färbung,� grün:� hhGAL4� UASͲT48ͲGFP)� � und� TuloidinBlau�
gefärbten� Schnitte�der� für�die�TEM�eingebetteten� Scheiben.�Der�posteriore�Bereich�der�Peripodialmembran�
(PM)�wird�in�kolumnare�Zellen�transformiert�(grüner�Pfeil).�In�C:�Im�anterioren�und�posterioren�Teil�wurden�die�
MVB�ausgemessen.�Der�durchschnittliche�Umfang�und�auch�die�Anzahl�der�MVBs�sind�im�mutanten�posterioren�
Bereich� erhöht.� Die� TEMͲBilder� zeigen� repräsentative� Beispiele� der� anterioren/wildtypischen� und�
posterioren/mutanten�(gelb�hervorgehobenen)�MVBs�bei�20.000x�Vergrößerung.�Maßstabsbalken� in�magenta�
(500nm)�,�E=Endosom/MVB,�Ly=Lysosom,�M=Mitochondrium,�Lip=�Lipidtröpfchen;�N=Nukleus)�

(Genotyp:�UASDcr2; lgdd7 / +; hhGAL4 / UAS lgd RNAi 1+3��,�Expression�bei�29°C).
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2.1.3 Untersuchung des gestörten Proteintransports/ abbaus in lgdmutanten Zellen

In� lgd�mutanten�Zellen�sammelt� sich�der�Notch�Rezeptor�und�auch�andere�Signalmoleküle�

wie�Smoothened,�Patched�und�Wg� in�Endosomen�an�(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�

und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�Diesem�Hinweis�auf�eine�allgemeine�Fehlfunktion�

beim� degradativen� endosomalen� Proteintransport� in� lgd Zellen wurde� genauer�

nachgegangen.� Hierzu� wurden� lgd� mutante� Zellen� und� wildtypische� Zellen� innerhalb�

desselben�Gewebes�verglichen.�Dies�wurde�durch�eine�Kombination�aus�GAL4�vermittelter�

Überexpression� und� klonaler� Analyse� mittels� des� FLP/FRT� Systems� erreicht� (Brand� und�

Perrimon� 1993,� Xu� und� Rubin� 1993),� siehe� Abb.� 2Ͳ5).� In� den�Mosaikgeweben� kann� der�

Proteinabbau� in� lgdd7� und�wildtypischen� posterioren� Zellen� im� selben�Gewebe� verglichen�

werden� und� die� Auswirkungen� der� Überexpression� können� im� anterioren� Kompartiment�

kontrolliert�werden�(siehe�Abb.�2Ͳ5).�

Abb. 2 5: Analyse der Überexpression von Membranproteinen in lgd mutanten Zellen.� (A)� In� posterioren�
Zellen� wird� durch� hhGAL4� die� Expression� der� untersuchten� Fusionsproteine� kontrolliert.� � Anteriore� Zellen�
dienen� als� Konstrolle.� (B)�Nach� Induktion� der� Klone� können� die� Auswirkungen� der� � Transgenexpression� im�
mutanten� sowie� im�wildtypischen� Gewebe� untersucht�werden� und� untereinander� und�mit� den� anterioren�
Kontrollklonen�ohne�Transgenexpression�verglichen�werden.��(C)�Mutante�Klone�werden�durch�den�Verlust�des�
Markers� (hier� in�rot)�gekennzeichnet.�Die�Expression�von�hh ist�auf�das�posteriore�Kompartiment�beschränkt�
und�Zellklone�respektieren�die�A/P�Grenze.�(B,C�wt�Klone,�Genotyp:�hsFlp; arm lacZ FRT40A / + FRT40A; hhGAL4
UAST48GFP / +)

�
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2.1.3.1 Verzögerter Abbau von Proteinen der Plasmamembran in lgdmutanten Zellen

In�ersten�Kontrollexperimenten�wurde�GFPGPI�(glycophosphatidylͲinositol�verankerters�GFP�,�

(Greco,�Hannus�et�al.�2001))�im�posterioren�Kompartiment�exprimiert.�GPIͲAnker�vermitteln�

die� Insertion� in� die� äußere� Lipidschicht� der� Plasmamembran� und� die�Überexpression� von�

UASͲGFPGPI�führt�nicht�zur�Unterdrückung�des�lgd�Phänotyps�(Jaekel�und�Klein�2006).�In�den�

lgd� mutanten� Zellen,� markiert� durch� die� Abwesenheit� der� lacZ� Färbung,� zeigt� sich� die�

Akkumulation�des�Notch�Rezeptors,� jedoch�zeigt�die�Verteilung�von�GFPGPI�verglichen�mit�

dem� wildtypischen� Gewebe� keine� Veränderung� (siehe� Abb.� 2Ͳ6� AͲH).� In� anterioren� und�

posterioren� lgd� Klonen� zeigen� sich� keine� Unterschiede� bezüglich� der� Akkumulation� des�

Notch�Rezeptors.�Dies�zeigt,�dass�die�Überexpression�von�GFPGPI�keine�Auswirkung�auf�die�

endosomale�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�hat.�

Es�wurde� gezeigt,� dass� die�Überexpression� des� „full� length“�Notch� Rezeptors� sowohl� die�

ektopische�Aktivierung�des�Signalwegs�als�auch�die�endosomale�Akkumulation� in� lgd�Zellen�

verstärkt�(Jaekel�und�Klein�2006).�Zunächst�wurde�das�Fusionsprotein�UASͲCEN� (CD8ͲEGFPͲ

Nintra)�exprimiert.�Es�besteht�aus�der�intrazellulären�Domäne�des�Notch�Rezeptors�fusioniert�

mit�eGFP,�der�CD8ͲTransmembrandomäne�und�einem�Teil�der�extrazellulären�Domäne�des�

CD8� Rezeptors� (CD8ͲEpitop)� und� führt� bei� Überexpression� nicht� zur� Aktivierung� des�

Signalwegs.�Dieses�Konstrukt�gleicht�dem�endogenen�Notch�Rezeptor�bezüglich�intrazellulär�

(d.h.� in�NICD)�vorhandenen� Internalisierungssignale� (Sanders,�MunozͲDescalzo�et�al.�2009).�

In� lgd�mutanten�Zellklonen�akkumuliert�CEN�verglichen�mit�den�posterioren�wildtypischen�

Zellen.�Außerdem�zeigt�sich�die�deutliche�Auswirkung�auf�die�Akkumulation�des�endogenen�

Notch� Rezeptors.� Dies� kann� anhand� der� Antikörperfärbungen� gegen� die� extrazelluläre�

Domäne�des�Rezeptors�gezeigt�werden,�die� im�Falle�des�ektopisch�exprimierten�CEN�nicht�

vorhanden� ist�(siehe�Abb.�2Ͳ6� IͲL).�Die� lgdd7�Klone� im�anterioren�Kompartiment�zeigen�eine�

schwächere�Akkumulation�des�endogenen�Notch�Rezeptors�verglichen�mit�den�lgdd7�Klonen�

im�posterioren�Kompartiment�(siehe�Abb.�2Ͳ6�Pfeile�in�IͲL).��

Um� einen� Einfluss� auf� die� Aktivität� des� hh� Promotors,� der� die� GAL4� Expression� in� den�

Experimenten� kontrolliert� auszuschließen�wurde� zusätzlich�UASdsRED� exprimiert.� Es� zeigt�

sich� aber� keine� Veränderung,� so� dass� eine� gesteigerte� Aktivität� des� hhͲPromotors�

ausgeschlossen�werden�kann�(siehe�Abb.�2Ͳ6�MͲP).��
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Abb. 2 6 Überexpression von GFPGPI und CEN in Mosaik Flügelimaginalscheiben. (A P) Die�Überexpression�
der�GFPͲFusionsproteine�(in�grün)�mittels�hhGAL4�ist�auf�das�posteriore�Kompartiment�beschränkt�und�die�lgd�
mutanten�Klone�sind�durch�den�Verlust�von�lacZ�(blau)�markiert.�Es�zeigt�sich�keine�Akkumulation�von�GFPGPI�in�
mutanten� Bereichen�und� auch� keine� verstärkte�Akkumulation� des�Notch� Rezeptors� (in� rot)� im�Vergleich� zu�
anterioren�Klonen� (AͲH).� � Im�Bereich�der�UASͲCEN�Expression� im�posterioren�Kompartiment�zeigt�sich� in� lgd�
mutanten� Klonen� die� verstärkte� Akkumulation� des� Fusionsproteins� sowie� des� endogenen�Notch� Rezeptors.�
Sowohl� das� Fusionsprotein� als� auch� der�Notch� Rezeptor� akkumulieren� in� Vesikeln� (IͲL).�Die� Expression� von�
UASdsRed� wird� in� lgd� mutanten� Bereichen� nicht� verstärkt� (MͲP).(Genotyp:� hsFlp; arm lacZ FRT40A /
lgdd7FRT40A; hhGAL4(UASdsRed in M P) / UAS GFPGPI oder UAS CEN)
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Danach� wurde� die� Überexpression� weiterer� Signalmoleküle,� Rezeptoren� und� Marker�

untersucht.�Da� CEN� die� selben� Internalisierungssignale�wie� die� intrazelluläre�Domäne� des�

Notch� Rezeptors� aufweist,�wurden� andere� Transmembranproteine� untersucht.�Dies� sollte�

zeigen,�ob�ein�allgemeiner�Defekt�beim�Abbau�vorliegt.��Zum�Einen�wurde�mit�TkvͲGFP,�einer�

der�TGFͲß/Dpp�Rezeptoren�überexprimiert�(Nellen,�Burke�et�al.�1996,�Bokel,�Schwabedissen�

et� al.� 2006).� Auch� hier� zeigt� sich� sowohl� die� Akkumulation� des� überexprimierten� TkvͲ

Rezeptors�als�auch�des�endogenen�Notch�Rezeptors� in� lgd�mutanten�Zellen�(siehe�Abb.�2Ͳ7�

AͲD).�Bei�Überexpression�von�T48ͲGFP,�einem�Transmembranprotein,�das�in�Vesikeln�und�an�

der�apikalen�Plasmamembran� lokalisiert� ist�(Kolsch,�Seher�et�al.�2007),�wurden�die�gleichen�

Beobachtungen�gemacht�(siehe�Abb.�2Ͳ7�EͲH).��

Als� weitere� Kontrolle� wurde� der� spätͲendosomal/lysosomale� Marker� UASGFPͲLamp1�

überexprimiert.�GFPͲLamp1� ist� ein� Fusionsprotein� aus� der� zytoplasmatischen� lysosomalen�

Zielsequenz,� der� Transmembrandomäne� aus� humanem� Lamp1� (Lysosomal� associated�

Membran� Protein� 1)� und� GFP� (Pulipparacharuvil,� Akbar� et� al.� 2005).� Die� Überexpression�

dieses�Fusionsproteins�verstärkt�die�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors� in�posterioren� lgd�

Zellen� nicht� (siehe� Abb.� 2Ͳ7� IͲL).� GFPͲLamp1� markiert� die� Endosomen,� die� den� Notch�

Rezeptor� enthalten� und� bestätigt� die� Akkumulation� des� Rezeptors� im� endoͲlysosomalen�

System.� Es� zeigt� sich� aber� keine� offensichtliche� Akkumulation� von�GFPͲLamp1� gegenüber�

dem� Wildtyp.� Dies� deutet� daraufhin,� dass� nur� die� endozytierten� Proteine� der�

Plasmamembran� betroffen� sind,� da� Lamp� Proteine� hauptsächlich� direkt� vom� Golgi� zum�

späten�Endosom�gelangen�(Rohrer,�Schweizer�et�al.�1996).�

Dies� lässt� darauf� schließen,� dass� in� lgd� mutanten� Zellen� allgemein� der� Abbau� von�

Transmembranproteinen� der� Plasmamembran� gestört� ist.� Die� erhöhte� Anforderungen� an�

das�endosomale�Transportsystem�durch�die�Überexpression�beeinträchtigt�den�Abbau�des�

endogenen�Notch�Rezeptors� in� lgd�mutanten�Zellen.�Dies� zeigt,�dass�der�endogene�Notch�

Rezeptor�und�die�überexprimierten�Rezeptoren� in�Konkurrenz�um�einen�zellulären�Prozess�

stehen,�der�in�den�lgd�Zellen�nur�begrenzt�zur�Verfügung�steht.�

 

�
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Abb. 2 7 Überexpression von weiteren GFP Fusionsproteinen in Mosaikscheiben. (A P) Die�Überexpression�
des�GFP�Fusionsprotein�(in�grün)�ist�auf�das�posteriore�Kompartiment�beschränkt�und�die�lgd�mutanten�Klone�
sind�durch�den�Verlust�von�lacZ�(in�blau)�markiert.�Die�Expression�von�hhGAL4�ist�in�lgd�Klonen�nicht�beeinflusst�
(AͲD, Genotyp: hsFlp; arm lacZ FRT40A / lgdd7FRT40A; hhGAL4 UASdsRed/UAS CEN).�In�lgd�mutanten�Klonen�im�
posterioren�Kompartiment�akkumulieren�TkvͲGFP�(EͲH)�und�T48ͲGFP�(IͲL)�und�führen�wiederum�zur�verstärkten�
Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�(in�rot)�in�posterioren�lgd�Klonen.�Die�Expression�des�endosomalen�Markers�
GFPͲLamp1�zeigt�keinen�Effekt�in�lgd�Klonen.�Die�GFPlamp1�positiven�Endosomen�kolokalisieren�mit�dem�Notch�
Rezeptor,� aber� die� Expression� des�Markers� führt� nicht� zu� einer� verstärkten� Akkumulation� des� Rezeptors.�
(Genotyp:�hsFlp; arm lacZ FRT40A / lgdd7FRT40A; hhGAL4 / UAS tkv GFP ,UAS T48 GFP oder UAS GFPLamp1)�
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2.1.3.2 Verzögerter Abbau von Notch unterdrückt die ektopische Aktivierung in lgd Zellen

Die� Auswirkungen� der� Überexpression� der� Proteine� auf� die� ektopische� Aktivierung� des�

NotchͲSignalwegs�wurde�in�lgdd7�mutanten�Imaginalscheiben�untersucht.�Die�Wg�Expression�

in� lgd�mutanten� Imaginalscheiben�zeigt�eine�reduzierte�Ausbreitung�an�der�D/V�Grenze� im�

posterioren�Expressionsbereich�(siehe�Abb.�2Ͳ8�CͲH).�Die�reduzierte�Ausbreitung�ist�im�Falle�

von�TkvͲGFP�weniger�deutlich�als�bei�CEN�und�T48GFP.�Die��verstärkte�Akkumulation�von�Wg�

in�Endosomen�ist�hier�noch�abseits�der�D/V�Grenze�zu�beobachten�(siehe�Abb.�2Ͳ8�H,K).�Die�

Auswirkung�der�Akkumulation�von�tkvͲGFP�in�lgd�Zellen�auf�den�dppͲSignalweg�wurde�nicht�

untersucht.�Die�Überexpression�von�UASͲCEN,�UAStkvͲGFP�oder�UAST48ͲGFP�führt�nicht�nur�

zur� verstärkten�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors� sondern� auch� zu� einer�Unterdrückung�

der�ektopischen�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs.�

Für� TͲ48GFP�wurde� auch� die� Expression� von� GbeSu(H)ͲlacZ� untersucht.� Es� zeigt� sich� die�

Unterdrückung�der� starken�ektopischen�NotchͲAktivierung� (siehe�Abb.� 2Ͳ8� IͲK).�Die� starke�

Expression� ist� im� posterioren� Kompartiment� auf� die� D/V� Grenze� beschränkt� ist� und� der�

Notchreporter� zeigt� nur� eine� leichte� ektopische� Aktivierung,� die� verglichen� mit� der�

anterioren�Seite�deutlich�schwächer�ist�(siehe�Abb.�2Ͳ8�J�Pfeil).�Die�Expression�von�Wg�ist�nur�

auf�der�anterioren�Seite�verbreitert,�auf�der�posterioren�Seite�zeigen�sich�aber�wiederum�die�

Akkumulation�von�Wg�abseits�der�D/V�Grenze�(siehe�Abb.�2Ͳ8�K).�Dies�ist�vermutlich�auf�die�

auftreten�Defekte� im� Proteinabbau� zurückzuführen.�Die�Überexpression� des� vollständigen�

Rezeptors� führt� zu�einer�deutlichen�Verstärkung�der�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs� in� lgd�

Zellen�((Jaekel�und�Klein�2006),�siehe�Abb.�2Ͳ8�L)�

Insgesamt�zeigen�die�Untersuchungen,�dass�in�lgd�mutanten�Zellen�der�Abbau�von�Proteinen�

der�Plasmamembran�gestört�ist,�da�überexprimierte�Proteine�in�den�mutanten�Zellen�stärker�

akkumulieren.�Darüber�hinaus� führt�die�Überexpression� zur�Akkumulation�des�endogenen�

Notch�Rezeptors� (und�auch�Wg).�Die�verstärkte�Akkumulation� führt�zur�Unterdrückung�der�

ektopischen�Aktivierung.� In�den� lgd�Zellen� ist�ein�Prozess�mit�begrenzter�Kapazität� für�die�

Aktivierung�des�Rezeptors�verantwortlich,�der�beim�Abbau�des�Rezeptors� involviert�zu�sein�

scheint.�

�
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Abb. 2 8 Auswirkungen der Überexpression der GFP Fusionsprotein auf den Notch Signalweg in lgdd7

mutanten Imaginalscheiben. Die�Überexpression� von�GFPLamp1� (in� grün)� unterdrückt� nicht� die� ektopische�
Expression�von�Wg�im�posterioren�Kompartiment�(A,B).�Bei�der�Überexpression�von�UAStkvͲGFP�zeigt�sich�noch�
eine�Ausbreitung�von�Wg�an�der�D/V�Grenze,�die�aber�verglichen�mit�dem�anterioren�Kompartiment�reduziert�
ist� (C,D).� Die� Unterdrückung� der� ektopischen� Expression� von� Wg� durch� CEN� oder� T48GFP� ist� hingegen�
deutlicher�(E,F�bzw.�G,H).�Die�Überexpression�von�T48ͲGFP�zeigt�eine�deutliche�Unterdrückung�der�ektopischen�
Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�anhand�der�Expression�von�Wg�(K)�und�Gbe+Su(H)ͲlacZ� �(J,L).�Im�anterioren�
Kompartiment�ist�die�Expression�des�Reporters�lacZ�ubiquitär,�im�posterioren�Kompartiment�ist�die�ektopische�
Expression�deutlich�reduziert.�(Genotyp�AͲH:�w;lgdd7 FRT40A / lgdd7 FRT40A; hhGAL4 / UAS GFP Protein,�oder�
UAS�NͲLV��Genotyp I L: w;�lgdd7 FRT40A/ lgdd7 FRT40A;�hhGAL4�UAST48GFP�/�Gbe+Su(H)ͲlacZ)�
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2.2 Struktur Funktionsanalyse von Lgd

Eine�vorherige�StrukturͲFunktionsanalyse�mit�Hilfe�des�UAS/GAL4�Systems� führte� teilweise�

zu� widersprüchlichen� Ergebnissen� (Troost� 2007).� Dies� war� auf� die� Auswirkungen� der�

Überexpression� zurückzuführen.�Daher�wurde� eine� neue� Strategie� entwickelt,� die� es� zum�

Einen�erlaubt�die�LgdͲKonstrukte�auf�endogenem�Niveau�zu�exprimieren,�und�zum�Anderen�

die� Konstrukte� am� selben� Insertionsort� im� Genom� zu� analysieren� (siehe� Abb.� 2Ͳ9).� Ein�

Rettungskonstrukt,� das� die� gesamte� Transkriptionseinheit� von� lgd� sowie� ca.� 550� bp�

genomischer�Region�als�regulatorische�Bereiche�enthielt,�konnte�den�lgd�mutanten�Phänotyp�

vollständig� retten� (Childress,� Acar� et� al.� 2006).� Daher� wurde� angenommen,� dass� diese�

Bereiche� (im� Folgenden� lgdP)� für� die� Expressionskontrolle� auf� einem� endogenen� Niveau�

ausreichen�würden.� Für�die�Transgenese�wurde�das�attB/attP� System� verwendet,�welches�

die� gerichtete� Integration� der� Transgene� ermöglicht.� Dadurch� sollten� die� lokalen�

Positionseffekte�neutralisieren�werden�und�eine�identische�Expressionsstärke�der�Konstrukte�

erreicht�werden�(Bischof,�Maeda�et�al.�2007).��

Abb. 2 9 Übersicht über die Konstrukte und schematische Darstellung der Insertion in „landing sites“. Links:�
Schematische� Darstellung� der� untersuchten� LgdͲKonstrukte.� Rechts:� Schematische� Darstellung� des�
Rettungsvektors�und�der�gerichteten� Integration� in�die� „landing� sites“�auf�dem�Chromosom� III�attP86Fb� (3R�
rechter�Arm)�und�attP68E�(3L�linker�Arm).�5‘�bzw.�3‘�bezeichnen�die�verwendeten�genomischen�DNA�Sequenzen�
(548�bp�bzw.�553�bp),�welche�die�CG4713/lgd�Transkriptionseinheit� flankieren� (verändert�nach�Bischof�et�al.�
2007).��

�
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2.2.1 Funktionalität der Lgd Konstrukte

Um� die� Funktionalität� der� endogen� exprimierten� Lgd� Transgene� zu� überprüfen,� wurden�

Rettungsexperimente�mit�dem�amorphen�Allel� lgdd7�durchgeführt.�Es�wurde�die�ektopische�

Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� in� Flügelimaginalscheiben� des� dritten� Larvenstadiums�

anhand�der�Expression�der�Zielgene�überprüft.�Als�Zielgene�wurden�Wg�und�die�Aktivität�des�

Reportergens� Gbe+Su(H)ͲlacZ� untersucht.� Das� Reportergenkonstrukt� enthält� vier�

Bindestellen� für�Su(H).�Su(H)�unterdrückt�die�ubiquitäre�Expression�durch�das�grainy�head�

binding� element� (Gbe)� solange�NICD� nicht� an� Su(H)� bindet� (Furriols� und� Bray� 2001).� Die�

starke�Aktivität� an�der�D/V�Grenze�überlappt�mit�der� Expression� von�Wg,�darüber�hinaus�

zeigt� der� Reporter� die� gesamte� Aktivität� des� Signalwegs� auch� abseits� der� D/V� Grenze�

(Furriols� und� Bray� 2001).� Bei� der� abgeschwächten� ektopischen� Aktivierung� in� einer� lgd�

hypomorphen� Situation� (lgdSH495/lgdd7,� lgdͲhypomorph/lgdͲamorph)� zeigt� sich� kaum� die�

ektopische�Expression�von�Wg,�aber�die�ektopische�Aktivierung�von�Gbe+Su(H)�(siehe�Abb.�2Ͳ

10�CͲF,� (Jaekel�und�Klein�2006)).� �Die�Expression�von�Wg�benötigt�die� starke�Aktivität�des�

NotchͲSignalwegs�(Neumann�und�Cohen�1996,�deCelis�und�Bray�1997,�Micchelli,�Rulifson�et�

al.�1997,�Djiane,�Krejci�et�al.�2013).��

Eine� lgdP lgd� Transgenkopie� (HA,� RFP� oder� GFP� markiert)� führt� zu� einer� vollständigen�

Rettung�des� lgd�mutanten�Phänotyps.�Die�Flügelimaginalscheiben�weisen�eine�wildtypische�

Morphologie�auf�und�die�Überproliferation�des�Gewebes� sowie�die�ektopische�Aktivierung�

des� NotchͲSignalwegs� wird� verhindert� (Abb.� 2Ͳ11� BͲD).� Wg,� als� natürliches� Zielgen� des�

NotchͲSignalwegs,� ist�an�der�D/V�Grenze�auf�einen�schmalen�Streifen�beschränkt�und�auch�

die�Expression�von�Gbe+Su(H)�zeigt�sich�wie� im�Wildtyp�(siehe�Abb.�2Ͳ11).�Es�konnten� lgdd7�

homozygote� Stämme�mit� den� Transgenen� etablieren�werden,� d.h.� dass� die� adulten� Tiere�

lebensfähig�und�fertil�sind�(Genotyp:�w; lgdd7 FRT40A; lgdP lgd HA (oder lgd RFP, GFP lgd)).�

Bei� den� geretteten� Fliegen� treten� lediglich� einige� Borstenduplikationen� und� ein� leichter�

rauher�Augenphänotyp� auf.� In� Transheterozygose� zu� anderen�mutanten� lgd�Allelen�deren�

letale�Auswirkung�vollständig�gerettet�wurden,�z.B.�einem�weiteren�Nullallel� lgdrsk73� (Jaekel�

und�Klein�2006)�,�lgdSH495oder�lgdd7 (ohne�FRT40A) tritt�dies�nicht�auf�(s.�Anhang�Abb.�7Ͳ3).��

Die� Rettung�mit� den� vollständigen� Lgd� Varianten� zeigt� die� Funktionalität� des� Assays� und�

lieferte�die�Basis�für�die�weitere�Analyse�der�Deletionskonstrukte.�

�
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Abbildung 2 10: Test der Funktionalität der Lgd Konstrukte.� (A)�Schematische�Darstellung�der�untersuchten�
LgdͲDeletionskonstrukte�(DM14�Wiederholungen�in�rot,�C2�Domäne�in�blau,�HA�Epitop�in�gelb,�NES=Nukleares�
Export� Signal).� (B)� Rettungsassay.� Die� Transgene� sollten� im� lgdd7� homozygot� Mutanten� bezüglich� ihrer�
Rettungseigenschaften� untersucht� werden.� � Neben� der� vollständigen� Rettung� der� Letalität� wurde� die�
ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs� in�Flügelimaginalscheiben�untersucht.�Fluoreszenzaufnahmen� in�
B�zeigen�die�ektopische�Aktivierung� in�einer� lgdd7�Flügelscheibe�anhand�der�Ausbreitung�von�Wg�an�der�D/V�
Grenze� (links)� im�Vergleich� zur�wildtypischen�Expression� (rechts).� (C F)�Expression�des�Reporters�Gbe+Su(H)
lacZ� im� Wildtyp� (C)� und� bei� Kombinationen� von� verschiedenen� lgd� Allelen� (DͲF).� Das� Nullallel� lgdd7� in�
Homozygose�zeigt�die�ubiquitäre�Expression�des�Reporters�(D).��Starke�Hypomorphe�lgdd7/lgd08�zeigen�nur�eine�
leichte� Abschwächung� (E).� Beim� (schwachen)� hypomorphen� lgd� Phänotyp� ist� die� ektopische� Aktivierung� zu�
schwach�für�die�Expression�von�Wg.�Die�Gbe+Su(H)�Expression�ist�nicht�uniform�wie�bei�Amorphen�oder�starken�
Hypomorphen,�aber�verglichen�mit�dem�Wildtyp� zeigt�sich�noch�die�ektopische�Expression,� insbesondere� im�
Flügelfeld�(Vgl.�CͲF).�
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Abbildung 2 11: Rettung des lgdd7 Phänotyps durch die Expression von markierten Lgd Konstrukten.� (AͲH):�
Antikörperfärbungen�an�Flügelimaginalscheiben�von�lgdd7�homozygoten�Larven�gegen�das�Protein�Wingless�(in�
rot)�und�gegen�ßͲGalaktosidase�(in�grün)�zur�Detektion�der�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs.�Die�Vergrößerungen�
EͲH�zeigen�die�Notch�Aktivität�in�der�Flügeltasche.��Zum�Vergleich�dient�in�der�ersten�Spalte�eine�lgdd7�mutante�
Scheibe� ohne� Rettungskonstrukt.� Die�markierten� „full� length“� Proteine,� schematisch� skizziert� oberhalb� der�
fluoreszenzmikrokopischen� Aufnahmen,�werden� unter� endogener� Kontrolle� exprimiert� und� führen� zu� einer�
Wiederherstellung�des�wildtypischen�Expressionsmuster�von�Gbe+Su(H)ͲlacZ�und�Wg�(vgl.�Abb.�2Ͳ9).�*�bzw.�**�
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deutet� auf� BeinͲ� bzw.�Halterenimaginalscheiben.�Genotyp:�w; lgdd7FRT40A / lgdd7FRT40A; Gbe+Su(H) lacZ /
att86Fb lgdP�lgdͲKonstrukt.���

�

2.2.2 Funktion der DM14 Domänen

Als� nächstes� wurden� die� Deletionskonstrukte� untersucht,� welche� die� uncharakterisierten�

DM14�Domänen�betrafen.�Es�zeigt�sich,�dass�Deletionskonstrukte,�bei�denen�drei�DM14�oder�

alle�DM14�Domänen�deletiert�wurden,�den� lgdd7�Phänotyp�nicht�retten�können,�da�Wg�und�

Gbe+Su(H)� noch� ektopisch� exprimiert� sind� (siehe� Abb.� 2Ͳ12ͲL,� NͲP).� Die� Ausbreitung� der�

Expressionsdomäne� von�Wg� an� der�D/V�Grenze� erscheint� bei� einer� verbleibenden�DM14�

Domäne� etwas� reduzierter,� als� dies� bei� lgdd7� beobachtet� wird� (siehe� Abb.� 2Ͳ12� Pfeile).�

Jedoch�ist�das�Ausmaß�der�WgͲAusbreitung�in�lgd�mutanten�Scheiben�variabel�((Klein�2003),�

sowie�eigene�Beobachtungen).�Darüber�hinaus�erschien�die�Akkumulation�von�Wg�durch�die�

Anwesenheit�des�Konstrukts�leicht�verstärkt�(Abb.�2Ͳ12,�roter�Pfeil�in�Abb.�2Ͳ12�J).�Verstärkte�

Proteinakkumulation� u.a.� von�Wg� und� dem�Notch� Rezeptor� tritt� bekannterweise� in� lgdd7�

mutanten� Zellen� auf� (Jaekel� und� Klein� 2006),� jedoch� scheint� durch� LgdȴDM14ͲHA� dieser�

Effekt�verstärkt�zu�werden.��

Bei� zwei� Kopien� der� DM14� Konstrukte�mit� weniger� als� zwei� DM14� Domäne� im� Genom�

(Transgene� in� Homozygose)� wurde� im� lgdd7� Hintergrund� (Genotyp:� w; lgdd7FRT40A /

lgdd7FRT40A; lgdPlgd DM14 HA 86Fb/lgdPlgd DM14 HA 86Fb)� eine� verfrühte� Letalität�

beobachtet,� die� aber� nicht� im� wildtypischen� oder� heterozygoten� Hintergrund� (z.B.� w;

lgdd7FRT40A/CyO; lgdP lgd DM14/ lgdP lgd DM14)�auftrat.�Die� lgdd7 Larven�erreichen�nur�

sehr� selten� das� späte� dritte� Larvenstadium� bei� doppelter�Menge� dieser� Transgene� (siehe�

Tabelle�2Ͳ1�am�Ende�des�Abschnitts).��

Um�zu�testen,�ob�alle�DM14�Wiederholungen�benötigt�werden�wurden�die�DM14�Domänen�

weiter� eingegrenzt.� Die� Deletionskonstrukte�mit� einer� fehlenden� Domäne,� LgdȴDM14(1)�

bzw.� � LgdȴDM14(4)� retten� den� lgdd7� Phänotyp� vollständig,� ebenso� deren� Kombination�

LgdDM14(1;4),�Dies� verdeutlichen� die�wildtypischen� Expressionsmuster� von�Wingless� und�

Gbe+Su(H) lacZ� (siehe� Abb.� 2Ͳ13).� Auch� die� anderen� Deletionskonstrukte� mit� zwei�

verbleibenden� Domänen,� ȴDM14(1Ͳ2),� ȴDM14(3Ͳ4)� und� ȴDM14(2Ͳ3)� retten� den� lgdd7�

Phänotyp�vollständig�(siehe�Abb.�2Ͳ14).��
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Abb. 2 12 DM14 Deletionskonstrukte mit weniger als zwei DM14 Domänen können den lgdd7 Phänotyp
nicht retten:�Abbildung�analog� zu�Abb.�2Ͳ10.�Erste�Spalte� lgd�mutanter�Phänotyp.� In�der� zweiten�Spalte�die�
Deletion�des�gesamten�Bereiches,�der�die�DM14�Domänen�beinhaltet.�LgdȴDM14�kann�den�lgd�Phänotyp�nicht�
retten.�Die�Wg�Expression�an�der�D/V�Grenze� ist�verbreitert� (J,�gelbe�Pfeile)�und�der�Notch�Aktivitätsmarker�
wird�ubiquitär�exprimiert� (N).�Wg� scheint� in�endosomalen� Strukturen� zu� akkumulieren� (roter�Pfeil� in� J).�Die�
dritte�und�vierte�Spalte�zeigen�die�Konstrukte�LgdȴDM14(1Ͳ3)�und�LgdȴDM14(1;3Ͳ4)�mit�je�einer�verbleibenden�
DM14� Wiederholungsequenz.� Die� Verbreiterung� von� Wg� und� auch� die,� in� den� lgdd7� mutanten� Scheiben�
auftretenden�morphologischen�Veränderungen� scheinen� leicht�unterdrückt� zu�werden� (K,� L).�Die�ubiquitäre�
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Expression�des�Reporters�ist�kaum�verändert�(O,�P).�Genotyp:�w; lgdd7FRT40A / lgdd7FRT40A; Gbe+Su(H) lacZ /
att86Fb lgdP�lgdͲKonstrukt.���

�

Abbildung 2 13 DM14 Deletionskonstrukte mit mindestens zwei DM14 Domänen retten�den lgdd7 Phänotyp
(analog�zu�Abb.�2Ͳ10) Die�Konstrukte�mit�der�Deletion�der�ersten�oder�der�vierten�DM14�Domäne�oder�mit�der�
kombinierten� Deletion� beider� Domänen� retten� den� lgdd7� Phänotyp.� Die� Expression� des� Zielgene�Wg� (JͲL,�
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verdeutlicht� durch� Pfeile)� und� Gbe+Su(H)� (NͲP)� sind� normalisiert� .� � *� und� **� kennzeichnen� die� BeinͲ� bzw.�
Halterenimaginalscheiben.�

Abbildung 2 14: DM14 Deletionskonstrukte mit mindestens zwei DM14 Domänen retten� den lgdd7

Phänotyp (Abb.� analog� zu� Abb.� 2Ͳ10)� Die� Konstrukte,� denen� zwei� DM14�Motive� fehlen,� können� den� lgdd7�
Phänotyp�retten�(BͲD,�FͲH).�Wg�ist�wie�im�Wildtyp�auf�einen�schmalen�Streifen�an�der�D/V�Grenze�begrenzt�(JͲL)�
und�die�Gbe+Su(H)�Expression�wird�normalisiert�(NͲP).�Genotyp:�w; lgdd7FRT40A / lgdd7FRT40A; Gbe+Su(H) lacZ
/ att86Fb lgdP�lgdͲKonstrukt.���
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Die� Analyse� der� Konstrukte� zeigt,� dass� die� DM14� Domänen� benötigt� werden,� aber� zwei�

DM14� Domänen� für� die� lgd Funktion� ausreichen.� Die� anscheinende� Beliebigkeit� bei� der�

Kombination�der�DM14�Motive� lässt�darauf�schließen,�dass�die�DM14�Domänen�redundant�

wirken.��

2.2.1. Modifikation des endosomalen lgd Phänotyps durch lgd DM14 HA

Bei� der� Untersuchung� zur� Funktionalität� des� Konstrukts� LgdȴDM14HA� im� lgd� mutanten�

Hintergrund� deutete� die� Lokalisierung� von� Wg� auf� eine� Verstärkung� der� endosomalen�

Proteinakkumulation� hin.� Für� einen� besseren� Vergleich� wurden� lgdd7� mutante� Klone� in�

Anwesenheit�des� LgdȴDM14HA�Konstrukts�erzeugt�und�mit� lgdd7�Kontrollklonen�ohne�das�

Konstrukt� sowie� mit� funktionalen� LgdͲKonstrukten� verglichen.� Die� Proteinakkumulation�

wurde� durch� die� Verteilung� des� Notch� Rezeptors� analysiert,� der� in� der� gesamten�

Imaginalscheibe�exprimiert�wird.�Die�lgdd7�Klone,�die�in�Anwesenheit�des�ȴDM14ͲKonstrukts�

erzeugt�wurden,�zeigen�eine�auffälligere�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�als�die�KontrollͲ

Klone�ohne�dieses�Konstrukt�(siehe�Abb.�2Ͳ15�vgl.�B/D�mit�F/H�).�Die�Aktivierung�von�Notch�

wurde� durch� die� Expression� von� Gbe+Su(H)ͲGFP� (de� Navascues,� Perdigoto� et� al.� 2012)�

bestimmt� und� zeigt� in� beiden� Fällen� eine� ektopische� Expression,� ähnlich� stark� wie� die�

Aktivität� an� der�D/V�Grenze.�Die� Kontrollen�mit� vollständigem� Lgd� und� ein� Beispiel� eines�

rettenden� LgdͲDeletionskonstrukts� zeigen� erwartungsgemäß� weder� die� ektopische�

Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� noch� die� Akkumulation� des� Rezeptors� in� lgdd7� Klonen�

(siehe�Abb.�2Ͳ15�IͲL).��

Zur� weiteren� Charakterisierung� des� modifizierten� endosomalen� Phänotyps� wurde� die�

Lokalisierung� des� Notch� Rezeptors� im� endosomalen� System� mit� Hilfe� der� endosomalen�

Marker�Rab5ͲCFP�und�Rab7ͲYFP�genauer�untersucht.�Auch�hier�zeigt�sich� in�den�mutanten�

Bereichen� eine� sehr� starke� Akkumulation� des� Notch� Rezeptors,� die� auch� bei� niedriger�

Vergrößerung� schon� deutlich� wird.� Der� Notch� Rezeptor� akkumuliert� nahe� der�

Plasmamembran� in� stark�vergrößerten�endosomalen�Kompartimenten,�die�Rab5�und�Rab7�

positiv�sind.�Darüber�hinaus�finden�sich�weiter�im�Zellinneren�aber�auch�ausschließlich�Rab7�

positive�Endosomen,�ähnlich�derer�die�auch�bei� lgd�Kontrollklonen�auftreten�(siehe�Abb.�2Ͳ

16� Pfeilspitzen).� Die� endosomalen� Kompartimente� sind� in� lgd�mutanten� Zellen�mit� einer�

Kopie� LgdȴDM14� stark� vergrößert,�während� kein� Einfluss� in�wildtypischen� Zellen� sichtbar�

wird.� Im� Gegensatz� zur� Modifikation� des� Phänotyps� durch� hrs� wird� der� endosomale�
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Reifungsprozess�nicht� in�der�Art�verändert,�dass�die�Aktivierung�von�Notch� in� lgd�mutanten�

Zellen�durch�LgdȴDM14�beeinträchtigt�wird�(Abb.�2Ͳ16�E).���

Abb. 2 15: Modifikation des endosomalen lgd Phänotyps durch Lgd DM14 HA. (A L) Antikörperfärbungen�an�
Flügelimaginalscheiben�mit�lgdd7�mutanten�Klonen,�die�durch�Verlust�des�Markers�lacZ�(blau)�markiert�sind.�Die�
ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�wird�anhand�der�Reportergenaktivität�von�Gbe+Su(H)ͲGFP�(grün)�
und�die�Verteilung�des�Notch�Rezeptors�anhand�der�Färbung�gegen�N(extra)�(rot�und�Einzelkanal)�gezeigt.�Die�
erste�Reihe�zeigt�die�ektopische�Aktivierung�und�die�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�in�lgdd7�Kontrollklonen�
(AͲD).� In� Anwesenheit� einer� lgdPlgd DM14 HA� Insertion� wird� die� Akkumulation� von� Notch� in� lgdd7� Klone�
verstärkt� und� die� ektopische� Aktivierung� ist� unbeeinflusst.� (EͲH).� Die� Kontrollklone� mit� funktionalen� LgdͲ
Konstrukten� zeigen� wie� erwartet� weder� ektopische� Aktivierung� des� GFPͲReporters� noch� verstärkte�
Akkumulation�des�Notch�Rezeptors� (IͲJ�und�KͲL).�Die�Pfeile� zeigen�auf�die�mutanten�Klone.�Genotyp:�hsFLp;
arm lacZ FRT40A/lgdd7FRT40A; Gbe+Su(H) GFP/ + oder lgdPlgd Konstrukte 86Fb�
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Abb. 2 16: Charakterisierung der Endosomen bei Modifikation des lgd Phänotyps durch Lgd DM14.�(A H)�Das�
Konstrukt� verstärkt� den� endosomalen� Phänotyp� in� lgdd7� Klonen� (markiert� durch� den� Verlust� von� lacZ).�Der�
Notch�Rezeptor�akkumuliert� in�deutlich�vergrößerten�Endosomen�nahe�der�Plasmamembran�und�kolokalisiert�
dort�mit� den�Markern� Rab5� und� Rab7.� Es� tritt� aber� auch� Kolokalisation�mit� Rab7� positiven� Endosomen� im�
Zellinneren�auf.�(Pfeilspitzen�EͲH).�In�wildtypischen�Zellen�zeigen�sich�keinerlei�Auswirkungen�durch�LgdȴDM14.�
(I L)�In�lgdd7�Klonen�sind�die�endosomalen�Phänotypen�schwächer�und�die�endosomalen�Marker�Rab5�und�Rab7�
zeigen� kaum�eine�Vergrößerung�der�Endosomen� an.� (Genotyp� in�AͲH:�hsFLp; arm lacZ FRT40A/lgdd7FRT40A;
tubRab5 CFP tubRab7 YFP / lgdPlgd DM14HA 86Fb.� Genotyp� in� IͲL:� hsFLp; arm lacZ FRT40A/lgdd7FRT40A;
tubRab5 CFP tubRab7 YFP /MKRS)�

�

�

�

�

�
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2.2.3 Funktion der C2 Domäne

In�vorangegangenen�Untersuchungen�konnte�gezeigt�werden,�dass�bei�Überexpression�von�

UASͲLgdȴC2HA� das� Protein� im� Zellkern� akkumuliert� ((Jaekel� 2006),� Troost� 2007).� Durch�

Anfügen� einer� NES� (Nuclear� Export� Signal)� am� NͲTerminus� von� LgdȴC2HA� konnte� die�

Ansammlung�im�Zellkern�unterbunden�werden�(Troost�2007,�siehe�auch�folgender�Abschnitt�

Abb.�2Ͳ19).�Jedoch�zeigten�beide�Konstrukte�eine�ähnliche�Funktionalität�bei�Überexpression�

und� führten� zu� einer� Suppression� der� ektopischen� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs�

(gemessen� an� der� Unterdrückung� der� ektopischen� Wg� Expression)� im� lgd� Hintergrund�

(Troost�2007,�siehe�Anhang�Abb.�7Ͳ5).�Ferner�führte�die�Überexpression�dieser�Konstrukte�im�

wildtypischen� Hintergrund� zu� einer� ektopischen� Aktivierung� des� Signalwegs,� die� aber�

schwächer�war�als�bei�„fullͲlength“�Lgd�(Troost�2007).���

Unter�den�endogenen�Expressionsbedingungen� (lgdP)�sind�deutlichere�Unterschiede� in�der�

Funktionalität� der� Konstrukte� sichtbar.� Die� Deletion� des� CͲterminalen� Endes�mit� der� C2�

Domäne�(Lgd C2HA)�führt�zu�einem�scheinbar�funktionslosen�Protein.�Es�wurde�weder�eine�

Rettung�noch�eine�Modifikation�des�lgd�Phänotyps�durch�dieses�Konstrukt�offensichtlich.�Die�

Expression�der�Notch�Zielgene�zeigt�keine�offensichtlichen�Unterschiede�zu� lgdd7�mutanten�

Scheiben�(siehe�Abb.�2Ͳ17�vgl.�I,�M,�und�J,�N).��

Im�Gegensatz� zu� Lgd C2HA� führt� das� gleiche� Konstrukt�mit� der�NES� zu� einer� deutlichen�

Reduktion� der� ektopischen� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs.� Der� sensitivere� NotchͲ

Reporter� Gbe+Su(H) lacZ� zeigt� noch� eine� ektopische� Aktivierung� (siehe� Abb.� 2Ͳ17� K).� Die�

Stärke�der�Aktivierung�scheint� jedoch�nicht�auszureichen,�um�das�Zielgen�wg�anzuschalten�

(siehe�Abb.�2Ͳ17�O).�Die�ektopische�Gbe+Su(H)�Expression�ohne�die�Ausbreitung�von�Wg�an�

der�D/V�Grenze� tritt�auch� in�der� lgd�hypomorphen�Situation�auf� ((Jaekel�und�Klein�2006),�

lgdSH495/lgdd7 Abb.�2Ͳ10�F).�Es�zeigt�sich�aber�noch�die�starke�Überproliferation�des�Gewebes,�

besonders� im� Flügelfeld,� wo� die� ektopische� Aktivierung� von� Notch� durch� die� Gbe+Su(H)�

Expression� sichtbar� wird� (siehe� Abb.� 2Ͳ17).� Dies� deutet� auf� eine� Restfunktion� und�

abgeschwächte�Funktionalität�des�Konstrukts�hin.�
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Abbildung 2 17 Unterdrückung des lgdd7 Phänotyps durch Lgd C2 Konstrukte. Abb.�analog�zu�Abb.�2Ͳ10.�Die�
CͲterminalen�Deletionen,�sind�schematisch�skizziert�oberhalb�der�fluoreszenzmikrokopischen�Aufnahmen.�LgdͲ
ȴC2HA�kann�den�lgd�Phänotyp�nicht�retten�oder�unterdrücken�(zweite�Spalte).�Die�Addition�einer�NES�an�dieses�
Konstrukt� (dritte�Spalte),� führt�zur�deutlichen�Reduktion�der�ektopischen�Aktivierung.�Dies�zeigt�sich�anhand�
der� reduzierten�Ausbreitung� der�Wg� Expression� (K,Pfeile� vgl.�mit� I,J,L),�wobei� die� Expression� des� Reporters�
abseits� der� D/V� Grenze�weiterhin� die� ektopische� Aktivierung� zeigt.� Die� Überproliferation� des� Gewebes� ist�
immer�noch�offensichtlich.�Die�weitere�Entfernung�der�DM14�Domänen�unterbindet�die�Funktionalität�(letzte�
Spalte).�Genotyp:�w; lgdd7FRT40A / lgdd7FRT40A; Gbe+Su(H) lacZ / att86Fb lgdP�lgdͲKonstrukt.���
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Es�erschien�wahrscheinlich,�dass�der�funktionale�Teil�in�dem�LgdͲKonstrukt�Lgd DM14HA�der�

noch�verbleibende�CͲTerminus�mit�der�C2�Domäne�war�und�den�negativen�Einfluss�auf�den�

endosomalen� Transport� vermitteln� könnte.� Da� der� Verlust� der� C2� Domäne� zu� einer�

Lokalisierung�im�Kern�führt�und�das�NES C2ͲKonstrukt�funktionaler�ist,�wurde�das�Konstrukt�

lgdPNESlgd DM14 C2�generiert,�um�diese�Fehllokalisierung�zu�vermeiden.��

Im� lgdd7� mutanten� Hintergrund� zeigt� NESlgd DM14 C2� keine� Anzeichen� für� eine�

Funktionalität�oder�negative�Effekte� im� lgd�Hintergrund�und� führt� zu�keiner�Vergrößerung�

der�Endosomen�wie� im�Falle�von�Lgd DM14�(siehe�Abb.�2Ͳ17� letzte�Spalte�und�Abb.�2Ͳ18).�

Daher�erscheint�die�C2ͲDomäne�für�die�Verstärkung�der�Proteinakkumulation�verantwortlich�

zu�sein.��

Abb. 2 18: Die C2 Domäne im Lgd DM14 Konstrukt führt zur Modifikation des endosomalen Phänotyps.�(A
D)� In� lgd� mutanten� Zellen� mit� dem� LgdȴDM14� Konstrukt� zeigen� sich� deutlich� vergrößerte� endosomale�
Akkumulationen� des�Notch�Rezeptors.� (E H)�Das� Konstrukt�dem� darüber� hinaus� die� C2�Domäne� fehlt,� zeigt�
keine� Verstärkung� des� endosomalen� lgd� Phänotyps.� Die� Zellkerne� wurden� durch� HoechstͲ33258� markiert�
(blau),�Antikörperfärbung�gegen�die�extrazelluläre�Domäne�des�Notch�Rezeptors�(anti�N(extra),�in�gelb�oder�als�
Einzelkanal).�
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2.2.4. Lgd ist ein zytoplasmatisches Protein

Bisherige�Untersuchungen�zur�subzellulären�Lokalisation�des�endogenen�Lgd�Proteins�sowie�

überexprimiertem�Lgd�zeigten�die�Lokalisierung� im�Zytoplasma� (Childress,�Acar�et�al.�2006,�

Gallagher�und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�Bei�Überexpression�von�LgdͲRFP�zeigt�

sich� eine� zytoplasmatische� Lokalisierung� und� keine� offensichtliche� Lokalisation� an�

Membranen,�Vesikeln�oder� im�Zellkern� ((Troost�2007),�siehe�Abb.�2Ͳ19�C,�EͲH).� �Für�die�C2�

Domäne� von� Lgd� konnte� gezeigt�werden,� dass� sie� die� Bindung� an� Phospholipide� in vitro�

vermittelt� (Gallagher� und� Knoblich� 2006).� Daher� wurde� Lgdȴ1Ͳ664ͲRFP� generiert,� ein�

Fusionsprotein�aus�der�C2�Domäne�fusioniert�mit�RFP,�um�die�Membranassoziation�in vivo�zu�

untersuchen.�Das�Fusionsprotein�zeigt�die�gleiche�zytoplasmatische�Lokalisiation�wie�LgdͲRFP�

(s.� Abb.� 2Ͳ19� D)� und� eine� deutliche� Assoziation�mit�Membranstrukturen� wurde� bei� der�

Untersuchung�in vivo�nicht�beobachtet.��

Die� verschiedenen� HAͲmarkierten� DM14ͲDeletionskonstrukten� zeigen� bei� Überexpression�

keine�offensichtlich�veränderte�Lokalisation� ((Jaekel�2006),�Troost�2007,�Anhang�Abb.�7Ͳ6).�

Die� Deletion� des� CͲTerminus� mit� der� C2� Domäne� (UAS� lgdȴC2HA)� führt� aber� zur�

Akkumulation� des� Proteins� im� Zellkern� (siehe� Abb.� 2Ͳ19� IͲL).� Die� zytoplasmatische�

Lokalisierung� dieses� Proteins� konnte� durch� Anfügen� einer� NuklearͲExportͲSignalsequenz�

(NES,�UAS�NESͲlgdȴC2HA)�wiederhergestellt�werden� (siehe�Abb.�2Ͳ19�MͲP).�Dies� legt�nahe,�

dass�die�veränderte�Lokalisation�über�die�beobachteten�Unterschiede�bei�der�Funktionalität�

der�beiden�Varianten�entscheidet.��

Der� eindeutige�Nachweis� der� Expression� und� die� Bestimmung� der� Lokalisierung� der� lgdPͲ

Konstrukte� durch� Fluoreszenzmikroskopie� wurden� durch� die� niedrigen� Expressionslevel�

beeinträchtigt.� Zur� Durchführung� der� Lokalisierungsuntersuchungen� mit� geeigneten�

Kontrollen� innerhalb� des� selben� Gewebes,� wurden� lgdPͲLgdͲKonstrukte� mit� dem� FRT2A�

Chromosom� rekombiniert.� Durch� die� FLP/FRT� vermittelte� Rekombination� (Xu� und� Rubin�

1993)�wurden�dann�Mosaikgewebe�generiert,�die�Zellklone�mit�einer,�zwei�oder�keiner�Kopie�

des� Konstrukts� enthalten.� Als� weitere� Kontrolle� wurde� GFP� mit� einer�

Kernlokalisierungssequenz,�FRT2A�NLSͲGFP�(NLS,�nuclear� localisation�sequence)�verwendet.�

Der�Vergleich�mit�der�GFP�Expression�erlaubt�die�eindeutige�Unterscheidung�der�Bereiche�

(siehe�Abb.�2Ͳ20).�
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Abbildung 2 19: Lokalisierung von Lgd und Lgd Deletionskonstrukten bei Überexpression.�(A B)�Lokalisierung�
von�membranͲverankertem�UASͲGFPͲGPI�(in��A)�und�UASͲGFP�im�Kern�und�Zytoplasma�(B).�(C D)�Lokalisierung�
von�Lgd.�LgdͲRFP�und�die�Fusion�der�LgdͲC2�Domäne�mit�RFP�zeigen�die�gleiche�Lokalisierung� im�Zytoplasma�
(LgdͲRFP�in�C�und�Lgdȴ1Ͳ664ͲRFP�in�D).��(E P)�LgdͲKonstrukte�(in�rot)�im�Vergleich�zur�Membranfärbung�(GFPͲ
GPI� in� grün)� und� zur� Kernfärbung� (Hoechst� in� blau).�Die�Umrahmung�markiert� den� zusätzlich� vergrößerten�
Bereich.� LgdͲRFP� zeigt� keine� Lokalisierung� im� Kern� oder� Membranassoziation� (EͲH).� Die� subzelluläre�
Lokalisierung� von� LgdȴC2� zeigt� die�Anreicherung� im� Zellkern� (IͲL)�wobei� Export� aus� dem� Kern� im� Falle� von��
NESlgdȴC2�wieder�zur�vermehrten�Lokalisierung� im�Zytoplasma�führt�(MͲP).� �Die�Expression�erfolgte�mit�Hilfe�
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von� ptcGAL4.� (teilweise� übernommen� aus� (Troost,� 2007),� siehe� Anhang� Abb.7Ͳ6� für� die� zytoplasmatische�
Lokalisierung�weiterer�Konstrukte).�

Um�zunächst�auch�die�Funktionalität�des�LgdͲKonstrukts�zu�bestätigen,�wurden�lgd�mutante�

Zellen�durch�den�Verlust�von�lgdP lgdRFP in�lgdd7 Homozygoten�generiert�und�es�zeigen�sich�

die�erwarteten�lgd�Funktionsverlustphänotypen�(siehe�Abb.�2Ͳ20�BͲE).�

Abb. 2 20: Klonale Analyse zur Bestimmung der Lokalisierung und Bestätigung der Funktionalität des
endogen exprimiertem Lgds. (A) Schematische� Darstellung� der� Flp� vermittelten� Rekombination,� die� zur�
unterschiedlichen�Transgendosis�führt.�Zellen�die�den�Marker�GFP�verlieren,�weisen�zwei�Kopien�des�Transgens�
auf.� (B E)�Die�Klone�mit�zwei�GFP�Kopien�verlieren�die�Expression�von�LgdͲRFP.�Homozygote�Bereiche� (=zwei�
Kopien�eines�Transgens)�sind�durch�+/+�markiert,�heterozygote�Bereiche�mit�+/Ͳ�(=�jeweils�eine�Kopie)�und�die�
jeweiligen� Bereich� ohne� Expression� mit� Ͳ/Ͳ� sowie� Pfeilen� markiert.� � Der� Verlust� des� Transgens� im� lgd�
Hintergrund�führt�zur�ektopischen�Expression�von�Wg�an�der�D/V�Grenze.�Genotyp:�hsFlp; lgdd7 /lgdd7FRT40A;
FRT2A GFP / FRT2A lgdP lgd RFP att68E.�

LgdͲRFP�kann�im�Zytoplasma�lokalisiert�werden,�die�Bereiche�mit�zweifacher�GFP�Expression�

(=�kein�LgdͲTransgen)�zeigen�nur�eine�schwache�Hintergrundfärbung�(s.�Abb.�2Ͳ20,�2Ͳ21�AͲD).�

Eine�ähnliche�Lokalisierung�und�schwache�Expression�zeigt�auch�GFPͲLgd.�Die�Klone�wurden�

hierbei� nur� durch� die� schwache� GFPͲExpression� markiert� (Abb.� 2Ͳ21� IͲM).� Die�

Autofluoreszenz�des�Gewebes�oder�auch�ein�Fortbestehen�(perdurance,�(GarciaͲBellido�und�

Merriam�1971))�des�Proteins�erschweren�die�eindeutige� Identifikation�der�klonalen�Bereich�

bei�starker�Vergrößerung�(siehe�Abb.�2Ͳ21�L).�
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�Im�Gegensatz�zur�Überexpression�zeigen�weder�LgdͲRFP�noch�GFPͲLgd�unter�Kontrolle�von�

lgdP�im�wildtypischen�Hintergrund�einen�Einfluss�auf�den�endosomalen�Transport�des�Notch�

Rezeptors�auch�nicht�in�den�Bereich�mit�zwei�Kopien�des�jeweiligen�Transgens�(siehe�Abb.�2Ͳ

21�EͲH,�IͲL).�

Verglichen�mit�den�untersuchten�Antikörperfärbungen�(z.B.�Notch,�Wg�oder�lacZ/ßͲGal)�oder�

überexprimierten� Fusionsproteinen� ist� die� Fluoreszenz� der� (lgdPͲ)� LgdͲKonstrukte� sehr�

schwach� und� durch� das� Okular� kaum� wahrnehmbar,� aber� noch� detektierbar.� Beim�

Antikörper� Nachweis� (von� Wg,� Notch� oder� lacZ)� mit� sekundären� Antikörpern,� deren�

Spektrum�mit�RFP� (Alexa�568�bei� LgdͲRFP)�überlappt,� zeigen� sich� anhand�der� Fluoreszenz�

keinerlei�Anzeichen�für�die�Expression�des�Transgens.�Die�Proteinmengen�sind�so�gering,�dass�

die� schwachen� Signale� der� Fusionsproteine� von� den� stärkeren� im� Frequenzbereich�

überlappenden� Fluoreszenzsignalen�der�Antikörperfärbungen�überdeckt�werden�und�nicht�

mehr�sichtbar�sind�(siehe�Abb.�2Ͳ21�G).��

Als�weitere�Kontrolle�wurde�auch�mittels�Expression�von�UASlgdͲRNAi�die�Expression�von�Lgd�

unterdrückt.�Die�ektopische�Expression�mit�Hilfe�von�ptcGAL4�verläuft�durch�die�Mitte�der�

Flügelimaginalscheibe� auf� der� anterioren� Seite� entlang� der�A/P�Grenze,� gezeigt� durch� die�

Expression�von�UASGFP�(siehe�Abb.�2Ͳ21�I).��Wird�in�dieser�Weise�in�Anwesenheit�einer�Kopie�

lgdP lgdRFP� ein� UASlgdͲRNAi� Konstrukt� mittels� ptcGAL4� angeschaltet,� zeigt� sich� der�

Expressionsbereich�durch�die�abgeschwächte�Fluoreszenz�(siehe�Abb.�2Ͳ21�J,�K).�

Insgesamt� zeigt� die� Untersuchung� der� vollständigen� LgdͲKonstrukte� eine� schwache�

Expression,� im� Vergleich� zu� den� Überexpressionsbedingungen,.� Die� zytoplasmatische�

Lokalisierung� von� Lgd� kann� aber� bestätigt� werden.� Die� negativen� Aspekte� der� LgdͲ

Überexpression,� die� zu� FunktionsverlustͲPhänotypen� und� Störung� des� endosomalen�

Transports�führen,�treten�bei�Verwendung�des�endogenen�Promotors�lgdP nicht�auf.��
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Abbildung 2 21 Lokalisierung von Lgd RFP und GFP Lgd bei Expression durch lgdP.� (A H)�Flügelscheiben�mit�
LgdͲRFP�Klonen.�Die�Klone,�die� doppelte�Mengen� LgdͲRFP� � exprimieren� (C)� sind�durch�den�Verlust�der�GFP�
Expression�markiert�(D).�Die�Verteilung�von�Notch�(rot�in�EͲF,�Einzelkanal�in�G)�in�MosaikͲScheiben,�die�hier�nur�
indirekt� durch� GFPͲVerlust� (grün� EͲF,� H)� markiert� wurden� (vgl.� mit� AͲD).� (LͲP)� zeigt� eine� Scheibe� mit�
unterschiedlichen�Mengen� an� GFPͲLgd� (grün� in� L� und� N,� Einzelkanäle� in� (MͲP)).� Die� Verteilung� des� Notch�
Rezeptors� ist�unverändert� (rot� in� (LͲN),�O).� (I M)�Flügelscheibe�mit�GFPͲLgd�Klonen.�Die�Klone�sind�durch�die�
GFP�Expression�markiert�(J).�Die�Verteilung�von�Notch�ist�unverändert�(K).�Restsignale�im�GFPͲKanal�sind�noch�
sichtbar� (Pfeil� in� L,M).� (N P)� Die� ptcGAL4� Expressionsdomäne,� dargestellt� durch� UASGFP� in� einer�
Wildtypscheibe�(N,�Hoechst�in�magenta,�GFP�in�grün).�Die�Koexpression�von�UASlgdͲRNAi�und�UASDcr2�mittels�
ptcGAL4�führt�zum�Verlust�des�LgdͲRFP�Fusionsproteins�in�der�ptc�Expressionsdomäne�(OͲP).�(29°C).�
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2.2.5 Die Funktion der Lgd C2 Konstrukte wird durch schwache Expression beeinträchtigt

Die�Lokalisation�von�LgdȴC2HA�und�NESͲLgdȴC2HA�(bei�Überexpression)�legt�nahe,�dass�die�

veränderte� Lokalisation� über� die� unterschiedliche� Funktionalität� entscheidet.� Unter�

endogenen� Expressionsbedingungen� konnten� diese� Konstrukte� aber� kaum� nachgewiesen�

werden�(siehe�Anhang�Abb.�7Ͳ8).�Wegen�der�schwachen�Expression�der�beiden�CͲterminalen�

Deletionskonstrukte�wurde�die�Funktion�bei�verdoppelter�Dosis� (=zwei�Kopien� im�Genom)�

untersucht.�Hierbei�zeigt�sich�eine�deutlichere�Abschwächung�des�lgd�Phänotyps�anhand�der�

reduzierten� Ausbreitung� von� Wg� (siehe� Abb.� 2Ͳ22� AͲD).� Zwei� Kopien� lgdPlgd C2HA� (in�

Homozygose)� führen� zu� einem� abgeschwächten� aber� immer�noch� starkͲhypomorphen� lgd�

Phänotyp,�mit�reduzierter�Ausbreitung�von�Wg�(siehe�Abbildung�2Ͳ22�A,�B).�Im�Falle�des�NESͲ

Konstrukts� in� Homozygose� sind� die� Scheiben� annähernd� wildtypisch� und� es� kann� keine�

ektopische�Aktivierung�von�Wg� festgestellt�werden� (siehe�Abb.�2Ͳ22�C,D).�Zur�Überprüfung�

der�beobachteten�Restfunktion�wurde�die�lgd08�Mutante�untersucht.��Dieses�Allel�kodiert�ein�

CͲterminal� verkürztes� Protein� ohne� C2� Domäne� (Gallagher� und� Knoblich� 2006).� In� lgd08�

Homozygose� zeigt� sich� eine� schwache� ektopische� Expression� von� Wg,� die� in� lgdd7/lgd08�

deutlich�stärker�ist,�aber�schwächer�als�bei�der�Nullmutante�lgdd7�(siehe�Abb.�2Ͳ22�EͲH).���

Abb. 2 22. Dosisabhängigkeit der C terminalen lgd Deletionskonstrukte.� (A D)� Konzentrationsabhängigkeit�
von�LgdȴC2ͲKonstrukten.�Eine�Kopie�lgdPlgd C2HA�im�Genom�zeigt�keine�Rettung�des�lgdd7�Phänotyps�(A).�Bei�
zwei�Kopien�wird�die�ektopische�Expression�von�Wg�unterdrückt�(B).�Eine�Kopie�lgdPNESlgd C2HA�unterdrückt�
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die�ektopische�Expression�von�Wg�bereits�deutlich� (C).�Zwei�Kopien�dieses�Konstrukts� führen�dazu,�dass�die�
Expression�von�Wg�kaum�vom�Wildtyp�zu�unterscheiden�ist�(D).��(E H)�Expression�von�Wg�im�Wildtyp�(E)�und�in�
lgdd7�Nullmutanten�(F).�Die�ektopische�Aktivierung�von�Wg�ist�in�lgd08 homozygot�mutanten�Scheiben�schwach�
ausgeprägt�(G),��und�in�der�transheterozygoten�Situation�lgdd7/lgd08�stärker�(H).��

Insgesamt�zeigt�die�StrukturͲFunktionsanalyse,�dass�die�DM14�Domänen�für�die�Funktion�von�

lgd�benötigt�werden,�aber� redundant�wirken.�Die�Deletionskonstrukte�mit�zwei�oder�mehr�

DM14�Wiederholungen� sind� in� der� Lage� den� lgd� Phänotyp� vollständig� zu� retten.� Die� C2�

Domäne�dient�der� Lokalisierung�des�Proteins� im�Zytoplasma�und� fördert�die�Stabilität�des�

Proteins� (Troost,� Jaeckel� et� al.� 2012).� Die� Ergebnisse� der� Analyse� sind� in� Tabelle� 2.1�

zusammengefasst.�

Tabelle 2.1: Eigenschaften der lgdP Lgd Deletionskonstrukte.��Die�aufgelisteten�LgdͲKonstrukte�wurden�alle�im�
Insertionsort�att86Fb�integriert.�Die�mit�*�gekennzeichneten�Konstrukte�wurden�außerdem�in�att68E�integriert�
und�mit�FRT2A�rekombiniert.�

Lgd� Konstrukte�
in�att86Fb�

NotchͲSignalweg� in�
lgdd7�

Endosomaler�
Phänotyp�in�lgdd7

Lokalisierung� Adulte� bzw.��
Letalität�

LgdͲHA� LgdͲ
RFP*�LgdͲGFP*�

Normalisiert�
/Wildtyp�

keine�
Auffälligkeiten�
�(k.�A.)�

Zytoplasma� Lebend,�
fertil�

LgdͲ DM14(1),�
DM14(4),�
DM14(1;4),�
DM14(1Ͳ2),�
DM14(2Ͳ3),�
DM14(3Ͳ4)����

normalisiert/Wildtyp �k.�A.��
�

nicht�
untersucht�
(n.u.)�

Lebend,�
fertil�

DM14(1Ͳ4)*,�
DM14(1Ͳ3),�
DM14(1;3Ͳ4)�

ektopische�
Aktivierung,�
keine�Rettung,��

Verstärkung�
Lgd DM14(1Ͳ4)�
(antimorpher,�
nicht�dominanter�
Phänotyp)�

Zytoplasma,�
n.u.�

früh�puppal�
letal�

NESͲ DM14(1Ͳ
4) C2�

ektopische�
Aktivierung,�
keine�Rettung�

Keine�Rettung� n.u.� früh�puppal�
letal�

C2*� ektopische�
Aktivierung,�
Keine�Rettung�
(eine�Kopie)�

Keine�Rettung� zu� schwache�
Expression�
�

früh�puppal�
letal�

NESͲ C2*� ektopische�
Aktivierung,�
Partielle� Rettung� /�
lgd�hypomorph�

k.A.� zu� schwache�
Expression�

Vereinzelt�
Pharats�
(escapers)�
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2.3 Untersuchung der Interaktion zwischen Lgd und der ESCRT III Untereinheit Shrub

Mit�Hilfe�eines�ModifierͲScreens�wurde�die�genetische�Interaktion�mit�shrub,�dem�Drosophila�

Homolog�der�ESCRT�III�Untereinheit�Snf7/Chmp4�gefunden�(Böcke�2007,�Jäckel�2010).�Dieser�

Screen� basierte� auf� der� Überexpression� von� UASͲLgd�mittels� C5ͲGAL4� und� es�wurde� der�

modifizierende�Einfluss�von�Defizienzen�untersucht�(Böcke�2007,�Jäckel�2010,�Troost,�Jaeckel�

et� al.� 2012).� Auch� biochemisch� konnte� eine� Interaktion� zwischen� Lgd� und� Shrub�mittels�

Coimmunopräzipitation�(CoIP)�gezeigt�werden�(Jäckel�2010,�Troost,�Jaeckel�et�al.�2012).�Für�

die�Interaktion�werden�die�DM14�Domäne�benötigt�(Jäckel�2010,�Troost,�Jaeckel�et�al.�2012).��

Die�direkte� Interaktion�der�Proteine� konnte�durch�PullͲdown�Experimente� gezeigt�werden�

(Ohlenhard�2011,�Troost,�Jaeckel�et�al.�2012).��

Die�genetische�Interaktion�konnte�durch�die�Rekombination�des�Funktionsverlustallels�shrub4�

(Sweeney,�Brenman�et�al.�2006)�mit�dem�hypomorphen�Allel� lgdSH495�(Jäckel�2010)�und�mit�

dem�amorphen�Allel�lgdd7 (Ohlenhard�2011)�näher�untersucht�werden.�Die�jeweiligen�Allele�

sowie� die� Rekombinanten� sind� in� Heterozygose� lebensfähig� und� zeigen� keine�

phänotypischen�Auffälligkeiten.�Im�lgd�mutanten�Hintergrund�führt�die�shrub4�Heterozygose�

aber�zu�einer�verfrühten�Letalität�(Jäckel�2010,�Ohlenhard�2011,�Troost,�Jaeckel�et�al.�2012,�

siehe�Abb.�2Ͳ23�A).�

In� der� � Kombination� lgdd7� /� lgdSH495, shrub4� sowie lgdd7� /� � lgdd7, shrub4 (lgd� hypoͲ� bzw.�

amorph)� sterben� die� Tiere� im� zweiten� oder� Anfang� des� frühen� dritten� Larvenstadiums�

((Jäckel�2010),�siehe�Abb.�2Ͳ23�A).�Die�Mutation�shrub4� ist� in�Homozygose�embryonal� letal,�

das�hypomorphe�Allel�lgdSH495,�eine�PͲElement�Insertion�in�lgd (Oh,�Kingsley�et�al.�2003),�spät�

pupal� letal�mit� differenzierten� aber� nur� selten� für� kurze� Zeit� lebendigen� adulten� Tieren�

(Jaekel�und�Klein�2006).�Das�amorphe�Allel�in�lgdd7�ist�in�Homozygose�früh�pupal�letal�(Klein�

2003,�Jaekel�und�Klein�2006).�Die�transheterozygote�Situation�lgdSH495/�lgdd7�ist�ebenfalls�spät�

pupal� letal� (Jaekel� und� Klein� 2006).� Die� verfrühte� Letalität� durch� shrub4� zeigt� die� starke�

genetische� Interaktion,� gestaltete� aber� eine� nähere� Untersuchung� schwierig.� Zu� diesem�

Zeitpunkt�der�Entwicklung�sind�die�Larven�und� ihre�Imaginalscheiben�noch�sehr�klein�(siehe�

Abb.�2Ͳ23�C).�Die�Proliferation�des�Gewebes� findet�hauptsächlich� im�dritten�Larvenstadium�

statt,� nachdem� die� Wg� Expression� im� Flügelfeld� an� der� D/V� Grenze� durch� den� NotchͲ

Signalweg� ab� dem� frühen� L3� Stadium� kontrolliert� wird� (s.� Abb.� 2Ͳ23� Übersicht� in� (Klein�

2001)).��
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Abb. 2 23: Verfrühte Letalität in lgd / lgd, shrub und larvale Stadien und die Flügelentwicklung.�Lebenszyklus�
von� Drosophila.� � (E=Embryo,� L� Larvales� Stadium� 1Ͳ3)� ,� schwarze� Pfeile� geben� die� Letalität� des� jeweiligen�
Genotyps�an�(A,�verändert�nach�Flymove,).�Größenvergleich�der�Larven�im�Stadium�L1,�L2�und�L3��(B).��Der�rote�
Pfeil�deutet�auf�eine�sich�häutende�Larve� (L2ͲL3),�die�abgestülpte�und�durchsichtige�Kutikula�wird�nur�durch�
starke� Kontrast� und� Helligkeitserhöhung� im� Bildbereich� deutlich.� Die� Entwicklung� der� anterioren� Spirakeln�
(durch� gelbe� Pfeile�markiert)� erlaubt� die� Identifikation� des� larvalen� Stadiums� L2� bis� L3� spät.� Darunter�Wg�
Antikörperfärbungen�an�Imaginalscheiben�mit�Beispielen�der�jeweiligen�Stadien�(C).�Im�zweiten�Larvenstadium�
(L2)� ist� die� nicht� vom� NotchͲSignalweg� abhängige� Wg� Expression� auf� den� ventralen� Teil� der�
Flügelimaginalscheibe�beschränkt.�Am�Anfang�des�dritten�Larvenstadiums�(L3�früh)�zeigt�sich�die�Wg�Expression�
an�der�D/V�Grenze�Beginn�und�in�der�ringförmigen�Domäne�(Maßstabsbalken=100μm).�

�
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2.3.1 Untersuchung von lgd, shrub/lgdmutanten Zellen

Zur�Umgehung�der� frühzeitigen� Letalität�von� lgd,shrub/lgd�wurde�versucht�mutante�Klone�

dieses� Genotyps� zu� generieren,� um� die� Auswirkungen� auf� die� Aktivierung� des� NotchͲ

Signalwegs�und�den�endosomalen�Transports�des�Rezeptors�zu�untersuchen.�Hierbei�wurde�

ausgenutzt,�dass�eine�Kopie� lgdP lgdRFP�auch�den� sensitivierten� lgd, shrub/ lgd mutanten

genetischen�Hintergrund�retten�kann�(siehe�Abb.�2Ͳ24�und�Abschn.�2.3.3).�Durch�mitotische�

Rekombination�kann�die�Rettung�durch�den�Verlust�des�LgdͲTransgens�wieder�aufgehoben�

werden,�wodurch�auch� lgd, shrub/ lgd mutante�Klone�generiert�werden�konnten.�Aufgrund�

der�schwachen�Expression�von�LgdͲRFP�war�die�Signalintensität�bei�starker�Vergrößerung�zu�

gering.�Daher�wurden�die�Klone�anhand�der�zweifachen�GFP�Expression�(=�Verlust�von� lgdP

lgd RFP)�identifiziert�(siehe�Abb.�2Ͳ24).�

Abb. 2 24�Generierung von lgd,shrub/lgd mutanten Klonen:�Schematische�Darstellung�der�Untersuchung�der�
Reduktion�von�shrub�in�lgd�mutanten�Klonen�(A).�Das�LgdͲRFP�Konstrukt�rettet�den�mutanten�Phänotyp�und�der�
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Verlust�des�Transgens�durch�die�Flp/FRT�vermittelte�mitotische�Rekombination�führt�zu�Zellen�des�erwünschten�
Genotyps� lgd, shrub/lgd,+,� die� durch� die� zweifache� GFP� Expression� markiert� sind� (A,B).� (C E)� Die�
Antikörperfärbung� gegen�Wg� (rot)� zeigt� die� Akkumulation� in� lgd, shrub/lgd,+,� Zellen� (GFP+/GFP+).� Dieser�
Phänotyp�tritt�nur� in�den�Klonen�und�auch�nur� im�Genotyp� lgd,shrub/lgd�auf,�wie�durch�die�Abwesenheit�der�
lacZ�Färbung�gezeigt�wird�(CyOwgͲlacZ�Balancer)�Genotyp:�hsFlp; lgdSH495, shrub4 oder CyOwg lacZ/ lgdd7�oder CyOwg

lacZ; ubiGFP FRT2A / lgdPlgd RFP att68E FRT2A.�Alternativ�wurde�der�SM6ͲTM6B�CompoundͲBalancer�mit�dem�
Tb�Marker�zur�Identifizierung�des�Genotyps�verwendet.�

2.3.1.1 Unterdrückung der ektopischen Aktivierung des Notch Signalwegs in lgd, shrub/lgd

mutanten Zellen

Da�der�Funktionsverlust�von�shrub�und�auch�von�lgd�zur�ektopischen�Aktivierung�des�NotchͲ

Signalwegs� führt,�wurde�die�Aktivität� in�den� lgd/lgd,shrub�mutanten�Zellen�untersucht.�Es�

konnten�mutante� Klone� auf� diese�Art� und�Weise� generiert�werden� und� in� diesen� Klonen�

zeigen� sich� starke� Akkumulationen� von� Wg� (siehe� Abb.� 2Ͳ24� und� Abb.� 2Ͳ25� AͲD).� Die�

Ausbreitung�von�Wg�an�der�D/V�Grenze�kann�als�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�gedeutet�

werden.� Jedoch� zeigen� sich� hier� vor� allem� punktuelle� Akkumulationen� von� Wg� in� den�

mutanten�Zellen�und�keine�Färbung�der�Plasmamembran�wie�es�in�den�wildtypischen�Zellen�

an� der� D/V� Grenze� zu� beobachten� ist� (siehe� Abb.� 2Ͳ25� D).� Es� scheint,� als� sei� eher� die�

Lokalisierung� von�Wg� in� den� lgd, shrub/lgd� Zellen� verändert.�Dies� könnte� auch� auf� einen�

endosomalen�Abbaudefekt�zurückzuführen�sein,�da�Wg�im�Lysosom�abgebaut�wird�(Piddini,�

Marshall�et�al.�2005).�

Mit� Hilfe� weiterer� Zielgene,� deren� Lokalisation� nicht� betroffen� sein� sollte,� wurde� diese�

Annahme�überprüft.�Hierzu�wurden�der�kernlokalisierte�transkriptionelle�Repressor�Cut�(ct)�

(Jack�und�DeLotto�1995)�und�der�Gbe+Su(H) lacZ�Reporter�untersucht.�Trotz�des�Auftretens�

von�Wg�weitab�der�D/V�Grenze�werden�weder�Gbe+Su(H) lacZ�noch�Cut�ektopisch�exprimiert�

(siehe� Abb.� 2Ͳ25).� Dies� zeigt,� dass� keine� ektopische� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs�

auftritt.�In�Kontrollklonen�(lgdSH495/lgdd7)�zeigt�sich�weder�auffällige�Proteinakkumulation�von�

Notch�noch�die�ektopische�Expression�der�Zielgene�an�der�D/V�Grenze�(siehe�Anhang�Abb.�7Ͳ

10).� Dies� lässt� sich� auf� die� hypomorphe� lgd� Situation� zurückgeführen,� die� nur� zu� einer�

schwachen� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� führt� ((Jaekel� und� Klein� 2006),� eigene�

Beobachtungen).� Um� zu� überprüfen,� ob� die� Heterozygose� von� shrub4 die� ektopische�

Aktivierung� in� Zellen� unterdrücken� kann,� wurden� die� Versuche� in� Homozygose� des�

amorphen�Allels� lgdd7�wiederholt,�da� in� lgdd7�mutanten�Klonen�eine�starke�Aktivierung�des�

Signalwegs�auftritt�(Klein�2003,�Jaekel�und�Klein�2006).�Die�Klone� im� lgdd7�/� lgdd7�mutanten�
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Hintergrund� zeigen� die� erwartete� Ausbreitung� der� Expression� der� Zielgene� Wg� und�

GbeSu(H) lacZ�und�eine�relativ�milde�Akkumulation�von�Notch�(siehe�Abb.�2Ͳ26�AͲH).��

Abb. 2 25: Unterdrückung der ektopischen Aktivierung des Notch Signalwegs in lgdSH495,shrub4/lgdd7, +
Zellen. � (A P)�Die�mutanten� Zellen� sind� durch� zwei� Kopien�GFP� (in� grün)�markiert.�Wg� akkumuliert� in� den�
mutanten�Klonen�(A,B,�gelbe�Pfeile).�Die�unterschiedliche�Lokalisierung�von�Wg�wird�durch�Pfeile�verdeutlicht�
(C,D).�Das�Zielgen�Cut�wird�nicht�ektopisch�exprimiert�(EͲH,�weiße�Box�in�G�vergrößert�in�H).�In�den�mutanten�
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Klonen� zeigt� sich� keine� veränderte� Expression� von�Gbe+Su(H)� (IͲL).�Die� sichtbare�Abschwächung� ist� auf� die�
Fokusebene�zurückzuführen�(Pfeil� in�J).�Die�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors� ist�aber�deutlich�(L).�Auch�Wg�
Akkumulation�tritt�ohne�eine�sichtbare�ektopische�Aktivierung�von�Gbe+Su(H)�auf�(MͲP).�

Abb. 2 26: Ektopische Aktivierung des Notch Signalwegs in lgdd7/lgdd7 und Unterdrückung der ektopischen
Aktivierung in lgdd7/lgdd7,shrub4 Zellen. � (A H)� In� den� lgdd7/lgdd7� mutanten� Bereichen� zeigen� die� Notch�
Zielgene� Gbe+Su(H)ͲlacZ� und�Wg� die� ektopische� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs.� Die� Akkumulation� des�
Notch�Rezeptors�lässt�sich�innerhalb�der�Klone�beobachten,�ist�jedoch�verglichen�mit�der�shrub4�Heterozygose�
deutlich� schwächer� ausgeprägt� (Pfeil� in� H).� (I P)� In� lgdd7, shrub4 / lgdd7� Zellen� zeigt� sich� keine� ektopische�
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Expression�von�Gbe+Su(H)ͲlacZ� (IͲL,�vgl.� I�mit�F).�Die�ektopische�Aktivierung�von�Gbe+Su(H)�wird�unterdrückt,�
aber�Wg�akkumuliert� in�den�mutanten�Zellen�(MͲP,�Pfeile� in�MͲP�deuten�auf�den�mutanten�Bereich.�Mutante�
Zellen�werden�durch�zwei�Kopien�GFP�(grün)�markiert.�

Die�mutanten� lgdd7,�shrub4�/ lgdd7�Zellen�zeigen�wiederum�die�Akkumulation�von�Wg,�aber�

keine� ektopische� Expression� von� Gbe+Su(H)� (siehe� Abb.� 2Ͳ26� IͲP).� RNAiͲExperimente�

bestätigen,�dass�die�Akkumulation�von�Wg,�bei�Unterdrückung�der�lgd�Funktion�mittels�RNAi�

und�Reduktion�von�shrub,�nicht�auf�die�gesteigerte�Transkription�von�Wg�zurückzuführen�ist�

(siehe� Anhang� Abb.� 7Ͳ11).� Insgesamt� zeigen� die� Untersuchungen,� dass� die� ektopische�

Aktivierung� des� Notch� Signalweg� durch� die� reduzierte� Aktivität� von� shrub� in� lgd� Zellen�

unterdrückt�wird.�

2.3.1.2 Verstärkte Proteinakkumulation und gestörter Abbau in lgd,shrub/lgd Zellen

Die� endosomale� Akkumulation� des� Notch� Rezeptors� (und� auch� Wg)� zeigt� sich� in�

lgd,shrub/lgd� Zellen� verstärkt,� wohingegen� die� ektopische� Aktivierung� von� Notch� in� den�

Zellen�unterdrückt�wurde.�Um�die�Herkunft�der�Vesikel,�bzw.�das�endosomale�Kompartiment�

in�dem�die�verstärkte�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors� in� lgd,shrub/lgd�Zellen�auftritt�zu�

identifizieren,�wurden�verschiedene�endosomale�Marker�überprüft.�Es�zeigt�sich,�dass�zwei�

endosomale� Proteine,� das� ESCRTͲ0� Protein� Hrs� (Lloyd,� Atkinson� et� al.� 2002)� und� das�

lysosomale�Protein�Spinster� (Sweeney�und�Davis�2002)�an�den�Endosomen� zusammen�mit�

Notch� akkumulieren� (siehe� Abb.� 2Ͳ27� AͲH,� IͲP).� Die� Endosomen� sind� gegenüber� den�

wildtypischen� Kontrollbereichen� stark� vergrößert� und� ihr� Auftreten� auf� die� mutanten�

Bereiche�beschränkt.�Sowohl�das�Auftreten�als�auch�die�Stärke�des�endosomalen�Phänotyps�

in� lgd� mutanten� Zellen� wird� durch� die� shrub4� Heterozygose� deutlich� verstärkt.� In� lgdd7�

mutanten� KontrollͲKlonen� sind� die� endosomalen� Phänotypen,� d.h.� die� Akkumulation� von�

Notch,�schwächer�und�im�Gegensatz�zur�ektopischen�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�nicht�

so�deutlich�ausgeprägt�(siehe�Abb.�2Ͳ26�EͲH).���

Der� spätͲendosomale�Marker�Rab7,�der� in� lgd�mutanten�Zellen�häufig�die�Endosomen�mit�

dem�Notch�Rezeptor�markiert� (siehe�Abschnitt�2.1�und�Anhang�Abb.�7Ͳ12),�zeigt� jedoch� in�

lgdSH495, shrub4/lgdd7� Zellen� eine� deutlich� reduzierte� Assoziation� mit� den� vergrößerten�

Vesikeln�(siehe�Abb.�2Ͳ28).�Der�Marker�für�die�Recycling�Endosomen�Rab11�zeigt�weder�eine�

Assoziation�mit�den�Notch�Endosomen�noch�eine�auffällige�Akkumulation�des�Markers�in�den�

lgd / lgd, shrub� mutanten� Zellklonen� (siehe� Abb.� 2Ͳ24� HͲL).� Daher� scheint� das� Rab11Ͳ

Recyclingkompartiment�nicht�betroffen� zu� sein.�Die�Proteinakkumulation�betrifft�nicht�nur�
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den�Notch�Rezeptor�und�Wg� sondern� auch�Dl� akkumuliert� in�den�mutanten� Zellen� (siehe�

Abb.�2Ͳ28�MͲP).�Dies�deutet�auf�einen�generellen�Defekt�im�endosomalen�Transportweg�hin�

wie�dies�auch�für�lgd mutanten�Zellen�gezeigt�wurde�((Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�

und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006)�,eigene�Beobachtungen).

Abb. 2 27: Verstärkte Akkumulation des Notch Rezeptors in Spinster und Hrs positiven reifenden Endosomen
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in lgdSH495,shrub4/lgdd7, + Zellen. �(A P)�Die�mutanten�Zellen�sind�durch�die�Präsenz�von�zwei�Kopien�GFP�(grün)�
gekennzeichnet.�Notch�(in�den�Mehrkanalbildern�in�rot)�akkumuliert�in�diesen�Zellen�in�Spinster�(AͲH,�in�blau)��
und�Hrs�(IͲP,�in�blau)�positiven�endosomalen�Kompartimenten.�Die�Akkumulation�ist�auf�die�mutanten�Bereich�
beschränkt.�Die�weißen�Rahmen� in�den�Detailaufnahmen� in�C�und�K�sind�noch�einmal� in�G�bzw,�N�vergrößert�
dargestellt.�Gelbe�Pfeile�deuten�auf�die�Kolokalisation�der�Marker�in�vergrößerten�Endosomen.�(Genotyp:�hsFlp;
lgdSH495,shrub4 / lgdd7; lgdP lgd RFP 68E FRT2A / ubi GFPnls FRT2A)

Abb. 2 28: Der Notch Rezeptor akkumuliert in lgdSH495,shrub4/lgdd7, + Zellen nicht in Rab7 positiven späten
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Endosomen oder Rab11 Recycling Endosomen. �(A P)�Die�mutanten�Zellen�durch�die�Präsenz�von�zwei�Kopien�
GFP�(grün)�gekennzeichnet.�Antikörperfärbung�gegen�Notch�(AͲL,� in�Mehrkanalbildern� in�rot�Einzelkanäle� in�G�
und� J)�und�gegen�Rab7� (Abbauweg)� (blau/türkis,�Einzelkanal� in�F)�und�Rab11� (Recyclingweg).�Die�Assoziation�
von�Notch�mit�dem�Marker�Rab7�ist�reduziert�im�mutanten�Bereich��(Pfeile,�AͲG).��Die�Antikörperfärbung�gegen�
Rab11�zeigt�keine�Assoziation�mit�Notch�(HͲL,�Pfeile�J,�K).�Der�Ligand�des�Notch�Rezeptors,�Delta,�akkumuliert�
ebenfalls�in�den�mutanten�Zellen�(MͲP,�Pfeile�in�N,P).��

Die� Phänotypen� der� lgdd7/lgdd7,shrub� mutanten� Zellen� sind� verglichen� mit�

lgdSH495shrub4/lgdd7�sehr�ähnlich,�eventuell�leicht�verstärkt.�Der�Notch�Rezeptor�akkumulierte�

in�Hrs�positiven�Endosomen�und�auch�die�vermehrte�Lokalisierung�von�Hrs� in�endosomalen�

Strukturen�wird�in�mutanten�Zellen�deutlich�(siehe�Abb.�2Ͳ29),�und�die�reduzierte�Assoziation�

mit� Rab7� wurde� ebenso� beobachtet� (siehe� Abb.� 2Ͳ29).� Die� Untersuchungen� mit� den�

endosomalen�Markern�wurden� in�LgdͲRNAi�Experimenten�ohne�die�Koexpression�von�UASͲ

Dcr2� wiederholt,� da� die� Koexpression� von� UASͲDcr2� zu� kaum� auswertbaren�

Imaginalscheiben�mit�stark�reduziertem�Wachstum�führte.�Es�konnte�bestätigt�werden,�dass�

die�Notch�Vesikel� in�den�mutanten�Zellen�auch�häufig�mit�Hrs�kolokalisieren�(siehe�Anhang�

Abb.� 7Ͳ13� AͲH).� Die� Akkumulation� von� Hrs� bei� lgd� Funktionsverlust� (LgdRNAi� und� Dcr2�

Koexpression)�und�intakter�Funktion�von�shrub�wurde�kaum�beobachtet�(siehe�Anhang�Abb.�

7Ͳ13� IͲL).�Auch�die�Kolokalisation�mit�Rab7�wird�bei�Reduktion�von�shrub�deutlich�reduziert�

(siehe�Abb.�2Ͳ29).�Die�Kolokalisierung�von�Notch�mit�Rab5� in�den�vergrößerten�Endosomen�

und�eine�leichte�Akkumulation�von�Rab5�ist�deutlich�(siehe�Abb.�2Ͳ29).�Im�mutanten�Bereich�

zeigt�Rab5�eine�Assoziation�mit�den�vergrößerten�Endosomen,�jedoch�betrifft�dies�nicht�alle�

großen�Vesikel,�die�den�Notch�Rezeptor�beinhalten� (siehe�Abb.�2Ͳ29�M,N).�Die�gesteigerte�

Assoziation�mit� Rab5� sowie� die� reduzierte�Assoziation�mit� Rab7� deuten� auf� einen�Defekt�

während�der�endosomalen�Reifung�und�die�Akkumulation�von�ESCRTͲ0�(Hrs)�zusammen�mit�

der� endosomalen� Fracht� (der� Notch� Rezeptor)� könnte� auf� eine� gestörte� ILV� Bildung�

hindeuten.��

Zusammengefasst� zeigt� sich,� dass� bei� der� Reduktion� der� Aktivität� von� shrub� die�

Akkumulationen� des� Notch� Rezeptors� in� Endosomen� lgd� mutanter� Zellen� verstärkt.� An�

diesen�Endosomen�akkumulieren�auch�die�endosomalen�Proteine�Hrs�und�Spinster.�Neben�

dem�Notch�Rezeptor�akkumulieren�auch�weitere�(FrachtͲ)�Proteine�wie�Wg�und�Delta�in�den�

mutanten�Zellen.�Dies�ist�auch�bei� lgd mutanten�Zellen�der�Fall�(Jaekel�und�Klein�2006).�Die�

verstärkte�Assoziation� sowohl�mit�dem� ESCRTͲ0�Protein�Hrs� als� auch�mit�dem� spät� endoͲ

lysosomalen� Marker� Spinster� und� außerdem� die� reduzierte� Assoziation� mit� dem� spät�



72�
�

endosomalen� Marker� Rab7� deuten� auf� einen� endosomalen� ReifungsͲ� und/oder�

Transportdefekt� hin.� Dies� zeigt,� dass� sich� in� lgd, shrub /lgd� Zellen� die� Eigenschaften� der�

Endosomen�in�denen�Notch�akkumuliert�von�lgd�mutanten�Zellen�unterscheiden.�

Abb. 2 29: Bestätigung der endosomalen Phänotypen in lgdd7,shrub4/lgdd7, + Zellen und durch RNAi. �(A H)�
Die� lgdd7,shrub4/lgdd7, +� �Zellen sind�durch�zwei�Kopien�GFP� (hier� in�blau)�markiert.�Antikörperfärbung�gegen�
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Notch(rot)� und�Hrs� (grün)� (AͲC,�Ausschnitt� in�A� vergrößert� in�D,� Pfeil)� zeigt� die� deutliche�Akkumulation� im�
mutanten� Bereich.� Die� antiͲHrs� Färbung� zeigt� eine� deutliche� Kolokalisierung� mit� Notch� in� den� stark�
vergrößerten�Endosomen.�Rab7� (in�grün)� ist�wie� in� lgdSH495,shrub4 / lgdd7�Zellen�kaum�mit�den�Notchvesikeln�
assoziiert�(EͲH).�(I O)�Ähnliche�Ergebnisse�wurden�durch�LgdͲRNAi�Expression�(in�lgdd7,shrub4 Heterozygose)�im�
posterioren� Kompartiment� erzielt� (siehe� auch� Anhang).� Die� Assoziation� von� Notch�mit� Rab7� ist�wiederum�
reduziert�(IͲL,�vergrößert�La,Lb).�Einige�der�großen�Notch�gefüllten�Endosomen�zeigen�die�Assoziation�mit�Rab5.�
(Genotyp� AͲH:� hsFlp;� lgdd7 /lgdd7,shrub4; FRT2A ubiGFP/FRT2A lgdPlgdRFP).� (Genotyp� IͲO:�w; lgdd7 FRT40A/
shrub4 FRTG13; hhGAL4 / UAS lgd RNAi�(1+3),�Expression�bei�29°C)�

�

2.3.2 Analyse der Aktivierung des Notch Signalwegs in lgdd7,shrub4 1 / lgdd7 Mutanten

Um�die�Aktivierung�und�Lokalisierung�von�Notch�in�den�lgdd7,shrub4 1 / lgdd7 Zellen weiter�zu�

klären�wurden�die�Imaginalscheiben�mutanter�Larven�untersucht.�Diese�Larven�erreichen�die�

frühesten� Phasen� des� dritten� Larvenstadiums,� sind� aber� kleiner� als� wildtypische� Larven�

(Jäckel�2010).��

Große� Klone� (lgdSH495,shrub4 / lgdd7) aus� der� vorigen� klonalen�Analyse� zeigen� im� frühen� bis�

mittleren�dritten�Larvenstadium�keine�ektopische�Gbe+Su(H)�Aktivierung�aber�die�deutliche�

Akkumulation� von�Wg� (siehe� Abb.� 2Ͳ30� AͲF).� Die� Gbe+Su(H)� Expression� in�wildtypischen�

Imaginalscheiben� zeigt� die� Aktivität� an� der� D/V� Grenze� und� darüber� hinaus� auch� einige�

Aktivität� im� restlichen� Flügelfeld� (siehe�Abb.� 2Ͳ30�G,H).� In� lgdd7�mutanten� Scheiben� kann�

bereits� in� frühen� Entwicklungsstadien� eine� ektopische� Gbe+Su(H)ͲlacZ� Aktivierung� in� der�

gesamten�Flügelscheibe� festgestellt�werden�und�es�zeigt�sich�auch�eine�Verbreiterung�und�

Akkumulation�von�Wg�(siehe�Abb.�2Ͳ30�IͲJ).�Für�die�Wg�Expression�sind�hier�die�Rückschlüsse�

auf� die� Aktivität� des� NotchͲSignalwegs� nur� beschränkt� möglich.� Die� kurzen� Distanzen�

zwischen�der�ringförmigen�Wg�Domäne�und�der�beginnenden�Expression�an�der�D/V�Grenze�

in� frühen� Stadien� machen� eine� genaue� Lokalisierung� der� Wg� exprimierenden� Zellen�

schwierig,� da�Wg� sekretiert�wird� (Zecca,� Basler� et� al.� 1996,� Neumann� und� Cohen� 1997,�

Strigini� und� Cohen� 2000).� Die� Defekte� im� Proteinabbau� in� lgd�mutanten� Zellen� steigern�

darüber�hinaus�die�Akkumulation�von�Wg,�wodurch�die�Analyse�weiterhin�erschwert�wurde.�

In�den�frühen�lgdd7 shrub4 / lgdd7�mutanten�Scheiben�zeigt�sich�keine�ektopische�Aktivierung�

des�NotchͲSignalwegs.�Die�Gbe+Su(H)ͲlacZ�Expression�zeigt�sich�ähnlich�wie�im�Wildtyp,�aber�

der� Streifen� an� der� D/V� Grenze� erscheint� etwas� verbreitert� (siehe� Abb.� 2Ͳ30� K,L).� Die�

epitheliale� Integrität�dieser�mutanten�Scheiben� ist�stark�beeinträchtigt.�Viele�Zellkerne�sind�

fragmentiert,� so�dass�Zelltod� zumindest� teilweise�die�beobachtete�Verbreiterung�zur�Folge�

hat.�Abseits�der�vermeintlich�durch�die�GbeͲSu(H)�Expression�markierten�D/V�Grenze�(gelbe�
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Pfeile� in� Abb.� 2Ͳ30)� zeigt� sich� keine� ektopische� Expression,� wie� sie� in� lgd� homozygot�

mutanten� Scheiben� deutlich� wird.� Ein� Expressionsmuster� für� Wg� ist� durch� die� deutlich�

verstärkte�Akkumulation�und�offensichtlich�veränderte�Lokalisierung�des�Proteins�kaum� zu�

definieren.�Insofern�erscheint�eine�genaue�Lokalisierung�der�Wg�exprimierenden�Zellen�nicht�

möglich.�

Abb. 2 30: Aktivierung des Notch Signalwegs in lgdd7/lgdd7,shrub Imaginalscheiben in frühen Phasen der
Flügelentwicklung. � (A F)� Flügelimaginalscheibe� des� frühen� bis� mittleren� dritten� Larvenstadiums� mit�
lgdSH495,shrub4/lgdd7�mutanten�Zellen�markiert�durch� zwei�Kopien�GFP.�Es� zeigt� sich�die� starke�Akkumulation�
von�Wg� (anti�Wg� in� AͲB,DͲE)� aber� keine� offensichtliche� ektopische� Aktivität� des� NͲSignalwegs� anhand� der�
Reportergenexpression�von�Gbe+SuH((anti�bͲgal� in�A,CͲD,F).� (G L)�Die�Gbe+Su(H)Ͳ�und�die�Wg�Expression�am�
Anfang� des� frühen� dritten� Larvenstadiums,� Wildtyp� (GͲH).� In� frühen� lgdd7/lgdd7� Scheiben� zeigt� sich� die�
ektopische�Aktivierung�anhand�der�ubiquitären�Reportergenexpression�in�(IͲJ).�Die�Wg�Expression��an�der�D/V�
Grenze� wird� erst� ab� diesem� Entwicklungspunkt� abhängig� von� der� Aktivität� des� NotchͲSignalwegs.� Die�
Reportergenaktivität� in� Imaginalscheiben� von� lgdd7/lgdd7,shrub� mutanten� Larven� zeigt� keine� ektopische�
Expression� sondern� eher� ein�wiltypische�Muster� (K,� vgl.�mit� I� und�G).�Die�Verteilung� von�Wg� (L)� zeigt� eine�
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enorme�Akkumulation�von�Wg�verstärkt� im�gesamten�unteren�Bereich�der�Scheibe� (späteres�Flügelfeld),�und�
zum� Teil� auch� im� oberen� Bereich� (Notum).� Die� in� wildtypischen� und� lgd� mutanten� Scheiben� erkennbare�
ringförmige�Domäne�sowie�die�Expression�von�Wg�an�der�vermeintlichen�D/V�Grenze�sind�in�diesen�mutanten�
Scheiben�aufgrund�der�endosomalen�Akkumulationen�sowie�Zelltod�kaum�zu�erkennen.��

2.3.3 Funktionale Analyse der Lgd Konstrukte im lgd / lgd,shrubmutanten Hintergrund

Im� Rahmen� der� Bachelorarbeit� von� Sabrina� Haenlein� und� der� Diplomarbeit� von� Nadja�

Ohlenhard� wurden� die� Lgdkonstrukte� im� sensitivierten� genetischen� Hintergrund�

lgdSH495,shrub4/lgdd7� und� lgdd7,shrub4/lgdd7� (Ohlenhard� 2011)� bei� reduzierter� Funktion� von�

shrub�untersucht.�Beide�Untersuchungen� führten� zu� sehr� ähnlichen� Ergebnissen�bezüglich�

der� Funktionalität� der� Konstrukte,� unabhängig� von� der� allelischen� lgd� Komposition.� Die�

Resultate�für�lgdSH495,shrub4/lgdd7��werden�in�Abb.�2Ͳ31�und�Abb.�2Ͳ32�zusammengefasst.�Für�

die� Notchaktivität� wurde� die� Expression� von� Gbe+Su(H)GFP� und� Wg� in�

Flügelimaginalscheiben� analysiert.� Die� lgdSH495/lgdd7� hypomorphen� Mutanten� können�

genauso,�wie�bereits�für�lgdd7�amorphe�Mutanten�gezeigt�wurde,�durch�lgdPͲLgdͲKonstrukte�

mit�mindestens�zwei�DM14�Domänen�gerettet�werden�(siehe�Abb.�2Ͳ31�AͲD).�Die�zusätzliche�

Reduktion� von� shrub� in� der� lgdd7 homozygosen� oder� lgdd7/lgdSH495 transheterozygosen�

Situation�kann�durch�„full�length“�Lgd (siehe�Abb�2Ͳ31�E,F)�gerettet�werden.�Die�Rettung�ist�

vollständig�und�führt�zu�phänotypisch�unauffälligen,�shrub4�heterozygoten�adulten�Tieren.��

Da� die� DM14ͲDomänen� die� Interaktion� mit� Shrub� vermitteln� (Jäckel� 2010)� wurden� die�

Deletionskonstrukte� im� sensitivierten� genetischen� Hintergrund� untersucht.� Unter� diesen�

Bedingungen� verändert� sich� die� beobachtete� Funktionsfähigkeit� der� Lgd� Varianten�

gegenüber�dem� lgdd7�Hintergrund.�Die�Konstrukte�mit�Einzeldeletionen�der�ersten�oder�der�

vierten�DM14�Domäne� retten�den�Phänotyp� zwar�noch� vollständig� (siehe�Abb.�2Ͳ31�G,H),�

aber�Konstrukte�mit�nur�zwei�DM14�Domänen�zeigen�eine�gesteigerte�Aktivierung�von�Notch�

im� sensibilisierten genetischen� Hintergrund.� � Obwohl� die� Konstrukte� mit� zwei� DM14�

Domänen� in� der� Lage� sind� den�Ausfall� von� lgd� (lgdSH495/lgdd7� oder� lgdd7/lgdd7)� vollständig�

kompensieren,� können� sie� diese� Funktionalität� bei� der� Reduktion� von shrub� nicht�

aufrechterhalten� (siehe�Abb.�2Ͳ32�AͲD).�Der�Verlust�der�ersten�beiden�Domänen� zeigt� am�

deutlichsten� eine� Expansion� der� Expressionsdomäne� von�Wg� an� der�D/V�Grenze,� ähnlich�

einem�starken�hypomorphen�lgd�Phänotyp�(siehe�Abb.�2Ͳ32�A).��
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Abb. 2 31: Funktionalität der Lgd Deletionskontrukte in lgdd7 / lgdSH495 shrub4 Mutanten.� (A M)�Expression�
von�Wg�(Antikörperfärbung�in�rot)�und�Gbe+Su(H)GFP�(grün)�in lgdSH495 shrub4/lgdd7Flügelimaginalscheiben�mit�
lgdPͲLgdͲKonstrukten.�Die� Expression� des� Reporters�Gbe+Su(H)ͲGFP� (in� grün)� in� Imaginalscheiben� ist� in� der�
hypomorphen� allelischen� Kombination� lgdSH495/lgdd7� (*� vgl.� mit� lgdSH495 /CyOwg lacZ)� erhöht.� Die� ektopische�
Expression� von� Wg� (in� rot)� ist� vorhanden� aber� schwächer� ausgeprägt� als� in� lgdd7.� (A).� Vollständige� LgdͲ
Transgene�(LgdͲHA�als�Bespiel� in�B)�und�Deletionskonstrukte�mit�zwei�oder�mehr�DM14�Domänen�retten�den�
lgdSH495 / lgdd7� Phänotyp� (Bsp.� in� C).� In� shrub4/lgdd7 Flügelimaginalscheiben� ist� die� Expression� von�Wg� und�
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Gbe+Su(H)ͲGFP� wildtypisch� (D).� Die� lgdSH495,� shrub4� /� lgdd7�mutanten� Larven� erreichen� nicht� das� späte� L3�
Stadium� (E).� Vollständige� LgdͲKonstrukte� und� die� Deletionskonstrukte� mit� drei� DM14� Domäne� retten�
lgd,shrub4/lgdd7�vollständig.�Die�Expression�von�Wg�und�Gbe+Su(H)�ist�wildtypisch�(FͲH).��

Abb. 2 32: Funktionalität der Lgd Deletionskontrukte in lgdd7 / lgdSH495 shrub4 Mutanten.�(A F)�Expression�von�
Wg� (Antikörperfärbung� in� rot)� und� Gbe+Su(H)GFP� (grün)� in lgdSH495 shrub4/lgdd7Flügelimaginalscheiben�mit�
lgdPͲLgdͲKonstrukten.�Bei�Konstrukten�deren�Anzahl�DM14ͲDomänen� auf� zwei� reduziert� ist,� zeigt� zeigt� sich,�
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wobei�die�ektopische�Aktivierung�von�Notch�bei�LgdȴDM14(1Ͳ2)�am�stärksten�ist�(Vgl.�AͲD,�Pfeile�deuten�auf�die�
ektopische� Expression� von� Wg� in� AͲD‘� und� Gbe+Su(H)GFP� in� AͲD‘‘).� NESlgdȴC2� führt� zur� Rettung� des
lgdSH495/lgdd7�Phänotyps� �(E)�und�zu�einer�partiellen�Rettung�der�verfrühten�Letalität� in� lgdSH495, shrub4 / lgdd7�
Mutanten.�Die� Imaginalscheiben� sind�deutlich�kleiner�als�bei�den�verschiedenen� ȴDM14ͲKonstrukten,� zeigen�
aber�eine�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�(F).�(Abb.�teilweise�übernommen�von�S.Haenlein)��

Weiterhin� wurden� auch� die� ȴC2ͲKonstrukte� untersucht.� Das� im� lgdd7� Hintergrund�

funktionalere�Konstrukt,�NESͲLgdȴC2HA,�kann�den� lgdSH495/lgdd7�Phänotyp�bis�zum�adulten�

Stadium�retten�(siehe�Abb.�2Ͳ32�E),�und�auch�die�verfrühte�larvale�Letalität�im�sensitivierten�

Hintergrund�teilweise�retten.�Die�Funktionalität� ist�aber�stark�unterdrückt.� In�den�Scheiben�

ist�eine�starke�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�offensichtlich�(siehe�Abb.�2Ͳ32�F)�aber�nicht�

nur�die�Scheiben�sondern�auch�die�Larven�zeigen�ein�reduziertes�Wachstum,�erreichen�aber�

ein�späteres�Stadium�und�überleben� länger�als�ohne�ein�Konstrukt�(siehe�Abb.�2Ͳ32�E).�Das�

LgdȴC2ͲKonstrukt� ohne� die� NES� und� Konstrukte� mit� weniger� als� zwei� DM14� Domänen�

können�die�verfrühte�Letalität�im�sensitivierten�Hintergrund�nicht�retten.��

Tabelle 2.2 Funktionalität der lgdP lgd Konstrukte im lgd , shrub / lgd Hintergrund. Es�wurden�nur�Konstrukte�

untersucht,�welche�die�frühzeitige�Letalität�unterdrücken�konnten.�

lgdP� LgdͲKonstrukte�
in�att86Fb�

NotchͲSignalweg� in�
lgdd7� od.� SH495� ,shrub4/�
lgdd7�

Letalität� /� Adulte� in�
lgdd7� od.� SH495� ,shrub4/
lgdd7�

Ͳ� Ektopische� Aktivierung�
unterdrückt�(s.�2.3.3)�

L2� bis� früheste� L3�
Stadien�

LgdͲHA�LgdͲRFP��LgdͲ
GFP��

Normalisiert�/wildtyp� wildtyp�

LgdͲ DM14(1),�
DM14(4),��

normalisiert/wildtyp� wildtyp�

DM14(1Ͳ2),�
DM14(2Ͳ3),�
DM14(1;4),�
DM14(3Ͳ4)����

Ektopische� Aktivierung,�
am� stärksten� in�
DM14(1Ͳ2)�

bis�Pharat�adults,�
DM14(1Ͳ2)� früh� puppal�
letal��

NESͲ C2�� Ektopische�Aktivierung� Früh�puppal�letal,�
unterdrücktes�
Wachstum�

andere�Konstrukte� nicht�untersucht� frühe�Letalität�L2/L3�
�

Insgesamt� legt� dies� nahe,� dass� die� zweite� oder� die� erste� und� zweite� Domäne� bei� der�

Regulation�von�Shrub�am�effektivsten� ist,�und�dass�die�Redundanz�der�DM14�Domänen�für�

die�Regulation�bei�reduzierter�Aktivität�von�Shrub�entscheidend�ist.�Die�vier�DM14�Domänen�

sind� in� den� beiden� Konstrukten� vorhanden� und� werden� für� die� physische� Interaktion�



79�
�

zwischen�Shrub�und�Lgd�benötigt�(Jäckel�2010,�Ohlenhard�2011,�Troost,�Jaeckel�et�al.�2012).�

Die� gesteigerte� Funktionalität� von� NESͲLgdȴC2HA� gegenüber� LgdȴC2HA� in� der� shrub�

heterozygoten� Situation� lässt� vermuten,� dass� die� Interaktion� zwischen� Lgd� und� Shrub� im�

Zytoplasma�stattfindet.�

�

2.3.4 Interaktion mit Shrub und Lokalisierung von Lgd bei Verlust der VPS4 Funktion

Die�Interaktion�zwischen�der�ESCRT�III�Untereinheit�shrub�und�lgd�deutet�auf�die�Beteiligung�

von� Lgd� an� der� ESCRT� vermittelten� ILV� Bildung� hin.� Sollte� Lgd� bei� der� Vermittlung� der�

Funktion�von�shrub�eine�aktive�Rolle�spielen,�könnte�diese�Interaktion�an�der�endosomalen�

Membran� vermuten� werden.� Die� bisherigen� Untersuchungen� zeigten� aber,� dass� Lgd� ein�

zytoplasmatisch�lokalisiertes�Protein�und�nicht�offensichtlich�mit�Endosomen�assoziiertes�ist.�

Um�die�Interaktion�von�Lgd�und�Shrub�näher�zu�charakterisieren�wurde�der�Funktionsverlust�

des�„fünften“�ESCRT�Komplexes,�VPS4�untersucht.�Die�ESCRT�IIIͲUntereinheiten�befinden�sich�

als�Monomere� in� der� inaktiven� geschlossenen� Form� im� Zytoplasma� (Babst� 2005).� Deren�

Bindung� an� die� limitierende�Membran� der� Endosomen�wird� erst� offensichtlich,�wenn� die�

Disassemblierung�des�ESCRTͲKomplex�durch�die�AAAͲATPase�VPS4�nicht�erfolgt.�Dies� führt�

dann�dazu,�dass�die�Untereinheiten�am�Endosom�verbleiben�(Babst�2005).��

Da�eine�entsprechende�Lokalisierung�von�Lgd�möglicherweise�nur�unter�diesen�Bedingungen�

sichtbar� wird,� wurde� der� Funktionsverlust� von� VPS4� untersucht.� Der� Verlust� der� VPS4�

Funktion�durch�RNAi�führt�zu�ähnlichen�Phänotypen�wie�der�ESCRT�Funktionsverlust�(Rodahl,�

Haglund�et�al.�2009).�Neben�der�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�in�den�Zellen�ist�Zelltod�

und�eine�gestörte�Morphologie�des�Gewebes�offensichtlich� ((Rodahl,�Haglund�et�al.�2009),�

siehe�Abb.�2Ͳ33�BͲC).�Die�Bestimmung�der�subzellulären�Lokalisierung�von�lgdPͲLgdͲRFP�war�

aufgrund� des� schwachen� Signals� nicht� möglich.� � Mittels� Überexpression� zeigt� sich� die�

Lokalisierung� von�UASlgdRFP� bei� VPS4� Funktionsverlust� immer� noch� zytoplasmatisch� und�

nicht�offensichtlich�mit�endosomalen�Strukturen�assoziert� (siehe�Abb.�2Ͳ33).�Die�durch�die�

Überexpression�von�LgdRFP�ausgelöste�Gewebeproliferation�ist�in�beiden�Fällen�unterdrückt�

(siehe�Abb.�2Ͳ33�vgl.�A�mit�E�bzw.�I).�Diese�Ergebnisse�lassen�auf�eine�Interaktion�von�Shrub�

und�Lgd� im�Zytosol�rückschließen.�Der�Verlust�von�shrub�zeigt�auch�keine�Veränderung�der�

Lokalisierung�von�Lgd�(siehe�Abb.�2Ͳ33).�
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Abb. 2 33: Lokalisierung von UASlgdRFP bei Funktionsverlust von VPS4.� Expression� von� UASͲLgdRFP�mit�
sdGAl4� (A).� Knockdown� von�VPS4� (BͲD)� führt� zur�Akkumulation� des�Notch� Rezeptors� in� großen� vesikulären�
Strukturen�(C)�und�viele�tote�Zellen,�wie�die�Hoechstfärbung�anhand�der�fragmentierten�Zellkerne�zeigt�(gelbe�
Pfeile� in� D).� Der� VPS4� Verlust� unterdrückt� das�Wachstum� der� Imaginalscheibe� aber� die� Lokalisierung� von�
LgdRFP�bleibt�zytoplasmatisch�(EͲH).�Regionen�die�eine�endosomale�Lokalisierung�von�LgdRFP�vermuten�lassen,�
weisen� vermehrten� Zelltod� auf� (Gelbe� Pfeilspitzen� in� H,� siehe� auch� D,L).� Die� Unterdrückung� der� ESCRT� III�
Untereinheit�shrub�zeigt�ein�ähnliches�Ergebnis�und�zeichnete�sich�ebenfalls�durch�viele�tote�Zellen�im�Gewebe�
aus�(IͲL).�

�

�

�

�
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2.4 Verlust der ESCRT 0/III Funktion unterdrückt die ektopische Aktivierung von Notch

Die�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�in�lgd hrs�doppelmutanten�Zellen�wurde�mit�

der� Funktion� von�Hrs� als� ESCRTͲ0�Untereinheit� in� Verbindung� gebracht� (Jaekel� und� Klein�

2006).�Es�wäre�aber�auch�möglich,��dass�andere�Funktionen�von�Hrs�betroffen�sind,�da�auch�

ESCRT� unabhängige� Funktionen� beim� endosomalen� Recycling� beschrieben� wurden�

(Hanyaloglu,�McCullagh� et� al.� 2005,� Du,� Kazim� et� al.� 2012).� Um� zu� überprüfen,� ob� eine�

ESCRTͲ0�abhängige�Funktion�von�Hrs�betroffen� ist,�wurde� folglich�der�Funktionsverlust�des�

Drosophila�Homologs�der�anderen�ESCRTͲ0�Untereinheit,�dSTAM,�mittels�RNAi�untersucht.�In�

lgd� mutanten� Imaginalscheiben� wurde� beim� Verlust� der� Funktion� von� STAM� die�

Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�festgestellt�(siehe�Abb.�2Ͳ

34).� Die� ligandenͲabhängige� Aktivierung� an� der� D/V� Grenze�wird� davon� nicht� beeinflusst�

(siehe�Abb.�2Ͳ34�Pfeile� in�B,E,H).�Darüber�hinaus� tritt� auch�die�endosomale�Akkumulation�

von�Notch�und�Wg�ähnlich�wie� in� lgd hrs�doppelmutanten�Zellen�auf� (siehe�Abb.�2Ͳ34� IͲL).�

Der�Verlust�der�anderen�ESCRTͲ0�Untereinheit�STAM� in� lgd�mutanten�Zellen�zeigt,�dass�die�

Unterdrückung�der� ESCRTͲ0� Funktion�und�höchstwahrscheinlich� keine�davon�unabhängige�

Funktion�von�Hrs�für�die�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�verantwortlich�ist.�

Es� wurde� durch� weitere� Experimente� überprüft,� ob� die� Beeinträchtigung� der� ESCRTͲIII�

Funktion�zur�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�führt.�Hierzu�

wurde� die� Interaktion� mit� shrub� weiter� durch� die� Überexpression� von� UAS� mycͲshrub�

analysiert.� Im� Wildtyp� führt� die� Überexpression� zu� einer� Vergrößerung� der� Notch�

enthaltenden�Endosomen� ((Troost,� Jaeckel�et�al.�2012),�siehe�Abb.�2Ͳ35),�wodurch�sich�ein�

negativer�Einfluss�auf�die�endosomalen�Funktionen�der�Zellen�zeigt.�Die�Überexpression� im�

lgd�mutanten�Hintergrund�führt�zur�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�des�NotchͲ

Signalwegs� (siehe�Abb.� 2Ͳ35).� �Die�Akkumulation� von�Wg� erscheint�bei�der� Expression� im�

Wildtyp�verstärkt.��
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Abb. 2 34: Unterdrückung der ektopischen Notchaktivität durch den Verlust von Stam. �(A D)�Unterdrückung�
der�ESCRTͲ0�Funktion�durch�die�Expression�von�UAS�stamͲRNAi�im�Flügelfeld�durch�sdGAL4�(UASͲGFP�zeigt�das�
Expressionsmuster�in�D)��im�lgd�mutanten�Hintergrund.�Durch�die�Unterdrückung�der�Funktion�von�STAM�wird�
die�ektopische�Aktivierung�von�Wg�an�der�D/V�Grenze�unterdrückt�ohne�die�ligandenͲabhängige�Expression�zu�
beeinflussen�(vgl.�B�mit�C/A).�(E F) Bei�der�Reduktion�von�Stam�im�posterioren�Kompartiment�durch�hhGAL4�(EͲ
F)�wird�die�Expression�von�Wg�normalisiert�(Pfeil� in�E),�aber�es�zeigen�sich�Wg�Vesikel�abseits�der�D/V�Grenze�
(Pfeil�in�F).�Anterior�zeigt�sich�an�der�D/V�Grenze�die�verbreiterte�Expression�von�Wg.��(G L)�Die�Expression�von�
UASͲStamͲRNAi� im� lgd�mutanten�Hintergrund�mit�ptcGAL4� führt� im�Expressionsbereich� (markiert�durch�UASͲ
GFPGPI�Expression)�zur�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�(H).�Auf�hoher�Vergrößerung�zeigt�sich�die�
verstärkte�endosomalen�Akkumulation�von�Wg�(IͲJ)�und�Notch�(KͲL).�(Expression�bei�29°C)�
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Abb. 2 35 Unterdrückung der ektopischen Notchaktivität durch die Überexpression von UAS mycshrub. (A
M) Überexpression�von�mycshrub�im�lgdd7�mutanten�Hintergrund�(AͲB�und�EͲH)�und�im�Wildtyp�(CͲD�und�IͲK).��
Die�ektopische�Expression�des�Zielgens�Wg�(A,F)�und�des�Notchreporters�(B,G)�wird�durch�die�Überexpression�
von�mycͲshrub� im� lgd�mutanten� Hintergrund� unterdrückt.� Die�Wg� Färbung� zeigt� aber� Akkumulationen� im�
Expressionbereich�von�mycͲshrub.� � in� �Die�Expression� im�Wildtyp�zeigt�eine�starke�Akkumulation�von�Wg�(IͲJ)�
und�eine�unregelmäßige�Expression�des�Reporters�an�der�D/V�Grenze�(L).� �Die�Expression�von�UAS�mycͲshrub�
führt�offensichtlich�zur�Reduktion�des�Flügelfeldes.�Die�Expression� führt�außerdem�zur�starken�Akkumulation�
des�Notch�Rezeptors�im�lgd�mutanten�Hintergrund�(H)�und�auch�im�Wildtyp�(M).�

Zur� weiteren� Analyse� der� genetischen� Interaktion� mit� ESCRT� wurde� auch� der�

Funktionsverlust�der�ESCRTIII�Untereinheit�VPS20�untersucht.�Der�bereits�erwähnte�Modifier�

Screen� (Böcke� 2007)� deckte� neben� shrub� auch�mögliche� Interaktionen�mit� den� anderen�

ESCRTͲIII�Untereinheiten�VPS20�und�VPS2�(Jäckel�2010).�Das�VPS20�Allel,�vps20ID3 (Vaccari,�Lu�

et�al.�2008)�wurde�mit�lgdSH495�rekombiniert,�aber�die�Heterozygose�von�VPS20�führte�weder�

zur� verfrühten� Letalität� noch� zu� einer� deutlichen� Modifikation� des� lgd� Phänotyps� und�

verfrühten�Letalität�wie�es�die�Heterozygose�des�shrub4�Allels�herbeiführte.��
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Der� durch� RNAi� vermittelte� Funktionsverlust� von� VPS20� zeigt� hingegen� drastische�

Auswirkungen�im�lgdd7�Hintergrund�(s.�folgende�Abb.�2Ͳ37�A,B).�Für�einen�besseren�Vergleich�

wurde� der� Funktionsverlust� in�wildtypischen� und� lgd�mutanten� Zellen� im� selben�Gewebe�

untersucht.�Hierzu�wurde�im�posterioren�Kompartiment�mittels�hhGAL4�die�VPS20�Funktion�

durch�RNAi�unterdrückt�und� lgdd7�mutante�Klone�durch�das�FLP/FRT�System� induziert.�Dies�

erlaubt�den�Vergleich�von� lgd�mutanten�und�wildtypischen�Bereichen�bei�Funktionsverlust�

von�VPS20� im�posteriores�Kompartiment� sowie�bei� intakter�VPS20�Funktion� im�anterioren�

Kompartiment�(s.�Abb.�2Ͳ36).��

Abb. 2 36: Untersuchung von lgd Klonen bei Reduktion der VPS20 Funktion. Im�posterioren�Kompartiment�
wird�VPS20RNAi�mittels�hhGAL4�exprimiert�(Expressionsdomäne�markiert�durch�UASdsRED,�in�blau).�Anteriore�
Zellen�sind�nicht�vom�VPS20�Funktionsverlust�betroffen�(A).�Die�Induktion�von� lgd�mutanten�Klonen�generiert�
ein�Mosaikgewebe� in�dem�anteriore�wildtypische�und� lgd�mutante�Bereiche�(markiert�durch�Verlust�von� lacZ)�
mit��posterioren�Bereichen�die�den�Funktionsverlust�von�VPS20�aufweisen,�verglichen�werden�können.��

Der�Funktionsverlust�von�VPS20�führt�im�Wildtyp�zu�einer�leichten�Akkumulation�von�Wg�an�

der�D/V�Grenze�und� in�der�ringförmigen�Domäne� im�posterioren�Kompartiment�(siehe�Abb.�

2Ͳ37�D).�In�anterioren�lgd�Klonen�zeigt�sich�die�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�

anhand� der� Expression� von� Wg� (s.� Abb.� 2Ͳ37� E,F).� Die� verstärkte� Aktivität� des� NotchͲ

Signalwegs� verschafft� den� mutanten� Zellen� einen� Wachstumsvorteil� gegenüber� den�

Wildtypzellen,� da� der� NotchͲSignalweg� die� Zellproliferation� fördert� (Baonza� und� GarciaͲ

Bellido�2000).�Klone� im�posterioren�Kompartiment� zeigen�bei� Funktionsverlust� von�VPS20�

nur�ein�reduziertes�Wachstum�und�eine�starke�Akkumulation�von�Wg� in�Endosomen� (siehe�

Abb.� 2Ͳ37� L).� � Dies� bestätigt,� dass� der� Verlust� der� ESCRTͲIII� Funktion� die� ektopische�

Aktivierung� von� Notch� in� lgd� mutanten� Zellen� verhindert� und� zum� Verlust� des�

Wachstumsvorteils�führt.��
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Abb. 2 37: Funktionsverlust der ESCRTIII Untereinheit VPS20 unterdrückt den lgd Phänotyp.� (A B)� Die�
Expression� des� RNAiͲKonstrukts� führt� im� lgd�Hintergrund� zur� verstärkten�Akkumulation� von�Wg� in�Vesikeln�
(Übersicht� in�A,�Detailaufnahme� in�B).�(C L)� lgdd7�Klone�(durch�den�Verlust�von� lacZ�markiert)� �bei�VPS20�RNA�
Interferenz� im� posterioren� Kompartiment� (markiert� durch� UASͲRFP� Koexpression).� Der� Unterdrückung� von�
VPS20� führt� zu� einer� verstärkten� Färbung� von�Wg� an� der� D/V� Grenze� und� der� ringförmigen� Domäne� im�
posterioren�Kompartiment�(Pfeile� in�D),�mit�einer�schwachen�Ausbreitung�an�der�D/V�Grenze�(Pfeile�in�J).�Lgd�
Klone�im�anterioren�Bereich�zeigen�eine�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�anhand�der�Wg�Expression�(Pfeil�in�
C,�Detailaufnahmen�EͲF).�Die�Wg�Färbung�zeigt�hier�wie�an�der�D/V�Grenze�eine�Färbung�des�Zellkortex�(vgl.�F�
mit� B� (anterior)).� Im� RNAͲIntereferenzbereich� zeigen� lgd� Klone� ein� stark� reduziertes�Wachstum,� der� Klon�
befindet�sich�posterior�direkt�an�der�A/P�Grenze�(GͲL).�Hier�zeigt�die�WgͲFärbung�in�VPS20RNAi�exprimierenden�
lgdd7� mutanten� Zellen� eine� viel� deutlichere� und� ausschließliche� Akkumulation� in� Vesikeln� (Vgl� L� mit� B).�
(Genotyp:�hsFlp UASmRFP; arm lacZ FRT40A / lgdd7 FRT40A; hhGAL4 / UAS VPS20RNAi�).�(Expression�bei�25°C)�

Insgesamt� zeigen� die� Experimente,� dass� die� Aktivität� des� ESCRT� Komplexes� für� die�

Aktivierung�des�Notch�Rezeptors� in� lgd�mutanten� Zellen�benötigt�wird.�Da�die� allgemeine�
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Funktion� des� ESCRT� Komplexes� die� ILV� Bildung� ist,� scheint� daher� die� ILV� Bildung� für� die�

Aktivierung�von�Notch�in�lgd�Zellen�benötigt�zu�werden.�

2.5 Untersuchung der ektopischen Aktivierung des Notch Signalwegs in lgdmutanten

Zellen

In�den�vorigen�Abschnitten�wurde�gezeigt,�dass�die�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�in�lgd�

mutanten�Zellen�von�der�Funktion�der�ESCRTͲ0�und� III�Komplexe�abhängig� ist�und�dass�die�

verstärkte�Akkumulation�von�überexprimierten�Proteinen�im�endosomalen�Transportweg�die�

Aktivierung�des�Notch�Rezeptors�in�lgd�Zellen�unterdrückt.�Die�folgende�Abschnitte�befassen�

sich� mit� weiteren� Kernkomponenten� des� NotchͲSignalwegs� und� dem� endosomalen�

Reifungsprozess,� um� deren� Vorraussetzung� für� die� Aktivierung� des� Signalwegs� in� lgd�

mutanten�Zellen�weiter�zu�klären.�

2.5.1 Die ektopische Aktivierung von Notch in lgd Zellen ist unabhängig von kuz

Die�bisherigen�Studien�zeigten,��dass�die�Aktivierung�von�Notch�in�lgd�Zellen�unabhängig�der�

Liganden�Dl�und�Ser�abläuft,�aber�abhängig�von�der�Aktivität�der�ɶͲSekretase�und�dem�ESCRT�

0� Komplex� ist� (Childress,�Acar� et� al.� 2006,�Gallagher� und� Knoblich� 2006,� Jaekel� und� Klein�

2006).�Die�ligandenͲunabhängige�Aktivierung�des�Notch�Rezeptors�warf�die�Frage�auf,�ob�die�

Aktivierung�kuz�abhängig� ist.�Kuz�mutante�Klone� zeigen�eine� zellautonome�Unterbrechung�

des� NotchͲSignalwegs� ((Klein� 2002),� siehe� Abb.� 2Ͳ38).� Zur� Klärung� wurde� durch� klonale�

Analyse�von�lgd kuz�doppelmutanten�Zellen�die�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�überprüft.�

In� den� lgdd7 kuzES24� doppelmutanten� Zellen� zeigt� sich� eine� starke� Gbe+Su(H)� Expression�

(siehe� Abb.� 2Ͳ38).� �Dies� bedeutet,� dass� die� ligandenͲunabhängige� Aktivierung� des�NotchͲ

Signalwegs�in�lgd�Zellen�auch�unabhängig�von�kuz�ist.�Für�die�Expression�von�Wg�zeigen�sich�

Unregelmäßigkeiten� an� der�D/V�Grenze� in� den� lgd kuz� doppelmutanten� Zellen.� Teilweise�

zeigen� sich� sowohl�Unterbrechungen� von�Wg� als�auch�ektopische�Expression� in�mutanten�

Bereichen,�welche�die�D/V�Grenze�überschreiten�(siehe�Abb.�2Ͳ38�IͲL).�Dies�ist�auf�den�Ausfall�

der�ligandenͲabhängigen�Aktivierung�zurückzuführen�und�resultiert�in�einer�abgeschwächten�

Aktivierung� des� NotchͲSignalweg.� Die� Stärke� der� ektopischen� Aktivierung� ohne� die�

Aktivierung� durch� die� Liganden� scheint� nicht� immer� die� nötigen� Aktivitätslevel� für� die�

Expression�von�Wg�zu�erreichen.�In�kuz�mutanten�Zellklonen,�ohne�die�ligandenͲunabhängige�

Aktivierung,� kommt� es� hingegen� zu� einer� klaren,� zellautonomen� Unterbrechung� der�Wg�

Expression�an�der�D/V�Grenze�(�siehe�Abb.�2Ͳ38�MͲP,�(Schneider,�Troost�et�al.�2012)).��
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Abb. 2 38. Aktivierung von Notch in lgdd7 kuzES24 Zellen.��(A D)�In�lgdd7�Klonen,�markiert�durch�den�Verlust�des�
Markers� lacZ�(anti�ɴͲgal� in�blau)�zeigt�sich�die�Aktivierung�von�Gbe+Su(H)ͲGFP�(in�grün� in�D,�H)�und�auch�eine�
leichte� Ausbreitung� von�Wg� (Pfeil� in� A� ).� (E L)� In� lgdd7kuzES24� doppelmutanten� Klonen� zeigt� sich� auch� die�
Aktivierung�von�Gbe+Su(H)� (EͲH).�Die�Aktivierung�von�Wg�an�der�D/V�Grenze� ist� teilweise�unregelmäßig�und�
variiert�zwischen� leichten�Unterbrechungen�und/oder�ektopischer�Aktivierung� (IͲL,�Pfeilspitzen� in�K).�(M P)� In�
kuz�Klonen�kommt�es�zu�einer�klaren�Unterbrechung�der�Wg�Expression��(O,�gelbe�Pfeilspitzen).�

(Genotyp:�hsFlp; lgdd7, kuzES24 oder lgdd7 kuzES24 FRT40A / arm lacZ FRT40A; Gbe+Su(H) GFP oder +)
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2.5.2. Der S1 Schnitt erscheint notwendig für die Aktivierung von Notch in lgd Zellen

Da� der� Verlust� der� lgd� Funktion� in� allen� Imaginalscheibenzellen� zu� einer� Aktivierung� des�

NotchͲSignalwegs�führt,�die�unabhängig�von�den�Liganden�und�dem�S2Ͳ�Schnitt�durch�kuz�ist,�

wurde� untersucht,� welche� Domänen� des� Notch� Rezeptors� für� dessen� Aktivierung� in� lgd�

Zellen�benötigt�werden.�Zu�diesem�Zweck�wurden�verschiedene�Notch�Deletionskonstrukte�

in� lgd� mutanten� Flügelscheiben� exprimiert� und� ihr� Einfluss� auf� die� Aktivierung� des�

Signalwegs�verfolgt�(Bachelorarbeit�Jochen�Steinbring,�siehe�Abb.�2Ͳ39).�Die�Expression�des�

vollständigen�Notch�Rezeptors� in� lgd�Zellen� führt� zur�deutlichen�Verstärkung�der�Aktivität�

des� Signalwegs� ((Jaekel� und� Klein� 2006),� siehe� Abb.� 2Ͳ39� AͲD).� Auch� die� Expression� von�

NȴEGF�(Loewer,�Soba�et�al.�2004)�verstärkt�in�ähnlicher�Weise�die�Aktivität�des�Signalwegs�in�

lgd�mutanten�Zellen.�Dieser�Variante�fehlen�die�EGFͲWiederholungen�und�folglich�der�größte�

Teil� der� extrazellulären� Domäne,� aber� sie� beinhaltet� immer� noch� die� LNR.� Dies� deutet�

daraufhin,� dass�NȴEGF� in� lgd�mutanten� Zellen� aktiviert�werden� kann� (Abb.� 2Ͳ39� EͲH).� Im�

Wildtyp� führt� die� Expression� dieser� Variante� zu� einer� leichten� Unterdrückung� der� Wg�

Expression�an�der�D/V�Grenze� (Abb.�2Ͳ39�O,P).�Dies� lässt�die�Unterdrückung�der� ligandenͲ

abhängigen�Aktivierung�von�Notch� vermuten.�Das�bedeutet,�dass�NȴEGF� im�Wildtypzellen�

nicht� aktiviert� wird,� sondern� vielmehr� die� ligandenͲabhängige� Notch� Aktivierung�

unterdrückt,� aber� in� lgd� Zellen� in� einer� ligandenͲunabhängigen�Weise� aktiviert�wird.� Die�

Expression� einer� Variante,�NͲBC,�welcher� der� Bereich� für� den� S1ͲSchnitt� durch� die� FurinͲ

ähnliche�Konvertase� fehlt� (Kidd�und�Lieber�2002),� führt� sowohl� im�Wildtyp�als�auch� in� lgd�

Zellen�zur�Unterdrückung�des�NotchͲSignalwegs.�Dies�zeigt,�dass�NͲBC�in�keinem�der�beiden�

Zelltypen� aktiviert� wird� und� außerdem� zur� Beeinträchtigung� der� ligandenͲabhängigen�

Aktivierung�des�endogenen�Notch�Rezeptors�führt�(Abb.�2Ͳ39�IͲN).��

Dies� lässt� darauf� schließen,� dass� die� EGFͲWiederholungssequenzen� für� die� in� lgd Zellen�

auftretende�ektopische�Aktivierung�von�Notch�nicht�notwendig�sind,�aber�der�S1ͲSchnitt�und�

die�Heterodimerisierung�des�Rezeptors�für�die�Aktivierung�in�lgd Zellen�benötigt�werden.�

�

�
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Abb. 2 39: Überexpression von Notch Rezeptor Deletionskonstrukten.� (A H)� Überexpression� im� lgd�
Hintergrund.�Der�vollständige�Notch�Rezeptors�(AͲD)�sowie�eine�Variante,�der�die�EGFͲWiederholungen�fehlen�
(EͲH),� verstärken� die� ektopische� Aktivierung� des� Signalwegs� in� lgd� Zellen,� angezeigt� durch� die� verstärkte�
Expression� von�Wg� und� Gbe+Su(H)ͲGFP.� (I L)� Die� Überexpression� einer� Variante� NͲBC� ,� bei� der� die� FurinͲ
Schnittstelle�entfernt�wurde,�unterdrückt�die�Aktivierung�in�lgd�mutanten�Zellen.�(M P)�NͲBC�(M,N)�und�NͲEGFͲ
LV�(OͲP)�zeigen� im�Wildtyp�eine�Beeinträchtigung�der� ligandenͲabhängigen�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs,�
die�zu�reduzierter�Expression�von�Wg�und�unregelmäßiger�Expression�von�Gbe+Su(H)ͲGFP�an�der�D/V�Grenze�
führt,�und�im�Falle�von�NͲBC,�die�Proliferation�des�Flügelgewebes�stark�beeinträchtigt.� �
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2.5.3 Die Aktivität der V ATPase wird für die Aktivierung von Notch in lgd Zellen benötigt

Die�Ansäuerung�des�endosomalen�Lumens�wird�durch�die�VͲATPase�vermittelt�(Huotari�und�

Helenius�2011).�Durch�die�Untersuchung�des�Funktionsverlust�einer�VͲATPase�Untereinheit�

sollte� überprüft�werden,� ob� die� Ansäuerung� für� die� Aktivierung� von� Notch� in� lgd� Zellen�

benötigt�wird.�Hierzu�wurde� in� lgd�mutanten�Scheiben�mittels�RNAi�die�VͲATPase�Funktion�

unterdrückt.� Im� lgd� mutanten� Hintergrund� sterben� die� Larven� bereits� vor� dem� dritten�

Larvenstadium.� Im� wildtypischen� Hintergrund� konnten� nur� wenige� Scheiben� analysiert�

werden.�Diese�Scheiben�zeigen�fast�ausschließlich�Zelltod�im�posterioren�Kompartiment�und�

ein�deutlich� reduziertes�Wachstum� (s.�Abb.�2Ͳ41�AͲD).� �Dies�deutet�auf�einen� starken� zellͲ

letalen� Effekt� aufgrund� des� Funktionsverlusts� der� VͲATPase� hin.� Bei� den� VͲATPase�

Untereinheiten�handelt�es�sich�um�essentielle�Gene�(Allan,�Du�et�al.�2005,�Forgac�2007).�Um�

die� frühzeitige� Letalität� zu� umgehen,� wurden� MARCM Klone� erzeugt.� Die� lgd� Klone� im�

posterioren� Kompartiment� exprimieren� das� RNAi� Konstrukt� und� werden� durch� die�

Expression�von�UASmRFP�sowie�durch�den�Verlust�des�Markers�lacZ�markiert�(s.�Abb.�2Ͳ40).�

Abb. 2 40 Unterdrückung der V ATPase Funktion in lgd mutanten Zellen.��(A)�Situation�vor�der�Induktion�der�
Klone.�Alle�Zellen�exprimieren�armͲlacZ�und�tubGAL80.�(B)�Die�Flp/FRT�vermittelte�Rekombination�führt�zu�lgd�
mutanten� Bereichen,�welche� den�Marker� lacZ� und� den� GAL4ͲRepressor� GAL80� verlieren.� Die� lgd� Klone� im�
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posterioren�Kompartiment�exprimieren�das�vhaAͲRNAi�Konstrukt�mittels�hhGAL4�und�werden�zusätzlich�durch�
die�Expression�von�mRFP�markiert.�Dies�erlaubt�den�Vergleich�zwischen�lgd�Klonen�bei�Funktionsverlust�der�VͲ
ATPase� (posterior)�und� lgd�Klonen�(anterior)�sowie�wildtypischen�Bereichen� innerhalb�der�Mosaikscheibe.� (C)�
Die�Analyse�des�Notchreporters�Gbe+Su(H)ͲGFP�zeigt�eine�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�nur� im�
posterioren�mRFP�markierten�Zellklon.�Dieser� liegt�allerdings� in�der�Peripodialmembran.�Die�anterioren�Klone�
zeigen�die�erwartete�ektopische�Aktivierung�des�Signalwegs.� � (Genotyp:�hsFlp UASmRFP; tubGAL80, arm lacZ
FRT40A / lgdd7 FRT40A; hhGAL4 Gbe+Su(H)GFP / UASvhaA RNAi)

Anteriore�Klone,�markiert�durch�den�Verlust�von�lacZ,�dienen�hier�als�Kontrollbereiche�ohne�

den� Funktionsverlust� der� VͲATPase� (s.� Abb.� 2Ͳ40).� Durch� die� Untersuchung� des� Notch�

Reporters� Gbe+Su(H)ͲGFP� sollten� Rückschlüsse� auf� die� ektopische� Aktivierung� bei�

Funktionsverlust�der�VͲATPase�in�lgd�mutanten�Zellen�gezogen�werden.�Allerdings�waren�im�

posterioren� Kompartiment� Klone� nur� selten� aufzufinden,� trotz� des� reduzierten�

Expressionsbereiches� und� der� erst� nach� der� Induktion� der� Klone� einsetzenden�

Unterdrückung� durch� die� Expression� des� RNAi� Konstrukts.� Große� Klone� wurden� im�

posterioren�Kompartiment�nur�in�der�Peripodialmembran�gefunden�und�die�Zellen�scheinen�

dort� eher� zu� überleben.� Es� zeigt� sich� aber� im� Gegensatz� zur� starken� Expression� von�

Gbe+Su(H)� in� anterioren� Klonen� keine� ektopische� Aktivierung� (siehe� Abb.� 2Ͳ41).� Ein� in�

derselben� Scheibe� befindlicher� Klon� außerhalb� des� Flügelfeldes� zeigt� ebenfalls� keine�

Anzeichen�für�eine�ektopische�Aktivierung�des�Signalwegs.�Andere�posterior�gelegenen�Klone�

innerhalb� des� Flügelfelds� zeigen� keine� ektopische� Expression� von� Gbe+Su(H)ͲGFP� � (siehe�

Abb.�2Ͳ41�IͲL).�

Schließlich�wurde�der�Verlust�der�VͲATPase�Funktion� im� lgd�mutanten�Hintergrund�erst� im�

dritten� Larvenstadium� durch� Temperaturerhöhung� induziert.� Die� Expression� des� RNAiͲ

Konstrukts� wurde� durch� hhGAL4� in� Kombination� mit� der� temperatur� sensitiven� GAL80�

Variante� tubGAL80ts� (McGuire� et� al.� 2003)� kontrolliert.� Im� posterioren� Expressionsbereich�

wird�die�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�unterdrückt.�Die� ligandenͲabhängige�

Aktivierung� an� der�D/V�Grenze� erscheint� davon� unbeeinflusst� (siehe�Abb.� 2Ͳ41�M,N).�Die�

Reduktion�der�Aktivität�des�ɶͲSecretase�Komplexes�durch�Expression�von�UASPsnͲRNAi�führt�

erwartungsgemäß� auch� zur� Unterdrückung� der� ligandenͲabhängigen� Notch� Aktivität.� Das�

posteriore� Kompartiment� ist� durch� den� Verlust� der� Aktivität� des� NotchͲSignalwegs� im�

Wachstum�gehemmt�und�die�Wg�Expression�an�der�D/V�Grenze�wird�unterdrückt�(siehe�Abb.�

2Ͳ41� O,P).� Insgesamt� zeigen� die� Ergebnisse,� dass� der� Verlust� der� VͲATPase� Funktion� die�

ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�in�lgd�Zellen�unterdrückt.�
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Abb. 2 41: Die Notch Aktivierung in lgd Zellen benötigt die Aktivität der V ATPase.� � (A D) Wildtyp.� Die�
Expression� von� UASvhaAͲRNAi� im� posterioren� Kompartiment� markiert� durch� Koexpression� von� UASmRFP�
(C,rot)�und�die�Expression�des�Notchreporters� (D,� in�grün),�die�Flügelscheiben�zeigen�ein�stark�unterdrücktes�
Wachstum� sowie�deutliche�Anzeichen� von� Zelltod.� � (E L)� Expression� von�UASvhaAͲRNAi� in�posterioren� lgdd7�
Klonen.�Anteriore� lgdd7�Klone�(markiert�durch�den�Verlust�von� lacZ)�aktivieren�den�Notchreporter�Gbe+Su(H)Ͳ
GFP.�Koexpression�von�mRFP�markiert�zusätzlich�die�posterioren�Klone,�in�denen�keine�ektopische�Aktivierung�
sichtbar� wird.� (Genotyp� AͲL:� hsFlp UASmRFP; tubGAL80 arm lacZ FRT40A / lgdd7 FRT40A; hhGAL4
Gbe+Su(H)GFP / UASvhaA RNAi).� (Expression� bei� 25°C)� (M N)� Expression� von� UASvhaAͲRNAi� im� dritten�
Larvenstadium� über� zwei� Tage� durch� Temperaturerhöhung� auf� 29°C� unter� Verwendung� des� GAL80tsͲ
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Repressors.�Übersicht�der�Wg�Expression�in�lgdd7�mutanten�Imaginalscheiben�(M).�In�der�Flügeltasche�wird�im�
posterioren� Kompartiment� die�Wg� Expression� reduziert,� ohne� dabei� die� ligandenͲabhängige� Aktivierung� zu�
beeinträchtigen� (N).� (O,P)�Der� KnockͲdown� von� Psn� führt� zum� vollständigen� Verlust� der�Wg� Expression� im�
posterioren�Kompartiment.�

2.5.4 Die Aktivierung von Notch in lgd Zellen benötigt die Fusion mit dem Lysosom

Die�Reduzierung�der�shrub�Aktivität�unterdrückt�die�Aktivierung�von�Notch�in�lgd�Zellen�und�

in� den� Zellen� dieses� Genotyps� sind� die� Endosomen� stark� vergrößert� und� mit� den�

endosomalen�Proteinen� Spinster�und�Hrs�markiert.�Der� spätͲendosomale�Marker�Rab7� ist�

aber� kaum� an� den� Notch� Endosomen� zu� finden.� In� lgd� mutanten� Zellen� zeigt� sich� die�

deutliche�Assoziation�mit�Rab7.�Da�aber�die�Reduktion�von�shrub�in�lgd�Zellen�eine�reduzierte�

Assoziation�der�Endosomen�mit�Rab7�zur�Folge�hat,�stellte�sich�die�Frage,�ob�der�Verlust�von�

Rab7� die� ektopische� Notchaktivität� in� lgd� Zellen� unterdrückt.� Um� diese� Annahme� zu�

überprüfen� wurde� in� lgd� mutanten� Scheiben� ein� UASͲRab7ͲRNAi� Konstrukt� exprimiert,�

wodurch� ein�weitgehender� Verlust� von� Rab7� im� posterioren� hhGAL4Ͳ� Expressionsbereich�

auftritt�(siehe�Abb.�2Ͳ42).�In� lgd�mutanten�Imaginalscheiben�zeigt�sich�bei�Verlust�von�Rab7�

die�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung� (siehe�Abb.� 2Ͳ42).�Die� ligandenͲabhängige�

Aktivierung�entlang�der�D/V�Grenze,�d.h.�die�Expression�von�Wg�in�einem�schmalen�Streifen,�

wird�aber�nicht�unterdrückt�(Pfeil�in�Abb.�2Ͳ42).�Diese�Ergebnisse�zeigen,�dass�der�Verlust�der�

Rab7� Funktion� die� ektopische� Aktivierung� in� lgd� Zellen� verhindert.�Weiterhin� liefern� die�

Ergebnisse� Grund� zur� Annahme,� dass� die� Aktivierung� von� Notch� in� lgdd7,shrub4/ lgdd7,+�

Zellen�durch�die�Abwesenheit�von�Rab7�am�reifenden�Endosom�verhindert�wird.��

Die�Hauptfunktion�von�Rab7� ist�die�Organisation�der�Fusion�der� reifenden�Endosomen�mit�

dem�Lysosom�(Übersichten� in�(Zerial�und�McBride�2001,�Huotari�und�Helenius�2011,�Wang,�

Ming�et�al.�2011).�Um�weitere�Hinweise�dafür�zu�erhalten,�dass�die�Fusion�mit�dem�Lysosom�

für�die�Aktivierung�von�Notch� in� lgd�Zellen�benötigt�wird,�wurde�der�HOPS�Komplexes,�der�

die� Fusion�mit� dem� Lysosom� vermittelt� näher� untersucht.� Zu� erst�wurde� die� car1� ;� lgdd7�

Doppelmutante�erzeugt.�Carnation�(car)�ist�das�Ortholog�von�VPS33A�und�wird�für�die�Fusion�

mit�dem�Lysosom�benötigt� (Akbar,�Ray�et�al.�2009).�Es�zeigt�sich,�dass�car1� in�HomoͲ�oder�

Hemizygose� die� ektopische� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� in� lgd� Imaginalscheiben�

unterdrückt� (siehe� Abb.� 2Ͳ43� AͲB,CͲD).� Wiederum� zeigt� sich� die� ligandenͲabhängige�

Aktivierung� unbeeinflusst� (siehe� Abb.� 2Ͳ43).�Weiterhin� führt� auch� die�Unterdrückung� der�

Funktion�von�VPS39,�einer�weiteren,� spezifischen�Komponente�des�HOPS�Komplexes� (Epp,�
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Rethmeier� et� al.� 2011)�mittels� RNAi� in� lgd�mutanten� Zellen� zu� einer� Unterdrückung� der�

ligandenͲunabhängigen�ektopischen�Aktivierung�des�Notch�Rezeptors�(siehe�Abb.�2Ͳ43�K,).��������������������������������

Abb. 2 42 Unterdrückung der Rab7 Funktion durch RNAi verhindert die ektopische Aktivierung des Notch
Signalwegs in lgd Zellen. (A D)�WildtypͲKontrolle� ohne� Rab7RNAi� Expression,�Wg� (B)� und�Notch� (C)� zeigen�
keine�Auffälligkeiten�und�Rab7(D)� ist�vorhanden.�(E H, M N)�WtͲKontrolle�der�Expression�von�UASͲRab7ͲRNAi�
durch�hhGAL4.�Der�Funktionsverlust�führt�zur�leichten�Akkumulation�von�Wg�(F)�und�deutlichen�Akkumulation�
von�Notch�(G,�MͲN).�Die�Rab7�Antikörperfärbung�zeigt�die�Effektivität�der�RNAi�(H).�(I L, O P)�Rab7ͲRNAi�im�lgd�
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Hintergrund.�Die�ektopische�Aktivierung�von�Notch�wird�unterdrückt�und�Wg�ist�im�posterioren�Kompartiment�
auf�die�D/V�Grenze�beschränkt�(I,J).�Der�Knockdown�ist�effektiv�(L).�Der�Notch�Rezeptor�akkumuliert�stärker�im�
posterioren� Kompartiment� (K,�OͲP).� Im� anterioren� Kompartiment� akkumuliert� der�Notch� Rezeptor� in� Rab7Ͳ
positiven� Endosomen.� Es� wurden� nur� vereinzelte� Rab7Ͳpositive� Endosomen� im� posterioren� Kompartiment�
gefunden�(gelber�Pfeil�in�L,M).�(Expression�bei�29°C)�

Abb. 2 43 Unterdrückung des HOPS Komplex unterdrückt die ektopische Aktivierung des N Signalwegs in lgd
Zellen. (A J) Die�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�wird�durch� car1� � (HOPSͲKomplex�Untereinheit�
VPS33)�unterdrückt,�wie�die�Expression�von�Wg�zeigt�(A,B).�Die�ektopisch�Aktivität�der�Notchreporters�ist�noch�
ersichtlich,� aber� die� Expression� an� der�D/V�Grenze� hebt� sich� deutlich� ab� (CͲD� und� zum� �Vergleich� EͲJ).�Die�
Mutante�car1� zeigt� im�Wildtyp�oder� lgd�Heterozygose�keinen�Einfluss�auf�die�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�
(E,F).�(K,L)�Die�Unterdrückung�der�Funktion�der�HOPSͲKomplex�Untereinheit�VPS39�mittels�RNAi�(bei�29°C�und�
Koexpression�von�UASͲDcr2)� führt�zur�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs,�die�
Aktivierung�an�der�D/V�Grenze�durch�die�Liganden�bleibt�unbeeinflusst.�

Insgesamt�legen�die�Ergebnisse�den�Schluss�nahe,�dass�die�von�Rab7�kontrollierte�Fusion�der�

reifenden�Endosomen�mit�dem�Lysosom�für�die�Aktivierung�des�Rezeptors� in� lgd�mutanten�
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Zellen�benötigt�wird.�Dies� lässt�vermuten,�dass�die�Aktivierung�von�Notch� in� lgd�mutanten�

Zellen�im�Lysosom�stattfindet.���

�

�

2.6 Untersuchung der Interaktion von Fng, Dl und Ser während der Flügelentwicklung

In� diesem� Abschnitt� des� Ergebnisteils� wird� das� andere� Projekt� zur� Untersuchung� der�

ligandenͲabhängigen� Aktvivierung� des� NotchͲSignalwegs� an� einer� Fringe� Grenze� (FG)�

behandelt.�Hierzu�wurde� zunächst� die� Funktionen� von� Fng� sowie� der�NotchͲLiganden� Ser�

und� Dl� während� der� frühen� Flügelentwicklung� an� einer� ektopischen� FG� untersucht.� Die�

Untersuchung�an�der�ektopischen�FG�sollte�es�ermöglichen�die�räumlichen�Voraussetzungen�

der�Liganden�an�einer�FG�zu�untersuchen.�An�der�D/V�Grenze�ist�dies�nur�bedingt�möglich,�da�

der� Verlust� des�Notch� Signalwegs� zum� Verlust� dieser�Grenze� führt.�Die� A/P�Grenze�wird�

durch�den�Verlust�des�NotchͲSignalwegs�nicht�beeinträchtigt�und�Klone�überschreiten�diese�

Grenze� nicht.� An� der� ektopischen� FG� sollte� außerdem� die� differentielle� Expression� der�

Liganden,� zumindest� in� frühen�Phasen,�nicht�gegeben� sein.�Mit�Hilfe�der�Erkenntnisse�aus�

dieser� Untersuchung� wurden� anschließend� die�Mechanismen� an� der� D/V� Grenze� erneut�

untersucht.�

2.6.1 Asymmetrische Expression von Notch Zielgenen an einer ektopischen Fringegrenze

(FG)

Um�die� räumlichen�Vorraussetzungen� von�Dl�und� Ser�untersuchen� zu� können�wurde�eine�

ektopische�FG�mit�Hilfe�des�UAS/GAL4�Systems�erzeugt.�Mit�Hilfe�von�ptcGAL4�wird�UASfng�

in�einem�breiten�Streifen�mit�steigender�Expressionsstärke�zum�posterioren�Kompartiment�

hin� auf� der� anterioren� Seite� entlang� der� anterioͲposterioren� Kompartimentgrenze� (A/P�

Grenze)� exprimiert� (siehe� Abb.� 2Ͳ44).� FngͲexprimierende� Zellen� befinden� sich� auf� der�

anterioren�Seite�und�die�Fng�nicht�exprimierenden�Zellen�sind�auf�der�posterioren�Seite.�Auf�

diese�Art�und�Weise�stimmt�die�ektopische�FG�mit�der�A/P�Grenze�überein.�Am�Anfang�des�

dritten� larvalen� Stadiums� ist� die� Expression� von�Wg� im� gesamten� ventralen� Bereich� der�

Flügeltasche�zu�sehen�(siehe�Abb.�2Ͳ45�A).�Diese�Expression� löst�sich� im�späteren�Verlauf� in�
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die�Domäne�an�der�D/V�Grenze�und� in�eine�ringartige,�das�Flügelfeld�begrenzende�Domäne�

auf.�Die�Domäne�an�der�D/V�Grenze�wird�durch�den�NotchͲSignalweg�kontrolliert�und�ist�für�

die�Entwicklung�und�die�Musterbildung� im�Flügel�erforderlich�(Übersicht� in�(Klein�2001)).�In�

späteren� Phasen� erscheint� eine� zweite� ringartige� Domäne� (siehe� Abb.� 2Ͳ45� C).� Die�

ektopische�Expression�von�Fng�bewirkt�einen�Streifen�ektopischer�WgͲExpression,�welcher�

der�ektopischen�FG�bzw.�der�A/P�Grenze�folgt.�Die�Expression� ist�der�WgͲExpression�an�der�

D/V� Grenze� sehr� ähnlich� und� wird� im� späten� dritten� Larvenstadium� symmetrisch.� Diese�

ektopische�FG�ist�auf�die�ventralen�Zellen�des�Flügelfeldes�beschränkt,�da�die�endogene�fng�

Expression� in� den� dorsalen� Zellen� keine� ektopische� FG� zulässt.� Zuerst� fokussiert� sich� die�

Analyse�auf�das�frühe�bis�mittlere�dritte�Larvenstadium�und�die�Expression�von�Wg�und�wg

lacZ um�die�Notchaktivität�anzuzeigen.�Während�dieses�Stadiums� zeigt� sich�die�Expression�

der�Marker� in�Zellen�auf�der�anterioren� Seite�der�A/P�Grenze� (aGz)� (siehe�Abb.�2Ͳ44�DͲI).�

Zellklone� des� anterioren� und� posterioren� Kompartiments� überschreiten� nicht� die� A/P�

Grenze.� Stattdessen� ordnen� sie� sich� an� der� Grenze� an.� Eine� klonale� Analyse� an� der� FG�

bestätigt,� dass� die�WgͲExpression�mit� Fringe� exprimierenden� Zellen� übereinstimmt� (siehe�

Abb.�2Ͳ44�JͲP).��

Diese� Ergebnisse� lassen� darauf� schließen,� dass� in� frühen� Phasen� der� Flügelentwicklung,�

Notch� asymmetrisch� in� Fringe� exprimierenden� Zellen� aktiviert� wird.� Im� späten� dritten�

Larvenstadium� ist� die�WgͲExpression� symmetrisch� auf� beiden� Seiten� der� ektopischen� FG�

((Panin,�Papayannopoulos�et�al.�1997)��siehe�Abb.�2Ͳ44�AͲC).�In�Imaginalscheiben�des�späten�

dritten� Larvenstadiums,� ist� die� Expression� von�Dl� an� der� ektopischen� FG� in� zwei� Streifen�

entlang�der�Wg�exprimierenden�Zellen�sichtbar,� in�ähnlicher�Art�und�Weise�wie�an�der�D/V�

Grenze� (siehe� Abb.� 2Ͳ45� DͲF� Pfeile).� Diese� Ergebnisse� deuten� daraufhin,� dass� an� der�

ektopischen� FG� ähnlich� wie� an� der� D/V� Grenze� in� späten� Phasen� die� symmetrische�

Expression�von�Wg�durch�den�Dl/Ser/Wg�Feedbackloop�erreicht�wird.�

�
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Abb. 2 44 Asymmetrische Aktivierung des Notch Signalwegs an der ektopischen FG während der frühen
Flügelentwicklung. (A C)� Die� ektopische� Expression� von Wg� in Flügelimaginalscheiben� im� späten� dritten�
Larvenstadium�zeigt�sich�beidseitig�der�Grenze.�Pfeilspitzen�deuten�auf�die�Expression�von�Wg�in�den�pGz.��Die�
Expressionsdomäne� von� ptcGAL4� wird� durch� die� Fluoreszenz� von� GFPGPI� dargestellt.� Die� Expression� von�
ptcGAL4�nimmt�zur�in�Richtung�der�A/P�Grenze�zu�und�ist�in�den�aGz�am�stärksten.�PGz�zeigen�keine�Expression.�
(D I)�Expression�von�UASfng mit�ptcGAL4�führt�zur�ektopische�Aktivierung�der�Expression�von�Wg�und�wgͲlacZ�
in� Flügelimaginalscheiben� des� frühen� dritten� Larvenstadiums.� Expressiondomäne� von� ptcGAL4� (D).� Die�
induzierte�Expression�von�Wg�und�wg lacZ�ist�auf�die�GFP�positiven�aGz�beschränkt�(EͲI).�Die�Pfeilspitze�zeigt�die�
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Unterbrechung�der�Wg�Expression�an�der�D/V�Grenze�aufgrund�der�ektopischen�fng�Expression�(G,I).�Die�selbe�
Scheibe�wie� in� (DͲG)� aber� auf� die�wgͲlacZ� Expression� fokussiert� (HͲI).� Die� Überlagerung� (I)� zeigt,� dass� die�
Expression�auf�die�aGz�beschränkt� ist.�Die�Pfeilspitze�zeigt�die�A/P�Grenze.�(J P)�Bestimmung�der�ektopischen�
Expression� Domäne� von�Wg�mit� Hilfe� der� klonalen� Analyse.� Die� A/P� Grenze�wird� durch� ptcGAL4� UASGFP�
markiert.�Die�Pfeilspitze� in� (J)�zeigt�auf�den�RFP�homozygoten�Klon�auf�der�anterioren�Seite�der�A/P�Grenze,�
welcher�vergrößert�in�(KͲP)�dargestellt�wird.

�

Abb. 2 45�(A C)�Expression�von�ptcGAL4�und�Wg�während�des�dritten�Larvenstadiums.�Wg�Expression�zeigt�sich�
zu�Beginn� in�einer�ventralen�Domäne,�welche�das�Flügelanlage�definiert�(A).�Die�ventrale�Domäne� löst�sich� in�
eine�streifenͲartige�Domäne�an�der�D/V�Grenze�auf� (Pfeil)�und�die�proximale�ringͲartige�Domäne� (Pfeilspitze)�
auf� (B).� In� späteren� Stadien� erscheint� eine� zweite� ringͲartige� Domäne� (C,� Pfeilspitze).� (D F)� Spätes�
Expressionsmuster�von�Dl� in�einer�wildtypischen� Imaginalscheibe�(D,E)�und�einer�Scheibe�mit�ektopischer�Fng�
Expression�durch�ptcGAL4� (F).�Dl� ist� in� zwei�Streifen�entlang�der�D/V�Grenze� (gezeigt�durch�Gbe+Su(H)ͲlacZ)�
exprimiert�(D,E).�Ähnliche�Streifen�sind�in�der�Region�der�ektopischen�Fng�Grenze�zu�erkennen�(Pfeilspitzen�in�
F).�
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2.6.2 Voraussetzung der Notch Aktivität an der ektopischen FG

Um�die�asymmetrische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�zu�bestätigen,�wurde�durch�klonale�

Analyse� bestimmt� auf�welcher� Seite� der� ektopischen� FG� die�Aktivität� von�Notch� benötigt�

wird.�Im�Gegensatz�zur�D/V�Grenze�ist�die�Etablierung�und�Aufrechterhaltung�der�A/P�Grenze�

nicht� abhängig� von� der� Aktivität� des� NotchͲSignalwegs� und� Klone,� die� mutant� für�

Komponenten� des� Signalwegs� sind,� respektieren� diese� Grenze� (Micchelli� und� Blair� 1999,�

Rauskolb,�Correla�et�al.�1999).�Um�die�A/P�Grenze�zu�markieren�wurde�UASGFP� in�der�ptc�

Domäne�exprimiert.�Dadurch� konnte�die� anteriore�oder�posteriore�Herkunft�der�Klone� an�

den�Klongrenzen�eindeutig�bestimmt�werden.�Es�zeigt�sich,�dass�die�Psn�mutanten�Klone�auf�

der�anterioren�Seite�die�Expression�von�Wg�an�der�FG�in�frühen�(siehe�Abb.�2Ͳ46�A,B)�und�in�

späten� Stadien� (s.� Abb.� 2Ͳ46� C,D)� verhindert.� Dieses� Ergebnis� bestätigt,� dass� Notch�

asymmetrisch� in� den� anterioren� Grenzzellen� (aGz)� benötigt� wird.� Weiterhin� deutet� es�

daraufhin,� dass� die� Aktivierung� in� frühen� Stadien� in� den� aGz� für� die� späte� symmetrische�

Expression� von�Wg� vorausgesetzt�wird.� Psn�mutante� Klone,� die� sich� von� der� posterioren�

Seite� an� die� FG� anschließen� zeigen� keinen� Einfluss� auf� die� Expression� von� Wg� in� aGz,�

verhindern� jedoch�die�späte�symmetrische�Expression�von�Wg,�was�sich�durch�den�Verlust�

der�WgͲExpression� auf� der� posterioren� Seite� zeigt� (siehe� Abb.� 2Ͳ46� EͲH).�Daher�wird� die�

Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs� für�die�Etablierung�der�Expression�von�Wg� in�der�Phase�

der�symmetrischen�Expression�in�den�posterioren�Grenzzellen�(pGz)�benötigt.�

�
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Abb. 2 46. Räumliche Vorraussetzung für die Notch Aktivität an der ektopische Fng Grenze in frühen und
späten Stadien der Flügelentwicklung.�Mutante�Klone�werden�durch�den�Verlust�von�RFP�markiert.�(A D)�Psn�
Klone�auf�der�anterioren�Seite�der�Grenze�führen�zum�Verlust�der�Wg�Expression�in�frühen�(A,B)�wie�in�späten�
Stadien�(C,D).�(E H)�Posteriore�Psn�Klone�führen�dazu,�dass�die�Wg�Expression� in�Nachbarschaft�der�Klone�auf�
die� aGz� beschränkt� bleibt� (Pfeile).� In� Nachbarschaft� der� wildtypischen� pGz� kommt� es� zur� symmetrischen�
Expression�von�Wg�(Pfeilspitzen).�Genotyp:�hsFlp; ptcGAL4 UASGFP/UAS fng; FRT2A His2AvD RFP / FRT2A PsnC1�

�

2.6.3 Die Funktion von Dl und Ser an der ektopischen FG

Zur�Bestimmung�des�Liganden,�der�für�die�Induktion�der�frühen�asymmetrischen�Expression�

von�Wg�an�der�ektopischen�FG�gebraucht�wird,�wurden�Ser�und�Dl�mutante�Klone,�die�sich�an�

die�A/P�Grenze,�d.h.�an�die�FG�anschließen,�untersucht� (siehe�Abb.� �2Ͳ47�–�Abb.�2Ͳ49).� Im�

Rahmen� dieser� Untersuchungen� war� auffällig,� dass� in� Dl� oder� Ser� heterozygoten�

Flügelscheiben�des�späten�dritten�Larvenstadiums,�die�ektopische�Wg�Expression�manchmal�

verkürzt� erscheint,� was� in� Psn� heterozygoten� Flügelscheiben� nicht� auftrat.� In� Dl�

heterozygoten� Scheiben� ist� dieser� Effekt� am� stärksten� (siehe� Abb.� 2Ͳ47� DͲF).� In� frühen�

Stadien� des� dritten� Larvenstadiums� sind� die� drei�Genotypen� anhand� der� ektopischen�Wg�

Expression� aber� nicht� zu� unterscheiden� (siehe� Abb.� 2Ͳ47� AͲC).� In� einer� ersten� Reihe� von�

Experimenten�wurde�die�A/P�Grenze�nicht�durch�die�Expression�von�UASGFP�markiert.�Dies�

gestaltete� in� einigen� Fällen� die� eindeutige� Identifizierung� der� Kompartimentzugehörigkeit�
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der� Klone,� ob� aGz,� pGz� oder� beide� betroffen� sind,� sehr� schwierig.� Daher� wurde� in� der�

klonalen�Analyse�an�der�ektopischen�FG�UASGFP�zusammen�mit�UASfng�koexprimiert.�Einige�

Beispiele� von� Ser� Klonen� aus� den� anfänglichen� Experimenten� bei� denen� die� Klonherkunft�

eindeutig�ist�wurden�im�Rahmen�der�Analyse�berücksichtigt�(siehe�Abb.�2Ͳ48�und�Abb.�2Ͳ49).�

Der�Verlust�der�Funktion�von�Ser�in�den�pGz�der�FngͲGrenze�zeigt�einen�geringen�Einfluss�auf�

die�WgͲExpression� in�frühen�und�späten�Stadien�(s.�Abb.�2Ͳ48).�Wg�wird�normal�exprimiert�

und�die�symmetrische�Expression�wird�etabliert�(s.�Abb.�2Ͳ48�C).�Die�Folge�des�Verlusts�auf�

der�anterioren�Seite� ist� in� frühen�und�späten�Scheiben�variabel� (siehe�Abb.�2Ͳ49).� In�vielen�

Scheiben�wurde�eine�drastische�Verkürzung�der�ektopischen�Wg�Domäne� in�den�mutanten�

Bereichen� festgestellt� (s.� Abb.� 2Ͳ49).� In� anderen� Fällen� ist� die� ektopische� WgͲDomäne�

vorhanden�(s.�Abb.�2Ͳ49�C),� in�diesen�Fällen�tritt�aber�keine�späte�symmetrische�Expression�

auf�(s.�Abb.�2Ͳ49�D‘‘‘/E).�Diese�Beobachtungen�deuten�darauf�hin,�dass�Ser�in�frühen�Stadien�

in� Fng� exprimierenden� aGz� benötigt� wird� und� vermutlich� eine� Verstärkung� des� NotchͲ

Signalwegs� an�der� FG�herbeiführt.� Ferner�wird� Ser� für�die� Etablierung�der� symmetrischen�

Expression�von�Wg�in�späten�Phasen�benötigt.�

�

Abb. 2 47 Unterschiedliche Ausprägung der durch ptcGAL4 induzierten ektopischen Wg Expressionsdomäne
in unterschiedlichen genetischen Hintergründen.�Flügelscheiben�des�frühen�(AͲC)�und�des�späten�(DͲF)�dritten�
Larvenstadiums.�Die�Ausprägung�der�Wg�Expressiondomäne�zeigt�in�frühen�Stadien�keine�Unterschiede,�in�den�
späteteren�Stadien�zeigt�sich� jedoch� in�Ser�heterozygoten�und�noch�stärker� im�Dl�heterozygoten�Hintergrund�
eine�Verkürzung�der�ektopischen�Wg�Expressionsdomäne.�
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Abb. 2 48 Räumliche Voraussetzungen der Ser Aktivität an der ektopischen Fng Grenze während der
Flügelentwicklung.��Mutante�Klone�werden�durch�den�Verlust�von�RFP�oder�GFP�markiert.��Posteriore�Ser�Klone�
beeinflussen�weder� in� frühen� (A,D)�noch� in� späten�Stadien� (B,C)�die�Expression� von�Wg�an�der�ektopischen�
Grenze.� Pfeilspitzen� zeigen� auf� die� Klone� auf� der� posterioren� Seite� (AͲD).� Flügelscheibe� des� späten� dritten�
Larvenstadium�mit� einem� großen� Ser� Klon� auf� der� posterioren� Seite� (C,� Pfeilspitze).� Die� symmetrische�Wg�
Expression�wird�etabliert�(C‘‘‘).�hsFlp; ptcGAL4 UASGFP/UAS fng; FRT82B ubi RFPnls/ FRT82B SerVX82�
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Abb. 2 49 Räumliche Bedingungen für die Aktivität von Ser an der ektopischen Fng Grenze während der
Flügelentwicklung.� �Ser�Klone�auf�der�anterioren�Seite�der�Grenze�zeigen�einen�variablen�Effekt.�Pfeilspitzen�
zeigen� auf� die� Klone� (AͲD).� Ein� Teil� der� Scheiben� zeigt� eine� Verkürzung� der�Wg� Expression� in� mutanten�
Bereichen.� In� anderen� Fällen� zeigt� sich� kein� Einfluss� auf� die� Expression� von�Wg.� In� diesen� Fällen� ist� die�
Expression� in� späten� Stadien� auf� die� aGz� beschränkt,� dies� lässt� darauf� schließen,� dass� die� symmetrische�
Expression�in�den�mutanten�Regionen�nicht�etabliert�wird�(D‘‘‘).�
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Der�Verlust�von�Dl�in�den�pGz�unterbindet�die�Expression�von�Wg�an�der�FG�in�angrenzenden�

anterioren�Zellen� in� frühen�und� späten� Imaginalscheiben� (siehe�Abb.�2Ͳ50�AͲC).�Dies� zeigt,�

dass� ein� Dl� vermitteltes� Signal� von� den� pGz� die� frühe� Expression� von� Wg� in� den� aGz�

anschaltet.� Ferner� ist� diese� frühe� asymmetrische� Expression�Voraussetzung� für�die� später�

auftretende�Phase�symmetrischer�Expression.�Anteriore�Klone�zeigen�keinen�Effekt�auf�die�

Expression�von�Wg�(siehe�Abb.�2Ͳ50).�

Weiterhin�wurde�auch�das�Verhalten�von�Dl Ser doppelmutanten�Klonen� in� frühen�Stadien�

untersucht� (s.�Abb.� 2Ͳ51).�Wie� zu�erwarten�unterbrechen�posteriore�Klone�die� Expression�

von�Wg� in�den�aGz�(siehe�Abb.�2Ͳ51).�Jedoch�zeigen�auch�anteriore�Klone�eine�vollständige�

Unterbrechung�von�Wg,�was�auf�den�Verlust�der�Notchaktivität�zurückzuführen� ist.�Die�Ser�

mutanten� Klonen� führen� im� Vergleich� zu� einer� drastischen� Reduktion,� aber� nicht� zur�

vollständigen�Unterbrechung�der�Wg�Expression.�Daher�deutet�dieses�Ergebnis�an,�dass�auch�

Dl� zur� Aktivierung� von� Notch� in� den� fng� exprimierenden� Zellen� benötigt� wird.� Ferner�

bedeutet�es,�dass�Dl� in�Fng�exprimierenden�aGz�signalisieren�kann,�aber�die�Aktivierung�zu�

schwach�ist,�um�die�Expression�von�Wg�zu�induzieren.�
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Abb. 2 50. Räumliche Bedingungen der Aktivität von Dl an der ektopischen Fng Grenze während der
Flügelentwicklung.� � (AͲD)� Dl� Klone� auf� der� posterioren� Seite� (AͲB)� und� auf� der� anterioren� Seite� (CͲD)� der�
ektopischen� Fng� Grenze.� � Lediglich� die� Klone� auf� der� posterioren� Seite� führen� zur� Unterbrechung� der�Wg�
Expression.�Dies�zeigt,�dass�Dl�auf�der�posterioren�Seite��benötigt�wird.�Auch�in�späteren�Stadien�zeigt�sich�keine�
Wg� Expression� (B).� � Anteriore� Klone� zeigen� keine� Effekt� auf� die� Expression� von�Wg.� Eine� Verkürzung� des�
ektopischen�Wg� Streifens� tritt� bereits� bei� Dl� Heterozygose� häufig� auf� (siehe� Abb.� 2Ͳ47� F)� hsFlp; ptcGAL4
UASGFP/UAS fng; FRT82B ubi RFPnls/ FRT82B Dlrev10�
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Abb. 2 51. Räumliche Bedingungen der Aktivität von Dl Ser an der ektopischen Fng Grenze während der
Flügelentwicklung. (A H) Dl� Ser� doppelmutante� Klone� auf� der� posterioren� und� der� anterioren� Seite�
unterbrechen�die�ektopische�Expression�bereits�in�frühen�Stadien.�hsFlp; ptcGAL4 UASGFP/UAS fng; FRT82B ubi
RFPnls/ FRT82B Dlrev10 SerVX82

�

2.6.4 Delta ist in allen Zellen der Flügelanlage exprimiert

Die�bisherigen�Ergebnisse� legen�nahe,�dass�Dl�das�anfängliche�Signal�an�der�ektopischen�FG�

ist.�Daher�muss�Dl� in� frühen�Stadien�der�Flügelentwicklung� im�gesamten�ventralen�Bereich�

exprimiert�sein.�Um�dies�zu�überprüfen�wurden�Dl�mutante�Klon�in�der�Flügelanlage�mit�anti�

Dl�gefärbt.�Vermeintliche�Hintergrundsignale,�die� in�anti�Dl�Färbungen�zu�beobachten�sind,�

erscheinen� stark� reduziert� in�Dl�mutanten�Bereichen� (s.�Abb.�2Ͳ52).�Weiterhin�weisen�die�

Zellen�mit� zwei�wildtypischen�Dl� Allelen� eine� stärkere� Färbung� auf� als� die� heterozygoten�

Nachbarzellen� (s.� Abb.� 2Ͳ52)� Diese� Beobachtungen� zeigen,� dass� Dl� in� der� gesamten�

Flügelanlage� in�niedrigen�Konzentrationen�vorhanden�ist.�Die�ubiquitäre�Dl�Expression�kann�

die�ektopische�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�an�der�ektopischen�FG�erklären.���

Weiterhin�zeigt�es,�dass�die�Effekte�von�Fng�auf�die�Aktivität�von�Dl�an�der�ektopischen�FG�

abhängig�von�der�Lokalisierung�von�Dl�ist:�Im�experimentellen�Ansatz,�ist�Fringe�ektopisch�in�

einem� breiten� Streifen� in� der� Flügeltasche� exprimiert.� Aber� die� Aktivierung� der� WgͲ

Expression� bleibt� auf� die� FG� beschränkt.� Dies� deutet� an,� dass� Dl� innerhalb� FngͲ
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exprimierender�Zellen�nur�unzureichende�Aktivität� für�eine�ektopische�Expression�von�Wg�

innerhalb�der�gesamten�FringeͲDomäne�aufweist.�Die�Voraussetzung� für�die� Induktion�von�

Wg�in�Fringe�exprimierenden�Zellen�ist,�dass�Dl�aus�dem�posterioren��Kompartiment,�also�in�

posterioren� GrenzͲZellen� ohne� FringeͲExpression,� signalisiert.� Nur� dort� kann� ein� Signal�

generiert�werden,�welches�den�Schwellenwert�der�Notch�Aktivität� für�die�Wg� Induktion� in�

Fringe�exprimierenden�aGz�erreicht.�

Abb. 2 52. Dl Expression im gesamten Flügelprimordium des frühen dritten Larvenstadiums.�(A C)�Expression�
von�Dl�im�frühen�dritten�Larvenstadium�bei�Expression�von�UAS�fng mit�ptcGAL4.�Dl�Expression�in�einer�Scheibe�
ohne�Klone�(A).�Dl�Expression�in�einer�Scheibe�mit�Dlrev10�mutanten�Klonen,�die�durch�Verlust�des�GFP�Markers�
markiert�sind�(Pfeil�in�B,C).�Pfeilspitzen�deuten�auf�Klone�die�homozygot�für�GFP�und�das�wildtypische�Dl�Allel�
sind.�Der�Vergleich�von�(B)�und�(C)�zeigt,�dass�die�Färbung�in�Dlrev10�mutanten�Klonen�stark�reduziert�ist�und�in�
Klonen,�die��homozygot�für�das�wildtypische�Allel�sind�verstärkt�ist.�(D G)�Beispiel�mit�Koexpression�von�GFP�zur�
Markierung�der�ektopischen�Fng�Domäne� (DͲE).�Die�Lokalisierung�von�Dl�an�der�Zellmembran� ist�auf�höherer�
Vergrößerung� schwierig� festzustellen� die� Lokalisation� ist� apikal� wahrscheinlich� in� Endosomen� und� an� der�
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Zellmembran�(E,E‘).Weiteres�Beispiel�einer�Scheibe�mit�Dl�Klonen.�Die�Darstellung�erfolgt�hier�mit�Hilfe�von�ZͲ
Projektionen�mehrerer� Bildebenen.� Dies� führt� dazu,� dass� Zellen� der� Peripodialmembran� die� oberhalb� der�
apikalen�Oberfläche�des� eigentlichen� Flügelprimordiums� liegen,� teilweise� in�der� gleichen� Fokusebene� liegen�
und�in�F�den�Klon�überdecken.�

2.6.5 Aktivierung des Notch Signalwegs an der D/V Grenze

Aufgrund� der� beobachteten� sequentiellen� Aktivierung� des� Notch� Rezeptors� an� der�

ektopischen� FG� wurde� die� Notchaktivierung� an� der� D/V� Grenze� während� der� frühen�

Flügelentwicklung�untersucht.�Dafür�wurde�die�anfängliche�Expression�von�Wg�an�der�D/V�

Grenze�mit�der�(dorsalen)�Ap�Expression�verglichen.�Es�zeigt�sich,�dass�die�Expression�von�Wg�

anfänglich�auf�die�ventralen�Grenzzellen�beschränkt� ist� (s.�Abb.�2Ͳ53�AͲC).�Dies�deutet�auf�

eine� asymmetrische� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� auch� an� der� D/V� Grenze� hin.�Wie�

schon� zuvor� berichtet� wurde,� wird� die� Wg� Expression� während� später� Stadien� der�

Flügelentwicklung�in�dorsalen�und�ventralen�Grenzzellen�symmetrisch�(Kim�et�al.�1995,�siehe�

auch�Abb.�2Ͳ53).�Jedoch�kann�auch� in�späten�Phasen�eine�Asymmetrie�beobachtet�werden,�

da� die� Expression� auf� die� Reihe� der� dorsalen� GrenzͲZellen� beschränkt� bleibt,� aber� in�

ventralen�Grenzzellen� (siehe� Abb.� 2Ͳ53�DͲE)� und� in� der� angrenzenden� Reihe� in� ventralen�

Zellen�auftritt�(siehe�Abb.�2Ͳ53�E).�

Abb. 2 53. Asymmetrische Aktivierung an der D/V Grenze. (A C)�Expression�von�Wg�und�Ap�in�Flügelscheiben�
des� frühen� dritten� Larvenstadiums.� Die� Expression� von�Wg� ist� hauptsächlich� auf� die� ventralen�Grenzzellen�
entlang�der�Ap�Domäne�beschränkt�(Pfeile�in�AͲC‘‘).�(D E)�In�späteren�Stadien�zeigt�sich�die�Expression�auch�in�
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den�dorsalen�Grenzzellen�und�ist�auf�der�dorsalen�Seite�auf�die�Grenzzellen�beschränkt.�Die�Expression�auf�der�
ventralen�Seite�hingegen�ist�in�den�ventralen�Grenzzellen�sowie��in�der�angrenzenden�Reihe�ventralen�Zellen��zu�
finden�(Pfeile�in�E).�

Die� Bedeutsamkeit� des� asymmetrischen� Signals� an� der� D/V� Grenze� während� der� frühen�

Flügelentwicklung� wurde� durch� mehrere� Experimente� überprüft.� Zum� einen� wurde� der�

Ausfall� von� Su(H)�untersucht.�Hier�wurde� sich�die� Tatsache� zu�Nutze� gemacht,�dass� Su(H)�

mutante� Klone� nicht� die� D/V� Grenze� Kompartimentgrenze� verletzen� (Kölzer� Klein� 2006;�

Micchelli� Blair� 1999;� Rauskolb� 1999},� siehe�Abb.� 2Ͳ53).� � Es�wurden� Klone� untersucht,� die�

dorsal�oder�ventral�der�D/V�Grenze�entstanden�sind.�Die�Herkunft�der�Klone�konnte�durch�

Ser lacZ�bestimmt�werden.� �Ser lacZ� spiegelt�die� frühe�Ap�abhängige�Ser�Expression�wider�

(Konstrukt� IIͲ9.5,� (Bachmann�und�Knust�1998)).�Wie�zu�erwarten� führen�mutante�Bereiche,�

welche� die�D/V�Grenze� überschreiten,� zur�Unterbrechung� der�WgͲExpression� entlang� der�

Grenze� (s.�Abb.� 2Ͳ54� BͲD).� �Die� Klone,� die� auf� der� dorsalen� Seite� liegen� führen� zu� keiner�

Unterbrechung,�aber�zur�Beschränkung�der�Wg�Expression�auf�ventrale�Grenzzellen�(s.�Abb.�

2Ͳ54�EͲH).�Klone�von�der�ventralen�Seite�führen�zu�einer�Unterbrechung�der�WgͲExpression�

an�der�D/V�Grenze� in� frühen�und� in� späten�Stadien� (s.�Abb.�2Ͳ54� JͲP).�Dies� zeigt,�dass�die�

Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�in�ventralen�Grenzzellen�benötigt�wird�um�die�Expression�

von�Wg�einzurichten.�
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Abb. 2 54. Klonale Analyse des Nullallels Su(H)D47 mit dem MARCM System.�Klone�sind�positiv�markiert�durch�
die� Expression� von� GFP.� (A)� Expression� von� Ap� in� einer� Su(H) 47� mutanten� Flügelimaginalscheibe.� Der�
Grenzverlauf�der�Ap�exprimierenden�Zellen�und�nicht�exprimierenden�Zellen�zeigt�keine�Unregelmäßigkeiten,�
daher�wird� die�D/V� Kompartimentgrenze� in� Abwesenheit� der� Su(H)� Funktion� gebildet.� (BͲP)� Su(H)�mutante�
Klone�auf�der�dorsalen�und/oder�ventralen�Seite�der�Kompartimentgrenze.�Genotyp:�hsFlp tubGAL4 UASGFPnls;
Su(H) 47 P(B) FRT40A / tubGAL80 FRT40A; Ser lacZ /+.�

�
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Durch�weitere� Experimente�wurde�die�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs� auf�die� dorsalen�

Zellen�beschränkt.�Die�alleinige�Aktivierung�von�Notch�in�dorsale�Zellen�durch�Expression�von�

UASPsn� in�Psn�mutanten�Scheiben�mit�apGAL4� führt�dazu,�dass�sich�die�Flügelanlage�nicht�

richtig�entwickelt.�Die�Expression�von�Wg�an�der�D/V�Grenze� ist�nicht�vorhanden�und�der�

Durchmesser� der� übrigen� ringartigen� Domäne� drastisch� reduziert,� wie� es� auch� in� Psn�

mutanten�der�Fall� ist� ((Troost�und�Klein�2012),�siehe�Abb.�2Ͳ55�AͲD).�Wenn�die�Expression�

von�UASPsn in�den�Psn�mutanten�durch�dppGAL4�beidseitig,�dorsal�und�ventral�durchgeführt�

wird,�kommt�es�zu�einer�Wiederherstellung�der�Wg�Domäne�an�der�D/V�Grenze�((Troost�und�

Klein� 2012),� siehe� Abb.� 2Ͳ55� E).� Diese� Experimente� zeigen,� dass� die� Beschränkung� der�

Notchaktivität� auf� die� dorsale� Seite� nicht� ausreichend� ist,� damit� die� Flügelentwicklung�

stattfindet.�Es�ist�nicht�möglich�UASͲPsn ausschließlich�in�ventralen�Zellen�zu�exprimieren,�da�

es� keine� geeignete� GAL4� Aktivator� Linie� gibt.� Deshalb� wurden� alternative� Experimente�

durchgeführt.�Erstens�wurde�die�Aktivität�der�Liganden�auf�die�dorsalen�Zellen�beschränkt.�

Dies�wurde�mit�Hilfe�der�Expression�von�UASͲmib1�mit�mib1�mutanten�Imaginalscheiben�mit�

apGAL4� erreicht� ((Troost� und� Klein� 2012),� siehe� Abb.� 2Ͳ55� FͲH).� Vorangehende� Arbeiten�

zeigten�dass�Mib1�absolut�für�die�Aktivität�von�Ser�und�Dl�benötigt�wird�(Lai,�Roegiers�et�al.�

2005,�Le�Borgne,�Remaud�et�al.�2005,�Wang�und�Struhl�2005).�Die�Expression�von�Wg�an�der�

D/V�Grenze� in�mib1 mutanten� ist� nicht� vorhanden� ((Lai,�Roegiers� et� al.� 2005,� Le� Borgne,�

Remaud�et�al.�2005,�Wang�und�Struhl�2005),�siehe�Abb.�2Ͳ55�F).�Die�Expression�von�UASmib�

nur�in�dorsalen�Zellen�führt�zu�einer�Etablierung�des�Wg�Domäne�an�der�D/V�Grenze�((Troost�

und� Klein� 2012),� siehe� Abb.� 2Ͳ55� GͲH).� Dies� legt� nahe,� dass� ein� Signal� von� dorsalen� zu�

ventralen�Grenzzellen�ausreichend� ist,�damit�die�Wg�Expression�und�die�Flügelentwicklung�

initiiert�werden�können.�

�
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Abb. 2 55. Relevanz der Notch Aktivität in dorsalen und ventralen Grenzzellen für die Flügelentwicklung. (A
D)� Die� UASPsn� Expression� in� einem� Psn mutanten� Hintergrund� ist� auf� die� dorsalen� Zellen� mit� apGAL4�
beschränkt.�Die�Pfeilspitze�zeigt�auf�die�innere�ringͲartige�Domäne�von�Wg�in�der�proximalen�Flügelanlage.�Die�
Expression� von� Ap� (grün)� und�Wg� (rot)� in� einer� PsnC1 mutanten� Flügelimaginalscheibe.� Die� Grenze� der� Ap�
exprimierenden�und�nicht�exprimierenden�Zellen�ist�unregelmäßig,�da�die�Kompartiment�Grenze�nicht�gebildet�
wird.�Darüber�hinaus� ist�der�Durchmesser�der� inneren�RingͲartigen�Domäne�von�Wg� stark� reduziert�und�die�
Expression�an�der�D/V�Grenze�fehlt�(A,B).�Ein�ähnlicher�Phänotyp�wird�beobachtet,�wenn�UAS�Psn�ausschließlich�
in�dorsalen�Zellen�mit�apGAL4�exprimiert�wird.�Daher� ist�die�ausschließliche�Aktivität� in�den�dorsalen�Zellen�
nicht�ausreichend�um�die�Expression�von�Wg�an�der�D/V�Grenze�wiederherzustellen� (C,D).� (E)� Im�Gegensatz�
dazu,�führt�die�Expression�von�UASPsnmit�dppGAL4�zu�einer�Wiederherstellung�der�Wg�Expression�(Pfeil).�(F H)�
Die�ausschließliche�Expression�von�UAS�mib1�in�dorsalen�Zellen�mit�apGAL4�ist�ausreichend,�um�die�Expression�
von�an�der�D/V�Grenze�wiederherzustellen�und�die�Flügelentwicklung�zu�erlauben.�(�übernommen�aus�Troost�
und�Klein�2012,�von�Thomas�Klein)�

�

In�einem�zweiten�Experiment�wurde�die�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�durch�die�Expression�

von�UASSu(H)ͲRNAi�mittels� apGAL4� in� dorsalen� Zellen� unterdrückt.�Diese� Scheiben� sehen�

morphologisch�relativ�normal�aus.�Der�Durchmesser�der�ringͲartigen�Domäne�von�Wg�ähnelt�

dem�Wildtyp� und�Wg� wird� auch� an� der� D/V� Grenze� exprimiert� (s.� Abb.� 2Ͳ56� AͲG).� Ein�

Vergleich�mit�der�ap�Domäne�zeigt,�dass�die�Expression�von�Wg�auf�der�ventralen�Seite�nahe�

der�Grenze�auch� in�späten�Phasen�beschränkt� ist� (s.�Abb.�2Ͳ56�D,F).�Von�daher�scheint�die�

Aktivität� des� NͲSignalwegs� in� ventralen� Zellen� für� den� Ablauf� der� Flügelentwicklung�

auszureichen.� Wurde� das� Su(H)ͲRNAi� Konstrukt� im� gesamten� Flügel� durch� sdGAL4�
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(scallopped,�sd)�angeschaltet,�zeigt�sich�ein�Funktionsverlust,�der�Su(H)�Nullmutanten�stark�

ähnelt�(s.�Abb.�2Ͳ56�H�vgl.�Abb.�2Ͳ54�A).�Dies�zeigt,�dass�das�RNAi�Konstrukt�effektiv�ist.��

Ähnliche�Resultate� lieferte�die�Expression�von�UAS�H�mit�apGAL4� (Troost�und�Klein�2012).�

Die� durch� die� RNAi� gegen� Su(H)� generierten� adulten� Fliegen� zeigen� die� zu� erwartenden�

Phänotypen.� Im�Falle�des�Funktionsverlust� in�dorsalen�Zellen�durch�apGAL4�zeigen�sich�auf�

dem�Notum�fast�keine�Borsten.�Die�Flügel�sind�jedoch�recht�normal,�bis�auf�die�verbreiterten�

dorsalen�Flügelvenen�und�gelegentlich�auftretende�distale�Kerben�(s.�Abb.�2Ͳ57).�Die�Analyse�

des�Flügelrandes�zeigt,�dass�die�Borsten�ventral�liegen.�Nichtsdestotrotz�zeigen�sich�ein�paar�

dorsale�„stout�bristles“.�Dies�deutet�daraufhin,�dass�die�neuronalen�Vorläufer�der�dorsalen�

Borsten�induziert�werden,�aber�aufgrund�der�wiederholten�Voraussetzung�des�NͲSignalwegs�

während� deren� gesamten� Entwicklung� (Hartenstein� und� Posakony� 1990),� nicht� korrekt�

gebildet�werden.�Die�Tatsache,�dass�sie�induziert�werden,�zeigt,�dass�die�ventrale�Restriktion�

der�Wg�Domäne�ausreicht�um�die�Musterbildung�des�Flügels� in�einer�annähernd�normalen�

Weise� zu�gestalten.�Aus�der�Expression�von�Su(H)ͲRNAi�mittels� sdGAL4� resultiert�ein� stark�

verkrüppelter�Flügel,�welcher�der�Ser�NullͲSituation�ähnelt�(Troost�und�Klein�2012).�

Abb. 2 56. Relevanz der Notch Aktivität in dorsalen und ventralen Grenzzellen für die Flügelentwicklung.��(AͲ
B)�Ap�und�Wg�Expression� in� frühen�Stadien�der�Flügelentwicklung.� (CͲH)�Expression�von�Su(H)ͲRNAi�während�
der� Flügelentwicklung� mit� apGAL4� (CͲG)� und� sdGAL4� (H).� Expression� mit� apGAL4� führt� zur� Bildung� einer�
annähernd�normalen� Flügelanlage.�Der�Vergleich�mit�der�ap� Expression� zeigt,�dass�die�Wg�Domäne� auf�die�
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ventralen�Grenzzellen� in� frühen� (C,D)� sowie� in� späten� Stadien� (EͲG)� beschränkt� ist.� (H)� Die� Expression�mit�
sdGAL4�in�beiden�Hälften�des�Flügels�führt�zum�Verlust�der�Wg�Expression�an�der�D/V�Grenze.�(29°C)�

Abb. 2 57 (A) Die�Expression�von�SerͲRNAi� in�dorsalen�Flügelzellen�mit�apGAL4�hat�einen�stark�verkrüppelten�
Flügel� zur� Folge� (Pfeil).� (BͲD)�Wird Su(H) RNAi� in�dieser�Weise� exprimiert,� entwickelt� sich� ein� fast�normaler�
Flügel�mit�verbreiterten�dorsalen�Flügelvenen� (Pfeil).�Die�Borsten�auf�dem�Notum�werden�nicht�gebildet.� (D)�
Flügelscheibe�mit� Expression� von� Su(H)ͲRNAi�mit� apGAL4.�Überzählige� SOPs� (sensory� organ� precursor� cells)�
werden�auf�der�dorsalen�Seite�der�Flügeltasche� in�Abwesenheit�von�Su(H)�gebildet.� (F,G)�Die�Expression�von�
Su(H) RNAi� auf� der� dorsalen� und� ventralen� Seite� der� Flügeltasche� mit� sdGAL4� führt� zu� einem� stark�
verkrüppelten�Flügel�(Pfeil).�(Expression�bei�29°C)�

�

�

�

�

�
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2.6.6 Fng wird für das Ser Signal benötigt

Die� Auswirkung� des� Funktionsverlust� von� fng� auf� den� NotchͲSignalweg� wurde� mittels�

klonaler�Analyse�untersucht�(s.�Abb.�2Ͳ58).�Bemerkenswert�ist�hier,�dass�die�Expression�von�

Wg�an�der�D/V�Grenze�in�fng�mutanten�Klonen�schon�in�frühen�Phasen�unterbrochen�wird�(s.�

Abb.� 2Ͳ58� AͲD).� Weiterhin� zeigt� sich,� dass� der� Verlust� auch� nicht� in� späteren� Phasen�

kompensiert�werden�kann�(s.�Abb.�2Ͳ58�EͲH).�Da�Ser�für�die�anfängliche�Expression�von�Wg�in�

frühen� Phasen� benötigt� wird,� deutet� dies� daraufhin,� dass� Fng� für� das� SerͲSignal� an� die�

ventralen�Grenzzellen�benötigt�wird.��

Abb. 2 58 Klonale Analyse des null Allels fng13.� (AͲH)� Klone,� welche� die� D/V� Grenze� überschreiten,�
unterbrechen�die�Expression�von�Wg�entlang� �der�Grenze� in�frühen� (AͲD)�und� in�späten�Scheiben�des�dritten�
Larvenstadiums.�Pfeilspitzen�zeigen�auf�die�Klonbereiche,�die�durch�Verlust�von�GFP�markiert�wurden.�Genotyp:
hsFlp; +/+; FRT80B GFP / FRT80B fng13.�

� �
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3. Diskussion

3.1 Struktur / Funktionsanalyse von Lgd

In� dieser� Arbeit� wurde� eine� detailierte� StrukturͲFunktionsanalyse� von� Lgd� in� D.m.�

durchgeführt.�Mit� Hilfe� des� entwickelten� Rettungsassay� konnte� erstmals� die� Analyse� der�

weitgehend� unbekannten� LgdͲFamilie� in� einem� Modellorganismus� durchgeführt� werden.�

Ähnliche� Analysen� für� die� humanen� oder� murinen� Orthologen� wurden� in� Zellkultur�

durchgeführt� (Zhao,�Li�et�al.�2010).�Die�Verwendung�eines�endogenen�Promotors,�d.h.�der�

Verzicht� auf� die� Überexpression� der� LgdͲKonstrukte,� erwies� sich� als� unerlässlich,� da� der�

untersuchte� Prozess� des� endosomalen� Proteintransports� sehr� empfindlich� gegenüber� der�

Überexpression�von�Lgd�ist�(Jaekel�und�Klein�2006).�Dies�lässt�darauf�schließen,�dass�auch�die�

auf�Überexpression�basierenden�Studien�in�Zellkultur�mit�Vorsicht�zu�interpretieren�sind.�Der�

Einfluss�der�Überexpression�zeigt�sich�auch�anhand�anderer�endosomaler�Proteine,�wie�z.B.�

durch� die�UAS/GAL4� vermittelte�Überexpression� von� FYVEͲGFP,� Rab5ͲGFP� oder� Rab7ͲGFP�

(Wucherpfennig,� WilschͲBrauninger� et� al.� 2003,� Jaekel� und� Klein� 2006).� Darüber� hinaus�

führte�die�Überexpression�dieser�Marker�zur�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�des�

NotchͲSignalwegs� in� lgd� Zellen� (Jaekel� und� Klein� 2006).� Dies� deutet� daraufhin,� dass� die�

Überexpression� dieser� endosomalen� Proteine� signifikanten� Einfluss� auf� den� endosomalen�

Proteintransport�nimmt.�

In�den�Experimenten�konnte�gezeigt�werden,�dass�die�DM14�Domänen�für�die�Lgd�Funktion�

von� entscheidender� Bedeutung� sind.� Die� DM14� Wiederholungen� wirken� redundant� und�

stellen�bisher�unbekannte� Interaktionsmodule�für�die�direkte� Interaktion�mit�dem�ESCRT� III�

Protein� Shrub� dar� (Troost,� Jaeckel� et� al.� 2012).� Die� Zellkultur� basierten� Untersuchungen�

(Nakamura,�Naito�et�al.�2008)�deuten�auf�einen�entscheidenden�Einfluss�der�vierten�DM14�

Domäne�von�Lgd2�hin.�In�der�Arbeit�von�Nakamura�et�al.�(2008)�wurde�Lgd2�eine�Funktion�als�

Gerüstprotein� zugewiesen.� Diese� Funktion�wird� für� den� Ablauf� der� PDK1/Akt� Signalkette�

benötigt,� die� durch� den� EGF� Signalweg� aktiviert� wird.� In� den� hier� durchgeführten�

Experimenten�wurde� in�Bezug�auf�die�Rettung�der� lgd�Mutanten� jedoch�kein�gravierender�

Unterschied�zwischen�den�DM14�Domänen�festgestellt.�Vielmehr�waren�alle�Lgd�Varianten,�

die� mindestens� zwei� DM14� Domänen� aufweisen,� in� der� Lage� den� mutanten� Phänotyp�

vollständig�zu�retten.�Wenn� jedoch�die�Aktivität�von�Shrub�reduziert�wird�(shrub4/+)�zeigen�

die� Varianten� mit� nur� zwei� DM14� Domänen� eine� reduzierte� Funktionalität.� Dies� deutet�
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daraufhin,�dass�das�Vorhandensein�von�vier�Domänen�die� Interaktionen� zwischen�Lgd�und�

Shrub�unempfindlicher�gestaltet,� so�dass�eine�Reduktion�von� shrub� toleriert�werden�kann.�

Der�Screen,�der�die�DM14�Domänen�aufdeckte�suchte�nach�Domänen,�die�vermutlich�durch�

interne�Duplikationen� in�Genen�entstanden�sind�(Ponting,�Mott�et�al.�2001).�Da�nahezu�alle�

Vertreter� der� LgdͲFamilie� vier�DM14�Domänen� aufweisen� birgt� dies�wahrscheinlich� einen�

evolutionären� Vorteil� in� sich� und� wurde� konserviert.� Vier� Wiederholungen� haben� den�

Vorteil,� dass� die� Heterozygose� von� lgd� und� shrub� toleriert� werden� kann.� Die�

Rettungsexperimente� im� sensitivierten� lgd, shrub /lgd, +� � Hintergrund� deuten� eher�

daraufhin,� dass� die� zweite� oder� die� ersten� beiden� DM14� Domänen� in� Drosophila� am�

wichtigsten� sind.�Dies�widerspricht�den�Ergebnissen�der� Zellkultur� Experimente�mit�hLgd2�

(Nakamura,�Naito� et� al.� 2008).� In� den� Zellkultur� Experimenten�wurde� die�weit� über� dem�

endogenen�ExpressionsͲLevel�liegende�Überexpression�der�Lgd�Orthologe�untersucht.�Da�mit�

Hilfe� des� GAL4� Systems� kaum� eine� sensitive� Analyse� möglich� war,� sollten� auch� diese�

Ergebnisse�vorsichtig�interpretiert�werden.�

Da�die�DM14�Domänen�die� Interaktion�mit� Shrub� vermitteln,� könnten�neben�qualitativen�

Unterschieden�in�den�jeweiligen�Domänen�lediglich�quantitative�Unterschiede�vorliegen,�und�

der�Verlust� von� bestimmten�Domänen� durch� eine� gesteigerte� Proteinmenge� kompensiert�

werden�kann.�Weitere�Rettungsexperimente�im�sensitivierten�lgd, shrub /lgd, +��Hintergrund�

mit� den� unterschiedlichen� DM14� Konstrukte� in� unterschiedlichen� Konzentrationen� und�

Kombinationen�könnte�weitere�Erkenntnis�über�die�Voraussetzungen�der�unterschiedlichen�

Domänen�bringen.�Eine�weitere�Verfeinerung�der�StrukturͲ/Funktionsanalyse�von�Lgd�könnte�

durch�den�Austausch�von�hochͲkonservierten�Aminosäuren�in�den�DM14�Domänen�erreicht�

werden� um� wichtige� Aminosäurereste� zu� identifizieren� und� weitere� Hinweise� auf� die�

Funktion�zu�erhalten.�

Mit�Hilfe�von�in vitro�Assays�wurde�für�die�C2�Domäne�von�Lgd�die�Bindung�an�Phospholipide�

nachgewiesen� (Gallagher� und� Knoblich� 2006).� Weiterhin� zeigten� ZellfraktionierungsͲ

Experimente�mit�zytosolischen�Extrakten�von�wildtypischen�Tieren�und� lgd08�Mutanten,�die�

eine� verkürztes� Protein� ohne� C2� Domäne� produzieren,� dass� ein� geringer� Anteil�mit� der�

Membran� in� C2� abhängiger� Weise� assoziiert� ist� (Gallagher� und� Knoblich� 2006).� Diese�

biochemischen�Untersuchen�widersprachen�den�mikroskopischen�Untersuchungen,�welche�

keine�auffällige�Assoziation�mit�Membranen,�sondern�eine�zytoplasmatische�Verteilung�von�
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Lgd�zeigten�(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�

Übereinstimmend�konnte�gezeigt�werden,�dass�die�endogen�exprimierten�markierten� LgdͲ

Varianten� im� Zytosol� lokalisiert� vorliegen.� Außerdem� wurde� für� ein� Konstrukt,� das� fast�

ausschließlich�die�C2�Domäne�enthält,�eine�ähnliche� Lokalisation�wie� für�vollständiges� Lgd�

gezeigt,�also�die�Verteilung� im�Zytoplasma�ohne�auffällige�Konzentrationen�oder�Präferenz�

für� etwaige� endosomale� Strukturen.� Das� Konstrukt� (Lgdȴ1Ͳ664)� entspricht� einem� Lgd�

Fragment,�das� in�den�PhospholipidbindungsͲAssay� in vitro�verwendet�wurde�(Gallagher�und�

Knoblich� 2006).�Die�Unterschiede� zwischen� den� biochemischen� und� den�mikroskopischen�

Daten�könnte�dadurch�erklärt�werden,�dass�nur�ein�geringer�Anteil�von�Lgd�mit�Membranen�

assoziiert� ist.� Diese� Fraktion� könnte� mit� Antikörperfärbungen� nicht� detektierbar� sein.�

Obwohl� eine� Interaktion� von� Lgd� mit� Shrub� vorliegt,� ist� es� erstaunlich,� dass� es� keine�

Assoziation� von� Lgd�mit�Membranen�bei�Verlust�der�VPS4� Funktion� gibt,�da�der� ESCRT� III�

Komplex�unter�diesen�Umständen�an�der�Membran�zurückbleibt.�Dies�sollte�auch�zu�einer�

stärkeren� � Konzentration� einer� begrenzten� Membranfraktion� von� Lgd� führen.� Deshalb�

scheint� es�wahrscheinlich,� dass� Lgd� im� Zytoplasma� lokalisiert� ist� und�wahrscheinlich� auch�

dort�wirkt.�Dies�wird�weiter�durch�Varianten�bestätigt�denen�die�C2�Domäne� fehlt.� �Diese�

Konstrukte�retten�den� lgd�Phänotyp�zu�einem�großen�Anteil,�trotz�der,�verglichen�mit�dem�

endogenen� Lgd� sowie� den� anderen� Lgd� Konstrukten,� sehr� niedrigen� Expression� (Troost,�

Jaeckel�et�al.�2012).�

Es�wurden�drei�Funktionen�für�die�C2�Domäne�bestimmt.�Erstens�scheint�sie�für�die�Stabilität�

des�Proteins�verantwortlich�zu�sein,�da�die�Varianten�ohne�C2�Domäne� im�Vergleich�zu�den�

anderen�Konstrukten�mit�dieser�Domäne,�nur�wenig�Protein�produzierten�(Troost,�Jaeckel�et�

al.� 2012).� Eine� zweite� Funktion� besteht� in� der� Lokalisation� des� Proteins� im� Zytosol.�Diese�

Funktion� kann� die� Unterschiede� zwischen� den� in vivo� und� den� biochemischen�

Untersuchungen� erklären,� da� sich� zeigte,� dass� Varianten� ohne� C2� Domäne� im� Zellkern�

lokalisiert�sind.�Der�Grund�für�diese�Fehllokalisierung�von�LgdȴC2�ist�unklar.�Es�wurden�keine�

Kernlokalisierungssequenzen� (NLS)� in�Lgd�gefunden.�Von�daher�scheint�es�möglich,�dass�es�

zusammen�im�Komplex�mit�einem�anderen,�NLS�enthaltenen�Protein�in�den�Kern�gelangt.�

Eine� dritte� Funktion� der� C2�Domäne� zeigt� sich� dadurch,� dass� LgdȴDM14,�welches� alleine�

keine�Funktion� im�Rettungsassay� zeigt,�NESlgdȴC2�durch�die�C2�Domäne�verdrängen�kann�

und� die� partielle� Rettung� in� lgd�Mutanten� unterbindet� (Troost,� Jaeckel� et� al.� 2012).� Von�
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daher� vermittelt� die� C2� Domäne� wahrscheinlich� über� ProteinͲProtein� Interaktion� eine�

Konzentrierung�von�Lgd�am�Wirkungsort�im�Zytosol.�Übereinstimmend�hierfür�wurde�für�die�

C2� Domänen� von�Nedd4L,� PKC� und� PKCͲɸ� gezeigt,� dass� sie� ProteinͲProtein� Interaktionen�

vermitteln� (Benes,�Wu� et� al.� 2005).�Weiterhin�wurde� für� hLgd2/CC2D1A� eine� Interaktion�

mittels�der�C2�Domäne�mit�dem�E2�Enzym�Ubc13�während�des�NFͲkB�Signalweges�gezeigt�

(Zhao,�Li�et�al.�2010).�Deshalb�besteht�durchaus�die�Möglichkeit,�dass�die�C2�Domäne�von�

Lgd� nicht� die� Lokalisation� von� Lgd� an� eine� bestimmte�Membran� sondern� ProteinͲProtein�

Interaktionen� im� Zytoplasma� vermittelt.�Möglicherweise� verhindert� diese� Interaktion� eine�

Translokation� von� Lgd� in� den� Zellkern.� Einen� möglicherweise� vorhandenen�

Interaktionspartner� der� C2� Domäne� zu� finden� sollte� als� wichtiges� Ziel� weiterer�

Untersuchungen�in�Erwägung�gezogen�werden.��

Vorige� Untersuchungen� in� Zellkultur� deuteten� auf� eine� Rolle� von� Lgd1� und� Lgd2� als�

transkriptionale� Repressoren� hin� (Ou,� Lemonde� et� al.� 2003,� Hadjighassem,� Austin� et� al.�

2009).� Durch� die� hier� durchgeführten�Untersuchungen� konnte� gezeigt�werden,� dass� eine�

Lokalisation�im�Zytoplasma�für�die�Funktion�von�Lgd�ausschlaggebend�ist.�Dies�lässt�sich�nur�

schwer�mit�der�beschriebenen�genregulatorischen�Funktion�von�Lgd1�und�Lgd2� in�Einklang�

bringen,� so�dass� eine� Funktion� als� Transkriptionsfaktor� in D.m. eher�unwahrscheinlich� ist.�

Weitere� Klärung� könnte� durch� die� Analyse� von� gezielt� lokalisierten� LgdͲKonstrukten� z.B.�

eines� kernlokalisierten� NLSͲLgds,� eines� kernexportierten� NESͲLgds� erfolgen.� Weiterhin�

könnte�eine�gezielte�Membranlokalisierung�(Plasmamembran�oder�Endosom)�oder�auch�der�

Austausch�der�C2ͲDomäne�mit�homologen�Domänen�aus�anderen�Proteine�erfolgen.�

3.2 Lgd, die ESCRT Maschinerie und die Aktivierung von Notch

Vorige� Arbeiten� zeigten,� dass� der� Funktionsverlust� der� ESCRTIͲIII� Komplexe� zu� nichtͲ

zellautonomer�und�zellautonomer�Proliferation�und�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�führt.�

Die�mutanten� Zellen� verlieren� darüber� hinaus� ihre� epitheliale� Organisation� und� sterben�

schließlich�(Moberg,�Schelble�et�al.�2005,�Thompson,�Mathieu�et�al.�2005,�Vaccari�und�Bilder�

2005).� In� lgd� mutanten� Zellen� sind� die� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� und� die�

Proliferation� zellautonom.�Die�mutanten�Zellen� zeigen�keinen�Verlust�der�Zellpolarität�und�

überleben�(Schneider,�Troost�et�al.�2012).�Die�Phänotypen�sind�nicht�identisch,�stimmen�aber�

teilweise� überein.� Trotzdem� zeigt� sich� eine� innige� Beziehung� zwischen� der� ESCRT� III�

Komponente� Shrub� und� Lgd.� Die� physische� Interaktion� der� Proteine� ist� auch� in vivo� von�
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Bedeutung�wie�die�starke�genetische�Interaktion�zeigt.�Die�Tatsache,�dass�die�Letalität�in�der�

lgd hypomorphen� Situation� (spät� puppal)� durch� die� Reduktion� von� Shrub� (frühes� drittes�

Larvenstadium)� früher� stattfindet� als� in� lgd� nullͲmutanten� Tieren� (früh� puppal)� lässt�

vermuten,�dass� die� Interaktion�mit� Lgd� für� die� Funktion� von� Shrub� benötigt�wird.�Da� der�

Genfunktionsverlust� von� shrub� verheerender� ist� und� weitere� Aspekte� als� der� lgd�

Funktionsverlust� betrifft,� trägt� Lgd� vermutlich� zur� Funktion� von� Shrub� bei,� ohne� absolut�

dafür�vorausgesetzt�zu�werden.��Von�daher�könnte�der�Verlust�von�lgd�nur�einen�bestimmten�

Aspekt�der�Funktion�von�shrub�betreffen�oder�die�Aktivität�unterhalb�eines�Schwellenwerts�

sinken�lassen,�der�für�die�vollständige�Funktionalität�benötigt�wird.�Bisherige�Arbeiten�lassen�

darauf� schließen,� dass� Snf7/Shrub� lange� homopolymere� Filamente� auf� der� zytosolischen�

Seite� der� Endosomenmembran� bildet.�Die� Polymerisierung�wird� für� die� Abschnürung� der�

Vesikel� ins� endosomale� Lumen� benötigt� und� sie� erfordert,� dass� Snf7/Shrub� von� der�

geschlossenen�Form�in�eine�offene�Form�umgewandelt�wird�(Babst,�Katzmann,�EstepaͲSabal�

et� al.� 2002,� Henne,� Buchkovich� et� al.� 2012).� Nach� der� ILV� Bildung�wird� Shrub� durch� die�

Aktivität� von� VPS4� unter� Verbrauch� von� ATP� in� die� geschlossene� Form� überführt.� Die�

Ergebnisse�deuten�daraufhin,�dass�Shrub�und�Lgd�im�Zytoplasma�interagieren.�Daher�könnte�

es� sein,�dass� Lgd�dabei�hilft� Shrub� für�eine�erneute�Polymerisierung� an�der�endosomalen�

Membran�bereitzustellen.�Weitere�Untersuchungen�könnten�darüber�aufklären,�ob� Lgd�an�

der�Konformationsänderung�von�Shrub�beteiligt�ist�und�darüber�zur�Regulation�der�Aktivität�

beiträgt.��

Die�genetischen�Untersuchungen�deuten�auf�eine�antagonistische�Beziehung� zwischen�Lgd�

und�verschiedenen�Komponenten�der�ESCRT�Komplexe� in�Hinsicht�auf�die�Aktivierung�von�

Notch.�Dies�schließt�ein,�dass�die�Aktivierung�von�Notch� in� lgd�Zellen�von�der�Funktion�der�

ESCRT�Komplexe�abhängig�ist.�Daher�muss�die�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�in�lgd�Zellen�

in� anderer�Art� und�Weise� ablaufen� als� in� ESCRT�mutanten� Zellen.�Die� Ergebnisse� deuten�

daraufhin,�dass�der�Verlust�der�lgd�Funktion�die�Aktivität�von�Shrub�beeinflusst�und�dies�zur�

Aktivierung�des�NotchͲSignalweges� führt.�Der�Antagonismus� zwischen� lgd�und�ESCRT� zeigt�

sich� aber� nur� bezüglich� der� Aktivierung� des� Notch� Rezeptors.� Bei� Betrachtung� der�

Morphologie�der�Endosomen�deutet� sich�eine� synergistische�Beziehung�an.�Die�Reduktion�

von�shrub�bewirkt�eine�enorme�Vergrößerung�der�Endosomen� in� lgd�hypomorphen�Zellen.�

Die�lgd�Zellen�zeigen�sonst�keine�Anzeichen�solcher�starken�Defekte.��
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Da�die�Aktivierung�von�Notch�ohne�die�Freisetzung�von�NICD� ins�Zytosol�nicht�möglich� ist,�

kann� angenommen� werden,� dass� in� lgd� Zellen� ein� Teil� der� Notch� Rezeptoren� an� der�

limitierenden�Membran�des�Endosoms�verbleibt�und�nicht� in�ILV�verpackt�wird.� �Unter�drei�

möglichen�Umständen�könnte�dies�auftreten:�1.)�Es�werden�keine�ILV�gebildet.�2.)�Der�Notch�

Rezeptor�wird�nicht�effizient�in�die�ILV�verpackt�oder�3.)�Es�kommt�zur�Rückfusion�der�ILV�mit�

der� limitierenden�Membran.� Der� letztgenannte� Prozess�wurde� in� Zellen� von� Vertebraten�

dokumentiert�(Falguieres,�Luyet�et�al.�2009).� �Die�Ergebnisse�deuten�daraufhin�dass�der� lgd�

Verlust�die�Aktivität�von�Shrub�reduziert.�Von�daher� ist�bei�Verlust�von� lgd am�ehesten�die�

ineffiziente�Verpackung�des�Notch�Rezeptors� in� ILVs�aufgrund�der�reduzierten�Aktivität�von�

Shrub�beeinträchtigt.��

3.3 Die Aktivierung von Notch in lgd Zellen

Vorherige� Arbeite� hatten� gezeigt,� dass� der� Verlust� von� lgd� in� Imaginalscheibenzellen� zur�

ligandenͲunabhängigen� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� führt.� Diese� Aktivierung� war�

abhängig� von� der� Aktivität� von� Psn,� der� katalytisch� aktiven� Komponente� des� ɶͲSekretase�

Komplex.� Die� Charakterisierung� von� lgd� wurde� fortgesetzt� und� die� Umstände� näher�

bestimmt,� die� in� lgd� Zellen� zur� Aktivierung� des� Signalweges� führen.� Die� Analyse� der� lgd�

Zellen�auf�ultraͲstruktureller�Ebene�zeigen,�dass�eine�Fraktion�der�Endosomen�von�lgd�Zellen�

tatsächlich�vergrößert�ist�und�ILV�enthalten.�

Auch� in� anderen� Geweben,� nämlich� dem� Follikelepithel,� wurde� gezeigt,� dass� der�

Funktionsverlust�von�lgd�zu�einer�ektopischen�Aktivierung�von�Notch�führt�(Schneider,�Troost�

et�al.�2012,�Schneider�2012).�Daher�lässt�sich�vermuten,�dass�die�ektopische�Aktivierung�eine�

generelle�Konsequenz�des�lgd�Funktionsverlust�in�Drosophila�Zellen�ist�(Schneider,�Troost�et�

al.�2012).�

In� einem� Modell� kann� die� mögliche� Funktion� von� lgd� bei� der� Aktivierung� des� Notch�

Rezeptors� skizziert� werden� (siehe� Abb.3Ͳ1).� Notch� wird� normal� endozytiert� und� zu� den�

reifenden�Endosomen�zwecks�Abbau�transportiert.�Für�eine�Aktivierung�des�Rezeptors�wird�

vorausgesetzt,�dass�NICD�dem�Zytosol�zugewandt�sein�muss,�um�in�den�Zellkern�zu�gelangen.�

Während�des�normalen�Abbaus�wird�Notch�in�ILV�verpackt�und�NICD�kann�nicht�mehr�in�den�

Zellkern� gelangen.�Dies�deutet�daraufhin,�dass� in� lgd� Zellen�die�Bildung�der� ILV�entweder�

nicht� stattfindet�oder�der�Notch�Rezeptor�nicht�effizient� in�die� ILV� verpackt�wird.�Die�EM�

Analyse� zeigte,� dass� die� vergrößerten� reifenden� Endosomen� ILV� enthielten.� Deshalb�
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erscheint�die�Bildung�der� ILV�bei�Funktionsverlust�von� lgd�nicht�besonders�stark�betroffen.�

Über�ähnliche� Interaktionen�zwischen�den�Orthologen�der�Säuger�von�Lgd�(CC2D1A/B)�und�

Shrub�(CHMP�4a,b,c)�wurde�jüngst�berichtet�(Martinelli,�Hartlieb�et�al.�2012,�Usami,�Popov�et�

al.� 2012).� Weiterhin� deuten� in vitro Experimente� daraufhin,� dass� Lgd1� und� Lgd2� die�

Polymerisierung�der�CHMP�Proteine�beeinflussen�(Martinelli,�Hartlieb�et�al.�2012).�

Da� Lgd� mit� Shrub� interagiert� und� für� dessen� volle� Funktion� gebraucht� wird,� ist�

wahrscheinlich�die�effiziente�Verpackung�von�Notch�bei�lgd�Funktionsverlust�betroffen.��Dies�

könnte� dazu� führen,� dass� die� Notch� Rezeptoren� oder� nur� ein� Bruchteil� davon� an� der�

limitierenden� Membran� des� späten� Endosoms� verbleiben� (NLM� Fraktion).� Diese� NLM�

Fraktion�wird�dann� ligandenͲunabhängig�aktiviert.�Obwohl�eine�NLM�Fraktion�für�die�Notch�

Aktivierung�in�lgd�Zellen�vorausgesetzt�wird,�reicht�sie�aber�nicht�für�die�Aktivierung�aus.�Es�

wurde� zuvor� berichtet,� dass� der� Verlust� von� hrs� die� Notch� Aktivierung� in� lgd� Zellen�

verhindert�(Childress,�Acar�et�al.�2006,�Gallagher�und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�

In�dieser�Mutante,�wird�die�Bildung�der�ILV�unterdrückt�(Lloyd,�Atkinson�et�al.�2002),�und�als�

Resultat�bleibt�die�Fracht�(Notch)�an�der�limitierenden�Membran.�In�lgd hrs�Zellen�zeigte�sich�

auch�ein�Einfluss�auf�den�endosomalen�Reifungsprozess.��Durch�den�Verlust�der�Funktion�von�

hrs� könnte� die� Rab5/Rab7� Konversion� betroffen� sein� oder� auch� Störungen� bei� der�

Endozytose� auftreten� und� dadurch� die�Reifung� und� letztlich� die� Fusion�mit� dem� Lysosom�

verhindert� werden.� Eine� kürzlich� erschienene� Studie� in� der� Hefe� deutet� daraufhin,� dass�

Störungen�bei�der�Rab5/Rab7�Konversion�eine�Konsequenz�aus�der�Fehlfunktion�von�ESCRT�

sind�(Russell,�Shideler�et�al.�2012).��

Die�Ergebnisse�geben�weiteren�Einblick� in�die�Aktivierung�des�Notch�Rezeptors.�Es�konnte�

gezeigt�werden,�dass�die�Notch�Aktivierung�nicht�nur�unabhängig�von�den�Liganden��sondern�

auch�unabhängig�von�kuz�ist.�Kuz�wird�für�das�Ektodomain�Shedding,�einer�Voraussetzung�für�

RIP�durch�den�ɶͲSecretase�Komplex,�gebraucht.�Die�Aktivität�der�ɶͲSekretase� ist�notwendig�

für�die�Aktivierung�von�Notch�in�lgd�Zellen�(Klein�2003,�Jaekel�und�Klein�2006).�Deshalb�muss�

das�Ectodomain�Shedding�in�anderer�Art�und�Weise�zu�Stande�kommen.�Die�Untersuchungen�

zeigen,� dass� für� die� Aktivierung� von�Notch� die� Fusion� der� Endosomen�mit� dem� Lysosom�

benötigt�wird.�Dies�legt�nahe,�dass�auch�die�Aktivierung�im�Lysosom�und�nicht�im�reifenden�

Endosom�stattfindet.�Dieser�Befund�hat�weitreichende�Auswirkungen.�Erstens�deutet�es�auf�

einen� Defekt� im� endosomalen� Reifungsprozess� in� lgd� Zellen� hin,� da� die� Fusion� reifer�

Endosomen� mit� dem� Lysosom� nicht� zur� Aktivierung� von� Notch� in� Wildtyp� Zellen� führt.�
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Zweitens� zeigt� es,� dass� obwohl� die� lgd� Zellen� einen� Defekt� im� Abbau� von�

Transmembranproteinen� zeigen,� letztlich� die� Fusion�mit� dem� Lysosom� stattfindet.� Daher�

wird� der� Abbau� eher� verzögert� als� verhindert.� Die� Verzögerung� der� Fusion� erklärt� die�

Beobachtung,� dass� lgd� Zellen� z.T.� moderat� vergrößerte� MVBs� aufweisen,� da� mehr�

homotypische�Fusionen�zwischen�den�reifenden�Endosomen�auftreten�und�so�über�die�Zeit�

ein�größerer�Umfang�erreicht�wird�als�unter�normalen�Bedingungen.�Drittens,�wurde�gezeigt,�

dass�die�beobachtete�Akkumulation�von�Notch�in�späten�Endosomen�nicht�per se�der�Grund�

für� die� Aktivierung� des� Signalwegs� ist.� Dies� wird� durch� die� Beobachtung� gestützt,� dass�

obwohl�alle�Zellen�den�Signalweg�aktivieren,�nicht�alle�Zellen�eine�starke�Akkumulation�von�

Notch� in� reifenden� Endosomen� zeigen� (Schneider,� Troost� et� al.� 2012,� Schneider� 2012).�

Insgesamt� deuten� die� untersuchten� endosomalen� Phänotypen� darauf� hin,� dass� die�

Verstärkung� der� eher�milden� Akkumulation� von� Notch� in� lgd� Zellen,�mit� Ausnahme� der�

Überexpression�von�aktivierbaren�NotchͲRezeptoren�der�Aktivierung�entgegenwirkt.��

Eine� einfache� Erklärung� für� das� alternative� Ectodomain� Shedding� der� NLM� Fraktion� im�

Lysosom� ist� der� Abbau� der� ins� Lumen� hineinragenden� NECD� durch� die� aktivierten�

Hydrolasen.�Auf�diese�Weise�entsteht�ein�NEXTͲähnliches�Fragment,�dass�nun�ein�Substrat�

für�den� ɶͲSecretase�Komplex�darstellt.�Es�wurde�gezeigt,�dass�der� ɶͲSecretase�Komplex� im�

Lysosom� aktiviert� ist� (Pasternak,� Bagshaw� et� al.� 2003)� und� wahrscheinlich� kann� die�

Freisetzung� von� NICD� durch� RIP� ins� Zytosol� erfolgen.� Übereinstimmend� zeigt� sich,� dass�

NȴEGF�in�lgd�aber�nicht�in�wildtypischen�Zellen�aktiviert�wird.�Dies�lässt�vermuten,�dass�die�

verbleibende� LNR� von� NȴEGF,� die� von� der� LM� ins� Lumen� ragen,� in� lgd� Zellen� einer�

Konformationsänderung�unterzogen�oder�abgebaut�werden.�

Es�konnte�gezeigt�werden,�dass�die�Aktivierung�von�Notch� in� lgd�Zellen�die�Funktion�der�VͲ

ATPase�benötigt.�Diese�Protonenpumpe�wird�für�die�Ansäuerung�des�Lumens�der�reifenden�

Endosomen�benötigt.�Diese�Ansäuerung�wiederum�wird� für�die�Aktivierung�der�Hydrolasen�

im�Lysosom�benötigt.�Die�Funktion�der�VͲATPase�bei�der�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�in�

lgd� Zellen� könnte� daher� zweifach� benötigt� werden.� Einerseits� wird� die� Aktivität� für� die�

Aktivierung� der� Hydrolasen� vorausgesetzt.� Andererseits� könnte� die� Azidifizierung� des�

Lumens�auch�NECD�denaturieren�oder� sogar�die�CalciumͲBrücke� zwischen�NICD�und�NECD�

auflösen.�Es�sei�darauf�hingewiesen,�dass�die�Funktion�der�VͲATPase�bei�der�Aktivierung�von�

Notch� in� lgd� Zellen� sich� von� der� Beteiligung� an� der� ligandenͲabhängigen� Aktivierung�
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unterscheidet.�Diese�scheint�im�frühen�Endosom�stattzufinden,��dessen�pH�deutlich�höher�ist�

(Huotari�und�Helenius�2011).�

In�dem�Modell�kann�die�Aktivierung�von�Notch�in�lgd�Zellen�weiter�erklärt�werden�(Abb.�3Ͳ1).�

Der� Funktionsverlust� von� lgd� bewirkt�wahrscheinlich� eine� reduzierte� Aktivität� von� Shrub.�

Dies�hat� zur� Folge,�dass�der�Notch�Rezeptor� teilweise� an�der� limitierenden�Membran�der�

reifen�Endosomen�zurückbleibt.�Durch�die�Fusion�mit�dem�Lysosom�werden�die�Hydrolasen�

aktiviert� und� bewirken� wahrscheinlich� in� Kombination� mit� dem� sauren� Milieu� ein�

alternatives�Ectodomain�Shedding.�Dadurch�entsteht�ein�NEXTͲähnliches�Substrat,�das�durch�

den� ɶͲSekretase�Komplex�prozessiert�wird�und� so� für�die� Freisetzung�von�NICD� sorgt.�Das�

Modell�ähnelt�dem�vorgeschlagenen�Modell�für�die�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�durch�

die�E3ͲUbiquitinͲLigase�Deltex�(Dx)�(Wilkin,�Tongngok�et�al.�2008).�Eine�kürzlich�erschienene�

Arbeit�berichtet�über�eine�enge� funktionale�Beziehung� zwischen�dem�ßͲArrestin�ähnlichen�

Protein�Kurtz�(Krz),�Dx�und�Shrub�bei�der�Regulation�des�NotchͲSignalwegs�(Hori,�Sen�et�al.�

2011).�Es�wurde�ein�Modell�vorgeschlagen,� in�dem�Shrub�die�Aktivität�von�Notch�durch�die�

Verpackung� des� polyubiquitinierten� Rezeptors� in� ILV� herunterreguliert,� und� Dx� der�

Verpackung�entgegen�wirkt�und�die�Aktivierung�fördert.�Dx�vermittelt�diese�Funktion�durch�

die� Regulation� der� Ubiquitinierungsstatus� von� NICD.� Die� Überexpression� verschiebt� das�

Gleichgewicht�zwischen�PolyͲ�und�Monoubiquitinierung�zu�Gunsten�der�Polyubiquitinierung�

des�Notch�Rezeptors.��

Die�Phänotypen�des�lgd�Funktionsverlusts�sind�qualitativ�dem�Phänotyp�der�Überexpression�

von� Dx� ähnlich,� allerdings� ist� die� Aktivierung� von� Notch� stärker.� Dies� könnte� daraufhin�

deuten,� dass� Lgd� der� Funktion� von� Dx� entgegenwirkt.� Das�Model� von� Hori� et� al.� (2011)�

vermutet,�dass�Dx�die�Verpackung�von�Notch�in�ILV�durch�Shrub�verhindert.�Lgd�beeinflusst�

die�Aktivität�von�Shrub�durch�direkte�physische�Interaktion�(Jäckel�2010,�Troost,�Jaeckel�et�al.�

2012).�Daher�wäre� es�möglich,� dass� die� Beziehung� zwischen�Dx� und� Lgd� indirekt� ist� und�

durch�Shrub�vermittelt�wird. 

Die�Untersuchungen� zeigen,� dass� der� zur� Aktivierung� von�Notch� führende� Prozess� in� lgd�

Zellen� eine� begrenzte� Aufnahmefähigkeit� hat.� Möglicherweise� ist� der� S3ͲSchnitt� der�

limitierende� Faktor,� da� eine� ektopische� Aktivierung� von� Notch� in� lgd� Zellen� durch� die�

Verminderung�der�Aktivität�des�ɶͲSekretase�Komplexes�unterdrückt�wird.�Wenn�dies�der�Fall�

ist,� so� muss� nun� erklärt� werden,� wie� andere� Transmembranproteine� die� mit� Notch�
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konkurrieren�zum�Substrat� für�den�ɶͲSekretase�Komplex�werden.�Eine�Möglichkeit� ist,�dass�

sie� ebenso� einem� alternativen� Ectodomain� Shedding� unterzogen� werden.� Zukünftige�

Untersuchung�müssen�klären,�ob�und�in�welchem�Zusammenhang�Lgd�hier�wirkt.�

3.4 Aktivierung des Notch Rezeptors in unterschiedlichen endosomalen Kompartimenten

Der� Verlust� von� shrub� führt� auch� während� der� Oogenese� zur� Aktivierung� des� NotchͲ

Signalweges� führt� (Schneider,� Troost� et� al.� 2012).� Die� Aktivierung� von� Notch� tritt� bei�

Funktionsverlust� von� shrub� früher� auf� als� bisher� berichtet�wurde� und� ist� stärker� als� bei�

Verlust�der�Lgd�Funktion�(Schneider,�Troost�et�al.�2012,�Schneider�2012).�Dies�wird�durch�die�

Beobachtung� gestützt,� dass� bei� Funktionsverlust� von� shrub� die� Aktivierung� der� Hindsight�

(Hnt)�Expression� in�frühen�Stadien�auftritt,�wo�hingegen�bei� lgd�Verlust� lediglich�ektopische�

Gbe+Su(H)� Expression� auftritt� (Schneider,� Troost� et� al.� 2012,� Schneider� 2012).� Weitere�

Hinweise,�die�die� vorherige�Annahme� stützen,�dass�Notch� in� shrub�Zellen�anders�aktiviert�

wird�als�im�Falle�von�lgd,�liefert�die�gegen�Rab7�gerichtete�RNAi,�die�nur�in�lgd�Zellen,�nicht�

aber� in� shrub� Zellen� die� ektopische�Aktivierung� verhindern� kann� (Schneider,� Troost� et� al.�

2012,� Schneider� 2012).�Dieser� Befund� zeigt,� dass� in� shrub� Zellen� die� Aktivierung� eher� im�

späten�Endosom�als� im�Lysosom�auftritt.�Die�zeigt�auch,�dass�die�Aktivierung�von�Notch� in�

unterschiedlichen�endosomalen�Kompartimenten�stattfinden�kann� (Schneider,�Troost�et�al.�

2012).�RNAiͲExperimente,�die�Teil�eines�größeren�Screens�waren,�deuteten�daraufhin,�daß�

die�Aktivierung�von�Notch�durch�den�Funktionsverlust�von�ESCRTͲIͲIII�abhängig�von�Kuz� ist�

(Saj,�Arziman�et�al.�2010).�Da�die�ektopische�Aktivierung�in�lgd�Zellen�unabhängig�von�Kuz�ist,�

könnte�diese�zu�überprüfende�Voraussetzung�bei�Verlust�von�ESCRT�möglicherweise�mit�der�

Aktivierung� in� unterschiedlichen� Kompartimenten� im� Zusammenhang� stehen.� Zukünftige�

Untersuchungen�müssten�dem�nachgehen�und�könnten�weiteren�Aufschluß�geben.�

Möglicherweise� kann� die� unterschiedliche� starke� Inaktivierung� von� shrub� auch� in�

unterschiedlicher� Art� und� Weise� zur� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� führen.� Der�

Funktionsverlust� von� shrub� hat� eine� starke� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� und� den�

Verlust�der�epithelialen�Integrität�zur�Folge�(Hori,�Sen�et�al.�2011,�Troost,�Jaeckel�et�al.�2012).�

Eine�geringe�Reduktion�der�shrub�Funktion�führt�jedoch�zu�einer�schwachen�Aktivierung�und�

scheint�kaum�die�epitheliale�Integrität�zu�beeinflussen�(Hori,�Sen�et�al.�2011).�Daher�könnte�

die�Reduktion�der�Aktivität�von�Shrub�in�unterschiedlicher�Art�und�Weise�zur�Aktivierung�des�

NotchͲSignalweges�führen,�als�dies�bei�vollständigem�Verlust�der�shrub�Funktion�der�Fall�ist.�
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Weitere�Untersuchungen�könnten�die�Frage�beantworten,�ob�diese�schwache�Aktivierung�im�

Lysosom�oder�im�Endosom�stattfindet.

Abb. 3 1. Modell der Aktivierung von Notch in lgd Zellen.� (A)�Normaler� Abbau� des�Notch� Rezeptors.� Lgd�
interagiert�mit�Shrub�im�Zytosol.�Diese�Interaktion�wird�für�die�vollständige�Aktivität�von�Shrub�benötigt.�Notch�
wird�durch�die�Verpackung�in�ILV�vollständig�von�der�LM�entfernt�und�anschließend�durch�die�Fusion�mit�dem�
Lysosome� vollständig� abgebaut.� (B)�Die�Aktivierung� von�Notch�während�des�endosomalen�Transports� in� lgd
Zellen.�Der�Funktionsverlust�von�Lgd�hat�eine�Reduktion�der�Shrub�Aktivität�zur�Folge.�Dies�bedingt,�dass�Notch�
teilweise� oder� komplett� an� der� LM� des� reifenden� Endosom� verbleibt.�Nach� der� Fusion�mit� dem� Lysosome�
führen� die� aktivierten� Hydrolasen,� vermutlich� in� Kombination� mit� dem� sauren� Milieu� zu� alternativem�
Ectodomain� Shedding.� Dadurch� wird� ein� NEXTͲähnliches� Substrat� geschaffen,� dass� durch� den� ɶͲSekretase�
Komplex�prozessiert�werden�kann,�und�die�Freisetzung�von�NICD�ins�Zytosol�zur�Folge�hat.�EEV:�early�endocytic�
vesicle;�EE�early�endosome;�ME:maturing�endosome.�(Schneider,�Troost�et�al.�2012)
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3.5 Interaktionen von Fng, Ser und Dl während der Flügelentwicklung an einer FG

Während� der� Flügelentwicklung� ist� die�Aktivität� des�NotchͲSignalwegs� für� die� Etablierung�

einer� Expressionsdomäne� erforderlich,� in� der� Zielgene� an� der� dorsoͲventralen� Grenze�

angeschaltet�werden,�die�entscheidend�das�Wachstum�und�die�Musterbildung�des� Flügels�

steuern,�vor�allem�Wg�und�Vg�(Klein�2001).�Die�D/V�Grenze� ist�eine�Fringe�Grenze�(FG),�die�

eine� bedeutende� Schnittstelle� für� die� Aktivierung� von� Notch� und� die� Etablierung� dieses�

Organisationszentrum�darstellt.�Gegenwärtiger�Kenntnisstand�dieses�Prozesses� ist,�dass�Fng�

durch�die�Modifikation�des�Notch�Rezeptors�das�Signal�durch�Dl�fördert�und�das�Signal�durch�

Ser�hemmt.�Daraus�resultiert,�dass�Dl�von�ventralen�zu�dorsalen�und�Ser�von�dorsalen�nach�

ventralen�Grenzzellen� (vGz)�signalisiert� (deCelis�und�Bray�1997,�Panin,�Papayannopoulos�et�

al.�1997).�Die�simultanen�Signale�der�Liganden�in�entgegengesetzter�Richtung�etablieren�die�

Expression� der� Notch� Zielgene� beidseitig� der� FG� (deCelis� und� Bray� 1997,� Panin,�

Papayannopoulos�et�al.�1997).�Für�die�Funktionalität�dieses�Models�an�der�D/V�Grenze�ist�es�

entscheidend,�dass�die�Induktion�von�Ser�auf�die�dorsale�und�die�von�Dl�auf�die�ventrale�Seite�

beschränkt�ist.�Wenn�z.B.�Dl�Expression�auch�in�dorsalen�Zellen�durch�Notch�induziert�würde,�

käme� es� zu� einer� Ausbreitung� der� Notch� Aktivität� im� gesamten� dorsalen� Teil� der�

Flügelanlage.� In�Übereinstimmung� tritt�die� Ser� Expression� im�dorsalen�Kompartiment� auf,�

wenn�aktiviertes�Notch�in�dorsalen�und�ventralen�Zellen�exprimiert�wird�(Micchelli,�Rulifson�

et� al.� 1997,� Panin,� Papayannopoulos� et� al.� 1997).� Die� Kombination� dieser� räumlich�

beschränkten�Expression�der�Liganden�und�der�operierenden�Dl�/�Ser�Schleife�führt�während�

der� frühen� Flügelentwicklung� zur� Aktivierung� des� NotchͲSignalwegs� an� der� D/V� Grenze�

(Panin,�Papayannopoulos�et�al.�1997).� In�der�Mitte�des�dritten�Larvenstadiums�übernimmt�

die�Dl/Ser/Wg�Schleife�die�Aufrechterhaltung�der�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs.�Deshalb�ist�

die� Etablierung� der� Wg� Expression� in� den� Grenzzellen� ein� kritischer� Schritt� bei� der�

Begrenzung� der� Aktivität� von� Notch.� Wenn� dieser� erreicht� wird,� sichert� diese� zweite�

Rückkopplungsschleife� die� Expression� von� Wg� und� die� Aktivität� des� NotchͲSignalwegs�

während�der�gesamten�Flügelentwicklung.�

Während�dieses�Modell�die�Ereignisse�an�der�D/V�Grenze�erklären�kann,�funktioniert�es�an�

der� ektopischen� Grenze� nicht�mehr,� da� hier� eine� differentielle� Expression� der� Liganden�

unwahrscheinlich� ist.� �Allerdings� ist�die�Expression�von�Wg�auch�hier�auf�die�ektopische�FG�

beschränkt�(Kim,�Irvine�et�al.�1995).�Die�Untersuchungen�bringen�weitere�Klarheit�bezüglich�

der�Fng�vermittelten�Ereignisse.�Weitere�Details,�welche�die�Ereignisse�an�der�ektopische�FG�
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erklären,� können� dem� Modell� hinzugefügt� werden.� Der� erste� Zusatz� ist� die� anfänglich�

sequentielle� Etablierung� der� Expressionsdomäne� von� Wg� durch� die� asymmetrische�

Aktivierung� des�NotchͲSignalwegs� in� frühen� Phasen� der� Flügelentwicklung.� Es�wurde� eine�

asymmetrische�Expression�von�Wg�ausschließlich�in�vGz�an�der�D/V�Grenze�beobachtet,�was�

auf�die� ausreichend�hohe�Aktivität� von�Notch� für�die� Expression� von�Wg� in�diesen� Zellen�

hindeutet.�Die�Existenz�diese�frühen�asymmetrischen�Phase�der�Aktivierung�von�Notch�war�

überraschend,� da� die� Aktivierung� von�Notch� zur� Aktivierung� der� Expression� der� Liganden�

führt� (Doherty,� Feger� et� al.� 1996,� Panin,� Papayannopoulos� et� al.� 1997,� Klein� und� Arias�

1998b).� Konsequenterweise� sollte� die� Aktivierung� in� ventralen� Zellen� zu� einer� sofortigen�

Steigerung�der�Expression�von�Dl�in�den�ventralen�Zellen�und�zu�einem�Signal�zurück�zu�den�

dorsalen�Zellen�führen.��Wenn�diese�asymmetrische�Phase�existierte,�wäre�sie�der�Erwartung�

nach� zu� kurz�um�detektiert� zu�werden.�Wichtig� ist,�dass�diese� anfängliche� asymmetrische�

Phase�eine�generelle�Eigenschaft�des�NotchͲSignalwegs�an�der�FG�zu�sein�scheint,�da�sie�auch�

an�der�untersuchten�ektopischen�FG�zu�beobachten�war.�Die�Existenz�der�asymmetrischen�

Phase�deutet�weiterhin�daraufhin,�dass�eine�FG�zur�Generierung�von�Aktivitätsdomänen�des�

NotchͲSignalwegs� auch� dann� dazu� führt,� wenn� die� Expression� der� Liganden� durch� die�

Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�nicht� stattfindet.�Bisher�wurde�diese�Schleife�nur� in�der�

Flügeltasche� beobachtet.� Das� Ausbleiben� dieser� Schleife� würde� einen� Verbleib� in� der�

asymmetrischen�Phase�bedeuten,�was�zu�einem�Zellstreifen�mit�hoher�Notch�Aktivität�führen�

würde,�welcher�uniform�Dl�in�Abwesenheit�von�Ser�aufweist.�

An� der� ektopischen� Grenze� zeigte� sich,� dass� die� Eliminierung� der� Aktivität� des� NotchͲ

Signalwegs�in�posterioren�Zellen�entlang�der�FG�nicht�zum�Verlust�der�Wg�Expression�in�den�

aGz� führt.� Lediglich� die� späte� Phase� der� symmetrischen� Expression�wird� verhindert.�Dies�

zeigt,� dass� die� Etablierung� der� Dl/Ser� FeedbackͲSchleife� in� A/P� Grenzzellen� nicht�

entscheidend� für� eine� ausreichend� hohe� Notch� Aktivität� ist,� die� zur� Induktion� der� Wg�

Expression� führt.�Ähnlich� verhält� es� sich� an� der�D/V�Grenze.�RNAiͲExperimente�mit� Su(H)�

(oder� auch� die� Überexpression� von� H,� (Troost� und� Klein� 2012))� führten� zu� einer�

Beschränkung� der�WgͲExpression� auf� die� vGz,� aber� zu� keiner� Unterbrechung.� Dies� lässt�

vermuten,� dass� die� Dl/Ser� Schleife� vermutlich� hauptsächlich� für� die� später� auftretenden�

Musterbildungsprozesse� des� zukünftigen� Flügelrandes� benötigt� wird,� aber� nicht� für� die�

Etablierung�des�Flügelgewebes.��
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Ein�weiterer� Zusatz�besteht�darin,�dass�die�Grundexpression� von�Dl�unabhängig� vom� SerͲ

Signal� ist.� Dies� zeigen� die� Beobachtungen,� dass� einerseits� Dl� in� frühen� Scheiben� in� der�

gesamten�Flügelanlage�exprimiert�wird�und�andererseits�das�Dl�ein�Signal� zu�den�dorsalen�

Grenzzellen� (dGz)� an� der�D/V�Grenze� in�Abwesenheit� der� Ser� Funktion� sendet.�Dies� trifft�

auch�an�der�ektopischen�FG�zu,�da�Dl�zu�den�aGz�in�Abwesenheit�von�Ser�signalisieren�kann.�

Aber�in�beiden�Fällen�ist�das�DlͲSignal�nicht�stark�genug�um�die�Wg�Expression�zu�initiieren,�

einem�wichtigen�Ereignis�während�der�Flügelentwicklung.�

Im�Hinblick�auf�die�anderen�Ergebnisse�ist�dies�eine�interessante�Beobachtung,�da�die�klonale�

Analyse� von� Psn� an� der� ektopischen� FG� vermuten� lässt,� dass� die� Notch� Aktivität� in�

posterioren�Grenzzellen�(pGz)�in�der�frühen�Phase�nicht�benötigt�wird.�Außerdem�zeigte�sich,�

dass�Ser�in�aGz�für�die�Expression�von�Wg�benötigt�wird,�trotz�der�Fng�Expression.�Dies�war�in�

einem�Teil�der�untersuchten�Scheiben�der�Fall.�Diese�Voraussetzung�kann�nicht�durch�SerͲ

Signale� von�den� aGz� zu�den�pGz�und�eine�dortige�Verstärkung� von�Dl� Expression�und�ein�

Rücksignalisieren� zu�den�aGz�erklärt�werden� (Ser/Dl�Rückkopplungsschleife).�Der�Grund� ist�

vielmehr,� dass� die� Aktivität� des� NotchͲSignalwegs� in� pGz� in� der� frühen� asymmetrischen�

Phase� nicht� benötigt� wird.� Von� daher� ist� die� Verstärkung� der� Dl� Expression� durch� Ser�

vernachlässigbar.�Daher�muss�Ser�den�Signalweg�in�den�Fng�exprimierenden�aGz�aktivieren.�

Diese�wahrscheinlich�schwache�Aktivität�trägt�zur�gesamten�Aktivierung�von�Notch�in�diesen�

Zellen� bei� und� garantiert� eine� ausreichend� hohe�Aktivität� des� Signalweges,� die� über� dem�

Schwellenwert� für� die� Expression� von� Wg� liegt.� In� Abwesenheit� von� Ser� führt� also� die�

Aktivierung� durch�Dl� von� pGz� in� einem� Teil� der� untersuchten� Scheiben� dazu,� dass� dieser�

Schwellenwert�nicht�mehr�erreicht�wird.�Übereinstimmend�hiermit� ist,�dass�die�ektopische�

Fng� Expression� zu� einer� breiten� Expression� von� Ser� führt� (Panin,� Papayannopoulos� et� al.�

1997).��

Weiterhin�konnte�gezeigt�werden,�dass�der�gleichzeitige�Verlust�der�Ser�und�Dl�Funktion� in�

aGz�die�Expression�von�Wg�an�der�ektopischen�Grenze�unterbindet.�Folglich�muss�Dl�auch�in�

Fng� exprimierenden� aGz� zur� Aktivität� des� NotchͲSignalwegs� innerhalb� dieser� Zellen�

beitragen.�Es�deutet�sich�an,�dass�die�gesamte�Notch�Aktivität� in�den�aGz� insgesamt�aus�Dl�

und�Ser�Signalen�innerhalb�der�Fringe�Domäne�und�den�Dl�Signalen�außerhalb,�von�den�pGz�

zu�den�aGz,�besteht.�Das�Dl�Signal�der�pGZ� zu�den�aGz� ist�hierbei�entscheidender,�da�der�

Verlust�immer�zu�einer�Unterbrechung�der�WgͲExpression�führte.�
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Weiterhin� werden� dem� geläufigen�Modell� zwei� antagonistische� Effekte� von� Fng� auf� die�

Liganden�hinzugefügt.�Für�die�Modifikation�von�Notch�durch�Fringe� ist�bekannt,�dass�sie�an�

der�D/V�Grenze�die�Signale�polarisiert�und�zwar�durch�die�Verstärkung�der�Signale�von�Dl�und�

durch�die�Unterdrückung�der�Signale�von�Ser�(Panin,�Papayannopoulos�et�al.�1997).�Die�hier�

vorgelegten�Ergebnisse�deuten�auf�zwei�gegensätzliche�Effekte�von�Fng�auf�die�Aktivität�von�

Notch� abhängig� vom� Ligand� hin.� Der� Verlust� der� fng� Funktion� in� frühen� Phasen� der�

Flügelentwicklung� unterbricht� die� Expression� von� Wg� zu� einem� Zeitpunkt,� in� der� die�

Expression�abhängig�von�Ser�ist.�Diese�Beobachtung�deutet�auf�einen�positiven�Effekt�auf�das�

Ser� Signal,� zusätzlich� zum� bekannten� negativen� Effekt.� Eine� Verstärkung� des� Ser� Signals�

findet�beim�Senden�von�fng�exprimierenden�Zellen�zu�nichtͲexprimierenden�ventralen�Zellen�

statt� und� diese� Verstärkung� wird� für� die� Aktivierung� von� Wg� in� Zellen� an� der� Grenze�

vorausgesetzt.� Diese� Erkenntnisse� sind� übereinstimmend� mit� vorherigen� Studien,� die�

zeigten,� dass� Fng� die� Eigenschaft� von� Ser� einen� ektopischen� Flügelrand� zu� induzieren� bei�

Koexpression�verstärkt� (Klein�und�Arias�1998b).�Möglicherweise� ist�dieser�positive�Einfluss�

auf�Ser� indirekt,�da�die�Modifikation�des�Notch�Rezeptors�durch�Fng� zu�einer�verringerten�

Bindung�von�Ser�an�Notch�führt.� �Freies�Ser� in�Fng�exprimierenden�Grenzzellen�kann�daher�

an�Notch�Rezeptoren�der�nicht�FngͲexprimierenden�Grenzzellen�binden.��

Die�Analyse�der�ektopischen�FringeͲGrenze�zeigte,�dass�Dl� in�Fng�nichtͲexprimierenden�pGz�

benötigt�wird,�damit�die�Aktivität�des�NotchͲSignalweges�über�einen�Schwellenwert�gehoben�

wird,�der�für�die�Wg�Expression�in�Fringe�exprimierenden�aGz�ausreicht,�trotz�einer�in�frühen�

Phasen�ubiquitären�DlͲExpression.�Dl�ist�in�beiden�Zellpopulation�vorhanden.�Dies�zeigt,�dass�

Dl� zwar�die�NotchͲAktivität� in�der�FngͲDomäne� induzieren�kann,�aber�diese�Aktivität�nicht�

ausreicht,� um� Wg� zu� induzieren.� Der� Schwellenwert� wird� erst� durch� das� DlͲSignal�

überschritten,�das�außerhalb�der�FngͲDomäne�generiert�wird.�Dieses�Kriterium�wird�nur�an�

der�FG�erreicht.�Diese�Eigenschaften�gewährleisten,�dass�die�Expression�von�Wg�auf�die�FG�

beschränkt�wird,�selbst�dann�wenn�in�dem�Gewebe�Dl�oder�Ser�uniform�exprimiert�werden,�

so�wie�es�im�Fall�der�ektopischen�FG�auftritt.�

Ein�Unterschied� zwischen� der� ektopischen� FG� und� der�D/V�Grenze� ist,� dass� die� Rolle� der�

Liganden�umgekehrt�erscheint:�An�der�ektopischen�FG�wird�Dl�zu�Beginn�für�die�Etablierung�

der�asymmetrische�Phase�benötigt�und�Ser�etabliert�die�symmetrische�Phase�und�sorgt� für�

die�Aufrechterhaltung�hoher�Notch�Aktivität.� Im�Gegensatz�werden�die�Signale�von�Ser� für�
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die� asymmetrische� Phase� an� der� D/V� Grenze� und� Dl� für� die� Etablierung� der� späteren�

symmetrischen� Phase� und� vermutlich� für� die� Aufrechterhaltung� während� der� späteren�

Stadien� benötigt.�Die�Aktivierung� an� der� ektopischen� FG� kann� also� durch� beide� Liganden�

erfolgen.�Ein�weiterer�Unterschied�ist�die�unterschiedliche�Lokalisation�des�asymmetrischen�

Wg�Streifens.�An�der�ektopischen�FG� ist�dieser�Streifen�auf�die�Fng�exprimierenden�Zellen�

beschränkt,�im�Falle�der�D/V�Grenze�liegt�er�innerhalb�der�nicht�exprimierenden�Zellen.��Die�

beobachteten� Ereignisse� an� der� ektopischen�Grenze� stellen� vermutlich� die� allgemeineren�

Interaktionen� dar,� da� hier� die� Gesamtverlauf� im� ventralen� Bereich� der� Flügeltasche�

betrachtet�wird.�Der�Hauptunterschied�ist�hier�die�Anwesenheit�oder�Abwesenheit�von�Fng.�

Bei�den� Interaktionen�an�der�D/V�Grenze� ist�zu�berücksichtigen,�dass�hier�auch� immer�der�

Unterschied�zwischen�dorsalen�und�ventralen�Zellen�bezüglich�des�dorsalen�Selektorproteins�

Ap�auftritt.�Dies�modifiziert�möglicherweise�den�weiteren�Verlauf.�

3.6 Interaktionen an einer Grenze von Fng exprimierenden und nicht exprimierenden

Zellen

Basierend�auf�diesen�Ergebnissen�können�erstmals�die�Ereignisse�an�der�ektopischen�FringeͲ

Grenze�beschrieben�werden.� In�frühen�Stadien�der�Flügelentwicklung� ist�Dl�ubiquitär� in�der�

gesamten� ventralen� Flügeltasche� exprimiert.� Die� ektopische� Expression� von� fng� mittels�

ptcGAL4,� generiert� eine� streifenartige� Fringe� Domäne� in� der� ventralen� Flügeltasche.� In�

frühen�Stadien�aktivieren�Dl�und�Ser�(vermutlich�induziert�durch�Dl)�den�NotchͲSignalweg�in�

der�gesamten�Fringedomäne�auf�einem�so�niedrigen�Level,�der�nicht�für�die�ektopische�Wg�

Expression�ausreicht.�An�der�Fng�Grenze�signalisiert�Dl�von�pGz�zu�aGz,�und�die�Verstärkung�

durch�Fng� führt� zur�Aktivität�des�NͲSignalweges�oberhalb�des�Schwellenwertes� für�die�Wg�

Expression�in�den�aGz.�Weiterhin�wird�die�Expression�von�Ser�in�aGz�verstärkt.�Dies�etabliert�

die�asymmetrische�Phase.�Im�weiteren�Verlauf�führt�das�(durch�Fng�verstärkte)� �Ser�–Signal�

von�den�aGz�zu�den�pGz�zur�WgͲExpression�in�den�nicht�FngͲexprimierenden�pGz.�Nachdem�

die� symmetrische� Induktion�von�Wg�eingesetzt�hat,�übernimmt�die�Dl/Ser/Wg�Schleife�die�

Aufrechterhaltung� des� NotchͲSignalwegs� an� der� D/V� Grenze.� In� den� Ser� mutanten�

Imaginalscheiben� des� frühen� dritten� Larvenstadiums�wurde� eine� breitere� Expression� von�

Gbe+Su(H)ͲlacZ� bei� ektopischer� Fng� Expression� beobachtet� (Troost� und� Klein� 2012).�

Weiterhin�war�die�Expression�von�Wg�bei�ektopischer�Expression�von�fng�mit�ptcGAL4�in�Ser

H, aber�nicht� in�H�mutanten�Scheiben� in�der�gesamten�ventralen�ptcͲDomäne�ausgebreitet�

(Troost�und�Klein�2012).�Deshalb� trägt� Ser� vermutlich�dazu�bei,�dass�der�NotchͲSignalweg�
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innerhalb�der�Fng�Domäne�auf�einem�niedrigen�Aktivitätslevel�gehalten�wird.�Es�ist�bekannt,�

dass� die� Expression� von� Ser� zur�Unterdrückung� des�NotchͲSignalweges� in� zellͲautonomer�

Weise�durch�cisͲInhition�beiträgt�(Klein,�Brennan�et�al.�1997).��

An�der�D/V�Grenze�wird�die�Signalkaskade�unterschiedlich� initiiert.�Es�wurde�gezeigt,�dass�

der� Verlust� der� Aktivität� des� Signalwegs� in� dorsalen� Zellen� nicht� die� Etablierung� der�

Expression�von�Wg�an�der�Grenze�verhindert,�aber�die�Expression�auf�die�vGz�beschränkt�und�

die� Flügelentwicklung� fortlaufen� lässt.�Deshalb� ist� das� von� dorsal� nach� ventral� gerichtete�

Signal�durch� Ser� so� gewichtig.�Dies� lässt� sich�mit�dem�Nullphänotypen� von� Ser� (Speicher,�

Thomas�et�al.�1994,�Troost�und�Klein�2012)�vereinbaren.�Ser�und�Fng�sind�anfänglich�in�allen�

dorsalen�Zellen�exprimiert� (Irvine�und�Wieschaus�1994).�Fringe�verstärkt�das�SerͲSignal� zu�

den� vGz,� aber� unterdrückt� das� Signal� in� dorsalen� Zellen.� Dieses� stark� polarisierte� Signal�

resultiert� in� der� Aktivierung� der�WgͲExpression� und� der� verstärkten�Dl� Expression� in� vGz�

(siehe�Abb.��2Ͳ67�D).�Es� ist�wahrscheinlich,�dass�der�cis�inhibitorische�Effekt�von�Ser�(Lei,�Xu�

et�al.�2003)�während�der�initialen�Phase�der�Flügelentwicklung�zur�Unterdrückung�der�Notch�

Aktivität� in� dorsalen� Zellen� beiträgt,� da� in� der� gesamten� Flügelanlage� von� frühen� Ser�

mutanten�Flügelscheiben�die�Expression�von�GbeSu(H)ͲlacZ�beobachtet�wurde� (Troost�und�

Klein�2012).��Die�Analyse�der�Ser�NullͲ�und�Ser H�Doppelmutanten�deutet�daraufhin,�dass�Dl�

den�NotchͲSignalweg� in�Abwesenheit�von�Ser�anschalten�kann�(Troost�und�Klein�2012).�Die�

Aktivierung�reicht�jedoch�nicht�für�die�Expression�von�Wg�aus,�obwohl�die�FG�vorhanden�ist.�

Es�erscheint�an�der�D/V�Grenze�so,�dass�Ser�die�Expression�von�Dl�in�vGz�verstärken�muss�bis�

der�Schwellenwert�von�Dl�in�den�ventralen�Zellen�ausreicht�um�Wg�in�den�dGz�zu�induzieren.�

Fringe�trägt�zur� Induktion�der�Wg�Expression�durch�die�Verstärkung�des�DlͲSignals�von�den�

nicht� Fringe� exprimierenden� vGz� zu� den� dGz� bei.� Wenn� eine� Akkumulation� von� Dl�

vorausgesetzt�wird,�könnte�dies�zur�beobachteten�Verzögerung�bis�zur�Etablierung�der�Phase�

der�symmetrischen�Expression�beitragen.��

Nach�der�anfänglichen�asymmetrischen�Phase�wird�die�Ser/Dl/Wg�Schleife�etabliert�um�den�

NotchͲSignalweg�aufrechtzuerhalten�und�um�die�Wg�Expression�symmetrisch�zu�halten.�Die�

Ergebnisse�führen�zu�dem�Schluss,�dass�das�anfängliche�FngͲverstärkte�SerͲSignal�stark�genug�

ist,�um�Wg�in�den�vGz�anzuschalten�und�so�den�Ser/Dl/Wg�Loop�zu�starten.�Dies�wird�durch�

die�Beobachtung�verdeutlicht,�dass�die�Unterdrückung�des�NotchͲSignalwegs�während�der�

gesamten�Flügelentwicklung�in�dGz�nicht�die�Aufrechterhaltung�der�Wg�Expression�im�späten�



134�
�

dritten� Larvenstadium� beeinträchtigt.� Sogar� die� Entwicklung� des� ausgewachsenen� Flügels�

verläuft�mit�nur�geringen�Musterbildungsdefekten.�Das�späte�Signal�der�vGz�zu�den�dGz� ist�

daher�hauptsächlich�für�die�Musterbildung�am�Flügelrand�erforderlich.�

Es� wurde� gezeigt,� dass� asymmetrische� Signalabläufe� vermittelt� vom� Hh� Signalweg� das�

Organisationszentrum� der� A/P� Achse� auf� der� anterioren� Seite� der� Grenze� etablieren�

(Dahmann� und� Basler� 1999).� Es�wurde� bisher� angenommen,� dass� ein�Unterschied� in� der�

Etablierung� des� D/V� Organisationszentrum� dessen� symmetrische� Platzierung� an� der� D/V�

Grenze�sei.�Die�Ergebnisse�zeigen,�dass�zumindest�in�frühen�Phasen�die�Etablierung�der�D/V�

Grenze� auch� asymmetrisch� erfolgt� und� dass� die� etablierten� Organisationszentren�

funktionieren,� wenn� sie� nach� ventral� versetzt� sind.� Daher� sind� die� Signal� vermittelnden�

Prozesse�an�den�beiden�Grenzen�wohl�doch�ähnlicher�als�angenommen.�Dies�konnte�bereits�

in� früheren� Arbeiten� für� die� Etablierung� der� Kompartimentgrenzen� beobachtet� werden�

(Koelzer�und�Klein�2006).��

Abb. 3 2. Modell der Aktivierung von Notch an einer Fng Grenze. An�der�ektopischen�FringeͲGrenze� � (A/PͲ

Grenze)� signalisiert� Dl� in� der� frühen� asymmetrischen� Phase� von� posterioren� Zellen� zu� anterioren� FngͲ

exprimierenden�Zellen�und�Ser�wird� für�die�Aufrechterhaltung�der�WgͲExpression�benötigt�bis� in�der� späten�

symmetrischen�Phase�die�Expression�der�Liganden�von�Wg�kontrolliert�wird�(A).�An�der�D/V�Grenze�signalisiert�

Ser� in�der� frühen�asymmetrischen�Phase�von�dorsalen�zu�den�ventralen�Fng�nichtͲexprimierenden�Zellen.� �Dl�

signalisiert� zurück� und� in� der� späten� symmetrischen� Phase� wird� die� Expression� der� Liganden� durch� Wg�

kontrolliert�(B).��Der�Einfluss�durch�und�auf�die�cisͲInhibition�kann�in�diesem�Modell�nicht�geklärt�werden.�
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4. Zusammenfassung / Summary

Frühere� Arbeiten� zeigten,� dass� die� Störungen� im� späten� Verlauf� des� endosomalen�

Transportwegs�durch�den�Funktionsverlust�des�Tumorsuppressorgens� lethal (2) giant discs�

(lgd)�oder�der�ESCRT� IͲIII�Komplexe�zu�einer� ligandenͲunabhängigen�Aktivierung�des�NotchͲ

Signalwegs�in�allen�Zellen�der�Imaginalscheiben�in�Drosophila melanogaster�führt�(Childress,�

Acar� et� al.� 2006,� Gallagher� und� Knoblich� 2006,� Jaekel� und� Klein� 2006).� Die� Störung� im�

endosomalen�Transport�führt�in�lgd�mutanten�Zellen�zur�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�

in� reifen�Endosomen.�Die�EM�Analyse� zeigte,�dass� lgd Zellen�vergrößerte�MVBs�enthalten.�

Darüber� hinaus� zeigen� lgd� mutante� Zellen� eine� Verzögerung� im� Abbau� von�

Transmembranproteinen,� die� in� der� Plasmamembran� lokalisiert� sind.� lgd kodiert� ein�

Mitglied� einer� unbekannten� Proteinfamilie,� deren� Mitglieder� eine� C2� Domäne� und� vier�

DM14� Wiederholungen� mit� unbekannter� Funktion� enthalten.� Die� detailierte� StrukturͲ

Funktionsanalyse� von� Lgd� offenbarte,� dass� die�DM14�Domänen� für� die� Funktion� von� Lgd�

essentiell�sind�und�redundant�wirken.�Weiterhin�zeigte�die�Analyse,�dass�die�DM14�Domänen�

die� spezifische� Funktion� von� Lgd� vermitteln� und� die� C2� Domäne� für� die� subzelluläre�

Lokalisation�von� Lgd�benötigt�wird.� Lgd� interagiert�mit�dem�ESCRT� III�Protein�Shrub�direkt�

über�die�DM14�Domänen�(Troost�et�al.�2012).�Es�konnte�gezeigt�werden,�dass�die�Interaktion�

für� die� Funktion� in vivo� von� Bedeutung� ist.� Daher� trägt� Lgd� zur� Funktion� des� ESCRTͲIII�

Komplexes�bei.�Die�genetischen�Studien�in�dieser�Arbeit�weisen�daraufhin,�dass�die�Aktivität�

von�Shrub�und�anderen�ESCRT�Komponenten�für�die�Aktivierung�von�Notch�in�lgd�mutanten�

Zellen�benötigt�wird.�Die�weitere�Untersuchung�der�Folgen�des�Genfunktionsverlust�von�lgd�

und�der�Erfordernisse� für�die�auftretende�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�zeigt,�dass�die�

Aktivierung� unabhängig� von� Kuz� und� den� EGFͲWiederholungen� des� Notch� Rezeptors�

stattfindet.� Weiterhin� zeigten� die� Ergebnisse,� dass� die� Aktivierung� von� Notch� in� lgd�

mutanten�Zellen�im�Lysosom�stattfindet�und�die�endosomale�Reifung�notwendig�ist.��

Die� Flügelentwicklung� in�Drosophila� erfordert� die�Aktivierung� von�Wg� in� einem� schmalen�

Streifen� entlang� der� Grenze� von� Fringe� (Fng)� exprimierenden� und� nichtͲexprimierenden�

Zellen.� Die� Fringegrenze� (FG)� stimmt� mit� der� dorsoͲventralen� (D/V)� Grenze� der�

Flügelimaginalscheibe� überein.� Die� Induktion� der� Expression� von� Wg� wird� durch� die�

Interaktionen�von�dorsalen�und�ventralen�Zellen�durch�den�NotchͲSignalweg�vermittelt.�Es�

scheint,�dass�die�beiderseitigen�Signale�von�dorsalen�und�ventralen�Zellen,�durch�die�Notch�
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Liganden� Serrate� (Ser)� bzw.� Delta� (Dl)� eine� symmetrische� Wg� Domäne� etablieren,� die�

beiderseits� der� D/V� Grenze� liegt.� Die� gerichtete� Signale� der� Liganden� benötigt� die�

Modifizierung� von� Notch� in� dorsalen� Zellen� durch� die� Glykosyltransferase� Fng� und� die�

beschränkte�Expression�der�Liganden,�mit�Ser�Expression�auf�der�dorsalen�und�Dl�Expression�

auf�der�ventralen�Seite�der�Flügelanlage.�Der�Mechanismus�des�NotchͲSignalwegs�an�der�FG�

wurde�in�Bezug�auf�die�Interaktionen�von�Fng,�Ser�und�Dl�während�der�Flügelentwicklung�an�

einer� ektopischen� FG� und� an� der�D/V�Grenze� untersucht.� Es� zeigte� sich,� dass� der�NotchͲ

Signalweg� anfänglich� in� einer� asymmetrischen�Weise� auf� einer� Seite� der� FG� angeschaltet�

wird.�Während�dieser�anfänglichen,�asymmetrischen�Phase�wird�nur�ein�Ligand�benötigt.�Ser�

leitet�die�Aktivierung�des�NotchͲSignalwegs�an�der�D/V�Grenze�und�Dl�an�der�ektopischen�FG�

ein.�Die�Analyse� legt�nahe,�dass�Fng�auch�einen�positiven�Effekt�auf�das�Signal�von�Ser�hat.�

Aufgrund� der� ergänzten� Eigenschaften�wird� die� differentielle� Expression� der� Liganden� im�

gängigen�Modell�nicht� für�die�Beschränkung�der�Aktivität�des�NotchͲSignalwegs�auf�die�FG�

benötigt.�

Summary

Previous�work� showed� that� endosomal� trafficking� defects� by� loss� of� function� of� lethal(2)�

giant�discs� (lgd)�or�ESCRT� IͲIII� lead� to� ligandͲindependent�activation�of� the�Notch� signaling�

pathway� in� imaginal� disc� cells� in� Drosophila� melanogaster� (Childress,� Acar� et� al.� 2006,�

Gallagher�und�Knoblich�2006,�Jaekel�und�Klein�2006).�The�endosomal�defects� in� lgd�mutant�

cells�(lgd�cells)�leads�to�accumulation�of�Notch�in�mature�endosomes.�Ultrastructural�analysis�

by� electron� microscopy� showed,� that� lgd� cells� contain� enlarged� multi� vesicular� bodies�

(MVBs).�Lgd�encodes�a�member�of�an�unknown�protein� family�with�a�C2�domain�and� four�

DM14�repeats�of�unknown�function.�A�detailed�structureͲ/function�analysis�revealed�that�the�

DM14�domains�are�essential�and�act�redundantly.�The�DM14�domains�mediate�the�specific�

function�of�Lgd�while�the�C2�domain�is�important�for�subcellular�localization�and�stability�of�

the� protein.� Lgd� interacts� directly� with� the� ESCRTͲIII� component� Shrub� via� the� DM14�

domains� (Troost,� Jaeckel� et� al.� 2012).� It�was� furthermore� shown� that� this� interaction� is�

important� in� vivo� and� therefore� Lgd� is� involved� in� the� function� of� the� ESCRTͲIII� complex.�

Genetic�studies� in�this�work�showed�that�activity�of�Shrub�and�other�ESCRT�components� is�

required�for�the�activation�of�Notch�in�lgd�cells.�Further�analysis�showed�that�the�activation�

of�Notch�in�lgd�cells�is�not�only�independent�of�the�ligands�but�also�independent�of�kuz,�while�
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ɶͲsecretase� activity� is� required.� Endosomal�maturation� and� fusion�with� the� lysosome� are�

further� requirements� for� the�activation�of�Notch� in� lgd�cells,�which� indicates� that�Notch� is�

activated�in�lysosomes�in�lgd�cells.�

Wing�development� in�Drosophila�requires�the�activation�of�Wg� in�a�narrow�stripe�along�the�

boundary� of� FringeͲ(Fng)� expressing� and� nonͲexpressing� cells.� The� Fringe� boundary� (FB)�

conincides�with�the�dorsalͲventral�(D/V)�boundary�of�the�wing�imaginal�disc.�The�induction�of�

Wg�expression�is�mediated�by�the�interactions�of�dorsal�and�ventral�cells�through�the��Notch�

signaling�pathway.� It�seems�that�mutual�signaling�from�dorsal�and�ventral�cells�through�the�

Notch� ligands� Serrate� (Ser)�and�Delta� (Dl)�establish� a� symmetrical�domain�of�Wg�on�both�

sides�of�the�D/V�boundary.�The�polarized�signals�of�the� ligands�require�the�modification�of�

Notch� in� dorsal� cells� by� the� glycosyltransferase� Fng� and� the� restricted� expression� of� the�

ligands,�with�Ser�expression�on�the�dorsal�side�and�Dl�on�the�ventral�side�of�the�wing�anlage.�

The�mechanism�of�Notch�signaling�at�an�FB�was�analysed�with�respect�to�the�interactions�of�

Fng,�Ser�and�Dl�throughout�wing�development.�It�was�shown,�that�Notch�signaling�is�initiated�

asymmetrically�on�one�side�of�the�FB.�During�this�initial�asymmetric�phase�only�one�ligand�is�

required.�Ser�initiates�activation�of�the�Notch�signaling�pathway�at�the�D/V�boundary�and�Dl�

at�the�ectopic�FB.�The�analysis�points�to�a�positive�effect�on�Ser�signaling�by�Fng.��Differential�

expression�of�the�ligands�is�not�required�for�the�restriction�of�Notch�activity�at�an�FB.�
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5. Material und Methoden

5.1 Geräte und Arbeitsmaterialien

Computer und Software:�Apple�Mac�mit�OS�X�und�höher�und�IBM�kompatible�PCs�mit�Windows�XP,�Windows�

VISTA�und�Windows�7.�Axiovision�Rel.�4.6�–�4.8�(Windows�PC,�Zeiss),�Photoshop�CS2�(Adobe),�Photoshop�CS3�

(Adobe),�Acrobat�Reader�(Adobe),�ImageJ�Ver.�1.37�–�1.46�(NIH),�Vector�NTI�(Invitrogen),�Serial�Cloner�(�),�CLC�

Workbench�(CLC),�CLC�Viewer�(PC),�Office�2007�(Microsoft,�PC�und�Mac),�Heliconfocus�(Helicon).�

Internetdatenbanken:��

NCBI�Pubmed,�http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed,��Blast�http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi�,�SMART,�

http://smart.emblͲheidelberg.de/�,�Flybase,�http://flybase.org/�,�VDRC�http://stockcenter.vdrc.at�,�Bloomington�

http://flystocks.bio.indiana.edu/,�NIGͲFly:�http://www.shigen.nig.ac.jp/fly/nigfly/index.jsp�

Geldokumentation: BioRad,�Peqlab

Gelelektrophorese: Eigenbau�der�Werkstatt�des�Instituts�für�Genetik,�Universität�zu�Köln�bzw.�HeinrichͲHeineͲ

Universität�Düsseldorf

Inkubatoren: 18°C�Raum�und�25°C�Raum�Gebäude�26.02.02�,�sowie�Inkubatoren�von�Memmert�und�Heraeus�

Micropipette puller: Sutter�Instruments�Co.�Model�PͲ97�

Rocking Platform:�Heidolph�Polymax�2040�

Mikroskope und Photographie: Axio�Imager�Z1�mit�Apotom�und�AxioCam�MRm,�Axio�Plan�2�mit�Apotom�und�

AxioCamMRm,�Axio�Phot�mit�AxioCamMRc��(alle�von�Zeiss).�Leica�Fluoreszenzbinokular�mit�Pixelfly�Kamera,�

STEMI�2000�mit�AxioCamMRc,�STEMI�1000,�Olympus�BH2�(für�Injektionen)

Mikrowellenofen: Sharp

PCR Maschinen / Thermocycler : Biometra�Professional�Thermocycler,�MJ�Research�PTCͲ200

Plastikartikel: 2ml,�1,5�ml,�0,5�ml�Eppendorfreaktionsgefäße,�Falcontubes�50�ml��

Quarzküvetten:�105ͲQS,�70ʅl,�Schichtdicke�10mm�(Hellma)
Scanner: Epson�Expression�1680�Pro

Spektralphotometer:�Genequant�II�von�Pharmacia,��Nanodrop�

Zentrifugen & Zubehör:�Tischzentrifugen�von�Eppendorf,�Hettich,�Heraeus,�Sorvall.��Beckmann�Coulter�Avanti�JͲ
26�XP��;�Rotoren: SS34�

Sequenzierer:�ABI�377A�DNAͲSequenzierer�(Perkin�Elmer)�(Institut�für�Genetik,�Universität�zu�Köln)�
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5.2 Chemikalien, Enzyme und Kits

Analysereine�Substanzen�(p.A.)�der�Firmen�Boehringer,�Fluka,�GibcoͲBRL,�Merck,�
Pharmacia,�RiedelͲdeͲHäen,�Roth,�Serva�und�SigmaͲAldrich.�
�

Feinchemikalien�und�Reaktionskits:�

DNAͲGrößenstandard�� � � Gene�RulerTM�1�kb,�Fermentas��
Hyperladder�I,�Bioline�
MassRulerTM�DNA�Ladder�Mix,�Fermentas�

DNAͲLadepuffer� � � � 6x�MassRulerTM�DNA�Loading�Dye,�Fermentas�

Gelextraktionskit�� � � EZNA�GelͲExtraction�Kit�(Omega�BioͲtek)�

Illustra�GFX�Purifation�Kit��(GE�Heathcare)�
Expand�High�Fidelity�Plus�PCR�Kit������� Roche�

ABI�Prism�Big�Dye�Terminator�(V.�3.1)�� Perkin�Elmer�
�
Nucleobond�MidiͲPräparation�Kit�� �������� Macherey�und�Nagel�

Restriktionsendonukleasen������� �� MBI�Fermentas�und�NEB�

Vectashield�� � � �������� Vector�Laboratories�

Natural�Goat�Serum�(NGS)���������� � Dianova�

Hoechst�33258� � � � Sigma�Aldrich�
�
�

5.3 Lösungen

S1Ͳ�Puffer:�� 12,5�ml�TrisͲHCl�(1�M)�

5�ml�EDTA�(0,5�M)�

pH�8,0�

auf�250�ml�mit�dH2O�auffüllen�

25�mg�RNAse�(Pulver)�

S2ͲPuffer:�� 10�ml�NaOH�(5�M)�

25�ml�SDS�(10%ig)�

215�ml�dH2O�

S3ͲPuffer:�� 68,71�g�Kaliumacetat�in�150�ml�dH2O�lösen�(2,8�M)�

mit�100�%iger�Essigsäure�auf�pH�5,1�einstellen�

auf�250�ml�mit�dH2O�auffüllen�
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TAE(1x)�:� 40�mM�TrisͲAcetat,�pH�8,0�

1�mM�EDTA�

TE�:�� � 10�mM�TrisͲHCl,�pH�8,0�

1�mM�EDTA�

�

1x�PBS�(phosphateͲbuffered�saline):�� 137�mM�NaCl�

2,7�mM�KCl�

10�mM�Na2HPO4�

2�mM�KH2PO�

0,1M�PO4Ͳ�Puffer:� � � � 36�ml�0,2�M�Na2HPO4�

� � � � � 14�ml�0,2�M�NaH2PO4�

� � � � � 50�ml�dH2O�

pH�7,2��

Stammlösungen:�

XͲGal� � � � in�10%�Demethylformamid�(DMF)�

IPTG� � � � 0,5�M�in�dH2O��

�

RNAseͲA�Stammlösung�� 5�μg/μl�in�10mM�Tris�pH�7,5��

0,15�M�NaCl� �

� Hoechst�33258� � 5mg/ml�in�dH20�

� �

AntibiotikaͲStammlösung:� �

� � Ampicillin�(100�mg/ml�in�dH2O)�

�

5.4 Medien und Agarplatten

Medien�zur�Kultivierung�von�E.coli�:�

LBͲMedium:�� 10� g� Bactotrypton,� 5� g� Hefeextrakt,� 10� g� NaCl.� pH� mit� NaOH� auf� 7,2�����������

einstellen�und�mit�H2O�auf�1�Liter�Endvolumen�auffüllen.�

LBͲAgar�Platten:�� LBͲ�Medium�+�1,5%�Agar�
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5.5 Verwendete Antikörper

Tabelle 5 1 :� Liste der eingesetzten primären Antikörper� für� die� Antikörperfärbung� der� Imaginalscheiben;�
DSHB:�Developmental�Studies�Hybridoma�Bank�

Antigen� Herkunft�
(Organismus)�

Verdünnung�� Bezugsquelle/Referenz�
(Klonbezeichnung)�

N(extra)� Maus� 1:100� DSHB�(C458.2H)�
N(intra)� Maus� 1:500� DSHB�(C17.9C6)�
Cut� Maus� 1:100� DSHB�(2B10)�
Wg�� Maus� 1:50� DSHB��(4D4)�
BetaͲGalactosidase� Kaninchen� 1:5000�

(preabsorbiert)�
Cappel�

HA� Ratte� 1:250� Roche��
Rab5� Kaninchen� 1:500� Michael�Hoch��
Rab7� Kaninchen� 1:3000� Tanaka�und�Nakamura�

2008�
Rab11� Kaninchen� 1:8000� Tanaka�und�Nakamura�

2008�
HrsͲFL� Meerschweinchen� 1:500�–�1:1000�� Lloyd�et�al.��2002�
Delta� Maus� 1:500� DSHB�(C594.9B)�
Serrate�� Kaninchen� 1:50� Andre�Bachmann�

(Thomas�et�al.�1991)�
Spinster� Meerschweinchen� 1:500� Sweeney�et�al.�2002�
Hnt� Maus� 1:100� DSHB�(1G9)�

�

Tabelle 5 2 : Liste der eingesetzten sekundären Antikörper

Antigen�+�Farbstoff� Herkunft�
(Organismus)�

Verdünnung�f.�
Antikörperfärbung�d.�
Imaginalscheiben�

Hersteller�

Maus�AlexaͲ488� Ziege� 1:500� Invitrogen�
Maus�AlexaͲ568� Ziege� 1:500� Invitrogen�
Maus�Alexa�Ͳ647� Ziege� 1:500� Invitrogen�
Kaninchen�AlexaͲ488� Ziege� 1:500� Invitrogen�
Kaninchen�AlexaͲ568� Ziege� 1:500� Invitrogen�
Kaninchen�AlexaͲ647� Ziege� 1:500� Invitrogen�
Meerschweinchen�
Dylight�594�

Ziege� 1:500� Dyomics�

Ratte�AlexaͲ568� Ziege� 1:500� Invitrogen*�
Ratte�A647� Ziege� 1:500� Invitrogen*�
Ratte�A488� Ziege� 1:500� Invitrogen*�
*präabsorbiert�gegen�Maus,�um�Kreuzreaktionen�auszuschließen�

�

�
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5.6 Bakterien und Plasmide

Verwendete�Bakterienstämme�(Bezugsquelle:�Invitrogen)�

E.coli�DH5ɲ:�FͲ�ʔ80�lacZȴM15�ȴ(lacZYAͲargF)U169�recA1�endA1�hsdR17(rkͲ,mk+)�phoA�

supE44�thiͲ1�gyrA96�relA1�ʄͲ��

E.coli�MachͲ1TMͲT1R:�FͲʔ80(lacZ)�ȴIM15�ȴlacX74�hsd�R�(rkͲ,mk+)�ȴrecA1398�end�A1�tonA��

�

5.7. DNA Methoden

Es� wurden� molekularbiologische� Standardmethoden� nach� (Maniatis,� Fritsch� et� al.� 1982)�

verwendet.�

5.7.1 Plasmid Minipräparation nach dem TENS Protokoll

1,5�ml�einer�Übernachtkultur�werden�in�ein�Eppendorfgefäß�überführt�und�zwei�Minuten�bei�

13.000rpm�zentrifugiert�(Tischzentrifuge).�Der�Überstand�wird�abgegossen�und�das�Pellet�in�

50Ͳ100ʅl� des� Überstandes� durch� vortexen� resuspendiert.� Nach� Zugabe� von� 300ʅl� TENSͲ

Lösung�wird�erneut�für�5Ͳ10�Sekunden�gevortext.�Nun�werden�150ʅl�Natriumacetat�(3M,�pH�

5,2)�hinzugegeben�und�es�wird�erneut�gevortext.�Daraufhin�wird�das�Gemisch�10Ͳ15�Minuten�

bei�13.000rpm�zentrifugiert.�Der�Überstand�wird� in�ein�anderes�Eppendorfgefäß�überführt.�

Das� Pellett�wird� verworfen.� Zu� dem�Überstand�werden� 900ʅl� Ethanol� gegeben,� der� eine�

Temperatur� von� Ͳ20°C� hat.� Danach� inkubiert� das� Gemisch� für� 5Ͳ10� Minuten� bei� Ͳ20°C.�

Daraufhin�wird�es�bei�4°C�und�13.000rpm�für�15�Minuten�zentrifugiert.�Der�Überstand�wird�

verworfen� und� das� Pellet� mit� 500ʅl� 70%igem� Ethanol� gewaschen� und� 10� Minuten� bei�

13.000rpm� zentrifugiert.� Nach� der� Trocknung� des� Pellets� bei� 37°C� wird� es� in� 30Ͳ50ʅl�

destilliertem�Wasser�resuspendiert.�

� 

5.7.2 Plasmid Midipräparation

Für�die�Midipräparation�wurde�das�Kit�„NucleobondͲAX100ͲKit“�der�Firma�Machery&Nagel�

verwendet� um� nach� Angaben� des� Herstellers� PlasmidͲDNA� zu� gewinnen.� Um� zuvor� die�

Plasmid�DNA�mit�Hilfe� von� E. coli zu� vermehren,�wurden� 100ʅl� einer�Übernachtkultur� in�

100ml�LB�+AmpͲMedium�gegeben�und�über�Nacht�bei�37°C�inkubiert.��
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5.7.3 DNA Restriktionsverdau

Der�Ansatz�eines�Restriktionsverdaus�unterscheidet� sich�nur� in�den�verwendeten�Enzymen�

und�den�vom�Hersteller�empfohlenen�Puffern,�in�denen�die�Enzyme�am�besten�arbeiten.�BSA�

wurde�hinzugefügt,�sofern�es�für�ein�Restriktionsenzym�empfohlen�wurde.�Alle�verwendeten�

Restriktionsenzyme�und�Puffer�wurden�von�der�Firma�New�England�Biolabs�(NEB)�bezogen.�

Ein�Restriktionsansatz�besteht�aus�folgenden�Komponenten:��

DNA�� Variabel��

Restriktionsenzyme�� Max.�2ʅl��

Puffer�(10x)�� 2ʅl��

(BSA)�(100x)�� 0,2ʅl��

Destilliertes�Wasser�� Auf�20ʅl�Gesamtvolumen�aufgefüllt�

�

5.7.4 Ligation

Bei� der� Ligation�wird� ein�DNAͲFragment� in� einen�Vektor� eingefügt.�Hierzu�wird� die�DNAͲ

Ligase� des� Bakteriophagen� T4� verwendet,� die� Reparaturen� von� Einzelstrangbrüchen�

durchführen� kann,� wodurch� glatte� oder� kohäsive� DNAͲDoppelstrangenden� miteinander�

verknüpft�werden� können.�Ein� Ligationsansatz�enthält�10xT4LigaseͲPuffer,�0,4�U�T4� Ligase�

(NEB,Fermentas),� 50Ͳ250ʅg� des� geschnittenen� Vektors� und� das� DNAͲFragment,� im�

molekularen�Verhältnis�4�zu�1�zum�Vektor�eingesetzt�wird.�Bei�nicht�kohäsiven�Enden�wurde�

die� Fragmente� im� Verhältnis� 5� zu� 1� eingesetzt.� Mit� destilliertem� Wasser� wird� auf� ein�

Endvolumen�von�10ʅl�aufgefüllt.�Der�Ligationsansatz� inkubiert�dann�entweder�1�Stunde�bei�

Raumtemperatur�oder�über�Nacht�bei�4°C.�

 

5.7.5 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Die� Plasmide� wurden� durch� Transformation� in� E.coli� integriert� und� vermehrt.� Zunächst�

werden�die�bei� Ͳ70°C�gelagerten�Bakterien� (100ʅl�chemisch�kompetente�E.coli Mach1�oder�

DH5ɲ)�auf�Eis�inkubiert.�Nach�Zugabe�des�Ligationsansatz�inkubieren�die�Bakterien�für�30�(bis�

90)� Minuten� auf� Eis.� Der� Hitzeschock� erfolgt� für� eine� Minute� Inkubation� bei� 37°C� im�

Wasserbad,�wodurch�die�Aufnahme�der�DNA� vermittelt.�Die�Bakterien� inkubieren�weitere�

fünf�Minuten�auf�Eis.�Nach�Zugabe�von�900ʅl�LBͲMedium�ohne�Zusatz�eines�Antibiotikums�

inkubieren� die� Bakterien� eine� Stunde� bei� 37°C� unter� Schütteln.� Daraufhin� werden� die�
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Bakterien�bei�4.500rpm�für�2�Minuten� in�einer�Tischzentrifuge�zentrifugiert.�Der�Überstand�

wird� bis� auf� 100ʅl� entfernt� und� das� Pellet�wurde� in� diesen� resuspendiert.� Anschließend�

werden�die�Bakterien�auf�LBͲAgarͲPlatten�ausgestrichen�und�über�Nacht�bei�37°C� inkubiert.�

Die� Selektion� erfolgte� über� Antibiotika� ResistenzͲKassetten� in� den� verwendeten�

Plasmidvektoren,�meist�Ampicillin.�

 

5.7.6 Extraktion von DNA aus einem Agarosegel

Die�DNA�wurde�auf�einem�0,8%igen�Agarosegel�mit�Ethidiumbromid�aufgetrennt.�Nach�der�

Auftrennung� kann�das�Bandenmuster�durch�Bestrahlung�mit�UVͲLicht� (Wellenlänge� ʄ=312�

nm)� sichtbar� gemacht� werden.� Die� benötigten� DNAͲFragmente� wurden� mit� Hilfe� eines�

sauberen� Skalpells� ausgeschnitten� und� in� ein� Eppendorfgefäß� überführt.� Für� die�weitere�

Bearbeitung�wurden�Puffer�und�Lösungen�aus�dem�EZNA�GelͲExtraction�Kit©TM�von�Omega�

BioͲtek�verwendet.��

 

5.7.7 DNA Sequenzierung

Die� Sequenzierung� der� Transgene� wurde� von� der� Firma� Seqlab� durchgeführt.� Für� diese�

Serviceleistung�wurden�500Ͳ700ng�der�zu�sequenzierenden�DNA�und�2ʅl�einer�10mM�Lösung�

des�Sequenzierprimers,� in�destilliertem�Wasser� in�einem�Gesamtvolumen�von�10� μl�gelöst�

und�anschließend�verschickt.�

Viele� Sequenzierungen� wurden� am� Anfang� der� Arbeit� im� Institut� für� Genetik� an� der�

Universität� zu� Köln� durchgeführt.� Die� klonierten� Fragmente� wurden� mit� dem� Big� Dye®�

Termination� v3.1� Cycle� Sequencing� Kit� (Applied� Biosystems)� sequenziert,� das� auf� der�

Abbruchmethode� durch� fluoreszenzmarkierte� dNTPs� bei� der� Strangsynthese� basiert.� Der�

Ansatz�mit�einem�Gesamtvolumen�von�10�ʅl�enthielt�1�ʅl�Big�Dye�v3.1�Reaktionsmischung,�

1,5� ʅl� Big� Dye� v3.1� Sequenzierungspuffer,� 1� ʅl� Oligonukleotid� (10� ʅM)� und� 200Ͳ300� ng�

dsDNA.�Das�Sequenzierungsprogramm�bestand�nach�einer�initialen�Denaturierung�für�5�min.�

bei�96°C�aus�25�Zyklen�mit�96°C�für�30�sec.,�50°C�für�15�sec.�und�60°C�für�4�min.�Anschließend�

wurden� 10� ʅl� ddH2O� zum� Ansatz� gegeben� und� die� Proben� in� der� Sequenziereinheit� des�

Instituts� abgegeben,� wo� die� Sequenz� mit� Hilfe� des� ABI373A� und� ABI377� Systems�

automatisiert�ermittelt�wurde.�

�
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Tab. 5 3 Primersequenzen für die Generierung der Lgd Deletionskonstrukte durch PCR
* Firma Roth #Invitrogen ^Biotez, siehe auch Abb. 5 1
Bezeichnung Sequenz 
C1*� CGAATTCGCGGCCGCATGTTCTCCAGAAAGAAGC�
C4*� CTCTAGAGGTACCTCAAGCGTAATCTGGCACATCGTATGGGTAAG�
A2*� GGCTTCTAGATTATCCCTTTGTGATGTGTCCACAGTCGTCGTGG�
A3*� CCACGACGACTGTGGACACATCACAAAGGGATAATCTAGAAGCC�
B2#� GCTCGAGGAGCAGTTTCATTGTGTCCACAGTCGTC�
B3#� GACGACTGTGGACACAATGAAACTGCTCCTCGAGC�
C2*� GGAATTCAAGAAACTCAGCTGTGTCCACAGTCGTC�

�
C3�*���
�

CACGACGACTGTGGACACAGCTGAGTTTCTTGAATTCC�

D2#� CTTCTAGATTATCCCTTTGTGACATATTTGTTGCAGCTGCTAG�
D3#� CTAGCAGCTGCAACAAATATGTCACAAAGGGATAATCTAG�

�
E2*�� CAATTGGCTTTACACTTGTGTCCACAGTCGTC�
E3*��� CGACTGTGGACACAAGTGTAAAGCCAAT�
F2*�� CTTCTAGATTATCCCTTTGTGATTGTTGCTCGGCAATATTATTCT�
F3*� CCGAGCAACAATCACAAAGGGATAATC�
4713�NcoI#� CCATGGCCATGTTCTCCAGAAAGAAGC�
XmaI�4713HA#� CCCGGGTCAAGCGTAATCTGGCACATCG�
NotI�ATG�NES#� GTCTAGCGGCCGCATGGGATCTCTCGCGCTGAAACTCG�
XhoI�4713#� GCGCTCGAGGAGCAGTTTCATTTGTTGC�
N2#� CGAATTCGCGGCCGCATGAGTGAGCTTGAAATTGTTG�
�
Tab. 5 4 Oligonukleotide für die Sequenzierung der Lgd Deletionskonstrukte (größtenteils aus Jaekel,
Dissertation 2006), siehe auch Abb. 5 1

Bezeichnung� Sequenz� �
L1�� ATATGGTGAGGACGATGGGG�� Roth*�
L2� AGACCTTTCTGCCCACGAC� Roth*�
L3� TGAAGTCAGTGTAAAGCC�� Roth*�
L4�� AAATGTGTGAAGACGGACAGG� Roth*�
L5�� ACAAGGCAGGCAAACCAG�� Roth*�
L6� CAAAAAAGCGGGAGAAATAG�� Roth*�
L7�� TATGGGAGATGTAGCAGG�� Roth*�
L8� CAGTCCTGACTACGATGAAC�� Roth*�
L9�� GACCAAGTGCGAGATACAC�� Roth*�
L10� AGCTGTCGGCTATCATTTTG�� Roth*�
L13� CCCCATCGTCCTCACCATATC� Roth*�
L15� ACCTCTGAAACAACACAG�� Roth*�
P�01� CTGAAATCTGCCAAGAAG�� Roth*,(�für�pUAST)�
P�02�� GTTGGAATCTAAAATACAC�� Roth*��(für�pUAST)�
Seq�F1� GATTTCACTGGAACTAGG� Invitrogen�(für�lgdP)�
Seq�R1� CATGATTACGCCAAGCTC� Invitrogen�(für�lgdP)�
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5.8 Herstellung der Lgd Konstrukte

Die� meisten� Lgd� Deletionskonstrukte� waren� bereits� im� pUASTͲVektor� vorhanden� und�

wurden�mit�Hilfe�geeigneter�Primer�durch�SOEͲPCR�(Splicing�Over�Extension,�(Horton,�Hunt�

et� al.� 1989),� siehe� Abb.� 5Ͳ1� und� 5Ͳ2)�mit� lgdͲHA/CG4713ͲHA� (Jaekel� und� Klein� 2006)� als�

Matrize�vor�dieser�Arbeit�generiert�(siehe�Tab.�5Ͳ5).�Es�wurde�der�Expand�High�Fidelity�PCR�

Kit� (Roche)� entsprechend� den� Herstellerangaben� eingesetzt.� Die� erwünschten� Fragmente�

wurden�in�den�pUAST�Vektor�(Brand�und�Perrimon�1993)�mit�NotI�und�KpnI�kloniert�(Jaekel�

2006,�Troost�2007).�Alle�Konstrukte�wurden�vor�der�Injektion�sequenziert.��

Für�die�Analyse�unter�Kontrolle�des�endogenen�Promotors�(lgdP)�wurde�die�Firma�Genscript��

(Genscript� Corp.� P.O.Box� 855,� Scotch� Plains,� NJ� 07076)� beauftragt� eine� DNAͲSequenz� zu�

synthetisieren.�Die�Sequenz�enthält�den�lgdP�Bereich,�553bp�vor�dem�Startcodon�und�548bp�

nach� dem� Stopcodon,� verbunden� durch� eine� kurze� Sequenz�mit� Restriktionsschnittstellen�

(NotI,� XhoI� und� KpnI)� und� wurde� über� BamHI� und� XbaI� aus� puc57� in� den� pattB� Vektor�

kloniert�und�dadurch�der�Zielvektor�plgdPattB�generiert.�Die�Lgdkonstrukte�wurden�über�die�

NotI�und�KpnI�Schnittstellen�aus�pUAST�in�den�Zielvektor�subkloniert.�Noch�nicht�vorhandene�

Konstrukte�wurden�durch�SOEͲPCR�generiert�oder�durch�Restriktionsverdau�generiert�(siehe�

Abb.�5Ͳ1).�Alle�Konstrukte�wurden�vor�der�Injektion�sequenziert.�

Abb. 5 1 Lgd HA mit Primern für die Generierung und Sequenzierung der Konstrukt. Die�eingesetzten�Primer�

sind�in�den�Tabellen�5Ͳ3�und�5Ͳ4�aufgelistet.�Für�die�Darstellung�der�einzelnen�Konstrukte�siehe�Abb.�2Ͳ10.�
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Tabelle 5 5 Auflistung der eingesetzten Vektoren und Konstrukte, *UAS Konstrukte wurden in plgdPattB
subkloniert (siehe auch Abb. 5 3 und 5 4)

Konstrukt Vektor Nr. Bezugsquelle oder Referenz (Primer)
LgdͲHA� pPUAST� 1*� Jaekel�und�Klein�2006��
LgdͲRFP� pPUAST� 2*� Robert�Jaekel�/�Gaby�Altmann�
GFPͲLgd� pPUAST� 3*� Gallagher�und�Knoblich�2006�
Lgd C2ͲHA� pPUAST� 4*� Jaekel�2006�
NESͲLgd C2ͲHA� pPUAST� 5*� Troost�2007�
Lgd DM14ͲHA� pPUAST� 6*� Jaekel�Dissertation�(C1,A2,A3,C4)�
Lgd DM14(1Ͳ2)ͲHA� pPUAST� 7*� Jaekel�Dissertation��(C1,C2,C3,C4)�
Lgd DM14(1Ͳ3)ͲHA� pPUAST� 8*� Troost�2007�(C1,B2,B3,C4)�
Lgd DM14(3Ͳ4)ͲHA� pPUAST� 9*� Troost�2007�(C1,D2,D3,C4)�
Lgd DM14(1)ͲHA� pPUAST� 10*� Troost�2007�(C1,E2,E3,C4)�
Lgd DM14(4)ͲHA� pPUAST� 11*� Troost�2007�(C1,F2,F3,C4)�
Lgd DM14(1;4)ͲHA� plgdPattB� 12� Nr.�10+11��(EcoRI�Restriktionsverdau)�
Lgd DM14(1;3Ͳ4)ͲHA� plgdPattB� 13� Nr.�10+9��(EcoRI�Restriktionsverdau)�
Lgd DM14(2Ͳ3)ͲHA� plgdPattB� 14� Niklas�Berleth���
NES�Lgd DM14 C2Ͳ
HA�

plgdPattB� 15� Nr.�5+6��

Lgd 1Ͳ664)ͲRFP� pPUAST� 16� nur�UAS�(MluI�Restriktionsverdau)�
His2AVDͲRFP� pattB� 17� Julie�Barskaja��(Schuh�et�al.�2007)�
�

Abb. 5 4 Vektorkarten von pUAST und pattB lgdP�
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5.9 Drosophila Methoden

Balancerchromosomen� sowie� verwendete� dominante� und� rezessive� Marker� werden� im�

„roten�Buch“� � (Lindsley�und�Zimm�1992)�beschrieben.�Standardmethoden� sind� in� (Roberts�

1986,�Ashburner�1989,�Dahmann�2008)�beschrieben.�

�

5.9.1 Medien, Agarplatten und Lösungen

Medien�zur�Kultivierung�von�Drosophila melanogaster�

Fliegenfutter:� 100� g� Agar,� 1,4� kg�Maismehl,� 336� g� Trockenhefe,� 190� g� Sojamehl,� 900� g�

Malzextrakt,�800� g� Zuckerrübensirup,�90�ml�Propionsäure�und�30� g�Nipaginpulver� in�20� L�

destilliertem�Wasser.�

 

5.9.2 Fliegenhaltung

Die� Haltung� der� Fliegenstämme� erfolgte� auf� dem� Futtermedium� in� durchsichtigen,�

zylindrischen� Plastikröhrchen,� die�mit� Schaumstoffstopfen� verschlossen� gehalten�werden.�

Die�Haltung�der�Fliegen�erfolgte�bei�RT�oder�18°C.�Für�Experimente�wurden�die�Fliegen�bei�

25°C� gehalten,� sofern�nicht� anders� angegeben.� Für�Kreuzungen�wurden� frisch� geschlüpfte�

jungfräuliche�Weibchen� gesammelt� und�mit�Männchen� verpaart.� Um� große�Mengen� an�

Embryonen� für� die� Injektion� zu� erhalten,�wurden� die� Fliegen� in� Käfigen� gehalten,� deren�

Boden� mit� einer� ApfelsaftͲAgarplatte� verschlossen� wurde.� In� der� Mitte� der� ApfelsaftͲ

Agarplatte�wurde�etwas�Bäckerhefe�positioniert.�Die�Agarplatte�wurde�etwa�alle�30�Minuten�

gewechselt� um� Embryonen� für� die� Erzeugung� der� transgenen� Fliegen� (siehe� 5.3.3)� zu�

sammeln.�

�

5.9.3. Präparation von Flügelimaginalscheiben

Die� Präparation� von� Imaginalscheiben� wurde� nach� Standardprotokoll� mit� sekundären�

Fluorochrom� gekoppelten� Antikörpern� durchgeführt� (Klein� 2008).� Für� die� histologischen�

Färbungen� wurden� Larven� des� frühen� bis� späten� dritten� Larvenstadiums� präpariert.� Die�

Larven�werden� aus� dem� Futterröhrchen� in� PBS� überführt� und�werden�mit�Hilfe� von� zwei�

feinen�Pinzetten� (Dumont�Nr.5)� in�zwei�Hälften�geteilt,�wobei�die�hintere�Hälfte�verworfen�
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und� die� vordere�Hälfte� umgestülpt�wird.� Kaltes� PBS� schränkt� die� Bewegungsfähigkeit� der�

Larven�ein.�Die�Larvenhälften�wurden�durch�Entfernung�des�Fettkörper�weiter�freipräpariert.�

Die� Larvenhälften� werden� in� kleinen� Körben� in� 24erͲMultiwellplatten� gesammelt� und�

anschließend�dem�Färbeprotokoll�unterzogen.��

Färbeprotokoll:�

Ͳ 30�Min.�fixieren�in�4%�PFA�bei�Raumtemperatur.�

Ͳ 3�x�10�Min.�waschen�mit�0,3%�PBT�

Ͳ 30�Min.�blocken�in�Blockierlösung�5%�NGS�in�0,3%�PBT�

Ͳ 90�Min.�Inkubation�mit�primärem�Antikörper�verdünnt�in�500�μl�5%�NGS�in�0,3%�PBT�

Ͳ 3�x�15�Min.�waschen�mit�0,3%�PBT�

Ͳ 60�Min.� Inkubation�mit�sekundärem�Antikörper�verdünnt� in�500�μl�5%�NGS� in�0,3%�

PBT�

Ͳ 10�Min.�waschen�mit�0,3%�PBT�

Ͳ 4� Min.� Inkubation� mit� HoechstͲ33258� (Stammlösung� 5mg/ml� in� ddH20,�

Gebrauchslösung�50μg/ml�in�ddH2O,�Anwendung:�1:100�in�0,3%�PBT)�

Ͳ 2�x�10�Min.�waschen�mit�0,3%�PBT��

Danach� erfolgt� die� FreiͲPräparation� der� Imaginalscheiben� (für� zweites� oder� frühes� drittes�

Larvenstadium�feinere�Pinzetten�Dumont�Nr.5b)�von�den�gefärbten�Larvenhälften�in�PBS�und�

das�Eindeckeln�der�Imaginalscheiben�in�Vectashield.�

Für�die�EMͲAnalyse�erfolgte�die�Präparation�analog,�aber�während�der�gesamten�Präparation�

der� Larven� wird� eiskalter� 0,1M� Phosphatpuffer� verwendet� und� die� präparierten�

Larvenhälften� werden� bis� zur� Fixierung� ständig� auf� Eis� inkubiert.� Die� anschließende�

Aufbereitung� der� Larvenhälften� für� die� EMͲAnalyse� erfolgte� in� 1,5� ml�

Eppendorfreaktionsgefäßen.� � Die� Aufbereitung� für� die� Analyse� am� TEM�wurde� von� Ferdi�

Grawe�mit�Hilfe�von�Sylvia�Tannebaum�durchgeführt.�Die�Larvenhälften�wurden�mit�2,5�%�

Glutaraldehyd�(EMͲGrade)�und�nach�Waschschritten�mit�dem�PO4ͲPuffer�mit�2%�OsO4�fixiert�

und� in� Uranylacetat� inkubiert� und� mit� einer� aufsteigenden� Ethanolreihe� und� Aceton�

dehydridiert.� Anschließend� wurden� die� Präparate� in� Araldit� eingebettet� und� SemiͲ� und�

Ultradünnschnittte�für�die�TEMͲAnalyse�erstellt.�

�
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5.9.3.1 Dokumentation der Imaginalscheiben und Mikroskopie

Die� Orientierung� der� dokumentierten� Imaginalscheiben� ist� stets� so,� dass� anterior/links�

posterior/rechts�und�dorsale/oben�und�ventral/unten�liegt.�Es�wurden�Übersichtsaufnahmen�

der� gesamten� Imaginalscheibe� (10x� Objektiv),� des� Flügelfeldes� (25x� Objektiv)� und�

Detailaufnahmen� dokumentiert� (63x� Objektiv).� Beispielaufnahmen� mit� Maßstabsbalken�

werden�in�Abbildung�5Ͳ5�gezeigt.�Die�Kollagen�wurden�mit�Photoshop�erstellt.�

Abb. 5 5. Wildtypische Flügelimaginalscheibe mit Maßstabsbalken:�(Genotyp:�w;�)�gefärbt�mit�anti�Wg�(rot),�
Phalloidin� (in� grün,� gekoppelt�mit� A647,� Invitrogen)� färbt� des� Zytoskeletts� und� visualisiert� die� Faltung� des�
Epithels,�sowie�mit�Hoechst�33258�zur�Färbung�des�Zellkerns� (in�blau).�Übersichtsaufnahme�mit�10x�Objektiv�
(NeoͲFLUAR�Numerische�Apertur�(NA),�in�A:�Maßstabsbalken�100�μm),��Übersichtsaufnahme�mit�25x�Objektiv�(,�
in�B:�Maßstabsbalken�50�μm)�und�Detailaufnahme�mit�63x�Objektiv� (ApoͲPlan�Neo�Fluar�1,4�NA,� in�C�und�D:�
Maßstabsbalken�10�μm).�C�zeigt�einen�optischen�Schnitt�nahe�der�apikalen�Zelloberfläche�mit�teilenden�Zellen�
(Pfeile�in�C�bzw.�D).�In�D�liegt�die�Schnittebene�tiefer.��

5.9.4 Herstellung transgener Fliegen durch P Element vermittelte Insertion

Diese�Methode�wird� detailiert� in� (Bachmann�und� Knust� 2008)� beschrieben.�Die� erstellten�

transgenen� Fliegen� mit� UAS� Konstrukten� wurden� durch� PͲElement� vermittelte�

Transformation� von� Drosophila� Embryonen� erstellt.� Hierbei� wird� die� DNA� über� ein�

Transposon�in�die�Keimbahn�der�Fliege�integriert�(Rubin�und�Spradling�1982).�Als�Vektor�für�

die�Deletionskonstrukte�wurde�der�pPUAST� verwendet.�Der�Vektor�enthält�neben�dem� zu�

injizierenden� Transgen� das�white(+)�Gen.� Erkennungssequenzen� für� eine� Transposase,� die�

mittels�eines�Hilfsvektors�(ȴ2Ͳ3�Transposase�Vektor)�koͲinjiziert�wurde,�flankieren�das�unter�

UASͲKontrolle�stehende�Transgen�und�das�white(+)Gen.�Der�Hilfsvektor�kann�nicht�integriert�

werden,�da�die�dafür�notwendigen�Erkennungssequenzen�in�diesem�Vektor�nicht�vorhanden�

sind.�Der�Injektionsmix�wurde� in�einem�Endvolumen�von�30ʅl�angesetzt�und�enthielt�denPͲ

Element�Vektor� (400�ng/ʅl)�und�den�Hilfsvektor� (100ng/ʅl)� in�Wasser.� Injiziert�wurde�der�

Injektionsmix� in�etwa�0,5�h�alte�w Embryonen.�Die�geschlüpften�Fliegen�wurden�gegen�den�

„Multibalancer� Stamm“� (w; If/CyOwg lacZ;MKRS/TM6B)� gekreuzt,� um� die� potentiellen�
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Transformanten�in�der�folgenden�Generation�auf�erfolgreiche�Integrationen�in�die�Keimbahn�

zu� überprüfen.� Die� rotäugigen� Fliegen� wurden� erneut� gegen� den� Multibalancerstamm�

gekreuzt,�um�die�betroffenen�Chromosomen�zu�bestimmen.�

5.9.5. Herstellung transgener Fliegen durch gerichtete Insertion mittels attP/attB

Dieses� weiter� entwickelte� System� zur� Transgenherstellung� wurde� in� Bischof� et� al.� 2007�

beschrieben.� Im� Gegensatz� zur� zufälligen� Insertion� der� PͲElemente� vermittelt� die� ɌCͲ31�

Integrase� die� gerichtete� Insertion� in� attP� Integrationsstellen� („landing� sites“).� Die�

Integrationstellen� sind� im�Genom�von�Drosophila�nicht�vorhanden,� sondern�wurden�durch�

ein�MͲElement� (Mariner(M)� Transposon,�M{3xP3RFP� attP})� ins�Genom� integriert� und� der�

jeweilige� Insertionsort� wurde� bestimmt,� wodurch� für� jedes� Chromosom� mehrere�

Insertionsstellen�zur�Verfügung�stehen.�Die�stabile�Integration�der�Transgene�wird�durch�die�

Expression�einer�stabil�(in�der�attP�site�2A)�im�Genom�integrierten�ɌCͲ31�Integrase�(markiert�

durch� 3xP3� eGFP)� unter� Kontrolle� des� vasa� Promotors� in� der� Keimbahn� erreicht.� Der�

Injektionsmix�enthält�nur�den�Vektor�(z.B�plgdPattB)�mit�dem�jeweiligen�Konstrukt�(ca.�200Ͳ

800�ng/μl)�und�benötigt�kein�Helferplasmid.�Ansonsten�unterscheidet�sich�die� Injektion�nur�

durch�die�verwendeten�Embryonen.�Die�Fliegenstämme,�die�für�die�Transgenese�verwendet�

wurden�enthalten�die�ɌCͲ31ͲIntegrase�in�attPZH2A�auf�dem�XͲChromosom�(y w�Hintergrund)�

und� die� Insertionsstelle� attP86Fb� oder� att68E.� Wie� bei� der� PͲElement� vermittelten�

Integration� zeigen� sich� die� Integrationsereignisse� in� der� folgenden� Generation.� Der�

Selektionsmarker�(w+)�erlaubt�die�Identifikation�von�stabilen�Integrationsereignissen�anhand�

der�roten�Augenfarbe,�die�eine�charakteristische�vom� Integrationsort�abhängige,�und�keine�

zufällige� Augenfarbe� (Bischof,� Maeda� et� al.� 2007).� Integrationsereignisse� an� der� Stelle�

attP86Fb� führen� zu� einer� leicht� erkennbaren� roten� (orangeͲrot� kurz�nach�dem� Schlüpfen)�

Augenfarbe,� bei� der� Stelle� att68E� ist� die� Augenfarbe� leicht� orange� und� bei� frisch�

geschlüpften� Tiere� schwieriger� zu� erkennen.� Im� Falle� der� Insertionsstellen�mit� schwacher�

Expression�des�Selektionsmarkers�hilft�der�Blick�auf�die�Ocelli,� in�denen�die�roten�Pigmente�

besser�zu�erkennen�sind�(Bischof,�Maeda�et�al.�2007).�Die�attP�Insertionsstellen�enthalten�als�

Marker�RFP�unter�Kontrolle�des�artifiziellen�3xP3�Promotors.�Die�Expression�ist�im�Gehirn�der�

Larve� anhand� der� Fluoreszenz� sichtbar� und� wird� in� Adulten� im� differenzierten� Auge�

exprimiert.�Im�Auge�der�Fliege�lässt�sich�dies�an�einer�sichtbaren�rosa�Färbung�erkennen.�Die�

Stärke�der�Färbung� ist�von�der�Anzahl�der�markierten�attPͲSites� � im�Genom�abhängig�und�



153�
�

nimmt�mit�dem�Alter�der�Fliegen�zu.�Bei�erfolgreicher�Integration�bzw.�w+�im�Genom�ist�die�

rosa�Färbung�nicht�sichtbar.��

�

�

Abb. 5 5 Schematische Darstellung der C31 vermittelten Integration in attP Sites.� übernommen� aus�
Drosophila,�Methods�and�Protocols�Dahmann�(Bischof�und�Basler�2008).�

�

5.9.6 Das UAS/GAL4 System Expressionssytem

Das�UAS/GAL4�Sytem�erlaubt�die�räumlich�und�zeitlich�definierte�ektopische�Expression�von�

Genen� in vivo (Brand�und�Perrimon�1993).�Das�System�basiert�auf� zwei�Transgenen,�einer�

AktivatorͲKomponente� und� einer� EffektorͲKomponente.� Das� aktivierende� Element� ist� der�

Transkriptionsfaktor�GAL4�aus�der�Hefe,�der�in�Drosophila natürlicherweise�nicht�vorkommt.�

In�einer�GAL4ͲTreiberlinie�steht�die�Expression�des�Transkriptionsfaktors�unter�der�Kontrolle�

eines�spezifischen�Promotors.�Bei�der�Effektorkomponente�handelt�es�sich�um�ein�Gen,�das�

hinter� eine� „upstream� activating� sequence“� (UAS)� kloniert� wurde.� Werden� beide�

Komponenten�durch�Kreuzung� zusammengebracht,�aktiviert�der�Transkriptionsfaktor�GAL4�

unter�der�Kontrolle�des�spezifischen�Promotors�durch�Bindung�an�die�„UAS“�die�Expression�

des� UASTransgens� (siehe� Abb.� 5Ͳ6).� Das� Gen� hinter� der�UAS� kann� ein� Protein� (z.B.� GFPͲ

Fusionsproteine)�oder�eine�dsRNA� für�die�RNAi� kodieren.�Eine�Erweiterung�des�UAS/GAL4�

Systems�stellt�GAL80,�der�Repressor�von�GAL4�aus�der�Hefe�dar.�Diese�Komponente�kommt�

auch�beim�MARCM�System�(siehe�5.9.7)�zum�Einsatz.�Durch�Verwendung�einer�temperaturͲ

sensitiven� GAL80� Variante,� GAL80ts,� kann� die� GAL4� vermittelte� Expression� zeitlich�

kontrolliert�werden� (McGuire,� Le� et� al.� 2003).� Bei� permissiver� Temperatur� (18°C)� ist� der�
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Repressor�aktiv�und�verhindert�die�GAL4�vermittelte�Expression.�Bei�restriktiver�Temperatur�

(29°C)�wird�die�Repression�durch�GAL80ts�aufgehoben.�

Abb. 5 6 Das GAL4/UAS System (A) und GAL80ts (B). Durch�Kreuzung�von�TreiberͲ�und�Responderlinie�werden�
die�Komponenten�zusammengebracht�und�in�den�Nachkommen�wird�das�UASͲZielgen�exprimiert�(A).�GAL80ts�
ist� eine� temperaturͲsensitive� Variante� des� GAL80� Repressors,� der� bei� 29°C� inaktiv� ist.� (Übernommen� und�
verändert�aus�Drosophila,�Methods�and�Protocols,�Dahmann�(Elliott�und�Brand�2008))
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5.9.7. Klonale Analyse mit dem Flp/FRT System

Die� klonale� Analyse� erlaubt� in� Drosophila� die� Untersuchung� von� embryonalͲletalen�

Mutationen� zu� späteren� Zeitpunkten� der� Entwicklung.�Durch� Chromosomenarmaustausch�

(homologe� Rekombination� während� der�Mitose)� tragen� die� Tochterzellen� den� distal� des�

Rekombinationsereignis� gelegenen� Chromosomenabschnitt� in� Homozygose.� Durch� die�

Nutzung� des� FLP/FRT� Systems� kann� die� Effizienz� bei� der� Induktion� der� Klone� gegenüber�

ursprünglich�verwendeter� ionisierender�Strahlung�(z.B.�Röntgenstrahlen)�deutlich�gesteigert�

werden� (Xu� und� Rubin� 1993).� Das� FLP/FRT� System� entstammt� aus� der� Hefe� und� FLP�

(Flippase)� vermittelt� die� Rekombination� an� spezifischen� Erkennungssequenzen� (Flippase�

Recombinase�Target�sequence)�und�führt�in�Drosophila�zu�einer�hohen�Rate�von�mitotischen�

Rekombinationsereignissen� zwischen� FRT� Sequenzen� auf� homologen� Chromosomenarmen�

(Golic� und� Lindquist� 1989,� Golic� 1991).� Die� Einführung� von� zellulären�Markern� auf� dem�

homologen�FRT�Chromosom�erlaubt�die�Identifizierung�der�Klone,�die�durch�den�Verlust�des�

zellulären�Markers� (z.B.�GFP,�RFP�oder�ßͲGal)� identifiziert�werden,�wobei�der�wildtypische�

Zwilling� („twin� spot“)� des� mutanten� Klons� die� zweifache� Dosis� des� Markers� aufweist.�

Alternativ�kann�auch�das�Chromosom�mit�der�zu�untersuchenden�Mutation�markiert�werden.�

Es�existieren�verschiedene�Varianten�dieses�Systems.�Das�MARCM� (Mosaic�Analysis�with�a�

Repressible�Cell�Marker)�System�verbindet�das�UAS/GAL4�System�mit�der�klonalen�Analyse�

und� nutzt� die� Eigenschaften� des� GAL80� Repressors,� die� Unterdrückung� der� GAL4�

vermittelten�Expression,�aus�(Lee�und�Luo�1999).�Hierbei�werden�die�mutanten�Klone�durch�

Expression�von�GFP�markiert.�Dieses�System�hat�den�Vorteil,�dass�sich� innerhalb�der�Klone�

auch� weitere� Transgene� unter� Kontrolle� von� UAS/GAL4� angeschaltet� werden� können.�

Prinzipiell�können�auch�Transgene�außerhalb�des�mutanten�Klons�exprimiert�werden,�wenn�

GAL80�und�die�zu�untersuchende�Mutation� in�cis�vorliegen�(Reverses�MARCM).� Im�Rahmen�

dieser�Arbeit�wurde�das�GAL80�FRT40A�Chromosom�mit�einem�weiteren�Reporter�arm lacZ�

rekombiniert,� dadurch� können�mutante�MARCMͲKlone� bei� Verwendung� einer� geeigneten�

GAL4� Linie� (z.B.� hhGAL4)� mit� Kontrollklonen� ohne� die� Expression� der� UAS� Transgene�

(MARCM�mit�klassischem�FLP/FRT)�verglichen�werden.�

Durch�die�Verwendung�von�unterschiedlichen�Promotoren,�welche�die�Expression�von�FLP�

kontrollieren,�kann�die�Dauer�und�Zeitpunkt�der� Induktion�der�Klone�bestimmt�werden.�Es�

können�gewebespezifische�Promotoren� (z.B.�eyeless� (eyFlp),�UASͲFlp�mit�einer�spezifischen�
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GAL4� Linie� (EGUF/hid� ,� (Stowers� und� Schwarz� 1999))� verwendet�werden.� Für� die� klonale�

Analyse� wurde� hsFlp122� unter� Kontrolle� des� hs(heatshock)� Promotors� (Hitzeschock�

induzierbarer� Promotor)� verwendet.� Der� Hitzeschock� (70� Minuten� Inkubation� des�

Futterröhrchens�mit�den�Larven�bei�37°C�im�Wasserbad)�24Ͳ48h�nach�Eiablage�durchgeführt.

Abb. 5 7 FLP/FRT MARCM: (A) Das�FLP/FRT�System�ermöglicht�die�Induktion�von�homozygot�mutanten�Klonen�
durch�mitotische�Rekombination.�Die�mutanten�Zellen� können�anhand�des�Verlusts�eines�Markers� (z.B.�GFP�
oder� lacZ)� identifiziert�werden.� (B,C)�Bei�der�MARCM�Variante�werden�die�Zellen�durch�Vorhandensein�eines�
Markers�unter�Kontrolle�von�UAS�(z.B.�GFP�oder�mRFP)�positiv�markiert.�Dies�wird�durch�den�Verlust�des�GAL80�
Repressors�erreicht.�Mit�Hilfe�dieses�Systems�lassen�sich�auch�weitere�UASͲTransgene�in�den�mutanten�Zellen�
exprimieren.�(übernommen�und�verändert�aus�(Wu�und�Luo�2006))�
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5.9.8 RNAi

RNA�Interferenz�(RNAi)�hat�sich�als�wichtige�Methode�für�die�Analyse�von�Genfunktionen�in�

D. melanogaster� etabliert� (Dietzl,� Chen� et� al.� 2007).� Das� GAL4ͲUAS� Systems� (Brand� und�

Perrimon� 1993)� steuert� die� Expression� eines� Genfragments,� das� dimerisiert� und� eine�

doppelsträngige�RNA� (dsRNA)�Haarnadel�Struktur�bildet,�wodurch�eine�sequenzspezifische,�

postͲtranskriptionale�Unterdrückung�und�RNAi�Antwort�ausgelöst�wird.�Durch�Kreuzung�von�

UASͲGenXͲRNAi� (meist� als�UASͲGenXͲRNAi� bezeichnet,� die� Bezeichnung�UASͲdsGenX�wird�

seltener� verwendet)� mit� einer� GAL4� Treiber� Linie� wird� das� trangene� RNAiͲKonstrukt�

gewebespezifisch�angeschaltet,�wodurch�der�„Knockdown“�räumlich�und�zeitlich�kontrolliert�

werden�kann.� In�Drosophila�wirkt�die�RNAi�zellautonom�und�nicht�systemisch� (van�Roessel�

und�Brand�2004).�Zwei�unabhängig�etablierte�Bibliotheken�stellen�UASͲRNAi�Linien�(NIG�Fly,�

VDRC)�zur�Verfügung.�

5.9.9. Fliegenstämme

Tabelle 5 9. Fliegenstämme.Weitere�Information�unter�Flybase.org,�Bloomington.�

Für Transgenese und Stammetablierung bzw. Balancierung verwendete Stämme
Genotyp Anmerkung�
y w M{eGFP.vas.int.Dm}ZH2A;
M{RFP.attP`}2H 68E

Bischof�et�al.�2007,�Integrase�auf�dem�X�
Chromosom�inseriert,�attP�68E�Chr.�3L�

y w M{eGFP.vas.int.Dm}ZH2A;
M{RFP.attP`}2H 86Fb

Bischof�et�al.�2007�Integrase�auf�dem�X�
Chromosom�inseriert,�attP�86Fb�Chr.�3R�

w; für�PͲElement�vermittelte�Transgenese�
w; If / CyO wg lacZ; TM6B / MKRS Multibalancer�(MB)�Stamm�
hsFlp; If / CyO wg lacZ; TM6B / MKRS hsFlp�122�MBͲStamm�
hsFlp; If / SM6a – TM6B �
hsFlp UASRFP; If / CyO; TM6B / MKRS �
w; If / SM6a – TM6B Compound�Balancer��
w; Gla / SM6a TM6B Compound�Balancer�
Transgene Linien
Genotyp Anmerkung�
w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgdHA att86Fb /
TM6B

falls�nicht�anders�vermerkt,�werden�die�
inserierten�Transgene�homozygot�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd C2HA att86Fb /
TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd C2HA att68E /
TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP NESlgd C2HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP NESlgd C2HA att68E
FRT2A/ TM6B

�
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w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14HA att68E
/ TM6B

H=�Insertion�wird�nicht�homozygot�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14(1 3)HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14(1;3 4)HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14(1)HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14(4)HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14(1;4)HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14(1 2) HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14(3 4)HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgd DM14(2 3)HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgdRFP att86Fb /
TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP GFPlgd att86Fb /
TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgdRFP att68E/ TM6B �
w; If / CyO wg lacZ ; lgdP GFPlgd att68E/
TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP lgdRFP att68E FRT2A/
TM6B

Rekombiniert�mit�FRT2A��

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP GFPlgd att68E
FRT2A/ TM6B

H�nach�Rekombination�
Rekombiniert�mit�FRT2A��

w; If / CyO wg lacZ ; lgdP NESlgd DM14 C2HA
att86Fb / TM6B

�

w; If / CyO wg lacZ; His2AVD RFP att68E
FRT2A

H�(Schuh,�Lehner�et�al.�2007),�Diplomarbeit�
Julia�Barskaja�

Stämme für Rettungsassay ®=Rettung von lgdd7
w; lgdd7FRT40A ; lgdP lgdHA att86Fb / SM6
TM6B

® �

w; lgdd7FRT40A ; lgdP lgd C2HA att86Fb
/SM6 TM6B

+�att68E�

w; lgdd7FRT40A; lgdP lgd DM14 HA att86Fb
/ SM6 TM6B

+�att68E�
H��

w; lgdd7FRT40A; lgdP lgd DM14(1 2) HA
att86Fb / SM6 TM6B

®�
w; lgdd7FRT40A; lgdP lgd DM14(1 3)HA
att86Fb / SM6 TM6B

H�
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w; lgdd7FRT40A; lgdP lgd DM14(3 4)HA
att86Fb / SM6A TM6B

®�
w; lgdd7FRT40A; lgdP lgd DM14(2 3)HA
att86Fb / SM6 TM6B

®�
w ; lgdd7FRT40A ; lgdP lgd DM14(1;4)HA
att86Fb / SM6 TM6B

®�
w; lgdd7FRT40A ; lgdP lgd DM14(1;3 4)HA
att86Fb / SM6 TM6B

H�

w; lgdd7FRT40A; lgdP lgd DM14(1)HA
att86Fb / SM6 TM6B

®�
w; lgdd7FRT40A ; lgdP lgd DM14(4)HA
att86Fb / SM6 TM6B

®�
w; lgdd7FRT40A ; lgdP lgdRFP att86Fb / SM6
TM6B

®+�att68E�
w; lgdd7FRT40A ; lgdP GFPlgd att86Fb / SM6
TM6B

®+�att68E�
w; lgdd7FRT40A; lgdP NESlgd C2HA att86Fb
/ SM6 TM6B

+�att68E�

w; lgdd7FRT40A; lgdP NESlgd DM14 C2HA
att86Fb / SM6 TM6B

�

w; lgdd7 FRT40A; Gbe+Su(H) lacZ / SM6
TM6B

Gbe+Su(H)ͲlacZ:�Furriols�und�Bray,�2001�

w; lgd SH495 FRTG13 shrub4 1 ; Gbe+Su(H)
lacZ / SM6 TM6B

�

w; lgd SH495 FRTG13 shrub4 1 ; Gbe+Su(H)
GFP / SM6 TM6B

Gbe+Su(H)ͲGFP:��de�Nevascués�et�al.�2012�

w; lgd d7 FRTG13 shrub4 1 ; Gbe+Su(H) GFP /
SM6a TM6B

�

Aufstellung der untersuchten Allele
w; lgdd7 FRT40A / CyO wg lacZ ; TM6B / MKRS Jaekel��und�Klein,�2006�
w; hrsD28 FRT40A / CyO wg lacZ ; TM6B / MKRS Lloyd�et�al.,�2002�
w; lgd08 FRT40A / CyO wg lacZ ; TM6B / MKRS Gallagher�und�Knoblich,�2006�
w; lgdrsk73a / CyO wg lacZ ; TM6B / MKRS Jaekel�und�Klein�2006�
w; lgdSH495/ CyO wg lacZ ; TM6B / MKRS (SH0495)�Oh�et�al.��2003,�Jaekel�und�Klein�

2006�
w; FRTG13 shrub4 1 / CyO wg lacZ ; TM6B /
MKRS

Sweeney�et�al.�2006�,�shrub4�

w; lgd SH495 FRTG13 shrub4 1 / CyO wg lacZ ;
TM6B / MKRS

Jäckel�2010,�Troost�et�al.�2012�

w; lgdd7 FRTG13 shrub4 1 / CyO wg lacZ ; TM6B
/ MKRS

Ohlenhard�2011,�Troost�et�al.�2012�

w; kuzES24 FRT40A / CyO wg lacZ ; TM6B /
MKRS

Klein,�2002����

w; lgdd7 kuzES24 FRT40A / CyO wg lacZ ; TM6B /
MKRS

Schneider�et�al.�2012�

car1 ; BL#19�
car1 ; lgdd7/ CyO Schneider�et�al.�2012�
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w; Su(H) 47 P(B) FRT40A / CyO wg lacZ ; Lecourtois�und�Schweisguth�1995�
�

SerVX82 e FRT82B / TM6B Micchelli�et�al.�1997�
Dlrev10 e FRT82B / TM6B Micchelli�et�al.�1997�
Dlrev10 SerVX82 e FRT82B / TM6B Micchelli�et�al.�1997�
PsnC1 FRT2A / TM6B Struhl�und�Greenwald�1999�
mib11 / mib13 Le�Borgne�et�al.�2005�
fng13 Grammont�und�Irvine�2001�
Fliegenstämme für Klonale Analyse
Genotyp� Anmerkung�
hsFlp; arm lacZ FRT40A / CyOwg lacZ ;
tubRab5CFP, tubRab7YFP/ TM6B

hsFlp�122:�Struhl�und�Basler�1993�
RabͲFPs:��Marois�et�al.�2006�

w; lgdd7 hrsD28 FRT40A / CyO wg lacZ ; TM6B /
MKRS

Jaekel�und�Klein�2006�

hsFlp; If / CyO wg lacZ; FRT2A 2xGFP /TM6B FRT2A�2xGFP�Bloomington�
w; If / CyO wg lacZ; lgdP lgdRFP att68E FRT2A/
TM6B

�

hsFlp; If / CyO wg lacZ; FRT2A lgdP GFP lgd
att68E / TM6B

H�

w; lgdd7FRT40A ; lgdP lgdRFP att68E FRT2A/
SM6 TM6B

�

w; lgdd7 ,shrub4 FRT40A ; lgdP lgdRFP att68E
FRT2A/ SM6 TM6B

�

Gbe+Su(H) lacZ; lgdd7FRT40A ; lgdP lgdRFP
att68E FRT2A/ SM6 TM6B

Gbe+Su(H)ͲlacZ:�Furriols�und�Bray,�2001�

w; lgdd7 ,shrub4 FRT40A ; lgdP lgdRFP att68E
FRT2A / SM6 TM6B

�

hsFlp; lgdd7 / CyO wg lacZ; FRT2A 2xGFP
/TM6B

�

hsFlp; lgdSH495 shrub4 1/ CyO wg lacZ; FRT2A
2xGFP /TM6B

�

hsFlp; lgdSH495 / CyO wg lacZ; FRT2A 2xGFP
/TM6B

�

hsFlp; lgdSH495 ; FRT2A 2xGFP / SM6 TM6B �
hsFlp; lgdd7 ;FRT2A 2xGFP / SM6 TM6B �
hsFlp; lgdd7,shrub4 1 ; FRT2A 2xGFP / SM6
TM6B

�

hsFlp UASmRFP; arm lacZ FRT40A / CyOwg

lacZ ; hhGAL4 / TM6B
�

hsFlp; arm lacZ FRT40A / CyOwg lacZ ; hhGAL4
/ TM6B

�

hsFlp; arm lacZ FRT40A / CyOwg lacZ ; hhGAL4
UASdsRed/ TM6B

�

hsFlp UASmRFP; tubGAL80 arm lacZ FRT40A
/ CyO; hhGAL4 Gbe+Su(H) GFP / TM6B

�

hsFlp; ptcGAL4 / CyO wg lacZ; FRT82B ubi
GFPnls/TM6B

�
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hsFlp; ptcGAL4 UASGFP / CyO wg lacZ; FRT82B
ubi NLSmRFP/TM6B

FRT82B�ubiNLSmRFP�Bloomington�

w; UASfng; SerVX82 e FRT82B / TM6B UAS�fng22�
w; UASfng; Dlrev10 e FRT82B / TM6B UAS�fng22�
w; UASfng; Dlrev10 SerVX82 e FRT82B / TM6B UAS�fng22�
hsFlp; ptcGAL4 UASGFP / CyO wg lacZ; FRT2A
His2AvD RFP att68E

His2AvDͲRFP�in�attP68E�rekombiniert�mit�
FRT2A�

hsFlp; ptcGAL4 / CyO wg lacZ; FRT2A ubi
GFPnls/TM6B

�

w; UASfng; PsnC1 FRT2A / TM6B Struhl�und�Greenwald,�1999�
hsFlp tubGAL4 UASGFP / FM7; FRT40A
tubGAL80 / CyO

Bloomington�

w; Su(H) 47 P(B) FRT40A / CyO wg lacZ ; Ser
lacZ / TM6B

Lecourtois�und�Schweisguth,�
SerͲlacZ��Bachmann�und�Knust,�1998�

hsFlp;; FRT80B ubi GFPnls/TM6B Bloomington�
w,If/CyOwg lacZ; fng13 /TM6B Grammont�und�Irvine,��2001�
weitere Stämme �
FRT2A für�Rekombination�mit�lgdPͲKonstrukten�
w; Sp / CyO; tubGAL80ts BL�#7018��
w; FRT40A arm lacZ / CyOwg lacZ ; TM6B /
MKRS

armͲlacZ�FRT40A�Chromosom�

w; FRT40A tubGAL80/ CyOwg lacZ ; TM6B /
MKRS

FRT40A�tubGAL80�Chromosom�

w; FRT40A tubGAL80 arm lacZ / CyOwg lacZ ;
TM6B / MKRS

FRT40A�tubGAL80�armͲlacZ�Chromosom�

w; lgdd7 ptcGAL4 / CyO wg lacZ ; TM6B / MKRS Jaekel�und�Klein,�2006�
w; lgdd7 ptcGAL4 / CyO wg lacZ ; lgdP lgd RFP /
TM6B

�

w;apGAL4 UASGFP/CyOwg lacZ; UASDcr2 /
TM6B

Thomas�Klein�

sdGAL4; Gbe+Su(H) lacZ Thomas�Klein�
sdGAL4; UASDcr2; Gbe+Su(H) lacZ Thomas�Klein�
sdGAL4; lgdd7 FRT40A / SM6 TM6B Thomas�Klein�
UASDcr2; lgdd7; hhGAL4 / SM6 TM6B Thomas�Klein�
w; lgdd7; hhGAL4 / SM6 TM6B Thomas�Klein�
w; lgdd7 FRT40A; hhGAL4 tubGAL80ts / SM6
TM6B (oder CyOwg lacZ; TM6B)

�

w; lgdd7 shrub4; hhGAL4 UASdsRed / SM6
TM6B (oder CyOwg lacZ; TM6B)

�

w; lgdd7 FRT40A; tubRab5CFP tubRab7YFP /
SM6 TM6B

�

verwendete GAL4 Treiber Linien�
hhGAL4 (Tanimoto,�Itoh�et�al.�2000)�
ptcGAL4 (Speicher,�Thomas�et�al.�1994)�
ptcGAL4 UASGFP� �
sdGAL4 (Klein�und�Arias�1998a)�
apGAL4 UASGFP (Calleja,�Moreno�et�al.�1996),Thomas�Klein�
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dppGAL4 (Wilder�und�Perrimon�1995)�
hhGAL4 tubGAL80ts rekombiniert�hhGAL4�mit�Bl#7018�
hhGAL4 Gbe+Su(H) GFP� rekombiniert�
hhGAL4 UAST48 GFP rekombiniert�
UAS Konstrukte und RNAi�
UASGFP� (Yeh,�Gustafson�et�al.�1995)�
UASGFPLamp1 (Pulipparacharuvil,�Akbar�et�al.�2005)�
UAS CeN (Sanders,�MunozͲDescalzo�et�al.�2009)�
UAS GFPGPI (Greco,�Hannus�et�al.�2001)�
UAS tkvGFP Marco�GonzalesͲGaitan�(Dudu,�Bittig�et�al.)�
UAS T48GFP Kölsch�et�al.�2007,�AG�Leptin�(Köln)�
UAS N LV (Loewer,�Soba�et�al.�2004)�
UAS N EGF LV (Loewer,�Soba�et�al.�2004)�
UAS N BC (Kidd�und�Lieber�2002)�
UAS�fng� (Kim,�Irvine�et�al.�1995)�(UAS�fng�(22))�
UASͲPsn� (Struhl�und�Greenwald�1999)�
UASͲMib1� (Le�Borgne,�Remaud�et�al.�2005)�
UASͲDcr2�� (Lee,�Nakahara�et�al.�2004)�(Chr.�X,�II�und�III)�
UASDsRed Bloomington��
UASmRFP� Bloomington��
UASͲLgd�Konstrukte�� Jaekel�2006,�Troost�2007�
UASͲStamͲRNAi�(III.�Chromosom)� VDRC#22497�
UASͲHrsͲRNAi�(II.)� VDRC#9846��(nicht�mehr�verfügbar)�
UASͲVPS4ͲRNAi�(III.)� VDRC#35126�
UASͲVPS20ͲRNAi�(III.)� VDRC#47653�
UASͲVPS39ͲRNAi�(III.)� VDRC#40427�
UASͲLgdͲRNAi� NIGͲDGRC�#4713Ͳ1�#4713Ͳ3�
UASͲLgd�RNAi�1+3�(III.)� NIGͲDGRC��rekombiniert�
UASͲRab7ͲRNAi�(III.)� VDRC#40337�
UASͲvhaAͲRNAi�(III.)� VDRC#17102�
UASͲPsnͲRNAi�(III.)� VDRC#43082,�43083�
UASͲShrubͲRNAi�(III.)� Sweeney�et�al.�2006�
UASͲSerͲRNAi�(III.)� VDRC#27172�
UASͲSu(H)ͲRNAi�(II.)� NIGͲDGRC#3497RͲ1�
Reportergenkonstrukte und Marker (nicht UAS)�
tub.Rab5CFP,�tub.Rab7YFP� Marois�E.��et�al.�2006�
Gbe+Su(H)ͲlacZ�(X)�(III)� Furriols,�Bray�2001,�X�und�III.�Chromosom�
wg lacZ CyO wg lacZ�
Gbe+Su(H)ͲGFP�� de�Nevascués�et�al.�2012�
Ser lacZ Bachmann�und�Knust�1998�
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7.Anhang�

Abb. 7 1 Verteilung der endosomalen Marker Rab5, Rab7 und des Notchrezeptors. (AͲF)�Notch� ist� an�der�
apikalen� Plasmamembran� und� in� Vesikeln� zu� finden,� die� mit� den� endosomalen�Markern� Rab5� und� Rab7�
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assoziiert� sind.�Nahe�der� apikalen�Membran� finden� sich� viele�Notch� Endosomen,�die�mit�den� endosomalen�
Markern� überlappen.� (Weisse� Pfeile� markieren� den� optischen� Schnitt� in� der� ZͲAchse.)� (GͲL)� In� tieferen�
optischen� Schnitten� sind� die� gegenüberliegenden� apikalen� Zellmembranen� in� den� Falten� sichtbar.� Weiter�
entfernt� von� der� apikalen�Oberfläche� sind� die� Vesikel�mit� Rab7� assoziert.� Rab5� ist� kaum� noch�mit� diesen�
Vesikeln�assoziert.�(ZͲDistanz,�0,5�μm)

Abb. 7 2 Unterdrückung der hrs Funktion durch RNAi.� Koexpression� von� UASDcr2� und� UAShrsͲRNAi� mit�
hhGAL4�führen�zur�deutlichen�Reduktion�von�Hrs�im�posterioren�Kompartiment,�wie�die�Hrs�Antikörperfärbung�
zeigt� (rot� in�A,E,I,� bzw.�B,F,J).�Die�Akkumulation� des�Notch� Rezeptors� ist� verstärkt� in� Endosomen� nahe� der�
apikalen�Membran� sichtbar� (Pfeile� in� G� und� K).� Projektion� der� ZͲAchse� in�MͲP:� � Die� Endosomen� auf� der�
posterioren� Seite� sind�größer�und� treten� verstärkt�nahe�der�apikalen�Membran� (markiert�durch�Notch)�auf.�
NotchͲEndosomen�auf�der�anterioren�wildtypischen�Seite�befinden�sich�weiter�entfernt�von�der�Peripherie.�Die�
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Notchfärbung�an�der�apikalen�Membran�ist�nicht�beeinflusst.�An�der�apikalen�Seite�wird�die�Reduktion�der�Hrs�
Färbung� besonders� deutlich.� Oberhalb� der� apikalen� Plasmamembran� sind� die� Zellkerne� in� der�
Peripodialmembran�durch�die�Hoechst�33258�Färbung�sichtbar.�(Expression�bei�29°C)�

�

�

�

Abb. 7 3: Beobachtete Phänotypen bei Rettung des lgd mutanten Hintergrund mit lgdP Konstrukten. (AͲC)�
Auftretende� Borstenduplikationen� im� geretteten� lgdd7 FRT40 Hintergrund� (Pfeil� in� A).� Bei� � anderen� lgd�

Kombinationen�tritt�dies�nicht�auf�(B,�C).�*�Reflexion�der�Beleuchtung.�Oregon�Red�(Or)�Pharat�Adult�(D,F)�und�
Pharat�Adult�lgdd7FRT40A; NESlgd C2 HA 86 Fb (E,G). Bei�den�aufgefundenen�gerettenen�Pharat�Adults�treten�
Borstenduplikationen� am� Notum� und� Borstenverlust� am� Kopf� auf� (Pfeile� in� E� und� E’).� Am� Abdomen� sind�
duplizierte�Sockel�zu�finden�(G�vgl.�mit�F)
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Abb. 7 4: Differenzierung von lgd mutanten Zellen. Wildtyp� Fliegen� (w;)� und� Fliegen� mit� lgd mutanter�
Kopfkapsel� (AͲF).�Die�mutanten�Köpfe�wurden�mit�Hilfe�der�EGUF/hid�Technik�generiert� (Genotyp:�w; lgdd7

FRT40A/ l(2)* GMRhid FRT40A; MKRS / eyGAL4 UASFlp). Die�UASͲFlp�vermittelte�mitotische�Rekombination�in�
eyeless�(ey)�GAL4�exprimierenden�Zellen�induziert�die�lgdd7 mutanten�Klone.�l(2)*�ist�eine�unbekannte�Mutation�
die� zu� Zellletalität� führt� und� hid unter� Kontrolle� von� GMR� induziert� Apoptose� im� differenzierenden� Auge,�
wodurch�nur�die�lgdmutanten�Zellen�überleben�können�(EGUF/hid�Technik,�(Stowers�und�Schwarz,�1999))�(A,B)�
Pharat�Adults.�CͲF.�Adulte.�NESlgdȴC2HA�unterdrückt�die�Phänotypen,�aber�die�Köpfe�erschienen�etwas�größer.
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Abb. 7 5 Rettungsexperimente mit UAS Lgd Konstrukten. (AͲH) In�der�ptcGAL4�Expressionsdomäne,�markiert�
durch� UASGFPGPI� (A)� zeigt� sich� bei� Überexpression� der� Lgd� Konstrukte� (BͲG)� eine� Unterdrückung� der�Wg�
Expression.�Vollständige�Varianten�und�die�Deletionskonstrukte�mit� zwei�oder�mehr�DM14�Domänen� retten�
auch� im� anterioren� Kompartiment� auch� außerhalb� des� sichtbaren� Expressionsbereichs.� Schwache� GAL4�
unabhängige�Expression�führte�bei�einigen�Deletionskonstrukten�auch�zur�Unterdrückung�auf�der�posterioren�
Seite�(Bsp.�in�C).�Nur�das�Konstrukt�Lgdȴ1Ͳ664�(H)�führt�zu�keiner�Unterdrückung�der�ektopischen�Aktivierung�
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des� NotchͲSignalwegs.� � (A‘ͲH‘)� Einzelkanäle� der� Wg� Antikörperfärbung.� (Genotyp:� w; lgdd7ptcGAL4/lgdd7;
UASGFPGPI / UASLgd Konstrukt) (modifiziert�aus�Troost�Diplomarbeit)�

�

�

Abb. 7 6 Lokalisation von UAS Lgd Deletionskonstrukten. Überexpression� der� UASLgd� Konstrukte� mit�
ptcGAL4.� � Koexpression� von� UASͲGFPGPI� zur� Färbung� der� äußeren� Membran� und� Hoechstfärbung� zur�
Visualisierung� der� Zellkerne.� Die� LgdͲKonstrukte� lokalisieren� hauptsächlich� im� Zytoplasma� ohne� spezifische�
Membranlokalisation�zu�zeigen.�(anti�HA�in�rot,�GFP�in�grün,�Hoechst�33258�in�blau)�

(Genotyp:�w; ptcGAL4/ If oder CyOwg lacZ; UASGFPGPI / UASLgd Konstrukt)�

�
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Abb. 7 7 Lokalisation von Lgd HA. (AͲH) Der�Nachweis� von� lgdPlgdHA� zeigt�eine�ubiquitäre,� aber� schwache�
Färbung�und�die�Lokalisierung� im�Zytoplasma� (w; lgdd7 FRT40A; lgdP.lgd HA 86Fb).�Starke�Fluoreszenz� in�der�
Übersicht�in�A�(in�rot)��ist�auf�den�Marker�des�Insertionsort�(3xP3>>mRFP)�zurückzuführen.��In�Wildtypscheiben�
(Genotyp:�w;)� zeigt� eine� Färbung� aufgrund�unspezifisch� gebundener�Antikörper� annähernd�das� gleiche�Bild,�
aber�die�Intensität�der�Färbung�war�im�Vergleich�zu�lgdPlgdHA�etwas�schwächer.�Die�unspezifische�Bindung�des�
sekundären�AlexaͲ568�gekoppelten�Antikörpers�erscheint�gegenüber�dem�AlexaͲ488�gekoppelten�Antikörper�
reduzierter.�Bei�der�Beobachtung�durch�das�Okular�waren�die�Imaginalscheiben�kaum�zu�unterscheiden.�Auch�
im� Falle�der�GFP�oder�RFPͲLgd� Fusionsproteine� ist�die� Fluoreszenz�durch�die� schwache�Expression� von� lgdP�
kaum�wahrnehmbar.�
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Abb. 7 8: Lokalisierung von Lgd C2 HA und NES Lgd C2 HA. In�den�Imaginalscheiben�mit�Bereichen�mit�zwei�
Kopien�der�LgdͲDeletionskonstrukte�(markiert�durch�den�Verlust�von�GFP)�zeigt�sich�ein�verstärktes�Signal.�Die�
Unterschiede� zwischen�den� verschiedenen�Mengen�heben� sich� in�der�HAͲAntikörperfärbung�nur�geringfügig�
voneinander� ab.�Die�weißen� Rahmen� in�D� und�H,� sind� in� der� unteren� Reihe� vergrößert� dargestellt.� �Grüne�
Umrahmung�in�den�Einzelkanälen�J�und�L�zeigen�die�Grenzen�anhand�der�GFPͲIntensitäten.�Unterschiede�in�der�
Expressionstärke�sind�kaum�erkennbar,�die�Signale�in�Bereichen�ohne�GFP�sind�aber�leicht�erhöht.�Im�Falle�von�
LgdȴC2ͲHA�zeigt�sich�verglichen�mit�NESLgdȴC2ͲHA�eine�Konzentration�in�Kernnähe�(vgl.�GFPͲfreie�Bereiche�in�I�
und�K).�Eine�Unterscheidung�von�der�Hintergrundfärbung�ist�jedoch�schwierig�und�bei�höherer�Auflösung�nicht�
mehr�oder�kaum�möglich.�Die�Konstrukte�werden�nur�sehr�schwach�exprimiert�und�das�Expressionslevel� liegt�
weiter�unterhalb�der�anderen�Konstrukte�(Sandra�Jäckel,�Troost,�Jaeckel�et�al�2012).�(Mehrkanalbilder:�anti�HA�
in�rot,�GFP�in�grün�und�Hoechst�33258�in�blau).�(Genotyp:�hsFlp; If / CyO; FRT2A GFP / FRT2A lgdP.lgd Konstrukt
68E)�
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Abb. 7 9 Lokalisierung von LgdDM14 HA. Die� Bereiche� unterschiedliche� Expressionstärke� des�
Deletionskonstrukts�DM14ͲHA�werden� durch� die�Antikörperfärbung� gegen� das�HAͲEpitop� und� zur� Kontrolle�
durch�die�GFPͲExpression�markiert.�Große�Klone�zeigen�die�unterschiedlichen�Expressionsstärken�anhand�der�
HA�Antikörperfärbung,�die�sich�deutlich�vom�Hintergrund�abhebt�(AͲD).�Die�unterschiedlichen�Proteinmengen�
zeigen�keinen�Einfluss�auf�den�Transport�des�Notch�Rezeptors�(EͲL).�Die�Lokalisierung�des�Konstrukts�zeigt�sich�
zytoplasmatisch,� teilweise� in� Vesikeln,� die� gelegentlich� auch�mit� dem�Notch� Rezeptor� überlappen.�Geringe�
Signale�der�HAͲFärbung�in�den�2xGFP�positiven�Klonen,�die�kein�Protein�mehr�exprimieren��treten�dennoch�auf.�
Das� Auftreten� einer� schwachen� Kreuzreaktion� der� Antikörper� gegen� Ratte� und� Maus� kann� hierbei� nicht�
vollständig� ausgeschlossen�werden.� Im� lgdd7�Hintergrund� konnten� keine� Klone�mit�dem� Konstrukt� generiert�
werden.�(Genotyp:�siehe�A)�

�
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Abb. 7 10: Aktivierung des Notch Signalwegs in lgdSH495/lgdd7 Zellen. (A L)�Kontrollklone�ohne�das�shrub4�Allel�
werden�durch�die�Präsenz�von�zwei�Kopien�GFP�(grün)�gekennzeichnet.�Die�Marker�für�die�starke�Aktivität�von�
Notch� an� der� D/V� Grenze,�Wg� und� Cut� (rot� in� A� und� E� Einzelkanäle� in� B� und� J),� zeigen� keine� ektopische�
Expression.� Der� Gbe+Su(H)ͲlacZ� Reporter� zeigt� nur� in� einem� Beispiel� deutlichere� Anzeichen� ektopischer�
Expression� (Roter� Pfeil� in� L),� � gelbe� Pfeile� (in� D,H,L)� deuten� auf� die� endogene� Notchaktivität,� die� bei� der�
Etablierung� der� späteren� Flügelvenen� benötigt�wird.� Eine� stärkere� Aktivierung� des� Signalwegs�wurde� nicht�
beobachtet.�Weder�für�Wg�noch�für�Notch�zeigt�sich�eine�auffällige�Akkumulation�innerhalb�der�Klone�(B,F).�Die�
schwache� Expression� von� lgdPͲlgdRFP� kann� im� Hintergrund� der� in� diesem� Fall� schwachen� Cut� Färbung�
(Einzelkanal� J)� abseits� der� D/V� Grenze� erahnt�werden,�wobei� die� eindeutige� Unterscheidung� zwischen� der�
Hintergrundfärbung�der�antiͲCut�Färbung�und�RFPͲFluoreszenz�nicht�gegeben� ist.�AntiͲCut�Färbungen� zeigen�
abgesehen� vom� spezifischen� Signal� im� Zellkern� eine� Hintergrundfärbung� des� Gewebes.� (Genotyp:� hsFlp /
Gbe+Su(H) lacZ; lgdd7/lgdSH495;FRT2A ubiGFP / FRT2A lgdP.lgd RFP 68E)�

�
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Abb. 7 11: Die verstärkte Akkumulation von Wg ist nicht auf die verstärkte Aktivität des Notch Signalwegs
zurückzuführen. (A L) Reduktion�der�lgd�Funktion�im�posterioren�Kompartiment�mittels�hhGAL4�ohne�UAS�Dcr2�
Expression� mit� intakter� (AͲD)� oder� reduzierter� Funktion� von� shrub� (EͲH).� Ohne� Dcr2� Koexpression� ist� die�
ektopische� Aktivierung� von�Notch� zu� schwach� um�Wg� Expression� zu� induzieren� (B),� aber� es� zeigt� sich� die�
ektopische� Gbe+Su(H)� Expression� auf� der� posterioren� Seite� (C,D).� Bei� Reduktion� von� shrub� zeigt� sich� eine�
Akkumulation� von� Wg� (F,� I,� K),� aber� weder� Gbe+Su(H)ͲGFP� (G,H)� noch� wg lacZ (L)� zeigen� eine�
übereinstimmende�ektopische�Aktivierung.�Durch�Koexpression�von�Dcr2�wird�die�lgdͲRNAi�verstärkt�und�führt�
zur�übereinstimmenden�ektopischen�Expression�von�Wg�und�wg lacZ (M P). �
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Abb. 7 12 Akkumulation von Notch in lgd RNAi Zellen. (A L) Koexpression�von�UASlgdͲRNAi�und�UASDcr2� im�
posterioren�Kompartiment�führt�zur�Akkumulation�des�Notch�Rezeptors�im�spät�endosomalen�Kompartiment.�
(EͲI)�Die�Endosomen�auf�der�posterioren�Seite�sind�größer�und�zahlreicher�als� im�anterioren�Wildtypbereich.��
Rahmen� in�E� �vergrößert� in�FͲH.�Einrahmung� in� I�vergrößert� in�JͲL.�Der�Notch�Rezeptor� ist�mit�Rab7�positiven�
reifen� Endosomen� assoziiert.� (Expression� bei� 29°C;� Genotyp:� UASDcr2; lgdd7 / If oder CyO; hhGAL4 /
UASlgdRNAi 1+3�)
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Abb. 7 13: Charakterisierung der vergrößerten Endosomen bei Funktionsverlust von lgd in shrub4

Heterozygose durch RNA Interferenz. (A,B)�Übersicht� der� Flügelimaginalscheibe.� (CͲE)� Fokussierung� auf� die�
vergrößerten� Endosomen.� Im� RNAiͲExpressionsbereich� zeigt� sich� die�Akkumulation� des�Notch� Rezeptors� (in�
grün)�und�der�ESCRTͲ0�Untereinheit�Hrs�(in�rot)�deutlich�verstärkt�gegenüber�dem�anterioren�Kontrollbereich.�
(FͲH)�Vergrößerter�Bereich�aus�E.�(I,ͲL)�Bei�Verlust�von�lgd�und�normaler�shrub Funktion�ist�die�Assoziation�von�
Notch�mit�Hrs�und�auch�die�Assoziation�von�Hrs�mit�Endosomen�weniger�deutlich� sichtbar.� � (Expression�bei�
29°C)�

� �
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Abb. 7 14: Charakterisierung der vergrößerten Endosomen in lgd ,shrub / lgd Zellen. In�den�lgd,shrub/lgd�
Zellen�ist�der�Notch�Rezeptor�(N(extra),rot)�mit�Rab5�(CFP,blau)�aber�kaum�mit�Rab7�(YFP,grün)�assoziiert�(A,B,�
EͲF,�MͲP.�Genotyp:�w; lgdd7 shrub4 / lgdd7; tub.rab5 CFP tub.rab7YFP / Gbe+Su(H) lacZ).�In�lgd,shrub/+ Zellen�
kolokalisiert�Notch�auch�mit�Rab7�(C,D,�IͲL.�w; lgdd7 shrub4; tub.rab5 CFP tub.rab7YFP / SM6 TM6B).��

�
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