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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zellpolaritat

Die Ausbildung einer Zellpolaritat spielt bei vielen entwicklungsbiologischen
Prozessen eine zentrale Rolle. H#ufig bildet die Polaritit einer Zelle die Grundlage fur
gerichtete Sekretion, Signalubertragung oder lokales Zellwachstum. Oft ist Zellpolaritat die
Voraussetzung fur asymmetrische Zellteilungen und damit verbunden fur das Festlegen
unterschiedlicher Zellschicksale. Wie wird die Polaritat etabliert, reguliert und
aufrechterhalten?  Die Polarisierung einer Zelle beginnt uber ein intrinsisches oder
extrinsisches Signal an der Zelloberflache, welches die Polaritat der Zelle orientiert. Dann
folgt eine Interpretation des Signals uber Rezeptoren und Signalmolekule. Dies lost die
verschiedenartigsten Reaktionen in einer Zelle aus: Zellmembranbestandteile konnen
umsortiert oder gebildet werden, das Zytoskelett kann die Zellstruktur Andern und Organelle
verschieben oder dafur sorgen, dafl bestimmte Proteine an ihren Bestimmungsort transportiert
werden. Die Zelle wird asymmetrisch. Dies kann eine morphologische Asymmetrie sein, wie
im Falle von migratorischen Zellen, die einen sogenannten Leitsaum (Leading edge) in
Richtung ihrer Migration ausbilden. Auch in Epithelzellen, die verschiedene Kompartimente
voneinander trennen, ist eine morphologische Polaritat offensichtlich (Abb. 1-1) (Review in

Nelson, 2003).
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Abbildung 1-1: Eine migratorische Zelle und ein Epithel. Die migratorische Zelle bildet in
Richtung ihrer Wanderung einen Leitsaum. Das Epithel trennt Kompartimente. Eine Epithelzelle
ist polarisiert und weist eine apikale Membrandomiéne, die zum Lumen gewandt ist und eine
basolaterale Domine, die zur Basallamina oder den benachbarten Zellen gerichtet ist, auf (nach
Alberts, 1994).
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Oft 1aBt sich allerdings keine morphologische Asymmetrie erkennen, wie zum
Beispiel bei den Neuroblasten in Drosophila. Die Neuroblasten in Drosophila sind runde
Zellen, die morphologisch symmetrisch sind. Wenn man diese Zellen jedoch auf die
Verteilung einiger Proteine oder mRNAs untersucht, kann man erkennen, da auch hier eine
ausgepragte Polaritat vorhanden ist. Wenn sich Neuroblasten teilen wird auch ein
morphologischer Unterschied erkennbar, da eine solche Teilung in zwei Zellen

unterschiedlicher Grofle resultiert (Abb. 1-2) (Review in Wodarz, 2005).

Prophase Metaphase
Apical NG
Basal Anaphase
Abbildung 1-2: Die asymmetrische Teilung eines Neuroblasten in Drosophila. Zu Beginn
der Teilung rotiert die mitotische Spindel um 90°. Anschlielend teilt sich der Neuroblast

und zwei verschieden groBle Tochterzellen entstehen. Einige Zellschicksalsdeterminanten
werden ausschlieBlich auf die kleinere Zelle verteilt (Jan und Jan, 2001).

In all diesen Prozessen spielt das Zytokelett eine grundlegende Rolle. Uber das
Zytoskelett werden die Zellform und der gerichtete Transport zellularer Bestandteile reguliert.

Aus diesem Grunde soll es hier ndher vorgestellt werden.

1.2 Das Zytoskelett

Polaritat in Eukaryonten zu etablieren und aufrecht zu erhalten ist eine der
Hauptaufgaben des Zytoskeletts. Es ist dafur zustdndig, dal Zellen bestimmte Formen
annehmen, sich koordiniert bewegen, zytoplasmatische Komponenten und Proteine richtig
transportiert und positioniert werden und sich Zell-Zell Kontakte bilden. Das Zytoskelett
besteht in der Regel aus drei Komponenten: den Mikrotubuli, dem Aktinzytoskelett, und den
intermedidren Filamenten. Die Mikrotubuli sind sehr dynamische Strukturen, welche uiber
Motorproteine Organelle oder Vesikel transportieren und somit fur deren spezifische
Verteilung sorgen. Das Aktinzytoskelett bildet Bundel und Netzwerke, hauptsachlich am
Zellkortex direkt unterhalb der Zellmembran. Uber das Aktinnetzwerk wird nicht nur die

Form einer Zelle reguliert und stabilisiert, sondern auch dessen Motilitit gesteuert. In vielen
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Zellen gibt es noch die intermedidren Filamente, die fur die mechanische Stabilitit einer Zelle
sorgen. In Epithelzellen vieler Organismen durchziehen sie das Zytoplasma zwischen den
gegeniiberliegenden Zellverbindungen und sorgen so fur Stabilitat (Alberts et al., 1994). Da
in Drosophila keine intermediaren Filamente existieren, sollen diese hier nicht naher
betrachtet werden (Fyrberg und Goldstein, 1990). Die Mikrotubuli und das Aktinnetzwerk
sind fur die Polaritit einer Zelle von besonderer Bedeutung und deswegen sollen diese

Komponenten des Zytoskeletts hier etwas ausfuhrlicher betrachtet werden.

1.2.1 Mikrotubuli und der gerichtete Transport zellularer Bestandteile

Mikrotubuli sind lange, steife Polymere, die aus Tubulinmolekillen geformt werden.
Jedes dieser Tubulinmolekiile besteht aus einem Heterodimer von o- und f-Tubulin. Es
entsteht eine zylindrische Form, in der die Tubulinheterodimere um einen hohlen Kern
gepackt werden. Dieser Zylinder ist polar, mit einem Plus- und einem Minusende. Das
Plusende zeichnet sich dadurch aus, daf} es tiber die Aufnahme von neuen Tubulinmolekiilen
sehr schnell wachsen kann. Das Minusende hingegen ist weniger stabil und tendiert dazu,
Untereinheiten zu verlieren, wenn es nicht stabilisiert wird (Amos und Klug, 1974; Bryan und

Wilson, 1971; Chretien und Wade, 1991; Erickson, 1974; Gelfand und Bershadsky, 1991).
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Abbildung 1-3: Der Aufbau von Mikrotubuli und deren Verteilung in Epithelzellen.
Mikrotubuli sind lange, hohle Zylinder, die aus Tubulin bestehen. Normalerweise ist das
Minusende in einem Mikrotubuli Organisationszentrum (MTOC) verankert, in dem es
stabilisiert wird. In den Epithelzellen ist das MTOC das Zentrosom (Gelb)(nach Albert et al.,
1994).
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In den meisten Féllen besitzen Zellen ein Mikrotubuli Organisationszentrum
(Microtubli Organizing Center, MTOC) wie zum Beispiel die Zentrosomen, in denen das
Minusende der Mikrotubuli verankert ist und dadurch stabilisiert wird (Bornens, 2002). Das
freie Plusende kann ungehindert weitere Tubulinmolekiile anhdngen und somit wachsen. Zu
einem gegebenen Zeitpunkt konnen einige hundert Mikrotubuli aus einem Zentrosom
wachsen, von denen einige bis hin zur Zellmembran reichen (Abb. 1-3). Es sind sehr
dynamische Strukturen, die, nachdem sie einige Zeit elongieren, auch wieder
depolymerisieren, kiirzer werden und verschwinden. Das Zentrosom schickt immer neue
Mikrotubuli auf den Weg um alte, depolymerisierte Mikrotubuli zu ersetzten. Der Prozel3 der
Entwicklung neuer Mikrotubuli nennt sich Nukleation. Die Dynamik der Mikrotubuli wird
besonders offensichtlich, wenn man sich die Halbwertszeiten betrachtet: die Halbwertszeit
der Mikrotubuli betragt nur circa 10 Minuten, wdahrend die Halbwertszeit der
Tubulinmolekiile iber 20 Stunden betragen kann. Wenn Mikrotubuli stindig polymerisieren
und depolymerisieren wiirden, ware es schwierig eine stabile Polaritat aufrecht zu erhalten.
Diese Problematik wird umgangen, indem die willkurlich wachsenden Mikrotubuli in
manchen Regionen der Zelle, je nach Bedarf, verankert und stabilisiert werden konnen. Diese
stabilisierten Mikrotubuli werden dann mittels Acetylierung und Detyrosinierung weiter
modifiziert und binden schlieBlich bestimmte Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs),
welche die Mikrotubuli weiter stabilisieren und so fur eine anhaltende Polaritit sorgen
(Alberts et al., 1994; Gelfand und Bershadsky, 1991; Mandelkow et al., 1991; Mitchison und
Kirschner, 1984). Zu den MAPs gehoren auch die Motorproteine, die sich uber ATP
Hydrolyse richtungsspezifisch entlang der Mikrotubuli bewegen und Lasten wie Organelle
oder Vesikel transportieren konnen. Es wird zwischen den Dyneinen, welche sich Richtung
Minusende bewegen und den Kinesinen, welche fur den Transport zum Plusende zustandig
sind, unterschieden. Uber die polare Struktur der Mikrotubuli, deren Verankerung in
bestimmten Regionen der Zelle und richtungsspezifischen Transport durch Motorproteine
kann eine spezifische Verteilung von Organellen und Proteinen (z. B. uber Vesikeltransport)
gewihrleistet werden (Bloom, 1992; Gelfand und Scholey, 1992; Olmsted, 1986; Skoufias
und Scholey, 1993; Vale et al., 1985). Andere Aspekte einer Zelle,wie zum Beispiel Form,
Migration und Zusammenhalt, werden nicht uber die Mikrotubuli sondern uber das

Aktinzytoskelett gesteuert.
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1.2.2 Das Aktinzytoskelett

Aktinfilamente bestehen aus einer kompakten Helix von einheitlich orientierten
Aktinmolekulen. Wie die Mikrotubuli sind auch die Aktinfilamente polare Strukturen mit
einem schnell wachsenden Plusende und einem langsam wachsenden Minusende. Im
Gegensatz zu Mikrotubuli sind Aktinfilamente jedoch keine ,,Einzelkdmpfer sondern sie
bilden Netzwerke und Biuindel. So finden sich Aktinfilamente direkt unterhalb der

Zellmembran. Sie sind uber verschiedene Aktin-bindende Proteine vernetzt und bilden den
Zellkortex (Abb. 1-4).
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Abbildung 1-4: Das Aktinzytoskelett: Aktinfilamente sind zweistrangige Polymere, die aus
Aktin bestehen. Es sind flexible Strukturen die Bundel, zwei-dimensionale Netzwerke oder
drei-dimensionale Gele bilden konnen. Meist ist die Aktinkonzentration in einer Zelle im

Zellkortex, direkt unterhalb der Zellmembran am starksten, was hier an Epithelzellen gezeigt
ist (nach Alberts et al., 1994).

Die Nukleation der kortikalen Aktinfilamente geht von der Plasmamembran aus.
Verschiedene Regionen der Plasmamembran konnen die Nukleation verschiedener,
aktinfilament-basierender Strukturen auslosen (Alberts et al., 1994; Kabsch und
Vandekerckhove, 1992; Mitchison, 1992; Wegner, 1976). Umstrukturierungen des Zellkortex
spielen bei der Zytokinese, der Phagozytose und der Zellbewegung eine bedeutende Rolle.
Wenn eine Zelle sich uber eine Oberflache bewegt, bildet sich der sogenannte Leitsaum
(Leading Edge), der aus Lamellipodien besteht. Die Lamellipodien sind sehr aktinreich und
dynamisch und erlauben es der Zelle, sich uber kontinuierliche Nukleation neuer

Aktinfilamente und der Elongation bestehender Aktinfilamente uber die Oberfliche
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fortzubewegen (Alberts et al., 1994; Condeelis, 1993a; Condeelis, 1993b; Fukui, 1993; Small,
1989). Wie die Mikrotubuli besitzen auch die Aktinfilamente spezifische Motorproteine, die
Myosine, die Lasten, wie zum Beispiel sekretorische Vesikel, entlang der Filamente zu einem
spezifischen Ort transportieren konnen und somit eine weitere Auswirkung auf die Polaritét
einer Zelle haben (Alberts et al., 1994; Korn und Hammer, 1990; Pollard et al., 1991; Titus,
1993). Das Aktinzytoskelett spielt also eine entscheidende Rolle nicht nur in der Etablierung
oder Veranderung der Zellform, sondern auch in der Verteilung von Proteinen entlang der

Plasmamembran.

Da nun die Strukturen, die fur die Auspragung von Zellpolaritit von Bedeutung sind
vorgestellt wurden, werfen sich einige Fragen auf: Welche Proteine steuern diese Prozesse?
Gibt es Gemeinsamkeiten zwischen verschiedenen Aspekten der Zellpolaritat? Lassen sich
evolutiondr konservierte Aspekte in der Etablierung oder Aufrechterhaltung der Zellpolaritat
finden? Diese Fragen sind in Teilen schon beantwortet, aber es gibt noch viele unbekannte
Faktoren. Um diese Fragen zu beantworten, wurden in dieser Arbeit Polaritatsaspekte der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster in der Oogenese und der Embryogenese untersucht.

Aus diesem Grunde sollen diese beiden Entwicklungsstadien hier kurz dargestellt werden.

1.3 Oogenese in Drosophila melanogaster

Die Eikammern von Drosophila melanogaster eignen sich auf Grund ihrer Grofle
besonders gut, um Aspekte die an der Ausbildung und Aufrechterhaltung von Zellpolaritat
beteiligt sind, zu erforschen. Hierbei ist es wichtig zu verstehen, wie diese Eikammern
gebildet werden. Die Fruchtfliege besitzt zwei Eistocke, die Ovaren. Ein Ovar setzt sich aus
circa 15 Ovariolenschlauchen zusammen. Die Ovariolen munden dann in einen seitlichen
Eileiter. Die beiden seitlichen Eileiter vereinigen sich zum zentralen Eileiter. Nach der
Befruchtung wird das Ei abgelegt und beginnt sofort seine Entwicklung (Spradling, 1993a)
(Abb. 1-5).

Ovariole Eierstock/Ovar

\\‘ S
Follikel ===

. einzelnes Ei

- *’J‘/: —— seitlicher Oviduct
Rezgpltakulum ana T— Filcit
seminis AN .
oY
Uterus— /
Vulva —

Abbildung 1-5: Der weibliche Genitalapparat von Drosophila melanogaster (www.zum.de).



7 Einleitung

Die eigentliche Entwicklung des Eis findet in den Ovariolen statt. Die jungsten
Stadien befinden sich an der Spitze des Germariums. Hier befinden sich zwei
Keimbahnstammzellen. Die Teilung einer Keimbahnstammzelle resultiert in zwei neuen
Zellen, die unterschiedliche Grofien und Funktionen aufweisen. So entstehen eine neue
Keimbahnstammzelle und eine Tochterzelle, der Zystoblast, der weitere 4 mitotische
Teilungen mit unvollstindigen Zytokinesen durchlauft. Am Ende dieses Prozesses ist die
Keimbahnzyste entstanden, die aus 16 Keimbahnzellen besteht. Die Keimbahnzellen sind
alle uber Ringkandle miteinander verbunden (Abb. 1-6)(de Cuevas et al., 1997; Munn und
Steward, 2000). Eine der Zellen, die mit 4 anderen Zellen uber Ringkanile direkt verbunden

ist, entwickelt sich zur Eizelle (Oozyte), die anderen werden zu Nahrzellen.
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Abbildung 1-6: Aufbau eines Ovariolenschlauches. Ein Oogonium (1) durchlduft 4
Mitosen und es entsteht eine Zyste, die aus 16 Zellen besteht. Die entstehenden Zellen
bleiben durch die Ringkanile miteinander verbunden. In der Reihenfolge ihrer
Entstehung sind sie numeriert. Entweder Zelle (1) oder Zelle (2), also eine der Zellen,
die uber Ringkanile mit 4 anderen Zellen verbunden ist, wird spater zur Eizelle. Die
anderen 15 Zellen werden zu Nahrzellen. Diese werden polyploid und stellen Stoffe
her, die in die Eizelle transportiert werden. Der ganze Komplex ist von Follikelzellen
umgeben, die somatischen Ursprungs sind (nach Miiller, 1996).

Grundvoraussetzung fur die Determination der Oozyte ist ein intaktes
Mikrotubulinetzwerk. Die Organisation dieses Netzwerks beruht auf einem Organell,
welches sich Fusom nennt. Es handelt sich hier um ein Organell, welches verschiedene
Aufgaben in der frihen Oogenese erfullt und ausschlieBlich in der sich entwickelnden Zyste
zu finden ist. Es besteht aus einem Netzwerk von zytoskelettalen Proteinen wie a- und f3-
Spektrin, Ankyrin, hu-li-tai shao, und dem Motorprotein Dynein (de Cuevas und Spradling,

1998). Wihrend der Teilungen der Keimzelle erstreckt sich das Fusom von der Zystoblaste in
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die anderen Zellen und bildet eine verzweigte Struktur. Wiahrend sich die Zystozyten teilen,
bleibt das Fusom mit jeweils einem Spindelpol der sich teilenden Zelle verankert und fuhrt
die Zellen so durch ein bestimmtes Teilungsschema. Das Fusom selbst wird asymmetrisch
auf die entstehenden Zysten verteilt und bildet ein Netzwerk durch alle Zellen. Spiter agiert
es als Gerust und unterstutzt die Wanderung der Zystozytenzentromere in die Oozyte. Ebenso
wird durch das Fusom ein fur die Oozyte spezifisches Mikrotubuli Organisationszentrum
(MTOC) gebildet (Bolivar et al., 2001; Grieder et al., 2000; Lin und Spradling, 1995; Vaccari
und Ephrussi, 2002). Diese Prozesse sind fur die Spezifikation der Oozyte unabdinglich. Das
MTOC wandert zum posterioren Pol der Oozyte. In den nun folgenden Stadien der Oogenese
wird die Eizelle repolarisiert. Determinanten fur die anteriore/posteriore Achse erreichen ihre
endgultigen Positionen. Diese spateren Prozesse hiangen auch von den Follikelzellen ab,
welche sich widhrend der Entwicklung uber die Eikammer ziehen (Roth, 2001). Sie
konzentrieren sich uiber der Oozyte und bilden dort ein saulenartiges Epithel, wiahrend sie
uber den Nahrzellen ein Plattenepithel bilden. Die Follikelzellen entwickeln sich nicht aus
den Keimbahnzellen sondern sind somatischen Ursprungs. Eine spezialisierte Population der
Follikelzellen sind die Grenzzellen. Es handelt sich hier um eine kleine Gruppe von
Follikelzellen, die von anterior nach posterior zwischen den Nahrzellen hindurch wandern, bis
sie zur Oozyte gelangen. Wenn sie dort angekommen sind beginnt eine Bewegung der
anterioren, oozytenassoziierten Follikelzellen, den zentripetalen Follikelzellen, in Richtung
Grenzzellen, bis sie diese erreichen (Gonzalez-Reyes und St Johnston, 1998; van Eeden und
St Johnston, 1999). Spiter ist es die Rolle der Follikelzellen, eine Vitellinmembran zu

sekretieren.

Am Ende wird das Zytoplasma der Nahrzellen in die Oozyte transportiert. Dies ist ein
ProzeB, der auch vom Zytoskelett abhdngt. Die Nahrzellen degenerieren und die
Follikelzellen bilden eine Schicht uiber der Eikammer, das sogenannte Chorion. Die
Grenzzellen, zusammen mit den zentripetalen Follikelzellen, bilden noch die Mikropyle,

durch welche das Spermium in das Ei tritt (Spradling, 1993a).

1.4 Embryonalentwicklung in Drosophila melanogaster

Die ausgebildeten Oozyten werden einzeln im Uterus befruchtet (Huettner, 1924;
Wolfner, 1997). Sobald das Ei befruchtet ist wird es aktiviert und vollendet die Meiose. Dies
resultiert in 4 haploiden Kernen, von denen einer in das Zentrum des Eis wandert. Die

anderen 3 bilden die Polarkorperchen, welche einen Komplex am Kortex bilden (Callaini und
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Riparbelli, 1996; Riparbelli und Callaini, 1996). Die frithe embryonale Entwicklung findet in
einem Synzytium statt und verldauft sehr schnell. So vergehen wahrend der ersten 13
Kernteilungen nur ca. 3 Stunden. Diese Teilungen finden alle ohne Zytokinese statt und es
entsteht ein Embryo mit ca. 6000 Kernen, die sich ein gemeinsames Zytoplasma teilen (Tram
et al., 2002). Wiahrend der vierzehnten Kernteilung beginnt die Zellularisierung und es bildet
sich eine Membran zwischen den Zellkernen. Individuelle Zellen entstehen am Kortex des
Embryos. Die hohe Geschwindigkeit der ersten Teilungen liegt daran, dal diese ersten
dreizehn Teilungen keiner Transkription bedurfen (Edgar und Schubiger, 1986), es wird auf
maternale Komponenten, die im Embryo gespeichert sind, zuriickgegriffen. Es findet auch
keine Zytokinese statt und die G1 und G2 Phasen des Zellzyklus sind extrem verkiirzt.
Wihrend der ersten drei Teilungen verbleiben die Kerne im anterioren Drittel des Embryos
und sind dort spharenformig angeordnet. Die Zyklen 4 —6 sind von der axialen Expansion
gepragt, in der die Kerne sich ellipsenartig entlang des Embryos verteilen (Baker et al., 1993;
Zalokar und Erk, 1976). Die Migration Richtung Kortex beginnt im 8. Zyklus und die ersten
Kerne erreichen den posterioren Pol im 9. Zyklus. Dies sind die Kerne, die im 10. Zyklus die
Polzellen bilden. Die uibrigen Kerne erreichen einheitlich den Kortex, durchlaufen 4 weitere
synchrone Teilungen und beginnen dann wiahrend der Interphase der 14. Teilung mit der
Zellularisierung (Abb. 1-7) (Baker et al., 1993; Foe und Alberts, 1983; Sullivan und
Theurkauf, 1995; Zalokar und Erk, 1976). Die Kontrolle der Verteilung der Kerne wird
wiahrend der ersten 3 Teilungen uber astrale Mikrotubuli, die vom Zentrosom gebildet
werden, gesteuert. Uber die Mikrotubuli wird erreicht, dal die Kerne nicht fusionieren oder
zusammenstofen, sondern einen gewissen Abstand zueinander haben. Nun folgen zwei
unterschiedlich regulierte Phasen der Kernwanderung: die axiale Expansion und die kortikale
Wanderung. Die axiale Expansion ab Zyklus 4 wird von Mikrofilamenten des
Aktinzytoskeletts und nicht von den Mikrotubuli gesteuert. In dieser Phase verteilen sich die
Kerne entlang des Embryos. Anschliefend folgt die kortikale Wanderung, in der die Kerne
zur Plasmamembran wandern. Dieser Prozefl hdngt wieder von den Mikrotubuli ab (Baker et

al., 1993; von Dassow und Schubiger, 1994; Zalokar et al., 1975).
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Abbildung 1-7: Verteilung der Zellkerne wiahrend der friihen Embryogenese. Die ersten 13
Zellteilungen sind innerhalb von 3 Stunden abgeschlossen. Es findet keine Zytokinese statt
und so entsteht ein Synzytium aus ungefahr 6000 Kernen. Wihrend der ersten 3 Teilungen
verbleiben die Kerne im anterioren Drittel des Embryos (1-4). AnschlieBend folgt die axiale
Expansion und die Kerne verteilen sich entlang des Embryos (5-7). Die Migration in Richtung
Kortex beginnt im 8. Zyklus. Die Kerne erreichen den Kortex und bilden dort eine gut
organisierte Schicht (9-13). Wahrend der Interphase der 14. Kernteilung beginnt die
Zellularisierung (14)(http://bio.research.ucsc.edu/people/sullivan/research.html).

Die Teilungen 10 bis 13 finden direkt im aktinreichen Kortex unterhalb der
Plasmamembran statt. Wenn die Kerne zum Kortex kommen, wird das gleichmaBig verteilte
Aktin umgeordnet. Wahrend der Interphase konzentriert sich Aktin apikal eines jeden Kerns
und dessen Zentrosomen, welche zu diesem Zeitpunkt auch apikal des Kerns angelagert sind
(Abb. 1-8) (Karr und Alberts, 1986; Warn und Magrath, 1983; Warn et al., 1984). In der
Prophase wandern die Zentrosomen zu den gegenuberliegenden Polen und auch das Aktin
verteilt sich, so da} es einen Ring um die Zentrosomen und den dazwischenliegenden Kern
bildet. Interessanterweise entsprechen diese Ringe in ihrer Zusammensetzung den
kontraktilen Ringen, die sich in der Zytokinese bilden. Die Ringe sind mit der
Plasmamembran assoziiert. Entlang dieser Ringe bilden sich die Pseudofurchen, die sich
jeweils seitlich der Zentrosomen, zwischen den benachbarten Kernen bilden. Wiahrend der
Ana- und Telophase wird die Furche wieder zuruickgebildet. Die Zentrosomen werden nun
verdoppelt, wandern wieder nach apikal und der ProzeB3 beginnt erneut (Warn und Magrath,

1983; Warn et al., 1984)(Abb. 1-8).
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Abbildung 1-8: Bildung der Pseudofurche. (a) Wahrend der Interphase bildet das Aktin
(grun) eine Haube oberhalb des Kerns (blau) und seiner Zentrosomen (gelb). (b) In der
Prophase wandern die Zentrosomen zu den entgegengesetzten Polen und das Aktin bildet
einen Ring apikal des Kerns und seiner Zentrosomen. (c¢) In der Metaphase erreicht die
Furche ihre grofite Tiefe von ca. 10ym und trennt so die Kerne voneinander ab. (d und e)
Wihrend der Ana- und Telophase degeneriert die Furche. Die Zentrosomen werden
verdoppelt und wandern letztendlich wieder zum apikalen Pol des Kerns (Tram et al., 2002).

In der vierzehnten Teilung verbleiben die Kerne in der Interphase und der Prozef3 der
Zellularisierung beginnt. Dieser ist erneut abhéngig von der Ausbildung von Mikrotubuli,
welche von den apikalen Zentrosomen ausgehen und sich basal entlang des gestreckten Kerns
anlagern. Diese Mikrotubuli fuhren die Furche in einer langsamen ersten Phase und dann
einer zweiten schnellen Phase entlang des Kerns. Sobald sie eine Linge von ca. 35um
erreicht haben bilden sie einkernige Zellen (Abb. 1-9) (Tram et al., 2002). Sobald die
Zellularisierung abgeschlossen ist, beginnt die Gastrulation. Aus der einzelligen Schicht
entstehen Endo-, Meso- und Ektoderm. Aus diesen Gewebeprimordien bilden sich alle
larvalen Organe. So wird aus dem Endoderm der Mitteldarm, aus dem Mesoderm entstehen
Muskeln, das Dorsalgefall (Herz), Blut und Fettkorper, und aus dem Ektoderm werden die
Epidermis, das zentrale Nervensystem und der Vorder- und Hinterdarm gebildet (Gilbert,

2003).
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Abbildung 1-9: Bildung der Zellularisierungsfurche. (a) t=0, Aktin (griin) bildet eine Haube
oberhalb des Kerns (blau) und seinen Zentrosomen (gelb). Aster Mikrotubuli werden gebildet
(rot). (b) t=10, Die Membran beginnt zu invaginieren und Aktin ist am Kortex und an der
Furchenfront konzentriert. Mikrotubuli elongieren in Richtung Zytoplasma. (c) t=20, langsame
Phase. Mikrotubuli umgeben den gestreckten Kern. Aktin ist nach wie vor am Kortex und
entlang der Furche konzentriert. (d) t=40, schnelle Phase. Furche invaginiert sehr schnell,
sobald sie am Kern vorbei ist. Kurz vor Ende der Zellularisierung (e) t=60 erreicht die Furche
die Dotterschicht im Zytoplasma und beginnt die sich formende Zelle abzuschniiren. Ein
kontraktiler Ring wird gebildet, welcher unter anderem aus Aktin besteht (Tram et al., 2002).

Nachdem nun die frithen Entwicklungsprozesse in Drosophila dargestellt wurden,
sollen einige der Proteine, die bei der Etablierung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritat von
Bedeutung sind, vorgestellt werden. Um Proteine zu identifizieren, die an der Ausbildung der
Polaritat beteiligt sind, wurden in verschiedenen Organismen genetische Screens
durchgefuhrt. Da der Ursprung des asymmetrischen Aufbaus eines Organismus bis in das
fruheste Einzellstadium zuruckreicht, suchte man nach Polarititsdefekten in der

Eientwicklung.

1.5 Identifikation der par-Gene in C.elegans

Bereits die erste Teilung des einzelligen Embryos in C.elegans ist asymmetrisch. Die
als PO bezeichnete Zelle teilt sich entlang einer anterior/posterioren Achse und es entsteht
eine groflere Zelle, die AB Zelle und eine kleinere Zelle, die P1 Zelle. Die C.elegans Oozyte
enthalt die gleichmaBig verteilten P-Granula, groB3e ribonukledre Partikel, die in wild-typ
Oozyten in die P1 Zelle segregiert werden (Kemphues et al., 1988). Eine Studie letaler
maternaler Effekt-Mutanten fuhrte zur Identifikation der ersten 4 par-Gene (Partitioning
defective), pari-4. Die Mutationen fuhren zu einer abnormalen Spindelpositionierung und zu
einer Fehlverteilung der P-Granula (Kemphues et al., 1988). Spater wurden noch par-5 und
par-6 identifiziert (Hung und Kemphues, 1999; Morton et al., 2002). Ein Protein, welches

mit den PAR-Proteinen interagiert ist die atypische Proteinkinase C (PKC-3) (Izumi et al.,
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1998; Ohno, 2001). Im Nematoden C.elegans beginnt die Polarisierung des Eis nach der
Befruchtung. Das ausschlaggebende Signal stammt von den Zentrosomen des Spermiums,
die eine Verbindung zum Aktinzytoskelett des Eis bilden und die Polarisierung initiieren
(Rappleye et al., 2002). Dort wo das Spermium in die Eizelle eindringt bildet sich spéter der
posteriore Pol. Sobald das Spermium in die Eizelle eingedrungen ist, kann man eine
Bewegung des Zytoplasmas in Richtung Pronukleus des Spermiums beobachten, die uber die
Bildung von Mikrotubuli, die von den Zentrosomen des Spermiums ausgehen, angetrieben
wird(Goldstein und Hird, 1996; Pellettieri und Seydoux, 2002; Sadler und Shakes, 2000;
Wallenfang und Seydoux, 2000). Es folgt eine dramatische Umorganisation der
Polaritatsproteine. Par-1, eine Serin Threonin Kinase, und Par-2, ein Protein mit Ring-finger
Domaine, lokalisieren in der posterioren Hilfte des Kortex. PAR-3 und PAR-6, zwei PDZ-

Dominen Proteine, zusammen mit der PKC-3, werden anterior angelagert (Abb. 1-10).

A)

Anterior Posterior
PAR-3 PAR-1
PAR-6 PAR-2
PKC-3

PAR-6/Tubulin PAR-1/Tubulin

Abbildung 1-10: Zellpolaritat in der C.elegans Zygote. A) Der Kortex der Zygote ist in distinkte
anteriore und posteriore Doménen aufgeteilt. PAR-3, PAR-6 und PKC-3 (rot) sind im anterioren Kortex
lokalisiert. PAR-1 und PAR-2 (griin) befinden sich im posterioren Kortex. Die mitotische Spindel befindet sich
naher am posterioren Pool, was in der Generation von zwei unterschiedlich groBlen Tochterzellen resultiert.
Aster Mikrotubuli (blau) gehen aus dem Spindelpol hervor und erreichen den Kortex. Das
Metaphasenchromosom ist in gelb gezeigt. B+C) Immunofluoreszenzfarbung von wild-typ C.elegans Zygoten
mit anti-o-Tubulin (rot) und in grin PAR-6 (B) oder PAR-1 (C) (Wodarz, 2002).

Bei diesem Prozef3 sind die Proteine voneinander abhéngig. PAR-3, PAR-6 und PKC-

3 werden benotigt, um PAR-2 zu lokalisieren. Umgekehrt ist auch PAR-2 notwendig, um die
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Anlagerung von PAR-3, PAR-6 und PKC-3 in der anterioren Halfte zu gewéhrleisten. PAR-1
jedoch wird nicht benotigt, um die ubrigen PARs zu lokalisieren, es ist jedoch selbst auf alle
anderen PARs angewiesen, um korrekt lokalisiert zu werden. Das bedeutet, daf} die
Interaktion zwischen PAR-3/PAR-6/PKC-3 und PAR-2 distinkte anteriore und posteriore
Dominen generiert, was anschlieBend in der Lokalisierung von PAR-1 resultiert. Die
genauen Mechanismen dieser Lokalisierung sind nicht bekannt (Boyd et al., 1996; Etienne-
Manneville und Hall, 2001; Guo und Kemphues, 1995; Hung und Kemphues, 1999; Tabuse et
al., 1998). Die Anordnung der PAR Proteine und der PKC-3 ist Grundlage fur alle folgenden
Asymmetrien, wie der Segregation der P-Granula und der asymmetrischen Positionierung der
ersten mitotischen Spindel. Die spezifische Verteilung dieser Proteine unterteilt die Eizelle in
verschiedene Domianen und stellt die Positionskoordinaten fur die Verteilung
zytoplasmatischer Faktoren fur die folgenden Zellteilungen. Am Beispiel des Einzellembryos
von C.elegans kann man erkennen wie eine Zelle, die urspringlich keine Polaritit aufweist,
uber ein Signal, in diesem Falle vom eindringenden Spermium ausgehend, zellulare Prozesse
in Gang setzt, die in einer Zelle resultieren, die ausgepréagte Polaritat aufweist. Mittlerweile
konnten in einer Vielzahl von Organismen par-Gene identifiziert werden, die an vielen

Aspekten in der Auspriagung von Zellpolaritat beteiligt sind (Abb. 1-11).

C.elegans Drosophila Séugetiere
Ein-Zell Embryo Embr. Ektoderm Neuroblasten Oozyte Epithelzellen
| Fertilisation | | ? Epithel Polaritat  Zell-Zell Kontakt | |ZeII-ZeII Kontakt |
Cdc42 Cdc42
PAR-6 PAR-6 PAR-6 PAR-6
PKC-3 aPKC aPKC aPKC
PAR-3 Baz Baz ASIP
¢ Pins
Ins
PAR-1 PAR-1 PAR-1
Ant/Post Apikal/Basale Ant/Post Apikal/Basale
Polaritat Polaritat Polaritat Polaritat
Asymmet. Asymmet. Funktion im
Zellteilung Zellteilung Epithel und
Morphogenese

Abbildung 1-11: Der hochkonservierte PAR/aPKC Komplex. (nach Ohno, 2001)
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Im Folgenden soll die Bedeutung dieser Proteine in der Etablierung und
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat in Drosophila melanogaster zum einen in Epithelzellen

und zum anderen wéhrend der asymmetrischen Teilung von Neuroblasten vorgestellt werden.

1.6 Polaritat in Epithelzellen

Bei Epithelien handelt sich um ein- oder mehrlagige Zellschichten, die alle inneren
und auBleren Korperoberflachen der vielzelligen tierischen Organismen bedecken. Die Zellen
liegen dicht beieinander und sind reich an Zellkontakten. Demzufolge besitzt das Gewebe nur
kleine Interzellularraume mit entsprechend wenig Interzellularsubstanz. Eine allen
Epithelzellen gemeinsame Eigenschaft ist ihre Polaritat: sie haben eine apikale Seite, die dem
AulBeren (z.B. bei der Haut) oder dem Lumen (z.B. beim Darm oder Driisen) zugewandt ist
und eine basale Seite, die Uber eine Basallamina mit dem darunterliegenden Gewebe
verbunden ist. Die Polaritit von Epithelzellen ist durch strukturelle und funktionelle
Unterschiede von apikaler und basolateraler Membran gepragt. Epithelien sind auf vielfaltige
Weise und je nach Organ spezifisch differenziert. Oberflachenepithelien haben vor allem
Schutzfunktion (z.B. die Haut), konnen Stoffe aufnehmen (Absorption, z.B.
Darmschleimhaut) und bilden eine Barriere, die das jeweilige Organ von der Umgebung
abgrenzt (was vor allem durch spezielle Zellkontakte zwischen den Epithelzellen
gewihrleistet wird). Fur die Zelle bedeutet dies, daf die Proteinkomposition der
verschiedenen Membrandomanen unterschiedlich sein muf}, und daf} innerhalb der Zelle ein
gerichteter Transport stattfinden muf3. Ebenso muf3 verhindert werden, da3B Komponenten des
Lumens frei zwischen den Zellen diffundieren konnen. Dies wird uber eine rigide
Verbindung zwischen den einzelnen Zellen gewahrleistet. Im Falle von Invertebraten ist dies
die Adherens Junction (AJ) und die darunter liegende Septate Junction. Bei Vertebraten
findet sich zusatzlich zur AJ die Tight Junction (TJ). AlJs spielen eine zentrale Rolle in der
Etablierung und Aufrechterhaltung eines Epithels (Nelson, 2003). Cadherine vermitteln die
Zell-Zell Adhasion uber eine Interaktion deren extrazellulairer Domanen. Der
zytoplasmatische Teil der Cadherine bindet an (3-Catenin, welches uiber a-Catenin mit F-
Aktin verbunden ist. Diese Komponenten bilden die Zonula Adherens, die jede Epithelzelle
gurtelartig umschlieBt (Tepass et al., 2001). Die basal zur AJ gelegenen Septate Junction
bildet eine semipermeable Barriere, die die Diffusion von Ionen und Molekillen zwischen den
Epithelzellen verhindert. Der Komplex aus AJ und SJ bildet die Grenze zwischen der
apikalen und der basolateralen Membrandomiéne (Tepass et al., 2001). Die Struktur dieser

Zell-Zell Verbindungen ist Grundvoraussetzung fur die Aufrechterhaltung der Zellpolaritat.
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Drei Proteinkomplexe spielen bei der Organisation der apiko-basolateralen Polaritit,
in Verbindung mit der AJ, eine bedeutende Rolle: Der Bazooka (Baz), der Crumbs (Crb) und
der Discs large (Dlg) Komplex. Der Baz Komplex besteht aus den Proteinen Bazooka (das
PAR-3 Homolog von C.elegans), PAR-6, atypical Protein Kinase C (aPKC), und der GTPase
Cdc42 (Kuchinke et al., 1998; Petronczki und Knoblich, 2001; Wodarz et al., 2000). Dieser
Komplex lokalisiert direkt apikal der ZA im Kortex und formiert sich schon wahrend der
Zellularisierung (Harris und Peifer, 2004). Hier wird Baz unabhingig von der aPKC oder
PAR-6 apikal angereichert. Diese Rekrutierung von Baz ist vom Aktinzytoskelett und dem
Mikrotubulinetzwerk abhéngig. Es ist wahrscheinlich, da3 ein gerichteter Transport uber
einen Dyneinmotor entlang der Mikrotubuli stattfindet (Harris und Peifer, 2004). Sobald
Bazooka seine apikale Position erreicht, wird es in einem apikalen Gerust verankert und sorgt,
wahrscheinlich selbst auch als Gerustprotein, fur die Positionierung der AJ. AnschlieBend
akkumulieren auch aPKC und PAR-6 an der apikalen Membran (Harris und Peifer, 2005). Im
Falle von PAR-6 geschieht das uiber die aktivierte GTPase Cdc42 (Hutterer et al., 2004). Der
Crb Komplex bildet sich bei der Gastrulation und befindet sich apikal der ZA. Er besteht aus
dem Transmembranprotein Crb, dem zytoplasmatischen PDZ-Protein Stardust (Sdt) und dem
Pals1-associated TJ Protein (Patj) (Bachmann et al., 2001; Hong et al., 2001; Hutterer et al.,
2004; Pielage et al., 2003; Tepass und Knust, 1993). Crumbs bindet Moesin und (3-heavy-
Spektrin und stellt so eine Verbindung zum apikalen Zytoskelett dar (Medina et al., 2002).
Der Dlg-Komplex besteht aus den PDZ-Doménen Proteinen Dlg (Woods und Bryant, 1991),
Scribble (Scrib) (Bilder und Perrimon, 2000) und dem Myosin Typll Bindeprotein Lethal
giant larvae (Lgl) (Mechler et al., 1985). Er befindet sich entlang der basolateralen
Membrandomine, basal der ZA. Die Proteine dieses Komplexes sind notwendig, um die
Proteine der ersten beiden Komplexe auf die apikale Lokalisation zu beschrianken und spielen
auch fur die korrekte Positionierung der ZA eine Rolle (Bilder und Perrimon, 2000; Bilder et
al., 2003; Tanentzapf und Tepass, 2003). Der Baz und der Crb Komplex kolokalisieren in der
apikolateralen Region des Zytokortex und interagieren direkt uiber eine Bindung von PAR-6
und Patj. Auch die aPKC kann an Crb und Patj binden. Diese Bindung erhoht die
Kinaseaktivitat der aPKC, die crumbs phosphoryliert, und ist fur die Aufrechterhaltung der
apikalen Lokalisation des Crumbs Komplexes notwendig (Sotillos et al., 2004). Ein weiteres
Substrat der aPKC ist Lgl, eine Komponente des Dlg-Komplexes. Die aPKC
dephosphoryliert Lgl und inaktiviert es dadurch. Inaktiviertes Lgl dissoziiert von der
Membran und es ist wahrscheinlich, dal Lgl so von der apikalen Membrandomine

ausgeschlossen wird (Betschinger et al., 2003; Hutterer et al., 2004).
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Zellpolaritat in Epithelien ist eng verbunden mit den Zell-Zell Verbindungen, die die
Plasmamembran in verschiedene Dominen unterteilt. Wie aber wird Polaritéit in Zellen ohne
solche Verbindungen etabliert und aufrechterhalten? Dies soll am Beispiel von Drosophila

Neuroblasten dargelegt werden.

1.7 Asymmetrische Teilung von Neuroblasten

Neuroblasten sind die Vorlauferzellen des zentralen Nervensystems. Sie delaminieren
aus dem Epithel des ventralen Neuroektoderms und teilen sich wiederholt auf eine
asymmetrische Art und Weise, wobei eine kleinere Ganglienmutterzelle (GMZ) und ein
groBerer Neuroblast entstehen (Betschinger und Knoblich, 2004; Wodarz und Huttner, 2003).
Zellschicksalsdeterminanten, wie Prospero und Numb, segregieren ausschlieBlich in die GMZ
und initiieren dort die GMZ spezifische Genexpression (Hirata et al., 1995; Knoblich et al.,
1995; Spana und Doe, 1995). Wihrend der Delamination behalten die Zellen ihre apikal-
basale Polaritdt, was man anhand der Verteilung verschiedener Proteine und mRNAs

nachweisen kann (Abb. 1-12)(Betschinger und Knoblich, 2004; Wodarz und Huttner, 2003).

. DNA
apikal
Baz, DaPKC, PAR-6
i osterior
anterior P Pins, Gai, Insc
basal Pros, Mir, Numb

Zentrosomen
Spindel Mikrotubuli

ZA

H OO EONMN

W

Abbildung 1-12: Ein Neuroblast delaminiert aus dem Neuroektoderm und teilt sich (Wodarz und Huttner,
2003). Die subzellulare Verteilung einiger Polarititsgene, Zellschicksalsdeterminanten und deren
Adapterproteine ist gezeigt. Im Epithel und im delaminierenden Neuroblasten ist aus Griinden der besseren
Ubersichtlichkeit nur der PAR/aPKC Komplex gekennzeichnet.
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Die Polaritat der Zelle wird uiber Proteine aufrechterhalten, die selbst polar im Kortex
der Neuroblasten angeordnet sind (Ohno, 2001; Wodarz, 2002). Zu Beginn der Delamination
wird Inscuteable (Insc) exprimiert. Insc bindet uber Baz an den apikal lokalisierten
PAR/aPKC Komplex (Ohno, 2001). Der PAR/aPKC Komplex interagiert mit dem DIg/Lgl
Komplex und dem Pins/Gai Komplex. Uber das Zusammenspiel dieser 3 Komplexe werden
die Polaritat des Neuroblasten und die asymmetrische Teilung reguliert. Die
Zellschicksalsdeterminanten, wie zum Beispiel der Transkriptionsfaktor Prospero, das Notch
regulierende Protein Numb und deren Bindepartner Miranda und Partner of Numb
lokalisieren in der Metaphase einer Neuroblastenteilung am basalen Kortex. In der
Zytokinese werden sie ausschlieBlich in die GMZ segregiert (Abb. 1-12). Die basale
Lokalisation der Zellschicksalsdeterminanten ist vom apikalen PAR/aPKC Komplex und dem
ubiquitar entlang des Kortex lokalisierten Dlg/L.gl Komplex abhéngig (Ohno, 2001; Wodarz,
2002). Lgl wird von der aPKC phosphoryliert und somit inaktiviert. Dies resultiert in einer
Konformationsanderung von Lgl und das Protein kann nicht mehr mit dem Zytoskelett
assoziieren. Es wird von der apikalen Seite des Neuroblasten ausgeschlossen. So kann Lgl
die kortikale Lokalisation der Zellschicksalsdeterminanten nur am basalen Kortex fordern
(Betschinger et al., 2005; Betschinger et al., 2003). Der PAR/aPKC Komplex antagoniert die
Funktion des Dlg/Lgl Komplexes also nicht nur in Epithelien (Bilder et al., 2003; Hutterer et
al., 2004; Tanentzapf und Tepass, 2003), sondern auch in Neuroblasten (Rolls et al., 2003).
Eine weitere Bedeutung von Lgl konnte in der Zielfuhrung von exozytotischen Vesikeln
liegen, die Proteine und Lipide mit sich fuhren, die fur die Lokalisation der
Zellschicksalsdeterminanten Voraussetzung sind. In der Hefe interagiert ein Lgl-Homolog
mit dem t-SNARE sec-9 an der Plasmamembran (Lehman et al., 1999). In der Maus
interagiert ein Lgl Homolog mit dem t-SNARE Syntaxin-4 an der basolateralen Membran
(Musch et al., 2002). Uber eine solche Bindung von Lgl an SNARE Proteine konnte erreicht
werden, daB3 Proteine von bestimmten Doménen ausgeschlossen werden, indem die Vesikel

nicht an die Membran docken konnen (Lehman et al., 1999; Musch et al., 2002).

Ein intaktes Aktinzytoskelett ist fur die Verteilung der Zellschicksalsdeterminanten
essentiell (Ohno, 2001; Wodarz, 2002). Uber Lgl konnte eine Verbindung zum
Aktinzytoskelett gegeben sein, da es einen Komplex mit non-muscle Myosin II bildet (Strand
et al., 1994). Myosin II wird fur die basale Lokalisation der Zellschicksalsdeterminanten
benotigt, aber kolokalisiert zu keinem Zeitpunkt der Mitose mit ihnen. Wéhrend der Pro- und

Metaphase ist Myosin II verstarkt apikal lokalisiert. Wahrend der Zytokinese lokalisiert
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Myosin II an der Teilungsfurche. Myosin II verhindert die Bindung von Mir an Aktin, was zu
einem Ausschluf8 von Mir und Pros aus den Regionen, in denen Myosin II vorhanden ist,
fuhren konnte (Barros et al., 2003). Die asymmetrische Verteilung von Mir hangt auch von
dem Motorprotein Myosin VI ab. Myosin VI bindet direkt an Mir und zeigt eine partielle
Kolokalisation mit Mir in zytoplasmatischen Partikeln. Es ist durchaus moglich, da3 Miranda
uber die Interaktion mit Myosin VI entlang der Aktinfilamente transportiert wird (Petritsch et

al., 2003).

Polaritat in Neuroblasten zeigt sich nicht nur anhand der polaren Verteilung
verschiedener Proteine und mRNAs, sondern auch anhand einiger zellularer Prozesse, die
wihrend der Teilung eines Neuroblasten stattfinden. Nachdem der Neuroblast delaminiert ist,
rotiert seine Spindel um 90°. So wird die richtige Lokalisation der Zellen nach der
Zytokinese und die korrekte Verteilung der Zellschicksalsdeterminanten gewahrleistet. Ein
weiteres Phanomen der Neuroblastenteilung ist, da3 zwei unterschiedlich grofle Zellen
entstehen. Die Kontrolle dieser Prozesse wird uibber den PAR/aPKC Komplex und die
heterotrimerischen G-Proteine erreicht, die einen Einflu} auf die Spindelgeometrie haben.
Insc, Pins und Gai bilden einen Komplex (Schaefer et al., 2000), der sich im apikalen Kortex
des Neuroblasten anlagert und mit dem PAR/aPKC Komplex uber eine direkte Interaktion
von Baz an Insc verbunden ist (Schaefer et al., 2000; Schober et al., 1999; Wodarz et al.,
1999). Der Pins/Gai und der PAR/aPKC Komplex sind jedoch voneinander unabhingig, was
deren apikale Lokalisation betrifft (Cai et al., 2003; Izumi et al., 2004). Ist eines der drei
Gene des Pins/Gai Komplexes mutant, kommt es zu keiner Rotation der mitotischen Spindel.
Die Zellschicksalsdeterminanten sind in Pins und Gai Mutanten korrekt lokalisiert, was in
Insc Mutanten nicht der Fall ist (Cai et al., 2003; Kraut und Campos-Ortega, 1996; Schaefer
et al., 2000; Yu et al., 2003; Yu et al., 2000). Mutationen in nur einem Gen des Pins/Gai oder
des PAR/aPKC Komplexes resultieren in unterschiedlich groen Tochterzellen. In einer
Doppelmutante, die aus einer Kombination von Mutanten in entweder Pins oder Gai und
einer Komponente des PAR/aPKC Komplexes oder Insc besteht, sind die Tochterzellen
gleichgrof} (Cai et al., 2003; Fuse et al., 2003; [zumi et al., 2004; Yu et al., 2003; Yu et al.,
2000). Dies bedeutet, da} auch die asymmetrischen GroBenverhiltnisse der entstehenden
Zellen auf einem apikalen Signal beruhen, das entweder vom PAR/aPKC Komplex und Insc
oder vom Pins/Gai Komplex stammt. Der PAR/aPKC Komplex und der Pins/Goi Komplex

zeigen also in diesem Zusammenhang eine gewisse Redundanz.
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An den ausgefuhrten Entwicklungsprozessen wird deutlich, welche Bedeutung
Zellpolaritat fur Zellen oder Zellverbiande hat, und daBl deren Etablierung und
Aufrechterhaltung fur eine Vielzahl von zelluldren Prozessen unabdinglich ist. Reguliert

werden diese Prozesse uiber einige hochkonservierte Proteinkomplexe.

1.8 Themenstellung

Viele Gene, deren Produkte an der Etablierung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritat
und Integritat beteiligt sind, konnten im Laufe der vergangenen Jahre identifiziert werden.
Jedoch ist das exakte raumliche und zeitliche Zusammenspiel dieser Komponenten bislang
nur teilweise verstanden, da bislang nicht alle moglichen Interaktionspartner identifiziert
werden konnten. Fur das Verstindnis des gesamten Prozesses der Zellpolaritat sind diese
Informationen essentiell. Vor dieser Arbeit wurde ein Hefe-Zwei-Hybrid Screen
durchgefuhrt, in dem verschiedene potentielle Interaktionspartner des Proteins Bazooka
identifiziert werden konnten. Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun diese potentiellen
Interaktionspartner molekular und genetisch analysiert und phanotypisch durch

immunohistochemische Untersuchungen charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerate

Alle Verbrauchschemikalien wurden in der Qualitit pro analysis von folgenden

Firmen bezogen:

Acros, Geel, Belgien; Baker, Deventer, Niederlande; Biomol, Hamburg; Bio-Rad,
Miinchen; Difco, Detroit, USA; Fluka, Buchs, Schweiz; Gibco/BRL Life Technologies,
Karlsruhe; Griissing, Filsum; Merck, Darmstadt; Riedel-de Haén; Seelze; Roth, Karlsruhe;

Serva, Heidelberg; Sigma-Aldrich, Steinheim

Samtliche Losungen fur molekularbiologische Arbeiten wurden mit Demineralisierten

Wasser angesetzt und autoklaviert oder, falls dies nicht moglich war, sterilfiltriert.

Enzyme fur molekularbiologische Arbeiten wurden, falls nicht anders erwahnt, von
folgenden Firmen bezogen: Boehringer/Roche Diagnostics, Mannheim; MBI Fermentas, St.

Leon-Rot; New England Biolabs, Schwalbach/Taunus und Promega, Madison, USA

Kitsysteme:
- Nucleobond AX, Macherey-Nagel, Diiren
- Nucleospin Extract Kit, Macherey-Nagel, Duren
- GeneRacer Kit, Invitrogen, Groningen, Niederlande

- DIG RNA Labeling Mix, Boehringer/Roche Diagnostics, Mannheim

Photoarbeiten und Bildverarbeitung:

Rontgenfilm: Fuji SuperRX, Fuji, Tokyo, Japan
Rontgenfilm-Entwickler: Tetenal Roentogen, Tetenal, Norderstedt
Rontgenfilm-Fixierer: Tetenal Roentogen Superfix, Tetenal, Norderstedt
Photolichtmikroskop: Zeiss Axiophot 2, Zeiss, Oberkochen

Zeiss Axioplan 2, Zeiss, Oberkochen
Konfokales Mikroskop: Leica TCS NT, Leica, Heidelberg
Computersystem: Macintosh PowerPC, Apple, Ismaning
Bildverarbeitung: Adobe Photoshop 7, Adobe Systems, San Jose, USA
Canvas 8, Deneba Systems, Miami, USA
Volocity, Improvision, Lexington, USA

OpenLab, Improvision, Lexington, USA
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Sonstige Gerate:

Transformation elektrokompetenter Zellen: Gene Pulser II, BioRad
OD-Messungen: BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg
Zentrifugen: Biofuge fresco, Heraeus Instruments, Osterode

Biofuge pico, Heraeus Instruments, Osterode
Beckmann J2-21
Thermocycler: MiniCycler, Biozym Diagnostics, Oldendorf
UV-Crosslinker: UV Stratalinker 2400, Stratagene

2.2 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardtechniken wie Bestimmung von
Nukleinsdurekonzentrationen, DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen,
Dephosphorylierung der 5°-Enden linearer DNA-Molekiile mit alkalischer Phosphatase (CIP),
Phenol/Chloroform-Extraktion, Féllung von Nukleinsauren, Ligation mit T4-DNA-Ligase
und Gelelektrophorese sind in Sambrook et al., 1989 beschrieben und werden hier nicht mehr

im Detail aufgefuhrt.

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des
Nucleospin Extract Kit, Macherey-Nagel, Duren nach Angaben des Herstellers. DNA-

Sequenzierungen wurden von der Firma SEQLAB, Gottingen, durchgefuhrt.

2.2.1 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Zur Transformation elektrokompetenter Zellen wurde der E.coli Gene Pulser II von

Biorad, Miuinchen, geméss den Angaben des Herstellers verwendet.

- Ligation 1:5 bis 1:10, isolierte DNA 1:50 bis 1:100 in H,O verdiinnen

- auf Eis 1 ul der DNA-Losung zu 50 ul kompetenten Zellen geben, mischen
und in vorgekuhlte Elektroporationskiivette pipettieren

- Elektroporation durchfuhren, die Bakteriensuspension mit 450 yl1 LB auffullen
und in ein Eppendorf-Gefass uberfuhren

- 1h bei 37°C inkubieren

- eine geeignete Menge auf eine LB, -Agarplatte (100 pg/ml Ampicillin)

ausstreichen und u.N. bei 37°C inkubieren
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Losungen:

- LB: 1% Bactotrypton
0.5% Bactoyeast
1% NaCl

- LB-Agar: 6.3g Agar/300ml LB

- Ampicillin: 100mg/ml Stammlodsung in H,O

2.2.2 Isolierung von DNA

2.2.2.1 Praparation von Plasmid DNA

Um nach einer Bakterientransformation moglichst schnell viele Bakterien-

Einzelkolonien auf die enthaltene Plasmid-DNA zu testen, wird eine sog. "Mini-Prap”

durchgefuhrt. Diese erfolgte nach einem laborintern modifizierten Protokoll der Firma

Qiagen, Hilden.

Iml einer W/N-Kultur fur 2 min bei 13000 rpm abzentrifugieren

Pellet in 150 ul P1 resuspendieren

150 ul P2 zusetzen, invertieren

5 min bei RT inkubieren

150 ul P3 zusetzen, invertieren

10 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Uberstand in frisches Eppendorf-Gefass
uberfuhren und mit 300 ul Isopropanol fallen

30 min bei 13000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

Pellet mit kaltem 70% Ethanol waschen und 5 min bei 13000 rpm
zentrifugieren

Uberstand verwerfen, Pellet lufttrocknen und in 20 x1 dH,O aufnehmen

Losungen:

- P1:  50mM Tris-HCI pH 8.0
10mM EDTA
100pg/ml RnaseA
gelagert bei 4°C

- P2: 200mM NaOH
1% SDS

- P3:  3.0M Kaliumacetat pH 5.5

Fur Klonierungen, Sequenzierungen, in vitro-Transkriptionen und die Transformation

von Fliegen wird DNA in groBeren Mengen und von hoherer Reinheit benotigt ("Midi-Préap”).

Zu diesem Zweck wurde gemdll den Angaben des Herstellers das Plasmid Midi Kit der Firma

Macherey-Nagel, Duren (Nucleobond AX), eingesetzt.
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2.2.2.2 Praparation von genomischer DNA aus Fliegen

Nachfolgendes Protokoll stammt von E.J. Rehm vom Berkeley Drosophila Genome

Project (BDGP) und wurde entsprechend den eigenen Anforderungen modifiziert:

2.2.2.3

30 Fliegen in Eppendorf-Gefal sammeln und in flussigem Stickstoff
schockgefrieren

200 ul Puffer A hinzugeben und Fliegen mit Bio-Vortexer (Biospec Products,
Bartlesville, USA) homogenisieren, weitere 200 ul dazugeben und weiter
homogenisieren

fur 30 min bei 65°C inkubieren

Zugabe von 800 ul einer LiClI/KAc-Lsg zur Féllung der Proteine, anschlieBend
mindestens fur 10 min auf Eis inkubieren

Zentrifugation fur 15 min bei RT und 13000 rpm

1 ml des Uberstandes in ein neues Eppendorf-Gefal ubertragen und DNA
durch Zugabe von 600 ul Isopropanol und anschlieBender Zentrifugation fur 15
min bei RT und 13000 rpm fallen

Pellet mit 70% EtOH waschen, trocknen und in 150 ul TE aufnehmen

Losungen:
- Puffer A: 100 mM Tris-HCI, pH 7.5
100 mM EDTA
100 mM NaCl
0,5% SDS
- LiCl/KAc-Lsg.: 1 Teil 5 M KAc: 2,5 Teile 6 M LiCl
- TE: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8.0
DNA-Extraktion aus Embryonen mittels Chelex

Chelex (Sigma) ist ein chelatierendes Harz, das eine hohe Affinitat fur polyvalente

Metallionen besitzt. Es ist sowohl in der Lage, die Degradation von DNA durch Metallionen

wahrend des Erhitzens von biologischen Proben zu verhindern als auch Kationen aus der

Probe zu entfernen, die wichtig fur die Renaturierung von Enzymen sind, die eine spatere

Manipulation der Probe beeinflussen konnten. Chelex liegt in Form von kleinen Kuigelchen

vor, die nicht wasserloslich sind. Es wird in einer 5%igen Gewicht/Volumen-Mischung in

sterilem Wasser angesetzt (Walsh et al., 1991).

5 Embryonen in ein Eppendorf-Gefa3 mit dH,O uberfuhren

Uberstand moglichst vollstandig abziehen
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Embryonen in flussigem Stickstoff schockgefrieren

Morser herstellen: dazu eine 1 ml Plastikspitze uiber einer Flamme erhitzen und
die geschmolzene Spitze in ein Eppendorf-Gefall drucken

Probe aus dem Stickstoff holen und noch im gefrorenen Zustand mit dem
Mobrser zerkleinern; fur jede Probe einen neuen Morser benutzen

50 pul Chelex dazugeben und abermals morsern

fur 10 min in kochendes Wasser stellen

auf Raumtemperatur abkithlen lassen und anschlieBend kurz zentrifugieren

Fur eine PCR-Reaktion werden 1-10 ul des Uberstandes eingesetzt.

2.2.2.4 DNA-Extraktion aus einzelnen Fliegen

betaubte Fliege in ein Eppendorf-Gefall uiberfuhren

Fliege in flussigem Stickstoff schockgefrieren

Fliege in eine Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen) geben, 50 ul SB-Losung
hinzufugen und fur 10 sec morsern

Vertiefung mit Tesafilm abdichten und fur 15 min auf RT inkubieren

Platte fur 5 min zwischen zwei 100°C warme Heizblocke stellen (Inaktivierung
der Proteinase K)

den unteren Heizblock entfernen und die Platte zusammen mit dem oberen

Heizblock auf RT abkuhlen lassen

Fur eine PCR-Reaktion werden 5 ul des Uberstandes eingesetzt.

Losungen:

- SB: 10mM Tris-HCI, pH 8.2
1 mM EDTA
25 mM NaCl
200 pg/ml Proteinase K

2.2.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion erlaubt die gezielte Amplifikation ausgewahlter DNA-

Sequenzen. Zwei auf den entgegengesetzten DNA-Strangen lokalisierte Oligonukleotide

(Primer) dienen dabei als Startstelle fur eine thermostabile DNA-abhingige DNA-

Polymerase. Durch sich wiederholende Zyklen aus Aufschmelzen der DNA, Bindung der

Primer und Strangsynthese wird das zwischen den Primern liegende DNA-Segment

exponentiell vervielfaltigt. Die Aufreinigung aller PCR-Produkte erfolgte mit dem

NucleoSpin Extract Kit, Macherey-Nagel, Duren.
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Bei der Wahl des Primers sollte auf einige Eigenschaften geachtet werden:

- Die Lange sollte zwischen 18 und 30 Nukleotiden liegen.

- Der GC Gehalt sollte zwischen 40% und 60% liegen.

- Die Annealingtemperaturen sollten moglichst gleich sein.

- Die letzten 2 oder 3 Basen am 3'-Ende eines Primers sollten sich nicht
komplementieren.

- 3 aufeinanderfolgende Gs oder Cs sollten am 3'-Ende vermieden werden.

- Kein T am 3'-Ende.

- Primer sollten sich untereinander nicht komplementieren.

Ein Standard PCR Programm lautet:

Schritt 1: Denaturierung 96°C 2 min

Schritt 2: Denaturierung 96°C 30 sec
Schritt 3: Annealing 50°C-68°C 60 sec
Schritt 4: Extension 72°C 1 min pro Kb
Schritt 5: Gehe 10x zu Schritt 2

Schritt 6: Denaturierung 96°C 30 sec
Schritt 7: Annealing 55°C-68°C 60 sec
Schritt 8: Extension 72°C 1 min 30 sec pro Kb
Schritt 9: Gehe 25x zu Schritt 6

Schritt 10: Extension 72°C 5 min

Schritt 11: 4°C Unendlich
Schritt 12: End

Standard PCR Ansatz:

- 100 ng Template DNA

- 2 ul Nukleotide (10 mM pro Nukleotid)

- j¢ 0.5 pl Primer

5 ul 10X Buffer

4 ul 25 mM MgCl,

1 ul Tag-Polymerase
- X ul H,0
Gesamtvolumen: 50 ul
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Folgende Primer wurden verwendet:

UP ACC ACCTTA TGT TAT TTC ATC ATG | Charakterisierung der 2-22: Primer UP
Revertanten
5SP-FK | CTC GGC AGA TTA CAT TTG GAG AG Charakterisierung der 2-22: Primer A
Revertanten 2-24: Primer 1
3’FKBPExc | CCG TAA GCG TAG TTT GGA GCA CAT | Charakterisierung der 2-22: Primer B
Revertanten, Generation einer | 2-24: Primer 3
DIG-Sonde fur Southern-blot | 2-25: Sonde
2-27: Sonde
3SP-FKO8A | GCG GCC CTC GAA ACT ACC AGA AAT | Charakterisierung der 2-24: Primer 4
Revertanten
3SP-FK18B | CGC GGA GGT TCG GTCTA Charakterisierung der 2-24: Primer 5
Revertanten
FKE TAG CGG CGG TGG TAA AGA AAC Charakterisierung der 2-24: Primer 6
GAG Revertanten
3SP-FK34 | CGC GGG CCG AGG ATA AA Charakterisierung der 2-24: Primer 7
Revertanten
FKP1 CCG CCC GGT GCA GTA TGA AGG Charakterisierung der 2-24: A forward
Revertanten
FKlrev | AAT CAC CGC CGT AAG CCG ACC AC Charakterisierung der 2-24: A reverse
Revertanten
FORC GCA AGT GGG CGT GAT GA Charakterisierung der 2-24: B forward
Revertanten
REVC TGA GGG GGC AAT AAACAGTA Charakterisierung der 2-24: B reverse
Revertanten
FKP3 ACC CGC TCT CCG CAA CAC ATT CAC | Charakterisierung der 2-24: C forward
Revertanten
FK3rev | GGG ATA ATA CCG CGC CAC ATA Charakterisierung der 2-24: C reverse
GCA Revertanten
FK12141-F | CCG CCG GAT GCT ACT CTG AT Charakterisierung der 2-28: 1 forward
Revertanten
FK12407-R | CGC ATG AAT GTG ATA AAC CTA CCC | Charakterisierung der 2-28: 1 reverse
Revertanten
FK14229-F | CGC AAT CGC CGC TCG TTT CTT TAC | Charakterisierung der 2-28: 2 forward
Revertanten
FK14539-R | AGC TTG GCC TCG CAC TTC TCG Charakterisierung der 2-28: 2 reverse
Revertanten
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FK15557-F | CGC CAG CCG GGT GTT TC Charakterisierung der 2-28: 3 forward
Revertanten

FK15859-R | GCT CTG CGC CGA CGA CTC AATC Charakterisierung der 2-28: 3 reverse
Revertanten

5’FKBPExc | TTA TTC CTA TTA GCT TGT TCG TCA Generation einer DIG-Sonde | 2-25: Sonde
fur Southern-blot 2-27: Sonde

3’FlagExc | TTT AGG ATC CAG CTT TAA ATC TCT | Exzision eines Inserts aus BamHI

GTA GGT AGT pUAST Vektor

5’FlagExc | GGA AGA TAT CAA CAT GGATTA Exzision eines Inserts aus EcoRV
CAA GGA TGA pUAST Vektor

FKESTfor | CAG CCT CGA GTG CCG GAA GGG Amplifikation von FKBP Xhol
AAT AAA ATC cDNA aus EST Klon

FKESTrev | TAA GTC TAG AGA CCA TTT CTT CAT | Amplifikation von FKBP Xbal
TAC ATT ACT G cDNA aus EST Klon

2.2.4 Hefe-Zwei-Hybrid System

Das hier verwendete Hefe-Zwei-Hybrid System beruht auf dem Matchmaker Zwei-

Hybrid-System von CLONTECH Laboratories, Inc.

Das Ziel des Zwei-Hybrid-Systems ist es, eine Interaktion zweier Proteine
aufzuspiiren oder nachzuweisen. Dieses System bietet die Moglichkeit, einen Screen an einer
cDNA-Bank durchzufuhren, um neue Interaktionen zu finden und um gezielt Interaktionen

bestimmter Proteine Uiberpriifen.

Um einen Screen durchzufuhren, fusioniert man das gewiinschte Protein (den Koder)
an die DNA-Binde-Domdne eines Transkriptionsfaktors (Gal4BD) dessen
Aktivierungsdomine fehlt. Desweiteren benotigt man eine Plasmid-Bank in der die ,,Beute*-
Proteine an eine entsprechende Aktivierungs-Domane (GAL4AD) fusioniert sind. In dem
ursprunglichen Screen wurde eine Matchmaker cDNA-Bank benutzt, die aus 0-24 Std alten
Embryonen hergestellt wurde. Diese beiden Vektoren werden nun in einen Hefestamm
(Y190) kotransformiert. Der Hefestamm enthélt zwei Reportergene (lacZ und His), welche
nur transkribiert werden, wenn der Gal4BD/Gal4AD Komplex an die Promotorsequenz der
Reportergens (GAL4-UAS) bindet. Der Gal4BD/AD Komplex wird nur gebildet, wenn die

Koder und Beuteproteine interagieren.

Will man die Interaktion zweier bestimmter Proteine uberpriifen, so kloniert man

jeweils eines der Proteine (oder auch nur eine Doméne) in den Beutevektor und das andere in
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den Kodervektor. Die verschiedenen Vektoren tragen Marker, mittels derer man auf

bestimmte Transformationsereignisse selektionieren kann.

In dem hier durchgefuhrten Screen wurden folgende Hefestimme und

Vektoren benutzt 8 (siche auch Abb. 2-1):

pGBT9 (Koder) trp+ Gal4BD fusioniert mit verschiedenen
Dominen des Drosophila
melanogaster Bazooka proteins

pACT?2 (Beute) leu+ Gal4AD fusioniert mit den zu
testenden Konstrukten
Y190 trp’, leu’, his UAS-B-GAL, UAS-His
Ndel
| Xbal
e
T Himd 111
amp! 2 Hps| MCS
MCS EcoR |
“ggill | Smal
HA epitope Bant |
Noe | Sall
Sl il Patl
Neol { r”m‘u‘. \ ool
et Aath——| PGBIP I o
Sac| \\
Xho | Col £1 —
Bl \ Xba
[ A A
_ v Il
589 o 507 500 550
. —_— . . -
AAA AAA GAB ATC TGT ATE GCT TAC CCA TAC GAT GTT CCA GAT TAC 6CT
Balll 4 HA epitope ———— GALY BD B0 [i=1] 400 910
“_"‘] 5?“ "‘_'*” 1'_'” E‘I':' TCG CCG GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCC AAG
AGC TTG GGT GGT CAT ATG GCC ATG GAG GCC CCG GGG ATC CGA ATT C EcoRl ol gl Pstl
Neol __ Smal EcoR | ooy g . o1 080
) . Sil__ Xmal amn| £ = o ;
g o = CTA ATT CCG GGC GAA TTT CTT ATG ATT TAT GAT TTT TAT TAT TAA
GA GCT CGA GAG ATC TAT GAA TCG TAG ATA CTG AAA AAC stop stop stop
Sacl Bglll stop stop stop
Xhol

Abbildung 2-1: Die im Hefe-Zwei-Hybrid System verwendeten Vektoren und deren multiple cloning sites (von
Clontech).

Transformiert man die Hefe mit diesen beiden Vektoren und plattiert sie dann auf trp’,
leu’, his™ -Platten aus, so wachsen nur solche Kolonien, in denen eine Kotransformation
stattgefunden hat und in der Beute und Koder interagieren. Solche positiven Kolonien
werden einem X-Gal-Test unterzogen. Kommt es zu einer Interaktion der beiden Proteine

oder Proteindoméanen, so wird das lacZ-Gen transkribiert.
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Um dies zu testen, transferiert man die positiven Kolonien auf einen Nitrozellulose-
Filter und untersucht sie auf B-Galctosidase-Aktivitat. Zellen, die in Gegenwart von X-Gal
wachsen und B-Galactosidase exprimieren, farben sich blau. Um diese Interaktion zu
verifizieren, werden die Plasmide isoliert und in Bakterien transformiert. Die einzelnen
Bakterienkolonien werden auf ihre Plasmid-DNA getestet. Solche, die den Beuteplasmid

tragen, werden in einer /N-Kultur in LB,,, Medium amplifiziert.

Nun kann man die DNA aus den Bakterien isolieren (DNA Mini-Prip oder DNA
Midi-Prap) und als abschlieBenden Test in die Hefe zusammen mit dem Kodervektor
retransformieren. Farben sich die gewachsenen Kolonien unter Zugabe von X-Gal erneut

blau, so ist die Interaktion bestétigt.

Als Kontrolle diente ein pGBT9 Vektor, der als Koderplasmid das menschliche
LaminC enthielt. Wird ein gefundener Klon mit dieser Kontrolle kotransformiert, so sollte in

einem X-Gal Test keine Blaufarbung sichtbar sein.

Folgende Konstruke wurden getestet:

Bazoona C-terminus 724-1464 Bazooka PDZ 1-3 291-737
Bazooka N-terminus 1-318 Klon CG4420 2-417

Bazooka PDZ1 291-407 Klon FKBP59 167-439
Bazooka PDZ 2 401-548 PTEN 2a 316-511
Bazooka PDZ 3 603-737 PTEN 2b 297-511
Bazooka PDZ 1-2 291-548 PTEN 2 ATYL 297-508
Bazooka PDZ 2-3 401-737 PTEN 3 297-509

2.2.4.1 Hefetransformation

Es werden entweder 20 ml oder 100 ml Kulturen angeimpft. Die Angaben in

[Klammern] beziehen sich auf die 100 ml Kulturen des Screens.
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Die Hefekulturen wachsen uiber Nacht. Am néchsten Morgen wird die Kultur auf eine
OD von 0.2 verdunnt. Nach circa 3 Stunden (ODy,, sollte zwischen 0.6 und 0.9 liegen) wird
die Kultur in ein JA-20 Rohrchen tiberfuhrt [4 x 25 ml].

- O 5000 rpm, 5 min, RT, anschlielend Uberstand vorsichtig abgieBen.

- In 10 ml ddH,O resuspendieren.

- O 6000 rpm, 5 min, RT, anschlielend Uberstand vorsichtig abgieBen.

- In 10 ml 0.1M LiAc resuspendieren.

- O 6000 rpm, 5 min, RT, anschlielend Uberstand vorsichtig abgieBen.

- In 300 p1 0.1M LiAc resuspendieren (Wegen des Restvolumens nur
circa 280 ul zugeben) und in ein 1.5 ml Eppendorf-Gefal uberfuhren [4
x 375 ul, wegen des RV nur circa 350 ul zugeben].

- Inkubieren: 15-20 min, 30°C. Wiahrenddessen:

- 6 [10] Eppendorf-GefaBle mit 300 ul [900 ul] PTL-Losung fullen.

- 2 ul [6 ul] denaturierte Hering Sperma DNA zugeben.

- je 2 ul [6 ul] Koder- und Beuteplasmid zugeben.

- je 50 ul [150 ul] der Kompetenten Zellen in die oben vorbereiteten
Eppendorf-Gefafle geben.

- Vortexen: Hochste Stufe, 4 sec.

- Inkubieren: 30 min, 30°C.

- Hitzeschock: 20 min, 42°C.

- O kurz auf 7000 rpm, RT, anschlieend Uberstand vorsichtig
abnehmen.

- 1 ml YPDA zugeben.

- Vortexen: Hochste Stufe, bis homogene Losung entsteht.

- Inkubieren: 1 std, 30°C.

- O kurz auf 7000 rpm, RT, anschlieBend Uberstand vorsichtig aber komplett
entfernen.

- Selektives Medium zugeben, Zellen resuspendieren und ausplattieren:

- Fur groBe Platten: 400 pl [1200 ul, 3 x 400 ul ausplattieren].

- Fur kleine Platten: 100 ul [300 ul, 3 x 100 ul ausplattieren].

- Platten fur circa 5 Tage in 30°C-Schrank stellen.

- Positive Kolonien wachsen wie normale Hefe-Zellen und sind leicht

identifizierbar.
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Losungen:

- 10 X Drop-out Losung (Trp-, Leu-, His-):
- L-Isoleucin 300mg/L
- L-Valin 1500mg/L
- L-Adenin hemisulfat Salz 300mg/L
- L-Arginin HCI1 200mg/L
- L-Lysin HCI1 300mg/L
- L-Methionin 200mg/L
- L-Phenylalanin 500mg/L
- L-Threonin 2000mg/L
- L-Tyrosin 300mg/L
- L-Uracil 200mg/L

- Weggelassen werden L-Histidin HCl Monohydrat (200mg/L),
L-Leucin (1000mg/L), und L-Tryptophan (200mg/L)
- Die Losung wird autoklaviert und bei 4°C bis zu einem Jahr gelagert.

- SD-Synthetisches Medium fur Hefe-Transformationen

- 6.7g/L Yeast Nitrogen Base

- Je nach gewuinschter Selektion fehlende Aminosduren zugeben (in einfacher
Konzentration).

- 850ml H,0 (fur His Medium/Platten nur 800ml)

- Nur fur Agar-Platten: 17g Agar zugeben

- pH auf 5.6 einstellen (mit NaOH)

- Autoklavieren

- Losung auf mindestens 65°C abkiihlen lassen.

- 100ml Drop-out Losung zugeben

- 50ml 40% Glucose (autoklaviert) zugeben.

- Nur bei His Medium/Platten 50ml 3-Amino-Triazol (3-AT, sterilfiltriert)
zugeben.

- Eventuell Platten gieBen, 3 Tage unter Abzug stehen lassen, und
anschlieBend im Kuhlraum lagern (4°C).

- PTL-Losung (immer frisch ansetzen):

4ml PEG 3350

500p1 1M LiAc

500u41 H,O

- Gut vermischen

2.2.4.2 X-Gal Test

Mittels des X-Gal-Tests 1aBt sich eine B-Galactosidase-Aktivitat nachweisen. Dies ist
ein Zeichen dafur, dal das lacZ-Gen, welches in diesem Falle als Reporter-Gen genutzt wird,

transkribiert wird.

- Positive Kolonien werden auf trp’,leu’-Platten transferiert und 2 Tage lang bei
30°C inkubiert, bis die Kolonien einen Durchmesser von circa 2 mm erreichen.

- Mittels einer Nitrozellulosemembran wird ein Abdruck der Kolonie/Kolonien
erzeugt.

- Die Nitrozellulosemembran mit den daran heftenden Hefekolonien fur circa
20 sec in flussigen Stickstoff tauchen.

- Die Nitrozellulosemembran auf ein mit X-Gal-Féarbelosung eingeweichtes

Stuck Whatman-Papier geben (Hefekolonien nach oben). Dies geschieht am
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besten in einer Petri-Schale.
- Inkubieren: 30°C.

- Positive Kolonien farben sich nach 2-30 std blau.

Losungen:

- Z-Puffer: 16.1g/1 Na,HPO,7H,0O = 60mM
5.5g/1 NaH,PO4H,0 = 40mM
0.75g/1 KCl1 = 10mM
0.246g/1 MgSO,7H,0 = ImM
pH 7.0

- X-Gal: 20mg/ml X-Gal in DMF

- X-Gal Farbelosung (immer frisch ansetzen):
2ml Z-Puffer
27ul B-Mercaptoethanol
167ul X-Gal

2.2.4.3 Plasmid Isolation
Die Plasmid-DNA wurde mit dem Y-DER Yeast Plasmid Isolation Kit der Firma

Pierce, Il, USA, isoliert. Eine typische Plasmidisolation lauft folgendermaBen ab:

- Eine 10 ml Ubernachtkultur in Leu-Medium mit einer positiven Kolonie
animpfen.

- Am nachsten Morgen: O 5000 rpm, 5 min, RT (in JA-20 Rohrchen),
Uberstand vorsichtig abgieBen.

- Zellen in 1 ml ddH,0 resuspendieren und in ein 1.5 ml Eppendorf-Gefal3
uberfuhren.

- O 8000 rpm, 5 min, RT, Uberstand vorsichtig abgieflen.

- Zellen in Y-DER Reagenz resuspendieren (8 ul Reagent/1mg Pellet)

- Durch Pipettieren mischen, bis eine homogene Losung entsteht (Luftblaschen
vermeiden, anschlieffend inkubieren: 65°C, 10 min.

- O 13000 rpm, 5 min, RT, Uberstand vorsichtig abgief3en.

- 400 1 DNA Releasing Agent A zugeben.

- 400 1 DNA Releasing Agent B zugeben.

- Durch Pipettieren mischen bis eine homogene Losung entsteht (Luftblaschen
vermeiden), anschliefend inkubieren: 65°C, 10 min.

- 200 ul Protein Removal Reagent zugeben und Eppendorf-Gefal mehrmals
invertieren.

- O 13000 rpm, 5 min, RT.

- Uberstand in neues Eppendorf-Gefal iberfuhren.
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- 600 pl Isopropanol zugeben und Gefall mehrmals invertieren.

- Genomische DNA prazipitieren: O 13000 rpm, 10 min. Uberstand vorsichtig
abnehmen, Pellet nur schwer oder gar nicht erkennbar.

- Waschen: 1.5 ml 70% Ethanol zugeben, Gefal mehrmals invertieren.

- O 13000 rpm, 1 min, Uberstand vorsichtig abnehmen.

- Pellet lufttrocknen und anschlieBend in 30-50 x1 ddH,0 (oder TE)
resuspendieren.

- Mit der so gewonnenen Plasmid DNA Bakterien transformieren.

2.2.5 Southern Blot

Southern blotting beschreibt den Transfer von elektrophoretisch aufgetrennter DNA
auf eine Membran, gefolgt von einer Hybridisierung mit markierten Sonden zum Nachwelis
spezifischer DNA-Fragmente. Dieser Versuch wurde durchgefuhrt um die P-Element

Exzisionenen genauer zu charakteriesieren.

- Genomische DNA mit Restriktionsenzymen (hier entweder EcoRI oder BglII)
auftrennen.

- 8%iges Agarosegel mit aufgetrennter DNA beladen und bei 80 V in TAE
Puffer laufen lassen, bis die DNA uber das gesamte Gel verteilt ist.

- Gel 20 min in 0.3 N HCl depurinisieren, kurz in H,O abspiilen.

- Gel 30 min in Denaturierungslosung inkubieren, kurz in H,O abspiilen.

- Apparatur aufbauen und U/N in 10xSSC blotten (Abb. 2-2).

- Apparatur abbauen, Nylonmembran trocknen und DNA bei 800004 am

Stratalinker fixieren.

Losungen:
- 20 X SSC: 3 M NaCl
0.3 M Natriumcitrat, pH 7.4
- Denaturierungslosung: 0.5 M NaOH
1.5 M NaCl
- Neutralisierungslosung: 0.5 M Tris-C1 pH8.0

1.5 M NaCl
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Abbildung 2-2: Der Aufbau eines Southernblots.
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Die genomische DNA der Revertanten wurde entweder mit EcoRI oder BglII verdaut

und die DNA wurde mit einer Digoxigenin markierten Sonde detektiert.

2.2.6 SDS-PAGE-Gelelektrophorese und Western-blot

Fur SDS-PAGE-Gelelektrophorese und Western-blotting wurde ein kombiniertes
Gelelektrophorese-/Nassblotgerit der Firma Biorad, Munchen ("Mini Trans-blot”), gemal3 den
Angaben des Herstellers eingesetzt. Die Proteine wurden in 10%igen Polyacrylamidgelen
aufgetrennt, im Western-blot auf Nitrozellulosemembranen (Schleicher und Schiill, Dassel)
ubertragen und der Transfer durch eine Ponceau S-Farbung uberpruft. Bei der

Proteindetektion wurde weiterhin wie folgt vorgegangen:

- Nitrozellulosemembran fur 1h in Blockierlosung inkubieren

- Inkubation mit dem entsprechend verdunnten ersten Antikorper in
Blockierlosung (moglichst kleines Volumen, 3-5 ml) 0.N. bei 4°C auf dem
Taumler

- 4 x 15 min in 1xXTBST waschen

- Inkubation mit dem 1:5000-1:10000 verdiinnten zweiten Antikorper (HRP-
gekoppelt) in Blockierlosung fur 2h bei RT auf dem Taumler

- 4 x 15 min in 1xXTBST waschen

- Detektion mit dem Chemilumineszenz-Substrat (BM Chemiluminescene
Blotting Substrate (POD), Boehringer/Roche Diagnostics, Mannheim) nach

Herstellerangaben
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Losungen:

- Trenngel (10%): 2.5ml 30% Acrylamid/Bis-Acrylamid (29:1)
2.8ml 1M Tris pH 8.8
38ul 20% SDS
2.1ml H,O
30ul 10% APS
8ul TEMED
- Sammelgel: 310ul 30% Acrylamid/Bis-Acrylamid (29:1)
235pul 1M Tris pH 6.8
101 20% SDS
1.3ml H,0O
101 10% APS
Sul TEMED
1xTBST: 50mM Tris pH 7.5
150mM NaCl
0.1% Tween
- Blockierlsg.: 3% Milchpulver
1% BSA in 1xTBST

2.2.7 Uberpriufung der Bindung mit Ubiquitin

GST-Fusionsproteine wurden in E.coli Zellen exprimiert und anschlieBend in
Lysispuffer resuspendiert. Die Lysis erfolgte uber Sonifikation der Zellen. Die GST-
Fusionsproteine wurden mit Glutathion-Sepharose 4B Perlen (Amersham Pharmacia Biotech)
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Fur das Ubiquitin-Binde Assay wurden 50 pl Perlen mit
gebundenem GST-Protein benutzt. Bindungsassays wurden in einem Volumen von 400 ul
durchgefuhrt (mit TBS auffullen). Es wurde 1ul Tetraubiquitin (Bio Trend, Koln) zugegeben.
Die Mischung wurde 2 std bei 4 °C in einem Uberkopfschiittler inkubiert. Die Perlen wurden
mit 6500 rpm abzentrifugiert und 3 mal mit TBS gewaschen. Die Perlen wurden
anschlieend in SDS-PAGE Puffer fur 15 sec gekocht und es wurde eine Wester-blot Analyse
durchgefuhrt. Als Antikorper diente der anti-Ubiquitin Antikorper (Dako), der 1:2000
verdunnt wurde. Detektion des Tetraubiquitins erfolgte mittels einer

Chemiluminiszenzreaktion (ECL; Amersham Pharmacia Biotech).

Losungen:

- Lysispuffer: 50mM Tris-Hcl pH 7.5
100mM NaCl
10% Glycerol, 1% Triton
1mM Dithiothreitol
Proteaseinhibitoren
1mM PMSF

- TBS: 20 mM Tris-HCIL, pH 7.5
0.5 M NaCl

0.05% Tween 20
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2.3 Zellkulturtechniken
2.3.1 Transfektion der Drosophila Schneiderzellen

Drosophila Schneiderzellen (S2-Zellen) sind Epithelzellen aus einer embryonalen
Drosophila melanogaster Zellinie (Schneider, 1972). Nach einer Transfektion mit einem
oder mehreren Vektoren, die die gewiinschten Gene enthalten, lassen sich diese in den S2-
Zellen exprimieren. Man kann dann mittels Antikorperfarbungen deren Lokalisation in den
Zellen nachweisen. Man kann auch Proteinextrakte herstellen und Western-blot Analysen

durchfuhren. Schneiderzellen werden bei 25°C gehalten.
Folgendes Protokoll wurde zur Transfektion der S2-Zellen verwendet:
Tag 1:
- S2-Zellen in 6-Well Platten verteilen (1Well/Test)
Tag 2:

- 0.39 ml CaCl, in Eppendorfgefal fullen

- 5 ug Aktin Gal4 DNA und 5 ug Proben DNA zugeben

- Vortexen

- 0.4 ml 2XHEBS in PP-Ro6hrchen geben

- Bei gleichzeitigen vorsichtigen Vortexen Inhalt des Eppis in PP-Rohrchen
tropfenweise zugeben. Niederschlag sollte ausfallen

- Inhalt des PP-Rohrchens tropfenweise in ein Well geben

- Einige Stunden bei 25°C inkubieren

- Zellosung in 15 ml Bluecap umfullen. Dabei Zellen vorsichtig auf und ab
pippetieren um sie vom Boden zu losen

- O 1000 rpm, 5 min

- Kammern eines mit Polylysin beschichteten Chamberslides mit 500x1 Medium
fullen

- (Falls der Vektor einen methallothionein Promotor enthalt, 5 41 CuSO,

zugeben)
- Nach O Uberstand vorsichtig absaugen und 2 ml frisches Medium auf die

Zellen geben. Zellen resuspendieren und 2-3 Tropfen in die Kammern geben

- Chamberslide ubernacht bei 25°C inkubieren.
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Tag 3:

- Falls es sich um einen hitzeschock Vektor handelt, Zellen 30 min bei 37°C
inkubieren, anschlieffend 2 std bei 25°C inkubieren

- Medium vorsichtig absaugen, Zellen sollten am Boden festhaften

- Zellen 1 x mit PBS waschen

- 0.5 ml Fixierlosung in jede Kammer geben und 15 min inkubieren

- Fixierlosung absaugen, 500 1 PBT auf Zellen geben und 15 min inkubieren,
anschliessend PBT absaugen

- Priméren Antikorper in PBT+5%NHS auf die Zellen geben (200 ul)

- In einer feuchten Kammer inkubieren. 2 std bei RT oder uibernacht bei 4°C

- Zellen mit PBT waschen

- Sekundéren Antikorper in PBT+5%NHS fur 1 std zugeben

- 3 x mit PBT waschen

- Kammern und Gummidichtung enfernen

- Auf jedes Feld, auch auf die, die nicht benutzt wurden, einen Tropfen

Glycerin-Propylgalat geben und mit Deckglas abdecken

Losungen:

- Komplettmedium: 10% FBS und 5.5 ml Penecillin/Streptavidin (100x) in 500ml Flasche
mit Schneiderzellmedium geben
- Fixierlosung: PBS+4% Formaldehyd

2.3.2 Einfrieren der Schneiderzellen

Schneiderzellen konnen problemlos in fluigem Stickstoff eingefroren werden und

spater wieder aufgetaut werden:

- Einfriermedium in 50 ml Bluecap ansetzen und sterilfiltrieren

- Zellen O 1000 rpm, 5 min und Uberstand absaugen

- Zellen in 4 ml Einfriermedium resuspendieren und auf 4 Eppendorfgefafle, die
zum Einfrieren in fluBigen Stickstickstoff geeignet sind, verteilen

- Eppendorfgefae 1 Tag in Isopropanol auf —70°C einfrieren, dann in Stickstoff

einfrieren
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Losungen:
- Einfriermedium: 10% FBS und 10% DMSO zu Komplettmedium geben

2.3.3 Herstellung von S2 Zellextrakten

Proteine konnen in S2 Zellen gezielt exprimiert werden und anschlieend isoliert

werden.

- S2-Zellen verdunnen und einige Tage wachsen lassen. Sie miussen sich in der
Log-Phase befinden

- Im Falle eines Vektors mit einem methallothionein Promotor Expression
mit CuSO, induzieren (/N, ImM CuSO,)

- Zellen O 5min, 1000 rpm, anschliessend Uberstand absaugen

- Pellet in PBS waschen, O 5 min, 1000 rpm, Uberstand absaugen

- Pellet in TNT resuspendieren, TNT muf eiskalt sein und
Proteaseinhibitoren enthalten (1 ml TNT pro T-25 Flasche)

- 15 min auf Eis inkubieren

- O, 10 min, 4°C, 13.000 rpm

- Uberstand in neues Eppendorfgefa} uberfuhren

Fur eine Western-blot Analyse 40-50 ug auf ein Gel auftragen

Losungen:

- TNT: 50mM Tris-Cl, pH8.0
150mM NaCl
1% Triton X-100

2.4 Mikromanipulation von Drosophila melanogaster
2.4.1 Keimbahntransformation

Die Keimbahntransformation von Drosophila melanogaster stellt eine einfache
Methode zur Erzeugung transgener Fliegenstimme dar. Fur den Gentransfer werden dabei
transponierbare Elemente, sogenannte P-Elemente, genutzt. Diese benodtigen eine
Transposase sowie als deren Erkennungssequenzen flankierende “inverted repeats’, um in ein
Genom integrieren zu konnen. Fur die Technik der Keimbahntransformation sind diese
beiden Komponenten auf unterschiedlichen Plasmiden lokalisiert. Wahrend in den P-

Element-Transformationsvektoren die zu ubertragende DNA zwischen den “inverted repeats”
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lokalisiert ist, stellt ein sogenanntes Helfer-Plasmid (pUChsmtA2-3) die Transposase zur

Verfugung, die in trans fur eine Integration des P-Elementes ins Fliegengenom sorgt.

2.4.1.1 Herstellung der Injektionslosung und der Injektionskapillaren

Sowohl die DNA des P-Element-Transformationsvektors, als auch die des
Helferplasmids wurden mit dem Nucleobond AX Midi Kit der Firma Macherey-Nagel,
Duren, isoliert und fur den Injektionsmix etwa 4 ug P-Element-Transformationsvektor und 1
ug Helfer-Plasmid (pUChspAZ2-3) gemischt. Desweiteren wurden 1 ul 10xInjektionspuffer
sowie 1 ul 2% Phenolrot zugefugt und mit H O auf ein Gesamtvolumen von 10 pl aufgefullt.
Vor dem Befullen der Kapillaren mit der Injektionslosung wird dieser 5 min bei 13000 rpm

zentrifugiert, um Schwebeteilchen, die die Kapillare verstopfen konnten, abzutrennen.

Glaskapillaren (GB120F-10, Science Products GmbH, Hofheim) wurden mit dem
Flaming/Brown Micropipette Puller (Sutter Instrument Co., USA) mit dem 2-Schritt-
Programm 33 gezogen und danach 5 min unter einem Anstellwinkel von ca. 30° geschliffen
(Bachofer, Reutlingen). Die Befullung der Kapillare erfolgte mit Hilfe einer ausgezogenen

Glaspipette von hinten.

Programm 33:
1.) Heat =460 Pull=0 Vel. =30 Del. =50
2.) Heat=460 Pull=100  Vel. =60 Del. =5

Losungen:

- 10 x Injektionspuffer: 5SmM KCl, 0.1mM Na-Phosphatpuffer, pH 6.8

2.4.1.2 Mikroinjektion

Fiur die Injektionen werden w-Embryonen (w'"") benutzt. Da alle P-Element-
Transformationsvektoren ein w*-Gen tragen, welches ins Fliegengenom mitintegriert, konnen
transgene Fliegen anhand ihrer Augenfarbe (von schwach gelb bis dunkelrot, je nach

Insertionsort) erkannt werden.

Die Injektion in den posterioren Teil der w-Embryonen erfolgt vor Bildung der
Polzellen, welche die spatere Keimbahn der Fliege bilden. Nur so bietet sich die Moglichkeit,

dass die DNA bei der Zellbildung internalisiert und ins Genom der Polzellen integriert wird.
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Dies ist bis etwa 1.5 std nach Befruchtung moglich, weil der Embryo bis dahin ein Synzytium

von sich teilenden Kernen darstellt (Campos-Ortega und Hartenstein, 1997).

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die w-Fliegen zur Eiablage etwa zwei Tage vor
Beginn der Mikroinjektion auf Apfelsaft-Agarplatten zu setzen und diese haufiger zu
wechseln, da dann mehr Eier gelegt werden und die Embryonen einer Ablage vom Alter her

synchronisiert sind.

w--Fliegen werden fur ca. 20 min auf Apfelsaft-Agarplatten gesetzt und die abgelegten
Eier von Hand oder chemisch (2 min in einem 1:1 Gemisch aus Natriumhypochlorid und

HZO, anschliessend gut waschen) dechorionisiert. Anschliessend werden die Embryonen in

gleicher Orientierung auf einem Apfelsaft-Agarblockchen aufgereiht und auf ein vorher mit
Kleber bestrichenes Deckglas ubertragen. Nun ldsst man die Embryonen unter optischer
Kontrolle trocknen, bis sich bei Beruthrung mit einer Prapariernadel in der Vitellinmembran
Falten bilden. Das Deckglas wird auf einem Objekttrager fixiert und die Embryonen mit 3S
Voltalef-Ol uiberschichtet. Die Injektionen erfolgen mittels Druckluft (Pneumatic PicoPump
PV 820, World Precision Instruments Inc., Sarasota, USA) unter dem Durchlicht-Mikroskop
(Zeiss Axiovert 25) mit dem motorisierten Mikromanipulator (Piezo Manipulator PM 10).
Die Injektion in den Embryo kann durch den Phenolrot-Zusatz in der Injektionslosung gut
kontrolliert werden. Fertig injizierte Embryonen werden mit 3S Voltalef-Ol uiberschichtet und
bis zum Schlipfen in einer feuchten Kammer bei 18°C aufbewahrt. Geschlupfte L1-Larven
werden zu 50 Individuen in ein vorbereitetes frisches Fliegenrohrchen (Brei wird
angefeuchtet, aufgelockert und mit einem Tupfer Hefe versehen) gesammelt und bis zum

Schlupfen der adulten Fliegen ebenfalls bei 18°C gehalten.

Losungen:

- Kleber: tesa-Pak Paketklebeband (Beiersdorf, Hamburg) einige Tage in
Heptan einweichen, dann abzentrifugieren und Uberstand
verwenden

- Apfelsaft-Agarplatten: 40g Agar, 340ml Apfelsaft (100%) und 17g Rohrzucker mit
H,O auf 11 auffullen, aufkochen, nach Abkiihlen auf 60°C mit
30ml 10% Nipagin versetzen und Platten giessen

- 10% Nipagin: 100g Nipagin in 11 70% Ethanol losen

2.4.1.3 Isolierung und Balancierung transgener Fliegen
Den geschlupften Tieren (G) aus der F1-Generation kann nicht angesehen werden, ob

eine Insertion der injizierten DNA erfolgt ist, da diese in der Regel nicht die somatischen,



Material und Methoden 42

sondern nur die Keimbahnzellen betrifft. Aus diesem Grund wird jedes G -Tier gegen 3 Tiere
mit dem Genotyp w/w(Y); Gla/CyO (weilldugig mit zweitchromosomalem Balancer)
gekreuzt. Unter deren Nachkommen befinden sich rotiugige Tiere, wenn es zu einer
Keimbahntransformation des G -Tieres gekommen ist. Zur Ermittlung des Insertionsortes des
P-Elementes auf dem ersten, zweiten oder dritten Chromosom bedarf es weiterer Kreuzungen
gegen erst-, zweit- und drittchromosomale Balancerchromosomen. Stimme, die homozygot
nicht lebensfahig sind, werden balanciert etabliert und gehalten. Im Falle von

Mehrfachinsertionen wird versucht, diese zu trennen, separat auszukreuzen und zu etablieren.

2.4.1.4 Konstrukte zur Erzeugung transgener Fliegen

Die DNA des im Hefe-2-Hybrid Systems gefundenen Klons CG4420 wurde mit Notl
und Xhol verdaut. Der pUAST-Flag Vektor wurde mit den gleichen Enzymen gespalten. Es

folgte eine standard Ligation.

Um die komplette cDNA von FKBP zu erhalten wurde ein EST Klon bestellt. Aus
diesem wurde mittels PCR die DNA amplifiziert. Den Primern wurden Schnittstellen fur
Restriktionsenzyme zugefugt, um die DNA in den pUAST Vektor zu klonieren. Die DNA
und der pUAST-Flag Vektor wurden mit Notl und Xhol gespalten und es folgte eine standard

Ligation.

2.5 Genetische Methoden
2.5.1 Fliegenzucht

Die Haltung der Fliegen erfolgte auf Standardmedium bei 18°C, RT und 25°C.
Eiablagen wurden auf Apfelsaft-Agarplatten angesetzt, die zur Stimulation der Eiablage mit

einem Tupfer Hefe versehen wurden.

Losungen:

Standardmedium: 356g Maisschrot, 47.5g Sojamehl, 84g Trockenhefe, 225g Malzextrakt, 75ml
10% Nipagin, 22.5ml Propionsaure, 28g Agar, 200g Zuckerriibensirup = mit
4.91 dH,0 auffullen.

2.5.2 Erzeugung von Keimbahnklonen

Die Keimbahnklone wurden mit dem FLP-DFS-System (Flipase- dominant female
sterile)erzeugt, welches dazu dient, durch Rekombination weibliche Keimzellen zu erzeugen,
die fur eine bestimmte Mutation homozygot sind. Der Embryo, der aus dieser Keimzelle

hervorgeht, wird kein wildtypisches Genprodukt des betroffenen Gens erhalten, wenn nicht
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eine wildtyp-Kopie des Gens durch den paternalen Chromosomensatz eingebracht wird. Auf
diese Art und Weise kann die Bedeutung der maternalen Komponente fur die Auspragung des
mutanten Phénotyps untersucht werden. Drosophila Weibchen besitzen zwei Ovarien mit je
15-17 Ovariolschlauchen, in denen sich die Eikammern bilden. Die einzelne Eikammer
beginnt die Entwicklung am anterioren Teil des Ovariolschlauchs mit vier mitotischen
Teilungen. Dabei entstehen 15 Nahrzellen und eine Oozyte. Wenn die Keimzelle homozygot
mutant ist, entstechen Eier ohne besagtes Genprodukt. Um diese Eier von solchen zu
unterscheiden, die aus heterozygoten Eikammern entstanden sind, wird eine Sterilmutation
(ovo®) eingesetzt, die in heterozygoten Weibchen die Oogenese blockiert. Da dieser Effekt
zellautonom und dominant ist, gehen nur aus Ovarien, die homozygot wildtypisch fur die
Sterilmutation und homozygot mutant fur das untersuchte Gen sind, Eier hervor, denen das
maternale Genprodukt fehlt. Werden die Weibchen, in denen Ovarien vorliegen, die fur das
untersuchte Gen durch Rekombination homozygot mutant sind, mit heterozygoten Ménnchen
gekreuzt, entstehen genotypisch zwei Embryo-Klassen: Solche, die weder maternales noch
zygotisches Genprodukt besitzen und die, die vom Vater eine wild-typ Kopie des Gens
erhalten haben. Ist der Phanotyp der Keimbahnklon-Embryonen gegenuiber dem zygotischen
Phianotyp verstarkt, hat das Gen eine maternal aktive Komponente. Anhand der entstehenden
zwel Embryo-Klassen 146t sich dann noch die Frage beantworten, ob und inwiefern das vom
Vater eingebrachte wildtyp-Gen den maternalen Phéanotyp retten kann (paternale Rettung).
Bei dem Flp-DFS-System (Flipase-dominant female sterile [ovo™]) wird das Flipase-
Rekombinationssystem der Hefe genutzt, um sequenzspezifische Rekombination in
Drosophila zu erzeugen. Durch P-Element vermittelte Keimbahntransformation wurden die
Flipase und ihre Zielsequenzen, sogenannte FRT-Sequenzen, die aus 599 bp langen
invertierten Sequenzwiederholungen bestehen, vom 2 ym Plasmid der Hefe auf Drosophila
ubertragen. Die Flipase wurde hinter einen Hitzeschockpromotor in einen P-Elementvektor,
der das rosy” -Gen als Marker tragt kloniert. Das sogenannte FRT-Element besteht aus einem
P-Element-Vektor, der ein white®-Minigen enthalt, flankiert von zwei FRT-Sequenzen. Durch
einen Hitzeschock kann die Flipase aktiviert werden und Rekombination zwischen zwei FRT-
Sequenzen verschiedener FRT-Elemente im Drosophila-Genom katalysieren (Golic &
Lindquist, 1989). Von Chou & Perrimon (1992) wurde dieses System erstmals zur
Erzeugung von Keimbahnklonen genutzt. Hierzu wurden Chromosomen erzeugt, die
fs(I)ovo® und FRT-Elemente tragen. Damit eine Rekombination zwischen dem fs(1) ovo®™
tragenden Chromosom und dem zu untersuchenden Allel stattfinden kann, muf dieses Allel
mit demselben FRT-Element rekombiniert werden (Abb. 2-3).
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Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der ,,Flp-DSF“-Technik (verandert nach Chou & Perrimon,
1992). Die FLP-Rekombinase induziert ortspezifischen Austausch: hier ist ein chromosomaler Austausch
gezeigt, der im Euchromatin einer Fliege des Genotyps Fs + FRT/ + 1 FRT; FLP/ + auftritt. In diesem Schema ist
die FRTInsertion auf dem X-Chromosom proximal zu beiden F's und 1 dargestellt. Der autosomal lokalisierte
hsp70-FLP kann durch Hitzeschock ausreichend Rekombinaseaktivitit erzeugen, um ortspezifischen
chromosomalen Austausch an der Position der FRT Sequenzen zu katalysieren. Nomenklatur: Atrophische
Ovarien sind als leere Ovale, entwickelte Ovarien als schwarze Ovale markiert. FLPRekombinase Ziel-
Sequenzen (FRT) sind als griilne Kastchen und FLP als rote Késtchen gezeigt. Dominant weiblich steril (F),
rezessive, zygotisch letale Mutation (1), Asp70-FLP (FLP).

Es wurden die Allele Pten™'® (Gao et al., 2000) und Pten”*” (Huang et al., 1999)
benutzt um Keimbahnklone zu erzeugen. Die Weibchen hatten folgende Phénotypen: y w
P[ry* FLP]"?, Pten P[hs neo ry* FRT***/P[mini w* ovo®'1**"**"* P[hs neo ry* FRT)*****. Um
Keimbahnklone in Ovarien durch Abwesenheit von GFP zu markieren wurden folgende
Weibchen benutzt: P[w*™ Ubi-GFP(S65T)nls]™ Plhs neo ry* FRT]***. Uberexpressionen
von PTEN mittels des UAS GAL4 Systems (Brand und Perrimon, 1993) wurde mit UAS
PTEN2 (Huang et al., 1999) und UAS PTEN3 (Goberdhan et al., 1999) Fliegen durchgefuhrt.
Als Treiber diente der Fliegenstamm P[w*™=Act5C-GAL4]'"™". Oregon R Fliegen dienten
als wild-typ Fliegen.
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2.6 Histologische Methoden

2.6.1 Verwendete Antikorper

Antikorper Verdunnung Referenz
Ratte a-PTEN 1:200 (Ramrath)
Kaninchen a-PTEN 1:500 (Ramrath)
Kaninchen a-Baz 1:500 (Wodarz et al., 1999)
Ratte a-Baz 1:200 (Wodarz et al., 2000)
Maus o-Neurotaktin BP106 1:10 Developmental Studies Hybridoma Bank
Ratte a-Vasa 1:5000 (Tomancak et al., 1998)
Kaninchen a-Staufen 1:500 (St Johnston et al., 1991)
Ziege o-PKC zeta C20 1:1000 Santa Cruz
Maus o-o-Tubulin 1:500 SIGMA
Maus o-f3-Gal 1:1000 Promega
Kaninchen a-B-Gal 1:5000 Promega
Ratte a-FKBP59 1:200
Kaninchen a-CG4420 1:500
Esel a-Ratte Cy2 1:200 Jackson Laboratories
Esel a-Kaninschen Cy2 1:200 Jackson Laboratories
Esel a-Maus Cy2 1:200 Jackson Laboratories
Esel a-Ratte Cy3 1:200 Jackson Laboratories
Esel a-Kaninchen Cy3 1:200 Jackson Laboratories
Esel a-Maus Cy3 1:200 Jackson Laboratories
Esel a-Ratte Cy5 1:200 Jackson Laboratories
Esel a-Kaninchen Cy5 1:200 Jackson Laboratories
Esel a-Maus Cy5 1:200 Jackson Laboratories
Ziege o-Ratte Alexa 1:200 Jackson Laboratories
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Ziege o-Kaninchen Alexa 1:200 Jackson Laboratories

Ziege o-Maus Alexa 1:200 Jackson Laboratories

2.6.2 Standardprotokoll fiur Antikorperfarbungen an Embryonen

- Embryonen fur ca. 4 min in Natriumhypochlorid dechorionisieren, anschlieend gut
mit H,O waschen
- Embryonen mit Pinsel in Eppendorfgefal mit Fixierlosung uberfuhren und

15-20 min am Uber-Kopf-Rotor fixieren

zum Devitellinisieren untere (wassrige) Phase abziehen, durch Methanol ersetzen

und 30 sec kraftig schuitteln; Embryonen absinken lassen und Uberstand abnehmen

Embryonen zunichst 10 min in Methanol inkubieren, dann 3 x 20 min mit PBT

waschen

Embryonen 1 std mit 5-10% normalen Ziegenserum (NGS) (in PBT) “blocken®,
um unspezifische Antikorperbindungen zu reduzieren
Primaren Antikorper in Blockinglosung verdinnen und uiber Nacht bei 4°C oder fur

2 std bei RT inkubieren

- Primaren Antikorper abziehen, Embryonen 3 x 20 min mit PBT waschen

- Sekundére Antikorper in Blockinglosung verdunnen und fur 2 std bei RT
inkubieren

- Sekundére Antikorper abziehen, Embryonen 3 x 20 min mit PBT waschen

- Der Nachweis der Markierung erfolgt entweder durch eine enzymatische
Farbreaktion (bei HRP- oder AP-gekoppelten sekundiaren Antikorpern) oder durch
Fluoreszenzmikroskopie bei Fluoreszenz gekoppelten sekundaren Antikorpern. Bei
der Arbeit mit Fluoreszenzgekoppelten Antikorpern kann an dieser Stelle direkt in
Glycerin/Propylgalat eingedeckelt werden.

Enzymatische Farbreaktion:

- Embryonen in Blockschédlchen uberfuhren, PBT durch Farbelosung ersetzen und
Farbreaktion unter dem Binokular kontrollieren

- Férbelosung abziehen und Embryonen mehrfach mit PBT waschen

- Alkoholreihe zur Entwasserung der Embryonen: je 5 min in 30%, 50%, 70%, 90%,
96%

- Ethanol, 2 x 10 Min in 100% Ethanol waschen
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- Embryonen in Kanadabalsam (Roth, Karlsruhe) einbetten

Losungen:
- Fixierlosung: 268 ml PBS
33 ml Formaldehyd (37%)
300 ml Heptan
- PBT: 1 x PBS mit 0,1% Triton X-100
- PBS (10 x): 1,3 M NaCl
70mM NaHPO,
30mM NaH,PO,
- Farbelosung : 800 1 PBT + 200 ul DAB-Losung (vorher mit 1-2 ul 30%
H,0, aktiviert)
- DAB —-Stammlsg.: 1 mg DAB (3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)/ml in PBS, bei -20°C

gelagert

Glycerin/Propylgalat: ~ 75% Glycerin /in H,O

50mg/ml Propylgalat

2.6.3 Modifizierung des Standardprotokolls

Fur einige Antikorper mufl das oben beschriebene Standardprotokoll modifiziert

werden, um das Resultat zu verbessern. Fur manche Antikorper empfiehlt sich eine 11%ige

oder eine 37%ige Formaldehydfixierung, bei anderen Antikorpern, fuhrt eine Hitzefixierung

zur Ergebnisverbesserung. Fur die Aktin- und Tubulinfarbungen wurde 37%iges

Formaldehyd benutzt und MeOH wurde durch 80% EtOH ersetzt.

Hitzefixierung (nach H.- A.J. Miller, 1996) :

2 ml Triton-Salz-Losung (3 ml Triton X-100, 40 g NaCl ad 1 1) in einem
Szintilationsglaschen im Wasserbad zum Kochen bringen

restliche Triton-Salz-Losung auf Eis kithlen

Embryonen dechorionisieren

Szintilationsglaschen aus dem Wasserbad nehmen und Embryonen in die heifle
Losung uiberfuhren, Glaschen verschlieBen und einmal schiitteln

schnell eiskalte Triton-Salz-Losung zugeben, auf Eis stellen bis die Losung
abgekuhlt ist (etwa 1 min)

Losung abgielen und Embryonen mit gleichen Teilen Heptan und Methanol
devitellinisieren

weiteres Vorgehen nach Standard- Protokoll

2.6.4 Antikorperfarbungen an Ovarien

Ovarien aus adulten Fliegen in PBS praparieren. Fliegen am Tag zuvor mit
Hefe versorgen

15 min in 4% Formaldehyd/PBS fixieren
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- 10 min in PBS + 0.1% Tween waschen

- 3 std in PBS + 0.5% Triton + 5% BSA blocken

- mit priméaren Antikorper in PBS + 0.1% Tween + 1% BSA /N bei 4°C
inkubieren

- 3 x 10 min mit PBS + 0.1% Tween waschen

- mit sekundarem Antikorper in PBS + 0.1% Tween + 1% BSA 2 std inkubieren

- 3 x 10 min mit PBS + 0.1% Tween waschen

- Eindeckeln

2.6.5 DNA-Fluoreszenz-Markierung mit Yoyo-1

Zur Markierung von DNA in histologischen Praparaten wurde der Fluoreszenzmarker
Yoyo-1 (Molecular Probes, Eugene, OR) verwendet. Wihrend der Inkubation mit dem
sekunddren Antikorper wird DNAse-freie RNAse (200 ug/ml) zu den Embryonen gegeben
und diese anschlieBend mehrfach mit PBT gewaschen. Yoyo (1:10 000) wird fur 15 Min

hinzu gegeben und die Embryonen danach griindlich mit PBT gewaschen.
2.6.6 X-Gal Farbung an Embryonen

- Embryonen dechorionisieren

- 10 min in 1:1 4% Formaldehyd : Heptan fixieren und anschlieBend untere,
wassrige Phase und Heptanphase abzehen

- 1:1 frisches Heptan : 80% Ethanol hinzu geben und fur 30 sek kraftig schutteln

- devitellinisierten Embryonen sinken ab

- mehrmals mit PBT waschen

- Embryonen in 1 ml Farbepuffer vorinkubieren

- zur Farbreaktion Embryonen in 1 ml Farbelosung fur langere Zeit bei 37°C
inkubieren. Farbung unter dem Binokular kontrollieren und gegebenenfalls

Farbreaktion mit PBT abstoppen

Losungen:

- Farbelosung: 20ul 10% X-GAL (5-Br-4-Cl-3-Indolyl-p-D-Galactosid)-DMSO in 1ml X-
Gal-Puffer (X-Gal Puffer bei 50°C vorwéarmen, X-Gal DMSO zugeben und
noch einige Min bei 50°C vorinkubieren)

- X-Gal Puffer: 150 mM NaCl

1 mM MgCl,

10 mM Na-Phosphatpuffer pH 7.2
3.3 mM K;Fe(CN),

3.3 mM K Fe(CN),
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2.6.7 In-situ-Hybridisierung

Erkenntnisse uber die raumliche und zeitliche Verteilung von Transkripten in
Geweben lassen sich durch deren Detektion mithilfe von DNA- bzw. RNA-Sonden gewinnen.
Bei der Herstellung der Sonden wird Digoxigenin-markiertes dUTP (DIG-dUTP) eingebaut
und nach erfolgter Hybridisierung mit einem gegen das Digoxigenin gerichteten Antikorper

in-situ nachgewiesen (Tautz und Pfeifle, 1989).

2.6.7.1 In-situ-Hybridisierung der Ovarien

- Ovarien adulter Fliegen in PBS praparieren
- 20 min in 4% PFA/PBS fixieren, anschlieffend 3 x kurz in PBS waschen
- 2 min auf Eis in 4% PFA/PBS + 0.5% Glutaraldehyd fixieren
- 3 x 10 min in PBS waschen
- 20 min in 4% PFA/PBS + 0.1% Triton + 0.1% Desoxycholat fixieren
- mehrmals kurz in PBS waschen, anschlieend mehrmals 5 min in PBT waschen
- ProteinaseK Behandlung: 5 min in 1 ml PBT mit 2.8yl ProteinaseK (20 mg/ml)
- 2 x 2 min in Glycin waschen: 20 yl Glyin (100 mg/ml) in 1 ml PBT
- 2x 5 min in PBT waschen
- 20 min in 4% PFA/PBS fixieren
- 5x 3 min in PBT waschen
- kurz in 1:1 PBT:Hybridisierlosung waschen
- Vorhybridisierung fur mindestens 60 min bei 50°C in Hybridisierlosung
- Hybridisierung /N bei 50°C
- Vorinkubation DIG-AP: 1 ml PBT + 10 ul DIG-AP (= 1:100) fur
mind. 60 min auf Embryonen geben
- 30 min bei 50°C in Hybridisierlosung waschen
- 30 min bei 50°C in 1:1 PBT:Hybridisierlosung waschen
- 4 x 15 min bei 50°C in PBT waschen
- 1 x 10 min bei RT in PBT waschen
- 60 min bei RT oder /N bei 4°C mit dem vorinkubierten a-DIG-AP Antikorper
inkubieren (Endkonzentration = 1:2000 in PBT)
- 4 x 15 min mit PBT waschen
- waschen mit Farbepuffer (NBT-Puffer)
- Farbung: 1 ml PBT + 4.5 ul NBT + 3.5 ul B-CIP
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Losungen:

4% Paraformaldehyd/PBS:
8g Paraformaldehyd
160ml H,0O
65°C
+ 2N NaOH bis PFA in Losung geht
+ IN HCl bis pH 7.0
+ 20ml 10xPBS
+200ml H,O
Hybridisierlosung:
50% Formamid
5xSSC
100u1 Hefe RNA
50u1 Heparin
100pg/ml Lachssperm DNA
0.1% Tween
NBT Puffer:
100mM NaCl
50mM MgCl,
100mM Tris, pH 9.5
0.1% Tween

2.6.7.2 In-situ-Hybridisierung der Embryonen

Embryonen mit Na-hypochlorid dechorinisieren

Embryonen 20 min in 1:1 PBS + 11% Formaldehyd:Heptan fixieren

Embryonen devitellinisieren: wissrige Phase entfernen und mit MeOH auffullen.
AnschlieBend kraftig schutteln. Devitellinisierte Embryonen sinken ab und konnen
in Eppendorf Gefal3 uberfuhrt werden.

Embryonen mit MeOH und dann mit EtOH waschen. Embryonen konnen jetzt in
EtOH eingefroren werden.

Waschen mit MeOH, dann mit 1:1 MeOH/ PBT+5% Formladehyd

20 min in PBT + 5% Formaldehyd fixieren

3 x mit PBT waschen

ProteinaseK Behandlung: 5 min in 1 ml PBT mit 2.5 pul ProteinaseK (20 mg/ml)
2 x 2 min in Glycin waschen: 20 ul Glyin (100 mg/ml) in 1 ml PBT

2 x 5 min in PBT waschen

15 min in PBT + 5% Formaldehyd fixieren

5 x 2 min in PBT waschen

2 min waschen in 1:1 PBT:Hybridisierlosung

2 min waschen in Hybridisierlosung

mindestens 60 min bei 50°C in Hybridisierlosung vorhybridisieren
Hybridisierung erfolgt in kleinem Volumen mit 10-50 ng hitzedenaturierter Probe

bei 50°C u/N



51 Material und Methoden

- Vorinkubation DIG-AP: 1 ml PBT + 10 ul DIG-AP (= 1:100) fur

mind. 60 min auf Embryonen geben

30 min bei 50°C in Hybridisierlosung waschen

30 min bei 50°C in 1:1 PBT:Hybridisierlosung waschen

4 x 15 min bei 50°C in PBT waschen

1 x 10 min bei RT in PBT waschen

60 min bei RT oder U/N bei 4°C mit dem vorinkubierten a-DIG-AP Antikorper
inkubieren (Enkonzentration = 1:2000 in PBT)

- 4 x 15 min mit PBT waschen
- waschen mit Farbepuffer (NBT-Puffer)
- Farbung: 1 ml PBT + 4.5 ul NBT + 3.5 ul B-CIP

Losungen wie bei Ovarien.
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3 Resultate

Um die Rolle des PAR/aPKC Komplexes in der Ausbildung und Aufrechterhaltung
der Zellpolaritat in verschiedenen Zelltypen und Entwicklungsprozessen néaher zu erforschen
wurde ein Hefe-Zwei-Hybrid Screen durchgefuihrt (Ramrath, 2002; von Stein, 2001). So
wurden potentielle Interaktionspartner des Proteins Bazooka identifiziert, die in dieser Arbeit
naher analysiert und charakterisiert wurden. Die so gefundenen putativen Interaktionspartner
wurden auf eine in-vivo Interaktion uberpruft, indem zuerst Antikorper gegen die gefundenen
Proteine produziert wurden und anschlieBend Kolokalisationsstudien durchgefuhrt wurden
(Ramrath, 2002; von Stein, 2001; von Stein et al., 2005). Die Kolokalisation wurde in
Zellsystemen (Drosophila S2 Zellen), Ovarien und Embryonen untersucht. Es wurden
teilweise Blots und Antikorperfarbungen angefertigt. SchlieBlich wurden noch Fliegen mit
Mutationen in den betroffenen Genen untersucht und transgene Fliegen generiert, die die zu

untersuchenden Proteine mittels des UAS/Gal4 System uiberexprimieren.

3.1 PTEN bindet an Bazooka im Hefe-Zwei-Hybrid System

In dem Hefe-Zwei-Hybrid Screen wurden urspriinglich 7 Millionen Transformanten
erzeugt (von Stein, 2001). Als cDNA Bank diente DNA aus Fliegenembryonen, die 0-24
Stunden alt waren. Aus den 7 Millionen Transformanten konnten Klone isoliert werden, die
mit den 3 PDZ Dominen des Bazooka Proteins interagieren. Ein Klon konnten dem Protein
PTEN (Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten) zugeordnet werden.
PTEN wurde bereits zuvor in einem gleich angesetzten Screen 2 mal isoliert werden
(Ramrath, 2002). Die 3 Klone enthielten die C-terminale Region der Spleiflvariante 2 des
Proteins PTEN (PTEN2) (Smith et al., 1999). PTEN2 beinhaltet ein konserviertes C-
terminales PDZ-Binde Motiv (TYL) (Songyang et al., 1997). AnschlieBend wurden weitere
Interaktionen uberpruft, um zu sehen, welche der 3 PDZ Domiénen von Bazooka fur die
Interaktion verantwortlich sind, und ob das PDZ-Binde Motiv von PTEN Voraussetzung fur
diese Interaktion ist. Um dies zu erreichen, wurden die PDZ-Domanen von Bazooka einzeln
und als Paare in den Kodervektor kloniert (Ramrath, Dissertation) und auf eine Interaktion
mit PTEN untersucht. Zusatzlich zu PTEN2 wurde auch eine PTEN Mutante, der das PDZ-
Binde Motiv fehlt (PTEN ATYL) und eine PTEN isoform (PTEN3), die bis auf das Fehlen
des PDZ Bindemotifs zu PTEN?2 identisch ist, benutzt. Als weitere Kontrolle wurden der C-
terminus und der N-terminus auf eine Interaktion mit den verschiedenen PTEN Konstrukten

untersucht (von Stein et al., 2005). Das Ergebnis zeigte, dal die PDZ Dominen 2 und 3 als
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Paar Voraussetzung fur eine Interaktion mit PTEN sind und daf} nur die PTEN2 Isoform mit

dem PDZ-Binde Motiv in der Lage ist, mit Bazooka zu interagieren (Abb. 3-1).
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Abbildung 3-1: PDZ Dominen 2 und 3 von Baz binden direkt an das C-terminale PDZ
Bindemotiv von PTEN2 im Hefe-Zwei-Hybrid System. (A) In dem Hefe-Zwei-Hybrid
Screen mit den 3 PDZ Domanen als Koder konnten 3 Klone, die dem C-terminalen Bereich
von PTEN?2 entsprachen, isoliert werden. Ein Klon umfaflte die Aminosauren 316-511 und
zwei Klone umfafiten die Aminosauren 297-511. Weder eine Deletionsmutante, der die 3 C-
terminalen Aminosauren fehlen, noch PTEN3 bindet an die PDZ Domanen von Baz. (B)
Verschiedene Regionen von Baz wurden auf eine Interaktion mit dem C-terminus von
So konnte die Interaktion auf die PDZ

PTEN2 und mit der Deletionsmutante getestet.
Dominen 2 und 3 eingegrenzt werden.

3.1.1 PTEN und Bazooka kolokalisieren im Embryo

Die Interaktion von PTEN und Baz, die im Hefe-Zwei-Hybid System gezeigt wurde,

konnte mit Koimmunoprezipitationsexperimenten bestéitigt werden (von Stein et al., 2005).

Um eine Interaktion in-vivo nachzuweisen wurden zwei polyklonale Antikorper gegen PTEN

erzeugt (Ratte und Kaninchen) (Ramrath, 2002). Die beiden Antikorper sind spezifisch

gegen PTEN gerichtet.

Bazooka und PTEN bilden einen Komplex in Drosophila

Schneiderzellen, die mit den beiden Proteinen kotransfiziert wurden (Ramrath, 2002; von

Stein et al., 2005). Die Antikorper konnten jedoch endogenes PTEN in Embryonen nicht

nachweisen, was entweder an einer zu geringen Expression von PTEN oder an einer nicht
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ausreichenden Sensitivitiat des Antikorpers liegen konnte. Wenn PTEN jedoch mittels des
UAS-GAL4 Systems uberexprimiert wurde (Brand und Perrimon, 1993), zeigt sich, daf
PTEN apikal in Epithelzellen lokalisiert ist (Abb. 3-2, Pfeile), einen apikalen Halbmond in
sich teilenden Neuroblasten bildet (Abb. 3-2, Sternchen) und dort mit Bazooka kolokalisiert
(Ramrath, 2002; von Stein et al., 2005).

Uberlagerung

Abbildung 3-2: PTEN2 und Bazooka kolokalisieren im Embryo. Ein Embryo der PTEN2 ubiquitar unter der
Kontrolle eines maternalen Gal4 Treibers exprimiert wurde mit Antikorpern gegen PTEN und Bazooka gefarbt.
Beide Proteine kolokalisieren am apikalen Kortex der Epidermis (Pfeile) und im apikalen Kortex von
Neuroblasten (Sterne). Der Embryo befindet sich im Stadium 10 (Campos-Ortega und Hartenstein, 1997).
Genotyp des Embryos: P{w*"™“=matalpha4-GAL-VP16}V67;UAS Pten2.

Uberlagerung

Abbildung 3-3: Die strikte apikale Kolokalisation von Bazooka und PTEN hangt vom PDZ-Binde Motiv ab.
(A) Ein PTEN2 uberexprimierender Embryo zeigt eine Kolokalisation von PTEN und Bazooka im apikalen
Kortex der Epithelzellen. Eine Uberlagerung mit Neurotaktin (blau), welches die basolaterale Membran
markiert, ist nicht zu erkennen. (B) Ein PTEN3 uberexpremierender Embryo zeigt, dal PTEN nicht mehr
restriktiv an der apikalen Membran lokalisiert, sondern sich iiber die ganze Membran verteilt und auch im
Zytoplasma vorhanden ist. Eine Uberlagerung mit Neurotaktin ist deutlich zu erkennen (lila). Die apikale
Lokalisation Bazookas wird durch die Uberexprimierung von PTEN3 nicht beeinflufit. Die Embryonen befinden
sich im Stadium 13 (Campos-Ortega und Hartenstein, 1997). Genotypen der Embryonen:
(A): P{w"™=Act5C-GAL4}17bF01;UAS Pten2. (B): P{w*™=Act5C-GAL4}17bF01/UAS Pten3

Es wurden Antikorperfarbungen an Embryonen durchgefuhrt, die entweder PTEN2
(PTEN + PDZ BD, Abb. 3-3a) oder PTEN3 (PTEN APDZ BD, Abb 3-3b) uiberexprimierten.

Nur Embryonen von PTEN2 Fliegen weisen eine Kolokalisation der Proteine auf. In
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Embryonen, die PTEN3 uberexprimierten, war PTEN nicht nur entlang der gesamten
Membran, sondern auch im Zytoplasma nachzuweisen. PTEN war zwar nach wie vor auch
apikal lokalisiert, das Expressionsmuster war jedoch nicht auf diese Region begrenzt. Die
apikale Anreicherung von PTEN beruht also auf einer Bindung des C-terminalen PDZ-binde

Motivs von PTEN mit Bazooka (Abb. 3-3).

3.1.2 PTEN und die Organisation des Aktin-Zytoskeletts in der weiblichen Keimbahn

Da nun gezeigt wurde, da3 PTEN und Bazooka im Embryo kolokalisieren sollte als
Nachstes untersucht werden, welche Rolle PTEN im Embryo spielt. Embryonen, denen
zygotisches PTEN fehlt, sterben in spaten Embryonal- oder frihen Larvalstadien, ohne
offensichtliche Defekte in der Embryonalentwicklung zu zeigen. Antikorperfarbungen gegen
Polaritatsproteine wie Bazooka und Miranda zeigten keine Defekte in der Epithelpolaritat
oder der Neuroblastenpolaritat. Auch die asymmetrische Teilung der Neuroblasten war
normal. Dies bestatigte frithere Beobachtungen (Goberdhan et al., 1999; Huang et al., 1999).
Aus diesem Grund wurden Keimbahnklone generiert, denen maternales und zygotisches
PTEN (Pten™ %) fehlte. In diesen Keimbahnklonen konnten schon wiahrend der Oogenese

starke Defekte festgestellt werden.

In wild-typ Eikammern im Stadium 10 (Spradling, 1993b) findet sich Aktin entlang
der Zellgrenzen der Niahrzellen und ist besonders in den Ringkandlen (Abb. 3-4b,
Pfeilspitzen) angereichert. Die Ringkandle sind Strukturen, welche die Stabilitat der
zytoplasmatischen Briicken zwischen den Néhrzellen und der Oozyte stabilisieren. Ebenso
findet sich Aktin direkt unterhalb der Plasmamembran der Oozyte (Abb. 3-4b). In Pten
Keimbahnklonen jedoch ist die Organisation des Aktins stark beeintrachtigt. So findet sich
Aktin hier nicht mehr entlang der Zellgrenzen, sondern fullt das Zytoplasma der Nahrzellen.
Auch die Aktinverteilung unterhalb der Oozytenmembran ist stark reduziert (Abb. 3-5b).
Uberraschenderweise zeigten diese stark geschddigten Oozyten eine normale Verteilung von
Polaritatsdeterminanten wie Staufen (Abb. 3-5¢, Im Vergleich Abb. 3-6¢), oskar mRNA, und

Vasa.
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Abbildung 3-4: Verteilung von Aktin und Staufen in einer wild-typ Eikammer des Stadiums 10. (A) GFP zeigt
an, daf} es sich um eine wild-typ Eikammer handelt. (B) Aktin befindet sich an den Zellgrenzen der Nahrzellen,
in den Ringkanilen und unterhalb der Plasmamembran der Oozyte. (C) Staufen Protein befindet sich am
anterioren und posterioren Pol der Oozyte. Anterior ist links. nc, Nahrzelle (nurse cell); oo, Oozyte. Die
Farbungen stammen von Keimbahnklonen, die mit PTEN™"'® Fliegen generiert wurden.

Staufen Uberlagerung

Abbildung 3-5: Die Verteilung von Aktin und Staufen in Pten Keimbahnklonen in einer Eikammer des
Stadiums 10. (A) Das fehlen von GFP in den Nahrzellen markiert Keimbahnklone. (B) Aktinverteilung zeigt
starke Defekte, wahrend die Verteilung des Proteins Staufen (C) keine Defekteaufweist. Anterior ist links. Die
Farbungen stammen von Keimbahnklonen, die mit PTEN""® Fliegen generiert wurden.
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Die Néhrzellen an sich scheinen zu degenerieren und oft sind einige Uberreste von
Ringkanilen zu sehen. Auch die Zellkerne der Néahrzellen nehmen ungewohnliche Positionen

ein und sie gelangen teilweise bis in die Oozyte (Abb. 3-6d). Eine Konsequenz dieser

Defekte ist, daB die Eier, die diese Fliegen legen, wesentlich kleiner und abgerundeter sind als
die Eier von wild-typ Fliegen (Abb. 3-7).

Wildtyp

Pren KBK

Abbildung 3-6: Kernfarbung mittels DAPI. B: In wild-typ Eikammern des Stadiums 10
penetrieren keine Zellkerne (blau, DAPI) in die Oozyte D: In vielen Eikammern des Stadiums
10 von Pten Keimbahnklonen penetrieren die Nahrzellkerne die Oozyte. Klone von
homozygoten Pten mutanten Zellen werden durch die Abwesenheit von GFP Fluoreszenz
markiert. Das schwache GFP Fluoreszenzsignal in C kommt von den Follikelzellen, da diese
Aufnahmen mit einem konventionellen Epifluoreszenzmikroskop gemacht wurden. Die Oozyte
ist mit einer gestrichelten Linie umrandet. Anterior ist links. Die Farbungen stammen von
Keimbahnklonen, die mit PTEN™"* Fliegen generiert wurden.
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Abbildung 3-7: Die Eier von Pten Keimbahnklonen sind kleiner als wild-typ Eier. Wild-Typ
Eier sind langlich und schlank, wohingegen die Eier von Pten Keimbahnklonen kiirzer und
rundlicher sind. Anterior ist links. Rechts ist die Anzahl der Eier in bestimmten Groflen gezeigt.

Es wurden jeweils 50 Eier ausgewertet. Die mikroskopischen Aufnahmen stammen von
Keimbahnklonen, die mit PTEN™"* Fliegen generiert wurden.

Uber die endogene Verteilung von PTEN in wild-typ Ovarien 146t sich keine Aussage
machen, da unsere Antikorper das endogene PTEN nicht intensiv genug farbt und

Uberexpression in der Oogenese sich mit unseren Konstrukten nicht verwirklichen lieB3, da
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der Promotor des benutzten pUAST Vektors in der maternalen Keimbahn nicht aktiviert wird.
Es gibt einen modifizierten pUAST Vektor, den pUASP Vektor, in dem das Promotorelement
ausgetauscht wurde um eine Expression von Zielgenen in der maternalen Keimbahn zu

ermoglichen (Duffy, 2002; Rorth, 1998).

3.1.3 Pten Mutanten zeigen frithe embryonale Entwicklungsdefekte

Wie bereits erwahnt sind die Eier von Pten Keimbahnklonen kleiner und abgerundeter
als die von wild-typ Fliegen. Viele dieser Eier entwickeln sich nicht weiter, wobei noch

geklart werden muf3, ob manche dieser Eier uiberhaupt befruchtet werden. Die Embryonen,

die sich weiterentwickeln, weisen Defekte auf.

F’

DNA Vasa DNA Vasa

Abbildung 3-8: Defekte in der Wanderung der Kerne und in der Bildung der Keimzellen in Pten
Keimbahnklonen. (A-C = Wildtyp, D-F = Pten Keimbahnklone). (A’) Wildtyp Embryonen zeigen das Vasa
Protein in frithen Stadien am posterioren Pol des Embryos. (B’,C’) Vasa befindet sich spéter ausschlieBlich in
den Polzellen. (D’) Im Kontrast dazu findet sich kein oder kaum Vasa Protein am posterioren Pol von Pten
Keimbahnklonen. (E’,F’) Es werden normalerweise keine Polzellen geformt und Vasa ist in spateren Stadien
nicht mehr nachzuweisen (Pfeilspitzen zeigen die normale Verteilung des Vasa Proteins). (A,D) Die
Kernwanderung weist Defekte auf. In wild-typ Embryonen (A) formen die Kerne eine Sphire, bevor sie mit der
kortikalen Wanderung beginnen. In Pten Keimbahnklonen (D), verharren die Kerne im anterioren Bereich und
formen dort eine Sphire, bevor sie an die Peripherie wandern. (B,E) Kernteilungen verlieren ihre Synchronitit.
Pfeile weisen auf Grenzen zwischen Regionen in denen sich Kerne in unterschiedlichen Teilungsstadien
befinden. A+D: Embryonen im 6. Teilungszyklus (64 Kerne), B+E: Embryonen im spiten synzytialen
Blastoderm Stadium, C+F: Embryonen im ausgestreckten Keimstreif Stadium. DNA wurde mit YOYO-1
gefarbt, anterior ist links. Die Farbungen stammen von wild-typ Fliegen und von Keimbahnklonen, die mit
PTEN™"® Fliegen generiert wurden.

Zuerst féllt auf, daB sich keine oder in manchen Féllen wenige Polzellen bilden. In

wild-typ Embryonen finden sich ca. 35 Polzellen (Campos-Ortega und Hartenstein, 1997)
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(Abb. 3-8). Das Fehlen der Polzellen deutet auf einen Defekt im Aufbau oder der
Aufrechterhaltung des Keimplasmas hin (Rongo und Lehmann, 1996). Darauthin wurde die
Verteilung von Vasa untersucht. Vasa ist Voraussetzung fur die korrekte Determination der
Keimzellen. In wild-typ Embryonen lagert sich Vasa schon in der Oozyte am posterioren Pol
an und findet sich dann in der Embryogenese ausschlieflich in den Polzellen wieder (Hay et
al., 1988; Lasko und Ashburner, 1990) (Abb. 3-8, A-C, Pfeilspitzen). In Pten
Keimbahnklonen war in sehr frithen Stadien teilweise noch etwas Vasa zu sehen, spater war
es jedoch meist nicht mehr zu erkennen (Abb. 3-8, D-E, Pfeilspitzen). Die Polzellen der
Embryonen, welche eine oder ein paar Polzellen bildeten, beinhalteten jedoch auch Vasa

(Abb. 3-9, Pfeil).

Vasa

Abbildung 3-9: Eine Polzelle in einem Pten ™' Keimbahnklon Embryo. Rot = Vasa. Die
Pten Keimbahnklone, die geringe Mengen an Vasa posterior anlagern, konnen auch
einzelne Polzellen bilden (Pfeil). Anterior ist links. Der Embryo befindet sich im Stadium 10
(Campos-Ortega und Hartenstein, 1997).

Zusatzlich wurde auch die Verteilung der mRNA der Keimplasmadeterminante oskar
untersucht. Hier zeigte sich, dal oskar mRNA entweder nur in sehr geringen Mengen und

etwas verschwommen oder gar nicht am posterioren Pol zu finden war (Abb. 3-10).

3 \
A B C

Abbildung 3-10: Defekte in der Verteilung von oskar mRNA. (A) In frisch gelegten wild-typ Eiern findet sich

c494

oskar mRNA stark angereichert am posterioren Pol. (B,C) In Pten " Keimbahnklonen findet sich entweder nur

sehr wenig oskar mRNA (B) oder gar keine (C). Anterior ist links.

Diese Defekte, in Kombination mit denen wéhrend der Oogenese, zeigen, dal PTEN
anscheinend nicht fur die Etablierung dieser Determinanten sondern eher fur deren

Aufrechterhaltung benotigt wird.
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Ein weiterer Defekt, den man in der frithen Embryogenese beobachten kann, betrifft
die Verteilung der Kerne. Die aktin-abhéngige axiale Expansion findet in diesen Embryonen
nicht statt. Die Kerne bleiben in einem Oval im anterioren Bereich, bevor die kortikale
Wanderung der Kerne beginnt (Abb. 3-8, A und D). Dies resultiert in einer ungewohnlich
geringen Dichte an Kernen im posterioren Bereich des Embryos. Nachdem die Kerne den
Kortex erreichen, zeigt sich, dafl die Kernteilungen nicht mehr synchron verlaufen, sondern in
einer sich langsam durch den Embryo bewegenden Welle stattfinden. Zu Beginn der
Zellularisierung (Zyklus 14) finden sich daher Kerne in verschiedenen Teilungsstadien,
welche unterschiedliche Morphologie und Chromatinkondensationsstadien aufweisen. Die
Zellularisierungsfront verlauft nicht mehr gleichmafig entlang des Embryos, sondern bewegt
sich wesentlich schneller im anterioren Bereich des Embryos als im posterioren (Abb. 3-
11,12,13). Die Verzogerung der Zellularisierung am posterioren Pol geht oft einher mit
Defekten der morphogenetischen Bewegungen der folgenden Gastrulation. Dies scheint ein
kritischer Punkt in der Embryogenese zu sein, denn hier entscheidet sich, ob sich der Embryo
weiterentwickelt oder nicht. Entweder degenerieren die Embryonen zu diesem Zeitpunkt,
oder sie durchlaufen die Embryogenese weiter, ohne dal3 Defekte zu beobachten sind. Dies
hangt nicht von der paternalen Komponente ab, sondern ist unabhingig von einem eventuell
erhaltenen wild-typ Allel des Vaters. Dies bedeutet, dal die fruhen embryonalen Defekte

ausschlieBlich auf das Fehlen der maternalen Komponente zurickzufuthren sind.
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Wildtyp PTENDJ189mat/zyg Wildtyp PTENDJ189mat/zyg

DNA/Aktin DNA/Tubulin DNA

DNA/Aktin

Abbildung 3-11: Pfen mutante Embryonen zeigen Defekte in der Kernwanderung, in der Zellzykluskontrolle
und in der Struktur des Aktin-Zytoskeletts wahrend der Zellularisierung. (A,A’,C,C’) Kortikale Kerne in wild-
typ Embryonen verteilen sich regelméfig und teilen sich in einem nahezu synchronen Rhythmus. (B,B’) In Pten
Keimbahnklonen erkennt man, dafl die Dichte der Kerne am posterioren Pol wesentlich geringer ist, als am
anterioren Pol, was auf Kernwanderungsdefekten in den vorhergehenden Stadien beruht. (D,D’) Im synzytialen
Blastoderm sind die Kerne nach wie vor uneinheitlich verteilt und sie teilen sich asynchron. (A-D) DNA
Farbung YoYo; (A’-D’) Vergroferung der Embryonen, die in A-D gezeigt sind. DNA ist griin, a-Tubulin ist
blau. Die Pfeilspitzen markieren jeweils den gleichen Punkt und dienen zur Erleichterung der Orientierung.
(E.E’,G,G’) Wihrend der Zellularisierung von wild-typ Embryonen entsteht ein sehr regelméfiges Netzwerk
aus Aktin-Filamenten (rot) an der Spitze der invaginierenden Membran. (F,F’,H,H’) Die Zellularisierungsfront
ist in Pten Keimbahnklonen sehr unregelmafig. Zellularisierung ist besonders langsam im posterioren Bereich
des Embryos, in dem keine Polzellen gebildet wurden (F’, H’). Die Pfeile zeigen die Grenzen zwischen
verschiedenen Zellzyklusstadien. Die Farbungen stammen von Keimbahnklonen, die mit PTEN™"'® Fliegen
generiert wurden. Anterior ist links.

Antikorperfarbungen von gastrulierenden Embryonen zeigten keinerlei Defekte in der
Verteilung von Polaritaitsmarkern in Epithelzellen oder Neuroblasten (Abb. 3-12). Zusiatzlich
zu Miranda und Bazooka wurden auch Inscuteable und Neurotaktin Antikorperfarbungen

durchgefuhrt und auch diese zeigten keine anormale Verteilung.
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Abbildung 3-12: Ein Pten”’® Keimbahnklon Embryo mit ausgestrecktem Keimstreif und eine durch das
Viereck markierte Vergroerung. In der VergroBerung erkannt man deutlich einen sich teilenden Neuroblasten.
Die Spindelrotation hat stattgefunden, und Bazooka (blau) und Miranda (rot) sind korrekt lokalisiert. DNA
(YoYo) in griin, Mir in rot und Baz in blau. Anterior ist links.

3.1.4 Live-Aufnahmen von Pten Keimbahnklon Embryonen

Um die Zellzyklusdefekte besser zu analysieren wurden Live-Aufnahmen von
Embryonen angefertigt (von Stein et al., 2005). Die Aufnahmen zeigten mehrere Defekte in
der fruhen Embryonalentwicklung. In wild-typ Embryonen bildet sich zu Beginn der
Embryonalentwicklung am posterioren Pol ein kleiner Hohlraum. Dort entstehen spater die
Polzellen. Dieser Hohlraum wird in Pten Keimbahnklonen nicht gebildet (Abb. 3-13 A+D).
In den Aufnahmen konnte auch bestétigt werden, dal keine Polzellen gebildet werden (Abb.
3-13 B+E). Die Wellen der 12. und 13. mitotischen Teilung konnten hier besonders gut
beobachtet werden. In wild-typ Embryonen werden diese Teilungswellen an den
gegenuiberliegenden Polen initiiert und treffen sich in der Mitte. Es ist ein sehr schneller
ProzeB, der in ca. einer Minute abgeschlossen ist. In Pfen Keimbahnklonen werden diese
Wellen hauptséachlich posterior initiiert. Die Welle der 12. Kernteilung arretiert meist in der
Mitte des Embryos, und im anterioren Bereich findet keine weitere Teilung statt. Die 13.
Kernteilungswelle arretiert noch vor der Zwolften (Abb. 3-13 C+F, Abb. 3-14). In den
Filmen konnte auch sehr gut erkannt werden, wie die Zellularisierungsfront verlauft. In wild-
typ Fliegen verlauft sie sehr gleichmaBig entlang des Embryos. In Pten Keimbahnklonen geht
diese GleichmaBigkeit verloren (Abb. 3-13 C+F).
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Abbildung 3-13: Defekte in der friithen Embryonalentwicklung in Pten®'® Keimbahnklonen.
A, D: In frisch gelegten wild-typ Embryonen bildet sich ein Hohlraum am posterioren Pol, der
in Pten™"® Keimbahnklonen nicht gebildet wird (Pfeile). B, E: In wild-typ Embryonen bilden
sich im Gegensatz zu Pten™'™ Keimbahnklonen keine Polzellen (Pfeile). C, F: Die
Zellularisierungsfront verlauft in wild-typ Embryonen sehr gleichmafig entlang des Kortex. In
Pten™"™ Keimbahnklonen verlauft die Zellularisierungsfront ungleichmaBig (Pfeilspitzen).
Ebenso sieht man die Stellen, an der die mitotischen Wellen arretieren (Sternchen, siehe auch
Abb. 2.1-14). Anterior ist links, A-C = wild-typ, D-E = Pten™"®” Keimbahnklone.
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Abbildung 3-14: Mitotische Wellen in Pten™"'® Keimbahnklonen weisen Defekte auf. In
wild-typ Embryonen (A-E) wird die mitotische Welle an beiden Polen initiiert und trifft in der
Mitte des Embryos aufeinander. Eine Kernteilungsphase ist nach ca. 100 sec. beendet. in
Pten™"™ Keimbahnklonen wird die mitotische Welle nur am posterioren Pol initiiert und sie
arretiert in der Mitte des Embryos. Man sieht an dem linken Balken, die bereits arretierte 12.
Teilungswelle. Zwischen den Balken wandert die 13. Teilungswelle, die in der Position die in
J gezeigt ist arretiert. Die Wanderung der mitotischen Wellen ist langsamer als in wild-typ
Embryonen und durchlduft nicht den gesamten Embryo, so daf} die Kerne im anterioren
Bereich weniger Kernteilungen durchlaufen. Anterior ist links, Zeitangaben in Sekunden.
Gezeigt ist jeweils die Welle der 13. Kernteilung.
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3.2 Die Interaktion von Bazooka und FKBP59
3.2.1 Bazooka bindet an FKBP im Hefe-Zwei-Hybrid System

Im Hefe-Zwei-Hybrid Screen wurden drei identische Klone identifiziert, die der C-
terminalen Region des Gens FKBP59 (FK506 Binding Protein 59) entsprachen. Auch hier
wurden die Bazooka PDZ Dominen einzeln und paarweise auf eine Interaktion mit dem
gefundenen Klon uberprift. Die Interaktion lieB3 sich jedoch nicht auf eine einzelne PDZ-
Domine einengen. Nur das Koderkonstrukt mit allen 3 PDZ Doménen zeigte eine Interaktion

(Tab. 3-1, Abb. 3-15).

C-terminus -—-

N-terminus ---
PDZ 1 -
PDZ 2 -
PDZ 3 -

PDZ 1+2 -
PDZ 2+3 -
PDZ 1+2+3 +++

Tabelle 3-1: Interaktion zwischen FKBP59 und verschiedenen Bazooka Domiénen. Eine
Interaktion mit FKBP59 konnte nur nachgewiesen werden, wenn alle 3 PDZ-Dominen
vorhanden waren.

B s e | Ba

N-term aPKC-binding PDZ-binding

H— s
TPR

Abbildung 3-15: Die C-terminale Hilfte des Proteins FKBP59 bindet an die 3 PDZ-Doménen des Proteins
Bazooka. Die Region Bazookas, die alle 3 PDZ-Doménen umschlieft interagiert im Hefe-Zwei-Hybrid System
mit der C-terminalen Region von FKBP59. Die Linien entsprechen dem Bereich des Koderkonstrukts, bzw. der
Region des identifizierten Klons. Weiterhin dargestellt sind die Doménen der Proteine.

Bei FKBP59 handelt es sich um ein Protein, welches zwei Peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase Domiénen (Ppiase Doménen) und zwei Tetratricopeptide Repeat Doménen (TPR
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Domine) beinhaltet. FKBPs sind Proteine, die FK506 binden. FK506 ist ein Medikament
welches hauptsachlich bei Organtransplantationen eingesetzt wird und die AbstoBung des
Gewebes verhindern soll (Albers et al., 1993; Galat, 1993; Liu et al., 1991; Schreiber, 1991).
Es konnte gezeigt werden, dal FKBP59 wahrend des gesamten Lebenszyklus von Drosophila
exprimiert wird, und dal} es eine starke maternale Komponente hat. FKBP59 ist in der
spateren Embryogenese (ab Stadium 13) in spezifischen Geweben angereichert. Dazu zéhlen
die Oenozyten, die Garland-Zellen und die Lymphdrusen. All dies sind Gewebe in denen
verstarkt Endo- und Exozytose stattfindet (Zaffran, 2000). Es gibt auch Hinweise nach denen
FKBP59 an der Bildung des peripheren Nervensystems beteiligt ist. FKBP59 wurde in einem
Screen fur Gene die an der Entwicklung des peripheren Nervensystems beteiligt sind

identifiziert (Prokopenko et al., 2000).

3.2.2 Transfektion von Drosophila Schneiderzellen mit FKBP59

Nachdem ein Antikorper gegen FKBP59 generiert wurde (von Stein, 2001), wurden
Drosophila Schneiderzellen mit FKBP59 und mit Baz kotransfiziert. Der anschlieBende
Westernblot zeigte nur im Falle von Schneiderzellextrakten, die mit FKBP59 transfiziert
waren, eine extra Bande. Bei den anderen Banden handelt es sich wahrscheinlich um eine

Kreuzreaktion (Abb. 3-16).

66 — -  — R — e e e
- o — om— s —

43 —

Baz + + +

CG4420 + +

FKBP59 +

Abbildung 3-16: Schneiderzellextrakte von Zellinien, die mit verschiedenen DNAs
kotransfiziert wurden. Der Blot wurde mit dem Ratte anti-FKBP59 getestet. In der Zellinie,
die mit Bazooka und FKBP kotransfiziert wurden ist eine extra Bande zu sehen. Als
zusatzliche Kontrolle diente CG4420, ein weiteres Protein, das in dem Screen identifiziert
wurde. Die Grofle ist anhand des unsauber gelaufenen Gels nicht exakt zu ermitteln.

Diese Zellinien wurden auch auf eine Expression von Bazooka untersucht. Es wurde
ein Westernblot angefertigt und mit dem Bazooka Antikorper getestet. Auch hier kann man
eindeutig erkennen, dal Bazooka verstarkt in den Zellen nachgewiesen werden kann, die mit
Bazooka transfiziert wurden (Abb. 3-17). Auf diese Weise konnte gezeigt werden, daf}

Bazooka und FKBP59 erfolgreich in die Schneiderzellen transfiziert wurden. Nun sollten
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Antikorperfarbungen in Schneiderzellen gegen Bazooka und FKBP59 durchgefuhrt werden,

um zu uberpriifen, ob die Proteine in den Schneiderzellen kolokalisieren.

*

200 — = - . saz
119 — = ! wee SR SN

66 — -
43 —
Baz + + +
CG4420 + +
FKBP59 +

Abbildung 3-17: Schneiderzellextrakte von Zellinien, die mit verschiedenen DNAs
kotransfiziert wurden. Der Blot wurde mit dem Kaninchen o-Bazooka Antikorper getestet.
Die Zellinien, die mit Bazooka transfiziert wurden, weisen eine wesentlich starkere
Bazookaexpression auf. Als zusatzliche Kontrolle diente CG4420, ein weiteres Protein, das
in dem Screen identifiziert wurde.

3.2.3 Bazooka und FKBP359 kolokalisieren in Schneiderzellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dafl die Transfektion der Schneiderzellen mit Baz
und FKBP59 erfolgreich war, sollte uberpruft werden, ob die beiden Proteine in diesem
Zellsystem interagieren. Eine Antikorperfarbung gegen Bazooka und FKBP59 zeigte eine
klare Kolokalisation der beiden Proteine, besonders im Bereich des Zellkortex und der

Zellfortsiatze (Abb. 3-18).
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FKBP59 Uberlagerung

Abbildung 3-18: Bazooka und FKBP59 kolokalisieren in Schneiderzellen. FKBP (rot) und Bazooka (blau)
kolokalisieren besonders im Zellkortex und in den Zellfortsdtzen von Schneiderzellen. In der Uberlagerung sind
dies die lila Regionen.

3.2.4 Embryonales Expressionsmuster von FKBP 59 im Embryo

Eine RNA in-situ Hybridisierung zeigte im Stadium der Zellularisierung eine
ubiquitare Verteilung der RNA, eine starkere Konzentration entlang der Zellularisierungsfront
war jedoch zu erkennen (Abb. 3-19 A). Im Stadium der Keimstreifstreckung zeigte sich eine
ubiquitare Verteilung der RNA (Abb. 3-19 B). In spateren Stadien konnte die RNA in den
Oenozyten nachgewiesen werden (Abb. 3-19 C).

B C ‘.
Abbildung 3-19: RNA In-Situ Hybridisierung. A) Embryo im Stadium der Zellularisierung.
Die RNA ist ubiquitar Verteilt, eine starkere Konzentration entlang der Zellularisierungsfront
ist zu erkennen. B) Im Stadium des ausgestreckten Keimstreifes ist die RNA ubiquitar
verteilt. C) In spateren Stadien ist die RNA gut in den Oenozyten zu erkennen. Anterior ist
links.

Auch mit Antikorperfarbungen an Embryonen konnte FKBP59 in den Oenozyten
nachgewiesen werden. Der Antikorper erkennt klar die Oenozyten in der spateren

Embryogenese (Abb. 3-20). In fruheren Stadien konnte kein spezifisches Expressionsmuster
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erkannt werden und auch eine Kolokalisation mit Bazooka in Epithelzellen oder

Neuroblasten konnte nicht nachgewiesen werden, da das Signal zu schwach war.

FKBP59

Abbildung 3-20: Der FKBP59 Antikorper (rot) erkennt die 7 Oenozyten Komplexe. Embryo
im Stadium 18 (Campos-Ortega und Hartenstein, 1997). Anterior ist links.

3.2.5 Erzeugung von FKBP59 Mutanten

Anhand einer P-Element Insertion, die nur 39 bp 5' des Startkodons liegt, sollten
mutante Fliegen generiert werden. Um dies zu erreichen, mobilisiert man das P-Element und
generiert Revertanten. Nach der Mobilisierung des P-Elements kommt es in ca. 2-5 % der
Félle zur ungenauen Exzision des P-Elements. Das heif3t, da3 mit dem P-Element, welches
durch Einkreuzen der Transposase mobilisiert wird, flankierende DNA herausgenommen
wird. Es kann sich hier um DNA, die 3°, 5 oder 3’ und 5’ des P-Elements liegt, handeln.
Von den 100 generierten Revertanten konnte gezeigt werden, daf} in 4 Revertanten DNA
Sequenzen 5’ des P-Elements deletiert waren und in 5 Revertanten DNA Sequenzen 3’ des P-
Elements deletiert waren. Die so erzeugten Deletionen reichen normalerweise uber ein paar
Basenpaaren bis zu einigen Kilobasen. Die Hoffnung besteht, auf diese Weise eine
Nullmutante zu erzeugen, der das Startkodon oder das gesamte Gen fehlt. Dies scheint
besonders in diesem Fall sehr wahrscheinlich, da das Startkodon nur 39 bp downstream des P-
Elements liegt. Alle so erzeugten Revertanten, die 3’ flankierende DNA deletiert hatten,
wiesen dieselben Phéanotypen auf, die auch schon in dem Stamm mit der original P-Element

Insertion zu beobachten waren.

3.2.6 Potentielle FKBP59 Mutanten zeigen frithe embryonale Entwicklungsdefekte

Alle Revertanten, die original P-Element Insertion, sowie eine Deletion dieser Region
zeigten in Antikorperfarbungen den gleichen frihen Defekt in der Embryonalentwicklung.
36% der Embryonen zeigten, dhnlich wie bei den Pten Keimbahnklonen, Defekte im Zyklus

der Kernteilungen. Die Wanderung der Kerne und die Bildung der Polzellen waren jedoch



Resultate 70

nicht betroffen. Zusdtzlich zu den Zyklusdefekten konnten jedoch Defekte in der
Epithelstruktur beobachtet werden. So sieht man in manchen Regionen, daf} die gleichmaBige
Epithelstruktur verloren geht und kein regulares Epithel mit saulenformigen Zellen gebildet
wird. Die Zellen sind rundlich und ungleichmaBig verteilt. Der FKBP AntikOrper zeigt eine
starke Hintergrundfarbung in Embryonen. Diese Hintergrundfarbung ermoglicht es, die

Zellumrisse zu erkennen (Abb. 3-21).

Uberlagerung

FKBP59

Yoyo FKBP59

Uberlagerung

Abbildung 3-21: Potentielle FKBP Mutanten weisen Zyklusdefekte und Defekte in der Bildung des Epithels
auf. Die Wanderung der Kerne und die Ausbildung der Polzellen ist jedoch normal. Farbungen mit dem FKBP
Antikorper geben einen starken Hintergrund, der die Zellumrisse erkennen l4t. Die FKBP Antikorperfarbung
soll hier nur die Struktur des Epithels verdeutlichen.

3.2.7 Analyse der Revertanten

Nachdem Revertanten des Stammes y[1] w[67¢23]; P{w*™=lacW}FKBP59*""°/CyO
(Bloomington #10848) generiert wurden (Wodarz, A, unpublished), sollten diese genauer
charakterisiert werden. Hierzu wurden zunéchst Primer gesucht, die entweder 5 (Primer A)
oder 3’ (Primer B) des P-Elements binden. Das P-Element besitzt an seinen beiden Enden
inverted Repeats, von denen ein Teil als Primer benutzt werden kann, um flankierende DNA
Sequenzen zu amplifizieren (Primer UP). Bei einer exakten Exzision des P-Elements wiirde
man ein PCR Produkt der Primer A und B erwarten. Bei einer ungenauen Exzision wirde

man auch ein PCR Produkt des Primers UP mit A oder B erwarten (Abb. 3-22).
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Abbildung 3-22: PCR Analyse der Revertanten. Bei einer exakten Exzision des P-Elements
erwartet man ein Amplifikationsprodukt der Primer A+B. Hat keine Exzision stattgefunden
erwartet man 3 Amplifikationsprodukte: A+UP, B+UP und A+B. Eine unprizise Exzision
wirde 2 Amplifikationsprodukte zeigen: A+B und A+UP oder B+UP.

Wir suchten nach Revertanten, in denen das 5’ Ende des P-Elements vorhanden war
und das 3’- Ende fehlte, da hier flankierende DNA in Richtung des Startkodons von FKBP59

verloren gegangen sein konnte. Die Analyse ergab, folgendes:

5’-Ende 3’-Ende Letal Anzahl
+ + Ja 15
+ - Ja 5
- + Ja 4
- - Ja 46
- - Nein 24

Tabelle 3-2: Verschiedene Klassen an Revertanten. + bedeutet, daf3 diese Ende des P-
Elements nicht mobilisiert wurde, - das Gegenteil. Weiterhin ist angegeben ob die
entsprechenden Revertanten letal sind oder nicht und die Anzahl der Revertanten in den
verschiedenen Klassen.

In der fur uns interessanten Klasse befinden sich 5 Revertanten, die weitergehend
untersucht wurden. Hierzu sollten DNA Segmente mittels PCR amplifiziert werden, um die
Exzisionspunkte genauer zu bestimmen. Eine Schwierigkeit besteht darin, daB die Fliegen,
aus denen die DNA stammte, heterozygot fur die P-Element Insertion waren und dadurch
immer eine wild-typ Kopie der DNA vorhanden ist und man ein PCR-Amplifikat erhélt. Es
wurden Primerpaare gefunden, die Segmente innerhalb des P-Elements amplifizieren, um zu
sehen, wieviel des P-Elements herausgesprungen war. Das Ergebnis dieser Untersuchung
brachte keine naheren Erkenntnisse, da in allen Fallen Banden vorhanden waren. Die Banden
2-4 spiegeln Amplifikationsprodukte innerhalb des P-Elements wieder (Abb. 3-22,
Primerpaare A-C, Abbildung 3-23). Die Groflen entsprechen den erwarteten. Da das
Primerpaar C allerdings hinter dem w* Gen des P-Elements liegt, durfte diese Bande
eigentlich nicht vorhanden sein, da das w* Gen als Selektionsmarker fur die Revertanten
benutzt wurde. Es konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden, wie sich dieses

Ergebnis erklaren la6t. Ein weiterer Ansatz war die Uberprufung von Primerpaaren, in denen



Resultate 72

der eine Primer 5’ des P-Elements und der andere 3 des P-Elements lag. Hier war die
Hoffnung, dafl zusatzlich zu der Wildtypbande eine weitere Bande amplifiziert wird, die
langer ist als die wild-typ Bande, da noch Reste des P-Elements vorhanden sind (Abb. 3-23,
Banden 5-9, Abb. 3-24 Primer 1+3, 4,5, 6 und 7).

1 2 3 4 5 M6 7 8 9

Abbildung 3-23: Analyse der Revertante 1: Bahn 1 zeigt die Primerkombination 1 bis 2 und
dient als Kontrolle. Bahnen 2 bis 4 zeigen die Paare A-C. Bahnen 5-9 zeigen die Primerpaare
1 bis 3,4,5,6 und 7 (siehe Abb. 3-24). Die GroBen der Banden entsprechen in allen Fallen den
erwarteten. DNA aus Fliegen der Revertante 1.

| FKBP59 |

Abbildung 3-24: Primerauswahl zur naheren Identifizierung der Revertanten. Die
Primerpaare A-C wurden benutzt um zu uiberpriifen, ob bestimmte Teile des P-Elements noch
vorhanden sind, um zu sehen wieviel des P-Elements mobilisiert wurde. Die
Primerkombinationen zwischen 1 und 3-7 sollten zeigen wieviel der flankierenden DNA
zusammen mit dem P-Element exzisiert wurde.

Als dritter Versuch wurden Southernblots angefertigt. Das wild-typ Chromosom
sollte hier Banden von 1200 bp und 2800 bp aufweisen, was auch bestatigt wurde. Die P-
Elementinsertion sollte zusdtzlich eine Bande von 4500 bp und 2500 bp aufweisen, was sie
auch tat. Das 2500 bp Fragment wird nur erkannt, wenn die 300 bp nach der P-
Elementinsertion vorhanden sind, die durch die Sonde abgedeckt werden. Da diese Bande in

keiner der Revertanten zu beobachten ist, mufl davon ausgegangen werden, dal mindesten
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300 bp mit dem P-Element aus dem Chromosom gesprungen sind. Dies beinhaltet auch das

Startkodon von FKBP (Abb. 3-25 und 3-26).

FKBP59 |
Aq N

1 5 6

Fragmente des wildtyp Chromosoms: 1-5 = 1200bp
5-6 = 2800bp

Fragmente des P-Element Chromosoms;  1-2 = 4500bp
4-5 = 2500bp

Abbildung 3-25: Fragmente die von der Sonde in heterozygoten Fliegen erkannt werden. Die
DNA wurde in diesem Falle mit EcoR1 geschnitten. Die Pfeilspitzen markieren die

Schnittstellen.
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Abbildung 3-26: Southernblot von verschiedenen Fliegenstimmen, deren DNA mit EcoRI
verdaut wurde. Es ist zu erkennen, daB nur der Stamm mit der original P-Elementinsertion die
2500 bp Bande aufweist.

Das gleiche Experiment wurde noch mit Bgl II, einem zweiten Restriktionsenzym
durchgefuhrt. Auch hier konnte bestétigt werden, daf} eine fur das P-Element typische Bande
von 5000 bp in allen Revertanten verschwunden ist. Dies wiirde bedeuten, dafl in allen
Revertanten mindestens 425 bp 3’ der P-Elementinsertion deletiert sind, was dem Teil der

Sonde entspricht, welches 3” der Insertion liegt (Abb. 3-27, 3-28).
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Fragmente des wildtyp Chromosoms: 1-3 = 6000bp
Fragmente des P-Element Chromosoms;  1-2 = 11700bp
2-3 = 5000bp

Abbildung 3-27: Fragmente die von der Sonde in heterozygoten Fliegen erkannt werden.
Die DNA wurde in diesem Falle mit BglIl geschnitten. Die Pfeilspitzen markieren die
Schnittstellen.
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Abbildung 3-28: Southernblot von verschiedenen Fliegenstimmen, deren DNA mit BglII

verdaut wurde. Es ist zu erkennen, daB nur der Stamm mit der original P-Elementinsertion die
5000 bp Bande aufweist.

Die Bande von ca. 10000 bp GroBe der Revertante 71 konnte auf einer partiellen
Deletion des P-Elements und einer spateren BglII Schnittstelle beruhen. Hierzu lat sich
durch den Southernblot alleine allerdings keine ndhere Aussage treffen. Durch diese
Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dal das erste Startkodon von FKBP59 in allen

Revertanten deletiert wurde. Eine genaue Aussage uber die Bruchpunkte in der DNA kann so

jedoch nicht getroffen werden.
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Um eine Aussage der genauen Bruchpunkte machen zu konnen, wire es von Vorteil,
homozygotes DNA Material zu haben. Hierzu wurde ein Balancerchromosom eingekreuzt
der einen lacZ-Marker tragt. Uber eine Farbereaktion gegen B-Galactosidase konnen so
homozygote P-Element Insertionen im Embryo identifiziert werden. AnschlieBend kann aus
diesen Embryonen DNA gewonnen werden. Hier wurde die Chelex-Methode zur DNA

Isolierung benutzt.

[ FKBP59 [
>» < > «>»> <
1 2 3
Primerpaar 1: beginnt 803 bp 3' der Insertion und hat eine Lédnge von 290 bp
Primerpaar 2: beginnt 2870 bp 3' der Insertion und hat eine Ldnge von 331 bp
Primerpaar 3: beginnt 4218 bp 3' der Insertion und hat eine Ldnge von 331 bp

Abbildung 3-29: PCR-Amplifikationen der DNA von Revertante 71 mit verschiedenen
Primerpaaren. In den ungeraden Spuren befindet sich die DNA heterozygoter Embryonen, in
den geraden die DNA homozygoter Embryonen. In Spur 8 1at sich ein DNA Fragment in
homozygoten Embryonen nachweisen, denen das wild-typ Allel fehlt. Spuren 1+2 = P-Element
Insertion; Spuren 3+4 = Primerpaar 1; Spuren 5+6 = Primerpaar 2; Spuren 748 = Primerpaar 3.

Diese kann man dann einiger PCR-Analysen unterziehen, um die Bruchpunkte naher
einzugrenzen. Dies konnte fur die Revertante 71 erfolgreich durchgefuhrt werden. Wie
bereits im Southernblot gesehen, ist mindestens der Bereich der Sonde der 3° der P-Element
Insertion liegt deletiert (dies entspricht 425 bp). Es wurden nun PCR-Analysen, an fur die
Insertion homozygoten Embryonen, durchgefuhrt. Hier zeigte sich, dal im Falle von
Revertante 71, DNA, die ca. 4200 bp 3’ der Insertion liegt, vorhanden ist. DNA die nur ca.
2800 bp 3’ liegt jedoch abwesend ist. Das heif3t, der Bruchpunkt liegt zwischen 2800 bp und
4200 bp 3’ der Insertion (Abb. 3-29). Zusammen mit der ca.10 Kb grolen Bande im
Southernblot wiirde dies bedeuten das mindestens 6 Kb des P-Elements aus dem Chromosom

zusammen mit bis zu 4.2 Kb der flankierenden DNA gesprungen sind. Es sollte jetzt moglich
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sein, ein gezieltes PCR Fragment dieser Region zu erhalten und dies sequenzieren zu lassen.
Die anderen Revertanten konnten nicht weiter eingegrenzt werden, da keine DNA amplifiziert
werden konnte. Dies konnte darauf hindeuten, da3 mehr als 4200 Basenpaare 3’ der Insertion
deletiert wurden. Um dies zu Uberprufen muissen weitere Primerpaare generiert werden, die
weiter downstream liegen. Bei der Revertante 71 ist FKBP59 handelt es sich also um eine
Mutante, der die komplette Sequenz von FKBP59 fehlt. Es gilt nun diese Mutante zu

analysieren.

3.2.8 Erzeugung von FKBP59 iberexprimierenden Fliegen

Der Antikorper erkennt zwar FKBP59 in den Oenozyten, aber es lassen sich keine
konkreten Aussagen uber die subzellulare Verteilung von FKBP machen. Auch in den frithen
Stadien ist nur eine unspezifische Farbung zu sehen. Es sollte getestet werden ob FKBP
nachgewiesen werden kann, wenn es uberexprimiert wird. Aus diesem Grund wurden

Fliegen generiert, die FKBP unter einem UAS Promotor uiberexprimieren.

FKBP59 Uberlagerung

- y o

FKBP59 Uberlagerung

Abbildung 3-30: Uberexpression von FKBP mittels einem engrailed Treiber. Eine Antikorperfarbung mit dem
anti-FKBP Antikorper (rot) zeigt das typische engrailed Muster. Embryonen befinden sich im Stadium 12,
Anterior ist links. Embryonen stammen aus folgender Kreuzung: UAS FKBP X eng G4.



77 Resultate

Diese Fliegen wurden dann mit engrailed GAL4 Fliegen gekreuzt, um FKBP in einem
gestreiften engrailed Muster zu exprimieren. Diese Embryonen exprimierten FKBP in den
typischen engrailed Streifen (Abb. 3-30). Hier konnte weiterhin gezeigt werden, dal FKBP
mit Bazooka am Kortex der Zelle kolokalisiert, aber FKBP nicht auf Bereiche mit Bazooka
Expression limitiert ist. Mit verschiedenen Treibern kann nun FKBP in verschiedensten
Bereichen des Embryos uberexprimiert werden und es kann untersucht werden, ob eine

Uberexpression von FKBP59 einen Einfluf} auf andere Proteine oder auf die Zellpolaritét hat.

3.3 Die Interaktion von Bazooka und CG4420
3.3.1 (CG4420 bindet an Bazooka im Hefe-Zwei-Hybrid System

Im Hefe-Zwei-Hybrid Screen wurden 2 Klone gefunden, die der C-terminalen Region
eines vorhergesagten Proteins entsprechen. Es handelt sich um das Gen mit der

Flybasekennung CG4420.

oz ez fleozs | i =

N-term aPKC-binding PDZ-binding

UBQ ——RWPI_—{UBA1  CG4420

Abbildung 3-31: Die Interaktion von CG4420 und Bazooka. Die 3 PDZ Domianen von Bazooka zeigten eine
Interaktion mit CG4420. Der Klon umfasste die gesamte kodierende Sequenz von CG4420 bis auf das
Startkodon und ragte bis in die vorhergesagte 3’UTR von CG4420 hinein. Gezeigt sind auch die Domanen der
Proteine: UBQ = Ubiquitin Domane, UBA = Ubiquitin Associated Domadne, RVP = Retroviral Aspartyl
Protease Domine.

Der gefundene Klon ragte bis in die vorhergesagte 3’UTR von CG4420. Auch hier
wurde versucht die Interaktion mit Bazooka auf einzelne PDZ Dominen von Bazooka
einzuschrianken, doch dies war nicht moglich. Die Interaktion konnte nur gezeigt werden,

wenn alle 3 PDZ Dominen von Baz vorhanden waren (Abb. 3-31).

3.3.2 Transfektion von Drosophila S2-Zellen mit CG4420

Nachdem ein Antikorper gegen CG4420 generiert wurde (von Stein, 2001), wurden
Schneiderzellen mit CG4420 und Baz kotransfiziert. Der anschlieBende Western-blot zeigte,

daB in den Schneiderzellextrakten, die mit CG4420 transfiziert waren, eine erhohte Menge



Resultate 78

des Proteins vorhanden war (Abb. 3-32). Dies bedeutet, dal3 die Transfektion der

Schneiderzellen erfolgreich war und der Antikorper spezifisch fur CG4420 ist.

200 _=
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66 —
R —— ~ I < CG4420

43 —

29 —

Baz + + +

CG4420 | + +

FKBP59 +

Abbildung 3-32: Transfektion von Drosophila Schneiderzellen. In Zellen die mit CG4420
transfiziert wurden, 148t sich eine deutlich erhohte Menge CG4420 nachweisen. Die einzelnen
Banden zeigen Extrakte von Schneiderzellen, die mit unterschiedlichen DNA-Kombinationen
transfiziert wurden. Als Antikorper wurde der rabbit a-CG4420 benutzt.

3.3.3 (CG4420 und Bazooka kolokalisieren in Schneiderzellen

Als néchstes sollte uberprift werden, ob Bazooka und CG4420 in diesen Zellen
kolokalisieren. Hierzu wurden Drosophila Schneiderzellen mit den beiden Proteinen
kotransfiziert und anschliefend wurde eine Antikorperfarbung durchgefuhrt. Hier zeigte sich
eine sehr schone Kolokalisation der beiden Proteine, besonders am Kortex der Zelle und in
den Zellfortsatzen (Abb. 3-33). Die anschlieBende Antikorperfarbung an Embryonen lieferte

keine klaren Ergebnisse. Es zeigte sich eine eher diffuse und schwache Farbung.

CG4420 Uberlagerung

Abbildung 3-33: Bazooka und CG4420 kolokalisieren in Drosophila Schneiderzellen. Eine Kolokalisation ist
besonders am Zellkortex und in den Zellfortsatzen zu beobachten. Bazooka ist blau, CG4420 rot.
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3.3.4 Erzeugung von CG4420 uiberexprimierenden Fliegen

Auch hier wurden, wie schon fur FKBP59, Fliegen generiert, die CG4420
uberexprimieren sollten, um die Verteilung von CG4420 besser sichtbar zu machen und
eventuelle Effekte einer Uberexpression zu analysieren. Um zu uberprufen, ob CG4420 in
den generierten Stimmen uberexprimiert wird, wurden sie mit einem engrailed-Gal4
Treiberstamm gekreuzt. Die Embryonen, die aus dieser Kreuzung hervorgehen, zeigen die
engrailed-spezifische streifenartige Expression von CG4420 (Abb. 3-34). CG4420 wird
ubiquitdr in der Zelle exprimiert. CG4420 lokalisiert auch an Stellen an denen Bazooka

lokalisiert, ist aber nicht auf diese beschrankt.

Abbildung 3-34: Uberexpressionsmuster von CG4420 mittels einem en::Gal4
Treiberstamm. Die Embryonen stammen aus einer Kreuzung von en::Gal4 Fliegen mit
UAS-CG4420 Fliegen. Fur die Farbung wurde der a-CG4420 Antikorper benutzt. Das
typische engrailed Muster ist deutlich zu erkennen. Anterior ist links.

Der néchste Schritt ist nun die UAS Stamme mit unterschiedlichen Treiberstimmen zu
kreuzen, um zu sehen ob sich Aussagen uiber die subzelluldre Verteilung des Proteins machen

lassen oder ob Auswirkungen einer Uberexpression zu erkennen sind.

3.3.5 Erste Hinweise einer Bindung von Ubiquitin an CG4420

Es konnte gezeigt werden, dafl das Hefehomolog von CG4420 (vsm1 oder DDI1) uiber
seine UBA Domane Ubiquitin direkt bindet (Bertolaet et al., 2001a; Bertolaet et al., 2001b).
Es sollte uiberpruft werden, ob dies auch fur CG4420 in Drosophila der Fall ist. Es wurden
verschiedene GST gekoppelten Proteine induziert und auf eine Bindung mit Ubiquitin getestet

(Abb. 3-35).
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Abbildung 3-35: Uberpriifung der Bindung von Ubiquitin an CG4420.

So konnte gezeigt werden, dal Ubiquitin an CG4420 in einem GST-Binde Assay

besonders stark bindet. Es ist bekannt, dall Tetraubiquitin (Ub,), welches hier benutzt wurde,

Multimere bildet, wenn es erhitzt wird. Dies erklart die groleren Proteinkomplexe um 50 kD,

die auf dem Blot zu sehen sind. Auch bei Bazooka ist eine kleine Bande zu sehen, es konnte

jedoch sein, daf} hier Material aus der ersten Bande diffundiert ist.
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4 Diskussion

Der PAR/aPKC Komplex spielt eine entscheidende Rolle bei der Etablierung und
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat. Mit seinen 3 PDZ Domiénen konnte Bazooka eine
zentrale Bedeutung als Gerustprotein innehaben. Aus diesem Grund wurden die 3 PDZ
Dominen von Bazooka als Koder in einem Hefe-Zwei-Hybrid Screen verwendet, um neue
Interaktionspartner von Bazooka zu finden. 3 potentielle Interaktionspartner von Bazooka
konnten auf diese Weise identifiziert werden: PTEN (Ramrath, ; von Stein et al., 2005),
CG4420 und FKBP59. Von besonderer Bedeutung ist PTEN. PTEN ist eines der am
haufigsten mutierten Gene in einer Vielzahl von Tumoren. Es ist ein Antagonist zur PI3
Kinase und dephosphoryliert Phosphatidylinositol (3,4,5) Trisphosphat (PIP-3). Diese
Interaktion konnte eine Verbindung des PAR/aPKC Komplexes mit dem PI3 Kinase
Signalweg darstellen, der in vielen Aspekten der Zellpolaritat eine Rolle spielt. CG4420, das
Drosophila Homolog zu vsml1/DDI1 der Hefe, spielt eine potentielle Rolle im
Vesikeltransport, in der Zellzykluskontrolle und im Abbau von Proteinen. Dies konnte
Aufschlufl daruber geben, wie Bazooka polar angereichert und spater in Teilen wieder
abgebaut wird. FKBP59 konnte eine Verbindung des PAR/aPKC Komplexes zum Zellzyklus
und zum PI3 Kinase Signalweg uber die TOR Kinase darstellen. Auch der gerichtete
Transport von Bazooka konnte iiber FKBP59 vermittelt werden, da es iiber Dynein mit den

Mikrotubuli assoziiert.

Die drei in dem Hefe-Zwei-Hybrid System identifizierten potentiellen
Interaktionspartner konnten einige der unbeantworteten Fragen bezuiglich der Organisation,

Lokalisation und Funktionsweise des PAR/aPKC Komplexes beantworten.

4.1 PTEN und der PI3 Kinase Signalweg

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10), auch bekannt
als MMACI1 (mutated in multiple advanced cancers) oder TEP1 (TGFB-regulated and
epithelial cell-enriched phosphatase) ist nach p53 das am haufigsten mutierte Tumor-
suppressor Gen (Li und Sun, 1997; Li et al., 1997; Steck et al., 1997). PTEN liegt im
Humangenom auf dem Chromosom 10q23, einer Region, von der bekannt ist, daf sie in
vielen Karzinomen ihre Heterozygotie verliert (Cantley und Neel, 1999). Somatische
Mutationen in PTEN wurden in vielen Krebsarten identifiziert. Fast alle Krebsarten weisen

Mutationen in mehreren Onkogenen auf, was darauf schlieBen 1aBt, da Zellen diverse
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parallele Mechanismen zur Verfugung stehen, um Zellwachstum, Zelldifferenzierung,
Zellproliferation, Zelltod und DNA Reparaturmechanismen zu kontrollieren. Es gibt

verschiedene Hinweise, dal3 PTEN in einigen dieser Prozesse eine Rolle spielt.

PTEN ist in verschiedenen Tumorarten mutiert. Diese umfassen zum Beispiel
Gliatumore, Endometrialtumore, Brustkrebs und auch einige Formen des Lungenkrebses. Es
konnte gezeigt werden, da3 PTEN in Glioblastomazellen einen G1 Zellzyklusarrest bewirkt,
in anderen Karzinomen jedoch Apoptose auslost (Furnari et al., 1998; Li und Sun, 1998;
Myers et al., 1998). Zusiatzlich zu Defekten, die auf somatische Pten Mutationen
zurickzufuihren sind, kann Pten auch schon in der Keimbahn mutiert sein. Dies kann in drei
autosomal dominanten Erkrankungen resultieren: die Cowden Krankheit, die Duclos
Krankheit und das Bannayan-Zonana Syndrom. All diese Krankheiten haben gemein, daf3 sie
eine erhohte Tumorfrequenz zur Folge haben. Ob sich die unterschiedlichen Symptome auf
unterschiedliche Mutationen in Pten oder auf zusatzliche Mutationen zuriickfuhren lassen,
konnte noch nicht abschlieend geklart werden (Liaw et al., 1997; Marsh et al., 1998; Marsh
et al., 1997; Nelen et al., 1997). Auch im Mausmodell konnten 3 Mutationen erzeugt werden,
die alle homozygot letal waren und im heterozygoten Zustand unterschiedliche Tumoreffekte

hatten (Di Cristofano et al., 1998; Podsypanina et al., 1999).

PTEN ist eine doppelspezifische Phosphatase, die Tyrosin und Serin/Threonin Reste
dephosphorylieren kann. PTEN ist keine sehr effiziente Proteinphosphatase, das
Hauptsubstrat von PTEN sind Lipide. Das Hauptsubstrat ist Phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphat (PIP-3), welches durch PTEN an der D3 Position des Inositolrings
dephosphoryliert wird und so Phosphatidylinositol (4,5) Bisphosphat (PIP-2) gebildet wird.
Der umgekehrte Prozefl wird uber die PI3 Kinase gesteuert. PTEN ist also ein Antagonist der
P13 Kinase (Abb. 4-1) (Cantley und Neel, 1999; Leslie und Downes, 2002; Maehama und
Dixon, 1999).

PTEN
Ptdins 3,4,5 P3 < > Ptdins 4,5 P2

PI13 Kinase

Abbildung 4-1: PTEN dephosphoryliert PIP-3 und generiert PIP-2.
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Die PI3 Kinase ist eine Komponente des Insulinsignalweges. Uber Insulin werden
zwei Signalwege aktiviert: der Ras/MAPK Signalweg, welcher mit Zellproliferation in
Verbindung gebracht wird, und der PI3 Kinase Signalweg, der Zellwachstum, Zelluberleben,
Zelldifferenzierung und Stoffwechselprozesse steuert (Rameh und Cantley, 1999; White,
1998). Das von der PI3 Kinase produzierte PIP-3 rekrutiert verschiedene Proteine mit
Pleckstrin-Homologie Domanen (PH Doménen) wie zum Beispiel Akt/PKB und PDK1 zur
Plasmamembran. Akt/PKB wird dann uber Phosphorylierung durch PDK1 aktiviert (Alessi,
2001; Chan et al., 1999; Meier und Hemmings, 1999; Toker und Newton, 2000). Uber
Akt/PKB und PDK1 wird dann eine weitere Kinase, die S6 Kinase (S6K) aktiviert, die

Zellwachstum und Proteinsynthese reguliert (Lizcano et al., 2003).

Einen weiteren Hinweis auf den EinfluB3 des PI3 Kinase Signalweges und PTEN auf
Zellpolaritat konnte in motilen Zellen wahrend der Migration gezeigt werden. Die Amobe
Dictyostelium polarisiert als Antwort auf einen chemischen Reiz und beginnt eine
zielgerichtete Wanderung (Chemotaxis) in Richtung des Reizes. In dem Teil des Zellkortex,
der dem Signal am néchsten liegt, kommt es zur lokalen Polymerisierung von F-Aktin und es
werden Lamellipodien oder Pseudopodien gebildet. Die sogenannte Leading Edge entsteht.
Das ist die Region der Zelle, in der die Lamellipodien vorstoen und so die Richtung der
Wanderung bestimmen. Das Entstehen der Leading Edge geht mit der Bildung von Myosin II
einher. Am gegenuberliegenden Zellkortex werden die Uropoden zuruickgebildet (Chung et
al., 2001a; Katanaev, 2001; Parent und Devreotes, 1999; Sanchez-Madrid und del Pozo,
1999). Dieser Polarisierungsprozef3 beruht auf einem Gradienten der Phosphoinositide. PI3
Kinase wird an der Leading Edge aktiviert und PIP-3 angereichert. Dies fuhrt zur
Aktivierung von Akt/PKB, welches Dictyostelium PAKa (p21-activated kinase) aktiviert, das
fur die Bildung von Myosin II benotigt wird (Chung et al., 2001b; Firtel und Chung, 2000;
Haugh et al., 2000; Parent und Devreotes, 1999; Rickert et al., 2000). PTEN wird von der
Leading Edge ausgeschlossen und lokalisiert an der lateralen und posterioren Seite der Zelle.
Dort dephosphoryliert PTEN das schnell entlang der Membran diffundierende PIP-3. Auf
diese Art und Weise wird erreicht, daf ein starker Gradient der Phosphoinositide gebildet
wird und die Zelle zielgerichtet wandert (Funamoto et al., 2002; lijima und Devreotes, 2002).
Auch bei der Wanderung von Leukozyten wird uiber das Zusammenspiel von PI3 Kinase und
PTEN ein solcher Gradient erzeugt (Servant et al., 2000; Wang et al., 2002). Ein erster
Hinweis auf einen Zusammenhang des PI3 Kinase Signalweges und der Lokalisation des

PAR/aPKC Komplexes konnte in Neuronen des Hippocampus in Zellkultur gezeigt werden.
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Hier hangt die Lokalisierung von PAR-3 und PAR-6 in der Spitze des Neuriten von der
aPKC und der PI3 Kinaseaktivitat ab (Baker et al., 1993; Shi et al., 2003).

In Drosophila wurde der EinfluB von PTEN in larvalen und adulten Geweben in
Bezug auf die Regulation von Wachstum und der Proliferation in Zusammenhang mit dem
Insulinsignalweg untersucht. Eine Uberexpression von Dpl10, dem fur die PI3 Kinase
kodierenden Gen, in den Ommatidien der Fliege resultiert in vergroBerten Zellen und
verstarkter Proliferation, wéhrend eine Uberexpression einer dominant negativen Form das
Gegenteil bewirkt (Leevers et al., 1996). Auch Mutationen im Insulinrezeptor (Inr) (Chen et
al., 1996) oder in chico, dem ISR (Insulin Substrate Receptor) Homolog, resultieren in
kleineren Zellen mit geringerer Proliferation (Bohni et al., 1999). Zellklone in Ommatidien,
die fur Pten mutant sind, weisen den gleichen Phénotyp auf, der zu erkennen ist, wenn die
dominant negative Form von Dp110 uberexprimiert wird. Eine Uberexpression von PTEN
reduziert die ZellgroBe und Zellanzahl. Dieser Phénotyp wird durch eine gleichzeitige
Uberexpression von Dpl10 unterdruckt (Huang et al., 1999). Der Phéanotyp, der durch den
Verlust von PTEN entsteht, wird durch eine Mutation in Inr, chico oder Akt/PKB unterdriickt.
Eine Blockierung von PTEN resultiert in der Aktivierung von Akt/PKB (Clemens et al.,
2000). PTEN kontrolliert Zellwachstum und Proliferation, indem es antagonistisch zur PI3
Kinase wirkt (Cantley und Neel, 1999). Die Steuerung des Wachstums von Zellen in
Drosophila wird uber Phosphoinositide reguliert, deren Konzentrationen von der Balance
zwischen PTEN und PI3 Kinase abhangen (Gao et al., 2000; Goberdhan et al., 1999;
Goberdhan und Wilson, 2002; Huang et al., 1999; Stocker und Hafen, 2000).

PTEN mutante Zellen weisen Defekte im Aktinzytoskelett auf. Die Zellen sind zwar
noch in der Lage Aktinmikrofilamente zu bilden, die subzellulare Regulation scheint jedoch
abnormal zu sein (Goberdhan et al., 1999). Wie diese Defekte zustande kommen ist noch
nicht geklart. Eine erste Verbindung von PTEN zum Zytoskelett konnte in Saugerzellen
nachgewiesen werden. PTEN interagiert mit den Proteinen MAGI-1b, MAGI2 und MAGI3
(Membrane-associated guanylate-kinase inverted)(Kotelevets et al., 2005; Wu et al., 2000a;
Wu et al., 2000b). Dies sind Proteine der MAGUK Familie (Membrane-associated guanylate
kinase homologs). Proteine der MAGUK Familie finden sich an den Adherens Junctions und
dienen dort als Gerustproteine, die eine wichtige Funktion in der Signaltransduktion
innehaben, indem sie die Aktivitat ihrer Liganden optimieren und sie stabilisieren

(Dobrosotskaya und James, 2000; Firestein und Rongo, 2001; Tsunoda et al., 1997; Wu et al.,
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2000a). Die Interaktion von PTEN mit MAGI 2 verhindert den Abbau von PTEN und
stabilisiert es (Georgescu et al., 1999; Torres und Pulido, 2001). MAGI 2 interagiert mit B3-
Catenin (Kawajiri et al., 2000). B-Catenin ist Uber eine Interaktion mit o-Catenin und
Cadherin an der Bildung der Adherens Junctions beteiligt. o-Catenin verbindet den B-
Catenin/Cadherin Komplex mit dem Zytoskelett. Diese Interaktion ist fur die Ausbildung und
Funktion der Adherens Junction essentiell. Dies ist ein erster Hinweis auf eine direkte

Verbindung von PTEN zum Zytoskelett.

4.1.1 PTEN Aktivitat wird in Aktin-abhangigen Prozessen in Drosophila benotigt

Um zu uberprifen, ob PTEN bei der Ausbildung oder Aufrechterhaltung der
Zellpolaritat in Drosophila eine Rolle spielt, wurden Ovarien und Embryonen untersucht,
denen zygotische oder maternale Pren Aktivitat fehlt. Die Organisation des Aktinzytoskeletts
in den Néhrzellen und der Oozyte in Pten Keimbahnklonen ab Stadium 9 weist starke Defekte
auf. Dies resultiert in kleineren, rundlicheren Eiern. Die Embryonen weisen Defekte in der
axialen Expansion auf, verlieren ihre Synchronitit der Kernteilungen spatestens ab Stadium
11 und bilden keine oder nur sehr wenige Polzellen. Das Fehlen der Polzellen geht einher mit
stark reduzierter oskar mRNA und Vasa Proteinanlagerung am posterioren Pol des Embryos.
Sehr ahnliche Defekte kennt man von Embryonen, welche mit Cytochalasin D, einem
Wirkstoff der Aktin depolymerisiert, behandelt werden. Auch in Mutanten von Genen, die
fur die Organisation des Aktinzytoskeletts benotigt werden, findet man solche Phénotypen.
Zytoplasmatisches Tropomyosin, ein Protein, welches mit Aktin assoziiert, es stabilisiert und
fur die Bindung anderer Aktin-bindenden Proteine modifiziert (Bray et al., 1992; Pittenger et
al., 1994), ist fur die oskar mRNA Lokalisation essentiell. Die axiale Expansion und die
Kontraktion des Embryos héangen von einer intakten Ausbildung des kortikalen F-Aktins und
von Myosin II ab (Erdelyi et al., 1995; Hatanaka und Okada, 1991; Lantz et al., 1999; Tetzlaff
et al., 1996; Wheatley et al., 1995). Da die Keimplasmadeterminanten in der Oozyte noch
normal verteilt und erst im Embryo kaum oder gar nicht nachweisbar waren, liegt die
Funktion von PTEN weniger in der Etablierung oder Positionierung dieser Determinanten,
sondern eher in deren Aufrechterhaltung. Genau dieses Phanomen wurde auch in Mutanten
fur das Aktin-bindende Protein Tropomyosin II gezeigt (Erdelyi et al., 1995; Tetzlaff et al.,
1996). Aus diesen Daten geht hervor, daB PTEN an Prozessen der Aktinorganisation

wihrend der Oogenese und der frihen Embryogenese beteiligt ist.
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Der EinfluB3 von PTEN auf das Aktinzytoskelett liegt in seiner Phosphataseaktivitat.
PTEN reguliert, zusammen mit der PI3 Kinase, die Balance von PIP-2 und PIP-3. Von
beiden Lipiden ist bekannt, daB3 sie an der Organisation des Aktinzytoskeletts beteiligt sind.
Von PIP-2 weill man, daf} es entweder direkt an Proteine bindet, die mit Aktin assoziieren und
das Aktinzytoskelett mit der Plasmamembran verbinden, oder daf es an Proteine bindet, die
an der Aktinpolymerisierung beteiligt sind, wie zum Beispiel Profilin und WASP (Yin und
Janmey, 2003). Die Effekte von PIP-3 auf das Zytoskelett verlaufen uiber die Rekrutierung
von GEFs (Guanine-nucleotide-exchange factors) fur die GTPasen Racl, Rho and Cdc42
(Zheng, 2001), welche dann WASP Proteine und Proteine des Arp2/3 Komplexes aktivieren

(Abb. 4-2).
@
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Abbildung 4-2: Die Effekte von PIP-2 und PIP-3 auf das Aktinzytoskelett. PTEN
dephosphoryliert PIP-3 und PIP-2 wird gebildet. PIP-2 kann die Organisation des Zytoskeletts
zum Einen uiber die Regulation von ERM-Proteinen, Profilin und anderen regulieren, oder tiber
die WASP-Proteine und den Arp2/3 Komplex beeinflussen. Die WASP Proteine konnen auch
durch die PIP-3 vermittelte Aktivierung von Cdc4?2 aktiviert werden.

Da die genaue subzellulare Verteilung endogenen PTENs nicht analysiert werden konnte,
kann keine genaue Aussage getroffen werden, wie PTEN die Aktinorganisation beeinfluf3t.
Wir konnten jedoch zeigen, daB in Fliegen, in denen Pten2 uberexprimiert wurde, eine

Kolokalisation von PTEN2 und PIP-2 an der Plasmamembran zu beobachten war (von Stein
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et al., 2005). Auch in Drosophila Pten mutanten Zellklonen konnte eine erhohte PIP-3
Konzentration an der Plasmamembran nachgewiesen werden (Oldham et al., 2002; Stambolic
et al., 1998). All dies weist darauf hin, dal PTEN uber die Regulation der Konzentration von

PIP-2 und PIP-3 einen Einfluf} auf die Organisation des Aktinzytoskeletts ausubt.

Welche Rolle spielt PTEN bei der Ausbildung oder Aufrechterhaltung von Polaritét in
Neuroblasten oder den Epithelzellen nach der Zellularisierung? Es scheint, als werde PTEN
in diesen Prozessen nicht benotigt, auch wenn wir dort eine Kolokalisation mit Bazooka

beobachten konnten. Dies beruht wahrscheinlich auf redundanten Mechanismen.

Die asymmetrische Verteilung der Zellschicksalsdeterminanten in den Neuroblasten
ist von einem intakten Zytoskelett und einem funktionellen PAR/aPKC Komplex abhingig
(Broadus und Doe, 1997; Knoblich et al., 1997). Der PAR/aPKC Komplex muf} also
irgendwie mit dem Aktinzytoskelett kommunizieren. Dies konnte uber PTEN geschehen.
Die Tatsache, da3 wir keine Defekte in Neuroblasten oder Epithelzellen beobachten, konnte
daran liegen, daf} eine Redundanz mit anderen Proteinen besteht. Eine solche Redundanz
findet sich auch bei der asymmetrischen Teilung von Neuroblasten. Hier reicht entweder ein
funktionell aktiver PAR/aPKC Komplex oder ein funktionell aktiver Pins/Goai Komplex aus,
um unterschiedlich groBe Tochterzellen zu generieren. Nur eine gleichzeitige Storung in
beiden Komplexen hat einen Verlust der asymmetrischen Zellteilung zur Folge (Cai et al.,
2003). Betrachtet man die Ergebnisse in dieser Arbeit, kommt man zu dem Schluf}, daf3
PTEN eine Rolle in der Organisation des Aktinzytoskeletts in der spaten Oogenese und der
fruhen Embryogenese spielt. In spateren Stadien konnten redundante Mechanismen das
Fehlen von PTEN kompensieren, was das Fehlen von Defekten in Epithelien oder

Neuroblasten von Pten mutanten Fliegen erklaren wirde.

4.1.2 PTEN Aktivitat konnte durch seine subzellulire Verteilung reguliert werden

Ich konnten in dieser Arbeit zeigen, da} iberexprimiertes PTEN und Bazooka am
apikalen Kortex in Epithelzellen und in Neuroblasten kolokalisieren. Eine funktionelle
Verbindung zwischen dem PAR/aPKC Komplex findet sich auch in Neuronen des
Hippocampus. In diesen Zellen lokalisiert der PAR/aPKC Komplex an der Spitze der sich
streckenden Axone. Wird PTEN in diesen Zellen uiberexprimiert, so verschwindet diese
Lokalisation des PAR/aPKC Komplexes. Der PAR/aPKC Komplex, zusammen mit der PI3

Kinase, wird also fur die Polarisierung der Neuronen benotigt (Shi et al., 2003). Eine direkte
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Interaktion zwischen PTEN und dem PAR/aPKC Komplex konnte jedoch nicht gezeigt

werden.

Auch in Dictyosteliumzellen besteht ein Zusammenhang zwischen der Lokalisation
von PTEN und Zellpolaritat. Dictyosteliumzellen, die auf ein Signal zuwandern, reichern
PTEN am posterioren Teil der Zelle an. Diese Anreicherung von PTEN geht einher mit einer
erhohten Konzentration von PIP-3 im anterioren Teil der wandernden Zelle.
Dictyosteliumzellen, die fur Pfren mutant sind oder die Pten uiberexprimieren, verlieren ihre
Zellpolaritiat und ihre Féhigkeit auf ein Signal zuzuwandern, da der zuvor erwahnte PIP-3
Gradient nicht gebildet werden kann (Funamoto et al., 2002; Iijima und Devreotes, 2002).
Wie PTEN lokalisiert wird oder warum PTEN von der Leading Edge ausgeschlossen wird, ist

bis jetzt nicht bekannt.

4.1.3 PTEN reguliert eventuell aPKC und Cdc42

PTEN konnte uber seine Phosphataseaktivitit den PAR/aPKC Komplex negativ
regulieren. Es existieren zwei Saugerhomologe der aPKC, die von PDK1 phosphoryliert
werden miissen, um aktiviert zu werden (Chou et al., 1998; Le Good et al., 1998; Standaert et
al., 2001). PDKI1 wird uber seine Pleckstrin Homogie (PH) Domiane von PIP-3 zur
Plasmamembran rekrutiert. Es konnten starke genetische Interaktionen zwischen PDKI1,
PTEN und anderen Effektoren des PI3 Kinase Signalweges gezeigt werden, die alle fur die
Kontrolle von Wachstum und Proliferation benotigt werden (siehe Abschnitt 4.1). Es ist sehr
wahrscheinlich, dal die Drosophila aPKC mit PDKI1 interagiert und von dieser, aufgrund

erhohter PIP-3 Konzentrationen, phosphoryliert wird.

PIP-3 kann auch GEFs rekrutieren, die dann die GTPasen Cdc42 und Rac1 aktivieren
(Zheng, 2001). Cdc 42 ist auch ein Teil des PAR/aPKC Komplexes (Hutterer et al., 2004;
Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000). Aktiviertes Cdc42 bindet direkt an PAR-6, und diese
Interaktion konnte die Kinaseaktivitit der aPKC erhohen, was in Saugerzellen der Fall ist

(Yamanaka et al., 2001).
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Abbildung 4-3: PTEN konnte den PAR/aPKC Komplex uiber PDK-1 und Cdc42 negativ
regulieren, indem es PIP-3 dephosphoryliert und somit die Aktivierung der aPKC verhindert.

Hier sind zwei Moglichkeiten dargestellt, wie PTEN die Aktivitit des PAR/aPKC
Komplexes negativ reguliert, indem es PIP-3 Konzentrationen mindert und dadurch die aPKC

Aktivitat reduziert (Abb. 4-3).

4.2 Die mogliche Bedeutung eines Komplexes zwischen Bazooka und

FKBP59

Bei der Gruppe der FKBPs (FK506-binding proteins) handelt es sich um weit
verbreitete Proteine, die an FK506 binden, in fast allen Geweben zu finden sind und
Homologe in Pro- und Eukaryonten haben (Sigal und Dumont, 1992). FKS506 ist eine
Substanz die ihre Anwendung hauptséachlich in der Organtransplantation findet, wo sie die
AbstoBBungsreaktion verhindern soll. Eine weitere Substanz, die an diese Proteine bindet, ist
Rapamycin, eine naturlich vorkommende Substanz, die dem FK506 sehr @hnlich ist. Beide
Substanzen sind Immunosuppressiva, die an intrazellulare Rezeptoren binden, den FKBPs,
eine Unterklasse der Immunophiline (Galat, 1993; Schreiber, 1991). Der FK506-FKBP
Komplex blockiert eine wichtige Signalkaskade in T-Lymphozyten (Schreiber, 1991). Diese
Blockade beruht auf der Inaktivierung von Calcineurin, einer Ca*- und Calmodulin
abhangigen Serin/Threonin Phosphatase (Liu et al., 1991). Calcineurin spielt eine Rolle in
der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wahrend Immunreaktionen (O'Keefe et al., 1992).
In Drosophila konnten zwei Untereinheiten von Calcineurin identifiziert werden (Guerini et

al., 1992), die die Endozytose synaptischer Vesikel inhibieren (Kuromi et al., 1997). Alle
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FKBPs besitzen eine Ppiase (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase) Domine, deren
Aktivitat bei der Faltung von Proteinen eine Rolle spielt (Hur und Bruice, 2002; Kay, 1996;
Schiene-Fischer und Yu, 2001; Shaw, 2002). Der immunosuppressive Effekt von FK506
und Rapamycin wird uiber eine Bindung von FK506 oder Rapamycin an die Ppiase Doméne
erreicht (Rosen et al., 1990; Standaert et al., 1990). Zusitzlich zur Ppiase Domine besitzt

FKBP59 3 TPR (tetratricopeptide) Doménen, die Protein-Protein Interaktionen vermitteln.

In Drosophila wird FKBP59 maternal und zygotisch transkribiert. In 0-2 Stunden
alten Embryonen findet sich viel mRNA, die dann in 2-4 Stunden alten Embryonen
verschwindet. Die Transkription setzt dann wieder ein und die mRNA Konzentrationen
steigen kontinuierlich wahrend der Embryogenese und der larvalen Entwicklung an. In
alteren Embryonen wird FKBP59 in spezifischen Geweben exprimiert: den Garlandzellen,
den Oenozyten, den Nephrozyten, und den Lymphdriisen. All dies sind Gewebe, in denen
verstarkt Vesikeltransport stattfindet. Die subzellulare Verteilung von FKBPS59 in
Fibroblasten und Neuronen der Maus, sowie in Nierenzellen von Affen und Hunden (Madin-
Darby Canine Kidney — MDCK cells) zeigen eine zytoplasmatische Lokalisation von
FKBP59 wihrend der Interphase. Hier kolokalisiert FKBP59 mit Komponenten des
Zytoskeletts und besonders mit den Mikrotubuli. Wahrend der Mitose lokalisiert FKBP59
hauptsdchlich mit dem mitotischen Apparat (Spindel und Zentrosomen) und der
Teilungsfurche in der Zytokinese (Perrot-Applanat et al., 1995). In menschlichen Zellen
bindet FKBP59 uber seine Ppiase Doméne an Dynamitin, welches ein Teil des Dynactin
Komplexes ist, der iiber Dynein an Mikrotubuli bindet (Galigniana et al., 2002; Galigniana et
al., 2004; Galigniana et al., 2001). Diese Interaktion konnte einen Transport von Molekiilen
entlang der Mikrotubuli iber FKBP59 ermoglichen. DaB dies in der Tat der Fall ist, konnte
fur den Tumor-suppressor pS3 gezeigt werden. p53 bildet einen Komplex mit Hsp90 (Heat-
shock-protein 90) (Blagosklonny et al., 1996; King et al., 2001; Pratt et al., 1999; Sepehrnia et
al., 1996). Hsp90 bindet an die TPR Domiane von FKBP59 (Radanyi et al., 1994). Uber
diese Interaktion wird erreicht, da3 p53 uber Mikrotubuli in den Nukleus transportiert wird
(Galigniana et al., 2004). Da FKBP59 in Drosophila in Geweben mit verstarktem
Vesikeltransport exprimiert wird, konnte es durchaus sein, dal FKBP59 auch hier an dem

Transport entlang der Mikrotubuli beteiligt ist.

In Mauslymphozyten und Hefezellen konnte nachgewiesen werden, dafl der Komplex

aus Rapamycin (oder FK506) und FKBP12 Signale blockiert, die fur den Ubergang von der
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G1 in die S-Phase des Zellzyklus notwendig sind und die Zellen so im G1 Zyklus verbleiben
(Albers et al., 1993; Bierer et al., 1990; Heitman et al., 1991; Koltin et al., 1991). Dies wird
uber die Blockierung der TOR Kinase (Target of Rapamycin) erreicht. Die TOR Kinase zéhlt
zu den Phosphatidylkinase-verwandten Kinasen (PIKK). Wie auch der PI3 Kinase
Signalweg, reguliert der TOR Signalweg Zellwachstum und Differenzierung. Wiahrend der
PI3 Kinase Signalweg auf Wachstumsfaktoren reagiert, ist der TOR Signalweg auf Néhrstoffe
und Energievorkommen sensibilisiert. Beide Signalwege werden bendtigt um die S6 Kinase
zu aktivieren. Auf diese Weise kann Proteinsynthese auf einem dem Nahrstoff- und
Wachstumsfaktorenniveau angepal3tem Level initiiert werden (Gingras et al., 2001; Martin
und Blenis, 2002). Diese beiden Signalwege sind uber den TSC Komplex (Tuberous
Sclerosis Complex) miteinander verbunden. TSC1 und TSC2 bilden einen Tumor-suppressor
Komplex (van Slegtenhorst et al., 1998) und Mutationen in einem der beiden Gene weisen
erhohte S6K Phosphorylierung auf, wéhrend die Uberexpression von TSC1/2 die
Phosphorylierung inhibiert (Gao et al., 2002; Goncharova et al., 2002; Inoki et al., 2002;
Onda et al., 2002; Radimerski et al., 2002; Tee et al., 2002). TSC2 wird von Akt/PKB
phosphoryliert (Potter et al., 2002), was die Tumor-suppressive Funktion des Komplexes
inhibiert und den TOR Signalweg potentiert. Ein kritischer Schritt in der Phosphorylierung
von S6K ist also die Inaktivierung des TSC1/2 Komplexes. Bis jetzt konnte von zwei FKBPs
gezeigt werden, dal} sie an diesen Prozessen beteiligt sind. FKBP12 ist ein mit TOR
assoziiertes Protein, und FKBP38 steht im Zusammenhang mit TSC1 und es konnte gezeigt
werden, dall die Regulation der Zellgroe durch den TSC von der PI3 Kinase und FKBP38
abhéngt (Rosner et al., 2003).

In Drosophila konnten andere FKBPs identifiziert werden, deren Funktion vor Allem
in der Oogenese untersucht wurde. Egghead wird wiahrend der Oogenese exprimiert und
spielt eine Rolle in der Entwicklung des Epithels (Goode et al., 1996). Das shut-down (shu)
Gen kodiert fur ein weiteres FKBP, welches eine zentrale Rolle bei der Bildung von
Keimbahnzysten wdhrend der Oogenese spielt. Besonders wdhrend der ersten
asymmetrischen Zellteilung der Keimbahnstammzellen scheint Shu von Bedeutung zu sein,
da bei einer fehlerhaften ersten Teilung abnormale Zystoblasten gebildet werden, die die 4
folgenden mitotischen Zellteilungen nur beschrankt durchlaufen und keine wildtypische 16-
Zell-Zyste gebildet wird. Shu besitzt wie FKBP59 eine FK506 Bindedoméne und einen TPR
Repeat (Munn und Steward, 2000).
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In dieser Arbeit konnten nur frithe Phanotypen in der Embryogenese erkannt werden,
die sich durch einen Zellzyklusdefekt und eine defekte Epithelstruktur des Embryos duferten.
Spatere Defekte konnten nicht nachgewiesen werden, was wie schon bei PTEN auf
redundanten Mechanismen beruhen konnte, die mit dem komplexen PI3 Kinase/TOR
Signalwegen in Verbindung stehen. Eine griindlichere Analyse der frihen Defekte und die
Analyse von Doppelmutanten mit anderen Proteinen des PI3 Kinase/TOR Signalwegs konnte
uber eine Rolle FKBP59 wihrend der Oogenese und Embryogenese Aufschlufl geben und die
Relation zum PAR/aPKC Komplex beleuchten. Weiterhin zeigt die Verbindung von FKBPs
zum PI3-Kinase/TOR Signalweg eine weitere interessante Moglichkeit, wie der PAR/aPKC

Komplex dieses System reguliert oder von diesem System reguliert wird.

4.3 Die Interaktion zwischen CG4420 und Bazooka

CG4420 besitzt ein Homolog in der Hefe. Es wird in der Hefe entweder als vsm1 (v-
SNARE Master 1) oder als DDI1 (DNA Damage Inducible 1) bezeichnet. (Gerst, 2003;
Lustgarten und Gerst, 1999; Marash und Gerst, 2003). Diese Arbeitsgruppen fanden, daf3
vsml eine Rolle im Vesikeltransport spielt. SNARE Proteine (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein [SNAP] receptor) sind membranassoziierte Rezeptoren,
die bei dem Mechanismus des Andockens und der Fusionierung von Vesikeln eine Rolle
spielen (Sollner et al., 1993). Die Rolle der SNAREs im Proteintransport ist hochkonserviert.
SNARESs vermitteln den Transport von Transportvesikeln und konnten auch eine Rolle in der
Organisation der Kompartimente spielen. SNAREs auf den Vesikeln (v-SNARESs)
interagieren mit SNAREs auf den Zielkompartimenten (t-SNAREs) und bilden einen
Fusionskomplex bevor es zur Verschmelzung der Vesikel mit der Membran kommt (Bennett
und Scheller, 1993; Ferro-Novick und Jahn, 1994). Dieser ProzeB3 muf} jedoch reguliert
werden, um eine Spezifitat fur Vesikel und deren Zielort zu gewahrleisten. Dies konnte uber
negative Regulatoren erreicht werden, die mit den SNAREs oder der Membran verbunden
sind und erst dissoziieren oder inaktiviert werden miissen, bevor die Fusion stattfinden kann.
Solche Regulatoren werden SNARE-master genannt (Gerst, 2003; Lustgarten und Gerst,
1999). vsml wurde in einem Hefe-Zwei-Hybrid Screen mit den Sncl und Snc2 v-SNAREs
identifiziert (Lustgarten und Gerst, 1999). Snc Proteine lokalisieren an sekretorischen
Vesikeln und interagieren mit t-SNAREs der Plasmamembran wie zum Beispiel Sec9, um
einen SNARE Komplex zu bilden (Brennwald et al., 1994; Gerst et al., 1992; Protopopov et
al., 1993; Rossi et al., 1997). Eine Deletion von vsm! in der Hefe resultiert in einer erhohten

Sekretion von Proteinen in das Medium. Eine Uberexpression von vsm/ inhibiert die
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Sekretion und fuhrt zu einer Anreicherung von Vesikeln in der Zelle. Die Uberexpression
von vsm/ inhibiert auch die erhohte Sekretion und das erhohte Wachstum einer Zelle, die fur
Sec9 t-SNAREs mutiert ist. Dies sind Zeichen, dall vsm1 die Exozytose in der Hefe negativ
reguliert. Die Snc Proteine interagieren mit t-SNAREs der Plasmamembran und es konnte
gezeigt werden, dall vsm1 mit der Plasmamembran assoziiert (Lustgarten und Gerst, 1999).
Da die Kontrolle des polaren Transports von Vesikeln zur Plasmamembran eine fundamentale
Voraussetzung fur die Etablierung der Zellpolaritat ist, konnte eine Interaktion von Bazooka
mit einem solchen SNARE-master Aufschluf} dariitber geben, wie die polare Verteilung von

Bazooka reguliert wird.

Eine zweite Rolle, die dem CG4420 Homolog zugeschrieben wird, ist die Kontrolle
des Zellzyklus als Antwort auf Schiaden in der DNA. In diesem Zusammenhang wird das Gen
auch als DDI1 (DNA Damage Inducible 1) bezeichnet (Clarke et al., 2001). Eukaryotische
Zellen reagieren auf Schéden in der DNA, indem sie die Zellzyklusprogression aussetzten und
Gene verstarkt exprimieren, die fur DNA Reparatur zustindig sind (Friedberg et al., 1995;
Friedberg, 1995; Hartwell und Weinert, 1989; Weinert und Hartwell, 1988). In der Hefe wird
der Ubergang von der Metaphase zur Anaphase uber Pds/ reguliert. Pdsl kodiert fur den
Anaphase Inhibitor Sekurin, der erst synthetisiert und dann wieder abgebaut wird. Vor der
Anaphase bindet Sekurin an Espl und inhibiert dessen Anaphase fordernde Aktivitat (Ciosk
et al., 1998; Cohen-Fix und Koshland, 1997; Cohen-Fix et al., 1996; Yamamoto et al., 1996a;
Yamamoto et al., 1996b). Sekurin wird dann in der spiten Metaphase polyubiquitiniert, uber
das Ubiquitin/Proteasom System degradiert und die Zelle kann ihren Zellzyklus mit der
Metaphase fortsetzten (Cohen-Fix et al., 1996). Die Lebensspanne vieler Proteine wird uiber
das Ubiquitin/Proteasom System reguliert und die Proteindegradation uber dieses System
steht in engem Zusammenhang mit der Zellzyklusprogression (Ciechanover, 1998; Hershko
und Ciechanover, 1998; Pickart, 2000; Pickart und VanDemark, 2000). Um vom
Ubiquitin/Proteasom System abgebaut zu werden, muf} ein Protein polyubiquitiniert werden.
Es mussen mindestens 4 Ubiquitinmolekille vorhanden sein, bevor der Abbau uiber das
Proteasom eingeleitet wird (Beal et al., 1996; Thrower et al., 2000; van Nocker et al., 1996).
Proteine mit einem UBA Motiv konnen an Ubiquitin binden, die Polyubiquitinierung
blockieren und so den Abbau des Proteins verhindern (Bertolaet et al., 2001b; Chen et al.,
2001; Ortolan et al., 2000). DDI ist in der Lage, uiber seine UBA Domiéne Ubiquitin zu

binden, tut dies auch im Falle von pds1 und kann so die Polyubiquitinierung und Degradation



Diskussion 94

von pdsl verhindern (Bertolaet et al., 2001b; Clarke et al., 2001). So wird erreicht, dal der
Zellzyklus arretiert wird (Clarke et al., 2001).

InDrosophila Neuroblasten sinkt die apikale Konzentration von Bazooka nach der
Metaphase rapide ab und Bazooka kann im gesamten Kortex nachgewiesen werden. Diese
Reduktion konnte mit einer Polyubiquitinierung und dem Proteasom System
zusammenhangen. Diese Arbeit zeigt einen ersten Hinweis darauf, da sowohl CG4420 als
auch Bazooka mit Ubiquitin interagieren. So ware es moglich ist, da das
Ubiquitin/Proteasom System bei der Regulation der Bazookakonzentrationen in

verschiedenen Zellzyklusstadien involviert ist.
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S Zusammenfassung

Die Ausbildung einer Zellpolaritat spielt bei vielen entwicklungsbiologischen
Prozessen eine zentrale Rolle. H#ufig bildet die Polaritit einer Zelle die Grundlage fur
gerichtete Sekretion, Signalubertragung oder lokales Zellwachstum. Oft ist Zellpolaritat die
Voraussetzung fur asymmetrische Zellteilungen und damit verbunden fur das Festlegen
unterschiedlicher Zellschicksale. Drei evolutionar hoch konservierte Komplexe, die in dem
Aufbau und in der Aufrechterhaltung der Zellpolaritat eine zentrale Rolle spielen, sind der
PAR/aPKC, der Dlg/Lgl und der Pins/Gai Komplex. Viele Proteine, die am Aufbau und der
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat beteiligt sind, konnten bereits identifiziert werden. Jedoch
sind noch nicht alle Prozesse vollstandig aufgeklart und noch nicht alle Interaktionspartner
schon bekannter beteiligter Proteine gefunden. Zum Verstdndnis des gesamten Ablaufs sind
diese Informationen essentiell. Uber einen Hefe-Zwei-Hybrid Screen mit den 3 PDZ Protein-
Protein Interaktionsdomanen des PAR/aPKC Komplex Gens Bazooka (PAR-3) konnten neue
potentielle Interaktionspartner von Bazooka identifiziert werden: PTEN, FKBP59 und
CG4420. Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese Interaktionen in-vivo bestétigt.
AnschlieBend wurden die 3 Interaktionspartner ndher molekular und genetisch analysiert und
phéanotypisch durch immunohistochemischen Untersuchungen charakterisiert. PTEN ist eine
Phosphatase, die Phosphatidylinositol (3,4,5) Trisphosphat dephosphoryliert und
Phosphatidylinositol (4,5) Bisphosphat generiert und somit ein Antagonist zur PI3 Kinase ist.
Pten Keimbahnklone zeigten Defekte wahrend der Oogenese und der frithen Embryogenese,
die fur Defekte im Aufbau und der Organisation des Aktinzytoskeletts typisch sind. In
spateren Stadien konnten keine Anormalititen nachgewiesen werden. Uber CG4420 konnte
eine eventuelle Verbindung zum Vesikeltransport, zur Zellzykluskontrolle und zur
eventuellen Kontrolle des Abbaus von Bazooka uiber Ubiquitinierung dargelegt werden. Die
Interaktion von Baz und FKBP59 stellt eine weitere Verbindung zum PI3 Kinase Signalweg
uber mTOR dar. Auch ein gerichteter Transport entlang der Mikrotubuli, der die Lokalisation

der Polaritatsproteine steuert, konnte uber FKBP59 reguliert werden.

All die oben erwédhnten Prozesse spielen bei der Etablierung und Aufrechterhaltung
der Zellpolaritat eine zentrale Rolle und die genaue Analyse der gefundenen

Interaktionspartner konnte weiteren Aufschlufl iiber die Regulation der Zellpolaritat geben.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Abkiuirzungen

a-... anti-...

Abb. Abbildung

ahnl. Ahnlich

anschl. anschlieend

Anz. Anzahl

Bal. Balancer

bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumin
ca. circa

DAB Diaminobenzidin
DNA Desoxyribonucleinsaure
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

Evtl. eventuell

g Gramm

Genom. Genomisch

HRP Meerrettich Peroxidase
Lsg Losung

m... milli...(107)

M Molaritat (mol/1)

min Minuten

NHS Normal Horse Serum
Hm homozygot

H.. mikro...(10°)

°C Grad Celsius

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur

S. siehe

St.-Lsg Stamm-Losung

Tab. Tabelle

U Unit

u.a. unter anderem
UV-Licht ultraviolettes Licht
/N tiber Nacht

Verd. Verdunnung

vgl. vergleiche

Vol. Volumen

wt wild-typ

z. T. zum Teil

z. 7. zur Zeit
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