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Einleitung

1. Einleitung

Die klassische Genetik, begriindet von Gregor Mendel, befasst sich mit der Lehre von
Vererbung. Bestimmte Eigenschaften, sogenannte Phénotypen, konnten mit Genen in
Verbindung gebracht werden. Die Schlussfolgerung war, dass der Genotyp den
Phénotyp bestimmt. Die dadurch gewonnenen Erkenntnisse fiihrten bis zur modernen
molekularen Genetik. Durch die Forschung in diesem Bereich kam es auch zur
Etablierung verschiedener Modellorganismen, wie Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Danio rerio und mus musculus. Die in diesen Modellen gewonnenen

Erkenntnisse konnten teilweise auch auf den Menschen tibertragen werden.

1.1 Der Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Musterbildung im Fliigel zur
Etablierung der dorso-ventralen Grenze und regelt Prozesse wie Zellproliferation und
Differenzierung (Artavanis-Tsakonas et al. 1999; Kim et al. 1996). Er vermittelt die
Kommunikation zwischen zwei benachbarten Zellen, indem der Notch-Rezeptor in der
signal-empfangenden Zelle an die Liganden in der signal-sendenden Zelle bindet.

Fir die Aktivierung des Notch-Rezeptors sind drei proteolytische Spaltungen
notwendig. Nachdem der N-Rezeptor durch die O-Fucosyltransferase 1 (O-Futl)
glykolysiert wurde kommt es zum ersten Schnitt (S1). Dieser findet bereits im Golgi
Apparat statt. Dort schneidet die Konvertase Furin (Fur) den Vorldufer des N-Rezeptors
und initiiert dessen Heterodimerisierung (Blaumueller et al. 1997). AnschlieBend wird
dieser zur Plasmamembran transportiert und kann von dort aus die Liganden in der
benachbarten Zelle erkennen. Bei den Liganden handelt es sich um Delta (D) und
Serrate (Ser) aus der DSL(Delta/Serrate/Lag-2)-Protein-Familie. Binden Ligand und
Rezeptor mittels ihrer extrazelluliren Doménen aneinander fiithrt die Endozytose
selbiger in die signal-sendende Zelle zu einer Konformationsinderung in der
extrazelluliren Domine von Notch (Notch extracellular truncation = NEXT). Dadurch
wird eine Schnittstelle freigelegt an der die ADAM 10 Metalloprotease Kuzbanian
(Kuz) schneiden kann. Durch den y-Secretase-Komplex (bestehend aus Presenilin (Psn),
Nicastrin (Nic), Presenilin Enhancing Factor 2 (Pen2), Anterior pharynx defective 1
(Aph-1)) wird Notch weiter prozessiert (Strooper et al. 1999; Struhl und Greenwald
1999; Takasugi et al. 2003). Die freigewordene intrazellulire Domine des Notch-
Rezeptors (Notch intracellular domain = NICD) transloziert in den Zellkern. Dort

verdrangt NICD Co-Repressoren und bildet einen Komplex mit Proteinen der
1
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CSL(CBF-1/Su(H)/LAG-2)-Familie. Daraus folgend werden gewebespezifisch Zielgene
wie wingless (wg) an der dorso-ventralen Grenze (d/v-Grenze) oder hindsight (hnt) in
den sensory organ precursor cells (SOPs) und dem Follikelepithel abgelesen (Abb. 1.1;
Ubersicht in Hori et al. 2013; Yip et al. 1997; Sun und Deng 2007; Couso et al. 1995;
Kim et al. 1996; Rulifson und Blair 1995; Neumann und Cohen 1996).
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Abb. 1.1: Der Notch-Signalweg. Der Notch-Signalweg (N) ist ein proteolytischer Signalweg, der Signale zwischen
zwei benachbarten Zellen vermittelt. (1) Zunéchst reift der Notch-Rezeptor im Golgi Apparat und wird durch Furin
(Fur) geschnitten (S1) und anschlieBend neu verkniipft. (2) Durch die Glykosyltransferase Fringe kann der Rezeptor
glykolysiert werden und wird anschlieBend zur Plasmamembran transportiert. (3) Die signalsendende Zelle
exprimiert die Liganden Delta (DI) und Serrate (Ser). Diese Transmembranproteine miissen zunichst recycelt
werden. Dafiir sind die E3-Ubiquitin-Ligasen Mind bomb 1 (Mibl) und Neuralized (Neur) zustéindig, sowie das
Epsin Liquid facets (Lqf) und die GTPase der Dynamin-Familie Shibire (Shi). (4) Im Anschluss konnen die Liganden
den N-Rezeptor in der signalempfangenden Zelle aktivieren. Sie binden mit ihren extrazelluldren Dominen
aneinander. Durch Transendozytose der Liganden in die signalsendende Zelle kommt es zu einer
Konformationsdnderung in der extrazelluliren Domine des N-Rezeptors. (5) Die Schnittstelle fiir die ADAMI10
Metalloprotease Kuzbanian (Kuz) wird frei. Es kommt zum S2-Schnitt. Direkt danach schneidet der y-Secretase-
Komplex, sodass die intrazellulire Doméne des N-Rezeptors (NICD) frei wird. (6) Die NICD kann dann in den
Nukleus translozieren. (7) Dort bindet NICD an den Aktivatorkomplex der CSL-Familie. Co-Repressoren werden
dadurch verdringt und Zielgene wie wingless (wg) oder hindsight (hnf) konnen abgelesen werden. (8) Teilweise
werden die N-Rezeptoren auch von der Membran recycelt oder iiber den endosomalen Transportweg (Lgd, ESCRT,

Rab7), mit Beteiligung des HOPS- und AP3-Komplexes, abgebaut (modifiziert nach Hori et al. 2013).
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Der Notch-Signalweg kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden. So verdndert
nicht nur die Glykosylierung des Rezeptors dessen Aktivitit, sondern auch die
Ubiquitinierung von Rezeptor und Liganden ist an der Regulierung beteiligt. Die
Verkniipfung der Liganden mit Ubiquitin ist das Zeichen zur Endozytose und fiir den
Abbau im endosomalen Transportweg (Le Borgne et al. 2005a; Metzger et al. 2012).
Die Endozytose scheint essentiell zu sein, da bereits gezeigt werden konnte, dass ein
Funktionsverlust von shibire (shi), dem Dynamin Homolog, welches fiir die
Abschniirung von Clathrin-umhiillten endosomalen Vesikeln verantwortlich ist, die
Liganden-abhidngige Aktivierung des Notch-Signalwegs unterbindet (Poodry 1990;
Seugnet et al. 1997).

Die E3-Ubiquitin-Ligasen Mind bomb 1 (Mibl) und Neuralized (Neur) ubiquitinieren
die Liganden des Notch-Signalwegs (Lai et al. 2005; Lai et al. 2001; Le Borgne et al.
2005b; Itoh et al. 2003). Zusammen mit dem Epsin-Homolog Liquid facets (Lqf) dienen
sie der Internalisierung von DI und Ser und spielen so eine grofe Rolle bei der
Aktivierung des Signalwegs (Overstreet et al. 2004; Wang und Struhl 2004; Wang and
Struhl 2005). Der genaue Aktivierungsmechanismus ist allerdings unbekannt, sodass
zwei Theorien entwickelt wurden. Das Recycling-Modell besagt, dass die Liganden von
der Plasmamembran recycelt werden miissen, um aktivieren zu kénnen (Wang und
Struhl 2004; Wang und Struhl 2005). Das pulling-force-Modell hingegen legt nahe, dass
durch die Endozytose des Liganden die gebundene extrazellulire Doméne des Notch-
Rezeptors mechanisch angehoben wird. Dadurch wird die S2-Schnittstelle freigelegt
und es kommt im weiteren Verlauf zur Aktivierung des Signalwegs. Diese Theorie wird
durch die beobachtete Transendozytose von NEXT zusammen mit DI bestérkt (Parks et

al. 2000; Windler und Bilder 2010).

1.2 Ubiquitinierung und die E3-Ubiquitin-Ligase Mib1

Die Ubiquitinierung der Liganden DI und Ser vermittelt die Endozytose, die essentiell
fur die liganden-abhingige Aktivierung des Notch-Signalweges ist (Le Borgne et al.
2005a; Metzger et al. 2012). Die E3-Ubiquitin-Ligasen Mind bomb 1 (Mibl) und
Neuralized (Neur) binden dabei direkt an die Liganden und ubiquitinieren sie (Lai et al.
2001; Lai et al. 2005; Le Borgne et al. 2005b; Itoh et al. 2003). Dieser Prozess wird
kaskadenartig durch Ubiquitin-aktivierende Enzyme (E1), Ubiquitin-konjugierende
Enzyme (E2) und Ubiquitin-ligierende Enzyme (E3) vermittelt (Lai et al. 2005; Willis
et al. 2010; Metzger et al. 2012).
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Die Ubiquitinierungskaskade beginnt mit dem Ubiquitin-aktivierenden Enzym (E1). Es
bindet ein Ubiquitinmolekiil unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP). In
Drosophila ist bislang nur das Ubiquitin activating enzyme 1 (Ubal) bestitigt (Watts et
al. 2003). Es wird allerdings vermutet, dass es noch ein bis zwei weitere E1-Enzyme
gibt (Handley et al. 1991; McGrath et al. 1991).

Im Anschluss tibertrdgt dann ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2) das Ubiquitin
entweder auf eine E3-Ubiquitin-Ligase (E3; E3-Ub-Ligase) mit RING-Doméne, die das
Ubiquitinmolekiil anschlieBend auf das Substrat tibertrdgt, oder mithilfe einer E3-
Ubiquitin-Ligase mit HECT-Domaéne direkt auf das Substrat (Metzger et al. 2012). Die
Spezifitat wird durch die E3-Ub-Ligasen erreicht (Deshaies und Joazeiro 2009).

In Drosophila sind 29 E2-Ligasen bekannt (van Wijk, Sjoerd J L und Timmers 2010;
Bachelorarbeit Alpert 2012). Diese wurden bereits in einem RNAi-Screen in Bezug auf
thren Einfluss auf den Notch-Signalweg untersucht. Es sollte herausgefunden werden,
welche E2-Ligase den Notch-Signalweg positiv  oder negativ in der
Fliigelimaginalscheibe beziehungsweise dem adulten Fliigel regulieren (Bachelorarbeit
Alpert 2012). Dazu gehort unter anderem Effete (Eff). Es konnte gezeigt werden, dass
Effete eine Rolle bei der Funktion des Telomers sowie im Zellzyklus und zur
Aufrechterhaltung des Keimbahnstammzellschicksals spielt. Der Verlust von eff fiihrt
zur Bildung von Eikammern mit 32 Zellen (Chen et al. 2009; Lilly et al. 2000). Dartiber
hinaus fiihrt die Expression von eff-RNAi zu einer Unterbrechung von wg an der d/v-
Grenze (Bachelorarbeit Alpert 2012). Es wurde eine genetische Interaktion zwischen
neur und eff aufgedeckt (Lai et al. 2001) sowie zwischen mibl und eff ( Diplomarbeit
Boxhammer 2012; Masterarbeit Schnute 2013). eff konnte zudem in Zusammenhang
mit dem Notch-Signalweg gebracht werden, da es fiir die Regulation einer Notch-
abhéngigen Expressionsdoméne des sensitiven Reporters Gbe+Su(H)-lacZ im Notum
verantwortlich ist (Masterarbeit Schnute 2013).

Mibl gehort zu der Gruppe der E3-Ub-Ligasen mit RING-Doméne. Es befinden sich
drei RING-Dominen C-terminal, von denen allerdings nur die letzte im Stande ist
Ubiquitin zu iibertragen (Lai et al. 2005). Zudem liegen im mittleren Bereich des
Molekiils acht Ankyrin-Wiederholungen. N-terminal finden sich zwei Mib spezifische
Doménen. Kiirzlich ver6ffentlichte Daten belegen, dass sie fiir die spezifische Bindung
an den murinen Liganden Jagl (Homolog von Ser) notwendig sind (McMillan et al.
2015). Diese Dominen erkennen unabhédngig voneinander zwei verschiedene Epitope

im zytoplasmatischen Teil des Liganden (McMillan et al. 2015). Dariiber hinaus
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existiert dort ein zz Zinkfinger-Motiv flankiert von zwei Mib/Herc2-Doménen. Ersteres
dient vermutlich auch der Protein-Protein-Interaktion (Lai et al. 2005). Die Funktion
von Mibl ist hochkonserviert. Es existieren zwei humane Orthologe, MIND BOMB 1
und MIND BOMB 2. Mib2 wurde anhand von Sequenzdhnlichkeiten auch in
Drosophila gefunden (Itoh et al. 2003). Im Zebrafisch konnte gezeigt werden, dass
Mib2 ebenfalls an der Ubiquitinierung und Endozytose von DI beteiligt ist und so den
Notch-Signalweg reguliert (Koo et al. 2005). Der Funktionsverlust von Mibl fiihrt zu
pharate adults. Diese Tiere besitzen sehr stark verkleinerte Kopfe. Die
Fliigelimaginalscheiben dieser Tiere sind ebenfalls sehr viel kleiner als wildtypische
Scheiben und weisen keine wg-Expression an der dorso-ventralen-Grenze auf. Die
dufleren Ringe der wg-Expression sind Notch-unabhingig und entwickeln sich spéter
zur Gelenkregion des Fliigels (Lai et al. 2005). Dariiber hinaus spielt Mib2 eine Rolle in
der frithen Muskelentwicklung (Carrasco-Rando und Ruiz-Gémez 2008; Nguyen et al.
2007). Dariiber hinaus existiert noch eine weitere E3-Ub-Ligase, Neuralized, die
redundant zu Mibl wirkt. Im Wildtyp ist neur ausschlieBlich in den SOPs (Lai et al.
2001). Trotzdem konnte gezeigt werden, dass die ektopische Expression von neur in
mibl-mutanten Fliigelimaginalscheiben zu einer wg-Expression an der dorso-ventralen
Grenze fiihrt (Lai et al. 2005; Le Borgne et al. 2005b).

Es ist bekannt, dass die Ubiquitinierung an Lysin-Resten in der intrazelluldren Doméne
der Liganden stattfindet. Dabei wird das Ubiquitinmolekiil an Lysinreste gekoppelt
(Ubersicht in Pickart und Eddins 2004). Ein DI-Konstrukt, bei dem alle intrazelluliren
Lysine gegen Arginine ausgetauscht wurden, DI*®® zeigte eine Restaktivitit abhingig
von Mibl. Dies deutet auf die Féhigkeit von Mibl hin, den Notch-Signalweg
unabhingig von der Funktion der Ubiquitinierung zu aktivieren. Aufgrund dieser
Ergebnisse sollte ein Modifier-Screen durchgefiihrt werden um neue Interaktionspartner

von Mibl zu finden (personliche Kommunikation Kim, AG Klein).

1.3 Die Venenentwicklung im Fliigel von Drosophila melanogaster

Das Gewebe in dem der Modifier-Screen durchgefiihrt werden sollte ist der Fliigel von
Drosophila melanogaster. Der Fliigel ist sehr gut geeignet fiir Analysen, da es sich
hierbei um eine externe Struktur handelt, die ohne grolen Aufwand betrachtet werden
kann. Dariiber hinaus ist die Bildung des Fliigels sehr gut untersucht. Im Zuge des

Modifier Screens soll besonderes Augenmerk auf die Fliigelvenen gelegt werden.
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Abb. 1.2: Der Einfluss des Egfr- und N-Signalweges auf die Venenentwicklung im Fliigel von Drosophila
melanogaster. Im frithen dritten Larvenstadium kommt es zunéchst zu Bereichen mit verstirkter r4o-Expression. Rho
aktiviert darauthin den Egfr-Signalweg. Diese Bereiche sind relative breit und werden als Provenen bezeichnet. In der
Mitte des dritten Larvenstadiums fiihrt die Egfr-Aktivitit zur Expression des Liganden D/. DI wiederum kann in den
benachbarten Zellen den Notch-Signalweg anschalten. Notch sorgt dann iiber E(spl)-Proteine fiir eine Inhibierung der
rho-Expression. Dadurch konnen diese Zellen nicht das vendse Schicksal einschlagen, sondern differenzieren zu

intervendsem Gewebe. Dadurch werden die adulten Venen stereotyp angelegt (nach Blair 2007).

Das Venenmuster des Fliigels ist stereotyp. Das bedeutet, dass es im wildtypischen
Fliigel immer gleich ist. Es gibt finf Lingsvenen (L1-L5) und zwei Quervenen (aK =
anteriore Kreuzvene, pK = posteriore Kreuzvene). Die aK verbindet die L3 mit der L4
und die pK die L4 mit der L5. Die L1 ist kaum zu erkennen, da sie in direkter
Verbindung mit dem Fliigelrand steht (siche Ergebnisse Abb. 3.14A).

An der Bildung dieses stereotypen Musters sind viele verschiedene Signalwege
beteiligt: Der Dpp (Decapentaplegic) -, der Wnt/Wingless (Wg) -, der Hh (Hedgehog),
der Egfr (Epidermal growth factor receptor) - und der Notch-Signalweg (Bier 2000;
Garcia-Bellido und Celis 1992).

Der erste wichtige Schritt zur Etablierung der Venen ist die Anlage der
Kompartimentsgrenzen. Fiir die Etablierung der d/v-Grenze (dorso-ventralen Grenze)
ist der Notch-Signalweg verantwortlich und fiir die Bildung der a/p-Grenze (anterio-
posterioren Grenze) der Hh-Signalweg. Der Dpp-Signalweg ist zusitzlich fiir die grobe

Musterbildung des Fliigels weiter entfernt der a/p-Grenze zustindig (Nellen et al. 1994).
6
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Ist der Fliigel einmal als Fliigel determiniert miissen die einzelnen Zellen spezifiziert
werden. So sorgt der Hh-Signalweg fiir die Positionierung der L3 und L4 (Biehs et al.
1998; Mullor et al. 1997). Der Dpp-Signalweg sorgt dann fiir die richtigen Abstand
zwischen L2 und L5 (Spencer et al. 1982; Gelbart et al. 1985; Segal und Gelbart 1985).
Um nun die Venen zu verfeinern sorgen der Egfr- und der Notch-Signalweg fiir die
Unterscheidung zwischen Venen- und Zwischenvenengewebe. Zu Beginn des dritten
Larvenstadiums bilden sich relativ breite Bereiche mit verstirkter rhomboid (rho)-
Expression heraus, die sogenannten Provenen. Rho ist ein aktivierender Faktor des
EGFR-Signalweges, indem es die Vorldufer der EGFR-Liganden schneidet (Sturtevant
et al. 1993; Urban et al. 2002). Dementsprechend werden EGFR-Signale im Bereich der
Provenen vermittelt, die zur Expression von D/ fithren. DI kann dann wiederrum den
Notch-Signalweg in den benachbarten Zellen anschalten. Der Notch-Signalweg
wiederrum unterdriickt die rho-Expression in diesem Bereich. Dadurch werden diese
Bereiche mit Notch-Aktivitit zu intervendsem Gewebe und die DI/-exprimierenden
Zellen zu den finalen Fliigelvenen determiniert (Abb. 1.2; Celis et al. 1997; Celis 1997,
Ubersicht in Blair 2007; Huppert et al. 1997).

1.4 Endozytose und der endosomale Transportweg

Mit Hilfe des endosomalen Transportweges lassen sich Transmembranproteine
innerhalb der Zelle isoliert vom Zytoplasma bewegen. So ldsst sich unter anderem das
Gleichgewicht von Transmembranproteinen an der Plasmamembran mittels Recycling
oder Degradation aufrechterhalten. Dadurch konnen Signalwege negativ reguliert
werden (Ubersicht in Zastrow und Sorkin 2007).

Bei der Endozytose wird die Plasmamembran in das Zytoplasma als Vesikel
internalisiert werden. Dazu werden ubiquitinierte Transmembranproteine gesammelt
und es kommt zur Einstiilpung der Plasmamembran. An diesem Prozess sind diverse
Proteine des Zytoskeletts beteiligt, sowie Adaptorproteine (AP2-Komplex), die eine
Verbindung zur Plasmamembran herstellen (Doherty und McMahon 2009). Bei der
Clathrin-abhéngigen Endozytose wird das sich bildende Vesikel zur Stabilisierung von
Clathrinmolekiilen umhiillt (Le Roy und Wrana 2005). Die finale Abschniirung des
Vesikels von der Plasmamembran wird durch das Dynamin Shibire vollendet (Ubersicht
in Le Borgne et al. 2005b; Mousavi et al. 2004). Im Anschluss 16st sich Clathrin von
den Vesikeln, sodass diese zum frithen Endosom fusionieren konnen (Ubersicht in

Trowbridge 1993; Mellman 1996).
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Abb. 1.3: Der endosomale Transportweg. Ubiquitin ist fiir die Zelle das Zeichen fiir Endozytose. Zunéchst werden
ubiquitinierte Transmembranproteine gesammelt und es kommt durch diverse Zytoskelettproteine und andere
Adaptoren (AP2-Komplex) zur Einstiilpung der Plasmamembran. Bei der Clathrin-abhingigen Endozytose wird das
Vesikel von Clathrinmolekiilen umhiillt, die die Vesikelbildung unterstiitzen. Die finale Abschniirung wird durch das
Dynamin Shibire vollendet. Bei der Clathrin-unabhidngigen Endozytose werden die Vesikel mit Hilfe von
sogenannten /ipid rafts und Molekiilen des Myosin-Komplexes (MHC 1) gebildet. Durch die kleine GTPase Rab5
fusionieren die Vesikel zum frithen Endosom. Von dort aus koénnen Proteine zuriick zur Plasmamembran recycelt
werden oder sie werden durch Ubiquitin zum Abbau markiert. Der schnelle Recyclingpfad wird durch Rab4
vermittelt. Der langsame Recyclingpfad findet tiber Rab8 und Rab11 statt. Beim Abbau vermittelt die GTPase Rab7
die Reifung des Endosoms bis hin zur Fusion mit dem Lysosom. Zundchst werden intraluminale Vesikel (ILVs)
gebildet, um Transmembranproteine vollstindig vom Zytoplasma zu trennen. Dieser Vorgang wird von der ESCRT-
Maschinerie (endosomal sorting complex required for transport) reguliert. Dieses Kompartiment wird auch als
multivesicular body (MVB) bezeichnet. Das Lysosom beinhaltet diverse Proteasen und hat einen sehr niedrigen pH-
Wert von 2. Nach der Fusion von Lysosom und MVB wird der Inhalt vollstindig abgebaut. Die einzelnen

Komponenten stehen dann wieder dem Zellstoffwechsel zur Verfligung (aus Scita und Di Fiore 2010).

Die Reifung des Endosoms wird durch Ras-&hnliche GTPasen vermittelt, die mit der
Membran von Vesikeln assoziiert sind und deren Fusion kontrollieren (Zerial und
McBride 2001). Sie konnen auch als Marker fiir die Stadien der Endosomen dienen
(Ubersicht in Markgraf et al. 2007). So ist das frithe Endosom mit Rab5 assoziiert. Vom
frithen Endosom ausgehend besteht die Moglichkeit Proteine zuriick zur Membran zu
recyceln (Ubersicht in Huotari und Helenius 2011). Dies wird vermittelt durch Rab4,
Rab8 und Rabll. Kommt es nicht zum Recycling reift das Endosom weiter bis es
aufgrund seiner Morphologie auch als multivesicular body (MVB) bezeichnet wird.

Hier kommt es zu einer Konversion von Rab5 zu Rab7 (Rink et al. 2005; Yousefian et
8
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al. 2013). Von der Endosomenmembran schniiren sich intraluminale Vesikel (ILV) ab.
Dies ist zwingend notwendig um Transmembranproteine, beispielsweise aktive
Rezeptoren, vollstindig vom Zytoplasma zu trennen und somit ein weiteres
Signalisieren zu unterbinden. Schlussendlich fusioniert das MVB mit dem Lysosom.
Durch den niedrigen pH-Wert und bestimmte Enzyme im Inneren des Lysosoms kommt
es zum Abbau des MVB-Inhaltes (Abb. 1.3; Mayor et al. 1993; Ubersicht in Scita und
Di Fiore 2010). Der Abbau von aktivierten Rezeptormolekiilen ist {iberaus wichtig um
die Abschaltung von Signalwegen zu gewéhrleisten. Es kann sonst zur unkontrollierten
Aktivierung von Signalwegen kommen (Jékely und Rerth 2003; Vaccari und Bilder
2005)

Fiir die Bildung von intraluminalen Vesikeln ist der ESCRT-Komplex (endosomal
sorting complex required for transport) verantwortlich (Wollert und Hurley 2010).
Dabei handelt es sich um zytosolische Proteinkomplexe, die fiir die Einstiilpung und
Abschniirung von vesikuldren Membranen verantwortlich sind. Dieser konservierte
Mechanismus ist wichtig fiir den endosomalen Transport, die Regulierung von
Membranrezeptoren, Autophagie, Zellteilung und fiir die Freisetzung von Viren, wie
HIV (Ravikumar et al. 1989; Ubersicht in Saksena und Emr 2009).

Die ESCRT-Maschinerie ist in vier multimeren Komplexen organisiert: ESCRT-O0,
ESCRT-I, ESCRT-II und ESCRT-III. Diese Komplexe binden der Reihe nach an
ubiquitinierte Proteine und an die Membran von Vesikeln. ESCRT-0 sorgt fiir eine
Akkumulation dieser Proteine in einem Bereich der Vesikelmembran, indem sowohl
monoubiquitinierte Proteine und Clathrin als auch spezifische Phospholipide (PI(3)P)
der frithen Endosomenmembran gebunden werden (Raiborg et al. 2001; Burd und Emr
1998; Komada und Soriano 1999). Tsg101 des ESCRT-I-Komplexes wird dann durch
Hrs rekrutiert. ESCRT-I ist ebenfalls in der Lage ubiquitinierte Proteine zu binden (Gill
et al. 2007). Die ESCRT-II-Komponenten werden mittels Bindung von Vps28 und
Vps36 rekrutiert (Teo et al. 2004; Hierro et al. 2004). Es kommt immer mehr zu einer
Einstiilpung der endosomalen Membran. Im Anschluss wird ESCRT-III iiber die
Interaktion von Vps25 mit Vps20 an die endosomale Membran gebunden. Durch diese
Interaktion wird erst die Komplexbildung von ESCRT-III initiiert. Wahrend die
ESCRT-Komplexe 0-II als multimere Komplexe im Zytoplasma vorliegen polymerisiert
ESCRT-III erst an der Plasmamembran (Katzmann et al. 2001; Babst et al. 2002). Im
Zytoplasma liegen die einzelnen Komponenten monomer vor (Babst et al. 2002;

Saksena et al. 2009).
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Alle Komponenten des ESCRT-III-Komplexes haben einen dhnlichen Aufbau (Muziot
et al. 2006). Sie sind N-terminal aus einer basischen core-Region, die aus vier a-Helices
besteht, aufgebaut. C-terminal bestehen sie aus einer sauren autoinhibitorischen Region
mit einer o-Helix und einer MIR(MIT-interacting-region)-Doméne (Scott et al. 2005).
Im Zytoplasma liegen sie in einer geschlossenen Konformation vor, indem das
autoinhibitorische Ende an die core-Region bindet. Nachdem sie an die Membran
rekrutiert wurden kommt es zu einer Konformationsédnderung in die offene Form und
sie polymerisieren (Zamborlini et al. 2006). Die ESCRT-III-Untereinheit Shrub (Snf7,
CHMP4) bildet lange Filamente um den Hals des eingestiilpten Vesikels und es kommt
zur Abschniirung (Ubersicht in Wollert und Hurley 2010). Die ATPase Vps4 sorgt dann
unter Energieverbrauch fiir die Ablosung der ESCRT-Komponenten von der Membran
des Endosoms, wodurch sie wieder fiir die Bildung von weiteren ILVs zur Verfiigung

stehen (Babst et al. 1998).
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Abb. 1.4: Die ESCRT-Maschinerie. Die ESCRT-Maschinerie ist verantwortlich fiir die Bildung von intraluminalen
Vesikeln wihrend der Reifung von Endosomen im endosomalen Transportweg. Der ESCRT-0-Komplex besteht aus
den Komponenten Hrs (Hepatocyte growth factor regulated tyrosine kinase substrate; Vps27) und Stam (Signal
transducing adaptor molecule; Hsel). Diese binden an die Membran des Endosoms und erkennen ubiquitinierte
Proteine. Dadurch werden Proteine in einem Bereich der Membran gesammelt. ESCRT-I wird rekrutiert und die
Einwolbung der Membran beginnt. Die Proteine des ESCRT-II-Komplexes verstirken diesen Effekt weiter bis sich
die Membran zu einem groflen Teil eingestiilpt hat. Am Hals des Vesikels bildet der ESCRT-III-Komplex eine
filamentartige Struktur. Dafiir ist hauptsidchlich die Komponente Shrub (Snf7, CHMP4) verantwortlich. Dieses
Filament zieht sich zu und schniirt so das Vesikel von der Membran ab. Die Energie fiir diesen Prozess stellt die
ATPase Vps4 bereit. Zusammen mit Vtal und Chmp5 (Vps60) kommt es dann zur Ablosung der ESCRT-

Komponenten von der Membran, sodass diese wieder zur freien Verfligung stehen (nach Williams und Urbé 2007).

Der Verlust von shrub und einigen anderen ESCRT-Komponenten fiihrt zur
Akkumulation von Transmembranproteinen in reifenden Endosomen (Morawa et al.
2015; Schneider et al. 2013; Troost et al. 2012). Dies ist auf die fehlerhafte Bildung von

ILVs zuriickzufiithren, wodurch Transmembranproteine an der endosomalen Membran

10



Einleitung

zuriick bleiben. Aktivierte Signalmolekiile kénnen dann weiter signalisieren und
ektopisch Signalwege anschalten. Dadurch kommt es zur Entartung von Zellen und
Bildung von tumorésem Gewebe. Hiufig kommt es auch zur vermehrten Apoptose der
betroffenen Zellen und zu einer starken Uberproliferation in benachbartem Gewebe (Li
und Cohen 1996; Moberg et al. 2005; Vaccari und Bilder 2005; Thompson et al. 2005).
Dariiber hinaus ist shrub an der Neurodegeneration beteiligt. In Drosophila wurde
shrub in einem genetischen Screen identifiziert bei dem nach Genen gesucht wurde, die
an der Dendritenentwicklung beteiligt sind. Ein vollstindiger Verlust der shrub-

Funktion fiithrt zur embryonalen Letalitit (Gao et al. 1999; Sweeney et al. 2006).

1.5 Die Oogenese bei Drosophila melanogaster

Die paarig angelegten Ovarien liegen im Abdomen der weiblichen Tiere. Jedes Ovar
besteht aus 16-20 Ovariolschlduchen von denen jeder Ovariolschlauch mehrere
Eikammern in unterschiedlichen Entwicklungsstadien enthidlt. Die Eikammern werden
ausgehend vom Germarium gebildet und kénnen anhand morphologischer Kriterien in
14 verschiedene Stadien eingeteilt werden (Horne-Badovinac und Bilder 2005).

innere Germarium-

hillization Follikel- Follikelvor-

stammzel- lauferzellen

Keimbahn-
stammzellen
(GSCs, Y

Kappen

zellen
terminales

Filament

Polzellen

N&hrzellen

Follikelzellen
(FCs)

Zystoblast
( 9 16-Zell-
zyste
1 y 2a 2b | Stadium 1 ;  Stadium2
Regionen des Germariums Eikammern (mit je 16 Zellen)

Abb. 1.5: Die Oogenese in Drosophila melanogaster. Ein Ovariolschlauch besteht aus Eikammern in verschiedenen
Reifestadien. Diese Stadien kénnen anhand von morphologischen Kriterien bestimmt werden. Im anterioren Bereich
befindet sich das Germarium in dem auch die Stammzellen lokalisiert sind. Das Germarium ist in drei Bereiche
unterteilt. In Region 1 sind die Keimbahnstammzellen (germline stem cells, GSCs; rosa) lokalisiert. Sie werden iiber
das terminale Filament (beige) und die Kappenzellen (orange) mit Signalen versorgt, die ihr Stammzellschicksal
aufrechterhalten. Da an diesem Prozess hauptsiachlich der Dpp-Signalweg beteiligt ist, zeichnen sie sich durch die
Expression des Dpp-Zielgens daugthers against Dpp (dad) aus. Das Spektrosom (rot) ist spezifisch fiir die GSC. Die

GSC teilt sich asymmetrisch in eine weitere GSC und eine Tochterzelle, die sich zum Zystoblasten (griin) entwickelt.
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Der Zystoblast beginnt sich zu differenzieren und exprimiert nun das Gen bag of marbels (bam). Er teilt sich vier
Mal, sodass eine 16-Zellzyste (mint) entsteht. Durch diese unvollstindigen Teilungen entstehen Fusome (rot),
spezifisch fir die mehrzelligen Zysten sind. Dies geschieht in Region 2a. In Region 2b differenziert sich die am
weitesten posterior gelegene Zelle zur Oozyte (gelb) und die iibrigen Zystzellen zu Néhrzellen (mint). Beim Austritt
aus dem Germarium werden diese 16 Zellen von einem einschichtigen Follikelepithel (hellblau) umhiillt. Die
Follikelstammzellen (follicle stem cells, FSCs; dunkelblau) sitzen an der Grenze zwischen Region 2a und 2b. Dieses
Gebilde wird dann als Eikammer bezeichnet. Zwischen den einzelnen Eikammern sitzen Stielzellen, die die

Eikammern verbinden.

Die Eikammer wird von zwei Stammzelltypen gebildet. An der anterioren Spitze des
Germariums befinden sich zwei bis drei Keimbahnstammzellen (germline stem cells,
GSCs) (Abb. 1.5). Diese sind von sogenannten Kappenzellen (cap cells, CCs)
umgeben. Ein wichtiges Signal, dass das Stammzellschicksal aufrecht erhilt ist
Decapentaplegic (Dpp), der Ligand des Dpp-Signalweges (Song et al. 2004; Xie und
Spradling 2000). AuBerdem hat er Anteil an der Achsenbildung im frithen Embryo
(Ubersicht in Hamaratoglu et al. 2014). Dariiber hinaus kommt es durch ihn zur
Ausbildung von anterior und posterior wihrend der Musterbildung in der
Fliigelimaginalscheibe (Strigini und Cohen 1997; Sturtevant et al. 1997). Dieser
Signalweg ist hochkonserviert und wird in Sdugern als TGFp-Signalweg (transforming
growth factor ) bezeichnet. Dort wird er mit Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Immunabwehr in Verbindung gebracht (Letterio und Roberts 1998).

Bei Dpp handelt es sich um ein Morphogen. Es gehort zu der Gruppe der BMPs (bone
morphogenetic proteins) (Nellen et al. 1996). Von den Kappenzellen aus gelangt der
Ligand in die Nische um die Keimbahnstammzellen (GSCs) herum. Die GSCs nehmen
das Signal wahr, indem der Ligand Dpp an den Typ-II-Rezeptor Punt bindet, wodurch
er mit dem Typ-I-Rezeptor Thickveins (Tkv) einen Rezeptor-Komplex bildet (Wrana et
al. 1992; Brummel et al. 1994; Nellen et al. 1994; Xie et al. 1994). Dadurch wird ein
Inhibitor verdriangt, der die Phosphorylierungsstelle fiir Mothers against Dpp (Mad)
besetzt. Im Anschluss konnen sich die Rezeptoren des Komplexes gegenseitig
phosphorylieren und befinden sich nun in ihrer aktiven Form (Wrana et al. 1994).
Dieser aktive Rezeptorkomplex phosphoryliert den Signaltransduktor Mad wodurch aus
thm pMad (phosphoryliertes Mad) wird. pMad bindet dann an Medea (Med) und beide
bilden zusammen einen Transkriptionsfaktor-Komplex, durch den Zielgene transkribiert
werden konnen (Abb. 1.6; Macias-Silva et al. 1996; Newfeld et al. 1997; Inoue et al.
1998). Ein bedeutendes Zielgen des Dpp-Signalweges ist daughters against Dpp (dad).

Es wird in den Keimbahnstammzellen und teilweise in den frithen Zystoblasten
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exprimiert. In der Keimbahn wird dad nur dort exprimiert wo die Transkription des
Gens bag of marbels (bam) unterdriickt ist. Die Expression von bam wird verhindert,
indem die Transkriptionsfaktoren Mad/Medea an das Silencer-Element von ham binden
(Chen und McKearin 2003; Song et al. 2004; Jiang et al. 2008). Bam ist fiir die
Differenzierung von der Keimbahnstammzelle zum Zystoblasten verantwortlich. Durch
das Zusammenspiel von Bam und dem Dpp-Signalweg wird das Stammzellschicksal
der Keimbahnstammzellen aufrechterhalten. Kontrolliert wird dieser gesamte Prozess
durch die Konzentration des Liganden Dpp. Die GSCs bleiben nur bei sehr hohen Dpp-
Konzentrationen erhalten (Ubersicht in Spradling et al. 2008). Die Tochterzelle
differenziert bereits zum Zystoblasten, da die Konzentration von Dpp zu gering ist um
die  bam-Expression zu verhindern (Chen und McKearin 2003). Der
Translationsregulator Bam vermittelt dann die Differenzierung iiber den Zystoblasten
hin zur Zyste (Abb. 1.6, Ubersicht in Harris und Ashe 2011).

Diese scharfe Grenze von nur einer Zelle in der die bam-Expression unterdriickt wird
kann nicht alleine durch den diffusionsbedingten Konzentrationsgradienten von Dpp
geregelt werden. Zusédtzlich existiert ein negativer Riickkopplungsprozess, der den
Abbau des Rezeptors Tkv reguliert. Eine geringere Konzentration an Dpp sorgt fiir
weniger Aktivitdt der Rezeptoren, wodurch weniger pMad entsteht. pMad hat die
Féhigkeit die Serin/Threonin-Kinase Fused (Fu) zu inhibieren. Dariiber hinaus sorgt
Dad, das als inhibitorisches Smad fungiert, auch noch dafiir, dass weniger Mad
phosphoryliert wird (Tsuneizumi et al. 1997). Liegt in einer Zelle eine gewisse
Konzentration von pMad unterhalb eines Schwellenwertes vor, wird Fused nicht mehr
ausreichend degradiert und kann einen Komplex mit der E3-Ubiquitin-Ligase Smurf
bilden. Dieser Komplex ubiquitiniert dann die aktivierte Form des Tkv-Rezeptors und
markiert ihn so fiir den Abbau. Der Mechanismus wird weiter verstarkt, so dass eine
Alles-oder-Nichts-Situation entsteht (Abb. 1.6; Narbonne-Reveau et al. 2006; Xia et al.
2010; Xia et al. 2012). Ein Ausfall der Kinase fused fiuhrt zu Eikammern mit
zusitzlichen Zellen (Narbonne-Reveau et al. 2006).

Nachdem sich die GSC asymmetrisch in eine Keimbahnstammzelle und eine
Tochterzelle geteilt hat und letztere zum Zystoblasten (cystoblast; CB) differenziert ist,
durchlduft sie vier mitotische Teilungen. Es entsteht eine Zyste aus 16 Zellen, die {iber
sogenannte Ringkanile miteinander verbunden bleiben (Cuevas et al. 1997; Spradling et
al. 1997). Die Ringkanile werden durch Spectrin stabilisiert. Dabei handelt es sich um

ein Protein des Zytoskeletts. In den Keimbahnstammzellen bildet es das sogenannte
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Spektrosom, welches eine runde Form hat. Da es in den Zysten zu einer unvollstdndigen
Zellteilung kommt wird dieses Gebilde in die Linge gezogen und spaltet sich auf. Ab
diesem Stadium wird es Fusom genannt (Spradling et al. 1997; Cuevas et al. 1997; Lin
et al. 1994).

Asymmetric division of Drosophila GSCs

Germline Stem Cell (GSC) —
Inner Germarial Sheath Cell (IGC) - -
Cytoblast (CB) ~i

e Sma
{ bam OFF Pathway /
*':. >oo&:>2x | ¢
™ e F , Gradient Response
GSC to BMP Signaling CB
Self-renewal ‘ Differentiation

Abb. 1.6: Der Dpp-Signalweg wihrend der asymmetrischen Zellteilung in den Keimbahnstammzellen von
Drosophila. Der Ligand Dpp wird von den Kappenzellen in den Intrazelluldrraum um die GSCs sekretiert. Dpp
bindet an den Typ-II-Rezeptor Punt (gelb), der daraufhin einen Rezeptorkomplex mit dem Typ-I-Rezeptor Tkv (griin)
bildet. Dadurch kann Mad phosphoryliert werden und eine Verbindung mit Medea eingehen. Gemeinsam sorgen sie
fiir die Transkription von Zielgenen. Unter anderem wird die Transkription vom bam unterdriickt, wodurch wiederum
die Expression von dad nicht weiter unterdriickt wird. Dad ist demnach in den GSCs vorhanden. Nimmt das Dpp-
Signal ab kann sich der Fused/Smurf-Komplex bilden. Dieser sorgt spezifisch fiir die Degradation von aktivierten
Tkv-Rezeptormolekiilen. Dementsprechend wird das Dpp-Signal noch drastischer herunterreguliert. Der Smad-
Signalweg wird nicht angeschaltet und die Expression von bam wird nicht ldnger inhibiert. Bam schaltet schlieSlich

in den Zystoblasten die Differenzierung an (aus Xia et al. 2010).

14



Einleitung

Die am weitesten posterior gelegene von diesen Zellen differenziert weiter zur Oozyte
und die anderen 15 Zellen werden zu Néahrzellen (nurse cells; NCs). Wéhrend der
Zellteilung interagiert Cyclin A (CycA) direkt mit Cyclin-abhédngigen Kinasen, um den
Zellzyklus zu regulieren (Knoblich et al. 1994). Sie initiiert und komplettiert die DNA-
Replikation wéhrend der S-Phase und verhindert, dass mehr als eine DNA-Kopie
entsteht. In der G-Phase transloziert CycA an die Pole der mitotischen Spindel
(Bergman et al. 2015). Die Expression ist am Ende der S-Phase und nahezu wéhrend
der gesamten G,-Phase besonders hoch, da CycA eine entscheidende Rolle bei dem
Wechsel von S- zur G,-Phase spielt (Sprenger et al. 1997; Dong et al. 1997; Sall¢ et al.
2012). Dementsprechend ist CycA ein geeigneter Marker, um Zellen anzuzeigen die
sich in der Zellteilung befinden.

Beim Austritt aus dem Germarium wird die Zyste vom sogenannten Follikelepithel
umbhiillt und bildet eine fiir sich abgeschlossene Eikammer. Das Follikelepithel entsteht
aus somatischen Stammzellen. Zwei bis drei von diesen sind an der Grenze zwischen
den Regionen 2a und 2b des Germariums lokalisiert. Diese teilen sich auch
asymmetrisch in eine Stammzelle und eine Follikelvorlduferzelle. Die
Follikelvorlduferzellen bilden Follikelzellen, die sich zum Follikelepithel differenzieren
(Abb. 1.5). Das Follikelepithel umhiillt die einzelnen Eikammern und degeneriert am
Ende der Eientwicklung zur Vitellinmembran, die das Chorion abscheidet und das Ei
vor Umwelteinfliissen schiitzen soll. In der weiteren Entwicklung spielt Dpp erst wieder
ab Stadium 9 eine Rolle. Dort wird Dad exprimiert, um die Differenzierung des
Embryos in Dorsal und Ventral einzuleiten (Nellen et al. 1994).

Die einzelnen Eikammern sind iiber Stiele verbunden. Fiir deren Bildung ist unter
anderem der Notch-Signalweg zustindig (Morawa et al. 2015; Struhl und Basler 1993;
Larkin et al. 1996; Schneider und Markus Hubertus 2012). Das Stadium in dem sich
eine Eikammer befindet kann mittels morphologischer Kriterien bestimmt werden.
Eikammern die sich in Stadium 6/7 befinden wechseln vom Mitosezyklus in den
Endozyklus. Der Notch-Signalweg induziert diesen M/E-Switch. Im Anschluss wird das
Zielgen hindsight (hnt) im Follikelepithel exprimiert (Sun und Deng 2005; Schneider
und Markus Hubertus 2012).

1.6 Das Tumorsuppressorgen /éthal (2) giant discs
Lgd wurde erstmals 1971 von Bryant und Schubiger analysiert. Ein Funktionsverlust

von Lgd in Drosophila fihrt in erster Linie zu einer VergrofBerung aller
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Imaginalscheiben. Diese massive Uberproliferation wird durch die ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges bedingt (Bryant et al. 1993; Bryant und Schubiger
1971, Childress et al. 2006; Jaekel und Klein 2006). Des Weiteren kommt es zu einer
verldngerten larvalen Phase und zu einer frithen pupalen Letalitit (Jaekel und Klein
2006; Klein 2003; Troost et al. 2012). In einer /gd-hypomorphen Situation sterben die
Fliegen als pharate adults. Sie zeigen einen Verlust von Mikro- und Makrochaeten, da
die Vorlduferzellen lediglich zu Sockelzellen differenzieren. Dariiber hinaus entstehen
zusitzliche Beingelenke und Fliigeldefekte. All diese phinotypischen Verdnderungen
lassen sich auf die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges zuriickfithren (Jaekel
und Klein 2006; Bishop et al. 1999; Celis und Bray 2000).

Lgd gehort zu einer Proteinfamilie, die durch zwei Arten von Dominen definiert ist.
Dabei handelt es sich um eine C2- und vier DM14-Doménen. Die DM14-Doméinen
wurde erstmals in einem in-silico Screen fiir neuartige Proteindoménen entdeckt
(Ponting et al. 2001). Die Interaktion mit der ESCRT-III-Komponente Shrub findet
vermutlich iiber zwei der vier DM14-Doménen statt (Troost et al. 2012). Die C-
terminale C2-Doméne hingegen ist fiir die korrekte subzellulire Lokalisation
verantwortlich (Troost et al. 2012). Dariiber hinaus dient diese Doméne in einigen
Proteinen der Bindung von Proteinen an Membranen {iber Phospholipide (Gallagher
und Knoblich 2006) und kann auBerdem Protein-Protein-Interaktionen vermitteln
(Benes et al. 2005).

Lgd ist hochkonserviert, da es im gesamten Tierreich vom Schleimpilz bis zum
Menschen vorkommt (Jaekel und Klein 2006; Gallagher und Knoblich 2006). In
Vertebraten existieren zwei Orthologe, Lgdl (hLgdl, CC2D1B, Freud-2) und Lgd2
(hLgd2, CC2DI1A, Freud-1, Aki) (Jackel und Klein 2006). Das humane Lgd1 ist dabei
strukturell sehr dhnlich zum Drosophila-Lgd, wihrend hLgd2 einen verldngerten C-
Terminus besitzt. Auch die Funktion scheint konserviert zu sein, da die Expression von
murinen Orthologen, sowie humanen Orthologen den /gd-mutanten Phanotyp zumindest
teilweise retten kann (Jaeckel und Klein 2006; Dissertation Schulz 2015) Fiir diese
Orthologe sind diverse Funktionen beschrieben wie Aktivierung des NF-kB-
Signalweges, Regulation der Transkription des Serotonin-1A-Rezeptors, Funktion im
EGF-abhidngigen PDKI1/Akt-Signalweg und eine Rolle wéhrend der Zellteilung
(Matsuda et al. 2003; Ou et al. 2003; Zhao et al. 2010; Nakamura et al. 2008).

Die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in /gd-mutanten Zellen ist

unabhingig von den Liganden DI und Ser, allerdings sind die Fusion mit dem Lysosom
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und die Aktivitit des y-Secretase-Komplexes weiterhin notwendig. Dariiber hinaus
konnten sehr grofle Rab5- und Rab7-positive Endosomen beobachtet werden, in denen
komplette Notch-Rezeptoren akkumulieren (Jaekel und Klein 2006).

Da gezeigt werden konnte, dass Lgd direkt tiber seine DM 14-Doménen mit der ESCRT-
[II-Komponente Shrub interagiert und es zu einem Defekt im endosomalen
Transportweg kommt, wird vermutet, dass Lgd fiir die korrekte Funktion von Shrub
gebraucht wird (Troost et al. 2012; Schneider et al. 2013).

Die bis dato gewonnenen Erkenntnisse weisen darauf hin, dass es in /gd-mutanten
Zellen zu einer normalen Biogenese von MVBs kommt, aber einige MVBs eine
verldngerte Reifung durchlaufen und vergrofert sind. Obwohl ILVs beobachtet werden
konnten ist nicht auszuschlieen, dass einige Notch-Rezeptoren nicht richtig in ILVs
verpackt werden und an der limitierenden Membran der Endosomen zuriickbleiben
(Schneider et al. 2013). Dadurch wiren Rezeptoren weiterhin in Kontakt mit dem
Zytoplasma. Es wird vermutet, dass Lgd Shrub in seiner geschlossenen Konformation
hilt bevor es an das Endosom gelangt. Normalerweise bildet Shrub nicht im Zytoplasma
Filamente, sondern erst am Hals des Vesikels, sodass es am Endosom ILVs abschniiren
kann (Ubersicht in Jouvenet 2012; Babst et al. 2002; Lin et al. 2005; Tang et al. 2015).
Es konnte gezeigt werden, dass die Fusion des MVB mit dem Lysosom zwingend
notwendig fiir die ektopische Aktivierung von N ist (Schneider et al. 2013). Vermutlich
wird nach der Fusion mit dem Lysosom die Konformation der extrazelluldiren Doméne
von Notch verdndert, sodass der S3-Schnitt stattfinden kann. Die NICD wird frei und
gelangt in den Kern. Zielgene, wie wg an der d/v-Grenze oder /4nt in den SOPs und dem
Follikelepithel, werden ektopisch aktiviert (Abb. 1.7; Schneider et al. 2013; Jaekel und
Klein 2006).

Erstmals wurden die Effekte des Funktionsverlustes von Lgd wihrend der Oogenese
1991 von Szabad et al. untersucht. Es wurden vermehrte Keimzellen in einigen
Eikammern beobachtet, allerdings keine Verdnderungen im Follikelepithel (Szabad et
al. 1991).

Eine genauere Analyse des /gd-Funktionsverlustes wihrend der Oogenese wurde mittels
klonaler Analyse in mutantem Follikelepithel und Keimbahngewebe durchgefiihrt
(Morawa et al. 2015; Schneider et al. 2013).

Zundchst wurden /gd-mutante Zellklone im Follikelepithel betrachtet. Dabei konnte
gezeigt werden, dass es zu einer Verldngerung der Stiele zwischen den Eikammern

kommt. Dies ist vermutlich bedingt durch eine ektopische Aktivierung des Notch-
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Signalweges, welche bereits ab der frithen Oogenese ektopisch beobachtbar ist (Larkin
et al. 1996; Assa-Kunik et al. 2007; Schneider und Markus Hubertus 2012). Dariiber
hinaus treten die Follikelzellen bereits ab Stadium 5 in den Endozyklus ein, was zu
einer verfrithten Expression des Notch-Zielgens hindsight (hnt) und vergréBerten
Follikelzellen im Vergleich zu wildtypischem Nachbargewebe fiihrt (Schneider und
Markus Hubertus 2012). Aulerdem wird das Dpp-Reportergen dad-lacZ ektopisch, aber
Notch-unabhéngig im Follikelepithel exprimiert (Schneider und Markus Hubertus
2012).

Ahnlich, wie aus der Fliigelimaginalscheibe bekannt, fithrt der Verlust von /gd zu einer
Akkumulation von Notch-positiven Vesikeln, die als reifende Endosomen identifiziert
werden konnten. Die verstirkte Akkumulation von Notch in reifenden Endosomen und
die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges kann auch bei dem Verlust von
Mitgliedern der ESCRT-Komplexe I, II und III beobachtet werden. Der ektopische
Aktivierung von Notch bedarf im Fall von /gd-mutanten Follikelzellen die Fusion mit
dem Lysosom. Im Gegensatz dazu ist dies bei dem Verlust der ESCRT-III-Komponente
shrub nicht der Fall (Schneider und Markus Hubertus 2012).

Die Analyse des Funktionsverlustes von /gd in der Keimbahn zeigte, dass einige
Eikammern 32 Zellen enthalten anstatt wildtypischen 16 Zellen (Eikenes et al. 2015;
Morawa et al. 2015; Matias et al. 2015). Dabei liegt dies nicht an einem
Verpackungsdefekt, sondern vermutlich an einer zusitzlichen Mitose (Schneider und
Markus Hubertus 2012; Morawa et al. 2015; Matias et al. 2015). Dariiber hinaus konnte,
wie im Follikelepithel, eine ektopische Expression des Reportergens dad-lacZ
beobachtet werden. Dieser Phénotyp ist, ebenso wie die iliberzéhligen Zellen pro
Eikammer, unabhéngig vom Notch-Signalweg. Auch in diesem Gewebetyp konnte eine
Akkumulation von Transmembranproteinen, wie DI und Notch, beobachtet werden
(Schneider und Markus Hubertus 2012; Morawa et al. 2015).

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die ektopische Expression des dad-lacZ-
Reporters sowohl in der Keimbahn als auch im Follikelepithel abhéngig vom Dpp-
Signalweg ist. Die zellautonome Aktivierung weilt dabei auf einen Liganden-
unabhéngigen Prozess hin. Fraglich war, ob sich die ektopische Aktivierung des Dpp-
Signalweges auch auf der Ebene des Rezeptors abspielt, wie im Falle von Notch. Ein
Abbaudefekt des Tkv-Rezeptors im Follikelepithel konnte mittels Antikorperfarbung
nicht nachgewiesen werden. In der Keimbahn konnte erst ab Stadium 4 eine

Akkumulation des Tkv-Rezeptors beobachtet werden. Allerdings konnte gezeigt
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werden, dass die Fusion mit dem Lysosom fiir die Aktivierung des Dpp-Signalweges
nicht notwendig ist (Masterarbeit Morawa 2012). Letztlich wurde beobachtet, dass die
ektopische Aktivierung des Dpp-Signalweges verantwortlich ist fiir die vermehrte
Keimzellzahl in den Eikammern. Die Analyse des Verlustes von ESCRT-Komponenten
zeigte, dass diese ebenfalls die Keimzellanzahl beeinflussen (Masterarbeit Morawa

2012).

Notch Notch

A lysosome lysosome

Abb. 1.7: Model der Lgd-Funktion. (A) In wildtypischen Zellen werden nicht-aktivierte Notch-Rezeptor
regelméBig von der Plasmamembran endozytiert. Dies dient der Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts. Die frithen
endozytotischen Vesikel (early endocytic vesicle, EEV) fusionieren zum frithen Endosomen (early endosome, EE).
Von hier kénnen Rezeptoren auch zuriick zur Plasmamembran recycelt werden. Damit die Rezeptoren, die zum
Abbau bestimmt sind, vollstindig vom Zytoplasma getrennt werden kommt es zur Bildung von intraluminalen
Vesikeln. Diese entstehen mit Hilfe der ESCRT-Maschinerie, allen voraus der ESCRT-III-Komponente Shrub. Ab
diesem Zeitpunkt wird das reifende Endosom (maturing endosome; ME) aufgrund seiner Morphologie auch multi
vesicular body (MVB) genannt. Damit der Inhalt des ME abgebaut werden kann kommt es zur Fusion mit dem
Lysosom (vgl. Kapitel 1.3). (B) In /gd-mutanten Zellen der Fliigelimaginalscheibe kommt es vermutlich bei der
Bildung von ILVs zu Defekten. Es wird vermutet, dass Lgd fiir die korrekte Funktion von Shrub verantwortlich ist.
Fehlt Lgd kommt es zu einem Verpackungsdefekt. In der Folge konnen nicht alle Notch-Rezeptoren in ILVs verpackt
werden. Kommt es dann zu der Fusion mit dem Lysosom bedingt der niedrige pH eine Konformationsidnderung der
extrazelluldiren Doméne von Notch. Im Anschluss kann die y-Secretase schneiden und NICD wird frei. NICD

transloziert in den Zellkern und aktiviert Zielgene (Schneider et al. 2013).
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1.7 Ziele der Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit war, basierend auf vorherigen Ergebnissen eine weiterfithrende
Analyse des Tumorsuppressorgens /gd wihrend der Oogenese von Drosophila
vorzunehmen.

Die bisherigen Untersuchungen fiihrten bereits zu der Beobachtung, dass die ektopische
Expression des Dpp-Reporters dad-lacZ Notch-unabhéngig, aber Dpp-abhéingig
zustande kommt. Dariiber hinaus ist die Aktivierung des Dpp-Signalweges in /gd-
mutanten Zellen nicht abhéngig von der Fusion mit dem Lysosom. Um den ektopischen
Aktivierungsmechanismus des Tkv-Rezeptors aufzudecken wurden Experimente mit
der E3-Ligase Fused durchgefiihrt. Dariiber hinaus konnte bereits die Akkumulation
von Transmembranproteinen, wie Notch, in reifenden Endosomen beobachtet werden.
Fir Tkv, den Typ-I-Rezeptor des Dpp-Signalweges, konnte nur in der spdten Keimbahn
eine Akkumulation festgestellt werden. Deshalb sollte in dieser Arbeit der
Akkumulationsdefekt mittels des Reporterkonstrukt Tkv-YFP untersucht werden. Des
Weiteren ist der Dpp-Signalweg verantwortlich fiir die Bildung von Eikammern mit 32
Zellen. Es soll gekliart werden wie /gd tiber den Dpp-Signalweg einen Einfluss auf den
Zellzyklus hat, sodass es zu einer zusdtzlichen Mitose kommit.

Im zweiten Projekt dieser Arbeit sollte ein Modifier-Screen durchgefiihrt werden um
neue Interaktionspartner der E3-Ubiquitin-Ligase Mind bomb 1 zu finden. Zuvor
konnten bereits 105 der insgesamt 462 Defizienzen des Bloomington Deficiency Kits
analysiert werden. Zunéchst sollte der Modifier-Screen zu Ende gefiithrt werden.
Anschlie8end sollten die Defizienzen verkleinert werden, um schlieflich die einzelnen
Kandidatengene zu identifizieren. Von diesen Kandidatengenen sollte ein
Interaktionsnetzwerk erstellt werden. In silico Analysen sollten anschlieBend Hinweise
auf Prozesse liefern an denen die potenziellen Interaktoren und Mind bomb 1 beteiligt
sind. Des Weiteren sollten Mutanten einzelner Kandidaten erzeugt und nédher untersucht

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden Chemikalien von den Firmen Sigma Aldrich,
Merck und Roth bezogen.

Ausnahmen sind DNA-Standard 1 kb GenRuler (Fermentas), Normales Ziegenserum
(normal goat serum, NGS) (Jackson Immuno Research) und Vectashield H-1000

(Vector Laboratories).

2.1.2 Verwendete Fliegenstimme

Folgende Fliegenstimme wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tab. 2.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Fliegenstimme.

verwendete Fliegenstamme

UAS-mib1;+/+;C5-Gal4 (Modifier Stamm) hergestellt von Soya Kim
UAS-mib1;UAS-Dcr2/+;C5-Gal4 hergestellt in dieser Arbeit
Bloomington Deficiency Kit Bloomington Drosophila Stock
(Stand 25.02.2011) Center (Kap. 9.1.1, Tab. 9.1)
Verkleinerte Defizienzen Bloomington Drosophila Stock

Center (Kap. 9.1.2, Tab. 9.2)
Allele (Kandidatengenen) Bloomington Drosophila Stock

Center (Kap. 9.1.3, Tab. 9.3)
RNAi-Linien (Kandidatengenen) VDRC (Kap. 9.1.4, Tab. 9.4)
w8 (w) Stammsammlung AG Klein
w;lf/CyO0"e*“/MKRS/TM6b (MB) Frank Sprenger,

CyO"¢'%: (Kassis et al. 1992)
w; Tkv-YFP/CyOQ"?"?** MKRS/TM6b Tobias Troost,

Tkv-YFP: Kyoto Stock Center
w;lgad® FRT40A/CyO"9"2*:MKRS/TM6b (Jaekel und Klein 2006)
w;lgd”, Tkv-YFP/CyOQ"®"** MKRS/TM6b (Masterarbeit Morawa 2012)
hsFlp'“*;His-RFP FRT40A/CyOQ"% Stammsammlung AG Klein
22 MKRS/TM6b
hsFIp'?%His-RFP FRT40A/CyO"9"*°*: dad- (Masterarbeit Morawa 2012)
lacZ/TM6b
N-YFP;If/CyO"¢"**“:MKRS/TM6b Stammsammlung AG Klein
w;lgd”FRT40A/CyQ"e 2% DI*"°82B/TM6b Stammsammlung AG Klein
hsFIp'#%His-RFP FRT40A/Cy0Q""#°* GFP Stammsammlung AG Klein
FRT82B/TM6b
N-YFP;lgd®”FRT40A/CyO"¢"**:MKRS/TM6b Stammsammlung AG Klein
w;shrub®’FRTG13/Cy0""2*;MKRS/TM6b (Sweeney et al. 2006)
w;shrub®'FRTG13/Cy0"%"%%; dad-lacZ/TM6b Stammsammlung AG Klein
w;shrub®'FRTG13,/gd” FRT40A/CyOQ"® Nadja Ohlenhard
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acZ- MKRS/TM6b

w;shrub*’FRTG13,Igd” FRT40A/CyO"® hergestellt in dieser Arbeit

lacZ-Dad-lacZ/TM6b

w;lf/Cy0"9"2°%: dad-lacZ/TM6b (Casanueva und Ferguson 2004)

w;[f/Cy0"9"2“:Bam-GFP/TM6b zur Verfiigung gestellt von Masahiko
Takemura (Department of Biology,
Graduate School of Science, Kobe,
Japan)

w;lgd”’FRT40A/Cy0"*"**:Bam-GFP/TM6b hergestellt in dieser Arbeit

fu'/+;1f/Cy0"e"*“: MKRS/TM6b (Nisslein-Volhard und Wieschaus
1980)

w; tkVV"?FRT40A/CyO"¢"**“:Bam-GFP/TM6b (Terracol und Lengyel 1994)

fu'l+;1gd®”FRT40A/CyO"¢*“: MKRS/TM6b hergestellt in dieser Arbeit

w;lgd™FBEFRT40A/Cy0" % MKRS/TM6b (Jaekel und Klein 2006)

w;lgad® FRT40A/Cy0"9"2°%:|gdPIgd-RFP/TM6b | (Troost et al. 2012)

w;Dmon1™“FRT40A/Cy0"9"*; dad-lacZ/TM6b | hergestellt in dieser Arbeit

(Dmon1™" aus Yousefian et al.
2013)
w; Dmon1™" |gd®’FRT40A/CyOQ"9"2%; dad- hergestellt in dieser Arbeit
lacZ/TM6b
w;dpp?’%/Cy0"9 2% MKRS/TM6b zur Verfiigung gestellt von Hugo
Bellen; (Segal und Gelbart 1985)
w;dpp?’é/CyO"9"2°%:MKRS/TM6b zur Verfiigung gestellt von Hugo
Bellen; (Segal und Gelbart 1985)
ax="Y/+;1f/Cy0"9"=°“:MKRS/TM6b Stammsammlung AG Klein
w;aph-17%/Cy0"9"*:MKRS/TM6b Stammsammlung AG Klein
w;kuzES%#ICy 0" MKRS/TM6b Stammsammlung AG Klein
w; [f/CyO0"9"2%: mib12/TM6b Stammsammlung AG Klein
(Lai et al. 2005)
w;lf/CyO"e "% D" /TM6b (Micchelli et al. 1997)
w;[f/CyO"9"2c%: HE3ITM6Bb Stammsammlung AG Klein
w; [f/CyOQ"9"2“: Ser™%/TM6b Stammsammlung AG Klein
w;lf/Cy0"": CG11714"°TM6b hergestellt in dieser Arbeit
SKDA';+/+;+/+ (Phuong Thao et al. 2006)

2.1.3 Software
Word (Microsoft), Citavi 5.2.0.8 (Swiss Academic Software GmbH), Photoshop CS5
(Adobe), Cytoscape (Cytoscape Consortium)

2.1.4 Datenbanken
Zur in silico und Interaktionsanalyse, sowie zur Bestellung von Fliegenstimmen und

RNAi-Linien wurden folgende Datenbanken verwendet:
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Datenbank Link
NCBI Pubmed pubmed.com (Stand 05.01.2015)
Flybase flybase.org (Stand 05.01.2015)

Bloomington Drosophila Stock Center

flystocks.bio.indiana.edu
(Stand 05.01.2015)

Vienna Drosophila Resource Center (VDRC)

stockcenter.vdrc.at
(Stand 05.01.2015)

BioGRID thebiogrid.org (Stand 05.01.2015)
DPIiM interfly.med.harvard.edu

(Stand 05.01.2015)
DrolD droidb.org (Stand 05.01.2015)

InterlogFinder

interologfinder.org
(Stand 05.01.2015)

SignaLink

signalink.org (Stand 05.01.2015)

Esemble

ensembl.org (Stand 05.01.2015)
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht und Haltung von Fliegen der Gattung [Jrosophila melanogaster

Die in dieser Arbeit verwendeten Fliegen wurden in zylindrischen Rohrchen auf einer
geeigneten Menge Futtermedium gehalten und vermehrt. Die langfristige Haltung der
Fliegen fand in der Regel auf 18 °C statt. Dazu wurden die Fliegen circa alle vier
Wochen auf neue Rohrchen umgesetzt. Kreuzungen zwischen jungfraulichen Weibchen
und beliebig alten Médnnchen wurden in einem Verhidltnis von 4:1 angesetzt. Im
Anschluss wurden diese auf 25 °C herangezogen. Fliegen in denen RNAi-Konstrukte
(Kapitel 2.2.2) exprimiert werden sollten wurden auf 29 °C in einem Warmeschrank
(Function line) der Firma Heraeus gehalten.

Die tigliche Fliegenarbeit wurde mit Hilfe des Binokular Stemi DRC (Zeiss Germany)
durchgefiihrt.

Futtermedium
100 g Agar-Agar, 190 g Sojamehl, 336 g Trockenhefe, 900 g Malzextrakt, 800 g
Riibensirup, 1424 g Maisschrot, 90 ml Propionsdure, 30 g Nipaginpulver

2.2.2 RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein natiirlicher Mechanismus in eukaryotischen Zellen um
bestimmte Gene posttranslational herunterzuregulieren. Die RNA1 wird exprimiert und
bildet ein doppelstrangiges RNA-Molekiil. Dieses wird von dem zelleigenen Enzym
Dicer in kurze Stiicke geschnitten. Diese kurzen doppelstrangigen RNA-Stiicke erkennt
der Risc-Komplex und entfernt einen RNA-Strang. Die iibrigen kurzen einzelstringigen
RNA-Stiicke lagern sich dann an die ebenfalls einzelstringige komplementdre mRNA
(messenger RNA) an. Dies fithrt zum Abbau der mRNA.

RNAi-Konstrukte wurden in dieser Arbeit ausschlieBlich unter dem UAS-Promotor
exprimiert (Kapitel 2.2.3). Zusitzlich wurde Dicer2 exprimiert, um die Effizienz der
RNAi zu erhéhen. AuBerdem wurden Fliegen in denen RNAi-Konstrukte exprimiert
wurden auf 29 °C in einem Warmeschrank (Function line) der Firma Heraeus gehalten.

Alle RNAi-Linien wurden bei VDRC geordert.

2.2.3 Das Gal4/UAS-System
Das Gal4/UAS-System stammt urspriinglich aus E. coli und dient dort als
Expressionssystem. Bei Gal4 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der an die

UAS-Sequenz (upstream activating sequence) binden kann. Dadurch werden Gene oder
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Konstrukte, die der UAS nachgeschaltet sind, exprimiert. Géngig ist, dass ein
Fliegenstamm das Gal4 unter einem gewiinschten Promotor trigt (z.B. C5-Gal4) und
ein anderer UAS mit einem nach geschalteten Zielgen (z. B. UAS-mibl). Kreuzt man
beide Stimme kommt es in der Regel zu einer massiven Uberexpression in der F1

Generation. Dieses System lédsst sich durch den Gal4-Inhibitor Gal80 ergédnzen.

2.2.4 Das FLP/FRT-System

Das FLP/FRT-System basiert auf dem Mechanismus der mitotischen Rekombination
und wird in Drosophila genutzt um Mosaikgewebe zu erzeugen. Ansonsten letale
Mutationen konnen so im Umfeld von wildtypischem beziehungsweise heterozygot-
mutantem Gewebe untersucht werden.

Die Flippase (eine Rekombinase) kann die FRT-Sequenz auf den Chromosomen
erkennen und dort die mitotische Rekombination einleiten. Kommt es zum Austausch
von nicht-Schwesterchromatiden koénnen die Chromosomen bei der Zellteilung so
aufgeteilt werden, dass die eine Tochterzelle zwei Chromosomen mit einer Mutation
erhélt und die andere einen Chromosomensatz mit einem integrierten Marker. Dadurch
ist das mutante Gewebe negativ markiert und das {ibrige Gewebe ldsst sich durch einen

Marker, wie GFP oder HisRFP, zuordnen.

2.2.5 Antikérperfirbungen an Ovarien von Drosophila melanogaster

Die adulten Fliegen wurden zunidchst mit CO, betdubt und dann einzeln in ein
schwarzes Blockschédlchen mit PBS tiberfiihrt. Die Ovarien wurden aus dem Abdomen
der Fliegen herauspréipariert und in ein 2 ml Reaktionsgefdl mit 1x PBS iiberfiihrt,
welches zuvor kurz mit 5 %igem NGS ausgespiilt wurde um das Anhaften der Ovarien
an den Rand des Gefi3es zu vermeiden.

Die gesamte Farbung fand zur gleichméBigen Verteilung der Losungen einem Taumler
(HeidolphPolymax 2040) statt. Zunédchst wurden die Ovarien fiir 10 min in 4 %igem
PFA. Nach zwei Waschschritten 4 10 min mit 0,3 %igem PBT wurden die
unspezifischen Bindestellen fiir Antikorper fiir 1 h mit 5%igem NGS blockiert. Dabei
wurde die vorherige Losung jeweils vorsichtig unter Drehbewegungen mit einer 1 ml-
Pipette abgesaugt und die neue Losung hinzupipettiert. Nach dem Blockschritt wurden
die Ovarien mit bis zu zwei verschiedenen primédren Antikorpern gleichzeitig fiir 90 min
bei RT (Raumtemperatur) oder iiber Nacht bei 4 C° inkubiert. Nach drei weiteren
Waschschritten 4 10 min mit 0,3% PBT wurde mit den sekundiren Antikorpern

inkubiert. Im Anschluss wurde noch einmal fiir 10 min mit 0,3% PBT gewaschen und
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danach fiir 4 min mit Hoechst gefirbt, um die Zellkerne sichtbar zu machen. Nach zwei
weiteren Waschschritten 4 10 min war die Farbung beendet und die Ovarien wurden in
PBS gelagert. Wéhrend der Farbung wurden die Priparate auf einem Taumler konstant
bewegt.

Im Anschluss wurden die einzelnen Ovariolschlduche in einem Blockschilchen mit
PBS vorsichtig voneinander getrennt und auf einen Objekttréger tiberfiihrt. Das Préparat
wurde dann mit einem Tropfen Vectashield (Vector Laboratories) benetzt und mit
einem Deckglas abgedeckt.

Die weitere Analyse erfolgte dann am Axio Imager Z1 mit Apotom (Zeiss) mit dem

Programm Axio Vision SE64 Rel. 4.8 (Zeiss).

Tab. 2.3: Primiire und sekundire Antikorper, die fiir Firbungen an Ovarien verwendet wurden.

priméare Antikérper (in 5 % NGS)

anti-CycA Maus 15 DSHB
anti-Spec Maus 1:20 DSHB
anti-Hnt Maus 1:50 DSHB
anti-Nextra Maus 1:100 DSHB
anti-DI Maus 1:100 DSHB
anti-Tkv Kaninchen 1:500 | zur Verfugung gestellt

von A. Nakamura
anti-Rab7 Kaninchen 1:500 abcam
anti-p-Gal Kaninchen 1:1500 Cappel

sekundére Antikorper (in 5 % NGS)

A488 Ziege 1:500 Invitrogen
A568 Ziege 1:500 Invitrogen
A647 Ziege 1:500 Invitrogen
A488 Ziege 1:500 Invitrogen
A568 Ziege 1:500 Invitrogen
A647 Ziege 1:500 Invitrogen

1x PBS (phosphate-buffered saline)
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO

4 % PFA (Paraformaldehyd)
PFA in 1x PBS

0.3 % PBT
0,3 % Triton X 100 in 1x PBS

5 % NGS (normal goat serum)
5% NGS in 0,3 % PBT
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Hoechst # 33258
1:100 vorverdiinnt in dH,O und 1:100 eingesetzt in 0,3 % PBT

2.2.6 Priiparation von Fliigeln von Drosophila melanogaster

Adulte Fliegen wurden bis auf weiteres in 1 ml Methanol in einem 2 ml Reaktionsgefif3
gesammelt. Zur Priparation wurden die Fliegen in ein durchsichtiges 3er
Blockschilchen mit Methanol tiberfiihrt. Die Fliigel wurden an der Gelenkregion vom
Thorax abgetrennt und in einer freien Vertiefung des Blockschilchens gelagert. Dort
konnte das Methanol kurz verdampfen. AnschlieBend wurden die Fliigel auf einen
Objekttrager mit vorgelegtem Hoyersmedium {iberfiihrt und mit einem Deckglas
abgedeckt. Luftblasen wurden mit dem stumpfen Ende der Pinzette vorsichtig
herausgestrichen. Die Objekttrager wurden dann {iber Nacht auf einer Heizplatte bei 65
°C beschwert, damit das Hoyersmedium aushédrten konnte. Die Prédparate sind
unbegrenzt haltbar.

Aufnahmen wurden dann mittels AxioCam MRc am Axiophot mit dem Programm Axio

Vision SE64 Rel. 4.8 (Zeiss) durchgefiihrt.

Hoversmedium (50 ml)

30 g Gummi Arabicum, 200g Chlorhydrat, 20 ml Glycerol, 1:1 mit Milchsédure versetzt

2.2.7 Rekombination

Die Rekombination ist eine genetische Methode, bei der zwei Allele oder Konstrukte,
die auf verschiedenen Schwesterchromosomen liegen, auf ein und dasselbe Chromosom
lokalisiert werden. Dabei wird sich der natiirliche Mechanismus der mitotischen
Rekombination zunutze gemacht. Es kann wihrend der Mitose zur Uberlagerung
(crossing over) von zwei nicht-Schwesterchromatiden kommen. Dabei werden
moglicherweise Chromosomenstiicke ausgetauscht. Je weiter die Gene voneinander
entfernt sind, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit eines Austausches.

Damit dieses Ereignis zustande kommen kann sind drei Kreuzungen notwendig.
Zunichst miissen Fliegen entstehen, die beide Chromosomen, die ausgetauscht werden
sollen, erhalten. Danach kreuzt man die Weibchen mit dem richtigen Genotyp gegen
Multi-Balancer (MB), da nur in den Weibchen die mitotische Rekombination
stattfinden kann. Die ménnlichen Nachkommen, die das potenzielle Ereignis in ihrer
Keimbahn tragen werden einzeln abermals gegen MB gekreuzt. Es werden Mannchen

verwendet, da hier keine Rekombination stattfindet und so das Ereignis fixiert bleibt.
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Der Erfolg eines Rekombinationsereignisses kann mittels eines Komplementationstests

oder Markern festgestellt werden.

2.2.8 Jump-Out — Herstellung von Mutanten mittels Mobilisation eines P-Elements
Die Mobilisation von P-Elementen stellt eine genetische Methode zur Mutation von
Genen dar. Dabei wird das P-Element aus dem Gen herausgelost. In einigen Fillen
geschieht dies unprézise und es kommt zur Deletion von DNA-Sequenzen.

Der Stamm 19181, dem das P-Element P{XP} im dritten Exon inseriert ist wurde
zunédchst gegen den Stamm A2-3 gekreuzt. A2-3 kodiert eine Transposase, die in der
Lage ist die inverted repeats des P-Elements zu erkennen und es so zu mobilisieren.
Fliegen, die sowohl P-Element als auch D2-3 tragen wurden gegen MB-Fliegen
gekreuzt, wodurch es in der Keimbahn zur Mobilisation des P-Elementes kommt. Dies
lasst sich mittels mini-white-Markierung des P-Elements in den Augen verfolgen. Die
weill-dugigen Nachkommen dieser Kreuzung wurden dann einzeln gegen MB-Fliegen
gekreuzt, um das Einzelereignis zu vermehren.

Im Anschluss wurden diese Stimme auf mogliche Mutationen hin untersucht.

2.2.9 Isolierung genomischer DNA aus Fliegen

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Fliegen wurden zunichst einzelne Fliegen in
1,5 ml Reaktionsgefidlen bei -20 °C eingefroren. Spiter wurde die Fliege mit der
Pipettenspitze zerdriickt und langsam 50 pl Squishingbuffer (mit 1 pl Proteinase K)
hinzugegeben. AnschlieBend wurde bei 25 °C fiir 25 min inkubiert. Zu Inaktivierung

der Proteinase K wurde die Probe fiir 2 min auf 95 °C erhitzt.

Squishingbuffer
10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 25 mM NaCl - pH 8,2

2.2.10 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration sowie die Reinheit der Proben wurden mittels des NanoDrop 2000c
(Peqlab) ermittelt. Dazu wurde 1 pl der Fliissigkeit aufgetragen, in der die DNA gelost
wurde, um eine Referenz zu erzeugen. Danach wurde je 1 pl der Proben aufgetragen.
Die optimale Reinheit fiir DNA liegt bei 1,8-2,0. Niedrigere Werte sprechen fiir

Verunreinigungen mit Proteinen.
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2.2.11 single fly Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der Vermehrung von spezifischen DNA-Sequenzen. Es wurde 1 pl der

gewonnenen genomischen DNA zur Durchfiihrung der PCR eingesetzt. Die

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes ist in Tab. 2.5 und das verwendete PCR-

Programm in Tab. 2.6 dargestellt. Die PCR wurde im Thermocycler (peqSTAR,

Peqlab) durchgefiihrt.

Tab. 2.4: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes.

PCR-Ansatz
genomische DNA 1l
forward Primer 1ul
reverse Primer 1l
dNTPs 0,5 ul
One Taq Polymerase (NEB) 0,5 ul
One Taq Puffer (NEB) 10 pl
dH,0O 36 ul
Tab. 2.5: Das verwendete PCR-Programm.
PCR-Programm
heat lid 110 °C
Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 94 °C 30s
35 Zyklen Anlagerung 55 °C 30s
Verlangerung 68 °C 2:15 min (1 min pro kb)
Finale Verlangerung 68 °C 2 min

Tab. 2.6: Fiir PCR und Sequenzierung verwendete Primer (Oligonukleotide).

Primer (Oli

onukleotide)

CG11714 forward 1

cgccaagaactgcgttacggccaaagatg

CG11714 reverse 1

gctgactgtgatgcgaccgcectcge

CG11714 forward 2

gaggcagatcgtttccgtctgcetg

CG11714 reverse 2

cttcgcaatccagagtacgtccaattc

CG11714 forward 3

gatactctgattcgcctctgtgagtttg

CG11714 reverse 3

cgagatatagtcagtaagtgagtctgatc

CG11714 forward 4

cgtcgggaaaaactggatcgccttg

CG11714 reverse 4

ggcgctccgaggagttcatcge
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2.2.12 DNA-Gelelektrophorese und Gelextraktion

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten ihrer Grof3e nach.
Dazu wurden 1 %ige Agarosegele (0,7 ng/ml EtBr) verwendet. Das Gel wurde dazu in
einer Laufkammer platziert und mit 1x TAE Laufpuffer bedeckt. Nach geeigneter
Auftrennung  konnten die  DNA-Banden  mittels UV-Licht in  der
Geldokumentationskammer (Quantum-Systems) betrachtet und Aufnahmen gemacht
werden.

Zur weiteren Verwendung wurden DNA-Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten und
mit Hilfe des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Gelextraktions Kit (Macherey-
Nagel) aufgereinigt. Dabei wurde die DNA in 20 pul 10 mM Tris-HCI pH 8,5 eluiert.

50x TAE (fiir 1 Liter, Laufpuffer fiir DNA-Gelelektrophorese)
242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml EDTA (0,5 M); pH 8 mit Eisessig einstellen.

6x Ladepuffer
10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03 % Bromphenolblau, 0,03 % Xylenecyanol FF, 60 %

Glycerol, 60 mM EDTA

2.2.13 Sequenzierungen

Genomische DNA von Fliegen, die eine Verschiebung im Bandenmuster zeigten, wurde
sequenziert. Der Sequenzierungsansatz bestand aus circa 140 ng DNA und 20 pmol
eines Primers. Schlielich wurde auf 15 pl mit dH,O aufgefiillt. Je ein Ansatz pro
Primer wurde dann an die Firma Seglab (Gottingen) iibermittelt, die dann die
Sequenzierung durchfiihrten. Nach einem Werktag konnten die Sequenzen vom Server
(seqlab.de) heruntergeladen und mit dem Programm Sequence Viewer 6 (CLCbio)

ausgewertet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Tumorsuppressorgens /ethal (2) giant discs wihrend der
Oogenese von Drosophila melanogaster

Die Analyse der Funktion des Tumorsuppressorgens lethal (2) giant discs (lgd)
wéhrend der Entwicklung der Fliigelimaginalscheibe deckte die ektopische Aktivierung
des Notch-Signalweges durch fehlerhafte Degradation des Notch-Rezeptors auf (Troost
et al. 2012; Schneider et al. 2013). Um zu iberpriifen, ob es sich dabei um einen
gewebespezifischen Prozess handelt, sollte /gd auch in anderen Geweben, wie dem
Follikelepithel und der Keimbahn untersucht werden. Aus diesem Grund wurden
zundchst Experimente zum Notch-Signalweg durchgefiihrt. Um den Einfluss von /gd
auf andere Signalwege zu tberpriifen wurde im weiteren Verlauf der Dpp-Signalweg

untersucht.

3.1.1 Analyse der Transendozytose des Notch-Rezeptors durch seinen Liganden
Delta in der Keimbahn

In vorherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Verlust der /gd-Funktion
in der Keimbahn zu einer ektopischen Expression des Dpp-Reporters dad-lacZ und zu
einer Verdoppelung der Keimzellanzahl fiihrt (Morawa et al. 2015; Matias et al. 2015;
Eikenes et al. 2015; Schneider und Markus Hubertus 2012). Dieser Phédnotyp ist
unabhingig vom Notch-Signalweg und abhidngig vom Dpp-Signalweg. Dariiber hinaus
konnte beobachtet werden, dass es zu einer starken Akkumulation der extrazelluldren
Domine von Notch (Abb. 3.3C""-C""", 3.1C""), sowie des protein traps Notch-YFP
kommt (Morawa et al. 2015; Morawa 2012, Schneider und Markus Hubertus 2012,
2012).

Eine Expression von Notch-Zielgenen innerhalb der Keimbahn wurde bislang nicht
beobachtet. Somit ist es verwunderlich, dass Notch in der Keimbahn vorhanden ist,
obwohl dieser Signalweg keine Funktion dort zu haben scheint. Aus diesem Grunde
sollte iberpriift werden, ob Notch in der Keimbahn exprimiert wird oder auf andere
Weise in die Keimbahn gelangt. Eine solche Moglichkeit wére die Transendozytose
durch seinen Liganden Delta, der nach weislich aus der Keimbahn in das Follikelepithel
signalisiert (Lopez-Schier und St Johnston 2001). Die Anwesenheit von Nex, kann
besonders gut im /gd-mutanten Hintergrund untersucht werden, da es hier zu einer

starken Akkumulation in Vesikeln kommt (Abb. 3.3C""-C""", 3.1C""). Um nun die
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Theorie der Transendozytose zu {iberpriifen wurden lgdd7, DI'"'"’_doppelmutante

Zellklone erzeugt. Es konnten keine N..,,-positiven Vesikel mehr beobachtet werden

(Abb. 3.1C-C"""). Das bedeutet, dass ohne DI kein N in der Keimbahn zu finden ist.

rm-LacZ k. ; : 3
der Transendozytose von Notch mittels Delta in der Keimbahn. links=Anterior, recht=

Abb..l: nalys
Posterior. (A-A""") VergroBerung wildtypischer Eikammern. (A) His-RFP markiert die Zellkerne. (A") Die anti-DI-
Antikorperfarbung zeigt eine Verteilung an den Plasmamembranen sowohl im Follikelepithel als auch in der
Keimbahn. Dl-positive Vesikel sind beobachtbar (Pfeil). (A"") Das Reporterkonstrukt N-YFP zeigt auch eine
Verteilung an Plasmamembranen und in Vesikeln (Pfeile). (A""") Die Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-DI
(blau) und N-YFP (griin) zeigt eine Kolokalisation von N-YFP und DI (Pfeil). (B-B""") VergroBerung einer /gd-
mutanten Eikammer. (B) Die /gd-mutante Eikammer ist durch Abwesenheit von His-RFP markiert. (B”) Der anti-DI-
Antikorper zeigt in der /gd-mutanten Eikammer eine Akkumulation in vergroferten Vesikeln (Pfeil). (B”") Das
Reporter-Konstrukt Tkv-YFP zeigt in der /gd-mutanten Eikammer eine Akkumulation in vergroBerten Vesikeln
(Pfeil). (B""") Die Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-DI (blau) und N-YFP (griin) zeigt eine Kolokalisation von
N-YFP und DI (Pfeil). (C-C""") Vergroferung einer /gd-mutanten und einer /gd, DI/-doppelmutanten Eikammer. (C)
Die anti-B-Gal-Antikorperfirbung ist gegen arm-lacZ gerichtet und markiert durch Abwesenheit die /gd-mutanten
Eikammern. (C”) Durch GFP ist die D/-mutante Eikammer negativ markiert. Dementsprechend ist die rechte
Eikammer doppelmutant fiir /gd und DI. (C"") Die anti-Ny,-Antikorperfarbung zeigt eine Akkumulation in der /gd-
mutanten Eikammer (Pfeil), aber keine Akkumulation in der /gd, DI-doppelmutanten Eikammer. (C*"") Uberlagerung

von anti-B-Gal (rot), GFP (griin) und anti-Ng, (blau). In der /gd-mutanten Eikammer akkumuliert N, (Pfeil),

wihrend dies in der /gd, D/-doppelmutanten Eikammern nicht beobachtet werden konnte.

Dadurch konnte bestdtigt werden, dass der Notch-Rezeptor die Keimbahn
ausschlieBlich durch Transendozytose durch den Liganden DI erreicht. Da es sich dabei
lediglich um die extrazelluldre Doméne des Notch-Rezeptors handelt kann der Notch-

Signalweg vermutlich keine Funktion innerhalb der Keimbahn austiiben.
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3.1.2 Analyse des protein traps Tkv-YFP in wildtypischen Follikel- und
Keimbahnzellen

Die Analyse der Akkumulation des Tkv-Rezeptors konnte zuvor ausschlieBlich mit dem
Anti-Tkv-Antikorper untersucht werden. Dabei wurde beobachtet, dass es in /gd-
mutanten Follikel- und Keimbahnzellen zu einer Akkumulation des Tkv-Rezeptors
kommt. Allerdings konnte dies in der Keimbahn erst ab Stadium 4 nachgewiesen
werden (Masterarbeit Morawa 2012). Da die Quantitit sowie die Qualitit des
Antikorpers fiir genauere Analysen unzureichend war sollte nun das protein trap Tkv-
YFP untersucht werden. Das YFP ist in frame in das zweite Intron des endogenen Tkv
inseriert (Kyoto Stock Center; FlyBase). Dadurch sind alle bekannten Isoformen
affektiert. Um diese Ergebnisse mit den Vorherigen abgleichen zu kénnen wurde
zunidchst eine genaue Analyse von Tkv-YFP in wildtypischen Follikel- und
Keimbahnzellen durchgefiihrt. Das Expressionsmuster von Tkv-YFP wird hier erstmals
beschrieben.

In wildtypischen Follikelzellen kommt es bereits im Germarium zu einer deutlichen
Expression des protein trap Tkv-YFP. Tkv-YFP ist an der Membran lokalisiert. Tkv-
YFP ist in allen Zellen des Germariums exprimiert, allerdings in unterschiedlicher
Stiarke. Die inneren Germariumbhiillzellen (inner germarial sheat cells, 1IGSs) sowie die
Follikelzellen um die frithen Zysten zeigen die stirkste Expression im Bereich der
Region 2B. Uberraschenderweise ist die Expression innerhalb der GSCs und der
Zystoblasten relativ schwach im Vergleich zum umliegenden Gewebe (Abb.
32B+B"7",3.2D+D""", 3.2E"-E""’, 3.2F+F""’; Pfeilkopf). Im Folgenden ist Tkv-YFP
an der Membran von Follikelzellen und innerhalb des Germariums gleichmifBig verteilt
und die Expression bleibt konstant bis es in Stadium 7 Eikammern zu einer deutlich
Herunterregulierung der Expression in Follikelzellen kommt (Abb. 3.2A+A""",
32B+B°77, 3.2C+C""", 32E+E""", 3.2F+F"""). Ab diesem Stadium kommt es zum
Mitose-Endozyklus-Switch, wodurch es zu einer Hochregulation des Notch-Zielgens
hindsight kommt (Abb. 3.2E+E""", 3.2F"+F""; Sun und Deng 2007). In Stadium 7
Eikammern kommt es zu einer zeitweiligen Koexpression von Ant und Tkv-YFP. In
wildtypischen Keimbahnzellen kommt es zu einer immer stirker werdenden
Akkumulation von Tkv in der Oozyte ab Stadium 3. Diese ist sowohl mit Tkv-YFP als
auch mit dem anti-Tkv-Antikorper beobachtbar (Abb. 3.2A'+A""", 3.2B"-B""’, 3.2C"-
C7’, 3.2E+E""", 3.2F+F"""; Pfeil). Des Weiteren ist Tkv an der Membran der
Néhrzellen lokalisiert (Abb. 3.2C’-C"""). Nach diesem Stadium kommt es zu einer

33



Ergebnisse

geringeren Expression im Follikelepithel und der Keimbahn mit Ausnahme der Oozyte.
Dort bleibt eine starke Expression bis zum Ende der Entwicklung erhalten (Abb.
3.2E7, 3.2F"""). Ab Stadium 10 kommt es wieder zu einer deutlichen Hochregulation
in Follikelzellen, die die Oozyte umgeben (Abb. 3.2A+A""").

Wildtyp (A~

£ 4

STy Tkv-YFP

Tkv-YFP

50um

Abb. 3.2: Die Lokalisation de

ke Tt

S Reporterknstrukts Tkv-YFP in wildtypischen Follikel- und Keimahnzellen.
links=Anterior, recht= Posterior. (A-A""") Ein wildtypischer Ovariolschlauch. (A) Die Hoechstfiarbung zeigt die
Zellkerne an. (A") Das Reporterkonstrukt Tkv-YFP ist stark in den Follikelzellen des Germariums lokalisiert und
moderat in den Follikelzellen bis es in Stadium 7 herunterreguliert wird. Ebenso ist eine deutliche Akkumulation in
der Oozyte ab Stadium 6 beobachtbar (Pfeil). (A”") Die Antikorperfarbung gegen die extrazelluldre Domédne des
Notch-Rezeptors zeigt eine gleichmiBige Verteilung innerhalb des Follikelepithels. (A""") Uberlagerung von Hoechst
(rot), Tkv-YFP (grin) und anti-Ney, (blau). (B-B""") Querschnitt durch einen wildtypischen. (B) Hoechst. (B") Die

Expression von Tkv-YFP ist besonders stark in den Follikelzellen um die Zysten im Germarium (Pfeilkopf) und ab
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Stadium 6 innerhalb der Oozyte (Pfeil). Nach diesem Stadium kommt es zu einer deutlichen Herunterregulierung im
Follikelepithel. (B"") Der anti-Tkv-Antikorper zeigt ebenso ein starkes Signal im Germarium (Pfeilkopf) und eine
Akkumulation in der Oozyte ab Stadium 6 (Pfeil). (B”"") Die Uberlagerung von Hoechst (rot), Tkv-YFP (griin) und
anti-Tkv (blau) zeigt eine deutliche Kolokalisation des Tkv-Antikorpers mit dem Tkv-YFP Reporter-Konstrukt. (C-
C’"") VergroBerung der Stadium 6 Eikammer aus B-B""". (C) Hoechst. (C”) Das Reporterkonstrukt Tkv-YFP zeigt
eine Lokalisation an der Plasmamembran von Follikelzellen. Innerhalb der Keimbahn ist Tkv-YFP deutlich im
Zytoplasma der Oozyte akkumuliert und nicht im Oozytenkern. Auch an der Plasmamembran der Néhrzellen ist das
Konstrukt zu beobachten und in vesikelartigen Strukturen in der Nédhe der Oozyte. (C’") Die Anti-Tkv-
Antikorperfarbung ldsst sich undeutlich an der Plasmamembran von Follikelzellen beobachten. Ebenfalls ist keine
Farbung in den Zellkernen zu erkennen, aber eine deutliche Akkumulation im Zytoplasma der Oozyte. (C""") Die
Uberlagerung von Hoechst (rot), Tkv-YFP (griin) und anti-Tkv (blau) zeigt eine Kolokalisation von Tkv-YFP mit
dem Antikorper. (D-D””") Ein wildtypisches Germarien. (D) Hoechst. (D”) Tkv-YFP ist besonders stark in den
inneren Germariumhiillzellen und im Follikelepithel um die frithen Zysten herum lokalisiert (Pfeilkopf), wihrend es
moderat an der Plasmamembran der {ibrigen Zellen vorhanden ist. (D"") Der Antikorper von Tkv zeigt ebenfalls um
die frithen Zysten herum ein stirkeres Signal (Pfeilkopf). (D""") Uberlagerung von Hoechst (rot), Tkv-YFP (griin)
und anti-Tkv (blau) zeigt ebenfalls eine Kolokalisation. (E-E""") Ovariolschlauch im Querschnitt. (E) Hoechst. (E")
Lokalisation von Tkv-YFP. Diese ist besonders stark im Follikelepithel der frithen Zysten (Pfeilkopf) und in Oozyten
ab Stadium 6 (Pfeil). Allerdings beginnt die Akkumulation in der Oozyte teilweise bereits schon frither. (E"") Die
anti-Hnt-Antikorperfarbung zeigt, dass /nt bereits ab Stadium 7 im Follikelepithel exprimiert wird, als Folge des
M/E-Switches. (E”"") Uberlagerung von Hoechst (rot), Tkv-YFP (griin) und anti-Hnt (blau). Die Expression von Tkv-
YFP wird ab Stadium 7 im Follikelepithel herunterreguliert wihrend Hnt hochreguliert wird. (F-F""") Vergroferung
des Ovariolschlauchs aus E-E”"" in der Aufsicht. (F) Hoechst. (F") In der Aufsicht erkennt man ebenfalls die
Lokalisation von Tkv-YFP an der Membran, sowie die Herunterregulierung ab Stadium 7 im Follikelepithel. Ebenso
ist in der Aufsicht die Lokalisation innerhalb der inneren Germariumhiillzellen und um die frithen Zysten herum zu
beobachten. (F"") Die anti-Hnt-Antikérperfarbung zeigt eine beginnende Expression ab Stadium 7 von Anterior nach

Posterior. (F”"") Uberlagerung von Hoechst (rot), Tkv-YFP (griin) und anti-Hnt (blau).

Der Vergleich von Tkv-YFP mit dem anti-Tkv-Antikorper zeigt eine &hnliche
Verteilung von Tkv-Rezeptoren. Mit Tkv-YFP ldsst sich ein stirkeres Signal im
Germarium beobachten. Eine Lokalisation an der Membran ist vordringlich. Lediglich
mit dem Tkv-Antikorper ist eine Verteilung innerhalb der Keimbahn beobachtbar.
Dabei handelt es sich moglicherweise um unspezifische Bindungen (Abb. 3.2B-D""").
Eine Lokalisation von Notch kann ebenfalls an der Membran beobachtet werden. Die
Uberlagerung zeigt die Kolokalisation von N- und Tkv-Rezeptor im frithen
Follikelepithel bis Stadium 7. Im Anschluss wird Tkv-YFP herunterreguliert (Abb.
3.2A-A77).

Insgesamt zeigt Tkv-YFP ein konstantes und spezifisches Signal, sodass dieses
Reporter-Konstrukt fiir weitere Analysen verwendet werden kann. Da durch die
zusétzliche Expression von Tkv-YFP keine morphologischen Verdnderungen
beobachtet werden konnten kann vermutet werden, dass das Reporter-Konstrukt Tkv-

YFP vollstindig funktional ist.
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3.1.3 Analyse des Reporterkonstrukts Tkv-YFP in /g0-mutanten Follikel- und
Keimbahnzellen

Die Analyse von Tkv-YFP in /gd-mutanten Keimbahn- und Follikelzellen erfolgte
mittels klonaler Analyse. Dazu musste zunéchst eine Rekombination von Tkv-YFP und
lgcf” auf den gleichen Chromosomenarm stattfinden. Aus diesem Grunde sind in den
hier gezeigten Bildern in /gd-mutanten Zellen jeweils zwei Kopien des protein traps
Tkv-YFP vorhanden. Um eine ausreichende Vergleichbarkeit herzustellen war dies bei
den vorherigen Analysen von Tkv-YFP in wildtypischen Zellen ebenfalls der Fall (Kap.
3.2.1).

Die Analyse /gd-mutanter Follikelzellen zeigt eine deutliche Akkumulation des Tkv-
YFP Reporter-Konstrukts in vesikuldren Strukturen (Abb. 3.3E-F’"). Diese Vesikel
kolokalisieren mit der extrazelluldren Doméne des Notch-Rezeptors. Da bereits gezeigt
werden konnte das Nexira €ebenfalls mit Rab7 kolokalisiert konnten die Tkv-YFP Vesikel
so indirekt als reifende Endosomen identifiziert werden (Abb. 3.3E-E""",
VergroBerung; Schneider et al. 2013).

Mittels klonaler Analyse wurden zudem /gd-mutante Eikammern erzeugt, die zwei
Kopien des Reporter-Konstrukts Tkv-YFP tragen. Zusétzlich zur wildtypischen
Expression (Kap. 3.2.1) ist eine starke Akkumulation von Tkv-YFP zu beobachten, die
mit dem Alter der Eikammern zunimmt (Abb. 3.3A"-A""", Pfeile). Diese ist eindeutig
ab Stadium 4 zu erkennen (Abb. 3.3B’-B"""). In jiingeren Eikammern sind ebenfalls
bereits kleinere Vesikel beobachtbar (Abb. 3.3C’-C""’, Pfeil). Im Vergleich zu
wildtypischen Germarien scheint die Expression von Tkv-YFP dort stirker zu sein
(Abb. 3.3B-B""", Pfeilkopf).

Wie im Follikelepithel konnte auch in der Keimbahn eine Kolokalisation von Tkv-YFP
und NECD beobachtet werden (Abb. 3.3C-C"""). Dartiber hinaus konnte auch eine
Kolokalisation von Tkv-YFP und Rab7 beobachtet werden (Abb. 3.3D-D""").
Dementsprechend konnte bestétigt werden, dass Tkv-YFP, genau wie der N-Rezeptor,
in reifenden Endosomen akkumuliert.

Durch diese Analyse konnte die Akkumulation von Tkv im Follikelepithel und der
Keimbahn bestétigt werden. Dariiber hinaus konnte durch die Kolokalisation von Notch
mit Rab7 eine Akkumulation in reifenden Endosomen festgestellt werden. Aullerdem
konnte die Vermutung verifiziert werden, dass die Akkumulation von Tkv in der

Keimbahn bereits schon vor Stadium 4 beginnt.
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Abb. 3.3: Analyse des Reporterkonstruktes Tkv-YFP in /g0-mutanten Follikel- und Keimbahnzellen.
links=Anterior, recht= Posterior. (A-A""") wildtypischer und /gd-mutanter Ovariolschlauchs. (A) Die Hoechstfarbung
zeigt eine /gd-mutante Eikammer mit 32 Zellen (Pfeilkopf). (A") Das Fehlen von His-RFP markiert die /gd-mutanten
Zellen (Pfeile). (A"") Tkv-YFP akkumuliert in dlter werdenden /gd-mutanten Eikammern immer stirker (Pfeile).
(A""") Uberlagerung von His-RFP (rot) und Tkv-YFP (griin) zeigt die Akkumulation innerhalb der /gd-mutanten
Eikammern. (B-B""") Vergroferung des /gd-mutanten Ovariolschlauchs aus A-A""". (B) Die Hoechstfirbung zeigt
eine Eikammer mit 32 Zellen (Pfeilkopf). (B") Die /gd-mutante Keimbahn ist durch das Fehlen von His-RFP
markiert. (B”") Eine Akkumulation von Tkv-YFP ist in den /gd-muatnten Eikammern sichtbar. Ebenso ist ein
verstirktes Signal im Bereich des Germariums zu beobachten (Pfeilkopf). (B”"") Uberlagerung von His-RFP (rot) und
Tkv-YFP (griin) zeigt die Akkumulation innerhalb der /gd-mutanten Eikammern. (C-C""") VergroBerung /gd-
mutanter Eikammern der Stadien 3 und 5. (C) His-RFP markiert die /gd-mutanten Eikammern negativ. (C”)
Akkumulation von Tkv-YFP in /gd-mutanten Eikammern beginnt bereits vor Stadium 4 (Pfeil). (C"") Akkumulation
von Negrs in /gd-mutanten Eikammern beginnt bereits frith (Pfeil). (C”"") Uberlagerung von His-RFP (rot), Tkv-YFP
(griin) und Ny (blau) zeigt die Akkumulation innerhalb der /gd-mutanten Eikammern. Tkv-YFP und Ny,
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kolokalisieren (VergroBerung) auch bereits in frithen Eikammern (Pfeil). (D-D""") /gd-mutante Eikammern. (D) /gd-
mutante Eikammern markiert durch das Fehlen von His-RFP. (D”) Akkumulation von Tkv-YFP in /gd-mutanten
Eikammern. (D°") Akkumulation des spét-endosomalen Markers Rab7 in /gd-mutanten Eikammern. (D""")
Uberlagerung von His-RFP (rot), Tkv-YFP (griin) und Rab7 (blau) zeigt die Akkumulation innerhalb der /gd-
mutanten Eikammern. Tkv-YFP und Rab7 kolokalisieren (VergroBerung). Dementsprechend akkumuliert Tkv-YFP
in reifenden Endosomen. (E-E"""") /gd-mutante Follikelzellen im Querschnitt und der Aufsicht. (E) His-RFP markiert
die /gd-mutanten Follikelzellen negativ. (E”) Akkumulation von Tkv-YFP in /gd-mutanten Follikelzellen. (E"")
Akkumulation von Ny, in /gd-mutanten Follikelzellen. (E”*") Uberlagerung von His-RFP (rot), Tkv-YFP (griin) und
Nexera (blau) zeigt die Akkumulation innerhalb der /gd-mutanten Follikelzellen. Tkv-YFP und N, kolokalisieren
(VergroBerung). (E”""") Aufsicht auf das /gd-mutante Follikelepithel aus E-E""". (F-F"") Igd-mutante Follikelzellen in
der Aufsicht. (F) His-RFP markiert die /gd-mutanten Follikelzellen negativ. (F") Akkumulation von Tkv-YFP in lgd-
mutanten Follikelzellen. (F”") Uberlagerung von His-RFP (rot) und Tkv-YFP (griin) zeigt die Akkumulation

innerhalb der /gd-mutanten Follikelzellen.

3.1.4 Der Verlust von /gd und Shrub in der Keimbahn hat einen Einfluss auf den
Zellzyklus

In vorherigen Studien wurde bereits beobachtet, dass es in circa 15 % der /gd-mutanten
Eikammern und in circa 30 % der shrub heterozygot-mutanten Eikammern zu einer
Verdopplung der Keimzellanzahl von 16 auf 32 kommt (Abb. 3.10). Dieser Phénotyp
ist abhingig vom Dpp-Signalweg. Dabei konnte ausgeschlossen werden, dass es sich
um einen Verpackungsdefekt handelt, da lediglich eine Oozyte in solch einer Eikammer
beobachtet werden konnte. Somit lag die Vermutung nahe, dass der Verlust von /gd und
shrub eine zusétzliche Mitose auslost und so einen Einfluss auf den Zellzyklus ausiibt
(Morawa et al. 2015; Morawa 2012; Schneider und Markus Hubertus 2012).
Normalerweise durchlaufen die Zystoblasten vier mitotische Teilungen, bevor sie sich
in den Endozyklus begeben und zu Nihrzellen differenzieren, die die Oozyte versorgen.
Um einen Einfluss auf die Anzahl der Zellteilungen néher zu analysieren wurde ein
Antikorper gegen den Zellzyklusmarker Cyclin A (CycA) verwendet.

In wildtypischen Germarien ist CycA besonders stark in den Stammzellen und den sich
teilenden Zysten exprimiert. In den Zysten, die bereits die vier Zellteilungen zur 16-
Zellzyste durchgefiihrt haben, wird CycA deutlich herunterreguliert und in der
Keimbahn nicht wieder angeschaltet (Abb. 3.4A-"A"", Pfeil). Dieses Expressionsmuster
ist im Wildtyp zu 100 % stereotyp (Abb. 3.5).

Die Analyse der anti-CycA-Antikdrperfiarbung in /gd-mutanten Germarien gleicht in
den meisten Fillen dem stereotypen Wildtypmuster (Abb. 3.4C-C"’, Pfeil). Allerdings
kommt es in 14,3 % der Fille zu einem verdnderten Expressionsmuster (Abb. 3.5). Es
kommt zu einem verstirkten Signal in den sich teilenden Zysten und zu keiner

Herunterregulation in den spdten Zysten. In den Eikammern ist weiterhin kein Signal
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beobachtbar (Abb. 3.4B-B"’, Pfeilkopf). Die Anzahl der Zysten in denen CycA nicht
herunterreguliert ist (Abb. 3.5; 14,3 %) deckt sich mit der Anzahl an Eikammern mit 32
Zellen (Abb. 3.10; 14,6 %).

Die Analyse der anti-CycA-Antikorperfirbung in shrub-heterozygot-mutanten
Germarien entspricht den Beobachtungen in /gd-mutanten Germarien. Auch hier
entspricht die Verteilung von CycA in den meisten Fillen dem Wildtyp (Abb. 3.4E’-
E”’). In 41,6 % der Félle kommt es auch hier zu keinerlei Herunterregulation der CycA-
Expression (Abb. 3.5, Abb. 3.4D’-D""). Die Anzahl der Zysten mit ektopischer CycA-
Expression liegt circa 10 % hoher als die Anzahl der Eikammern mit 32 Zellen im

shrub-heterozygot-mutanten Hintergrund (Abb. 3.10; 29 %).

ektopische CycA-Expression
in Cysten (in %)
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Abb. 3.5: Statistische Analyse der ektopischen CycA-Expression in spiten Zysten von wildtypischen, /go-
mutanten und S/rub-heterozygot-mutanten Germarien. In wildtypischen Germarien kommt es zu keiner
ektopischen Expression von CycA in spiten Zysten (n=100). In /gd-mutanten Germarien konnte in 14,3 % der Fille
eine ektopische CycA-Expression beobachtet werden (n=21). In shrub-heterozygot-mutanten Germarien kommt es in

41,6 % der Fille zu einer ektopischen Expression von CycA4 in spéten Zysten (n=77).

Durch die Analyse von CycA ldsst sich vermuten, dass /gd und shrub einen Einfluss auf
den Zellzyklus ausiiben. Dariiberhinaus konnte beobachtet werden, dass die Anzahl der
Zysten mit ektopischer CycA4-Expression im Falle von /gd und shrub mit der Anzahl an
Eikammern mit 32 Zellen der entsprechenden Genotypen tibereinstimmt. Dies legt den
Schluss nahe, dass /gd beziehungsweise shrub Repressoren von CycA sind und es
dementsprechend zu einer zusétzlichen Mitose kommt, die in Eikammern mit 32 Zellen

resultiert.
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shrub&Ey/+|D’
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Abb. 3.4: Analyse von CycA in wildtypischen, /go-mutanten und S/rub-heterozygot-mutanten Germarien.
links=Anterior, recht= Posterior (A-A"") wildtypischer Ovariolschlauchs mit Fokus auf das Germarium. (A) Hoechst.
(A") Die anti-CycA-Antikorperfiarbung zeigt eine deutliche Expression in den Keimbahnstammzellen und den sich
teilenden Zysten. In den spdten Zysten, die bereits von Follikelepithel umhiillt sind ist keine Expression von CycA4
mehr erkennbar (Pfeil). (A”") Uberlagerung von Hoechst (rot) und anti-CycA (griin). (B-B’") Igd-mutanter
Ovariolschlauchs mit Fokus auf das Germarium. (B) Das Fehlen von GFP zeigt die /gd-mutanten Bereiche. (B”) Die
CycA-Expression findet in einigen spéten Zysten ektopisch statt (14,3 %; Pfeilkopf). (B"") Uberlagerung von GFP
(rot) und anti-CycA (griin). (C-C"") Igd-mutanter Ovariolschlauchs mit Fokus auf das Germarium. (C) Das Fehlen
von GFP zeigt die /gd-mutanten Bereiche. (C”) Die CycA-Expression gleicht in diesem Beispiel dem Wildtyp. Die
CycA-Expression wird in den spiten Zysten herunterreguliert (85,7 %; Pfeil). (C"") Uberlagerung von GFP (rot) und
anti-CycA (griin). (D-D"") shrub-heterozygot mutanter Ovariolschlauchs mit Fokus auf das Germarium. (D) Hoechst.
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(D") Die anti-CycA-Antikorperfiarbung zeigt in einigen shrub-heterozygot-mutanten spiten Zysten eine ektopische
Expression (41,6 %; Pfeilkopf). (D°") Uberlagerung von Hoechst (rot) und anti-CycA (grin). (E-E") shrub-
heterozygot mutanter Ovariolschlauchs mit Fokus auf das Germarium. (E) Hoechst. (E”) Die anti-CycA-
Antikérperfarbung zeigt in einigen shrub-heterozygot mutanten spiten Zysten eine wildtypische Expression. CycA
wird in den spiten Zysten herunterreguliert (58,4 %, Pfeil). (E”") Uberlagerung von Hoechst (rot) und anti-CycA
(griin).

3.1.5 /gd und Sshrub mutante Germarien enthalten zusitzliche dad-exprimierende
Zellen

Das Dpp-Zielgen dad wird hauptséchlich in den Keimbahnstammzellen und teilweise in
den frithen Zystoblasten exprimiert. In der Regel handelt es sich dabei um 2-3 Zellen
pro Germarium. In der Keimbahn wird dad nur dort exprimiert wo die Transkription des
Gens bag of marbels (bam) unterdriickt ist. Die Expression von bam wird verhindert,
indem die Transkriptionsfaktoren Mad/Medea an das Silencer-Element von bam binden.
Mad und Medea sind Bestandteil der Smad-Kaskade, die vom Dpp-Signalweg
angeschaltet wird (Chen und McKearin 2003; Song et al. 2004; Jiang et al. 2008). Bam
ist fiir die Differenzierung von der Keimbahnstammzelle zum Zystoblasten
verantwortlich. Durch das Zusammenspiel von Bam und dem Dpp-Signalweg wird das
Stammzellschicksal der Keimbahnstammzellen aufrechterhalten.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die ektopische dad-lacZ Expression, die in
den frithen /gd-mutanten Eikammern beobachtet wurde bereits zu Beginn des
Germariums verdndert ist (Morawa et al. 2015; Morawa 2012; Schneider und Markus
Hubertus 2012). Dariiber hinaus sollte auch die Expression von bam mittels des

Reporter-Konstrukts Bam-GFP untersucht werden.
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Wildtyp|A~

Abb. 3.6: Analyse von dad-lacZ und Bam-GFP in wildtypischen, /gd-mutanten, S/1rub-heterozygot mutanten
und /gd, Shrub-heterozygot-mutanten Germarien. links=Anterior, recht= Posterior. (A-A""") wildtypischer
Ovariolschlauchs. (A) Hoechst. (A") Die anti-B-Gal-Antikorperfarbung zeigt die Expression von dad-lacZ in den
Keimbahnstammzellen (Pfeil). (A”") Das Reporterkonstrukt Bam-GFP ist besonders in den sich teilenden und
differenzierenden frithen Zysten exprimiert und wird dann kontinuierlich herunterreguliert. (A""") Uberlagerung von
Hoechst (rot), anti-B-Gal (griin) und Bam-GFP (blau). Die Expression von dad-lacZ und Bam-GFP schlielen sich
gegenseitig aus (Pfeil). (B-B""") wildtypischer Ovariolschlauchs mit Fokus auf das Germarium. (B) Hoechst. (B") Die
anti-f-Gal-Antikorperfirbung zeigt die Expression von dad-lacZ in den beiden Keimbahnstammzellen (Pfeil). (B"")
Das Reporterkonstrukt Bam-GFP ist besonders in den sich teilenden und differenzierenden frithen Zysten exprimiert
und schwicher in den spiten Zysten. (B”"") Uberlagerung von Hoechst (rot), anti-B-Gal (griin, Pfeil) und Bam-GFP
(blau). (C-C""") Igd-mutanter Ovariolschlauchs mit Fokus auf das Germarium. (C) His-RFP markiert die /gd-
mutanten Bereiche negativ. (C") Die anti-B-Gal-Antikorperfiarbung zeigt die Expression von dad-lacZ in drei Zellen
(Pfeil). In den frithen Eikammern ist dad-lacZ abermals hochreguliert (gelber Pfeil). (C™) Die Expression des
Reporterkonstrukt Bam-GFP entspricht dem wildtypischen Muster. (C”"") Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-f-
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Gal (griin, Pfeil) und Bam-GFP (blau). (D-D""") shrub-heterozygotes Germarium. (D) Hoechst. (D) Die anti--Gal-
Antikérperfarbung zeigt die Expression von dad-lacZ in mindestens sechs Zellen (Pfeil). Dariiber hinaus ist dad-lacZ
in den frithen Eikammern hochreguliert (gelber Pfeil). (D"") Die Expressionsdoméne des Reporter-Konstruktes Bam-
GFP ist extrem verbreitert. Selbst in spéten Zysten ist die Expression noch deutlich erhoht. (D""") Uberlagerung von
anti-f-Gal (rot, Pfeil) und Bam-GFP (griin). Die Expression von dad-lacZ und Bam-GFP schlieft sich weiterhin aus.
(E-E""") shrub-heterozygotes Germarium. (E) Hoechst. (E”) Die anti-B-Gal-Antikorperfarbung zeigt die Expression
von dad-lacZ in mehreren Zellen auch im weiter hinten gelegenen Bereich des Germariums (Pfeil) und eine erneute
Hochregulation in frithen Eikammern (gelber Pfeil). (E”") Die Expressionsdomédne des Reporter-Konstruktes Bam-
GFP ist extrem verbreitert. In einigen Zellen ist Bam-GFP nochmals deutlich herunterreguliert herunterreguliert
(Pfeilkopf). (E”"") Uberlagerung von anti-B-Gal (rot, Pfeil) und Bam-GFP (griin, Pfeilkopf). Die Expression von dad-
lacZ und Bam-GFP schliefft sich auch hier aus. (F-F"") lgd,shrub-heterozygot-mutantes Germarium. (F) Hoechst.
(F’) Die anti-B-Gal-Antikorperfarbung zeigt die Expression von dad-lacZ in einigen Zellen (Pfeil). In den frithen
Eikammern ist dad-lacZ abermals hochreguliert (gelber Pfeil). (F'") Die Expressionsdomidne des Reporter-
Konstruktes Bam-GFP #hnelt hier stark dem /gd-mutanten Phinotyp. (F*"") Uberlagerung von anti-B-Gal (rot, Pfeil)
und Bam-GFP (griin).

Im Wildtyp ist das Reporterkonstrukt dad-lacZ ausschlieBlich in den
Keimbahnstammzellen und dem frilhen Zystoblasten exprimiert. Ansonsten ist
innerhalb der Keimbahn keinerlei Expression zu beobachten (Abb. 3.6A+A""’, 3.6B"-
B""’, Pfeil). Die Expression von Bam-GFP ist ausschlielich innerhalb des Germariums
in den differenzierenden Zysten zu beobachten. Die Expression ist besonders stark in
den jungen Zysten und schwicht dann in den spiten Zysten ab. Innerhalb der
Keimbahnstammzellen kommt es zu keinerlei Bam-GFP Expression (Abb. 3.6A""+A"",
3.6B-B"").

Der Verlust der /gd-Funktion fithrt zu einer signifikanten Erhohung der dad-lacZ
exprimierenden Zellen auf 3,6 pro Germarium. Dementsprechend ist die Anzahl der
dad-positiven Zellen im Schnitt um 1 erhoht (Abb. 3.7). Dadurch erhalten diese Zellen
einen Keimbahnstammzell-dhnlichen Charakter. Dartiber hinaus ist die dad-lacZ
Expression in den frithen Eikammern noch einmal hochreguliert (Abb. 3.6C"+C""’,
gelber Pfeil). Die Expression von Bam-GFP ist dadurch verzogert (Abb. 3.6C""+C"").
Der Verlust einer Kopie shrub sorgt fir durchschnittlich 4,9 dad-positive Zellen pro
Germarium. Dabei handelt es sich um nahezu doppelt so viele Zellen mit
Stammzellcharakter im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.7; Abb. 3.6D"+D""’, Pfeil). Die
Expression von Bam-GFP ist sowohl in frithen als auch in spédten Zysten deutlich erhoht
(Abb. 3.6D""+D"""). Teilweise kommt es sogar zu einer ektopischen Expression von
dad-lacZ in einigen Zellen, die bereits von Bam-GFP exprimierenden Zellen umgeben

sind (Abb. 3.6E’-E""’, Pfeil und Pfeilkopf).
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Uberraschenderweise kommt es durch den Verlust einer Kopie von shrub im lgd-
mutanten Hintergrund zu keinerlei Reduktion des shrub-heterozygot-mutanten
Phéanotyps in Bezug auf die erhohte Anzahl der dad-positiven Zellen (Abb. 3.7). Im
Vorfeld konnte allerdings beobachtet werden, dass es in diesem Genotyp zu einer
Reduktion der Anzahl von Eikammern mit 32 Zellen kommt. Wihrend dies in /gd-
mutanten Zellen in 14,6 % der Fille vorkommt und in shrub-heterozygot mutanten
Eikammern in 29 % der Fille, kommt es dagegen in /gd, shrub/+ mutanten Eikammern
lediglich in 7 % der Eikammern zu einer Verdoppelung der Keimzellanzahl (Abb.
3.10). Ein solcher antagonistischer Effekt kann dementsprechend in Bezug auf die dad-
Expression nicht beobachtet werden. Ahnliches konnte in der Fliigelimaginalscheibe
beobachtet werden. Dort unterdriickt der zusétzliche Verlust vom shrub die ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges ausgelost durch den Verlust von Igd, verstirkt aber
trotzdem den Vesikelphédnotyp (Troost et al. 2012)

In Bezug auf dad-lacZ und Bam-GFP entspricht das Expressionsmuster dem von /gd. Es
gibt zusitzliche dad-lacZ exprimierende Zellen. Bam-GFP ist zunéchst stark exprimiert

in frithen Zysten und in spiten Zysten etwas herunterreguliert (Abb. 3.6F’-F """, Pfeil).

dad-exprimierende Zellen (GSC-dhnliche Zellen) pro Germarium (n=50)
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Abb. 3.7: Statistik iiber die Anzahl ¢dad-exprimierender Zellen in wildtypischen, /gd-mutanten, SArub-
heterozygot-mutanten, fu-heterozygot-mutanten, shrub, /gd-heterozygot-doppelmutanten, 7u/+; /gd-mutanten
und 7u, shrub-heterozygot-mutanten Germarien. Pro Genotyp wurden falls nicht anders vermerkt n=50 Germarien

analysiert. * zeigt die Signifikanz im Vergleich zum Wildtyp und ** zeigt die Signifikanz zwischen /gd und fu/+;lgd,;
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p<0.05. In wildtypischen Germarien konnten durchschnittlich 2,6 dad-positive Zellen beobachtet werden. Diese
Anzahl entspricht der Literaturaussage. /gd-mutante Germarien enthalten im Schnitt 3,6 dad-lacZ exprimierende
Zellen. Dabei handelt es sich um einen signifikanten Unterschied im Vergleich zum Wildtyp. shrub-heterozygot-
mutante Germarien enthalten fast doppelt so viele dad-positive Zellen im Vergleich zum Wildtyp. In fi-heterozygot-
mutanten Germarien kommt es statistisch in 4,5 Zellen zu einer dad-Expression. Im shrub,lgd-doppelheterozygot-
mutanten Hintergrund entspricht die Anzahl der dad-positiven Zellen dem shrub-heterozygot-mutanten Hintergrund
(4,92). Der Verlust von einer Kopie fu im /gd-mutanten Hintergrund fiihrt zu einer Erhéhung der dad-positiven
Zellen auf durchschnittlich 7 pro Germarium. Damit ist der Phidnotyp gegeniiber /gd signifikant verstarkt, was auf
eine genetische Interaktion hinweist (**). Auch eine genetische Interaktion zwischen fu und shrub ist beobachtbar.
Die Anzahl der dad-positiven Zellen ist im fu, shrub-heterozygot-mutanten Hintergrund auf durchschnittlich 6,7

Zellen erhoht.

3.1.6 Die dad-exprimierenden Zellen in /gd und S$/rub mutanten Germarien
behalten liéinger ihren Stammzell-dhnlichen Charakter

Um nun zu tiberpriifen, ob die zusétzlichen dad-positiven Zellen in lgd- und shrub-
mutanten Germarien auch dariiber hinaus stammzelldhnlichen Charakter haben, wurde
a-Spectrin untersucht. Spectrin ist ein Protein des Zytoskeletts bildet in den
Keimbahnstammzellen das sogenannte Spektrosom, welches eine runde Form hat. Da es
in den Zysten zu einer unvollstindigen Zellteilung kommt wird dieses Gebilde in die
Liange gezogen und spaltet sich auf. Ab diesem Stadium wird es Fusom genannt.
Folglich sind Keimbahnstammzellen durch eine punktférmige Spectrin-Farbung
markiert und Zysten durch eine ldnglich-gespaltene Spectrin-Féarbung (Lin et al. 1994;
Cuevas et al. 1997; Spradling et al. 1997).

In wildtypischen Germarien erkennt man in der Regel abhingig von der Fokusebene
meist nur ein Spektrosom im Bereich der Keimbahnstammzellen, die hier durch dad-
lacZ markiert sind (Abb. 3.8A+A""", 3.8B"+B""’, Pfeil). In den sich bereits teilenden
Zysten zeigt die anti-Spec-Antikorperfairbung die Fusome, die je nach Anzahl der
bereits durchgefithrten Teilungen lidnglich bis aufgespalten wirken kann (Abb.
3.8A+A""",3.8B""+B""’, Pfeilkopf).

Der Verlust von /gd fiihrt zu einer vermehrten Anzahl von Spektrosomen (Abb.
3.8C""+C""’, Pfeil). Korrelierend mit der ektopischen Expression von dad-lacZ deutet
dies darauf hin, dass es sich bei diesen Zellen um Stammzellen beziehungsweise
stammzelldhnliche Zellen handelt (Abb. 3.8C"+C"""). Die Lokalisation der Fusome
scheint im Vergleich zum Wildtyp nicht verdndert (Abb. 3.8C""-C""").

Die Analyse des Funktionsverlustes einer Kopie von shrub zeigte eine grole Anzahl an
Spektrosomen im Germarium, die auch weiter posterior im Germariums auftraten (Abb.

3.8D"+D""’, Pfeile). Fusome waren lediglich im Bereich fast abschniirender Zysten zu
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beobachten (Abb. 3.8D""+D""’, Pfeilkopf). Auch hier korreliert das Auftreten der
vermehrten Spektrosome mit der ektopischen Expression von dad-lacZ (Abb.

3.8D"+D""").

Bam-GFP,

& shrub*',igd I+

Abb. 3.8: Analyse der anti-Spec-Antikorperfirbung in wildtypischen, /g0-mutanten, S$/rub-heterozygot
mutanten, /gd, Shrub-heterozygot-mutanten und Shrub, tki~heterozygot-doppelmutanten Germarien.
links=Anterior, recht= Posterior (A-A""") wildtypisches Germarium. (A) His-RFP markiert die Zellkerne. (A") Bam-
GFP ist in den differenzierenden Zysten exprimiert. (A"") Die anti-Spec-Antikorperfirbung zeigt ein Spektrosome im
Bereicht der Keimbahnstammzellen und weitere Fusome im Bereich der Zysten. (A""") Uberlagerung von His-RFP
(rot), Bam-GFP (blau) und anti-Spec (griin). (B-B""") wildtypisches Germarium. (B) His-RFP markiert die Zellkerne.
(B") dad-lacZ ist in den beiden Keimbahnstammzellen exprimiert. (B”") Die anti-Spec-Antikorperfiarbung zeigt ein
Spektrosome im Bereicht der Keimbahnstammzellen und weitere Fusome im Bereich der Zysten. (B")
Uberlagerung von His-RFP (rot), dad-lacZ (blau) und anti-Spec (griin). Die Lokalisation des Spektrosoms korreliert

mit der dad-lacZ Farbung. (C-C™"") /gd-mutantes Germarium. (C) His-RFP markiert die /gd-mutanten Bereiche
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negativ. (C") dad-lacZ ist in mehreren Zellen exprimiert. (C”") Die anti-Spec-Antikorperfirbung zeigt mehrere
Spektrosome und weitere Fusome im hinteren Bereich des Germariums. (C”"") Uberlagerung von His-RFP (rot), dad-
lacZ (blau) und anti-Spec (griin). (D-D""") shrub-heterozygot-mutantes Germarium. (D) Hoechst. (D") dad-lacZ ist in
mehreren Zellen exprimiert. (D) Die anti-Spec-Antikorperfairbung zeigt mehrere Spektrosome im GroBteil des
Germariums und nur wenige Fusome im hinteren Bereich des Germariums. (D""") Uberlagerung von Hoechst (rot),
dad-lacZ (blau) und anti-Spec (griin). (E-E""") shrub,lgd-heterozygot-doppelmutantes Germarium. (E) Hoechst. (E")
dad-lacZ ist in mehreren Zellen im anterioren Bereich des Germariums exprimiert. (E") Die anti-Spec-
Antikorperfiarbung zeigt mehrere Spektrosome im vorderen Bereich des Germariums (Pfeile). Fusome sind erst im
hinteren Bereich des Germariums zu sehen (Pfeilkopfe). (E”"") Uberlagerung von Hoechst (rot), dad-lacZ (blau) und
anti-Spec (griin). (F-F""") shrub, tkv-doppelheterozygot-mutantes Germarium. (F) Hoechst. (F") dad-lacZ ist in nur
wenigen Zellen exprimiert. (F'") Die anti-Spec-Antikorperfirbung zeigt mehrere Spektrosome, aber auch einige
Fusome im hinteren Bereich des Germariums. (F""") Uberlagerung von Hoechst (rot), dad-lacZ (blau) und anti-Spec
(griin).

Die Analyse von shrub, Igd-heterozygot-doppelmutanten Germarien zeigte ebenfalls
zusétzliche dad-exprimierende Zellen und zusitzliche Spektrosome bis in Region 2B
(Abb. 3.8E°-E"’, Pfeile). Erst im hinteren Bereich des Germariums konnten Fusome
beobachtet werden (Abb. 3.8E"+E’"", Pfeilkopf). Im Vergleich zur shrub-
Heterozygose wurden weniger zusétzliche dad-positive Zellen und Spektrosome
beobachtet als in shrub/+-Germarien (Abb. 3.8D""+D""", Pfeile). Die Lokalisation der
Fusome war allerdings nicht verdndert. Der Phénotyp von shrub/+ scheint durch
zusétzlichen Verlust einer Kopie /gd ebenfalls abgeschwécht zu sein.

Um nun zu tuberpriifen, ob der shrub-heterozygot-mutante Phénotyp durch die
Abschwichung des Dpp-Signalweges ebenfalls abgeschwidcht werden kann wurde
zusdtzlich eine Kopie des Tkv-Rezeptors entfernt. In diesem Fall konnte immer noch
eine ektopische Anzahl an Spektrosomen beobachtet werden (Abb. 3.8.F +F ",
Pfeile). Allerdings ist die Lokalisation der Fusome wieder weiter Richtung anterior
geriickt (Abb. 3.8.F "+F""’, Pfeilkopf). Dariiber hinaus kommt es auch zu einer weniger
starken ektopischen dad-lacZ Expression im Vergleich zu shrub/+ (Abb3.8D"+D""",
3.8F+F"""). Der shrub-heterozygot-mutante Phénotyp scheint durch den Verlust einer
Kopie von kv reduziert zu sein.

Aufgrund der Beobachtung, dass die ektopisch dad-lacZ exprimierenden Zellen im
Germarium nur Spektrosome besitzen, ldsst sich schlieBen, dass es sich dabei um
Stammzellen oder wenigstens stammzelldhnliche Zellen handeln  muss.
Dementsprechend  scheinen /gd und shrub einen Einfluss auf das
Keimbahnstammzellschicksal zu haben. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass dieser
Einfluss tiber den Dpp-Signalweg lauft, da bereits der Verlust einer Kopie von kv den

shrub-heterozygot-mutanten Phénotyp abschwicht.
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3.1.7 Analyse der genetischen Interaktion von fu, /gd und Shrub wihrend der
Keimbahnentwicklung

Es wurde beobachtet, dass der Ausfall der Kinase fused ebenfalls zu Eikammern mit
zusdtzlichen Zellen fiihrt (Narbonne-Reveau et al. 2006). Der Komplex aus Fused und
der E3-Ub-Ligase Smurf ist spezifisch fiir den Abbau der aktivierten Form von Tkv
innerhalb der Keimbahnstammzellnische verantwortlich (Xia et al. 2010). Der
Funktionsverlust von fu verhindert den Abbau von aktivierten Tkv-Rezeptoren in den
Vorldufern der Keimbahnstammzellen und so kommt es zu einer Erhoéhung der
Reichweite des Dpp-Signalweges. Diese ektopische Aktivierung ist zellautonom, aber
abhédngig von dem Dpp-Liganden. Dadurch kommt es unter anderem zu Eikammern mit
32 Zellen, wie es auch beim Verlust von /gd beobachtet werden konnte (Abb. 3.10)
(Narbonne-Reveau et al. 20006).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Verlust von /gd in der Keimbahn zur
Akkumulation von Transmembranproteinen wie DI, Tkv und der extrazelluldren
Domine von N fithrt (Morawa et al. 2015; Morawa 2012; Schneider und Markus
Hubertus 2012). Dariiber hinaus konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die
Reichweite des Dpp-Signalweges in /gd-mutanten Germarien erhoht ist (Kapitel 3.1.5).
Um nun herauszufinden, ob die ektopische Aktivierung des Dpp-Signalweges durch
einen generellen Abbaudefekt verursacht wurde, der auch die aktivierte Form des Tkv-
Rezeptors betrifft, wurde die genetische Interaktion zwischen /gd und fu untersucht.

Der Verlust einer Kopie der Kinase fu fiihrt bereits zu Defekten in der Keimbahn. Es
kommt zu einer erhohten Expression von Tkv im Bereich frither Zysten im Germarium
(Abb. 3.9A°+A""", 3.9B"+B"""). Die Verteilung von NECD ist dort nicht verdndert
(Abb. 3.9A"+A""", 3.9B""+B’"""). Dariiber hinaus kommt es zu einer ektopischen
Expression des Dpp-Reporters dad-lacZ (Abb 3.9C'+C""). Durchschnittlich befinden
sich 4,5 dad-positive Zellen in einen fu-heterozygot-mutanten Germarien (Abb. 3.7).
Allerdings hat der Verlust einer Kopie fu keinen Einfluss auf die Anzahl der Keimzellen
(Abb. 3.10).

Der Verlust einer Kopie von fu in /gd-mutanten Germarien erhéht die Anzahl an dad-
positiven Zellen signifikant auf 7 (Abb. 3.7). Wie zu erwarten kommt es auch hier in
der Keimbahn zu einer Akkumulation von NECD und Tkv-YFP in Vesikeln (Abb.
39D+D"", 3.9E"-E"""). AuBlerdem scheint es zu einer Verstirkung des Tkv-YFP-

Signals im Germarium zu kommen (Abb. 3.9E"). Die Anzahl an Eikammern mit 32

48



Ergebnisse

Zellen in [gd-mutanten Eikammern scheint durch den Verlust einer Kopie fu leicht

reduziert auf 10,7 % zu sein (Abb. 3.10).

anti-Tkv

200um

dad-lacZ dad-lacZ

dad-lacZ

fu

dad-lacZ

dad-lacZ
Abb. 3.9: Analyse der Heterozygose von 7, dem Verlust einer Kopie 7/ im /g0-mutanten Hintergrund und 7,

shrub Heterozygose. links=Anterior, recht= Posterior (A-A""") fu-heterozygot-mutanter Ovariolschlauch. (A)
Hoechst. (A") Die anti-Tkv-Antikorperfirbung zeigt eine wildtypische Verteilung. Man erkennt eine Akkumulation
in den frithen Zysten des Germariums (Pfeil) und in der Oozyte ab Stadium 6 (Pfeilkopf). Dies entspricht der
wildtypischen Vereilung. (A"") Die anti-N.y,-Antikorperfirbung zeigt eine wildtypische Verteilung. Neyy, ist
gleichmiBig an den Plasmamembranen lokalisiert. (A""") Uberlagerung von Hoechst (rot), anti-Tkv (griin) und anti-
Nexira (blau). (B-B”"") fu-heterozygot-mutantes Germarium. (B) Hoechst. (B") Die anti-Tkv-Antikorperfirbung zeigt
eine Akkumulation in den frithen Zysten des Germariums (Pfeil). (B"") Die anti-N.,-Antikorperfiarbung zeigt eine
wildtypische Verteilung. Ny, ist gleichmiBig an den Plasmamembranen lokalisiert. (B""") Uberlagerung von
Hoechst (rot), anti-Tkv (griin) und anti-N, (blau). (C-C"") fu-heterozygot-mutantes Germarium. (C) Hoechst. (C")

Die anti-B-Gal-Antikorperfirbung zeigt die Expression des Reporters dad-lacZ. Man kann fiinf dad-positive Zellen
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erkennen. (C"") Uberlagerung von Hoechst (rot) und anti-B-Gal (griin). (D-D""") fir/+;lgd-mutanter Ovariolschlauch
mit Fokus auf das Germarium. (D) His-RFP zeigt durch seine Abwesenheit die /gd-mutanten Bereiche an. (D”) Die
anti-B-Gal-Antikorperfarbung zeigt die Expression des Reporters dad-lacZ. Man kann mehrere dad-positive Zellen
erkennen. (D"") Die anti-Ny,-Antikorperfirbung zeigt eine Akkumulation. (D""") Uberlagerung von His-RFP (rot),
anti-B-Gal (griin) und anti-N., (blau). (E-E""") fu/+;lgd-mutanter Ovariolschlauch mit Fokus auf das Germarium.
(E) His-RFP zeigt durch seine Abwesenheit die /gd-mutanten Bereiche an. (E”) Das Reporter-Konstrukt Tkv-YFP
zeigt eine Akkumulation in der Keimbahn (Pfeil) und ein starkes Signal im Germarium. (E"") Die anti-Ney-
Antikorperfirbung zeigt auch eine Akkumulation in der Keimbahn (Pfeil). (E"*") Uberlagerung von His-RFP (rot),
Tkv-YFP (griin) und anti-N.,,, (blau) zeigt eine Kolokalisation (VergréBerung). (F-F""") fu, shrub-heterozygot-
mutantes Germarium. (F) Hoechst. (F") Die anti-B-Gal-Antikorperfarbung zeigt die Expression des Reporters dad-
lacZ. Man kann mehrere dad-positive Zellen erkennen. (F™") Die anti-N.,,-Antikorperfarbung zeigt eine deutliche

Akkumulation. (F”"") Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-B-Gal (griin) und anti-Ny, (blau).

Der Verlust je einer Kopie fu und shrub erhoht ebenso die Anzahl der dad-positiven
Zellen auf 6,7 pro Germarium (Abb. 3.9F+F"""; Abb. 3.7). Die Anzahl der Eikammern
mit 32 Zellen ist auf 52 % erhoht (Abb. 3.10). Dies ldsst vermuten, dass es zwischen
shrub und fu zu einer synergistischen Interaktion kommt. Gleiches gilt fiir die
Interaktion von /gd und fu in Bezug auf die ektopischen dad-positiven Zellen.
Dementsprechend scheint die Interaktion von /gd und shrub mit fu gleichgerichtet zu
sein.

In Bezug auf den 32-Keimzellphénotyp konnte allerdings zwischen /gd und shrub eine
antagonistische Interaktion beobachtet werden (Abb. 3.7, Abb. 3.10). In der
Fliigelimaginalscheibe konnte ebenfalls eine antagonistische Interaktion von shrub und
lgd in Bezug auf die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges beobachtet
werden. Eine synergistische Interaktion besteht in Bezug auf die vergroferten
Endosomen (Troost et al. 2012). Dariiber hinaus ist auch hier eine Akkumulation der
NECD beobachtbar (Abb. 3.9F "+F""").

Der Verlust von fu fithrt vermutlich dazu, dass der Tkv-Rezeptor nicht mehr
ubiquitiniert, und dementsprechend nicht mehr in intraluminale Vesikel verpackt wird.
Bei Ausfall von /gd und shrub kommt es zu einer verminderten Bildung von
intraluminalen Vesikeln durch die Fehlfunktion der ESCRT-Maschinerie. Dadurch
verbleiben auch Transmembranproteine, wie die aktivierte Form von Tkv, an der
Vesikelmembran und konnen weiter signalisieren. fu, /gd und shrub wirken so an

unterschiedlichen Punkten im gleichen Prozess und verstirken den Defekt.
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Eikammern mit 32 Zellen in % (n=500)
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Abb. 3.10: Statistische Analyse der Anzahl von Eikammern mit 32 Zellen. Pro Genotyp wurden n=500
Eikammern untersucht. In wildtypischen und /gd-heterozygot-mutanten Eikammern kommen niemals Eikammern mit
32 Zellen vor. lgd”’-mutante Eikammern zeigen in 14,6 % 32 Zellen. Auch ein anderes amorphes /gd-Allel RSK83a
zeigt einen dhnlichen Wert (13,8 %). Der /gd-Phénotyp kann durch das Konstrukt /gd-RFP unter dem endogenen /gd-
Promotor nahezu vollstindig gerettet werden (1 %). shrub zeigt bereits in Heterozygose in 29 % der Fille
Eikammern mit 32 Zellen. Die Anzahl an Eikammern mit 32 Zellen ist im shrub, lgd-heterozygot-mutanten
Hintergrund auf 7 % reduziert. Dies weist auf eine antagonistische Interaktion hin. fu-heterozygot-mutante
Eikammern weisen keine vermehrten Keimbahnzellen auf (0 %). Dies ist auch der Fall in fi, /gd-heterozygot-
doppelmutanten Eikammern (0 %). Der Verlust einer Kopie fi in /gd-mutanten Eikammern sorgt in 10,7 % der Fille
fiir 32 Zellen. In fu, shrub-heterozygot-doppelmutanten Eikammern kommt es in 52 % der Félle zu 32 Zellen. Dies

weist auf eine synergistische Beziehung zwischen fir und shrub hin.

3.1.8 Der Verlust von JmonT7in /gd-mutanten Zellen fiihrt ebenfalls zu mehr GSC-
dhnlichen Zellen im Germarium

Die Analyse von /gd in der Fliigelimaginalscheibe und dem Follikelepithel zeigte, dass
die Fusion mit dem Lysosom zwingend notwendig fiir die ektopische Aktivierung des
Notch-Signalweges ist. Die Rezeptoren, die an der limitierenden Membran der MVBs
zurlickgeblieben waren konnten durch das saure Milieu aktiviert werden (Schneider et
al. 2013). Diese Hypothese konnte durch jiingere Ergebnisse unterstiitzt werden
(Couturier et al. 2014). Durch die oben beschriebenen, Ergebnisse legen die Vermutung
nahe, dass Tkv in seiner aktiven Form ebenfalls auch an der limitierenden Membran der

MVBs zuriickbleibt, und von dort signalisiert. Wiirde das MVB ldnger als normal
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existieren wiirde auch die ektopische Aktivitit weiter fortbestehen. Aus diesem Grunde
sollte nun der Ausfall von Dmonl untersucht werden. Dmonl ist Teil des cczl/monl-
Komplexes und sorgt fiir die Fusion mit dem Lysosom. Fillt dieses Gen aus kommt es
zu keiner Fusion mit dem Lysosom mehr und MVBs existieren unbestimmt weiter und
nehmen erheblich an Grofe zu. Die Morphologie der MVBs ist allerdings intakt
(Yousefian et al. 2013).

Der Verlust einer Kopie von Dmonl fiihrt zur Bildung von zwei bis drei dad-lacZ
positiven Zellen pro Germarium (Abb. 3.11A"+A"""). Dariiber hinaus zeigt die anti-
Spec-Antikorperfirbung ein Spektrosom im Bereich der dad-lacZ positiven Zellen
(Abb. 3.11A"+A"""; Pfeil). Im hinteren Bereich sind einige Fusome sichtbar (Abb.
3.11A7+A"""; Pfeilkopf). Zudem kommt es nicht zur Bildung von Eikammern mit 32
Zellen (Abb. 3.12). Der Phianotyp entspricht dem Wildtyp.

Der vollstindige Funktionsverlust von Dmonl fiihrt, wie der Verlust von /gd, zu einer
erhohten Anzahl von dad-positiven Zellen im Germarium (Abb. 3.11B"+B"""). Dariiber
hinaus konnten bei diesen dad-positiven Zellen Spektrosome nachgewiesen werden,
was sie als Zellen mit Stammzellcharakter kennzeichnet (Abb. 3.11B""+B’"").
AufBlerdem kommt es in 11,4 % der Dmonl-mutanten Eikammern zur Bildung von 32
Zellen (Abb. 3.12). Dies ist vermutlich auch auf den gestorten Abbau von aktiviertem
Tkv zu erkldren. Da die MVB-Biogenese nicht gestort ist bleibt die Fragen offen, ob es
durch den gestorten Abbau zu einem Riickstau an der Plasmamembran kommt oder zu
einem fehlerhaften endosomalen Transport, wodurch die aktiven Tkv-Rezeptoren

akkumulieren und an der Membran von frithen Vesikeln aus weiter signalisieren.
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Dmon1m4/+(A”

dad-lacZ

~

Abb. 3.11: Analyse der Dmoni-mutanten und /gd, Dmon7-doppelmutanten Keimbahn. links=Anterior, recht=
Posterior (A-A""") Dmonl-heterozygot-mutantes Germarium. (A) His-RFP markiert die Zellkerne. (A") Die anti-3-
Gal-Antikorperfarbung zeigt die Expression von dad-lacZ. Es sind zwei bis drei dad-positive Zellen beobachtbar.
(A"") Die anti-Spec-Antikorperfirbung zeigt ein Spektrosom (Pfeil) im Bereich der dad-positiven Zellen und mehrere
Fusome im Bereich spiter Zysten. (A”"") Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-B-Gal (blau) und anti-Spec (griin).
(B-B""") Dmonl-mutantes Germarium. (B) His-RFP markiert die mutanten Bereiche negativ. (B") Die anti-fB-Gal-
Antikorperfarbung zeigt die Expression von dad-lacZ. Es sind mehrere dad-positive Zellen im Germarium
beobachtbar. Zusitzlich kommt es im umliegenden heterozygot-mutanten Follikelepithel ebenfalls zu einer
ektopische dad-Expression. (B"") Die anti-Spec-Antikorperfirbung zeigt mehrere Spektrosome (Pfeile) im Bereich
der dad-positiven Zellen, aber keine Fusome im Bereich spiter Zysten. (B”"") Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-
B-Gal (blau) und anti-Spec (grin). (C-C""") lgd, Dmonl-heterozygot-doppelmutantes Germarium. (C) His-RFP
markiert die Zellkerne. (C”) Die anti-B-Gal-Antikorperfirbung zeigt die Expression von dad-lacZ. Es sind zusitzliche
dad-positive Zellen im Germarium beobachtbar. Dariiber hinaus zeigt das umliegende heterozygot-mutante

Follikelepithel ebenfalls eine ektopische dad-Expression (C”") Die anti-Spec-Antikorperfirbung zeigt mindestens
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zwei Spektrosome (Pfeile) im Bereich der dad-positiven Zellen und mehrere Fusome im Bereich spiter Zysten
(Pfeilkopf). (C""") Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-B-Gal (blau) und anti-Spec (griin). (D-D""") lgd, Dmon]I-
doppelmutantes Germarium. (D) His-RFP markiert die mutanten Bereiche negativ. (D”) Die anti-B-Gal-
Antikorperfairbung zeigt die Expression von dad-lacZ. Es sind sehr viele dad-positive Zellen im Germarium
beobachtbar. Dariiber hinaus zeigt das umliegende heterozygot-mutante Follikelepithel ebenfalls eine ektopische dad-
Expression. (D”") Die anti-Spec-Antikorperfarbung zeigt mehrere Spektrosome (Pfeile) im Bereich der dad-positiven
Zellen, aber keine Fusome im Bereich spiter Zysten. (D""") Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-B-Gal (blau) und
anti-Spec (griin). (E-E""") lgd, DmonI-doppelmutantes Germarium. (E) His-RFP markiert die mutanten Bereiche
negativ. (E") Die anti-B-Gal-Antikorperfarbung zeigt die Expression von dad-lacZ. Es sind sehr viele dad-positive
Zellen beobachtbar. (E”") Die anti-Spec-Antikorperfirbung zeigt mehrere Spektrosome (Pfeile) im Bereich der dad-
positiven Zellen und im mittleren Bereich ein Fusom (Pfeilkopf). (E""") Uberlagerung von His-RFP (rot), anti-B-Gal
(blau) und anti-Spec (griin). (F-F""") shrub, DmonI-doppelheterozygot-mutantes Germarium. (F) Hoechst. (F") Die
anti-f-Gal-Antikorperfirbung zeigt die Expression von dad-lacZ. Es sind vier Keimbahnstammzellen beobachtbar.
(F"") Die anti-Spec-Antikorperfiarbung zeigt ein Spektrosom (Pfeil) und im mittleren Bereich sind einige Fusome
sichtbar (Pfeilkopf). Der Phinotyp scheint abgeschwicht. (F”"") Uberlagerung von Hoechst (rot), anti-B-Gal (blau)

und anti-Spec (griin).

Der Verlust je einer Kopie /gd und Dmonl fiihrt im Germarium zu einer erhohten
Anzahl von dad-positiven Zellen, was aber wiederum nicht zu Eikammern mit 32
Zellen fithrt (Abb. 3.12, Abb. 3.11C+C’""). Betrachtet man die anti-Spec-
Antikorperfarbung erkennt man einige ektopische Spektrosome im anterioren Bereich
des Germariums und im Bereich der spéten Zysten Fusome (Abb. 3.11C""+C""").

Die Analyse von /gd, Dmonl-doppelmutanten Germarien zeigte, dass es zu sehr vielen
dad-positiven Zellen kommt. Nahezu das gesamte Germarium ist davon betroffen (Abb.
3.11D'+D"", 3.11E'+E"""). Diese Verstirkung deutet auf eine Rolle beider Gene im
selben Prozess hin. Allerdings kommt es durch den zusétzlichen Ausfall von Dmonl in
lgd-mutanten Eikammern nicht zu einer Erhohung der Anzahl an Eikammern mit 32
Zellen (14,7 %) (Abb. 3.12). Betrachtet man die anti-Spec-Antikorperfirbung erkennt
man fast ausschlielich Spektrosome. Dies deute darauf hin, dass es sich bei diesen
Zellen um Stammzellen beziehungsweise stammzelldhnliche Zellen handelt (Abb.
3.11D"+D""", 3.11E"+E"").

Es sollte ebenfalls tiberpriift werden, ob der Verlust einer Kopie Dmonl einen Einfluss
auf den shrub-heterozygot-mutanten Phénotyp hat. Es sind mittels dad-Expression vier
Keimbahnstammzellen identifizierbar. Dariiber hinaus ist eine ektopische Expression
von dad in der sich abschniirenden Eikammer am Ende des Germariums zu sehen (Abb.
3.11F+F"""). Spektrosome sind lediglich im vorderen Bereich des Germariums zu

beobachten (Abb. 3.11F""+F """, Pfeil) und Fusome ab Region 2B (Abb. 3.11F " "+F""").
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Der Phénotyp von shrub/+ scheint durch den Verlust einer Kopie Dmonl abgeschwicht
Zu sein.

Interessanterweise konnte sowohl im Fall von Dmonl als auch von Dmonl,lgd im
umliegenden heterozygoten Follikelepithel eine ektopische dad-Expression beobachtet
werden (Abb. 3.11 B-D"""). Dies ist allerdings nur zu beobachten, wenn die jeweiligen
Fliegen zuvor einem Hitzeschock bei 37 °C unterzogen wurden (vgl. Abb. 3.11A-A""").

Dies konnte auf eine Temperatursensitivitdt von Dmonl hinweisen.

Eikammern mit 32 Zellen (in %, n=500)

35

30

25

Q A % x N x N\
.\b‘c\ b‘b -:\'\ '\-&\ ’/‘“P‘ ‘R?‘\ ’?y
SR R GG A N S
\’A\ & !\,& l\.@ O
8 < N & S
) {op .»'5‘ (“0 &
% {¢o° $ 9 ¢o&'
& & 9
&

Abb. 3.12: Statistische Analyse der Anzahl von Eikammern mit 32 Zellen. Falls nicht anders vermerkt wurden
pro Genotyp n=500 Eikammern untersucht. Im Wildtyp konnten keine Eikammern mit 32 Zellen beobachtet werden.
Der Ausfall von /gd fiihrt in 14,6 % der Fille zu Eikammern mit 32 Zellen, wihrend der Ausfall von einer Kopie
shrub in 29 % der Félle zu 32er Eikammern fiihrt. Der Funktionsverlust von einer Kopie Dmon! fiihrt zu keiner
Verdoppelung der Keimzellanzahl, allerdings fiihrt der komplette Verlust in 11,4 % der Félle zu einer Verdoppelung
der Keimzellanzahl. Igd, Dmoni-heterozygot-doppelmutante Eikammern zeigen niemals 32 Keimzellen, wiahrend der

vollstdndige Verlust in 14,7 % der Félle zu einer Verdoppelung fiihrt. Damit ist der /gd-Phénotyp nicht verstérkt.

Schlussendlich lésst sich sagen, dass die Fusion mit dem Lysosom nicht notwendig fiir
die ektopische Aktivierung des Dpp-Signalweges ist. Dariiber hinaus verstirkt die
Verldngerung der MVB-Lebenszeit zwar die ektopische dad-Expression im Germarium,
wodurch es zu mehr stammzelldhnlichen Zellen kommt, aber dies beeinflusst nicht die

Anzahl der Eikammern mit 32 Zellen.
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3.1.9 Die Reduktion des Liganden Jpp hat einen Einfluss auf den $/77u/b-mutanten
Phiinotyp in der Keimbahn

Um zu untersuchen, ob der Phédnotyp von 32 Zellen in einigen shrub-heterozygot-
mutanten Eikammern abhingig vom Liganden Dpp ist, wurden die beiden

dl10 di2

hypomorphen Allele dpp™” und dpp™ ~ untersucht und deren Einfluss auf der shrub-

heterozygot-mutanten 32-Keimzell-Phénotyp.

Eikammern mit 32 Zellen oder mehr in % (n=500)
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Abb. 3.13: Statistische Analyse der genetischen Interaktion von $/rub und dpp in Bezug auf die Bildung von

Eikammern mit 32 Zellen. Pro Genotyp wurden n=500 Eikammern untersucht. Der Verlust von einer Kopie shrub

fihrt in 29 % der Fille zu Eikammern mit 32 Zellen. Dahingegen fiithrt der Verlust einer Kopie dppdm

bezichungsweise einer Kopie dpp™” zu keinerlei Veréinderung in der Keimzellanzahl. Der zusitzliche Verlust einer

daro

Kopie dpp™"” im shrub-heterozygot-mutanten Hintergrund fiihrt zu einer Reduktion des sArub-Phinotyps auf 13,6 %.

Dahingegen kommt es beim zusitzlichen Verlust einer Kopie des hypomorphen Allels dpp™? im shrub-heterozygot-
mutanten Hintergrund zu einer Verstirkung des shrub-Phénotyps auf 52,6 %. Dartiber hinaus entsteht eine tumordse

Fraktion von 13,4 % von Eikammern, die eine unbestimmte aber hohere Anzahl als 32 Keimzellen aufweisen.

dl10 di2

Der Verlust einer Kopie von dpp™ " oder dpp“'~ fiihrt zu keinerlei Verdnderung in der
Keimzellanzahl, obwohl der zusitzliche Verlust einer Kopie von dpp?’’ den Anteil der
Eikammern mit verdoppelter Keimzellanzahl in shrub-heterozygot-mutanten von 29 %
auf 13,6 % um mehr als die Hilfte reduziert. Fehlt im shrub-heterozygot-mutanten

Hintergrund jedoch zusétzlich eine Kopie des hypomorphen Allels dppdl ? kommt es zu
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einer Verdoppelung der Anzahl von Eikammern mit 32 Zellen auf 52,6 %. Dariiber
hinaus wurde noch eine 13,4 %ige Fraktion beobachtet, in denen die Eikammern eine
groBere Zellanzahl als 32 enthielten. Diese wird hier als ,,tumords® bezeichnet (Abb.
3.13).

Die Ergebnisse liefern einen Hinweis darauf, dass die Dosis des Liganden Dpp einen
Einfluss auf die Bildung von zusitzlichen Keimbahnzellen im shrub-heterozygot-

mutanten Hintergrund haben konnte.
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3.2 Ein Modifier-Screen um neue Interaktionspartner der E3-Ubiquitin-Ligase
Mind bomb 1 von Drosophila zu finden

Fiir die Aktivierung des Notch-Signalweges ist die Endozytose der Liganden DI und Ser
notwendig (Seugnet et al. 1997). Diese Endozytose wird unter anderem durch die E3-
Ubiquitin-Ligase Mibl vermittelt. Das Signal fiir die Endozytose ist die Ubiquitinierung.
Diese findet an Lysin-Resten der intrazelluliren Doméne der Liganden statt (Ubersicht in
Le Borgne et al. 2005a; Le Borgne et al. 2005b).

Um einen genaueren Einblick in die Mibl-abhédngige Endozytose zu bekommen wurde ein
DI-Konstrukt hergestellt, dem alle intrazelluldren Lysine fehlen, Dlg,r. Ohne diese Lysine
sollte der Ligand nicht in der Lage sein ubiquitiniert zu werden oder den Notch-Signalweg
zu aktivieren. Uberraschender Weise konnte eine Mib1-abhingige Aktivierung des Notch-
Signalweges in Fliigelimaginalscheiben von Drosophila beobachtet werden, die Dlgor
iiberexprimieren. Diese Ergebnisse lassen auf eine Rolle von Mibl in einem Prozess
schlieBen, der zwar mit Endozytose zu tun hat, aber unabhéngig von der Funktion der
Ubiquitinierung ist (personliche Kommunikation Kim, AG Klein).

Aus diesem Grund sollte ein Modifier-Screen durchgefiithrt werden mit dem Ziel neue
Interaktionspartner von Mibl zu finden und in Verbindung mit weiteren Prozessen zu

bringen in denen Mibl eine Rolle spielt.

3.2.1 Der Basis-Screen: Analyse des B/oomington-Deficiency-Kit

Der genetische Modifier-Screen wurde im adulten Fliigel von Drosophila melanogaster
durchgefiihrt. Dabei wurde ein besonderes Augenmerk auf die Fliigelvenen gelegt. Die
Vorteile waren hier nicht nur, dass der Fliigel ein externer Korperanhang und somit leicht
zu untersuchen ist, sondern auch, dass die Fliigelvenen im Wildtyp ein stereotypes Muster
bilden. Daran sind viele verschiedene Signalwege und Prozesse beteiligt (Huppert et al.
1997; Sotillos und Celis 2005; Guichard et al. 1999).

Der genetische Modifier-Screen sollte verwendet werden, da er die Mdglichkeit bietet
Kandidatengene durch Verdnderung der Gendosis unabhédngig von jeglichem Vorwissen
tiber Zusammenhang oder Funktion zu ermitteln. Voraussetzung dafiir ist ein sensitiver

Modifier-Phédnotyp, der sowohl verstirkbar, als auch abschwichbar ist. Um eine bessere
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Auswertbarkeit zu gewihrleisten sollte dieser Modifier-Phénotyp mit hoher Penetranz und
geringer Varianz auftreten (Ubersicht in St Johnston 2002).

Fir den Modifier-Screen wurde ein sensitiver Phénotyp benutzt, der durch die
Uberexpression von mibl mittels C5-Gal4 in der Fliigelimaginalscheibe erzeugt wurde
(Abb. 3.14B). C5 ist hauptsdchlich in der Fliigeltasche stark exprimiert. Dabei ist die d/v-
Grenze ausgespart. Eine sehr schwache Expression ldsst sich in einzelnen Zellen des
Notums nachweisen (Yeh et al. 1995; Masterarbeit Schnute 2013; Diplomarbeit
Boxhammer 2012). Dementsprechend wird bei der Analyse von adulten Fliigeln wihrend
des Modifier Screens hauptsidchlich die Verdnderung von Fligelvenen erwartet, aber es
kann auch zu Borstendefekten auf dem Notum kommen.

Die Uberexpression von mibl im Fliigelfeld sorgt fiir eine verstirkte Aktivitit des
endogenen DI, wodurch es zu einer verstirkten Aktivierung des Notch-Signalweges in den
Nachbarzellen kommt. Dadurch wird die rho-Expression sehr stark inhibiert, sodass mehr
intervenoses Gewebe entsteht als im wildtypischen Fall. Dadurch kommt es im adulten
Venenmuster zu Unterbrechungen der Fliigelvenen. In Abb. 3.14B ist zu sehen, dass davon
ausschlieflich die Venen L3-L5 betroffen sind. Dabei sind die Venen L3 und L4
weitestgehend unterbrochen wobei am distalen Fliigelrand noch Reste vorhanden sind. Die
L5 ist im Gegensatz dazu soweit verkiirzt, dass sie nicht mehr in Kontakt mit dem
Fliigelrand steht. Die L1 und L2 sind in keinem Fall unterbrochen. Allerdings lésst sich
dort zusétzliches Venengewebe beobachten (Abb. 3.14B, Pfeile). Vermutlich kommt es
durch eine negative Riickkoppplungsschleife zustande, in die auch Suppressor of (Deltex)
involviert ist (Mazaleyrat et al. 2003).

Zuvor durchgefiihrte Experimente ergaben, dass dieser Phidnotyp mit einer 100 %igen
Penetranz vorkommt. Er unterliegt allerdings einer leichten Varianz. Der hier gezeigte
Phénotyp kommt zu 87,5 % vor, sodass die Varianz zu vernachldssigen ist (Diplomarbeit
Boxhammer 2012). Um sexspezifische Variationen auszuschlieBen wurden nur weibliche
Tiere untersucht.

Der sensitive Phinotyp, der durch die Uberexpression von mibl erzeugt wurde ist die
Grundlage fiir den Modifier Screen. Mit dieser Methode sollen neue Interaktionspartner
von Mibl gefunden werden, da durch die Aktivierungsfihigkeit des DI**®-Liganden die

Vermutung nahe liegt, dass Mib1 noch an weiteren Prozessen beteiligt sein konnte, um den
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Notch-Signalweg zu aktivieren auller der bekannten Ubiquitinierung der Liganden (Kapitel

1.2; personliche Kommunikation Kim, AG Klein).

Abb. 3.14: Venenmuster eines wildtypischen Fliigels von Drosophila melanogaster, sowie des Modifier-Stammes

UAS-mib1; C5-Gal4 und zweier Testkreuzungen. (A) Der wildtypische Fliigel von Drosophila zeigt ein stereotypes
Venenmuster. Dieses besteht aus 5 Longitudinalvenen (L1-5) und 2 Kreuzvenen (anteriore Kreuzvene = aK und
posteriore Kreuzvene = pK). Die L1 ist in direktem Kontakt mit dem dorsalen Fligelrand wéhrend die L2, L3 und L4
parallel bis zum distalen Fliigelrand verlaufen. Die L5 verlduft von der proximalen Gelenkregion zum ventralen
Fliigelrand. Die aK verbindet L3 und L4, wohingegen die pK L4 und L5 verbindet. Der Fliigelrand ist durchgehend glatt
und dorsal mit sensorischen Borsten ausgestattet. Die Fliigelhaare sind alle homogen ausgerichtet. (B) Die Uberexpression
von mibl im Fliigelfeld mittels C5-Gal4 fithrt zum Verlust von Venengewebe. Die L3 und L4 sind deutlich unterbrochen,
sodass am distalen Fliigelrand noch etwas Venengewebe tibrig ist. Die L5 ist deutlich verkiirzt. Die L1 und die L2 sind
nicht affektiert. Die aK ist in der Regel nicht betroffen, aber die pK in einigen Fillen. Dieser Phinotyp ist leicht variabel,
aber kommt wie oben gezeigt in 87,5 % der Fille vor. Dariiber hinaus kommt es an den Kreuzvenen und besonders an der

N in den

L2 zu zusitzlichem Venengewebe (rote Pfeile). (C) Die Kreuzung von einer Kopie des amorphen Allels
Modifier-Hintergrund UAS-mibl; C5-Gal4 fihrt zu einer Wiederherstellung der Venen bis hin zu einem nahezu
wildtypischen Level. Die L3 ist wieder durchgéngig bis zum distalen Fligelrand und die L4 ist nahezu vollstindig bis auf
kurze Unterbrechungen im distalen Bereich. Die L5 ist wieder in Kontakt mit dem Fliigelrand. Allerdings fiihrt der
Verlust von Notch zu Kerben im Fliigelrand. Zusitzliches Venengewebe ist nur minimal vorhanden. Der Modifier-
Phinotyp ist abschwiichbar. (D) Die Kreuzung von einer Kopie des amorphen Allels A in den Modifier-Hintergrund
UAS-mibl; C5-Gal4 fiihrt zu einer teilweisen Reduktion der Venen. Die L5 ist weiter reduziert, wihrend die L3 und L4
leicht wieder hergestellt sind. Die L2 ist reduziert und nicht mehr in Kontakt mit dem Fliigelrand (schwarzer Pfeil).

Zusitzliches Venengewebe ist nicht beobachtbar. Der Modifier-Phianotyp ist verstirkbar (Diplomarbeit Boxhammer

2012).
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In Vorversuchen wurde getestet, ob mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus Interaktionspartner
von Mibl aufgedeckt werden konnen. Dazu wurden bekannte direkte Interaktionspartner
und Notch-Signalwegkomponenten gegen den Modifier-Stamm (UAS-mibl; C5-Gal4)
gekreuzt. Als Beispiel zeigt die Kreuzung gegen das Allel N7/ ein nahezu wildtypisches
Venenmuster. Der Phinotyp ist also abschwichbar (Abb. 3.14C). Das Allel H**', ein Co-
Repressor des Notch-Signalweges, zeigt dahingegen eine weitere Reduktion der Venen.
Der Phénotyp ist also auch verstirkbar (Abb. 3.14D, Pfeil). Es konnte gezeigt werden, dass
der Versuchsaufbau geeignet ist um neue Interaktionspartner von Mibl zu finden. Der
Modifier-Phénotyp ist sowohl verstdrkbar als auch abschwichbar. Dementsprechend sind
die zwingenden Voraussetzungen zur Durchfiithrung eines Modifier Screens vorhanden.

In einer fritheren Arbeit wurden bereits 105 der insgesamt 462 Stimme des Blommington
Deficieny Kits gekreuzt (Diplomarbeit Boxhammer 2012). Dabei zeigten -einige
Defizienzen eine nahezu wildtypische Verinderung bei der gleichzeitigen Uberexpression
von mibl und andere zeigten wenig bis gar keine Verdnderungen. Anhand eines
Bewertungssystems konnen die einzelnen Defizienzen in Bezug auf die Verdnderung der
Venen in Gruppen von Abschwichungsgraden -eingeteilt werden (Diplomarbeit

Boxhammer 2012). Dieses Bewertungssystem wird in dieser Arbeit weiter verwendet und

erweitert (Abb. 3.16).

| Basis Modifier-Screen Eingrenzungs-Screen RNAi-Screen Identifizierte Gene

identifizierte
Mibl-Interaktoren

Identifizierung von

UAS-mib1;C5-Gald UAS-mib1;C5-Gal4 Kandidatengenen und

X X Verifizierung mittels RNAi-
“Bloomington Deficiency Kit"” kleinere Defizienzen(96) Linien
(462 Stamme) Notch-Komponenten (16)
mutante Allele (600) UAS-mib1;UAS-Dcr2/+;C5-
Gald
| X
- ‘ RNAi-Linien (428) ‘
102 29 131

101 |

Abb. 3.15: Vorgehen zur Identifizierung von neuen Mib1l-Interaktoren. Im Basis-Modifier-Screen wurden die 462
Stédmme des Bloomington Deficiency Kits gegen den Modifier-Stamm UAS-mib1;;C5-Gal4 gekreuzt und analysiert. Es
konnten 101 Defizienzen identifiziert werden, die den Phénotyp stark beeinflussen. Im néchsten Schritt wurden kleinere
Defizienzen (96) untersucht. Dariiber hinaus wurden einzelne Komponenten des Notch-Signalweges (16) und diverse
mutante Allele (600) untersucht, die in den verddchtigen Bereichen der Defizienzen lokalisiert waren. Dadurch konnten
102 Kandidatengene identifiziert werden. Um bereits identifizierte Kandidaten zu bestitigen oder Kandidatengene zu

testen, von denen es keine Allele gab, wurden zusitzlich RNAi-Linien getestet. Diese wurden ebenfalls gegen den
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Modifier-Stamm UAS-mib1;UAS-Dcr2/+;C5-Gal4 gekreuzt. Dadurch konnten weitere 29 Gene identifiziert werden.
Insgesamt konnten so 131 Gene als neue Mib1-Interaktoren identifiziert werden (Kap. 9, Tab. 9.1-9.4, Abb. 9.1).

Um moglichst viele potenzielle Kandidatengene zu testen wurde das Bloomington
Deficiency Kit, bestehend aus 462 Stimmen, verwendet (Bloomington). Dadurch wurde
nahezu das komplette Genom von Drosophila stiickweise deletiert. Weibliche Tiere dieser
Defizienzen wurden jeweils gegen Ménnchen des Modifier-Stamm UAS-mibl;;C5-Gal4
gekreuzt (Abb. 3.15). In diesem sensitiven Hintergrund fehlen jeweils 50 % der Gendosis.
Untersucht wurde die Verdnderung des Venenmusters in den weiblichen Nachkommen
(Kap. 9.2, Abb. 9.1). Dies hat den Vorteil, dass alle Defizienzen unabhéngig von ihrer
Lage auf den Chromosomen gleich behandelt werden konnen. Dariiber hinaus konnten so
geschlechtsspezifische Unterschiede ausgeschlossen werden. Anhand ihres Phénotyps
wurden die Defizienzen zur weiteren Analyse in Kategorien eingeteilt (Abb. 3.16).

Die Kategorie ,Reduziert“ beinhaltet diejenigen Defizienzen beziehungsweise
Kandidatengene, in denen die Venen weiter reduziert sind. Nur bei dieser Kategorie ist die
L2 betroffen. Dies ist auf eine erhohte Aktivitidt des Notch-Signalweges zuriickzufiihren. 6
Defizienzen und schlussendlich 14 Kandidatengene konnten dieser Kategorie zugeordnet
werden (Abb. 3.16B, rosa).

Die Kategorie ,,Unverdndert™ beinhaltet diejenigen Defizienzen und Kandidatengene, die
keine Verdnderung gegeniiber dem Modifier-Phianotypen zeigten (Abb. 3.16C, hellblau).
Die Kategorie ,,Abschwidchungsgrad 1 beinhaltet den Grofiteil aller untersuchten
Defizienzen und Kandidatengene. Mehr als 50 % der Fliigel sind modifiziert und davon
sind maximal zwei Venen leicht wiederhergestellt. Die L3 ist am hdufigsten betroffen. Dies
weist auf eine leichte Abschwichung des Notch-Signalweges hin (Abb. 3.16D, blau).

Die Kategorie ,,Abschwichungsgrad 2* beinhaltet Defizienzen bei denen mehr als 75 % der
Fliigel modifiziert sind. Maximal zwei Venen sind deutlich wiederhergestellt. Auch hier ist
die L3 am héufigsten betroffen (Abb. 3.16E, orange).

Die Kategorie ,,Abschwichungsgrad 3 beinhaltet Defizienzen und Kandidatengene bei
denen in mindestens 75 % der Fliigel alle Venen deutlich wiederhergestellt sind. Der
Phénotyp &hnelt dem wildtypischen Fliigel. Dementsprechend ist hier eine starke
Interaktion mit Mibl zu erwarten, wodurch der Notch-Signalweg reduziert wird. 87
Defizienzen und 94 Kandidatengene wurden in diese Kategorie eingeordnet (Abb. 3.16F,

gelb).
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Venen Kategorie Beschreibung Beispiele

Reduziert * Venen sind reduziert + Df{3R)BSC517
(n=6 Defizienzen) * L2 betroffen *H, lea, Sytu, LkE

(n=14 Kandidatengene)

Unverandert + <50% der Fligel sind modifiziert « Df(3R}Ubx109
(n=36 Defizienzen) » die meisten Fliigel dhneln dem * CypkC3, Spec2,
Modifier-Phinotyp mod, IIpl

* »75% der Flugel sind modifiziert
» alle Venen sind deutlich
wiederhergestellt

* die Fligel dhneln dem Wildtyp

+ Df{3R)ED5938
« DI, Ser, Vpsd, Imp

AT f 3
(n=87 Defizienzen)
(n=94 Kandidatengene)

* nvy, CG4829,
CG12909

* > 50% der Fliigel sind posterior
deutlich schmaler

(n=0 Defizienzen)
(n=3 Kandidatengene)

Abb. 3.16: Die Kategorien der Defizienzen und Kandidatengene. (A) Der Modifier-Phénotyp UAS-mib1;;C5-Gal4.
(B) ,,Reduziert” zeigt eine Reduktion der L2 (rosa). (C) ,,Unverdndert* zeigt keinen Unterschied zum Modifier-Phéanotyp
in A. (D) ,,Abschwichungsgrad 1* zeigt eine leichte Wiederherstellung der Venen. (E) ,,Abschwichungsgrad 2 zeigt eine
moderate Wiederherstellung von Venengewebe. (F) ,,Abschwichungsgrad 3 zeigt eine vollstindige Wiederherstellung
von Venen. (G) ,Letal zeigt keine Nachkommen mit dem korrekten Genotypen. (H) ,Knautsch® beinhaltet nicht
vollstindig ausgefaltete Fliigel, die wie zerknautscht wirken. (I) ,,Schmaler” beinhaltet Fliigel mit einer deutlichen

Verschmilerung im posterioren Bereich.

Die Kategorie ,Letal“ beinhaltet alle Defizienzen und Kandidatengene, die keine
Nachkommen mit dem richtigen Genotyp hervorbringen konnten. Dies war bei 6
Defizienzen und 5 Kandidatengenen der Fall (Abb. 3.16G, griin).

Die Kategorie ,,Knautsch® beinhaltet Defizienzen und Kandidatengene bei denen die

Struktur des Fliigels in iiber 50 % der Falle gestort ist. Der Fliigel ist nicht korrekt
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ausgefaltet und wirkt wie zusammengeknautscht. Dies ist in 2 Defizienzen und 15
Kandidatengenen der Fall (Abb. 3.16H, lila).

Die Kategorie ,,Schmaler beinhaltet Kandidatengene die in mehr als 50 % der Félle im
posterioren Bereich eine deutliche Verschmilerung des Fliigels zeigten. Dies war bei 3
Kandidatengenen der Fall (Abb. 3.16l, grau).

Die den Kategorien zugeordneten Farben werden auch in allen weiteren Tabellen und
Abbildungen beibehalten.

Es konnten insgesamt 101 Defizienzen identifiziert werden, die den Kategorien
,»Reduziert”, ,,Abschwéichungsgrad 3, ,Letal”, ,, Knautsch® und ,,Schmaler* zugeordnet
werden konnten. All diese Kategorien haben gemeinsam, dass sich bei ihnen auf eine starke
genetische Interaktion riickschlieen lasst. Ob diese Interaktion direkt oder indirekt ist kann
hier nicht gesagt werden. Allerdings ist sicher, dass sich innerhalb dieser Defizienzen ein
oder mehrere Gene befinden, die mit Mib1 interagieren.

Diese 101 Defizienzen wurden fiir weitere Analysen und zur Identifizierung der

entsprechenden Mib1-Interaktoren néher untersucht.

3.2.2 Zuordnung bekannter Interaktionspartner von Mind bomb 1 zu auffilligen
Defizienzen

Der nidchste Schritt war nun die 101 identifizierten Defizienzen nach Kandidatengenen zu
durchforsten. Dazu wurden in silico Studien durchgefiihrt, um mehr Informationen tiber die
in den Defizienzen enthaltenen Gene zu finden. In einigen Defizienzen waren Gene
enthalten, bei denen bereits eine direkte oder genetische Interaktion mit Mibl gezeigt
wurde. Da bekannt ist, dass Mib1l eine zentrale Rolle im Notch-Signalweg spielt wurden
zundchst die Defizienzen nach Notch-Komponenten durchsucht. Dazu wurden Genlisten
der Datenbank Flybase benutzt.

Dadurch konnten 10 Defizienzen identifiziert werden in denen bekannte Notch-
Komponenten deletiert sind. Um nun zu testen, ob diese Gene wirklich fiir die
phénotypische Verdnderung des Modifier-Phénotyps verantwortlich sind wurden mutante
Allele dieser Notch-Komponenten analysiert. Dazu wurden diese ebenfalls gegen den

Modifier-Stamm gekreuzt und die Nachkommen analysiert.
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Abb. 3.17: Analyse von Defizienzen und den darin enthaltenen Notch-Komponenten. Alle Aufnahmen wurden in 5-
facher Vergroferung aufgenommen. (A) Ein wildtypischer Fliigel von Drosophila melanogaster mit seinem stereotypen
Muster von fiinf Longitudinalvenen (L1-L5) und zwei Kreuzvenen (aK und pK). (B) Der Modifier-Phénotyp UAS-
mibl;;C5-Gal4 zeigt eine deutliche Reduktion der Venen L3-L5. (C) Die Df(1)dx81 fiihrt im Modifier-Hintergrund zur
Letalitit. (D) Der Verlust der E3-Ubiquitin-Ligase dx™Y fiihrt im Modifier-Hintergrund zur vollstindigen
Wiederherstellung von Venengewebe. (E) Die Df(2L)C144 fuhrt im Modifier-Hintergrund zur vollsténdigen
Wiederherstellung aller Venen. (F) Der Verlust des y-Secretase-Mitgliedes aph-17% fiihrt im Modifier-Hintergrund zur
vollstdndigen Wiederherstellung von Venengewebe. (G) Die Df(2L)BSC159 fiihrt im Modifier-Hintergrund zur nahezu
vollstindigen Wiederherstellung aller Venen. (H) Der Verlust der Adam-Metalloprotease kuz">* fiihrt im Modifier-
Hintergrund zur vollstindigen Wiederherstellung des Venenmusters. (I) Die Df(3L)BSC774 fiithrt im Modifier-
Hintergrund zur vollstindigen Wiederherstellung aller Venen. (J) Der Verlust von mibI? fiihrt im Modifier-Hintergrund
zur teilweisen Wiederherstellung von Venengewebe, da die Gendosis nicht ganz ausgeglichen ist. (K) Die Df(3R)ED5938
fihrt im Modifier-Hintergrund zur vollstindigen Wiederherstellung aller Venen und zur Bildung von zusitzlichem
Venengewebe. (L) Der Verlust des N-Liganden DI’ fijhrt im Modifier-Hintergrund zur vollstindigen
Wiederherstellung von Venengewebe und ebenfalls zur Bildung von zusitzlichem Venengewebe. (M) Die
Df(3R)BSC517 fiihrt im Modifier-Hintergrund zu einer Reduktion der Venen. Sogar die L2 ist betroffen. (N) Der Verlust
des negativen Notch-Regulators H**' fiihrt im Modifier-Hintergrund zu einer Reduktion von Venengewebe. (O) Die
Df(3R)ED6255 fiihrt im Modifier-Hintergrund zur vollstindigen Wiederherstellung aller Venen. Es ist nur wenig
zusiitzliches Venengewebe zu beobachten. (P) Der Verlust des N-Liganden Ser®'? fiihrt im Modifier-Hintergrund zur

fast vollstandigen Wiederherstellung von Venengewebe.

Die Defizienz Df(1)dx81 ist letal und beinhaltet unter anderem das Gen deltex. Dx ist, wie
Mibl, eine E3-Ubiquitin-Ligase des RING-Typs und verantwortlich fiir die
Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors. Dx scheint in der Signalweiterleitung downstream
von Notch involviert zu sein (Yamamoto et al. 2001). Der Verlust von dx""Y im Modifier-
Hintergrund fiihrt zu einer deutlichen Wiederherstellung der Venen (Abschwichungsgrad
3). Da die Defizienz letal ist kann sie nicht direkt mit dx verglichen werden. Neben dx
wurden noch CG6048 und Malignant T cell amplified sequence 1 (MCTSI) innerhalb
dieser Defizienz identifiziert. Wahrend CG6048 in die Kategorie ,,Knautsch* sortiert wurde
sorgt MCTS1 fiihrt Letalitdt. Deshalb liebt es nahe, dass die Letalitdit der Defizienz
Df(1)dx81 auf den Verlust von MCST1 zuriickzufiihren ist und die starke Abschwichung
verursacht durch dx deshalb nicht beobachtbar ist (Abb. 3.17C+D, Abb. 3.19).

Die Defizienz Df(2L)C144 fiihrt im Modifier-Hintergrund zu einer fast vollstindigen
Wiederherstellung der Venen (AG3). Diese Df beinhaltet unter anderem das Gen aph-1.
Aph-1 ist Teil des y-Secretase-Komplexes, der essentiell den S3-Schnitt vermittelt
(Strooper et al. 1999). Der Verlust des amorphen Allels aph-1"% fiihrt ebenfalls zu einer
vollstdndigen Wiederherstellung der Venen (AG3). Damit dhneln sich die Phénotypen der
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Df und aph-1 sehr und es kann davon ausgegangen werden, dass aph-1 auch den Phéanotyp
innerhalb der Df(2L)C144 auslost (Abb. 3.17E+F).

Die Defizienz Df(2L)BSC159 fithrt im Modifier-Hintergrund ebenfalls zu einem
»Abschwichungsgrad 3“-Phénotyp. Enthalten ist in dieser Df das Gen kuzbanian. Kuz
vermittelt den S2-Schnitt (Sotillos et al. 1997). Der Verlust von kuz"** fiihrt ebenfalls zu
einer vollstindigen Wiederherstellung der Venen. Auch hier kann davon ausgegangen
werden, dass kuz den Phénotyp in Df(2L)BSC159 hervorruft (Abb. 3.17G+H).

Die Defizienz Df(3L)BSC774 sorgt ebenfalls fiir eine Wiederherstellung des wildtypischen
Venenmusters. In dieser Df ist die E3-Ubiquitin-Ligase Mibl enthalten.
Uberraschenderweise kommt es beim Verlust des Allels mib° zu keiner vollstindigen
Wiederherstellung aller Venen. Die L5 ist weiterhin verkiirzt. Vermutlich kann die
Uberexpression nicht durch den Verlust einer Kopie von mib! auf das wildtypische Niveau
ausgeglichen werden oder es sind weitere Gene in der Defizienz betroffen, die den
Phénotyp zusitzlich beeinflussen (Abb. 3.171+J).

Die Defizienz Df(3R)ED5938 beinhaltet den Notch-Liganden D/. Sowohl die Df als auch
das amorphe Allel DI"""’ zeigen ein nahezu wildtypisches Venenmuster im Modifier-
Hintergrund. Dariiber hinaus ist viel zusétzliches Venengewebe zu beobachten. Die
Ahnlichkeit des Phanotyps bei Verlust von D/ und Df(3R)ED5938 weist darauf hin, dass DI
fiir die Reduktion der Notch-Aktivitdt verantwortlich ist (Abb. 3.17K+L).

Die Defizienz Df(3R)BSC517 wurde in die Kategorie ,,Reduziert” eingeordnet. Die L2 ist
neben den anderen Venen ebenfalls reduziert. Diese Df enthélt das Gen H. H ist ein Co-
Repressor des Notch-Signalweges (Ubersicht in Maier 2006). Bei dem Verlust des
amorphen Allels H**! im Modifier-Hintergrund sind ebenfalls die Venen L2-L5 reduziert,
sodass die Verdnderung eindeutig auf dieses Gen zuriickzufiihren ist (Abb. 3.17M+N).
Selbiges gilt fiir die Df(3R)BSC141.

Die Defizienz Df(3R)ED6255 zeigt wiederum eine vollstindige Wiederherstellung der
Venen. Hier fehlt der zweite Notch-Ligand Serrate. Auch der Verlust des amorphen Allels
Ser™ % fijhrt zu einem dhnlichen Phinotyp wie die Defizienz im Modifier-Hintergrund. Im
Vergleich zu D/ kommt es bei Ser allerdings nicht zu so viel zusdtzlichem Venengewebe
(Abb. 3.170+P). Ser ist auch Bestandteil der Df(3R)BSC497.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Venenverdnderung, die bei den

Defizienzen beobachtet werden konnte meistens ein Gen zuriickzufiihren ist, da sich die
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Phanotypen auffallend dhneln. In wenigen Féllen weichen die Phénotypen ab, da es zum
Beispiel zu einem additiven Effekt bei Verlust mehrerer Gene innerhalb einer Defizienz
kommen kann.

Damit konnte gezeigt werden, dass der Modifier-Phénotyp sowohl abschwéchbar als auch
verstirkbar ist und das in einer sehr sensitiven Weise. Die Reduktion der Gendosis um 50
% fiihrt zu einer deutlichen Modifikation des Modifier-Phinotyps. Schlussendlich konnte
damit bewiesen werden, dass der Aufbau dieses Modifier-Screens geeignet ist um

Interaktionspartner von Mib1 zu identifizieren.

3.2.3 Identifizierung von Kandidatengenen mittels kleinerer Defizienzen, Allelen und
RNAIis

Einigen Defizienzen konnten bereits Notch-Komponenten zugeordnet werden. Um nun
auch in den restlichen Defizienzen Kandidatengene zu identifizieren, wurde nach einem

bestimmten Schema vorgegangen.

Schritt 1: 323 #8068 (68A6-68E1)
322 #9355 (67E2-68A7) 324 #8069 (68C13-69B4)
e = = ]
Schritt 2: #24407 (68A9-68C10) ' #25411 (68C13-68D1)
== [

Schritt 3: ‘
68C10-68C10 3L:11480650..114921565 chrb 156 stocks
68C11-68C11 3L:11501737..11502003 (CG33500 2 stocks
68C11-68C11 3L:11502067..11502494 Sgs8 2 stocks
68C11-68C11 3L:11502961..11503347 Sgs7 2 stocks
68C11-68C11 3L:11503423..11503689 CG33272
68C11-68C11 3L:11505321..11506502 Sgs3 4 stocks
68C11-68C12 3L:11506805..11512004 CG7512 3 stocks
68C12-68C12 3L:11511898..11513924 Fuca 5 stocks

Schritt 4: 68C12-68C12 3L:11514113..11515813 CG11714 2 stocks

Abb. 3.18: Schematische Vorgehensweise zur Identifizierung von Mibl-Interaktoren am Beispiel von CG11714.
Zunichst wurden die auffilligen 101 Defizienzen mit ihren benachbarten Defizienzen verglichen. So konnten die dufleren
Bereiche des Stammes 323 #8068 verworfen werden. Die tibrigen Bereiche wurden mittels kleinerer Defizienzen bestitigt
oder ausgeschlossen. In diesem Fall zeigten die Defizienzen #24407 und #25411 keine grofe Verdnderung, sodass

lediglich der Bereich von 68C10-68C13 iibrig blieb. Die, in diesen Bereichen lokalisierten Kandidatengene, wurden
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mittels mutanten Allelen oder RNAI getestet. So konnten schlussendlich 131 Mibl-Interaktoren identifiziert werden. In

diesem Fall war das Gen CG11714 fir die —-Modifier-Phinotypverdnderung verantwortlich.

In Schritt 1 wurden die auffilligen Defizienzen mit iiberlappenden Defizienzen verglichen.
Zeigten diese keine oder nur geringe Verdnderungen so konnten die iiberlappenden
Bereiche ausgeschlossen werden. Dort befand sich mit hoher Wahrscheinlichkeit kein Gen,
das mit mibl interagiert. Im anderen Fall war es wahrscheinlich, dass bestimmte Bereiche
Mibl-Interaktoren enthielten, wenn benachbarte Defizienzen dieselben auffilligen
Verdnderungen zeigten. Im Falle der Defizienz mit der Nummer 323 #8068 bewirkten die
beiden Nachbardefizienzen 322 #9355 und 324 #8069 keine oder nur leichte
Verdanderungen im Modifier-Hintergrund. Dementsprechend konnten die Bereiche 68A6-
68A7 und 68C13-68E1 ausgeschlossen werden (Abb. 3.18, Schritt 1).

In Schritt 2 wurden, wenn verfiigbar, Defizienzen geordert und analysiert, die kleinere
Bereiche innerhalb der auffilligen Bereiche abdeckten. Dadurch konnten entweder weitere
Bereiche ausgeschlossen oder wahrscheinlicher werden. Im Fall von 323 #8068 waren zwei
weitere Defizienzen im Bereich 68A9-68C10 (#24407) und 68C13-68D1 (#25411)
verfiigbar. Beide zeigten jedoch lediglich eine Verdnderung der Kategorie
,,Abschwichungsgrad 1 und konnten so ausgeschlossen werden. Ubrig blieben demnach
die Bereiche 68A8 und 68C11-68C12 (Abb. 3.18, Schritt 2; Kap. 9.1.2, Tab. 9.2).

In Schritt 3 wurden dann von diesen {ibrig gebliebenen Bereichen Kandidatengene getestet.
Dazu wurden mutante Allele verwendet, die zum Teil durch P-Element-Insertionen
entstanden sind (FlyBase, Bloomington). Im Weiteren wurden auch entsprechende RNAi-
Linien verwendet (FlyBase, VRDC). Zusétzlich wurde UAS-Dcr2 koexprimiert um die
Effizienz der RNAi zu erhohen (Abb. 3.18, Schritt 3; Abb. 3.15; Dietzl et al., 2007, Kap.
9.1.3+9.1.4, Abb. 9.3+9.4).

Dementsprechend konnten im letzten Schritt dann zu fast jeder Defizienz Gene identifiziert
werden, die mit Mibl interagieren. Im Falle von 323 #8068 konnte eindeutig das Gen
CG11714 als neuer Interaktionspartner von Mib1 identifiziert werden (Abb. 3.18, Schritt 4;
Tab. 3.1; Kapitel 3.2.6).

3.2.4 Identifizierung von Kandidatengenen innerhalb der auffilligen Defizienzen
Aufgrund der oben beschriebenen Vorgehensweise konnten insgesamt 131 Gene als neue

Interaktionspartner von Mibl1 identifiziert werden (Abb. 3.15, Abb. 3.18).
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Lediglich bei 7 Defizienzen konnte keines der getesteten Kandidatengene den Modifier-
Phianotyp ausreichend verdndern (Tab. 3.1). Dies ist moglicherweise darauf
zurlickzufithren, dass mnicht alle in den entsprechenden Defizienzen liegende
Kandidatengene getestet werden konnten, da keine mutanten Allele oder RNAi-Linien
verfiigbar waren. Andererseits konnte der modifizierende Phadnotyp der Defizienz auch
durch einen additiven Effekt ausgelost worden sein, sodass die einzelnen Gene nicht
modifizieren, die Kombination aus ihnen aber sehr wohl.

Zunidchst wurden in verschiedenen Datenbanken Informationen tiiber die Funktion,
Lokalisation und Konservierung der identifizierten Gene gesammelt und tabellarisch
ausgewertet (Flybase, BioGRID, DrolD, InterlogFinder, Signalink). Anhand dieser
Informationen wurden die identifizierten Gene in eine von acht verschiedenen Gruppen
eingeteilt: Signalweg (gelb), Transkriptionsfaktor (blau), Zellmaschinerie (rot),
Ubiquitinierung und Transport (griin), Zelladhesion (pink), Zytoskelett (lila), Metabolismus
(hellgriin), Andere (rosa). Diese Gruppen sind durchgehend farblich gekennzeichnet (Tab.
3.1, Abb. 3.20-3.23).

Die Gruppe ,,Signalweg® (gelb) enthélt Gene bei denen bereits gezeigt wurde, dass sie
explizit an bestimmten Signalwegen beteiligt sind. So sind Insulin-like peptide 7 (//p7) und
Insulin-like peptide 4 (/[p4) Liganden des Insulin-Rezeptor-Signalweges (Brogiolo et al.
2001). Interessanterweise soll der Insulin-Level einen Einfluss auf die weiblichen
Keimbahnstammzellen iiber die Stammzellnische haben (Hsu et al. 2008). Die
Endopeptidase rhomboid-4 (rho-4), die den EGFR-Rezeptor prozessiert, und der Ligand
vein (vn) sind Kernkomponenten des Egfr-Signalwegs, der eine wichtige Rolle wihrend der
Venenentwicklung spielt (Urban et al. 2002; Schnepp et al. 1996). Wie bereits in Kapitel
3.2.2 erwidhnt konnten auch einige Komponenten des Notch-Signalweges identifiziert
werden. Dabei handelt es sich um die Liganden Ser und D/, sowie den Co-Repressor H
(Fehon et al. 1990; Nagel et al. 2005; Bailey und Posakony 1995; Glittenberg et al. 2006).
Dartiber hinaus konnte strawberry notch (sno) identifiziert werden. Sno ist an der Egfr-
abhingigen DI/-Expression beteiligt, indem es antagonistisch auf die Repressorfunktion von
Su(H) wirkt (Tsuda et al. 2002). kuz vermittelt den S2-Schnitt und aph-1 den S3-Schnitt,
die fiir die Proteolyse des Notch-Rezeptors essentiell sind (Pan und Rubin 1997; Sotillos et
al. 1997; Schneider et al. 2013). Regulator of G-protein signalling 7 (RSG7) und Zizimin-

related (Zir) sind an der Signalweiterleitung im Rho-Signalweg beteiligt (Sampson et al.
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2012; Gaudet et al. 2010). AuBBerdem konnte die Kinase Lk6 als Mibl1-Interaktionspartner
nachgewiesen werden. Sie ist sowohl an der negativen Regulation der Ras-
Signalweiterleitung, als auch an Mikrotubuli-basierenden Prozessen beteiligt, sodass hier
eine Briicke zum Zytoskelett geschlagen werden kann (Kidd und Raff 1997; Huang und
Rubin 2000). Der NMDA-Rezeptor lonotropic receptor 25a (Ir25a) hat eine Funktion als
liganden-abhéngiger lonen-Kanal (Benton et al. 2009). Interessanterweise konnten einige
Kanal- und Transporterproteine in diesem Screen identifiziert werden (siche Gruppe
»Andere®). Peptidoglycan recognition protein SA (PGRP-SA) befindet sich in der
extrazelluliren Matrix und dient als Peptidoglycan-Binder zur Erkennung von Bakterien,
indem es den Toll-Signalweg reguliert (Steiner 2004; Gobert et al. 2003).

Die Gruppe ,,Transkriptionsfaktor” (blau) beinhaltet alle Gene, die eine Funktion als
Transkriptionsfaktor ausiiben. Dabei handelt es sich um Kruppel-like factor 15 (KIf15,
Bteb?2), buttonhead (btd), nejire (nej), CG11695, CG4880, CG6470, enhancer of yellow 3
(e(y)3), CG7099, CG12909, luna, slow border cells (slbo), nervy (nvy), CG8108, CG42726,
Medea (Med), ATP-dependent chromatin assembly factor large subunit (AcfI) und
pangolin (pan). scute (sc) und sisterless A (sisA) bilden einen Komplex (Wimmer et al.
1993; Shidlovskii et al. 2005; Mourikis et al. 2010; Lee und Frasch 2000; Erickson und
Cline 1991; Hoshijima et al. 1995; Brown et al. 2005; Evangelista et al. 2003; Ito et al.
1997; Murphy et al. 1995; Weiss et al. 2010).

Die Gruppe ,,Zellmaschinierie” (rot) beinhaltet vor allem Gene, die an der generellen
Regulation von Transkription oder Translation beteiligt sind. Regena (Rga) ist Teil des
CCR4-NOT-Komplexes, der eine der wenigen mRNA Deadenylasen darstellt. Er ist
entscheidend an der generellen Regulation der Transkription, aber auch an der Repression
der Translation beteiligt (Frolov et al. 1998; Bawankar et al. 2013; Temme et al. 2010).
Hybrid male rescue (Hmr) spielt unter anderem bei der Regulation der Transposition und
bei der Aufrechterhaltung der Telomere eine Rolle (Thomae et al. 2013; Satyaki et al.
2014). Gene, die im Zuge der Translation eine Funktion haben sind MCTS1, eukaryotic
translation Initiation Factor 2a (elF-2a), pacman (pcm), tumorous testis (tut), Stem-loop
binding protein (SIbp) und Elongation factor 1 o 100E (Efal00F) (Schleich et al. 2014;
Sardiello et al. 2003; Dominski et al. 2002; Lasko 2000). /GF-II mRNA-binding protein
(Imp) vermittelt das RNA-Splicing via Spliceosom, wihrend CstF-50 fir die mRNA-
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Spaltung verantwortlich ist (Lasko 2000; Herold et al. 2009; Mount und Salz 2000). Cyclin
G (Cyc@G) 1st am Zellzyklus beteiligt (Faradji et al. 2011).

Mibl gehort zu den E3-Ubiquitin-Ligasen. Aus diesem Grunde ist es auch nicht
verwunderlich, dass diverse andere Gene identifiziert wurden, die am Prozess von
,Ubiquitinierung und Transport™ (griin) innerhalb der Zelle beteiligt sind. Die E3-Ub-
Ligasen mibl und dx spielen ebenfalls eine Rolle im Notch-Signalweg (Lai et al. 2005; Le
Borgne et al. 2005b; Wang und Struhl 2005; Matsuno et al. 2002; Wilkin et al. 2008).
AuBerdem konnte die E3-Ub-Ligase mib2 identifiziert werden, der bislang lediglich eine
Rolle in der Muskelhomeostase nachgewiesen werden konnte (Carrasco-Rando und Ruiz-
Gomez 2008; Nguyen et al. 2007). Ubiquitin conjugating enzyme E2H (Ubc-E2H), lwr,
CG7220 und effete (eff) sind E2-Ub-konjugierende Enzyme, die an diversen Prozessen
beteiligt sind, wie Zellzyklus, SUMOylierung, Poly- und Monoubiquitinierung (Apionishev
et al. 2001; Ryoo et al. 2002). CG2701 hat ein UBA-dhnliches Motiv und kénnte somit ein
weiteres E1-Ub-aktivierendes Enzym sein. Das Gen CG32676 hat eine Ubiquitin-dhnliche
Domine und konnte somit eine Funktion #hnlich dem eigentlichen Ubiquitin haben
(Boutros et al. 2004). SKPI-related A (SkpA) und modifier of rpr and grim, ubiquitously
expressed (morgue) sind Komponenten des SCF-Komplexes, der der Ubiquitinierung und
dem Abbau von Proteinen mittels des Proteasoms dient (Ou et al. 2003). CG11714 besitzt
dhnlich wie Teile des SCF-Komplexes auch eine BTB/POZ-Domine und ist somit
potenzielles Mitglied dieses Komplexes. Die Coatomere Coat Protein (coatomer) y (yCOP)
und Coat Protein (coatomer) [’ ('COP) umhiillen spezielle Vesikel, die sowohl zwischen
Golgi und ER transportiert werden als auch zur Plasmamembran (Stuart et al. 2007). Fiir
die Endozytose an sich ist das Epsin-Homolog /liquid facets (lqf) zustindig, wodurch auch
der Notch-Signalweg reguliert wird (Wang und Struhl 2005; Overstreet et al. 2004). garnet
(g) ist Teil des AP-3-Komplexes und ebenfalls am endosomomalen Transport, sowie der
Prozessierung des Notch-Rezeptors beteiligt (Wilkin et al. 2008; Narayanan und
Ramaswami 2001; Ooi et al. 1997). Bei der Bildung der intraluminalen Vesikel und dem
korrekten Abbau des Notch-Rezeptors spielen unter anderem die ESCRT-III-Proteine shrub
und Vacuolar protein sorting 20 (Vps20), sowie die ATPase Vacuolar protein sorting 20
(Vps4) und der Regulator /gd eine wichtige Rolle (Jaekel und Klein 2006; Schneider et al.
2013; Childress et al. 2006; Gallagher und Knoblich 2006; Hori et al. 2011; Vaccari et al.
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2009; Rodahl et al. 2009). Die Sec61-Translocon-Komplex-Komponente Sec61y subunit
(Sec61y) ist ein negativer Regulator der Autophagie, im Gegensatz zu dem positiven
Regulator Autophagy-related 14 (Atgl4) (Arsham und Neufeld 2009; Pircs et al. 2012).
Teilweise werden Vesikel auch zur Plasmamembran zuriick gebracht. An diesem
Recycling-Prozess ist SET domain binding factor (Sbf) beteiligt. Dariiber hinaus hat es eine
Funktion als Organisator des Actin-Zytoskeletts (Jean et al. 2012). Rings lost (rngo) ist als
Ubiquitin-bindende Protease am Abbau durch das Proteosom beteiligt (Morawe et al.
2011). Dariiber hinaus spielen einige Gene eine Rolle bei der Bildung und Freisetzung
synaptischer Vesikel, wie Frequenin 1 (Frql), Synaptotagmin o. (Syta), portabella (prt)
(Pongs et al. 1993; Brooks et al. 2011; Lloyd et al. 2000).

Die Gruppe ,,Zelladhesion* (pink) beinhaltet einige verschiedene Gene, die Zell-Zell-
Kontakt vermitteln. Netrin-A (NetA) und Netrin-B (NetB) gehoren zu der Familie der
Netrine. Sie sind Teil der extrazelluldren Matrix und vermitteln unter anderem Signale zur
Leitung von Axonen wihrend ihres Wachstums (Brankatschk und Dickson 2006). Das
Annexin AnxBl1 verbindet das Zytoskelett mit der Membran {iber Calcium-abhingige
Phospholipidbindung (Goldstein und Gunawardena 2000; Fernandez and Reginald 2003).
Integrin alphaPS5 subunit (ItgaPS5) ist ein Integrin, dass das Zytoskelett mit der
extrazelluliren Matrix verbindet (Brown 2000). sidekick (sdk) und roundabout 2 (robo2,
lea) sind Immunoglobuline und vermitteln ebenso Zell-Zelladhesion wie Axonfithrung
(Santiago-Martinez et al. 2008; Rajagopalan et al. 2000).

Es konnten auch mehrere Gene identifiziert werden, die eine Rolle im ,,Zytoskelett* (lila)
spielen. Wihrend Actin 88F (Act88F) direkt zur Familie der Aktine gehort ist singed (sn)
ein Mitglied der Fascin-Familie und steht in direktem Kontakt mit den Actinfilamenten
(Goldstein und Gunawardena 2000). facetto (feo), no distributive disjunction (nod),
CG1890 und abnormal wing discs (awd) binden direkt an Mikrotubuli und haben so
teilweise eine Funktion bei der Organisation und Stabilisierung des Spindelapparates
(Verni et al. 2004; Biggs et al. 1990; Goshima et al. 2007; Zhang et al. 1990). meiotic 41
(mei-41) hat ebenfalls durch Bindung von Actin eine Rolle im Prozess der Zellteilung
(Kiger et al. 2003; Garner et al. 2001). homer gehort zur Familie der Pleckstrine, die
unterhalb der Plasmamembran lokalisiert sind. Durch Bindung an Phospholipide dienen sie

der Stabilisierung und Signalweiterleitung und sind so Teil des Zytoskeletts. Es ist an den
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Dendriten lokalisiert (Rolls et al. 2007; Diagana et al. 2002). An der Bildung von Chitin
und Kutikula sind dusky (dy), CG4362, Cpr66Ca und TweedleZ (TwdlZ) beteiligt. Die
Gene haben keine humanen Homologe und es ist generell wenig iiber sie bekannt.
Allerdings zeigen alle diese Gene einen Fliigelphdnotyp der Kategorie ,,Knautsch® im
Modifier-Hintergrund. Dies ldsst sich durch die gestorte Kutikulabildung erkldren
(DiBartolomeis et al. 2002; Karouzou et al. 2007).

Interessanterweise sind auch einige Gene an verschiedenen Punkten im ,,Metabolismus*
(hellgriin) beteiligt. CG2540 ist an der Butirosin-Biosynthese beteiligt, wihrend CG4829
eine Rolle im Glutathion-Metabolismus spielt. CG2718 hat eine Funktion im Leucin-
Metabolismus und der Biotin-Synthese (Sardiello et al. 2003). farjavit (frj) gehort zur
Familie der Phospholipid-Acyltransferasen und modifiziert Lipide (Steinhauer et al., 2009).
Die Phospholipid-Scramblase scrambl sorgt fiir den spezifischen Austausch von Lipiden
zwischen den beiden Lagen einer Lipiddoppelschicht innerhalb der Synapse (Acharya et al.
2006; Sepp et al. 2008). Die Protein-Tyrosin-Phosphatase string (stg) ist am Zellzyklus
beteiligt (Kiger et al. 2003; Dunphy und Kumagai 1991). CG15743 hat die Funktion einer
Inositol-Monophosphatase und ist damit wichtig fiir die Phosphatidylinositol-Biosynthese
und die Signalweiterleitung (Hill et al. 2001). Se/G ist ein Selenoprotein, das unter anderem
eine wichtige Rolle bei der Redox-Homeostase spielt (Castellano et al. 2001). Weitere
Gene, die bei Redox-Prozessen wichtig sind oder eine Rolle zur Regulierung des pH-
Wertes spielen sind CG34345, laccase?, CG10214, CG33474 und CG6136 (FlyBase
Curators 2004). Succinate dehydrogenase, subunit D (SdhD) ist eine Komponente von
Cytochrome b innerhalb des Mitochondriums (Sardiello et al. 2003). Bei CG/4034 handelt
es sich um eine Triacylglycerol-Lipase, die am Phospholipid-Metabolismus beteiligt ist
(Mueller et al. 2005).

Einige Gene lassen sich keiner der oben beschriebenen Gruppen zuordnen, sodass sie unter
»Andere* (rosa) zusammengefasst werden. Einige Gene haben Aufgaben als Kanile und
Transporter, wie der Chlorid-Kanal Chloride intracellular channel (Clic), der
spannungsabhingige Sodium-Kanal paralytic (para), der organische Anionen-Transporter
Organic anion transporting polypeptide 26F (Oatp26F), der Potassium-Kanal CG42732,
der Calcium-aktivierbare Chlorid-Kanal (Anoctamin) Abnormal X segregation (Axs) und
der Aminosduren-Transmembrantransporter CG1607 (Littler et al. 2008; Derst et al. 2006;

Torrie et al. 2004; Romero-Calderon et al. 2007). CGI909 ist ein Bindeprotein des
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Acetylcholin-Rezeptor und an der Signalweiterleitung innerhalb der Synapsen
verantwortlich (Curators 2008). spheroide und CG11842 sind als Proteasen beschrieben
(Ross et al. 2003). spheroide soll im extrazelluliren Raum Pilze und Gram-positive
Bakterien erkennen und Teil der angeborenen Immunantwort sein (Kambris et al. 2006).
Die microRNA mir-184 scheint eine regulatorische Funktion innerhalb der Synapse
auszuiiben (Li et al. 2011). Bei CG5267 handelt es sich um ein Protein mit einer Trypsin-
Inhibitor-dhnlichen Domine, dass eine Funktion im extrazelluliren Raum ausiiben soll
(Findlay et al. 2008). nyobe (nyo) ist an der apikalen Konstriktion beteiligt. Die molekulare
Funktion ist allerdings unbekannt (Fernandes et al. 2010). Dartiber hinaus hat neben SdhD,
CG10214 und CG2118 auch das Gen Timl7b eine Funktion innerhalb des Mitochondriums
(Sardiello et al. 2003; Garabedian et al. 2011). Uber die Gene CG6340, CG8949, CG4955,
xmas-1, CG42817, CG42818, CG15145, CG13578, Osiris 9 (Osi9) und CG7031 ist kaum

etwas bekannt (Tab. 3.1; FlyBase; Carreira et al. 2011; Dorer et al. 2003).

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die identifizierten Gene mit Zuordnung zu den Defizienzen. Dic erste Spalte zeigt die
Nummer der Defizienz. Die zweite Spalte zeigt das in der entsprechenden Defizienz identifizierte Gen an. Die Farbe gibt
dabei die in Abb. 3.16 beschriebenen Kategorien an: griin=Letal, Hellgriin=Semiletal, gelb=Abschwichungsgrad 3,
lila=Knautsch, rosa=Reduziert, grau=Schmaler. Spalte drei gibt die zytologische Lage an, wihrend Spalte vier die
Funktion angibt. Die Lokalisation ist in Spalte fiinf beschrieben. Spalte 6 enthilt die entsprechenden humanen Homologe
der identifizierten Gene. Die letzte Spalte zeigt die Gruppe an, in die die Gene anhand der in silico Analysen einsortiert
wurden: griin=Ubiquitinierung und Transport, blau=Transkriptionsfaktor; pink=Zelladhesion, gelb=Signalweg,

lila=Zytoskelett, rot=Zellmaschinierie, mint=Metabolismus, rosa=Andere.

Stamm + | Identifizert

Kategorie es Gen Zytologie Funktion Lokalisation Humane Homologe Gruppe
SCF-Komplex, E3- Zentrosom,
S 1814 Ub-Ligase Spindel SKP1
sdk 1C2-1C3 Immunoglobulin Plasmamembran SDK1, SDK2
901 sC 1A8 bHLH-Protein Nukleus ASCL1, ASCL2
8031 ?7? - - - - -
9348 ?7? - - - - -
8948 CG2701 3B3 UBA-like Zytoplasma ASCC2 -
o extrazellularer .
9169 lIp7 3E2 Insulin-like Raum - Signalweg
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8956 Zink-Fi
Bteb2 4D1 Infoarme Nukleus KLF15
944 9
7708 ?7?7? - - - - -
8949
PRSS57, ELANE, CTRBH1,
5C10 Endopeptidase Synapse KLK14, CTRL, CTRB2, Andere
PRTN3, CFD, PRSS55
8947
deltex 6B1-6B2 E3-Ub-Ligase Zytoplasma DTX1, DTX2, DTX4
5D2 Translation - MCTS1
8947
3196 CG4617 6F5 - - HMGXB4 Andere
8955 7? - - - -
Ubc-E2H .
6698 (RNA) 7D6 E2-Ub-Konjugase - UBE2H
6698
sn 7D1-7D2 Actinbindung Zytoplasma FSCN1, FSCN2, FSCN3
949
26564 btd 8F10 C2H2-Zinkfinger Nukleus SP3, SP5, SP1
26564 8F7-8F9 Acetyltransferase Nukleus CREBBP, EP300
9153
CG15296 9D3 - - -
26853
9153
Hmr 9D3 DNA-Bindung Folytenchromoso -
26853
26853 CG32676 9E1-9E2 Ub-like - MIDN
26853
Imp 9F1-9F4 RNA-Splicing Axon IGF2BP1, IGF2BP2, IGF2BP3
25068
25068 feo 9F5 Mikrotubuli-Bindung Zytoplasma PRP1
SISA 1082 DNA-Bindun Nukleus -
(RNAI) 9
Peptidoglycan- extrazellularer PGLYRP1, PGLYRP2, .
e 10C6 Bindung Raum PGLYRP3, PGLYRP4 SlgiElice
26574
ZNF852, ZNF30, ZNF630,
e ZNF585A, ZBTB16, ZFP69B,
CG11695 10C7 C2H2-Zinkfinger Nukleus BCL6, ZNF7, ZNF549. ZFP9O,
26574 ZNF44, ZKSCAN5, ZNF664
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10C7-10C8 Kinesin Kinesin-Komplex KIF2C, KIF 9, KIF6 -
10C10 Peptidase Plasmamembran RHBDL2 Signalweg
CG2540 | 11B5-11B6 Butirosin- - CHAC1, CHAC?2 Metabolismus
Biosynthese
10E2 Cutikula Plasmamembran - -
10F4 Selenoprotein Golgi Apparat - Metabolismus
8898 sno 11E3 Hydrolase, Notch- Nukleus SBNO1, SBNO2 Signalweg
Signalweg
Insositol- .
26864 CG15743 11B9 Zytoplasma IMPAD1, UBE2W Metabolismus
Monophosphatase
8952 garnet 12B4 Coatomer AP-3-Komplex AP3D1
. . CLIC1, CLIC2, CLIC3, CLIC4,
24146 Clic 12C5-12C6 Clorid-Kanal - CLIC5,CLICG Andere
9352 Extrazellulére LAMA1, LAMC2, NTN3,
NetA 12F1-12F2 Netrin Matrix LAMA2, LAMC3, NTN1,
9218 LAMCA
9352 Extrazellulire LAMA1, LAMC2, NTN3,
NetB 12F2 Netrin Matrii LAMA2, LAMC3, NTN1,
9218 LAMCA
29732 ??7? - - - - -
9219 CG6340 13C5 - - RSRC2 Andere
14C3 Kinase Nukleus ATR
ANXAB, ANXA8L1, ANXA7,
ANXA2, ANXA11, ANXA5,
AnxB11 14C4 Annexin - ANXA4, ANXA10, ANXAT,
ANXA9, ANXA3, ANXASL1,
ANXA13
Proteosom,
23295 rngo 14C6 Proteolyse, Ub-like Zytoplasma, DDI1, DDI2
Nukleus
) Translation-
23295 14C6 Translation Initiation-Komplex EIF2S1
23295 SCN1A, SCN2A, SCNT7A,
para 14D1-16A2 Calcium-Kanal Plasmamembran SCN4A, SCN11A, SCN10A, Andere
26858 SCN3A, SCN9A, SCN5A,
spheroide | 15A1-15A2 Protease ex"";‘;e””'arer ; Andere
aum
Anoctamin; Ca-
Axs 15A1 aktivierbarer CI- Spindel, ER ANO8, ANO10 Andere
8954 Kanal
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Extrazellulare

Raum

15A3 Cutikula - - Andere
8954 Matrix
Glutathione- GGT5, GGT2, GGTLCH, .
8954 CG4829 15A10-15A11 Metabolismus - GGT1, GGTLC2, GGTLC3 Metabolismus
RSG7 Rho- .
8954 (RNA) 15B1 Signaltransduktor Zytoplasma RGS11, RGS7, RGS9, RGS6 Signalweg
CG4880
8954 (RNA) 15B4 Hydrolase - - -
15E1 - - WAC Andere
15E1 - - - Andere
15E7 - - - Andere
Vps4
24429 (RNAI) 16F1-16F2 ATPase Endosom VPS4A, VPS4B
29733 NCALD, NCS1, RCVRN,
) VSNL1, KCNIP4, KCNIP3,
24376 Frq1 16F7-17A1 Recoverin Synapse KCNIP1, HPCAL4, KCNIP2,
HPCA
26568 17C1 C2H2-Zinkfinger - -
7768 pcm 18C7 Exoribonuklease Zytoplasma XRN1, XRN2
29994 e(y)3 18D8-18D11 FYVE/PHD- Nukleus PHF10
Zinkfinger
Sec61
29994 Sec610] 18D11-18D12 Protein-Transporter Translocon- SEC61G
Komplex
A Rho- n
24626 Zir 21B1-21B2 Signaltransduktor - DOCK®6, DOCK7, DOCK8 Signalweg
4
e lea (robo2) 22A1 Immunoglobulin Axon ROBO1, ROBOZ, ROBO3,
ROBO4, MYOM1
24118
3084
Iwr (RNAI) 21E2 E2-Ub-Konjugase Nukleus UBE2|
24118
[1-Secretase- .
90 aph-1 23A5 Komplex Membran APH1A, APH1B Signalweg
23680
morgue 24F2 E2-Ub-Konjugase SCF-Komplex SgEBZCI:;3 UUBBEEZZEE21, UUBBEEZZEIZ?%
744 ) ,
1164 Ir25a 25A8 NMDA-Rezeptor Membran GRID2 Signalweg
25D1 Lipase extrazellularer PLA1A, LIPH, LIPI Metabolismus
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9341 frj 26D5 Acyltransferase Membran MBOAT7 Metabolismus
9615 CG34345 26F3 Oxidoreduktase ER P4HAS, P4AHA1, PAHA2 Metabolismus
9615 homer 27A1 Pleckstrin Dendrit, ER HOMER1, HOMER3 -

. SLCO6A1, SLCO5A1,
9615 Oatp6F 26F3 Anionen-Transporter Membran SLCO4A1, SLCO4C1 Andere
endosomaler
- lgd 32D3-32D4 Transport Zytoplasma CC2D1A, CC2D1B
[°'COP .
32256 (RNAI) 34B9 Coatomer Vesikel COPB2
32256 CG7099 34B9-34B10 Transkription TFHIC-Komplex CTF3C1
32256 CG31730 34B3 Acetyltransferase - NAA20, NAA11 Metabolismus
9594 kuz 34C4-34C6 Metalloprotease Membran ADAM10 Signalweg
27353 CG42817 35F1 - - CACNA2D4, CACNA2D3 Andere
27353 CG42818 35F1 - - - Andere
3180 Syt 36D Vesikeltransport Plasmamembran SYT17, SYTSG\,(_?;(TW, SYTS, -
3180 36C11 - - MAATS1 Andere
8935 mib2 37B10-37B11 E3-Ub-Ligase Zytoplasma MIB1, MIB2
25705 | laccase2 41F1 Mehrfach-Kupfer- . CP, HEPHL1, HEPH Metabolismus
Oxidase
23665 shrub 45A12-45E ESCRT-III MVB CHMP4A, CHMP4B, CHMP4C
23666 CG12909 47A1 C2H2-Zinkfinger Nukleolus LYAR
23666 47A7 Peroxisom-Fission | oroxisommenmbr PEX11G Metabolismus
23666 CG42732 47A1-47A7 Potassium-Kanal Membran KCNT2, KCNT1 Andere
e KLF6, KLF1, KLF7, KLF5,

25428 luna 47D1-47D4 C2H2-Zinkfinger Nukleus KLF12, KLF3
25428 (igzlizl)o 47B7-47B9 | E2-Ub-Konjugase - IMPAD1, UBE2W

442 mir-184 50A1 microRNA - - Andere

extrazellularer OTOG, VWF, MUCSAC,
7546 53D6 Trypsin-Inhibitor-like Raum MUC6, MUC2, OTOGL, Andere
MUC5B, MUC19

8918 ??7? - - - - -

25430
Vps20 58F1-58F2 ESCRT-III MVB CHMP6
282
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ITGA9, ITGA4, ITGA1, ITGA2,

26513 ltgr1PS5 59E4 Integrin Integrin-Komplex ITGA3, ITGAB, ITGA7
L CEBPE, CEBPG, CEBPB,
27352 slbo 60C6 Leucin-Zipper Nukleus CEBPD, CEBPA
nvy ) [ RUNX1T1, CBFA2T25,
27352 (RNA) 60C5-60C6 MYND-Zinkfinger Nukleus CBFA2T37
27352 60C7 - - - Andere
9701 vein B4E12-64F2 Egfr-Ligand extrazellularer MYOT, NRG2, FLT1 Signalweg
24399 Igf 66A4-66A5 Epsin Plasmamembran EPNS, E,\IIE-II;FAIT ENSG,
7591 66B13-66C1 RNA-Bindung Zytoplasma RBM46
7591 66C7 Cutikula Extrazellulare - Andere
Matrix
997 scramb 67D11 Scramblase - PLSCR1, PLSCR4, PLSCRS, Metabolismus
PLSCR5
997 t Ul
lip4 67C8 Insulin-like ex reg:u;arer - Signalweg
24416
997
CG8108 67C11-67D1 C2H2-Zinkfinger - Cl21
24416
8068 CG11714 68C12 BTB/POZ - -
27346 mib1 72C2 E3-Ub-Ligase Zytoplasma MIB1, MIB2
2597 Tim17b - Translocase Mitochondrium TIMM17B, TIMM17A
25077 Rga 83B5-83B6 Protein-Bindung CCR4-NOT CNOT2
26533 Osi9 83E2 - Plasmamembran - Andere
24973 Lk6 86E18 Kinase Zytoplasma MKNK2, MKNK1 Signalweg
24973 86F8 Pleckstrin Recycling- SBF1, SBF2
Endosom
. . . PUBC1, UBE2E2, UBE2ES3,
23714 eff 88D2 E2-Ub-Konjugase Mikrotubuli UBE2D3, UBE2E1, UBE2D1
s e ZNF44, ZNF710, ZNF 366,
9152 88F1 C2H2-Zinkfinger - ZNF384
9152 88F2 Kupfer-Homeostase - CUTC Metabolismus
. . ACTA1, PS1TP5BP1, ACTCA1,
9152 88F5 Actin Actinfilament ACTBL2, ACTA2
24139 92A1-92A2 Notch-Ligand Plasmamembran DLL1, DLL4 Signalweg
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8964 92E2 Chitin Viruscapsid - Andere
25021
92F3 Notch-Co-Repressor Nukleus - Signalweg
9501
8684 94C8 - - - Andere
6367 Hydrogen- Membran,
prt 95A7-95A8 Aminosauren- synaptische SLC18A2, SLC18A1
24993 Antiporter Vesikel
innere
24993 SdhD 95B1 Dehydrogenase Mitochondrienme SDHD Metabolismus
mbran
. Mitochondrium,
24993 CG10214 95B1 Exoribonuklease REXO2
Nukleus
9210
Ser 97E6-97E8 Notch-Ligand Plasmamembran JAG2, JAG1 Signalweg
25001
29997 CG11842 98F6 Endopeptidase - - Andere
29997
Atg14 98F10 Autophagie - ATG14
25005
29997
Slbp 98F13 mRNA-Bindung Zytoplasma SLBP
25005
25005 stg 99A5 Phosphatase Nukleus CDC25A, CDC25B, CDC25C Metabolismus
2352 ?77? - - - - -
Aminosauren/Polya SLC7A7, SLC7A5, SLC7A11,
2234 CG1607 100C2-100C3 min-Transporter Membran SLC7A9, SLCTA10, SLC7AB Andere
2234 COP 100C6 Coatomer Vesikel COPG2, COPG -
2234 CG1890 100D2 Tubulin-Bindung Mikrotubuli TBCA Zytoskelett
2234 CG2118 100D2 Leucin- mitochondriale PCCA, MCCC1 Metabolismus
Metabolismus Matrix
2234 Ef[1100E 100D2 Translation Zytoplasma EEP1A2, EEF1A1 -
. - CUTL-28, CUTL-17, NOAH-1,
2234 nyo 100C4-100C6 apicale Konstriktion Membran CUTL-18, C30H6.5 Andere
. Polytenchromoso CCNG1, CCNG2, CCNI,
2234 CycG 100C7 Cyclin m CCNI2
DNA-Bindung, DPP- Nukleus,
2234 Med 100C7-100D1 Signalweg Zytoplasma SMAD4
2234 CstF-50 100D1 mRNA-Schnitt mRNA ENS6
2234 awd 100D2 Mikrotubuli-Bindung Mikrotubuli NME4, NME1-NME2, NME3, Zytoskelett
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NMEZ, NMET
2234 Acf1 100D2 PHD-Zinkfinger ACF-Komplex, BA21A
Nukleus
. Nukleus, TCF7L2, LEF1, TCF7L1,
pan 102A3-102A4 DNA-Bindung Mikrotubuli TCF7
Acetylcholin- postsynaptische
CG1909 102C6 Rezapiorbindung \Synapts RAPSN Andere

Uber 80 % der identifizierten Gene haben humane Homologe. Dies deutet auf eine hohe
Konservierung dieser Gene hin. Dementsprechend konnten auch die Prozesse an denen
diese Gene beteiligt sind hochkonserviert sein. Da auch die bekannten Funktionen von
Mibl ebenfalls hochkonserviert sind ldsst sich moglicherweise ein neuer hochkonservierter
Prozess identifizieren, an dem Mibl beteiligt ist.

Anhand der Anzahl und Vielfalt der identifizierten Kandidaten kann man den Schluss
ziehen, dass der Modifier-Screen sehr sensitiv war. Die identifizierten Gene sind an sehr
vielen verschiedenen Prozessen beteiligt. Nichtsdestotrotz kann man eine H&iufung in
bestimmten Prozessen erkennen. Allerdings ist noch unklar, wie diese Gene untereinander

und mit Miblinteragieren.

3.2.5 /n silico Analyse der Interaktion und Funktion von neuen Mind Bomb 1
Interaktionspartnern

Um nun die groBe Menge an neuen Interaktoren in funktionelle Verbindung mit Mibl zu
bringen wurde eine in silico Interaktionsanalyse von allen identifizierten Genen
durchgefiihrt. Dadurch sollte herausgefunden werden, wie die identifizierten Gene
miteinander interagieren. Es wurden Informationen aus den verschiedenen Datenbanken
FlyBase, DrolD, BioGRID, DPiM, SignaLink, Esemble und Interlogfinder analysiert und

mit Hilfe des Programms Cytoscape ein Interaktionsmodell erzeugt.
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Abb. 3.19: Interaktionsmodell aller 131 im Modifier-Screen identifizierten Gene. Die Kreise zeigen die einzelnen
Gene an. Die Farbe innerhalb des Kreises zeigt die Kategorie an in die das jeweilige Gen einsortiert wurde (Kap. 3.2.1).
Die Farbe des dufleren Randes zeigt die Farbe der Gruppe an, der das Gen anhand seiner Funktion zugeordnet wurde
(Kap. 3.2.4). Graue Kreise zeigen Gene an, die selbst nicht im Screen aufgetaucht sind, aber mehrere im Screen
aufgetauchte Gene miteinander verbinden. Die Verbindungen zwischen den einzelnen Kreisen zeigen die Interaktion
zwischen beiden Genen. Pfeile zeigen die Richtung der Interaktion an. Griine Pfeile zeigen Aktivierung und rote Pfeile
Inhibierung an. Blaue durchgezogene Linien zeigen bekannte Interaktionen an, wéhrend gestrichelte Linien fiir
vorhergesagte Interaktionen stehen. Unten rechts befinden sich die Gene, bei denen bislang keine Interaktionen mit

anderen Genen im Modifier-Screen gezeigt oder vorhergesagt wurde.

Interessanterweise interagieren sehr viele der im Screen identifizierten Gene miteinander.
Teilweise konnte die direkte oder genetische Interaktion (farbige Verbindungen) bereits
gezeigt werden. In vielen Fillen sind die Interaktionen allerdings nur vorhergesagt (graue
Verbindungen). Diese Annahmen basieren in der Regel auf Ergebnissen aus anderen
Organismen. Wéhrend einzelne Gene Interaktionen mit vielen anderen Genen zeigen,

zeigen einige Gene auch keine Interaktion mit Anderen (Abb. 3.19, unten rechts). Uber
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diese Gene ist meistens nicht viel bekannt und sie fallen hiufig in die Gruppe ,,Andere*. Da
das Interaktionsmodell insgesamt sehr uniibersichtlich ist, sollen einige kleinere Subkluster
ndher analysiert werden (Kap. 9.4, Tab. 9.6; Datei des Interaktionsmodells auf
beiliegendem Datentrager). Dazu wurden einzelne Gene und alle seine Verbindungen zu

benachbarten Genen in ein neues Interaktionskluster tibertragen.
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Abb. 3.20: Das Interaktions-Subkluster von Mib1. (A) Der Verlust einer Kopie von mibI’ im Modifier-Hintergrund
UAS-mib1;;C5-Gal4. (B) Der Verlust einer Kopie von DI"'? im Modifier-Hintergrund. (C) Der Verlust einer Kopie von
CG7220-RNAi im Modifier-Hintergrund. (D) Der Verlust einer Kopie von eff"’ im Modifier-Hintergrund. (Modell)
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Mib1 interagiert direkt mit D1, Ser und N. DI und Ser werden von Mibl aktiviert und Ser aulerdem noch inhibiert. D1 und
Ser aktivieren und inhibieren sich ebenfalls gegenseitig. Dariiber hinaus kommt es auch zu einer gegenseitigen
Aktivierung und Inhibierung der Liganden in Bezug auf den Notch-Rezeptor. Auf Grundlage eines Yeast-2-Hybrid-
Screens konnte gezeigt werden, dass Notch Mibl inhibiert. Med hat vermutlich einen regulatorischen Einfluss als
Transkriptionsfaktor auf die Expression von D/, Ser, mibI und eff. AuBlerdem ist eine Interaktion zwischen Mib1 und den
beiden E2-Ub-Konjugasen Eff und CG7220 aufgrund von humanen Daten vorhergesagt. In der Masterarbeit von Bjorn
Schnute konnte bereits eine starke genetische Interaktion von Mibl und Eff nachgewiesen werden. innerer Kreis = Farbe
der Kategorie; duBlerer Kreis = Farbe der Gruppe; griner Pfeil = Aktivierung; roter Pfeil = Inhibierung; durchgezogenen

Linie = bekannte Interaktion; gestrichelte Linie = vorhergesagte Interaktion.

Zunichst wurde das Subkluster von Mibl analysiert, da schlieBlich mittels des Modifier-
Screens neue Interaktionspartner von Mibl gefunden werden sollten. Wie bereits bekannt
ergab die Interaktionsanalyse, dass Mib1 eine Interaktion mit D1 und Ser eingeht. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Mibl direkt an die Liganden bindet und diese ubiquitiniert.
Mibl sorgt dabei fiir die Aktivierung der Liganden, indem sie endozytiert werden (Seugnet
et al. 1997). Dariiber hinaus soll Mibl auch einen inhibierenden Einfluss auf Ser haben.
Dies konnte bereits in humanen Experimenten gezeigt werden (Lai et al. 2005). Wie zu
erwarten fiihrt sowohl der Verlust von mibl als auch der von DI/ zu einer Reduktion der
Notch-Aktivitdt und damit zur Wiederherstellung von Venengewebe (Abb. 3.20A+B).

Zweifelsfrei hat Mib1 einen Einfluss auf die Aktivitit des Notch-Rezeptors. N wurde selbst
im Screen nicht identifiziert, da N in keiner Defizienz des Bloomington Deficiency Kits
deletiert ist. Nichtsdestotrotz hat der Verlust einer Kopie des Allels N>’/ eine deutlich
Abschwiéchung des Modifier-Phénotyps zur Folge (Abb. 3.14C). Die Interaktion verlduft
vornehmlich indirekt {iber die Liganden (Le Borgne et al. 2005a). Allerdings konnte in eine
inhibierende Wirkung von Notch auf Mib1 vorhergesagt werden (Formstecher et al. 2005).
Mittels anti-Tag Co-Immunoprezipitation wird eine Interaktion von Mibl mit der E2-Ub-
Konjugase Effete vorhergesagt (InterlogFinder). Eine genetische Interaktion konnte bereits

in der Masterarbeit von Bjorn Schnute 2013 bestétigt werden (Masterarbeit Schnute 2013).
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-C5-Gal4/CG2118
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Abb. 3.21: Das Interaktions-Subkluster der SCF-Komplex-Komponente SkpA. (A) Der Verlust einer Kopie von
SkpA' im Modifier-Hintergrund. (B) Der Verlust einer Kopie von CG11714%** im Modifier-Hintergrund. (C) Die

Expression von morgue-RNAi im Modifier-Hintergrund. (D) Der Verlust einer Kopie von CG2118"°%** im Modifier-

86



Ergebnisse

Hintergrund. (Modell) SkpA und die E2-Ub-Konjugase Morgue sind als Komponenten des SCF-Komplexes beschrieben.
CG11714 ist aufgrund seiner BTB/POZ-Domine méglicherweise ebenfalls eine Komponente des SCF-Komplexes. SkpA
soll iiber DI auch mit Mibl interagieren. Dariiber hinaus inhibiert und aktiviert SkpA direkt den Insulin-Rezeptor InR,
dessen Liganden Ilp4 und Ilp7 ebenfalls im Screen aufgetaucht sind. CycG und Stg spielen wihrend der Zellteilung eine
Rolle auf die der SCF-Komplex anscheinend auch einen Einfluss hat. Nej, EIF-2a und Imp sind an generellen Prozessen,
wie Translation und Transkription beteiligt. CG2118 spielt eine Rolle bei der Biotinylierung, welches ebenfalls eine
Markierung fiir Proteinstabilitit darstellt. innerer Kreis = Farbe der Kategorie; duBlerer Kreis = Farbe der Gruppe; griiner
Pfeil = Aktivierung; roter Pfeil = Inhibierung; durchgezogenen Linie = bekannte Interaktion; gestrichelte Linie =

vorhergesagte Interaktion.

Dariiber hinaus wurde auBerdem gezeigt, dass Effete und Mibl voraussichtlich mit
CG7220, einer weiteren E2-Ub-Konjugase interagieren. CG7220 wurde bereits in einem
E2-Ub-Konjugasen-Screen niher analysiert. Die posteriore Expression im Fliigel fithrte zu
Kerben im Fliigelrand (Bachelorarbeit Alpert 2012). Dies deutet auf einen Verlust der
Notch-Aktivitidt hin, da der Verlust von Notch ebenfalls zu Kerben im Fliigelrand fiihrt
(Morgan and Bridges, 1916). Bei Verlust einer Kopie der beiden E2-Ubiquitin-Konjugasen,
CG7220 oder eff, im Modifier-Screen konnte ebenfalls eine Reduktion der Notch-Aktivitit
beobachtet werden. Die Venen sind in beiden Félle auf ein nahezu wildtypisches Niveau
wiederhergestellt (Abb. 3.20C+D).

Als Transkriptionsfaktor soll Med einen Einfluss auf die Expression von eff, mibl, Ser und
DI haben. Normalerweise spielt Med eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung des
Dpp-Signalweges. Da der Dpp-Signalweg essentiell bei der Musterbildung im Fliigel ist
konnte der Verlust dieser wichtigen Komponente die Phidnotypverdnderung im Modifier-
Hintergrund verursachen. Allerdings zeigt die Interaktionsstudie, dass Med auf 59 (45 %)
der im Screen identifizierten Gene als Transkriptionsfaktor wirkt. Dies legt die Vermutung
nahe, dass Med im Fliigel eine weitreichende regulatorische Funktion {ibernimmt (Abb.

3.20).

Ein weiteres interessantes Subkluster dreht sich um SkpA, eine Kernkomponente des SCF-
Komplexes. Der SCF-Komplex ist ein multi-Protein E3-Ub-Ligasen-Komplex und hat die
Aufgabe Proteine zu ubiquitinieren und damit zum Abbau im Proteasom zu markieren.
Eine besondere Rolle spielt er bei der Regulierung von Proteinen des Zellzyklus. SkpA
interagiert direkt mit der E2-Ub-Konjugase Morgue, die ebenfalls als Komponente des
SCF-Komplexes beschrieben wurde. Dariiber hinaus konnte CG11714 identifiziert werden.
CG11714 besitzt eine BTB/POZ-Domine, welche ebenfalls in einigen Komponenten des
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SCF-Komplexes vorkommt. Dies legt die Vermutung nahe, dass es sich bei CG11714
ebenfalls um eine Komponente des SCF-Komplexes handeln konnte (Krek 2003). Sowohl
SkpA als auch CG11714 zeigen in Heterozygose im Modifier-Hintergrund eine deutliche
Abschwichung des Phénotyps. Die Venen sind nahezu wildtypisch wieder hergestellt, da
die Notch-Aktivitit reduziert ist (Abb. 3.21A+B). Moglicherweise werden die
Komponenten des Notch-Signalweges nicht nur itiber den endosomalen Transportweg
abgebaut, sondern gegebenenfalls auch tiber den SCF-Komplex.

Morgue ist eine E2-Ubiquitin-Konjugase und soll ebenfalls eine Komponente des SCF-
Komplexes darstellen (Wing et al. 2002; Zhou et al. 2013). Die Expression der morgue-
RNAI1 im Modifier-Hintergrund sorgt ebenfalls fiir eine Reduktion der Notch-Aktivitdt und
dementsprechend fiir eine Wiederherstellung der Venen (Abb. 3.21C).

Mit verschiedenen Methoden konnte gezeigt werden, dass SkpA einen direkten Einfluss auf
den Insulinrezeptor InR hat (Wong et al. 2013). Interessanterweise konnten die beiden
Liganden Ilp4 und Ilp7 im Screen identifiziert werden, die ebenfalls direkt mit InR
interagieren (Brogiolo et al. 2001). InR wurde selbst nicht im Modifier-Screen identifiziert.

Wie bereits erwihnt, spielt der SCF-Komplex eine besondere Rolle bei der Degradation
von Zellzyklusproteinen. Dementsprechend wurde auch eine Verbindung zwischen SkpA
und CycA vorhergesagt. Dasselbe gilt fiir Stg. Diese Protein-Tyrosin-Phosphatase spielt
ebenfalls bei der Zellteilung eine Rolle. Stg soll auch mit InR, DI und Nej interagieren.

Nej hingegen hat als Histon-Acytyltransferase eine Funktion als Transkriptions-Co-
Aktivator. Es hat neben D/, SkpA und stg auch einen Einfluss auf luna, slbo, eff, sc,
CG7099, H, N, Med, Sbf, Iwr, scrambl, pan, Lk6 und mei-41 (Abb. 3.19).

elF-2a und Imp spielen eine Rolle wihrend der Translation. Allerdings ist unklar wie genau
der Einfluss auf SkpA ausgeiibt wird. Moglicherweise ist die SkpA Translation gestort ist
oder SkpA ist am Abbau dieser Proteine beteiligt ist.

Basierend auf Experimenten in der Hefe wird eine Interaktion zwischen SkpA und CG2118
vorhergesagt. CG2118 ist am Leucin-Metabolismus beteiligt und zeigt eine Biotin-
Carboxylase-Aktivitdt. Biotin dient ebenfalls als stabilisierende Markierung innerhalb der
Zelle, somit wird der Abbau von biotinylierten Proteinen verhindert (Garabedian, et al.,
2011; Sardiello et al., 2003). Moglicherweise interagieren oder antagonisieren SkpA und
CG2118 auf dieser Ebene miteinander (Abb. 3.21). Allerdings fiihrt der Verlust von einer

Kopie CG2118 im Modifier-Hintergrund sowohl zu einer Reduktion der Venen als auch zu
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Einkerbungen im Fliigelrand. Damit hat der Verlust dieses Gens eine reduzierende
Wirkung auf den Fliigelrand und einen verstdrkenden Einfluss auf die Venenbildung (Abb.
3.21D).

Abb. 3.22: Interaktions-Subkluster der Gene, die am Zytoskelett und synaptischen Vesikelbildung beteiligt sind.
(A) Der Verlust einer Kopie von Imp™“"** im Modifier-Hintergrund. (B) Der Verlust einer Kopie von nod’ im Modifier-
Hintergrund. (C) Die Expression von dx®*V im Modifier-Hintergrund. (D) Die Expression von /wr-RNAi im Modifier-
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Hintergrund. (Modell) Die Gene nod, CG1890 und feo sind direkte Funktionen am Zytoskelett. Wahrend Nod, Axs und
Mei-41 auf Ebene des Zytoskeletts an der Bildung des Spindelapparates beteilgt sind iibt die E2-Ub-Konjugase Lwr eine
regulatorische Funktion in diesem Prozess aus. Die E2-Ub-Konjugase CG7220 affektiert ebenfalls Nod. Dartiber hinaus
wird eine Interaktion mit Pcm vorhergesagt. Pcm soll einen gerichteten Einfluss auf Nod haben. CG6048, Mei-41, Axs
und Imp werden durch Vap-33A verbunden. Vap-33A ist ein Adaptor des synaptischen Zytoskeletts und entscheidend an
der Freisetzung synaptischer Vesikel beteiligt. Imp spielt eine Rolle beim Splicing von RNA innerhalb des Axons. Laut
DPiM interagiert es moglicherweise mit Lwr, CG1607, PGRP-SA, CG2118, Btd und CG4617. CG4617 interagiert
vermutlich ebenfalls mit einem Zytoskelett-Proteine, homer. Dariiber hinaus konnte in einem Y2H-Screen gezeigt
werden, dass CG4617 mit dx interagiert. Da dx eine Rolle im Notch-Signalweg spielt ist dies auch fiir andere Gene in
diesem Subkluster denkbar. dx soll dariiber hinaus mit Frql und scrambl interagieren. Diese beiden Gene haben ebenfalls
eine Funktion innerhalb der Synapse. innerer Kreis = Farbe der Kategorie; du3erer Kreis = Farbe der Gruppe; griiner Pfeil
= Aktivierung; roter Pfeil = Inhibierung; durchgezogenen Linie = bekannte Interaktion; gestrichelte Linie = vorhergesagte

Interaktion.

Ein weiteres interessantes Sub-Kluster beinhaltet Gene, die sowohl am Zytoskelett als auch
an der Freisetzung synaptischer Vesikel beteiligt sind. Einige dieser Zytoskelett-Proteine
haben eine zusitzliche Funktion bei der Bildung des Spindelapparates.

Die Gene CGI890, nod und feo stehen in Verbindung mit Mikrotubuli. Sie sollen
miteinander interagieren. Darliber hinaus iibt nod zusammen mit mei-4/ und Axs eine
Funktion am Spindelapparat aus (Kramer und Hawley 2003). Zusitzlich werden sie dort
von der E2-Ub-Konjugase /wr reguliert (Apionishev et al. 2001). Sowohl nod als auch Iwr
zeigen ein Heterozygose im Modifier-Hintergrund eine Reduktion der Notch-Aktivitit,
wodurch Venengewebe wieder hergestellt wird (Abb. 3.22B+D).

Axs und mei-41 sollen mit Vap-334 in Kontakt stehen (InterlogFinder). Vap-33A vermittelt
den Kontakt zwischen Mikrotubuli und der prasynaptischen Membran (Lloyd et al. 2000;
Pennetta et al. 2002). Vap-33A kam selbst im Screen nicht vor, hat aber eine inhibierende
Wirkung auf die Endopeptidase CG6048, die wiederum von der microRNA Mir-184
reguliert werden soll. Vap-33A interagiert vermutlich auch mit Imp (DrolD).

Imp zeigt in Heterozygose im Modifier-Hintergrund eine deutliche Wiederherstellung der
Venen. Die Notch-Aktivitit ist reduziert (Abb. 3.22.A). Imp ist am RNA-Splicing
innerhalb des Axons beteiligt. Uber CG4617 steht Imp in Verbindung mit Homer. Homer
steht in Kontakt mit dem Zytoskelettprotein Actin, ebenso wie Act88F und Sn (Babu et al.
2004). Homer ist dariiber hinaus auch an der Regulation von Glutamat-Rezeptoren beteiligt
(Xiao et al. 1998). Diese Funktion konnte kiirzlich auch Mibl zugesprochen werden
(Sturgeon et al. 2016). Reguliert wird CG4617 durch den Transkriptionsfaktor Btd.
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CG4617 interagiert direkt mit Dx. Dies konnte mittels eines Yeast-2-Hybrid-Screens
gezeigt werden (Giot et al. 2003). Dx ist die E3-Ub-Ligase, die auch mit Notch direkt
interagiert (Matsuno et al. 1995; Diederich et al. 1994). Auch das Recoverin Frql, dass an
der Synapse lokalisiert ist und die Scramblase, Scrambl interagieren voraussichtlich mit
Dx (InterlogFinder).

Es ergibt sich, dass die Proteine des Zytoskeletts wichtige Rollen im Bereich der
Vesikelbildung und der Vesikelfreisetzung innehaben und dariiber hinaus auch bei der
Bildung der Spindel im Rahmen der Zellteilung. Da neben dx auch einige E2-Ub-
Konjugasen eine Rolle dabei spielen kann man sich gut vorstellen, dass auch Mibl an
diesen Prozessen beteiligt ist. Wie mibl/+ sorgt auch dx/+ fiir eine Reduktion der Notch-
Aktivitét (Abb. 3.20A+3.22C).

Alles in allem kann gesagt werden, dass alle beschriebenen Subkluster in Einbezug ihrer
bekannten Funktionen an einem Prozess beteiligt sind an dem potentiell auch Mibl eine
Rolle spielt. Allerdings miissen weitere Analysen die Art der Interaktion spezifizieren und

ihre Funktion aufdecken.

3.2.6 Herstellung und Analyse einer Mutante des Gens CG717714

Nachdem die 131 identifizierten Gene nach Funktion und Interaktion untersucht und
funktionellen Gruppen zugeordnet werden konnten sollten einige Kandidaten néher
untersucht werden. Es sollte die genaue Funktion und die Art der Interaktion mit Mibl
festgestellt werden.

Das Gen CG11714 wurde fiir weitere Analysen ausgewihlt, da der Verlust dieses Genes in
Heterozygose im Modifier Hintergrund zu einer deutlichen Abschwéchung des Phénotyps
fiihrt. Die Venen sind im wildtypischen Malle wiederhergestellt und es kommt nur zu einer
geringen Bildung von zusétzlichem Venengewebe (Abb. 3.23C).

Die in silico Analysen dieses Gens erbrachten nur wenige Informationen. Es ist bekannt,
dass dieses Protein N-terminal eine Broad-Complex, Tramtrack and Bric a brac/ POxvirus
and Zinc finger (BTB/POZ)-Doméne besitzt (Abb. 3.24). Diese Domédne vermittelt
Homodimerisierung. Viele Proteine, die diese Doméne besitzen sind transkriptionelle
Regulatoren oder an der Chromatinremodellierung beteiligt und spielen eine Rolle bei der
Apoptose und der Genexpression (DrolD; Zollman et al. 1994; Bardwell und Treisman

1994; Ahmad et al. 1998).
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Bislang konnten auch lediglich in Daphnia pulex Homologe nachgewiesen werden
(FlyBase). Allerdings erbrachten Sequenzvergleiche (BLAST) hohe Ubereinstimmungen,
sodass auch von Homologen in Maus und dem Menschen ausgegangen werden kann
(Esemble). Die Sequenzen sind zu circa 30 % identisch und zeigen einen sehr geringen E-
Wert, sodass eine zufdllige Sequenzdhnlichkeit sehr unwahrscheinlich ist (Tab 3.2;
Altschul et al. 1997). Zwei Gene stehen als mogliche Homologe zur Verfiigung. Dabei
handelt es sich in Maus um Btbd6 und Btbd3 und im Menschen um BTBD6 und BTBD3.
Diese Homologe besitzen ebenfalls eine BTB-Doméne. Fiir BTBD3 konnte eine Rolle bei
der Dendritenorientierung im Neocortex von Sdugern nachgewiesen werden (Matsui et al.
2013). Ein Homolog von BTBD6 namens /ute soll in Drosophila existieren und ebenfalls
fiir die neurale Entwicklung zustidndig sein. Bei /ute handelt es sich allerdings nicht um

CG11714 (Bury et al. 2008). Moglicherweise sind CG11714 und [ute ebenfalls homolog.

Tab. 3.2: Homologieanalyse von CG11714 aus Jrosophila mit murinen und humanen Proteinsequenzen. Die erste
Spalte gibt die gefundenen Homologe an. Sowohl in Maus als auch im Menschen wurden die gleichen Proteine
identifiziert. Der Score gibt die Qualitit der Homologie an anhand von spezifischen Parametern des Blastprogramms
Esemble an. Der E-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, ob die Sequenzhomologien zufillig gefunden wurden. Die %ID

gibt die identischen Aminoséduren innerhalb des homologen Bereichs an (Esemble).

Name Spezies Score E-Wert %ID

Btbd6 Maus 51,5 4e-8 27,84
Btbd3 Maus 47 4 1e-6 30,58
BTBD6 Mensch 52,1 2e-8 23,82
BTBD3 Mensch 49,1 4e-7 31,40

Um CG11714 ndher zu untersuchen sollte ein mutantes Allel mittels P-Element
Mobilisation hergestellt werden. Dazu wurde der Stamm CG117147?7* verwendet. Er
enthilt eine P{XP} P-Element-Insertion 279 bp vom C-Terminus entfernt innerhalb der
Gensequenz von CG/1714 und wurde mit einem A2/3 Stamm verkreuzt. Dieser exprimiert
die Transposase, die die flankierenden inverted-repeats erkennt und das P-Element
mobilisieren kann. Dabei kommt es in der Regel zu einer priazisen Entfernung. Allerdings
kann auch umliegende DNA mit herausgerissen werden, sodass Deletionen entstehen
konnen (Abb. 3.24).

Mittels Sequenzierungen konnte das Allel CG11714" identifiziert werden. Dabei wurden

circa die letzten 500 bp im C-terminalen Bereich deletiert. Allerdings wurde auch ein Teil
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des Nachbargens Fuca entfernt. Dieses Gen wurde auch im Screen getestet, zeigte aber
lediglich eine Verdnderung des Abschwichungsgrades 1. Dementsprechend kann ein
Einfluss dieses Gens unter Vorbehalt vernachldssigt werden. Auflerdem ist die einzig
bekannte Doméne, BTB/POZ, nicht von der Deletion betroffen. Das Allel sollte nun auf
Funktionalitét getestet werden (Abb. 3.24).

Reverse Reverse 2 Reverse 3 Reverse 4|
P-Element
1421bp bis P-element .?‘Bbp bis P-element

€G11714 (1700bp) Leibe

Forward 3- | Forward 2 > Forward >

Abb. 3.23: Modell von CG11714". Das Gen 11714 befindet sich auf dem III. Chromosom in der zytologischen Region
68C12. Es wird von zwei weiteren Genen, Mob2 und Fuca, flankiert. N-terminal besitzt CG11714 eine BTB/POZ-

Moh2

Domine, die fiir die Dimerisierung von Proteinen verantwortlich ist. Sie ist Bestandteil vieler Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren und soll der Interaktion mit Komponenten des Histone-Deacetylase Co-Repressor-Komplexes
dienen. Dartiber hinaus besitzen einige SCF-Komplex-Komponenten ebenfalls eine BTB/POZ-Doméne. Durch die P-
Element-Mobilisation konnte eine Mutante erzeugt werden. Das P-Element war 279 bp vom C-Terminus inseriert und hat
bei seiner Deletion circa die letzten 500 bp von CG11714 entfernt, sowie Teile des Nachbargens Fuca. Fuca zeigte im

Screen keine Modifikation.

CG11714" zeigt im Modifier-Hintergrund eine starke Abschwiichung des Phinotyps. Die
Venen sind in nahezu wildtypischem Malle wiederhergestellt und es kommt nur zu sehr
wenig zusétzlichem Venengewebe. Die L5 ist nicht immer in Kontakt mit dem Fliigelrand.
Dieser Phinotyp gleich sehr stark dem der P-Element-Insertion (Abb. 3.23D).

Aus diesem Grunde kann davon ausgegangen werden, dass dieses Allel wirklich zu einem
Verlust der Genfunktion fithrt. Ob es sich dabei allerdings um ein amorphes oder
hypomorphes Allel handelt konnte nicht festgestellt werden. Die adulten Fliegen sind
homozygot lebensfihig und zeigen keine morphologischen Defekte im wildtypischen
Hintergrund. Dies ist ebenfalls der Fall bei der P-Element-Insertion.

Bei weiteren Untersuchungen konnte im Irregular facets mutanten Hintergrund eine
signifikante Verkleinerung der Augen beobachtet werden, If wird als dominante
Markermutation benutzt. Da in CGII714-mutantem Hintergrund lediglich ein
morphologischer Phénotyp bei gleichzeitigem Verlust von [f beobachtet werden kann
handelt es sich um einen sehr schwachen Phénotyp. Dieser kann moglicherweise durch den

genetischen Hintergrund verursacht werden. Allerdings wurde bereits gezeigt, dass der
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Verlust von mibl zu einer sehr deutlichen Verkleinerung des Kopfes, inklusive Augen,

fiihrt (Lai et al. 2005). Dies konnte auf eine Funktion im selben Prozess hindeuten.

UAS-mib1/+;+/+;C5-Gal4/C G117 14°Fement UAS-mib1/+;+/+;C5-Gal4/CG11714'%,
Abb. 3.24: Fliigelanalyse im Rahmen des Modifier-Screens von CG11714. (A) wildtypischer Fliigel von Drosophila

melanogaster. (B) Der Modifier-Phanotyp UAS-mibl;;C5-Gal4. (C) Der Verlust der im Screen verwendeten P-Element-
Insertion in der genomischen Region von CG11714 sorgt im Modifier-Hintergrund fiir die vollstandige Wiederherstellung
der Venen. Dariiber hinaus ist wenig zusitzliches Venengewebe zu beobachten. Der mibI-Uberexpressionsphinotyp wird
deutlich abgeschwicht. Es handelt sich um eine starke Interaktion. (D) Der Verlust der mittels P-Element-Mobilisation
hergestellten Mutante CG11714"° sorgt im Modifier-Hintergrund ebenfalls fiir eine deutliche Abschwiichung. Die Venen
sind nahezu wildtypisch wieder hergestellt und es kommt zu kaum einer Bildung von zusitzlichem Venengewebe.

Lediglich die L5 ist nicht mehr in Kontakt mit dem Fliigelrand.

Aufgrund der BTB/POZ-Domiéne kam die Vermutung auf, dass CG11714 eine
Komponente des SCF-Komplexes sein konnte. Es ist bekannt, dass gewisse Formen dieses
Komplexes Komponenten beinhalten, die ebenfalls eine BTB/POZ-Doméne tragen (Krek,
2003). Im Modifier-Screen wurde die Kernkomponente des SCF-Komplexes SkpA
identifiziert. Der Verlust von CGI11714 oder SkpA in Heterozygose fiihrt zu keinerlei
morphologischen Verdnderungen im Fliigel (Abb. 3.25B+C). Ebenso kommt es in der
doppelmutanten Situation von SkpA4 und CG11714 zu keiner phinotypischen Verdanderung
(Abb. 3.25A).

Um nun genetische Interaktionen mit einzelnen Notch-Komponenten zu iiberpriifen,

wurden sowohl SkpA als auch CG11715 mutante Allele gegen die folgenden Komponenten
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des Notch-Signalweges gekreuzt: Ser, DI, H, mibl und N. Alle Allel-Kombinationen
wurden in Heterozygose analysiert (Abb. 3.25).

Y U

A+ HE 1171475 1=

H4;+14+;CG11714"Imib1?

Abb. 3.25: genetische Interaktionsanalyse von CG77774 und SkpA mit verschiedenen Notch-Komponenten in
Heterozygose. (A) Heterozygose von CG11714" und SkpA' zeigt das wildtypische Venenmuster. (B) CG11714"-

heterozygot-mutanter Fliigel zeigt ein wildtypisches Venenmuster (C) Der Verlust von einer Kopie SkpA’ fiihrt zu einem
wildtypischen Fliigelphinotyp. (D) Das Venenmuster eines Ser™?/+ Fliigels gleicht dem Wildtyp. Einige Fliigel wirken
kleiner beziehungsweise gestaucht. (E) Der Verlust einer Kopie von CGI11714" im Ser®™”’/+ mutanten Hintergrund
kommt es zu keiner Veréinderung des Venenmusters. Einige Fliigel wirken kleiner beziehungsweise gestaucht. (F) SkpA’
und Ser™"% heterozygote Fliigel gleichen dem Wildtyp. (G) Der Verlust einer Kopie von DI’ fiihrt zur Verbreiterung
der Venen im distalen Bereich. Dariiber hinaus ist zusétzliches Venengewebe an der posterioren Kreuzvene und gehauft

an L2 und L4 zu beobachten. Die dunklere Farbe des Fliigels wird durch den zusitzlichen Verlust von ebony verursacht,
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dass eine Rolle bei der Pigmenteinlagerung spielt. (H) Der zusitzliche Verlust einer Kopie von CG11714" im DI"*"’

heterozygot-mutanten Hintergrund fiihrt ebenfalls zur Bildung von zusitzlichem Venengewebe. Allerdings ist keine
Verbreiterung im distalen Venenbereich zu beobachten. (I) Der zusitzliche Verlust einer Kopie von Skp4’ im D"
heterozygot-mutanten Hintergrund fiihrt ebenfalls zur Bildung von zusitzlichem Venengewebe an der posterioren
Kreuzvene, sowie an L2, L4 und L5. Hier sind ebenfalls keine Deltas zu beobachten. (J) Der Verlust einer Kopie von H*’
fiihrt zu einer Verkiirzung der L5. (K) Der zusitzliche Verlust von CG11714"/+ fiihrt zu keiner Verinderung des H*'-
heterozygot-mutanten Phiinotyps. (L) SkpA’/+ fiihrt neben dem H™'-heterozygoten-Phinotypen zu einer leichten
Reduktion der posterioren Kreuzvene. (M) Der Verlust einer Kopie von mibl’ fithrt zu keiner phinotypischen
Verdnderung im Fliigel. (N) CG11714", mibI’-doppelheterozygote Fliigel erscheinen wildtypisch. (O) Der Verlust von
SkpA'/+ im mibI*-heterozygot-mutanten Hintergrund fithrt zu etwas zusitzlichem Venengewebe an der posterioren
Kreuzvene. (P) Der Verlust von einer Kopie N°**// fiihrt zu Deltas im distalen Venenbereich. Bevorzugt an der L4 und LS5.
Dartiber hinaus kommt es auch gelegentlich zu kleineren Einkerbungen im Fliigelrand. (Q) Der zusitzliche Verlust von
einer Kopie CGI1714" im N''*“-heterozygot-mutantem Hintergrund fithrt zu einer deutlichen Verinderung des
Phénotyps. Es kommt zu sehr groien Einkerbungen im Fliigelrand und dariiber hinaus zu Verlust von Fliigelgewebe im
proximalen Bereich. (R) Im SkpA'/N''**-mutantem Hintergrund kommt es zur Bildung von Deltas, aber nicht zu

Einkerbungen im Fliigelrand.

Der Verlust von einer Kopie von Ser zeigt einen wildtypischen Fliigelphidnotypen. Die
dunklere Fliigelfarbe entsteht durch die homozygote Situation von ebony auf dem Balancer
Tmo6b und dem Chromosom mit der mutanten Kopie von Ser (Abb. 3.25D). In der
CG11714, Ser-heterozygot-doppelmutanten Situation kommt es zu keinerlei Verdnderung
des Venenmusters. Allerdings scheint der Fliigel insgesamt etwas kleiner beziehungsweise
gestaucht zu sein (Abb. 3.25E). Bei Verlust von SkpA4 und Ser in Heterozygose entspricht
der Fliigelphianotyp dem Wildtyp (Abb. 3.25F).

Bei gleichzeitigem Verlust von je einer Kopie CGI/1714 und DI/ kommt es zu einer
geringen Menge an zusitzlichem Venengewebe entlang der posterioren Kreuzvene (Abb.
3.25H). Dies entspricht in Teilen dem DI/-heterozygot-mutantem Phénotypen. Der Verlust
von DI/+ alleine zeigt allerdings zusétzlich eine Verbreiterung der Venen im distalen
Bereich, sogenannten Deltas. Auch hier wird die dunklere Fliigelfarbe durch die
Homozygose von ebony ausgelost (Abb. 3.25G). Die Menge an zusétzlichem
Venengewebe ist bei zusétzlichem Verlust von CG11714/+ minimal reduziert. Es kommt
weiterhin zu zusidtzlichem Venengewebe an der posterioren Kreuzvene. Der D/-mutante
Phénotyp ist nicht durch CG11714-Heterozygose beeinflusst (Abb. 3.25H). Der zusitzliche
Verlust von einer Kopie SkpA im DI/-heterozygot-mutanten Hintergrund fiihrt ebenfalls zu
zusidtzlichem Venengewebe entlang der posterioren Kreuzvene und dariiber hinaus zu

UnregelméBigkeiten an der L2, L4 und L5 in der Néhe des Fliigelrandes. Dies entspricht
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dem Dl-heterozygoten Phénotyp. Dies deutet ebenfalls auf keine Abschwichung des DI/-
Phinotyps hin (Abb. 3.25I). Zusammengefasst gibt es keine Hinweise auf eine genetische
Interaktion zwischen CG11714 oder SkpA und DI.

H alleine sorgt bereits fiir eine Verkiirzung der L5, sodass diese nicht mehr in Kontakt mit
dem Fligelrand steht (Abb. 3.25J). Der zusitzliche Verlust von CG/1714 hat keinen
Einfluss auf den H-mutanten Phénotyp (Abb. 3.25K). Beim Verlust von SkpA4 und H
scheint dariiber hinaus eine leichte Reduktion der posterioren Kreuzvene vorhanden zu sein
(Abb. 3.25L). Auch dieser Phénotyp unterliegt einer leichten Varianz und kommt in 25 %
der Fille vor (Abb. 3.25L; Abb. 3.26F+I+L). Hier kommt es moglicherweise zu einer
genetischen Interaktion von SkpA und H.

Der Verlust von je einer Kopie mibl und CG11714 zeigt ebenfalls keine Verdnderung
gegeniiber mibl-heterozygot-mutanten Fliigeln oder wildtypischen Fliigeln (Abb.
3.25M+N). Allerdings fiithrt der zusétzliche heterozygote Verlust von SkpA im mibli-
heterozygot-mutantem Hintergrund zu etwas zusdtzlichem Venengewebe entlang der
posterioren Kreuzvene. Dies kann einer geringen Varianz zugesprochen werden (Abb.
3.250). Es findet keine genetische Interaktion zwischen mibl und SkpA statt.
Uberraschenderweise zeigt ein Verlust von CGII1714 und N eine deutliche
Phénotypverdanderung. Bei Notch alleine kommt es in circa 50 % der Fliigel zu kleineren
Einkerbungen im Fliigelrand und zur Verbreiterung der Venen im distalen Bereich (Abb.
3.25P, Abb. 3.26A). Dahingegen kommt es bei zusitzlichem Verlust von CG11714 in
einigen Fillen zu sehr groflen Einkerbungen im Fliigelrand (46,6 %). Dieser Phinotyp
unterliegt einer leichten Varianz (Abb. 3.25Q, Abb. 3.26D+G+J) Die Einkerbungen
befinden sich distal entlang der ehemaligen dorso-ventralen Grenze der
Fliigelimaginalscheibe. Dariiber hinaus gibt es auch Verlust von Fliigelgewebe im
proximalen Randbereich, was auch in abgeschwichter Form in N-Heterozygose beobachtet
werden kann (Abb. 3.25P, Abb. 3.26A). Diese starke Auspragung der
Phénotypverdnderung ist nicht penetrant (Abb. 3.25Q, Abb. 3.26D+G+J). Dies deutet auf
eine genetische Interaktion von Notch und CGI1714 hin. Im Gegensatz dazu fiihrt der
Verlust von SkpA im N-heterozygot-mutanten Hintergrund zu Verbreiterungen der Venen,
sogenannten Deltas, im Bereich des Fliigelrandes an L4 und L5. Diese sind aber auch in N-
Heterozygose zu beobachten. Einkerbungen im Fliigelrand konnten im Gegensatz zu N/+

alleine in keinem Fall beobachtet werden (Abb. 3.25R; Abb. 3.26E+H+K). Dies deutet
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ebenfalls auf eine genetische Interaktion hin. Wahrend der Verlust von CG11714 eher zu
einer Reduktion des Notch-Signalweges zu fiihren scheint kommt es bei Verlust von SkpA
zu einer Verstirkung der N-Aktivitiat. Dies deutet auf eine gegensetzliche Rolle von
CG11714 und SkpA im Notch-Signalweg hin. Moglicherweise haben SkpA4 und CG11714

doch keine gemeinsame Funktion im SCF-Komplex.

Abb. 3.26: Analyse des variable Phiinotyps der CG77774- und N-Heterozygose; sowie der SkpA/N- und SkpA/H-
Heterozygose. (A) Heterozygose von N°¢//. (B) Heterozygose von N7/, (C) Heterozygose von H™'. (D, G, J)
Heterozygose von N>/ und CG11714". (E, H, K) Heterozygose von N**/' und SkpA’. (F, I, L) Heterozygose von H**!
und SkpA'.

Die Analyse ergab eine mogliche genetische Interaktion von SkpA in Bezug auf H. Dariiber
hinaus konnte eine genetische Interaktion von sowohl SkpA als auch CG11714 in Bezug auf
N beobachtet werden. Wihrend es in Bezug auf SkpA/+ zu einer Verstirkung der Notch-
Aktivitdt kommt deutet der zusitzlichem Verlust von CG11714/+ auf eine Reduktion der
N-Aktivitdt hin. Dementsprechend scheinen sowohl CG11714 und SkpA einen Einfluss auf

den Notch-Signalweg zu haben. Diese scheinen allerdings antagonistisch zu sein.

98



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Analyse des Tumorsuppressorgens /gthal (2) giant discs wihrend der
Oogenese von Drosophila melanogaster

In dieser Arbeit sollte eine weiterfithrende Analyse von /gd wihrend der Oogenese
durchgefiihrt werden. Zunichst sollte festgestellt werden, wie der Notch-Rezeptor in die
Keimbahn gelangt. Dariiber hinaus sollte aufgekldrt werden, wie es zur ektopischen
Aktivierung des Dpp-Signalweges kommt und wie der Verlust von /gd eine zusétzliche
Mitose auslosen kann. Hier werden die Ergebnisse zundchst betreffend den Notch-

Signalweg und anschlieend in Bezug auf den Dpp-Signalweg diskutiert.

4.1.1 Analyse der Transendozytose des Notch-Rezeptors durch seinen Liganden
Delta in der Keimbahn

Der Verlust von /gd fiihrt in der Flugelimaginalscheibe und im Follikelepithel zu einer
ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges (Jaekel und Klein 2006; Morawa et al.
2015; Schneider und Markus Hubertus 2012). Dafiir ist die fehlerhafte Degradation des
N-Rezeptors iiber den endosomalen Transportweg verantwortlich (Schneider et al.
2013; Troost et al. 2012).

Innerhalb der Keimbahn konnte ebenfalls ein Degradationsdefekt des Protein-Traps N-
YFP, sowie NECD in /gd-mutanten Zellen beobachtet werden (Schneider und Markus
Hubertus 2012). Vorherige Experimente zeigten, dass der Notch-Signalweg keine
Funktion in der Keimbahn ausiibt. Allerdings signalisiert der Ligand DI aus der
Keimbahn in das Follikelepithel (Lopez-Schier und St Johnston 2001).

In dieser Arbeit sollte aufgeklart werden wie der Notch-Rezeptor in die Keimbahn
gelangt. Eine Moglichkeit wire, dass der N-Rezeptor in der Keimbahn synthetisiert
wird. Eine andere Vermutung war, dass die extrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors
durch Transendozytose mittels DI in die Keimbahn gelangt.

Die klonale Analyse von /gd, DI-doppelmutanten Keimbahnzellen zeigte keinerlei
NECD-Akkumulation. Die Ergebnisse bestitigen somit die Vermutung, dass NECD
lediglich durch Transendozytose in die Keimbahn gelangt. Dariiber hinaus kommt es in
Bezug auf den Notch-Signalweg neben der Akkumulation von NECD zu keinen
Defekten innerhalb der Keimbahn. Diese Beobachtung gibt weitere Hinweise darauf,

dass Notch keine Funktion innerhalb der Keimbahn ausiibt.
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4.1.2 Analyse des Reporterkonstrukts Tkv-YFP in wildtypischen und /g0-mutanten
Follikel- und Keimbahnzellen

Es konnte bereits gezeigt werden, dass es bei Verlust von /gd zu einem
Degradationsdefekt von diversen Transmembranproteinen sowohl im Follikelepithel als
auch in der Keimbahn kommt (Jaekel und Klein 2006; Schneider und Markus Hubertus
2012). Von diesem Abbaudefekt ist auch der Tkv-Rezeptor betroffen, wodurch es zu
einer ektopischen Expression des Dpp-Zielgens dad kommt (Morawa et al. 2015;
Masterarbeit Morawa 2012).

Fiir eine weiterfithrende Analyse wurde nun das Protein-Trap Tkv-YFP verwendet. Bei
der klonalen Analyse liegt Tkv-YFP in Homozygose in den /gd-mutanten Zellen vor.
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden als Kontrollen ausschlieBlich Tkv-YFP-
homozygote Gewebe untersucht. Allerdings muss dieser Fakt bei der Bewertung des
klonalen Nachbargewebes bedacht werden. Um dies zu umgehen kénnte man Tkv-YFP
mit His-RFP rekombinieren, sodass nach der Erzeugung von klonalem Gewebe in allen
Zellen eine Kopie Tkv-YFP vorhanden ist.

In wildtypischen Follikelzellen zeigt Tkv-YFP eine gleichméBige Verteilung an der
Membran. Innerhalb der Keimbahn ist Tkv-YFP ebenfalls an der Membran lokalisiert.
Dartiber hinaus kommt es zu einer Akkumulation in der Oozyte ab Stadium 6.

In /gd-mutanten Follikel- und Keimbahnzellen konnte eine Akkumulation von Tkv-
YFP-positiven Vesikeln bereits ab frithen Stadien beobachtet werden. In der Keimbahn
nimmt der Akkumulationsdefekt mit zunehmendem Alter der Eikammern deutlich zu.
Die Kolokalisation mit NECD und Rab7 bestdtigt, dass die Akkumulation in spiten
Endosomen stattfindet. Dies entspricht dem Model, welches fiir /gd in Bezug auf Notch
formuliert wurde (Schneider et al. 2013). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass bereits
im Germarium ein Abbaudefekt von Tkv in /gd-mutanten Zellen vorliegen konnte.
Interessanterweise ist die dad-Expression in den Keimbahnstammzellen am hochsten. In
frithen Eikammern kommt es ebenfalls zu einer erneuten Hochregulation von dad, die
allerdings maximal bis Stadium 4 aufrechterhalten wird. Der Akkumulationsdefekt in
der Keimbahn wird wéahrenddessen immer gravierender (Morawa 2012; Schneider und
Markus Hubertus 2012). Es konnte gezeigt werden, dass der Ligand Dpp in den ISCs
entlang des Germariums exprimiert ist und in spiten Zysten (Xie und Spradling 2000;
Wang et al. 2008). Kiirzlich wurde ein Antikorper fur Dpp generiert, der in der
Fliigelimaginalscheibe sehr spezifische Ergebnisse lieferte (Akiyama und Gibson 2015).

Dieser sollte in Zukunft auch in der Keimbahn und dem Follikelepithel getestet werden,

100



Diskussion

um die Lokalisation von Dpp zu analysieren. Vermutlich ist die Reichweite des Dpp-
Signalweges aufgrund der nicht abgebauten Tkv-Rezeptoren erhoht und ebbt aufgrund
des fehlenden Liganden in den Eikammern nach Stadium 4 ab (Masterarbeit Morawa
2012; Dissertation Schneider 2012). Dies wiére ein Indiz fiir eine Liganden-

Abhingigkeit.

4.1.3 Die Analyse des Verlustes von /gd und s/rubin der Keimbahn

Die weiterfiilhrende Analyse von /gd in der Keimbahn sollte aufdecken wie es zur
ektopischen Aktivierung des Dpp-Signalweges und zu einer zusétzlichen Mitose
kommt.

In vorherigen Studien wurde bereits beobachtet, dass es in circa 15 % der /gd-mutanten
Eikammern zu einer Verdopplung der Keimzellanzahl von 16 auf 32 kommt (Matias et
al. 2015; Dissertation Schneider 2012). Zuvor konnte ausgeschlossen werden, dass es
sich um einen Verpackungsdefekt handelt, da lediglich eine Oozyte in solch einer
Eikammer beobachtet werden konnte (Morawa et al. 2015; Dissertation Schneider
2012). Die Beobachtung von fiinf Ringkanile an der Oozyte bestitigte, dass es sich um
eine einzelne Zyste handelt (Matias et al. 2015). Somit lag die Vermutung nahe, dass
der Verlust von /gd eine zusitzliche Mitose auslost. Der Einfluss auf den Zellzyklus
wurde mittels CycA analysiert.

Der Verlust von /gd fiihrt in 14,3 % der Fille zu einer ektopischen Expression von cycA4
in spdten Zysten. Dieser Prozentsatz entspricht ziemlich genau der Anzahl von
Eikammern mit 32 Zellen (14,7 %), die bei Verlust von /gd beobachtet wurden. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass hohe Konzentrationen von CycA eine zusitzliche
Mitose auslosen und es zu Eikammern mit 32 Zellen kommt (Jagut et al. 2013; Chen et
al. 2009). Dementsprechend kommt es durch die ektopische cycA-Expression in spiten
lgd-mutanten Zysten zu einer zusétzlichen Mitose. Es konnte bestitigt werden, dass der
32-Zell-Phinotyp in /gd-mutanten Eikammern definitiv Tkv-abhingig ist (Masterarbeit
Morawa 2012). So scheint /gd iiber den Dpp-Signalweg einen Einfluss auf die cycA-
Expression auszuiiben und somit auf den Zellzyklus.

Um den Einfluss von /gd auf den Dpp-Signalweg zu untersuchen wurde das Reporter-
Konstrukt dad-lacZ verwendet. Im Wildtyp wird dad lediglich in den
Keimbahnstammzellen und teilweise in den frithen Zystoblasten angeschaltet, da die
Reichweite des Dpp-Signalweges durch den Fu/Smurf-Komplex-vermittelten Abbau
aktivierter Tkv-Rezeptoren begrenzt ist (Xia et al. 2010; Narbonne-Reveau et al. 2006).

Damit beschrinkt sich die Expression auf 2-3 Zellen im anterioren Bereich des
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Germarium. Im Anschluss wird das Gen bag of marbels (bam) angeschaltet. Bam ist
entscheidend an der Differenzierung der Keimbahnstammzellen zu Zystoblasten
beteiligt. dad und bam werden im Germarium komplementdr exprimiert. Die
Expression von bam wird verhindert, indem die Transkriptionsfaktoren Mad/Medea an
das Silencer-Element von bam binden. Mad und Medea sind Bestandteil der Smad-
Kaskade, die vom Dpp-Signalweg angeschaltet wird. Durch den oben beschriebenen
Mechanismus kann das Stammzellschicksal aufrechterhalten werden (Chen und
McKearin 2003; Jiang et al. 2008; Song et al. 2004).

In fritheren Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass dad-lacZ bei Verlust von
lgd in friihen Eikammern ektopisch exprimiert ist (Masterabreit Morawa 2012;
Dissertation Schneider 2012). Die ndheren Analysen dieser Arbeit zeigten, dass es
bereits zu zusdtzlichen dad-positiven Zellen im Germarium kommt. Komplementir
dazu ist die Expression von Bam-GFP im Germarium unterdriickt. Die Beobachtungen
legen nahe, dass die Reichweite des Dpp-Signalweges erweitert ist und so das
Stammzellschicksal in weiter entfernten Zellen erhalten bleibt. Um diese Annahme zu
bestitigen wurde die Lokalisation von Spectrin untersucht.

Spectrin markiert das Spektrosom, welches spezifisch fiir Keimbahnstammzellen ist.
Wéhrend der unvollstindigen Teilung zur Zyste wird auch das Spektrosom
unvollstindig geteilt und bildet das sogenannte Fusom. Spektrosom und Fusom lassen
sich morphologisch eindeutig unterscheiden.

Die Untersuchungen ergaben, dass sich in den dad-exprimierenden Zellen in der Regel
Spektrosome nachweisen lieBen und in den Bam-GFP exprimierenden Zysten Fusome.
Dies trifft auch auf die ektopischen dad-positive Zellen bei Ausfall von /gd zu. Damit
lasst sich zweifelsfrei bestdtigen, dass es sich bei den dad-positiven Zellen um
Stammzellen beziehungsweise Zellen mit Stammzellcharakter handelt.

Als nichstes sollte untersucht werden, wie es zu einer erhohten Anzahl von dad-
positiven Zellen in /gd-mutanten Germarien kommt. Die Degradation des aktivierten
Tkv-Rezeptors durch den endosomalen Transportweg wird von einem Komplex
vermittelt, der aus der E3-Ub-Ligase Smurf und der Phosphatase Fu besteht. Dadurch
wird die Aktivitdt des Tkv-Rezeptors auf die Keimbahnstammzellnische beschrinkt
(Xia et al. 2010). Der Verlust von fu verhindert die Degradation von aktivierten Tkv-
Molekiilen in den Vorldufern der Keimbahnstammzellen. Dadurch wird die Reichweite
des Dpp-Signalweges in den Keimbahnstammzellen zellautonom und Liganden-

abhingig erhoht. Der Verlust der fu-Funktion verursacht ein breites Spektrum an
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Phanotypen. Unter anderem kommt es zur Bildung von Eikammern mit 32 Zellen, wie
bei /gd (Narbonne-Reveau et al. 2006).

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass der Verlust der /gd-Funktion fiir die
Erhoéhung der Reichweite des Dpp-Signalweges im Germarium verantwortlich ist.
Dartiber hinaus konnte bereits ein Degradationsdefekt von Tkv in der Keimbahn
nachgewiesen werden (Morawa et al. 2015; Masterarbeit Morawa 2012). Dieser
Abbaudefekt schlieit auch die aktivierte Form des Tkv-Rezeptors ein. Experimente mit
dem protein trap Tkv-YFP lieBen vermuten, dass mehr Tkv-YFP in fu/+ Zellen
akkumuliert. Fiir definitive Aussagen miisste allerdings die Fluoreszenzstéirke
quantifiziert werden.

Da fu spezifisch fiir die Markierung des aktivierten Tkv fiir den Abbau im endosomalen
Transportweg verantwortlich ist, sollte ein zusétzlicher Ausfall von fu in /gd-mutanten
Germarien den Defekt verstirken (Narbonne-Reveau et al. 2006; Xia et al. 2010).
Deshalb wurde die genetische Interaktion zwischen fu und /gd analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass der Verlust von fu/+ in /gd-mutanten Germarien zu einer erhdhten
Anzahl von dad-positiven Zellen fiihrt und es zu einer leichten Reduktion der Anzahl
von Eikammern mit 32 Zellen kommt.

Da es sich bei ESCRT-III-Komponente Shrub um einen direkten Interaktionspartner
von Lgd handelt sollte der Verlust von shrub ebenfalls in der Keimbahn untersucht
werden (Troost et al. 2012). Allerdings konnten keine shrub-mutanten Keimbahnklone
erzeugt werden, da dies zur Letalitdt der Klone fiihrte (Dissertation Schneider 2012).
Deshalb wurde shrub in Heterozygose analysiert.

In vorherigen Studien wurde bereits beobachtet, dass es in circa 30 % der shrub
heterozygot-mutanten Eikammern zu einer Verdopplung der Keimzellanzahl von 16 auf
32 kommt (Matias et al. 2015; Eikenes et al. 2015; Schneider und Markus Hubertus
2012). Auch hier wurde bestdtigt, dass es sich nicht um einen Verpackungsdefekt
handelt (Matias et al. 2015). Die Entstehung von Eikammern mit 32 Zellen wurde durch
eine unvollstindige Cytokinese erkldrt, die zu Zystoblasten mit zwei Zellen fiihrt.
Sobald diese die vier Mitosen durchlaufen entstehen 32 Zellen. Allerdings basieren die
Vermutungen auf Kolokalisationsstudien mit Shrub-GFP (Matias et al. 2015; Eikenes et
al. 2015). Es konnte bereits gezeigt werden, dass Shrub-GFP als dominant-negative
Form agiert (Sweeney et al. 2006). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in
41,6 % der Germarien zu einer ektopischen cycA-Expression in spédten Zysten kommt.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass hohe Konzentrationen von CycA eine
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zusdtzliche Mitose auslosen und es zu Eikammern mit 32 Zellen kommt (Jagut et al.
2013; Chen et al. 2009) liegt die Vermutung nahe, dass der Grund fiir 32-Zellen in
shrub/+-mutanten Eikammern eine zusétzlichen Mitose ausgelost durch die ektopische
cycA-Expression ist.

In shrub/+-mutanten Germarien konnten fast doppelt so dad-positive Zellen beobachtet
werden wie im Wildtyp. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der zusétzliche
Verlust von einer Kopie tkv den shrub/+-mutanten Phénotyp abschwicht. Damit wurde
gezeigt, dass die zusétzlichen Keimbahnstammzellen im shrub/+ Germarien durch den
Dpp-Signalweg ausgelost wurden. Dariiber hinaus ergaben die Untersuchungen, dass
sich in den dad-exprimierenden Zellen in der Regel Spektrosome nachweisen lie3en
und in den Bam-GFP exprimierenden Zysten Fusome. Dies trifft auch auf die
ektopischen dad-positive Zellen bei Ausfall von shrub/+ zu.

Es sollte ebenfalls die genetische Interaktion zwischen fu und shrub analysiert werden.
Es kommt zu einer erhohten Anzahl von dad-positiven Zellen und die Anzahl von
Eikammern mit 32 Zellen im fu/+; shrub/+ Hintergrund ist ebenfalls deutlich erhoht.
Dies deutet eine funktionelle Verbindung beider Gene an.

innere Germarium-
hiillzellen

Follikel- Follikelvor-
Keimbahn- stammzel- lduferzellen Tkv-YFP-positive
stammzellen Polzellen Vesikel
(GSCs

. zellen
terminales

Filament

Stiel
Néahrzellen

Follikelzellen
(FCs)

Zystoblast
( ) 16-Zell-
zyste
e A 5 2a 4 2b | Stadium 1 ; Stadium2
Regionen des Germariums Eikammern (mit 32 oder 16 Zellen)

Abb. 4.1: Die /go-mutante Keimbahn von Drosophila melanogaster. In Igd-mutanten Germarien kommt es zu
zusdtzlichen dad-exprimierenden Zellen. Diese Zellen sind mit Spektrosomen assoziiert und somit
Keimbahnstammzellen oder Keimbahnstammzell-dhnliche Zellen. Die Expression von bam ist komplementdr zur
dad-Expression verzogert. Fusome sind dementsprechend erst im Bereich 2a in den sich teilenden Zysten zu
beobachten. Zusitzlich kommt es in einem Teil der Germarien zu einer ektopischen Expression von CycA in spiten
Zysten. Dariiber hinaus kommt es zu einer ektopischen Expression von dad in den frithen Eikammern bis Stadium 4
und zu Eikammern mit 32 Zellen. Eine Akkumulation des Rezeptors Tkv in reifenden Endosomen ist bereits in

frithen Eikammern zu beobachten und wird mit zunehmendem Alter der Eikammern immer gravierender.
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Sowohl durch den Verlust von /lgd als auch shrub kommt es zu einer fehlerhaften
Bildung von intraluminalen Vesikeln. Vermutlich bleibt eine Fraktion von aktivierten
Tkv-Rezeptoren an der limitierenden Membran von reifenden Endosomen zuriick.
Dartiber hinaus ist auch der Transport innerhalb der Zelle verzogert. Die intrazelluldren
Domaénen der Tkv-Rezeptoren sind dadurch weiterhin in Kontakt mit dem Zytosol. In
Konsequenz signalisieren aktivierte Tkv-Rezeptoren solange wie das Endosom existiert.
Dadurch wird die Hypothese aufgestellt, dass es das aktivierte Tkv ist, das die
ektopische Aktivierung des Dpp-Signalweges auslost. Diese Vermutung wird durch die
Uberexpression einer konstitutiv-aktiven Form von Tkv im Germarium bestitigt, da es
dort ebenfalls zu ektopischen dad-positiven Zellen kommt, die mit Spektrosomen
assoziiert sind, einer Unterdriickung von ham und Eikammern mit zusitzlichen Zellen
(Casanueva und Ferguson 2004; Nellen et al. 1996; Neul und Ferguson 1998).

Bislang konnte zwischen /gd und shrub eine antagonistische Verbindung in Bezug auf
die Anzahl der Eikammern mit 32 Zellen beobachtet werden (Morawa et al. 2015;
Matias et al. 2015; Dissertation Schneider 2012). In Bezug auf die zusétzlichen dad-
positiven Zellen war dies allerdings nicht der Fall. Allerdings wurden der Verlust von
lgd in Homozygose und der Verlust von shrub in Heterozygose untersucht. Aulerdem
verstdrkte der Verlust von fu die Anzahl von dad-positiven Zellen sowohl im /gd als
auch im shrub/+-mutanten Hintergrund. Im Gegensatz dazu kam es in fu/+;lgd-
mutanten Germarien zu einer leichten Reduktion und bei fu/+;shrub/+-mutanten
Eikammern zu einer deutlichen Erh6hung der Anzahl von Eikammern mit 32 Zellen.
Diese Ergebnisse deuten eine komplexere genetische Verbindung von fu, shrub und Igd
an.

Ahnliches konnte in der Fliigelimaginalscheibe beobachtet werden. Dort unterdriickt der
zusdtzliche Verlust vom shrub die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges
ausgelost durch den Verlust von /gd, verstirkt aber trotzdem den Vesikelphidnotyp
(Troost et al. 2012). Eine Moglichkeit ist, dass die Funktion des Endosoms ernsthafter
gestort ist in der doppelmutanten Situation, als in den jeweiligen Einzelmutanten. So
konnte zum Beispiel in Imaginalscheiben beobachtet werden, dass es im shrub, Igd/lgd-
Hintergrund zu keinerlei Assoziation von Rab7 an spidten Endosomen kommt.
Dementsprechend werden die Endosomen nicht in der Lage sein mit dem Lysosom zu
fusionieren. Da aber die Fusion mit dem Lysosom benétigt wird kommt es zu keiner

ektopischen Notch-Aktivitit, allerdings aber zu groBeren Endosomen (Schneider et al.
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2013). Im Gegensatz dazu ist die Fusion mit dem Lysosom zur Aktivierung des Dpp-

Signalweges nicht notwendig.

4.1.4 Die Analyse des Verlust von Jmon? in /gd-mutanten Keimbahn- und
Follikelzellen

Dmonl ist eine Komponente des cczl/monl-Komplexes und vermittelt die Konversion
von Rab5 zu Rab7 und lésst so das Endosom reifen (Yousefian et al. 2013). Bei Verlust
der Dmonl-Funktion kommt es zu keiner Fusion mit dem Lysosom und es entstehen
sehr grole MVBs. Die Morphologie der MVBs ist dabei nicht beeintrichtigt (Yousefian
et al. 2013).

Wie bereits zuvor diskutiert ist vermutlich das Zuriickbleiben der aktivierten Form des
Tkv-Rezeptors an der limitierenden Membran reifender Endosomen in /gd-mutanten
Zellen verantwortlich fiir die ektopische Aktivierung des Dpp-Signalweges.
Dementsprechend sollte jede Verldngerung der Existenz des reifenden Endosoms zu
einer Verstirkung der ektopischen Dpp-Aktivitit fithren. Dies ist genau das, was bei
Ausfall von Dmonl im lgd-mutanten Hintergrund beobachtet wurde.

Bei Verlust von Dmonl kommt es zu einer erhohten Anzahl von dad-positiven Zellen,
die mit Spektrosomen markiert sind. Daraus lédsst sich schlie3en, dass eine Fusion mit
dem Lysosom nicht notwendig ist fiir die ektopische Aktivierung des Dpp-Signalweges.
Lediglich das Zuriickbleiben der aktivierten Form des Tkv-Rezeptors an der
limitierenden Membran von Endosomen reicht aus um eine erhohte Reichweite des
Dpp-Signalweges zuzulassen. Dies gibt den Hinweis, dass es sich hier um einen sehr
sensitiven Prozess handelt und jegliche Abweichung vom Normalzustand bereits eine
Erweiterung der Dpp-Reichweite bedingt.

Die Analyse von Igd, Dmonl-doppelmutanten Zellen zeigte eine teilweise Verstirkung
des /gd-mutanten Phinotyps. In der Stammzellnische kommt es zu einer deutlich
erhohten Anzahl von dad-positiven Zellen. Die Bildung von Eikammern mit 32 Zellen
ist nicht erhoht. Moglichweise sorgt die ldngere Lebensdauer des MVB zwar fiir eine
kurzzeitige Erhohung der Anzahl von aktivierten Tkv-Rezeptoren, diese werden aber
weiterhin durch den Fu/Smurf-Komplex und Shrub verpackt. Dadurch reicht die
Verzogerung anscheinend aus um dad ektopisch anzuschalten. Zusdtzliche Mitosen
werden dadurch allerdings nicht vermehrt ausgelost. Zumindest nicht in einem héheren
Male als es bei Verlust von /gd der Fall ist.

Interessanterweise konnte sowohl im Fall von Dmonl als auch von Dmonl, lgd im

umliegenden heterozygoten Follikelepithel eine ektopische dad-Expression beobachtet
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werden. Dies ist allerdings nur zu beobachten, wenn die jeweiligen Fliegen zuvor einem
Hitzeschock bei 37 °C unterzogen wurden. Dies konnte auf eine Temperatursensitivitit

von Dmon1 hinweisen.

4.1.5 Die Reduktion des Liganden Jpp hat einen Einfluss auf den $//7u//-mutanten
Phinotyp in der Keimbahn

Bislang konnten einige Hinweise auf eine Liganden-abhingige Aktivierung des Dpp-
Signalweges in shrub/+-mutanten Germarien beobachtet werden. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass der verldngerte Kontakt von aktivierten Tkv-Rezeptoren mit dem
Zytoplasma zu einer ektopischen dad-Expression und damit zu zusétzlichen
Keimbahnstammzellen fiihrt. Dariiber hinaus kommt es zu einer zusétzlichen Mitose
und Eikammern mit 32 Zellen in einer zell-autonomen Weise.

Um zu testen, ob dieser Phianotyp Liganden-abhingig ist wurden verschiedene dpp-
Allele untersucht. Dabei zeigte sich, dass der Verlust einer Kopie von dppd[ 7 den
shrub/+-Phanotyp in Bezug auf die Anzahl von Eikammern mit 32 Zellen deutlich
abschwicht, wihrend der Verlust von dpp’ fiir eine deutliche Verstirkung des
Phinotyps sorgt. Obwohl beide Allele als Hypomorphe beschrieben sind zeigen sich
gegensitzliche Phanotypverdnderungen in Bezug auf shrub/+ (Spencer et al. 1982). Da
beide Allele durch Phinotypen in der Fliigelimaginalscheibe identifiziert wurden wire
es denkbar, dass eines dieser Allele keine Auswirkung in der Keimbahn hat. Auflerdem
konnte im Hintergrund eines dieser beiden Allele eine zusétzliche Mutation vorhanden
sein, die den Phénotyp zusitzlich beeinflusst.

Nichtsdestotrotz wird der Phianotyp von shrub/+ deutlich durch den Verlust von dpp
beeinflusst wird. Moglicherweise handelt es sich um eine Liganden-Abhéngigkeit. Da
vermutet wird, dass alle Defekte auf einen fehlerhaften Abbau von aktivierten Tkv-
Rezeptoren zuriickzufiihren sind ist es denkbar, dass die Tkv-Rezeptoren zuvor aktiviert
werden miissen. Das Fehlen des Liganden beziehungsweise das Vorhandensein eines
tiberaktiven Liganden beeinflusst demnach die Anzahl der aktivierten Tkv-Rezeptoren
und damit auch die Aktivitdt des Dpp-Signalweges und folglich die Auspriagung des
Phéanotyps.

Um den Einfluss von dpp aufzukldren sollten die genetischen Interaktionsexperimente
im shrub-Hintergrund mit dem kiirzlich beschriebenen konditionalen Nullallel dpp™

wiederholt werden (Akiyama und Gibson 2015).
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4.2 Ein Modifier-Screen um neue Interaktionspartner der E3-Ubiquitin-Ligase
Mind bomb 1 von Drosophila zu finden

Die Endozytose der Liganden DI und Ser ist zwingend notwendig fiir die Aktivierung des
Notch-Signalweges (Seugnet et al. 1997). Es konnte gezeigt werden, dass die E3-Ubiquitin-
Ligase Mibl dabei die Ubiquitinierung vermittelt, die als Signal fiir die Lqf-abhingige
Endozytose dient. Die Ubiquitinierung findet an den intrazelluldren Lysinresten der
Liganden statt (Ubersicht in Le Borgne et al. 2005a; Le Borgne 2006).

Der Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Beobachtung, dass ein DI-Konstrukt, dem alle
intrazelluldren Lysine fehlen (Dlgor), weiterhin in der Lage ist den Notch-Signalweg in
einer Mib1-abhingigen Weise zu aktivieren (personliche Kommunikation Kim, AG Klein).
Allerdings konnte in spéteren Experimenten mittels des sensitiven Reporterkonstrukts
Gbe+Su(H)-lacZ gezeigt werden, dass es sich bei der vermeintlich Mibl-abhédngigen
Aktivierung um eine leichte Mibl-unabhéngige Restaktivitdt von DI handelt (Furriols und
Bray 2001; personliche Kommunikation Kim, AG Klein). Diese ist unabhédngig von
Ubiquitinierung (personliche Kommunikation Kim, AG Klein). Nichtsdestotrotz sollte auf
dieser Grundlage ein Modifier-Screen durchgefiihrt werden, um neue Interaktionspartner

von Mib1 zu identifizieren.

4.2.1 Der Modifier-Screen

Der Fliigel wurde als Testgewebe ausgewihlt, da fiir das stereotype Venenmuster sehr viele
verschiedene Signalwege und Prozesse eine Rolle spielen (Bier 2000; Garcia-Bellido und
Celis 1992). Es ist zu beachten, dass mit der Venenentwicklung ein Notch-abhidngiger
Prozess betrachtet wird (Blair 2007). Dadurch werden vermutlich hauptsédchlich
Interaktionspartner von Mibl aufgedeckt, die ebenfalls eine Notch-abhingige Funktion
ausiiben. Nichtsdestotrotz ist so die Chance erhoht moglichst viele neue Interaktionspartner
von Mib1 zu finden.

Fiir die Durchfiihrung des Modifier-Screens wurde ein Modifier-Stamm hergestellt, der
mibl im Fligelfeld via C5-Gal iiberexprimiert. Im Modifier-Stamm kommt es zu einer
Reduktion von Venengewebe der L3-L5 (Abb. 3.14B; Diplomarbeit Boxhammer 2012).
Der sensitive Venenmusterphdnotyp war geeignet fiir einen Modifier-Screen, da er eine

hohe Penetranz bei gleichzeitig geringer Varianz zeigte (Diplomarbeit Boxhammer 2012).
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Der Phénotyp ist sowohl abschwéchbar als auch verstirkbar. Somit erfiillt der
Versuchsaufbau alle erforderlichen Voraussetzungen fiir einen Modifier-Screen (St
Johnston 2002). Die Kreuzung von bekannten Notch-Komponenten gegen den Modifier-
Stamm konnte die genetische Interaktion zwischen diesen und die Funktionalitit des
Versuchsaufbaus bestétigen.

Um neue Interaktionspartner von Mib1 zu finden wurde der Modifier-Stamm gegen die 462
Stdimme des Bloomington Deficiency Kits gekreuzt (Stand 25. Februar 2011). Diese
Kollektion deckt nahezu das gesamte Genom von Drosophila ab. Alle Gene, die im
zentralen Heterochromatin des 1., 2. und 3. Chromosoms liegen sind wahrscheinlich
deletiert (Cook et al. 2012; Roote und Russell 2012; Bloomington). Lediglich 247
euchromatische Gene sind nicht deletiert (Roote und Russell 2012; Cook et al. 2012;
Bloomington). Haploinsuffiziente sowie haplosterile Loci sind so nah wie moglich von
Defizienzen flankiert oder, wenn moglich, von Deletionen eingeschlossen (Bloomington).
In einigen Stammen wurden Gene inseriert, ohne die die Defizienz nicht lebensfihig wire.
Aus diesem Grunde konnte zum Beispiel das Gen N, ein starker genetischer
Interaktionspartner von Mib1, nicht durch den Modifier-Screen identifiziert werden (Koo et
al. 2005; Le Borgne 2006). Daraus kann allerdings geschlossen werden, dass einige
mogliche Interaktionspartner durch die Verwendung des Bloomington Deficiency Kits nicht
identifiziert werden konnten (Cook et al. 2012; Roote und Russell 2012; Bloomington).

Ein weiterer Grund warum moglicherweise Gene im Screen nicht als Interaktionspartner
von Mibl identifiziert wurden ist, dass jeweils nur eine Kopie der Gene deletiert wurde.
Dadurch wird die Gendosis zwar um 50 % gesenkt, aber mdoglicherweise reichen die
tibrigen 50 % aus um die Funktion in ausreichender Weise zu erfiilllen und keine
Verdnderung des Modifier-Phdnotyps auszulosen. Einige bekannte Komponenten des
Notch-Signalweges wurden nicht identifiziert (vgl. Tab. 3.1).

Weiterhin konnte auch ein additiver Effekt zu falsch negativen Ergebnissen flihren. Da in
einer Defizienz mehrere Gene deletiert sind wére es denkbar, dass sowohl positive als auch
negative Regulatoren von Mibl fehlen. Dadurch konnte sich die phénotypische
Veridnderung beider Gene ausgleichen beziehungsweise nur zu einer geringen Veridnderung
filhren und somit im Screen ausscheiden. Anders herum betrachtet konnte aber auch der
Verlust mehrerer Gene zu einem additiven Effekt fithren und so erst eine

Phinotypverdnderung auslosen. Dort beféinden sich keine Mibl-Interaktoren. Damit lieBe
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sich auch erkldren, warum in einigen Defizienzen keine Gene als Mibl-Interaktoren
identifiziert werden konnten (Kap. 9.2, Abb. 9.1).

Im Gegensatz zu den oben beschriecbenen Moglichkeiten eines falsch-negativen
Ergebnisses wire auch eine falsch-positive Identifizierung denkbar. Allerdings konnte
bereits mit den Tests der einzelnen, bereits bekannten Notch-Komponenten bestdtigt
werden, dass der Screen sehr sensitiv und spezifisch ist.

Wihrend der Analyse der einzelnen Defizienzen und Kandidaten wurde deutlich, dass sehr
viele Gene den Phénotyp mehr oder weniger stark verdndern. Aus diesem Grund wurden
strenge Kriterien entwickelt, um schlussendlich nur die Defizienzen und Kandidaten weiter
zu untersuchen, die eine starke Interaktion versprechen. Die grundlegenden Kategorien
wurden bereits von Frank Boxhammer in seiner Diplomarbeit festgelegt. Da er von den
insgesamt 462 Stimmen des Bloomington Deficiency Kit lediglich 105 analysierte mussten
die Parameter im Verlauf angepasst werden. So wurden neben den urspriinglichen
Kategorien ,,Abschwichungsgrad 1%, ,,Abschwidchungsgrad 2 und ,,Abschwichungsgrad
3% weitere Kategorie aufgenommen und definiert, wie ,,Reduziert”, ,,Unverdndert, ,,Letal®,
,,Knautsch® und ,,Schmaler.

Im weiteren Verlauf wurden dann die Defizienzen und Gene der Kategorien
»Abschwichungsgrad 3“ und ,,Reduziert” untersucht, da sie eindeutig den Phénotyp stark
abschwichen oder verstirken und somit potenziell um starke Interaktoren handelt.
AuBerdem wurden Gene und Defizienzen der Kategorie ,,Letal weiter untersucht, weil
Letalitidt auf eine starke genetische Interaktion hindeuten kann. Dariiber hinaus wurden
auch die Gene und Defizienzen der Kategorien ,,Knautsch* und ,,Schmaler* untersucht, da
sie besondere Verdnderungen des Phénotyps verursachten und somit potenziell interessante
Interaktionspartner von Mibl darstellen konnten. Interessanterweise fithrt eine
Uberexpression von N-LV mittels C5-Gal4 ebenfalls zu stark zerknautschten Fliigeln (Saj
et al. 2010; Masterarbeit Langenbach 2015). Somit konnte dieser Phédnotyp auf eine
verstirkte Notch-Aktivitdt hinweisen. Defizienzen, die den Modifier-Phidnotyp gar nicht
oder nur schwach beeinflussen wurden nicht weiter verfolgt, da die Kandidatengene der
anderen Kategorien vielversprechender waren, obwohl sich auch hier mogliche
Interaktionspartner versprechen. Das gleiche gilt fiir Kandidatengene, die sich dadurch als

Interaktionspartner von Mib1 disqualifizierten. Dadurch konnten schlussendlich 131 Gene
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als Kandidaten fiir neue Interaktionspartner von Mib1 identifiziert werden (Tab. 3.1, Kap.

9.2, Abb. 9.1).

Tab. 4.1: Vergleich der Kandidaten dieses Modifier-Screens mit den Kandidaten anderer Screens in Bezug auf den
Notch-Signalweg oder die Venenbildung in Drosophila. Der Vergleich zeigt, dass die Screens selten die gleichen
Kandidaten aufdeckten. Bei den gemeinsamen Kandidaten handelt es sich hdufig um Kernkomponenten des Notch-

Signalweges (Kap. 9.3, Tab. 9.5).

Molnar | Terriente- | Krupp | Kwon | Ibrahim | Krejci | Cruz | Tseng | Sturgeon
et al. |Félix et|et al.|et al.|et al|et al et al|et al|et al.
(2006) | al. (2010) | (2005) | (2013) | (2013) | (2009) | (2009) | (2014) | (2015)

dieser 10 1 1 3 2 3 5 6 4

Screen

Dariiber hinaus wurden andere Screens, die in Bezug auf den Notch-Signalweg oder die
Venenbildung im Fliigel von Drosophila durchgefiihrt wurden, verglichen. Die Anzahl der
identifizierten Kandidatengene variierte von unter 50 bis tiber 350, sodass die hier
gefundene Anzahl von 131 durchaus realistisch erscheint (Krupp et al. 2005; Molnar et al.
2006; Ibrahim et al. 2013). Uberraschenderweise zeigten die Screens im Vergleich zu
diesem Screen nur wenig Uberlappung der identifizierten Kandidaten (Tab. 4.1).
Allerdings zeigten diese Screens auch untereinander wenig Uberlappung. Dies ist
vermutlich auf die unterschiedlichen Fragestellungen und Durchfiihrungen zuriickzufiihren
(Molnar et al. 2006; Terriente-Félix et al. 2010; Krupp et al. 2005; Kwon et al. 2013;
Ibrahim et al. 2013; Krejci et al. 2009; Cruz et al. 2009; Tseng et al. 2014; Sturgeon et al.
2016). Bei den tiberlappenden Kandidaten handelt es sich hidufig um die Kernkomponenten
des Notch-Signalweges (Molnar et al. 2006; Kwon et al. 2013; Krejci et al. 2009; Cruz et
al. 2009; Sturgeon et al. 2016; Tseng et al. 2014).

Durch in silico Analysen der auffilligen Defizienzen konnten bereits sehr ziigig bekannte
Komponenten des Notch-Signalweges Defizienzen zugeordnet werden. Die Kreuzung
mutanter Allele der einzelnen Komponenten bestitigte den Verdacht. Die
Phinotypverinderung des Modifier-Stamms verursacht durch die Defizienz entspricht in
der Regel der des mutanten Allels, sodass eine eindeutige Zuordnung stattfinden konnte.
Dies ist eine weitere Bestdtigung, dass der Modifier-Screen sowohl auf Ebene der
Defizienzen als auch auf Genebene sensitiv genug ist, um eindeutig potenzielle

Interaktionspartner zu identifizieren.
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Die Kandidatengene wurden schlieBlich mittels Allelen oder RNAi getestet. Fiir diesen
Test ist der vollstdndige Verlust der Genfunktion natiirlich am sinnvollsten. Allerdings ist
sehr oft nicht bekannt, welche Qualitidt die verwendeten Stamme besitzen. Im Falle der
RNAis wurden bevorzugt KK-Linien verwendet (VDRC). Es scheint nicht jede RNAi-
Linie funktional zu sein, da nur ein gewisser Teil der mit Allelen identifizierten Gene
mittels RNAI bestitigt werden konnten. Sofern eine Funktionalitit der RNA1 vorliegt ist
der Funktionsverlust des entsprechenden Gens deutlich hoher als bei Verlust einer Kopie
dieses Gens. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass einige RNAis auch ohne
Uberexpression von mibl eine Verinderung im Fliigel zeigten. Insgesamt betrachtet fiihrten
mehr RNAi-Linien zu einer Knautschung der Fliigel und zu Letalitdt als der heterozygote
Verlust von Genen (Tab. 3.1, Kap. 9.1.4, Tab 9.4).

Fiir einige Kandidatengene waren weder Allele noch RNAis verfiigbar. Dementsprechend
konnten einige wenige Kandidaten nicht getestet werden. Dies konnte sich gegebenenfalls
in Zukunft dndern, falls neue Stimme verfiigbar werden. Dariiber hinaus ist es denkbar,
dass gewissen Sequenzbereichen bislang kein Gen zugeordnet werden Kkonnte.
Moglicherweise kommt es noch dazu, indem neue Proteindoménen identifiziert werden.
Somit konnten den tibrigen Defizienzen Gene zugeordnet werden, in denen bislang keine
Gene identifiziert werden konnten.

Schluss endlich kann gesagt werden, dass der Modifer-Screen sehr sensitiv ist und so
potenzielle Interaktionspartner von Mibl im Notch-abhéngigen Prozess der Venenbildung

identifiziert werden konnten.

4.2.2 in Silico Analyse der Interaktion und Funktion von potenziellen neuen Mind
Bomb 1 Interaktionspartnern

Die insgesamt 131 neuen Interaktionspartner von Mib1 wurden anhand von Informationen
aus Datenbank in Bezug auf ihre Funktion und Interaktion analysiert. Dariiber hinaus
konnten die Gene in funktionelle Gruppen eingeteilt werden: Signalweg (gelb),
Transkriptionsfaktor (blau), Zellmaschinerie (rot), Ubiquitinierung und Transport (griin),

Zelladhesion (pink), Zytoskelett (lila), Metabolismus (hellgriin), Andere (rosa).

Die Kandidatengene, die in die Gruppe ,,Transkriptionsfaktor®, ,,Zellmaschinierie* und

,Zellmetabolismus® fallen haben vermutlich einen indirekten Einfluss auf den Notch-
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Signalweg. Moglicherweise ist durch den Ausfall dieser Gene die Funktion des Gal4/UAS-
Systems gestort. Dadurch konnte der Modifier-Phidnotyp unabhingig von mibl beeinflusst
sein und so eine Verdnderung des Phinotyps hervorrufen.

Allerdings konnte fiir einige der identifizierten Transkriptionsfaktoren bereits eine
Verbindung zum Notch-Signalweg nachgewiesen werden. So soll Pan die Expression der
Notch-Liganden verstiarken (Lee und Frasch 2000). Slbo ist ebenfalls an der Regulation von
DI beteiligt und wéhrend der apikalen Konstriktion interagiert es gegenldufig mit Cut,
einem Zielgen des Notch-Signalweges (Murphy et al. 1995; Levine et al. 2010). Die
Histon-Acetyltransferase Nej hat eine Ko-Aktivatorfunktion in Bezug auf die
Transkription. Es gibt eine direkte Verbindung zu H, aber auch weitere Notch-
Komponenten wie DI, dx und N werden reguliert. Btd hat ebenfalls einen indirekten
Einfluss auf N und H (Yin et al. 1997). Fiir das Homolog des proto-Onkogen ETO Nvy ist
ein verstdrkender Einfluss von N und DI durch genetische Interaktionen wéhrend der SOP-
Determination gezeigt worden (Wildonger und Mann 2005). Da Nvy zusétzlich eine Rolle
bei der Wegweisung von Axonen spielt wire es moglich, dass der Notch-Signalweg
ebenfalls in diesem Prozess involviert ist (Terman und Kolodkin 2004; FlyBase 1992). Eine
inhibierende Wirkung soll Nvy dahingegen auf Sc haben (Wildonger und Mann 2005). Sc
spielt eine Rolle bei der Notch-vermittelten lateralen Inhibition und der Determinierung der
SOPs (sensory organ precursor cells). Es bildet einen Transkriptionsfaktorkomplex mit
SisA und bt eine unterdriickenden Wirkung auf H aus (Schiitt und Nothiger 2000;
Gladstein et al. 2010; Liu und Belote 1995; Cabrera et al. 1994; van Doren et al. 1991;
Cabrera und Alonso 1991). Med hat einen regulatorischen Einfluss auf 45 % der im Screen
identifizierten Gene. Dies beinhaltet neben allen Notch-Komponenten auch diverse Gene
des Zytoskeletts und des endosomalen Transportweges (Weiss et al. 2010). Dartiber hinaus
haben Acfl und CG8108 eine direkte inhibierende Wirkung auf die E2-Ub-Konjugasen
Morgue, Eff und CG7220 (Ito et al. 1997; Ito et al. 1999). Diversen Proteinen mit
transkriptioneller Aktivitdt, wie CG42726, Bteb2, CG11695, CG4880 und CG6470,
konnten bislang keine Zielgene zugeordnet werden.

Einige der identifizieren Kandidatengene spielen eine Rolle bei der Translation
(,,Zellmaschinerie). Auch hier konnte die Bildung des Gal4 Proteins, das als
Transkriptionsfaktor fir UAS-mibl dient, gestort sein oder aber die Bildung des

zusitzlichen Mib1-Proteins. Nichtsdestotrotz sind einige dieser Gene bereits in Kontakt mit
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dem Notch-Signalweg gebracht worden. Rga, eine Komponente des CCR4-NOT-
Komplexes hat eine {ibergeordnete regulatorische Funktion und soll die Expression von H,
Morgue und Eff erhohen (Temme et al. 2010). Das mRNA-Bindeprotein Imp inhibiert im
Gegensatz dazu H und interagiert mit der SCF-Komponente SkpA (Herold et al. 2009;
Nielsen et al. 2000).

Dariiber hinaus konnten einige Kandidaten identifiziert werden, die an der Redox-
Homeostase oder an der Regulierung des pH-Wertes beteiligt sind. Eines davon ist das
Selenoprotein Se/G (Castellano et al. 2001). Weitere Gene sind CG34345, laccase?2,
CG33474 und CG6136 (FlyBase Curators 2004). Es konnte gezeigt werden, dass Curly, ein
Gen, das bereits seit Jahren als Fliigelmarker genutzt wird, eine Funktion als Oxidase
besitzt (Ward 1923; Hurd et al. 2015). Cy interagiert mit der Peroxidase Curly Su. Der
Ausfall dieses Gens fiihrt zu fehlerhaften Ausfaltung des Fliigels, sodass dieser gelockt
wirkt (Hurd et al. 2015). Moglicherweise spielen auch die hier entdeckten Gene eine Rolle
bei diesem Prozess. Dadurch liee sich moglicherweise die bei SelG, CG6136 und
CG33474 ebenfalls beobachtete Knautschung der Fliigel erklaren.

Interessanterweise konnten auch vier Gene identifiziert werden, die an der Bildung der
Kutikula beteiligt sind. Dabei handelt es sich um CG4362, Cpr66a, TwdlZ und dy. Diese
sind einige der wenigen Gene, die keine humanen Homologe besitzen (Tab. 3.1). Die
Venen werden aus Zellen gebildet, die vermehrt die Kutikula absondern. Somit ist es nicht
tiberraschend auch solche Gene in diesem Modifier-Screen zu finden.

Die Gene Timl7b, SdhD, CG2118 und CG10214 sind an der Energiegewinnung im
Mitochondrium beteiligt (Garabedian et al. 2011; Chartier et al. 2015). CG2118 soll
dartiber hinaus eine Biotin-Carboxylase-Aktivitit besitzen (Garabedian et al. 2011;
Sardiello et al. 2003). Biotin dient als Markierung zur Stabilisierung von Proteinen und
wird auch in der molekularen Genetik benutzt, um Proteine fiir in vitro und in vivo Assays
zu stabilisieren (Sardiello et al. 2003; Garabedian et al. 2011).

AuBerdem konnten diverse Kandle und Transmembrantransporter identifiziert werden.
Dazu zdhlen der Chlorid-Kanal Clic, der spannungsabhingige Sodium-Kanal para, der
organische Anionen-Transporter Oatp26F, der Potassium-Kanal CG42732, der Calcium-
aktivierbare Chlorid-Kanal (Anoctamin) Axs und der Aminosduren-

Transmembrantransporter CG1607 (Littler et al. 2008; Derst et al. 2006; Torrie et al. 2004;
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Romero-Calderdn et al. 2007). Da alle diese Proteine unterschiedliche Stoffe transportieren
scheint es sich um die Regulation genereller homdostatischer Prozesse zu handeln.

All diese Kandidaten haben gemeinsam, dass sie vermutlich einen indirekten Einfluss auf
die Regulation des Notch-Signalweges oder den Venenphidnotyp des Modifier-Stamms
ausiiben. Obwohl einige Transkriptionsfaktoren bereit mit dem Notch-Signalweg in
Kontakt gebracht wurden ist eine direkte Interaktion mit Mib1 eher unwahrscheinlich. Aus
diesem Grund sind die oben erwidhnten Kandidaten fiir weitere Analysen zweitrangig zu

bewerten.

Mit Hilfe dieses Modifer-Screens konnten einige Kernkomponenten und bekannte
Regulatoren des Notch-Signalwegs identifiziert werden. Diese wurden hauptsdchlich in die
Gruppe ,,Signalweg* einsortiert.

Es ist bekannt, dass Mib1 ein direkter Interaktionspartner der Notch-Liganden DI und Ser
ist (Itoh et al. 2003; Koo et al. 2005; Lai et al. 2005; Le Borgne et al. 2005b; Wang und
Struhl 2005; Pitsouli und Delidakis 2005). Notch selbst wurde nicht im Screen identifiziert,
da Notch in keiner der getesteten Defizienzen deletiert ist. Eine Kreuzung des Modifier-
Stammes mit einem amorphen Notch-Allel konnte eine genetische Interaktion bestétigen
(Abb. 3.14C, Diplomarbeit Boxhammer 2012). Es ist bekannt das Notch iiber die Liganden
mit Mibl in Kontakt steht (Seugnet et al. 1997). Daritiber hinaus konnten auch weitere
Kernkomponenten des Notch-Signalweges wie kuz, aph-1, H und die E3-Ub-Ligase dx
identifiziert werden. Die zuletzt erwédhnten Kandidaten spielen eine Rolle in der
signalempfangenden Zelle, wodurch sie indirekt tiber Notch beziehungsweise die Notch-
Liganden mit Mibl interagieren (Pan und Rubin 1997; Matsuno et al. 1995; Bang und
Posakony 1992).

Im Rahmen einer Masterarbeit unter meiner Betreuung wurde ein weiterer Modifier-Screen
durchgefiihrt bei dem der Notch-Rezeptor mittels C5-Gal4 {iiberexprimiert wurde
(Masterarbeit Langenbach 2015). Dazu wurde N-LV, ein Teil eines Reportersystems,
verwendet (Saj et al. 2010). Dort wurde ebenfalls die Notch-abhingige
Fliigelvenenentwicklung von Drosophila betrachtet. Es wurden ausschlieBlich die 101
Defizienzen verwendet, die bereits in diesem Screen auffillig waren (Kategorien:
Abschwichungsgrad 3, Reduziert, Letal, Knautsch, Schmaler). Damit sollten

Interaktionspartner des Notch-Signalweges in der Signal-empfangenden Zelle identifiziert
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werden. Uberraschenderweise 16sten nur 12 dieser Defizienzen eine starke Modifikation
aus. Kernkomponenten des Notch-Signalweges aus der Signal-sendenden Zelle, wie DI/
oder mibl, beeinflussten den Phénotypen nicht. Allerdings fiihrte die Defizienz, die dx
enthélt ebenfalls zur Letalitdt. Dartiber hinaus wurden die Defizienzen identifiziert, die die
Transkriptionsfaktoren pan, CG8108, sc und die Mikro-RNA mir-184 beinhalten
(Masterarbeit Langenbach 2015). Moglicherweise sind diese an der Regulation des Notch-
Rezeptors beteiligt. Zusitzlich wurde sowohl die Defizienz, die CG15296 beinhaltet, iiber
die kaum etwas bekannt ist, als auch eine Defizienz, der noch kein Gen zugeordnet wurde,
identifiziert (Masterarbeit Langenbach 2015). Dies bestétigt, dass diese Defizienzen
mogliche Interaktionspartner des Notch-Signalweges beinhalten. Dariiber hinaus zeigt sich
dadurch, dass mit dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Screen nicht nur neue
Interaktionspartner von Mibl finden lassen, sondern auch indirekte Regulatoren des Notch-
Signalweges. Allerdings ist auch nicht mit Sicherheit zu sagen, ob die in diesem Screen
identifizierten Kandidaten auch im Notch-Screen die Phénotypverdnderung auslosen.
Moglicherweise liegen innerhalb der Defizienzen Gene die potenziell mit Notch, aber nicht
mit Mibl interagieren. Interessanter sind fiir diese Arbeit allerdings die Gene
beziehungsweise Prozesse, die in der signalsendenden Zelle mit dem Notch-Signalweg in
Kontakt stehen.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Nukleosid-Diphosphat-Kinase awd direkt mit
Mikrotubuli interagiert und eine Rolle bei der Regulierung von Notch iiber den
endosomalen Transportweg spielt (Biggs et al. 1990; Lascu et al. 1992; Ignesti et al. 2014).
Ein Verlust von awd fiihrt zu vergroBerten Notch-positiven Vesikeln (Ignesti et al. 2014).
CG12909, ein Interaktionspartner von Awd, wurde in einem gain-of-function Screen
identifiziert, bei dem es um die Venenbildung ging (Molnar et al. 2006). Moglicherweise
spielen CG12909 und Awd eine Rolle bei der Notch-abhingigen Venenbildung im Fliigel
von Drosophila.

AuBerdem wurde in diesem Modifer-Screen sno identifiziert. Dabei handelt es sich um eine
konserviertes nukledres Protein, das genetisch mit Notch interagiert. Es wirkt in der
Kaskade unterhalb von Notch und reguliert die Genexpression entlang des sich
entwickelnden Fliigelrandes (Majumdar et al. 1997; Coyle-Thompson und Banerjee 1993).
Im Modifier-Hintergrund fiihrt der Verlust von sno zu einer Reduktion der Notch-Aktivitit.

Ein Defekt entlang des Fliigelrandes wurde nicht beobachtet (Kap. 9.2; Abb. 9.1).
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Dariiber hinaus ist bekannt, dass der Notch-Signalweg eine Rolle bei der angeborenen
Immunantwort spielt (zusammengefasst in (Ubersicht in Radtke et al. 2013; Ubersicht in
Williams 2007). So ist es nicht verwunderlich, dass auch die Sdk und Lea (Robo2), sowie
der Peptidoglykan-Rezeptor PGRP-SA aus der Gruppe der Immunoglobuline im Screen
aufgetaucht sind (Gobert et al. 2003). Bei Experimenten in Hiihner konnte bereits ein
Zusammenhang zwischen Lea und der Immunantwort hergestellt werden (Wang et al.
2014). Dariiber hinaus ist PGRP-SA an der Aktivierung des Toll-Signalweges in
Drosophila beteiligt, der der Abwehr von pathogenen dient (Michel et al. 2001; Werner et
al. 2000; Gottar et al. 2002).

AuBlerdem konnte bereits eine Verbindung zwischen dem Notch-Signalweg und dem
Insulin-Signalweg tiiber Fringe in der Keimbahnstammzellnische von Drosophila
hergestellt werden (Yang et al. 2013). Interessanterweise konnten die beiden Liganden Ilp4
und Ilp7 im Screen identifiziert werden, die ebenfalls direkt mit InR interagieren (Brogiolo
et al. 2001). InR wurde selbst nicht im Modifier-Screen identifiziert. Da Fringe ebenfalls
im Fliigel eine Rolle spielt kommt es moglicherweise auch dort zu einer Interaktion beider
Signalwege (Troost et al. 2012; Klein und Arias 1998; Fleming et al. 1997)

Die hier untersuchte Venenbildung basiert auf einer Egfr-abhdngigen Expression von D/,
wodurch mittels lateraler Inhibition zwischen Venen- und Zwischenvenengewebe
unterschieden wird (Kap. 1.3; Sturtevant et al. 1993; Urban et al. 2002; Blair 2007; Bier
2000). Dementsprechend ist es nicht verwunderlich, dass die Komponenten des EGFR-
Signalweges rho-4 und vn identifiziert wurden (Urban et al. 2002; Baker und Urban 2015;
Schnepp et al. 1996; FlyBase).

Teilweise konnten bereits Kandidaten der Gruppe ,,Ubiquitinierung und Transport™ mit
dem Notch-Signalweg in Verbindung gebracht werden. Es ist bekannt, dass die Endozytose
der Liganden zwingend notwendig fiir die Aktivierung des Notch-Signalweges ist (Seugnet
et al. 1997). Mibl ist mittels Ubiquitinierung essentiell daran beteiligt (Daskalaki et al.
2011). Ein Gen, das im Screen identifiziert wurde und an der Endozytose beteiligt ist ist das
Epsin-Homolog /qf. Fir die Aktivierung des Notch-Signalweges ist die /gf-abhingige
Endozytose der ubiquitinierten Notch-Liganden notwendig (Wang und Struhl 2004;
Overstreet et al. 2004; Masterarbeit Langenbach 2015; personliche Kommunikation Kim,

AG Klein).
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Ein wichtiger Prozess bei der Regulation des Notch-Signalweges ist der Abbau iiber den
endosomalen Transportweg (Jaeckel und Klein 2006; Troost et al. 2012). Dabei spielt
besonders die korrekte Bildung von intraluminalen Vesikeln eine Rolle. Die ESCRT-
Komponenten Shrub, Vps20 und Vps4 sind an diesem Prozess mallgeblich beteiligt. Lgd,
ein direkter Interaktionspartner von Shrub, wurde ebenfalls in diesem Screen identifiziert.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Verlust von shrub und /gd zu einer ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalweges im Fliigel fithrt (Troost et al. 2012; Jaekel und Klein
2006). Dementsprechend wire eine Verstirkung des Modifier-Phénotyps zu erwarten.
Uberraschender Weise zeigen sowohl shrub, vps20 als auch lgd eine Abschwichung des
Modifier-Phanotyps. Lediglich die Expression von Vps4-RNAI fiihrt zu einer Knautschung
des Fliigels und damit moglicherweise zu einer erhohten Aktivitidt von Notch.

All diese Kandidaten konnten bereits eindeutig mit dem Notch-Signalweg in Kontakt
gebracht werden. Dadurch ldsst sich die Effektivitdt des Versuchsaufbaus erneut bestétigen.
Aufgrund der bereits bekannten Datenlage wéren weitere Versuche mit diese Kandidaten

eher zweitrangig anzusehen.

Obwohl bereits Kandidaten der Gruppe ,,Ubiquitinierung und Transport* mit dem Notch-
Signalweg in Verbindung gebracht wurden, konnten noch weitere Kandidaten identifiziert
werden, die bei diesen Prozessen eine Rolle spielen und noch nicht in Kontakt mit Mibl
oder dem Notch-Signalweg stehen. So konnten einige Gene identifiziert werden, die an der
Ubiquitinierungskaskade beteiligt sind.

Das Gen CG2701 besitzt ein UBA-dhnliches Motiv. Es wird seit langem spekuliert, dass es
neben Ubal noch ein weiteres El-Ub-aktivierendes Enzym geben soll (Ubersicht in
Schulman und Harper 2009). Moglicherweise wire CG2701 solch ein Kandidat.

In diesem Modifier-Screen wurden einige E2-Ub-Konjugasen identifiziert. Ein RNAi-
Screen konnte fiir einige von ihnen bereits Hinweise auf eine genetische Interaktion mit
dem Notch-Signalweg liefern (Bachelorarbeit Alpert 2012). Ubc-E2H sorgt fiir die
Polyubiquitinierung von Proteinen. Humane Experimente legen eine Interaktion mit Neur
nahe. Neur spielt ebenfalls im Notch-Signalweg in den SOPs eine Rolle und kann die
Funktion von Mibl in Bezug auf die Aktivierung des Notch-Signalweges innerhalb der
Fliigelimaginalscheibe iibernehmen (Le Borgne et al. 2005b; Curators 2008). CG7220

vermittelt im Gegensatz dazu Monoubiquitinierung. Ein RNAi-Screen zeigte, dass die
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posteriore Expression im Fliigel zu Kerben im Fligelrand fiihrte (Bachelorarbeit Alpert
2012). Dies deutet auf einen Verlust der Notch-Aktivitit hin, da der Verlust von Notch
ebenfalls zu Kerben im Fliigelrand fithrt (Lindsley und Zimm 1990; Celis und Garcia-
Bellido 1994; Morgan and Bridges, 1916). Fiir Eff wurde eine genetische Interaktion mit
Mibl und Neur nachgewiesen (Lai et al. 2001; Masterarbeit Schnute 2013). AuBlerdem
konnte gezeigt werden, dass Eff an diversen Prozessen wie Mitose und Neurogenese
beteiligt ist (Lai et al. 2001; Cadavid et al. 2000; Cenci et al. 1997; Neumdiller et al. 2011).
Dartiiber hinaus legen humane Daten eine Interaktion mit Mib1 nahe (DrolID). Durch diesen
Modifier-Screen konnte bereits gezeigt werden, dass Mibl und Eff genetisch interagieren
(Diplomarbeit Boxhammer 2012). Dariiber hinaus konnte mittels eines sensitiven Notch-
Reporters ein Einfluss auf den Notch-Signalweg im Notum von Drosophila nachgewiesen
werden (Masterarbeit Schnute 2013). Ein Einfluss auf den Notch-Signalweg konnte
ebenfalls mittels eines RNAi-Screens nachgewiesen werden (Bachelorarbeit Alpert 2012).
Die E2-Ub-Ligase Morgue ist eine Komponente des SCF-Komplexes und spielt zusammen
mit der Kernkomponente dieses Komplexes, SkpA, eine entscheidende Rolle beim Abbau
von Proteinen tiber das Proteosom (Wing et al. 2002; Zhou et al. 2013). CG11714 konnte
anhand seiner BTB/POZ-Domine ebenfalls an diesem Komplex beteiligt sein (FlyBase).
Zwischen Rngo und Morgue besteht eine direkte Verbindung zum Proteasom (Morawe et
al. 2011; Ou et al. 2003). Der Abbau von aktiven Rezeptoren ist sehr wichtig fiir die
Regulation von Signalwegen. Dementsprechend wire es denkbar, dass die intrazelluldre
Domine des Notch-Rezeptors mittels des SCF-Komplexes {iber das Proteosom abgebaut
wird. Denkbar ist auch, das Mib1 selbst am SCF-Komplex beteiligt ist. Allerdings ist bei
Verlust von mibl, SkpA und CG11714 jeweils eine Abschwédchung des Phianotyps (AG3)
im Modifier-Hintergrund zu beobachten. Dementsprechend ist es wahrscheinlicher, dass
negative Regulatoren des Notch-Signalweges, wie H, iiber den SCF-Komplex abgebaut
werden.

Zusétzlich konnten humane Daten bereits zeigen, dass die Histon-Acetyltransferase Nej in
Verbindung mit diversen E2-Ligasen, wie Lwr, Eff, Morgue und Dx steht (DrolD,
InterlogFinder; Kap. 3.2.5; Kap. 9.4). Dariiber hinaus konnte in Drosophila eine Rolle bei
der Freisetzung von Neurotransmittern festgestellt werden (Marek et al. 2000). Kiirzlich
konnte auch eine Verbindung der alphal,4-N-acetylgalactosaminyltransferase-1

(alphadGT1) zur Aktivitdt der Notch-Liganden iiber die Mib1-Aktivitdt hergestellt werden
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(Hamel et al. 2010). Moglicherweise konnte Nej als epigenetischer Faktor der Regulation
des Notch-Signalweges und verwandter Prozesse dienen. Zusitzlich konnte bereits ein
regulatorischer Einfluss auf den N-, Egfr- und Dpp-Signalweg beobachtet werden, die
ebenfalls maf3geblich an der Bildung des Fliigels beteiligt ist (Mueller et al. 2005; Ludlam
et al. 2002; Hung et al. 2007; Anderson et al. 2005; Waltzer und Bienz 1998; Chen et al.
2000).

Neben Mibl und Dx, die definitiv eine Rolle im Notch-Signalweg spielen, konnte lediglich
Mib2 als weitere E3-Ub-Ligase identifiziert werden (Koo et al. 2005; Curators 2008).
Bislang ist bekannt, dass Mib2 eine Rolle in der frithen Muskelentwicklung im Embryo
spielt (Nguyen et al. 2007; Carrasco-Rando und Ruiz-Gomez 2008). In Zebrafisch konnte
gezeigt werden, dass Mib2 ebenfalls an der Ubiquitinierung und Endozytose von DI
beteiligt ist und so den Notch-Signalweg reguliert (Koo et al. 2005). Allerdings erbrachten
Untersuchungen in der Fliigelimaginalscheibe keine Hinweise auf eine dortige Funktion
(Bachelorarbeit Lyga 2013). Mib2 schwicht aber im adulten Fliigel den Modifier-
Phédnotypen stark ab. Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass Mib2 vielleicht doch eine
Rolle im pupalen Fliigel spielen konnte (Carrasco-Rando und Ruiz-Gémez 2008; FlyBase
Curators 2004). Moglicherweise hat Mib2 auch eine gewisse Redundanz mit Mibl1, sodass
der Verlust von mib2 nur Auswirkungen hat, wenn die Funktion von mibl ebenfalls gestort
ist.

Dariiber hinaus konnten zwei Komponenten des Coat-Protein-Komplexes, COP und
P'COP, identifiziert werden. Dieser Komplex dient dem retrograden Vesikeltransport vom
Golgi Apparat zum ER (Merdes 1998; Stuart et al. 2007). Es konnte bereits gezeigt werden,
dass die O-Fucosylierung von Notch im ER geschieht und daran beteiligte Komponenten

retrograd innerhalb der Zelle transportiert werden (Luo und Haltiwanger 2005).

Interessanterweise konnten diverse Gene identifiziert werden, die an der Freisetzung
synaptischer Vesikel beteiligt sind. Dabei handelt es sich um die Phospholipid-Scramblase
scrambl und die Calcium-abhingige Guanylat-Cyclase Frql (Acharya et al. 2006). Ein
Y2H-Screen legt dariiber hinaus eine Verbindung zu Dx nahe (Pongs et al. 1993). Die
Endopeptidase CG6048 prozessiert das Vesikel-assoziierten Membranprotein Vap-33A,
welches wiederum mit Vamp in Verbindung steht (Deivasigamani et al. 2014). CG6048
wird von der Mikro-RNA Mir-184 reguliert (Abe et al. 2014). Dariiber hinaus konnte

120



Diskussion

gezeigt werden, dass CG1909 an der Plasmamembran lokalisiert ist und dort Acetylcholin-
Rezeptoren bindet (Curators 2008; FlyBase 1992). Experimente aus C. elegans legen eine
Interaktion mit N nahe (FlyBase 1992; Curators 2008).

Kiirzlich wurde gezeigt, dass Mibl die Lokalisation von Glutamat-Rezeptoren an den
Synapsen von Drosophila reguliert (Sturgeon et al. 2016). Der Verlust von mibl fiihrt zu
einer signifikanten Reduktion von Vesikel-assoziierten Proteinen und der Frequenz der
spontanen Neurotransmission, wihrend die Uberexpression zu einer synaptischen
Erhohung des Glutamin-Rezeptors IIA in allen Geweben fiihrt (Sturgeon et al. 2016).
Dementsprechend fiihrt auch die Uberexpression von mibl im Modifier-Phinotyp bereits
zu einer Erhohung des Glutamin-Rezeptor IIA. Der Ausfall der oben erwédhnten Gene
konnte dementsprechend in diesem sensitiveren Hintergrund eine besonders starke
Beeinflussung des Modifier-Phianotyps auslosen. Dies wire ebenfalls ein indirekter
Einfluss.

Bislang konnte lediglich eine besondere Rolle der Endozytose auf den Notch-Signalweg
beobachtet werden (Seugnet et al. 1997). Obwohl die Exozytose der umgekehrte Prozess
zur Endozytose ist wére es moglich, dass Mibl auch eine Rolle bei der Freisetzung
synaptischer Vesikel spielt.

Dartiber hinaus konnten mit Hilfe dieses Modifier-Screens auffillig viele Gene identifiziert
werden, die in die Gruppe ,,Zytoskelett™ fallen. Das Zytoskelett besteht unter anderem aus
Aktin und Mikrotubuli. Act88F gehort selbst zur Familie der Aktine. Es ist entscheidend an
der Organisation des Zytoskeletts beteiligt und interagiert direkt mit dem Egfr-Rezeptor
und der E3-Ub-Ligase Neur (Goldstein und Gunawardena 2000). Dariiber hinaus ist eine
Interaktion mit Awd durch Experimente in der Hefe vorhergesagt (DroID). Sn ist fiir die
Biindelung von Aktinmolekiilen zustéindig (Cooley et al. 1996; Zanet et al. 2012; Guild et
al. 2005; Tilney et al. 2003). Ihm wird eine Rolle bei der Bewegung von cytoplasmatischen
Komponenten zugesprochen (Zanet et al. 2009; Buszczak und Cooley 2000). CG1890 hat
ein Tubulin-bindendes Co-Faktor A-Motiv und spielt bei der Assemblierung des Tubulin-
Komplexes eine Rolle (FlyBase 1992). Feo ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein und
spielt neben der Spindelorganisation bei der Entwicklung von Epithelien, wie dem Fliigel,
eine Rolle (Verni et al. 2004; Berns et al. 2014).

Interessanterweise konnte auch einige Gene bestétigt werden, die eine Rolle bei der

Zellteilung spielen. Fiir elF-2a, mei-41, Axs und /wr konnte eine Rolle bei der Bildung und
121



Diskussion

Funktion des Spindelapparates gezeigt werden (Apionishev et al. 2001; Kiger et al. 2003;
Song et al. 2004; Laurengon et al. 2003; Walworth 2000). Dementsprechend handelt es sich
hier ebenfalls um Proteine des Zytoskeletts. Dariiber hinaus gehort Lwr zur Familie der E2-
Ub-Konjugasen und vermittelt Sumolierung (Bhaskar et al. 2000). Fiir Shrub konnte
ebenfalls ein Einfluss auf die Zellteilung bestétigt werden (Eikenes et al. 2015; Matias et al.
2015; Morawa et al. 2015). elF-2a0 hat sowohl Einfluss auf SkpA, als auch auf COP-
Proteine (Goshima et al. 2007). Fiir den Notch-Signalweg konnte bereits ein Einfluss auf
die Zellteilung im Auge und Fliigel nachgewiesen werden (Rafel und Mildan 2008; Herranz
et al. 2008).

Insgesamt kann hier eindeutig eine grole Menge der identifizierten Gene des Screens in
Kontakt mit dem Zytoskelett und der Spindelorganisation gebracht werden.
Moglicherweise ist dadurch ein so fundamentaler Prozess in der Zelle gestort, so dass es
zur Verdnderung des Modifier-Phinotypen kommt. Allerdings scheint dies sehr spezifisch
zu sein und es ist denkbar, dass Mib1 hier eine Rolle spielt. Es wire vorstellbar, dass die
Komponenten des Notch-Signalweges durch das Zytoskelett zu spezifischen Stellen
innerhalb der Zelle transportiert werden, um dort ihre Funktion auszuiiben.

Dartiiber hinaus konnten auch einige Proteine identifiziert werden, die an der Zelladhédsion
beteiligt sind. Dazu zdhlen die Netrine NetA und NetB. Sie stehen in Kontakt mit
extrazelluliren Matrix und spielen dort eine Rolle bei der Wegweisung von Axonen
(Labrador et al. 2005;Ubersicht in Hynes und Zhao 2000). Das Annexin AnxB11 verbindet
das Zytoskelett mit der Membran, indem es gleichzeitig an Aktin und an Phospholipide
bindet (FlyBase). Auch das Integrin ItgaPS5 ist an der Bindung von Membran und Matrix
beteiligt (Hynes und Zhao 2000). Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Notch-
Signalweg durch die Aktivierung von Integrinen reguliert wird (Blobel 1997; Campos et al.
2006). Somit konnte der extrazelluldren Martix eine direkte Funktion bei der Regulierung
des Notch-Signalweges zugesprochen werden. Dariiber hinaus befindet sich kuz innerhalb
der extrazelluldren Matrix und vermittelt dort den S2-Schnitt (Pan und Rubin 1997).

Die Kandidaten der Gruppen ,Ubiquitinierung und Transport®, ,,Zytoskelett“ und
»Zelladhesion® sind demnach besonders interessant, da hier lediglich rudimentére
Verbindungen zum Notch-Signalweg bekannt sind. Weitere Analysen dieser Kandidaten

scheinen sehr vielversprechend.
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Abb. 4.2: Das Modell der identifizierten Gene des Modifier-Screens zeigt ihre Lokalisation und Rolle in Prozessen
innerhalb der Zelle an. Die Farbe innerhalb des Kreises zeigt die Kategorie an in die das jeweilige Gen einsortiert wurde
(Kap. 3.2.1): griin=Letal, Hellgrin=Semiletal, gelb=Abschwichungsgrad 3, lila=Knautsch, rosa=Reduziert,
grau=Schmaler. Die Farbe des dufleren Randes zeigt die Farbe der Gruppe an, der das Gen anhand seiner Funktion
zugeordnet wurde (Kap. 3.2.4): grin=Ubiquitinierung und Transport, blau=Transkriptionsfaktor; pink=Zelladhesion,
gelb=Signalweg, lila=Zytoskelett, rot=Zellmaschinierie, mint=Metabolismus, rosa=Andere. Graue Kreise zeigen Gene an,

die selbst nicht im Screen aufgetaucht sind, aber mehrere im Screen aufgetauchte Gene miteinander verbinden.

Uber einige wenige Gene ist fast nichts bekannt, sodass sie weder einer funktionellen
Gruppe zugeordnet werden konnten, noch Interaktionen aufgedeckt wurden. Da es sich bei
diesen Genen aber ebenfalls um sehr starke Modifikatoren des Modifier-Phénotyps handelt
muss davon ausgegangen werden, dass es sich bei diesen Genen ebenfalls um potenzielle
neue Interaktionspartner von Mib1 handelt.

Uber 80 % der identifizierten Gene besitzen humane Homologe (Tab. 3.1). Bei einigen
Genen konnte dies ebenfalls der Fall sein konnte aber aus Mangel an Informationen bislang
nicht bestétigt werden. Mittels Sequenzvergleichen lie3e sich dies jedoch noch iiberpriifen.
Dennoch ist dies ein Hinweis auf die Konservierung der Mibl-Funktion und auch die
Konservierung der Interaktionen von Mibl. Nichtsdestotrotz sind viele Interaktionen mit
Mibl nur vorhergesagt und miissen noch mittels weiterer Methoden untersucht werden. So
konnte Massenspektrometrie oder Tap-Tag-Analyse verwendet werden, um Proteine zu
identifizieren, die innerhalb eines Komplexes mit Mibl interagieren. Um direkte
Interaktionen aufzudecken konnten Co-Immunoprizipitationen oder Pull-Down-Assays
angewendet werden. Diese Ergebnisse konnten dann mit dem hier durchgefiihrten
Modifier-Screen verglichen werden, um die Kandidatenauswahl weiter einzugrenzen.
Schlussendlich kann gesagt werden, dass die Kernkomponenten des Notch-Signalweges
vermutlich bereits alle entdeckt wurden. Moglicherweise tiben die hier identifizierten Gene

hauptséchlich auf regulatorischen Ebenen einen Einfluss auf den Notch-Signalweg aus.

4.2.3 Herstellung und Analyse einer Mutante des Gens CG77714

Fiir weitere Analysen wurde das Gen CG11714 ausgewihlt. Bislang ist kaum etwas iiber
dieses Gen bekannt. Es besitzt lediglich eine BTB/POZ-Doméne. Da es im Modifier-
Hintergrund zu einer deutlichen Abschwichung des Phénotyps (AG3) kommt ldsst sich

auch zumindest eine genetische Interaktion mit Mibl vermuten. Auch der
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Sequenzvergleich erbrachte, dass es wahrscheinlich humane Homologe gibt (Tab. 3.2).
Damit scheint CG11714 auch an einem konservierten Prozess beteiligt zu sein.

In dieser Arbeit wurde mittels P-Element-Mobilisation eine Mutante erzeugt. Allerdings ist
nur circa das letzte Drittel des Gens deletiert. Um zu iiberpriifen, ob es sich dabei um ein
Nullallel handelt sollte ein Komplementationstest durchgefiihrt werden

Der Verlust von CG11714 und If fithrt zu einer Reduktion der Augengréfe. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass der Verlust von mibl zu einer deutlichen Reduktion der
KopfgroBe fiihrt. Dadurch fehlt das Auge vollstindig (Lai et al. 2005). Allerdings konnte
bereits des Ofteren eine Reduktion der Augen im Jfmutanten Hintergrund bei
gleichzeitigem Verlust eines anderen Genes beobachtet werden (personliche
Kommunikation, AG Klein). Dementsprechend gibt dieses Experiment keine Aussage iiber
die genetische Interaktion von CG11714 und mibl ab.

Anhand der BTB/POZ-Doméne von CG11714 wire eine Funktion im SCF-Komplex
zusammen mit SkpA und Morgue vorstellbar (Krek 2003; FlyBase). Allerdings konnte
bislang keine genetische Interaktion zwischen CG11714 und SkpA beobachtet werden. Im
Weiteren sollten die genetische Interaktion von CG/1714 und SkpA mit Kernkomponenten
des Notch-Signalweges tiberpriift werden.

Bei Verlust von einer Kopie von CG/1714 kommt es zu einer starken genetischen
Interaktion mit N. Es kommt in circa 45 % der Fille zu deutlich mehr und groBeren
Einkerbungen im Fligelrand. Im Vergleich zum N-mutanten Phénotyp ist die Anzahl der
betroffenen Fliigel nur leicht erhoht, aber die Auspragung der Kerben im Fliigelrand ist
deutlich verstarkt. Dies deutet auf eine positiv-regulierende Funktion von CG11714 in
Bezug auf den Notch-Rezeptor hin.

In Bezug auf SkpA wurde eine genetische Interaktion mit H beobachtet. Die posteriore
Kreuzvene ist zusitzlich reduziert. Dies deutet eine leichte genetische Interaktion an. Bei
Verlust von einer Kopie N im SkpA/+-Hintergrund kommt es ebenfalls zu einer schwachen
Verdnderung. Es sind keine Kerben im Fliigelrand mehr zu beobachten und es kommt zu
einer leichten Verbreiterung im distalen Bereich der Venen. Dementsprechend konnte der
N-mutante Phénotyp abgeschwiécht sein. Diese Ergebnisse deuten auf eine negativ-
regulierende Funktion von SkpA in Bezug auf den Notch-Rezeptor hin. Mdoglicherweise

wird die intrazellulire Doméne von Notch {iber den SCF-Komplex abgebaut.
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Diese Ergebnisse deuten auf gegensitzliche Funktionen von CG11714 und SkpA in Bezug
auf Notch hin. Dies macht eine Rolle fiir beide Komponenten im SCF-Komplex
unwahrscheinlich. Moglicherweise spielt CG11714 doch keine Rolle im SCF-Komplex
sondern hat eine andere Funktion, die es zu ermitteln gilt. Um eindeutigere Ergebnisse zu
erzielen miissten diese Versuche im homozygot-mutanten Hintergrund wiederholt werden.
Dariiber hinaus konnten direkte Interaktionsanalysen mittels Pull-Down-Assays
durchgefiihrt werden, sowie Lokalisationsstudien mittels Immuno-Fluoreszenz-Analysen.

Trotzdem konnte fiir CG11714 nun durch den Modifier-Screen sowohl eine genetische
Interaktion mit Mibl als auch durch die Interaktionsanalyse eine genetische Interaktion mit
N bestdtigt werden. In Zukunft sollte die Art der Interaktion und der Prozess an dem

CG11714 beteiligt ist weiter aufgedeckt werden.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Funktionsverlust des Tumorsuppressorgens lethal (2) giant
discs (Igd) wihrend der Oogenese weiterfithrend untersucht. Zuvor konnte bereits
beobachtet werden, dass es zu einer ektopischen Expression des Dpp-Reporters dad-
lacZ in frithen Eikammern in einer Tkv-abhéngigen Weise kommt. Dariiber hinaus
konnten Eikammern mit 32 Zellen beobachtet werden.

Hier konnte gezeigt werden, dass es zu zusidtzlichen dad-positiven Zellen im
Germarium kommt, die mit Spektrosomen assoziiert sind. Damit konnten sie eindeutig
als Keimbahnstammzellen oder Keimbahnstammzell-dhnliche Zellen identifiziert
werden. Dariiber hinaus ist die Expression von bam komplementér zur ektopischen dad-
Expression verzogert. Fusome sind dementsprechend erst im Bereich 2a in den sich
teilenden Zysten zu beobachten. Zusitzlich kommt es in einem Teil der Germarien zu
einer ektopischen Expression von cycA4 in spdten Zysten. Die Anzahl der Zysten mit
ektopische cycA-Expression korreliert mit der Anzahl von Eikammern mit 32 Zellen.
Eine Akkumulation des Rezeptors Tkv in reifenden Endosomen ist bereits in frithen
Eikammern zu beobachten und wird mit zunehmendem Alter der Eikammern immer
gravierender. Dariiber hinaus konnte eine genetische Interaktion mit der Kinase fused
nachgewiesen werden. Eine Fusion mit dem Lysosom ist nicht notwendig fiir die
ektopische Aktivierung des Dpp-Signalweges. Ahnliches konnte fiir die ESCRT-III-
Komponente shrub beobachtet werden, die ein direkter Interaktionspartner von /gd ist.
Aufgrund dieser Daten wird hier die Vermutung aufgestellt, dass es zu einem
Degradationsdefekt von aktivierten Tkv-Rezeptoren kommt, die solange weiter
signalisieren, wie das Endosom existiert. Dadurch wird eine zusétzliche Mitose
ausgelost, die in Eitkammern mit 32 Zellen resultiert.

Zusitzlich wurde in dieser Arbeit ein Modifier-Screen im Fliigel von Drosophila
durchgefiihrt bei dem 131 potenzielle neue Interaktionspartner der E3-Ubiquitin-Ligase
Mib1 identifiziert wurden.

Durch die Identifizierung bekannter Kernkomponenten des Notch-Signalweges wurde
die Funktionalitdt des Versuchsaufbaus bestitigt. In silico Analysen zeigten, dass
Kandidaten aus dem Bereich Ubiquitinierung und Transport, sowie Zytoskelett und
Zelladhdsion besonders interessante potenzielle neue Interaktoren von Mibl darstellen.
Dartiber hinaus konnte eine genetische Interaktion von CGI1714 und Notch

nachgewiesen werden.
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6 Summary

In this thesis the loss of function of the tumor suppressor gene lethal (2) giant discs
during oogenesis was further analyzed. It has been shown previously that loss of /gd
causes ectopic expression of the Dpp-Reporter dad-lacZ in a Tkv-dependent manner in
early egg chambers. Furthermore, egg chambers with 32 cells were observed.

This work showed ectopic dad-positive cells associated with spectrosomes in the
germarium identifying them as germline stem cells or at least as germline stem cell-like
cells. The bam-expression was delayed complementary to the ectopic dad-expression.
Fusomes were observed in the region 2a in dividing cysts. Moreover, in some late cysts
cycA was expressed ectopically. The amount of cysts expressing cycA ectopically
correlated with the amount of egg chambers with 32 cells. Accumulation of the Tkv
receptor was observed in maturing endosomes of early egg chambers. This degradation
defect increased with the age of egg chambers. Furthermore, a genetic interaction of /gd
and the kinase fused was observed. A fusion with the lysosome was shown not to be
necessary for the ectopic activation of the Dpp signaling pathway. Similar facts were
observed for the ESCRT-III-component shrub, which interacts directly with /gd.

Based on this data the theory was proposed that the degradation defect of activated tkv
leads to an ectopic activation of Dpp signaling, which lasts for as long as the endosome
exists. This leads to an additional round of mitosis and egg chambers with 32 cells.
Additionally, 131 potential new interaction partners of the E3-Ubiquitin-Ligase Mibl
were identified with a modifier-screen in the wing of Drosophila.

The identification of known Notch-components confirmed the functionality of the
assay. In silico analysis revealed genes playing a role in ubiquitination and transport as
well as cytoskeleton and cell adhesion as very interesting potential new interaction
partners. Moreover, a genetic interaction between CGI1714 and Notch was

demonstrated.
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Anhang

9 Anhang

9.1 statistische Analyse der Fliigel des Modifier-Screens

9.1.1 Das Bloomington Deficiency Kit

Tab. 9.1: statistische Analyse der Fliigel der Defizienzen des Bloomington Deficiency Kits im Modifier-
Hintergrund. Alle 462 Stimme des Bloomington Deficiency Kits wurden gegen den Modifier-Stamm UAS-
mibl;;C5-Gal4 gekreuzt. Die Flugel der ersten Filialgeneration wurden statistisch ausgewertet. Die erste Spalte zeigt
die Stammnummer nach Bloomington an. Die zweite Spalte zeigt die Anzahl der ausgewerteten Fliigel an. Die
folgende Spalte zeigt an wieviele Fliigel unverdndert im Vergleich zum Modifier-Stamm sind. Die nidchsten Spalten
zeigen an wie oft je nur die L3, L4 oder L5 betroffen ist oder die L3 und L4, L3 und L5, L4 und L5 sowie L3, L4 und
L5. Die Werte werden absolut und in Prozent angegeben. Die darauf folgenden Spalten zeigen an wie stark die
jeweiligen Venen betroffen sind: /. = nicht betroffen, + = leicht, ++ = mittel, +++ = stark. Die folgenden drei Spalten
geben an wieviel Prozent der L3, L4 oder L5 insgesamt betroffen ist. Dies bezieht sich jeweils auf die
Wiederherstellung von Venengewebe, da die Reduktion von Venengewebe sehr selten auftritt. Die letzte Spalte
beinhaltet Bemerkungen. Der Farbcode entspricht den jeweiligen Kategorien, die in Kap. 3.2.1 beschrieben wurden
(Abb. 3.16). rosa = Reduziert, hellblau = Unveréndert, blau = Abschwichungsgrad 1, orange = Abschwichungsgrad
2, gelb = Abschwichungsgrad 3, griin = Letal, lila = Knautsch, grau = Schmaler.
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9.1.2 Verkleinerte Defizienzen

Tab. 9.2: statistische Analyse der Fliigel der verkleinerten Defizienzen im Modifier-Hintergrund. Zur néheren
Analyse der auffilligen Defizienzen wurden weitere Defizienzen gegen den Modifier-Stamm UAS-mib1;;C5-Gal4
gekreuzt. Die Fliigel der ersten Filialgeneration wurden statistisch ausgewertet. Die erste Spalte zeigt die
Stammnummer nach Bloomington an. Die zweite Spalte zeigt die Anzahl der ausgewerteten Fliigel an. Die folgende
Spalte zeigt an wieviele Fliigel unveriandert im Vergleich zum Modifier-Stamm sind. Die nichsten Spalten zeigen an
wie oft je nur die L3, L4 oder L5 betroffen ist oder die L3 und L4, L3 und L5, L4 und L5 sowie L3, L4 und LS. Die
Werte werden absolut und in Prozent angegeben. Die darauf folgenden Spalten zeigen an wie stark die jeweiligen
Venen betroffen sind: /. = nicht betroffen, + = leicht, ++ = mittel, +++ = stark. Die folgenden drei Spalten geben an
wieviel Prozent der L3, L4 oder L5 insgesamt betroffen ist. Dies bezicht sich jeweils auf die Wiederherstellung von

Venengewebe, da die Reduktion von Venengewebe sehr selten auftritt. Die letzte Spalte beinhaltet Bemerkungen.

Der Farbcode entspricht den jeweiligen Kategorien, die in Kap. 3.2.1 beschrieben wurden (Abb. 3.16). rosa
Reduziert, hellblau = Unverdndert, blau = Abschwichungsgrad 1, orange = Abschwichungsgrad 2, gelb =
Abschwichungsgrad 3, griin = Letal, lila = Knautsch, grau = Schmaler.
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Anhang

9.1.3 Die getesteten Allele

Tab. 9.3: statistische Analyse der Fliigel der getesteten Allele im Modifier-Hintergrund. Zur néheren Analyse
der auffilligen Bereiche innerhalb der Defizienzen wurden Allele gegen den Modifier-Stamm UAS-mib1;;C5-Gal4
gekreuzt. Die Fliigel der ersten Filialgeneration wurden statistisch ausgewertet. Die erste Spalte zeigt die
Stammnummer nach Bloomington an. Die zweite Spalte zeigt die Anzahl der ausgewerteten Fliigel an. Die folgende
Spalte zeigt an wieviele Fliigel unveridndert im Vergleich zum Modifier-Stamm sind. Die nichsten Spalten zeigen an
wie oft je nur die L3, L4 oder L5 betroffen ist oder die L3 und L4, L3 und L5, L4 und L5 sowie L3, L4 und L5. Die
Werte werden absolut und in Prozent angegeben. Die darauf folgenden Spalten zeigen an wie stark die jeweiligen
Venen betroffen sind: /. = nicht betroffen, + = leicht, ++ = mittel, +++ = stark. Die folgenden drei Spalten geben an
wieviel Prozent der L3, L4 oder L5 insgesamt betroffen ist. Dies bezicht sich jeweils auf die Wiederherstellung von
Venengewebe, da die Reduktion von Venengewebe schr selten auftritt. Die letzte Spalte beinhaltet Bemerkungen.
Der Farbcode entspricht den jeweiligen Kategorien, die in Kap. 3.2.1 beschrieben wurden (Abb. 3.16). rosa =
Reduziert, hellblau = Unverdndert, blau = Abschwichungsgrad 1, orange = Abschwichungsgrad 2, gelb =
Abschwichungsgrad 3, griin = Letal, lila = Knautsch, grau = Schmaler.
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Anhang

9.1.4 Die getesteten RNAi-Linien

Tab. 9.4: statistische Analyse der Fliigel der getesteten RNAi-Linien im Modifier-Hintergrund. Zur nédheren
Analyse der auffilligen Defizienzen wurden RNAi-Linien mit und ohne Dcr2 im Modifier-Hintergrund UAS-
mibl;;C5-Gal4 koexprimiert. Die erste Spalte zeigt die Stammnummer nach Bloomington an. Die zweite Spalte zeigt
die Anzahl der ausgewerteten Fliigel an. Die folgende Spalte zeigt an wieviele Fliigel unveréndert im Vergleich zum
Modifier-Stamm sind. Die ndchsten Spalten zeigen an wie oft je nur die L3, L4 oder LS5 betroffen ist oder die L3 und
L4, L3 und L5, L4 und L5 sowie L3, L4 und L5. Die Werte werden absolut und in Prozent angegeben. Die darauf
folgenden Spalten zeigen an wie stark die jeweiligen Venen betroffen sind: /. = nicht betroffen, + = leicht, ++ =
mittel, +++ = stark. Die folgenden drei Spalten geben an wieviel Prozent der L3, L4 oder L5 insgesamt betroffen ist.
Dies bezieht sich jeweils auf die Wiederherstellung von Venengewebe, da die Reduktion von Venengewebe sehr
selten auftritt. Die letzte Spalte beinhaltet Bemerkungen. Der Farbcode entspricht den jeweiligen Kategorien, die in
Kap. 3.2.1 beschrieben wurden (Abb. 3.16). rosa = Reduziert, hellblau = Unveréndert, blau = Abschwichungsgrad 1,
orange = Abschwichungsgrad 2, gelb = Abschwichungsgrad 3, griin = Letal, lila = Knautsch, grau = Schmaler.
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Anhang

9.2 Fliigel der auffilligen Defizienzen und entsprechenden Kandidatengene

UAS-mib1/DF(1)EDE802;+/+;C5-Galdl+  UAS-mib1/+;CGE048-RNAI/Dcr2;C5-Galdi+

BN~

UAS-mib1/+,CGB048-RNAI/Dcr2;C5-Galdi+
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UAS-mib1/Di(1)EDEB29;+/+;C5-Gald/+

UAS-mib1/Df(1)ED7005;+/+,C5-Gald/+

UAS-mib1/+;+/+;C5-Gald/:
——u
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UAS-mib1/+;+/SelG;C5-Galdi+

UAS-mib1IDf(1)ED7289;+/+;C5-Gald/+
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UAS-mib1/+; TwdlZ-RNAIDCr2;

UAS-mib1/Df(1)815-6;+/+;C5-Galdi+

81 #24376

UAS-mib1/Df(1)BSCI52;+/+,C5-Galdk
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1/+;CG14034-RNAIl+;C5-Gald/+
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#27353

UAS-mib1/+;CG15145-RNAIl+;C5-Gald/+

.
210 #25428

UAS-mib1i+;Df(2R)BSCE95M+;C5-Gald/+
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UAS-mib1/+;Df(2R)CX1/+;C5-Gal4/+
< #7546

239

| UAS-mib1l+ ;C5-Galdl+ UAS-mib1/+;CG5267-RNAIDC!

1

;C5-Gald/+

G13578-RNAIl+;C5-Gald/+

UAS-mibTi+;+/+;C5-Gal4/CG8108
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UAS-mib1/+;+/+;C5-Gal4iCG8108
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UAS-mib1l+;+/+;C5-Gald/+ Df(4)M101-62f/+ L
Abb. 9.2: Fliigel der auffillligen Defizienzen und der entsprechenden Kandidatengene im Modifier-

Hintergrund UAS-mib7;;C5-Gald. In der ersten Spalte befinden sich die auffilligen Defizienzen, die nach den
Kreuzungen mit dem Bloomington Deficiency Kit mit dem Modifier-Stamm in die Kategorien ,,Abschwichungsgrad
3%, ,Reduziert”, ,Letal”, ,Knautsch“ und ,,Schmaler” fallen. In jeweils derselben Reihe befinden sich die

entsprechenden Kandidatengene, die innerhalb der Defizienz ebenfalls in den bereits genannten Kategorien auffillig

waren.
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Anhang

9.3 Vergleich der Kandidaten dieses Screens mit anderen Screens

Tab. 9.5: Vergleich dieses Modifier-Screens mit anderen Screens in Bezug auf den Notch-Signalweg oder die
Venenbildung in Jrosophila. Der Vergleich zeigt, dass die Screens selten die gleichen Kandidaten aufdeckten. Bei
den gemeinsamen Kandidaten handelt es sich hdufig um Kernkomponenten des Notch-Signalweges (Sturgeon et al.
2016; Berns et al. 2014; Tseng et al. 2014; Zhang et al. 1990; Mourikis et al. 2010; Cruz et al. 2009; Krejci et al.
2009; Krupp et al. 2005; Kwon et al. 2013; Ibrahim et al. 2013; Molnar et al. 2006; Terriente-Félix et al. 2010; Pi et
al. 2011; Zhang et al. 2012; Curtis et al. 2011).
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Anhang

9.4 Interaktionsanalyse  mittels Cytoscape der identifizierten
Kandidatengene

Tab. 9.6: Interaktionstabelle aller im Screen identifizierten Kandidatengene. Die angegeben Interaktion basieren
auf folgenden Datenbanken: BioGRID, DPiM, DrolD, InterlogFinder, Signalink, Esemble und Flybase. Die in grau

hinterlegten Gene wurden nicht im Screen identifiziert. Allerdings wird durch sie das Interaktionsnetzwerk sinnvoll

ergianzt.
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Gen Interaktionspartner |Experiment Interaktionsart
SkpA SkpA 2H, yeast, human predicted
SkpA nej 2H predicted
SkpA Med TF predicted
SkpA stg human predicted
SkpA DI pp predicted
SkpA Imp DPiM predicted
SkpA CycG human predicted
SkpA CG2118 yeast predicted
SkpA morgue DPiM, 2H, Co-IP, AC-MS known

rpr SkpA Suppression
morgue rpr Suppression
SkpA elF-2a DPiM predicted
SkpA InR DPiM, 2H, yeast, human Enhancement
SkpA InR Suppression
Ilp4 InR pp known

Ilp7 InR pp known

Ilp4 Ilp7 pp known

InR N Suppression
sdk sdk pp predicted

sdk Med TF predicted

sC Imp DPiM predicted

scC sc 2H, human predicted
e(y)3 sC Suppression
sC Med TF predicted

scC sisA Suppression
nvy sC Suppression
sC nej human predicted

sC H Suppression
CG2701

Ilp7 Ilp7 pp known

Bteb2 Med TF predicted
Vap-33A CG6048 Suppression
|Vap-33A Med TF predicted
Vap-33A DI 2H, pp known
Vap-33A mei-41 dosage rescue predicted
|Vap-33A Axs yeast predicted
Vap-33A cct2 AC-MS known
Vap-33A Imp DPIiM predicted
Vap-33A Vap-33A human predicted
Vap-33A Ubc-E2H pp predicted
MCTS1 MCTS1 pp predicted
MCTS1 Med TF predicted

dx Med TF predicted

dx N Enhancement
dx Frql 2H, human predicted

dx nej human, pp predicted

dx H Suppression
dx eff human predicted

dx CG4617 2H known

dx CycG 2H known

dx dx pp, 2H predicted

dx scramb1 2H predicted
CG4617 Imp DPIiM predicted
CG4617 homer DPiM predicted
CG4617 CG4617 2H known

sn sn DPiM predicted

sn ph-p Suppression
eff ph-p Enhancement
ph-p eff Enhancement
WASp sn Enhancement
H WASp Suppression
N WASp Suppression
N WASp Enhancement
sn Med TF predicted

sc sn Enhancement
sn scC Suppression
sc e(y)3 Enhancement
e(y)3 sC Enhancement
lwr sc Suppression
Ubc-E2H Med TF predicted
Ubc-E2H Ubc-E2H pp predicted

nej mei-41 Suppression
nej Lk6 pp predicted

nej luna human predicted

nej DI AC-Western, pp, 2H predicted

nej slbo pp predicted
morgue nej Enhancement, predicted
nej stg human predicted

eff nej Enhancement, predicted
nej H Enhancement
nej H Suppression
nej N human predicted

nej Med TF, pp predicted

nej Sbf WB, pull-down, massfingerprint known

nej lwr human, pp predicted

nej scramb1l human predicted

nej pan pp known

nej nej human, pp, 2H, Dosage Rescue, Growth Djpredicted

btd Imp indirect predicted, directed
btd Med TF predicted

btd N indirect predicted, directed
btd H indirect predicted, directed
btd CG4617 indirect predicted, directed
Hmr Med TF predicted
Hmr Su(var)205 Co-IP, WB, massfingerprint known
Su(var)205 |RpL15 Enhancement
RpL15 N Enhancement
N Su(var)205 Enhancement
Su(var)205 |CG8108 Co-IP, massfingerprint known

Anhang
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CG15296

CG32676 Med TF predicted
CG32676 hrs pp Enhancement
Imp H Suppression
Imp Med TF predicted
Imp lwr DPiM predicted
Imp AnxB11 DPiM predicted
Imp slbo DPiM predicted
Imp CycG DPiM predicted
Imp PGRP-SA DPiM predicted
Imp CG1607 DPiM predicted
Imp CG2118 DPiM predicted
Imp CG12909 human predicted

feo Med TF predicted
nod feo Lethality Enhancement, predicted
SisA Med TF predicted
SisA Vps20 2H Enhancement
SisA SisA pp known
PGRP-SA PGRP-SA DPIiM predicted
CG11695

mei-41 nod Enhancement, predicted
lwr nod Suppression
CG1890 nod Enhancement, predicted
nod Med TF predicted
nod CG7220 Growth Defect predicted
pcm nod Enhancement, predicted
feo nod Enhancement, predicted
nod nod AC-Western, 2H predicted
rho-4 Su(var)205 2H known

rho-4 Med TF predicted
rho-4 rho-4 DPIiM predicted

dy

SelG Med TF predicted
CG2540 awd DPIiM predicted
CG2540 CG2540 DPiM predicted
CG2540 Ubal 2H known

sno Ser Suppression
sno DI Suppression
DI sno Suppression
H sno Suppression
sno H Suppression
sno N Suppression
sno N Enhancement
N sno Enhancement
sno Med TF predicted
CG15743 Med TF predicted

g g pp predicted

Clic Med TF predicted

Clic Clic DPiM predicted
NetA Med TF predicted

fra NetA Suppression
fra N Enhancement
NetA hid Suppression
morgue hid Suppression
Imp hid Suppression
NetB hid Suppression
NetB hid Enhancement
NetA NetB predicted
NetB Med TF predicted

fra NetB Suppression
CG6340 Med TF predicted
CG6340 cct2 AC-MS known
mei-41 CycG Suppression
nod mei-41 Enhancement, predicted
mei-41 shrb yeast predicted
mei-41 Lk6 yeast predicted
mei-41 lwr Dosage Rescue, Lethality predicted
mei-41 mei-41 pp, human predicted
AnxB11 scrambl human predicted
AnxB11 hrs 2H known
AnxB11 Ef10100E human predicted
AnxB11 Zir human predicted
AnxB11 Med TF predicted
AnxB11 AnxB11 DPiM predicted
Egfr AnxB11 Enhancement, predicted
elF-20 Med TF predicted
elF-20 elF-2a pp predicted
para sesB Suppression
awd sesB Enhancement
chn para Enhancement
chn N Enhancement
chn sC Suppression
para Mhc Suppression
Mhc Act88F Suppression
Axs Axs yeast predicted

lwr Axs Suppression
TwdlZ

CG4829

RSG7 RSG7 DPiM predicted
CG4880 CG4880 DPiM predicted
CG4880 Med TF predicted
CG8949 Med TF predicted
CG4955 CG4955 DPiM predicted
xmas-1

Vps4 shrb DPiM, AC-MS known

Vps4 Vps20 yeast, 2H, reconstituted complex predicted
Vps4 Vps4 yeast, human predicted
Frql Frql yeast, pp predicted
CG6470 CG6470 DPiM predicted
pcm lwr yeast predicted
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pcm Med TF predicted
pcm CG1890 Enhancement, predicted
pcm pcm yeast, AC-MS predicted
pcm CG7220 Growth Defect predicted
e(y)3 Med TF predicted
Sec61y Med TF predicted

Zir Zir human predicted

lwr Med 2H known

lwr shrb 2H, human,DPiM predicted

Iwr DI 2H known

lwr lwr yeast, human, worm, pp, 2H known

lwr slbo human, 2H predicted

lea (robo2) [Med TF predicted

lea (robo2) [elF-2a pp predicted

lea (robo2) [lea (robo2) pp predicted
aph-1 Med TF predicted

N aph-1 Suppression
aph-1 aph-1 human predicted

DI N Enhancement
Ser N Enhancement
Igd N Enhancement
Igd N Suppression
N Igd Suppression
N Igd Enhancement
morgue morgue DPiM predicted
morgue Med TF predicted
morgue hid Suppression
CG7220 morgue Enhancement, predicted
CG8108 morgue Suppression, predicted
nej morgue Enhancement
Rga morgue Enhancement
eff morgue AC-MS, AC-Western, Groth Defect, Lethali|Enhancement
Ir25a

CG14034 HIP-R DPiM known

HIP-R Clic known

HIP-R pan known

frj Med TF predicted
CG34345

Oatp26F

homer Med TF predicted
homer slbo pp predicted
homer nvy human predicted
homer homer pp predicted

Igd shrb 2H Enhancement
Igd shrb 2H Suppression
Igd Ser Suppression
Igd Med TF predicted

kuz DI Enhancement
kuz Med TF predicted
robol lea (robo2) Enhancement
robol lea (robo2) Suppression
lea (robo2) |[robol Enhancement
robol kuz Enhancement
N kuz Enhancement
N kuz Suppression
kuz N Suppression
kuz N Enhancement
H kuz Suppression
kuz H Suppression
H N Suppression
H N Enhancement
N H Enhancement
N H Suppression
kuz Ser Enhancement
H Ser Suppression
Ser H Suppression
Ser. H Enhancement
CG42817

CG42818

CG15145

Syta shrb 2H predicted
mib2 Ser human predicted
mib2 shrb DPiM predicted
mib2 DI pp, 2H known

mib2 InR DPIiM predicted
mib2 Med TF predicted
mib2 mib2 DPIiM predicted
laccase2 laccase2 yeast predicted
shrb rho Suppression
rho H Suppression
vn rho Suppression
vn rho Enhancement
rho vn Suppression
shrb Vps20 yeast, human, 2H known

Vps20 rho Suppression
shrb Syta 2H predicted
shrb slbo DPiM predicted

InR shrb Enhancement, predicted
shrb Med TF predicted
shrb shrb yeast, human, 2H known

N rho Suppression
CG12909 elF-2a human predicted
CG12909 Med TF predicted
CG12909 awd DPiM predicted
CG33474 Med TF predicted
CG7220 mibl human predicted
CG7220 awd DPIiM predicted

eff CG7220 Enhancement
CG7220 CG7220 AC-Western, human predicted
luna Med TF predicted
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luna ago human predicted
awd ago Enhancement
ago N known
CG5267

Vps20 InR Enhancement, predicted
Vps20 rho Suppression
rho H Suppression
N rho Suppression
vn rho Suppression
vn rho Enhancement
rho vn Suppression
ItgaPS5 Med TF predicted
Itga PS5 DI Enhancement, predicted
ItgaPS5 Ser Enhancement, predicted
ItgaPS5 ItgaPS5 pp, 2H predicted

nvy N Enhancement
DI N Enhancement
DI N Suppression
N DI Suppression
nvy Med TF predicted

nvy nvy AC-MS, AC-Western, human, pp predicted
slbo slbo pp, 2H predicted
slbo DI pp predicted
slbo Med pp predicted
AP-2a slbo Suppression
CG13578

vn H Suppression
vn N Suppression
vn Med TF predicted

vn Egfr Enhancement
vn Egfr Suppression
Egfr vn Suppression
Egfr vn Enhancement
Igf Med TF predicted

Igf DI human Enhancement
DI Igf human Enhancement
AP-2a Igf human Enhancement
Igf N human Enhancement
N Igf human Enhancement
eff Igf Suppression
Ser laf Enhancement
Igf Igf yeast predicted

eff neur Suppression
neur lgf Enhancement
N AP-2a Suppression
DI AP-2a Suppression
tut

Cpr66Ca

Ilp4 Ilp4 pp known

Ilp4 Med TF predicted
CG8108 Su(var)205 DPIiM known
CG8108 eff Suppression
CG8108 CG7220 Lethality predicted
CG8108 Med TF predicted
scramb1 scramb1 2H predicted
CG11714 SkpA this Screen predicted
mibl Med TF predicted
mib1 eff human predicted
mib1 CG7220 human predicted
mibl Ser human Suppression
mib1 Ser human Enhancement
N mibl 2H Suppression
mib1 DI human Enhancement
mib1 mib1 human predicted
Rga Med TF predicted
Rga H Enhancement
Rga eff Enhancement, predicted
Rga w Suppression
nej W Enhancement
e(y)3 W Enhancement
Su(var)205 |w Suppression
g w Suppression
g W Enhancement
Rga Rga 2H, DPiM, worm predicted
Osi9 Osi9 DPiM predicted

Lk6 N Suppression
Lk6 Lk6 yeast, pp, 2H, AC-MS predicted

Lk6 eff yeast predicted

Lk6 Med TF predicted

Lk6 Act88F yeast predicted

Lk6 neur directed predicted

Lk6 Egfr directed predicted

Lk6 Su(dx) directed predicted

Sbf Med TF predicted
Pi3K68D N Enhancement
Egfr Pi3K68D Enhancement
Pi3K68D Sbf Suppression
eff neur Suppression
eff laf Suppression
eff Rga Enhancement, predicted
eff Lk6 yeast predicted

eff CG7220 Enhancement, predicted
eff Med TF predicted

eff Mhc Dosage Rescue predicted

eff Su(dx) Enhancement, predicted
eff CG8108 Suppression, predicted
eff eff yeast predicted
CG42726

CG6136 Med TF predicted
CG6136 CG2701 human, 2H predicted
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CG6136 CG6136 human, worm, 2H predicted
Act88F DI pp predicted
Act88F neur directed known
Act88F Egfr directed known
Act88F Su(dx) directed, AC-Western known
Act88F Lk6 yeast predicted
Act88F awd yeast predicted
Act88F Ef1al00E pp, Dosage Rescue predicted
Act88F para 2H predicted
para Mhc Suppression
Act88F Mhc yeast, AC-MS Suppression
Mhc Act88F yeast, AC-MS Suppression
Act88F Act88F yeast, 2H predicted

DI Ser Suppression
Ser DI Suppression
Ser DI Enhancement
DI N human Suppression
DI N human Enhancement
N DI human Enhancement
N DI human Suppression
DI AP-2a Suppression
mib1 DI human Enhancement
neur DI Enhancement
DI neur Enhancement
Su(dx) DI Enhancement
Su(dx) DI Suppression
H DI Enhancement
DI dx Enhancement
DI Igf Enhancement
Igf DI Enhancement
nvy DI Enhancement
pan DI Enhancement, predicted
Egfr DI Suppression
DI Egfr Suppression
shrb DI Enhancement, predicted
DI Med TF predicted
CG4362

H DI Enhancement
H DI Suppression
kuz H Suppression
Rga H Enhancement
Sec6bla H Enhancement
vn H Suppression
H Med TF predicted

Ser H Suppression
Ser H Enhancement
H Ser Suppression
N H Suppression
N H Enhancement
H N Enhancement
H N Suppression
CG7031

prt

CG10214 CG10214 DPiM predicted
CG10214 Med TF predicted
SdhD (CG104SdhD (CG10219) pp predicted
Med Ser TF, directed predicted

rho Ser Suppression
Igf Ser Enhancement
neur Ser human Enhancement
DI Ser Suppression
Ser DI Suppression
Ser DI Enhancement
neur DI Enhancement
DI neur Enhancement
Ser H Suppression
Ser H Enhancement
H Ser Suppression
N Ser Suppression
Ser N Enhancement
shrb Ser Enhancement, predicted
ItgaPS5 Ser Enhancement, predicted
pan Ser Enhancement
stg Ser Enhancement
mib1 Ser human Suppression
mib1 Ser human Enhancement
Ser Ser pp Enhancement, predicted
CG11842 CG11842 DPiM predicted
Atg14 Atg14 human predicted
Atg14 Ald DPiM known
Act88F Ald DPiM known

awd Ald DPiM known

Mhc Ald DPiM known

Slbp Slbp pp predicted
Slbp Med TF predicted

stg N Suppression
stg DI Enhancement, predicted
stg Ser Enhancement, predicted
stg InR predicted

stg mei-41 pp predicted

stg Ef1a100E human predicted

stg Med TF predicted

stg stg pp predicted
CG1607 CG1607 yeast predicted
CG1890 CG1890 Co-crystal structure predicted

nod CG1890 Enhancement, predicted
CG1890 Med TF predicted
nyo

yCOP COP pp predicted
CycG CycG DPiM predicted
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CycG pan 2H known

CycG neur directed predicted
CycG Egfr directed predicted
CycG Med TF predicted
Med Med TF predicted
Cst-50 Cst-50 AC-MS, AC-Western, Co-IP, pp, 2H, reconipredicted
Cst-50 Med TF predicted
Cst-50 pcm Co-purification predicted
Cst-50 Ef1a100E Co-purification, pp predicted
CG2118 CG2118 yeast, pp predicted
CG2118 Med TF predicted
Ef1a100E Med TF, AC-MS predicted
Ef1a100E DI pp predicted
Ef1a100E stg human predicted
Ef1a100E Act88F Dosage Rescue, pp predicted
Ef10100E lea (robo2) pp predicted
Ef10100E Cst-50 Co-purification, pp predicted
Ef1a100E Ef1a100E pp, Lethality predicted
Acf1 Acf1 DPiM predicted
Acfl Iswi pp Enhancement
eff Iswi Suppression
Acfl Med TF predicted
Acfl Su(dx) pp predicted
Acfl CG8108 AC-MS,pp, 2H, reconstituted complex Enhancement, predicted
awd awd yeast, human, worm, pp, 2H predicted
awd CG7220 DPiM predicted
awd Act88F yeast predicted
awd Med TF predicted
awd sesB Enhancement
para sesB Suppression
awd ago Enhancement
awd shi human Enhancement
shi Igf Enhancement
pan Med TF predicted
pan InR Enhancement, predicted
pan pan DPiM predicted
pan CycG 2H known

pan Ser TF Enhancement, predicted
pan DI Enhancement, predicted
CG1909 CG1909 DPIM predicted
CG1909 N worm predicted
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