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1 Einleitung 

 

1.1 Zellpolarität 

Eine grundlegende Frage in der Entwicklungsbiologie befasst sich damit, wie sich aus einer 

befruchteten Eizelle ein vielzelliger Organismus entwickeln kann. An der Ausbildung 

verschiedener organisierter Strukturen sind mehrere Entwicklungsprozesse beteiligt. Die 

Polarität als fundamentale Eigenschaft beschreibt dabei die Asymmetrie in Form, Funktion 

und Proteinverteilung, um Diversität in Zellen zu erzeugen. 

1.1.1 Zellpolarität durch Zellverbindungen in Epithelzellen 

Epithelien bilden die äußerste Zellschicht in mehrzelligen Organismen und trennen diesen 

von der Umwelt ab. Auch einzelne Kompartimente werden durch Epithelzellen abgegrenzt. 

Neben ihrer Schutzfunktion, z. B. vor dem Eindringen von Pathogenen, sind Epithelien für 

den gerichteten und kontrollierten Transport von Nährstoffen, Ionen und Molekülen 

notwendig. Um ihre Schutz- und Transportfunktion zu erfüllen, müssen Epithelzellen polar 

sein, und ihre Integrität hängt von direkten Zell-Zell-Kontakten ab. 

Die Fähigkeit von Zellen, eine Polarität aufzubauen, also biochemisch und funktionell 

verschiedene Plasmamembrandomänen zu erzeugen, ist eine Voraussetzung für die 

Entwicklung von mehrzelligen Organismen. Die Polarität einer Epithelzelle wird sowohl 

durch das Cytoskelett als auch durch Lipide und Proteine ausgebildet, die spezifisch in 

verschiedenen Domänen lokalisiert sind (Tepass, 1997). Zell-Zell-Kontakte werden u. a. über 

Cadherine und Zell-Extrazelluläre Matrix (ECM)-Kontakte über Integrine hergestellt. Die 

Plasmamembran von Epithelzellen wird in zwei Domänen unterteilt: eine apikale und eine 

basolaterale Domäne, die in Vertebraten durch Tight Junctions (TJ) getrennt werden (Matter, 

2000). Die TJ verbindet benachbarte Zellen so eng miteinander, dass sie als 

Diffusionsbarriere für Ionen und Moleküle dient (Matter, 2000). Die Ausbildung der TJ hängt 

von der Proteinfamilie der Claudine ab (Furuse et al., 1998). Während es die TJ nur in 

Epithelzellen der Vertebraten gibt, findet man die Zonula adherens (ZA), einen Cadherin-

abhängigen Adhäsionsgürtel, der die gesamte Zelle umgibt,  auch bei Invertebraten. Die 

Vorläufer der ZA sind die Adherens Junctions (AJ), die schon früh durch die Lokalisation von 

E-Cadherin (Drosophila DE-Cadherin oder Shotgun) und !-Catenin (Drosophila Armadillo) 

erkennbar sind (Lecuit, 2004). Die ZA’s benachbarter Zellen stehen einander genau 

gegenüber und die beteiligten Membranen werden durch homophile Bindung von 
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E-Cadherin-Molekülen zusammengehalten. Die cytoplasmatische Domäne von E-Cadherin 

tritt über !- und "-Catenine und wahrscheinlich weitere Adaptermoleküle mit dem 

Aktincytoskelett in Verbindung (Drees et al., 2005; Gates und Peifer, 2005). In Vertebraten 

liegt die ZA basal zur TJ, während sie in Arthropoden apikal zu den Septate Junctions (SJ) 

liegt. Die SJ verläuft über einen größeren Bereich der lateralen Plasmamembran und enthält 

das Transmembranprotein Neurexin IV (Baumgartner et al., 1996). Abbildung 1 zeigt eine 

polarisierte Vertebraten-Epithelzelle mit ihren Funktionen und Komponenten.  

 

  

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer Vertebraten-Epithelzelle. Gezeigt werden die funktionellen 
und biochemischen Unterschiede der Plasmamembrandomänen. (Rodriguez-Boulan und Nelson, 1989). 
 

1.1.2 Konservierte Proteine, die in der Ausbildung der Zellpolarität involviert sind 

Die Etablierung der Zellpolarität hängt von asymmetrisch verteilten Faktoren ab, die zu einer 

Reorganisation des Cytoskeletts und zur polaren Verteilung von cortikalen Proteinen führen. 

Solche Proteine wurden zuerst in C. elegans identifiziert und ihre Gene wurden par Gene 

(partitioning defective) genannt. Ihre Homologen sind auch für die Etablierung der 

Zellpolarität in Drosophila und Vertebraten notwendig. Tabelle 1 zeigt die Homologen von 

vier der sieben bekannten PAR-Proteine und ihre Lokalisation. Die drei Proteine PAR-3, 

PAR-6 und die Proteinkinase C 3 (PKC-3) bilden gemeinsam den hoch konservierten 

PAR/aPKC-Komplex. 
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Tabelle 1:Homologe der PAR-Proteine und ihre Lokalisation. PAR (partitioning defective), aPKC (atypische 
Proteinkinase C), ASIP (aPKC isotype-specific interacting protein), MARK (microtubule-affinity regulating 
kinase), SAR (Subapikale Region), TJ (Tight Junction). 

 

C. elegans 

Lokalisation 
in der 

Zygote 

 

Drosophila 
Lokalisation 
in Epithelien 

 

Säuger 

Lokalisation in 
Epithelien 

PAR-3 anterior Bazooka an der SAR, PAR-3/ASIP an den TJ, 
PAR-6 am  PAR-6 apikale PAR-6 apikale 
PKC-3 Cortex aPKC Membran PKC#/$ Membran 
PAR-1 posterior PAR-1 basolateral PAR-1/MARK basolateral 

 

1.1.3 Zellpolarität in der C. elegans Zygote 

Im Nematoden C. elegans bestimmt der Eintrittsort des Spermiums bzw. das Centrosom des 

Spermiums die Polarität der Zygote. Die Verteilung von Proteinen am Cortex der Zygote wird 

bereits durch Cytoplasmabewegungen sichtbar. Dabei gelangen keimbahnspezifische 

P-Granula an das posteriore Ende der Zygote und verbleiben nach der Zellteilung 

ausschließlich in der posterioren Tochterzelle. Astralmikrotubuli und die par Gene 

kontrollieren die anterior-posterior Polarität und die asymmetrische Zellteilung im Einzell-

Stadium (Rose und Kemphues, 1998; Kemphues, 2000; Schneider und Bowerman, 2003). 

PAR-3, PAR-6 und PKC-3 (PAR/PKC-3-Komplex) lokalisieren anterior im Embryo, PAR-1 

und PAR-2 lokalisieren posterior. Die Etablierung der Polarität erfolgt dadurch, dass der 

PAR/PKC-3-Komplex nach Eintritt des Spermiums anterior lokalisiert und dadurch PAR-2, 

welches zunächst überall cortikal verteilt ist, vom anterioren Cortex ausschließt. PAR-3 kann 

auch in Abwesenheit von PAR-6 und PKC-3 zunächst am anterioren Cortex lokalisieren, was 

umgekehrt für PAR-6 und PKC-3 nicht gilt (Watts et al., 1996; Tabuse et al., 1998; Hung und 

Kemphues, 1999). Somit scheint PAR-3 die anteriore Lokalisation des Komplexes zu 

initiieren. In der Phase der Aufrechterhaltung der Polarität ist PAR-2 notwendig, um den 

PAR/PKC-3-Komplex vom posterioren Cortex auszuschließen und anterior zu stabilisieren 

(Cuenca et al., 2003). In par Mutanten zeigt sich eine cortikale Fehlverteilung der jeweils 

anderen PAR-Proteine und auch die erste Zellteilung erfolgt nicht mehr asymmetrisch 

(Tabuse et al., 1998; Hung und Kemphues, 1999). In der wildtypischen Zygote liegt die 

Spindel näher zum posterioren Ende, so entsteht anterior eine größere AB-Zelle und posterior 

eine kleinere P1-Zelle. In par Mutanten liegt die Spindel in der Mitte der Zygote und es 

entstehen zwei gleich große Zellen. Neben den par Genen sind noch andere Gene an der 

Ausbildung der Polarität beteiligt: die Rho GTPase Cdc42 (Gotta et al., 2001; Kay und 

Hunter, 2001) und das Myosin NMY-2 (Guo und Kemphues, 1996). 
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1.1.4 Funktion des PAR/aPKC-Komplexes in der Ausbildung der Zellpolarität in Säugern 

Der PAR/aPKC-Komplex ist in Säugern an der TJ, apikal zur ZA, lokalisiert. Zunächst 

konnte die Bindung von ASIP (atypical PKC-specific interacting protein) zu PKC#/$ an der 

TJ gezeigt werden (Izumi et al., 1998). Später konnten auch die Bindung mit PAR-6 und 

Cdc42 (Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000; Suzuki et al., 2001) und die Phosphorylierung 

von ASIP durch PKC$ nachgewiesen werden (Lin et al., 2000). PAR-6 dient als Linker-

Molekül für den PAR/aPKC-Komplex und Cdc42 (Noda et al., 2001) und man nimmt an, 

dass PKC$ durch GTP-gebundenes Cdc42 aktiviert werden kann. Die CRIB (Cdc42, Rac-

interactive binding)-Domäne von PAR-6 unterdrückt durch ihre Bindung an PKC$ deren 

Kinase-Aktivität. Durch die Bindung von aktiviertem Cdc42 an die CRIB-Domäne wird diese 

Unterdrückung aufgehoben (Yamanaka et al., 2001). Defekte im Aufbau der TJ in MDCK 

(Madine Darby canine kidney)-Zellen konnten sowohl durch Überexpression der dominant-

negativen Form der PKC$ (Suzuki et al., 2001) als auch einer mutanten Form von PAR-6, 

welches keine PKC$-Bindedomäne trägt (Yamanaka et al., 2001), nachgewiesen werden. 

Einiges deutet darauf hin, dass ASIP durch Bindung an das Transmembranprotein JAM-1 

(junctional adhesion molecule) zur TJ rekrutiert wird (Ebnet et al., 2001; Itoh et al., 2001). 

Homologe von JAM-1 in C. elegans und Drosophila wurden jedoch noch nicht gefunden. 

Neben dem PAR/aPKC-Komplex findet man auch den Crumbs (CRB)/PALS1 (protein 

associated with Lin7)/PATJ (PALS1-associated tight-junction protein)-Komplex an der TJ. 

Der PAR/aPKC-Komplex scheint universell in vielen Zelltypen und Geweben in die 

Etablierung von Polarität involviert zu sein (Ohno, 2001; Macara, 2004; Suzuki und Ohno, 

2006), während der CRB/PALS1/PATJ-Komplex eher spezifisch für Epithelzellen ist. Es 

konnte gezeigt werden, dass PAR-6, über seine PDZ-Domäne, und PALS1, über seinen 

N-terminus, direkt aneinander binden können (Hurd et al., 2003) und dass auch CRB direkt an 

PAR-6 und PALS1 binden kann (Lemmers et al., 2004). Es ist jedoch noch nicht klar, ob alle 

Proteine gleichzeitig in einem einzigen Komplex vorliegen und wie die Polarität aufgebaut 

wird. Ein weiterer Proteinkomplex bestehend aus Scribble (Scrib), Discs large (Dlg) und 

Lethal (2) giant larvae (Lgl), lokalisiert an der basolateralen Membran. PAR-6 und PKC$ 

können unabhängig von PAR-3 einen Komplex mit Lgl bilden und dadurch die Zellpolarität 

in Epithelien regulieren. Demnach bilden PAR-6, PKC$ und Lgl einen inaktiven Komplex, 

der durch die Phosphorylierung und somit Dissoziation von Lgl zu einem aktiven 

PAR/aPKC-Komplex wird und die Bildung der TJ fördert, während Lgl in der Ausbildung 

der basolateralen Domäne involviert ist (Plant et al., 2003; Yamanaka et al., 2003). 
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1.2 Zellpolarität in Drosophila 

1.2.1 Zellpolarität in Epithelien 

In der Frühentwicklung von Drosophila entsteht aus der befruchteten Eizelle, nach den 

Furchungsteilungen, eine Zelle mit vielen Zellkernen. Durch Invagination der 

Plasmamembran entsteht das zelluläre Blastoderm, dessen Zellen bereits eine Polarität 

aufweisen. In späteren Embryonalstadien unterscheidet man zwei verschiedene Arten von 

Epithelien. Die primären Epithelien entstehen direkt aus dem Blastoderm und behalten so 

während ihrer gesamten Entwicklung ihre Polarität. Marker für die primären Epithelien sind 

die Ausbildung der ZA und die Expression von Crb. Zu diesen Epithelien gehören unter 

anderem die Epidermis, der Vorder- und Hinterdarm, das tracheale System, die 

Speicheldrüsen, die Malpighischen Gefäße und die Amnioserosa. Die sekundären Epithelien 

entstehen aus mesenchymalen Zellen, die ihren epithelialen Charakter verloren haben und 

diesen durch DE-Cadherin-vermittelte Zellkontakte wieder aufnehmen, wie z.B. der 

Mitteldarm (Tepass, 1996). Einen Sondertypen von Epithelzellen bilden die Follikelzellen in 

der Keimbahn. Sie entstehen durch Proliferation epithelialer Stammzellen, bilden die ZA aus 

und zeigen eine Crumbs Lokalisation apikal an der Membran (Müller, 2000). Alle 

Epitheltypen erfordern die DE-Cadherin-vermittelte Zelladhäsion, um die Integrität des 

Epithels zu erhalten (Tepass und Hartenstein, 1994). 

Für acht Proteine, aufgeteilt in drei Komplexen, konnte die Notwendigkeit für die Etablierung 

der apikal-basalen Zellpolarität in Epithelzellen nachgewiesen werden. Der Crb-Komplex 

besteht aus Crumbs (Crb) und Stardust (Sdt), der Baz-Komplex beinhaltet Bazooka (Baz), 

Par-6 und aPKC (Abbildung 2) und der Dlg-Komplex besteht aus Discs large (Dlg), Scribble 

(Scrib) und Lethal (2) giant larvae (Lgl). Von diesen acht Proteinen besitzt nur Crb eine 

Transmembrandomäne und fünf der weiteren sieben enthalten mindestens eine PDZ (PSD-

95/Discs large/Zonula occludens-1)-Domäne. Diese Protein-Protein-Interaktionsdomänen 

sind üblicherweise an Signalprozessen beteiligt. Die Proteine des Crb-Komplexes lokalisieren 

in der so genannten subapikalen Region (SAR) oder auch marginalen Zone apikal zur ZA. 

Der Baz-Komplex überlappt teilweise mit der ZA und der SAR, und der Dlg-Komplex 

lokalisiert an der SJ. Alle Komponenten in den jeweiligen Komplexen sind hinsichtlich ihrer 

Lokalisation gegenseitig voneinander abhängig (Knust und Bossinger, 2002; Bilder, 2003; 

Johnson und Wodarz, 2003; Müller und Bossinger, 2003). 

Man nimmt an, dass der Baz-Komplex ganz oben in der Hierarchie steht und die Bildung der 

ZA initiiert. Der Aktivität des Baz-Komplexes wirkt der Dlg-Komplex an der basolateralen 



Einleitung 

 6 

Membran entgegen. Der Crb-Komplex wird durch den Baz-Komplex nach apikal rekrutiert, 

wo er dem Dlg-Komplex entgegenwirkt (Bilder, 2003; Johnson und Wodarz, 2003; Harris 

und Peifer, 2004; Le Bivic, 2005). 

 

     

 
Abbildung 2: Die Proteine des PAR/aPKC-Komplexes und ihre Bindungsstellen. Par-6 und aPKC 
(atypische Proteinkinase C) können über die PB1(phagocyte oxidase/Bem1)-Domäne interagieren. Par-6 und 
Bazooka (Par-3) binden über ihre PDZ (PSD-95/Discs large/Zonula occludens-1)-Domäne. Über seine 
konservierte Region am N-Terminus kann Bazooka oligomerisieren. Die Kinase-Domäne der aPKC bindet und 
phosphoryliert Bazooka an ihrer aPKC-Bindedomäne. Die aPKC kann auch an die zweite und dritte PDZ-
Domäne von Bazooka binden (Wodarz et al., 2000). Das Zink-Finger-Motiv (Zn) dient als regulatorische 
Domäne. CRIB (Cdc42/Rac-interactive binding). 

 

Bisher nahm man an, dass die AJ, und somit DE-Cad, an der Spitze der Hierarchie steht. 

Kürzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass Baz während der Zellularisierung in armadillo 

(arm) Mutanten apikal akkumuliert, während die Rekrutierung von DE-Cad in baz Mutanten 

nicht gelingt (Harris und Peifer, 2004). In baz Mutanten sind apikale Marker reduziert und 

über die gesamte basolaterale Membran verteilt. Die Zellen runden sich ab, das Epithel wird 

vielschichtig und viele epidermale Zellen sterben später in der weiteren Entwicklung durch 

Apoptose (Bilder, 2003). Sehr ähnliche Phänotypen wurden auch für Par-6 Mutanten 

berichtet (Petronczki und Knoblich, 2001). Die Phänotypen der crb und sdt Mutanten ähneln 

denjenigen von baz und Par-6, jedoch treten die Defekt erst später auf (Müller und 

Wieschaus, 1996; Müller, 2000; Bilder et al., 2003). Daher ist anzunehmen, dass Mutationen 

in Genen der baz-Gruppe epistatisch zu Mutationen der crb-Gruppe sind. Die Proteine der 

Baz- und Crb-Komplexe lokalisieren teilweise überlappend apikal zur ZA (Müller, 2000; 

Wodarz et al., 2000; Bachmann et al., 2001; Hong et al., 2001; Petronczki und Knoblich, 

2001). In baz Mutanten ist Crb nicht mehr apikal lokalisiert, während in crb Mutanten Baz im 

gleichen Stadium durchaus noch korrekt lokalisiert. Baz ist also anscheinend auch für die 

korrekte Lokalisation von Crb verantwortlich (Bilder, 2003). 

Mutationen in dlg, scrib und lgl zeigen einen deutlich anderen Phänotyp als Mutationen in 

baz und crb. Während die apikale Domäne in den baz und crb Mutanten stark reduziert ist 

oder fehlt, ist sie in den Mutanten der dlg-Gruppe vergrößert (Bilder et al., 2000; Bilder und 
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Perrimon, 2000; Bilder, 2003; Tanentzapf und Tepass, 2003). In Doppelmutanten mit crb und 

verschiedenen schwachen Allelen von lgl konnte gezeigt werden, dass der Phänotyp der 

Doppelmutanten, abhängig vom Allel, milder ist als der Phänotyp der crb Einzelmutante. 

Dabei ist der Phänotyp umso milder, je stärker das Allel für lgl ist. Auch Mutationen in scrib 

oder dlg unterdrücken den crb oder sdt Phänotyp. In Doppelmutanten, die kein Genprodukt 

mehr für crb/sdt und dlg/scrib/lgl zeigen, also z.B. crb und dlg Doppelmutanten, entspricht 

der Phänotyp dem der dlg-Gruppe. Dies deutet darauf hin, dass Mutationen in Genen der dlg-

Gruppe epistatisch zu Mutationen in Genen der crb-Gruppe sind (Bilder et al., 2003; 

Tanentzapf und Tepass, 2003). 

Der Phänotyp der ausgeweiteten apikalen Membran in den Mutanten der dlg-Gruppe wurde 

vorher so gedeutet, dass sich die Lokalisation von Crb zu der vermeintlich basolateralen 

Membran ausweitet (Bilder und Perrimon, 2000). Diese Annahme wurde durch die 

Beobachtung unterstützt, dass eine Überexpression von Crb gleichzeitig zu einer Ausweitung 

der apikalen und zu einer Reduzierung der basolateralen Membran führt (Wodarz et al., 

1995). Die crb/sdt und dlg/scrib/lgl Doppelmutanten zeigen jedoch die Ausweitung der 

apikalen Membran in Abwesenheit von Crb (Bilder et al., 2003; Tanentzapf und Tepass, 

2003). Daher muss es einen zusätzlichen Faktor für die Bildung der apikalen Membran geben. 

Dies könnte der Baz-Komplex sein. In der Tat konnte gezeigt werden, das baz und dlg 

Doppelmutanten den gleichen Phänotypen zeigen wie baz Einzelmutanten. Dies deutet darauf 

hin, dass Mutationen in Genen der baz-Gruppe epistatisch zu Mutationen in Genen der dlg-

Gruppe sind (Bilder et al., 2003; Tanentzapf und Tepass, 2003). Die Funktion des Crb-

Komplexes scheint zu sein, dem Dlg-Komplex entgegenzuwirken. In crb Mutanten ist die 

Aktivität des Dlg-Komplexes zu stark, so dass die Ausbildung der apikalen Membran, 

wahrscheinlich durch den Baz-Komplex, reduziert ist. In den Doppelmutanten mit crb und 

einem schwachen Allele von lgl fällt der Phänotyp milder aus (Tanentzapf und Tepass, 2003). 

Der Dlg-Komplex ist notwendig, um den Baz-Komplex apikal zu begrenzen, dabei nimmt 

Lgl, das durch Scrib an den Cortex lokalisiert, eine besondere Stellung ein (Bilder et al., 

2000). Lgl wird durch die aPKC phosphoryliert und dadurch von der apikalen Membran 

ausgeschlossen. Auch überexprimiertes, wildtypisches Lgl wird in Epithelzellen von der 

apikalen Membran ausgeschlossen und zeigt keine Überlappung mit den Proteinen des Baz-

Komplexes. Dagegen bleibt eine nicht phosphorylierbare Form von Lgl an der apikalen 

Membran lokalisiert und überlappt mit den Proteinen des Baz-Komplexes (Hutterer et al., 

2004). 
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Abbildung 3: Schema zur Etablierung und Aufrechterhaltung der Zellpolarität in Epithelzellen. Baz 
rekrutiert zunächst DE-Cadherin und später Crb. Der Mechanismus der Rekrutierung von Baz oder des 
PAR/aPKC-Komplexes, direkt oder indirekt, an die Membran, ist noch nicht bekannt. Der Crb-Komplex wirkt 
antagonistisch zum Dlg-Komplex, der wiederum den Baz-Komplex apikal begrenzt. (Nelson, 2003; Harris und 
Peifer, 2004). 

 

Die komplexe Koordination der Aktivitäten aller drei Proteinkomplexe (Abbildung 3) ist 

somit erforderlich, um die Zellpolarität aufzubauen und zu erhalten (Bilder et al., 2003; 

Tanentzapf und Tepass, 2003). 

1.2.2 Zellpolarität in Neuroblasten 

Das zentrale Nervensystem entwickelt sich aus neuronalen Vorläuferzellen, den Neuroblasten 

(NB). Diese delaminieren aus dem neuroektodermalen Epithel in das Innere des Embryos und 

kommen zwischen dem Ektoderm und dem Mesoderm zu liegen. Kurz nach der Delamination 

beginnt der NB, sich asymmetrisch zu teilen und erzeugt einen weiteren NB und eine kleinere 

Ganglien-Mutterzelle (GMC). Die GMC teilt sich ein weiteres Mal in ein Paar Neuronen oder 

Gliazellen (Campos-Ortega, 1997). Während der Teilung des NB rotieren die Spindelpole um 

90°, so dass die Metaphaseplatte parallel zum darüber liegenden Epithel liegt und die GMC 

nach basal abgeschnürt wird (Kaltschmidt et al., 2000). Zellschicksalsdeterminanten wie 

Prospero (Pros) und Brain tumor (Brat) und ihr Adapterprotein Miranda (Mira) segregieren 

dabei ausschließlich in die GMC und beeinflussen die Transkription und Translation 

nachfolgender Gene (Betschinger et al., 2006; Lee et al., 2006b; Wodarz und Gonzalez, 

2006). Der Transkriptionsfaktor Pros ist erforderlich für die Transkription GMC spezifischer 

Gene. Pros unterdrückt auch die Transkription von Zellzyklusregulatoren, so dass die Zelle 

den Zellzyklus verlässt und sich nach einer letzten Teilung ausdifferenziert (Doe et al., 1991; 



Einleitung 

 9 

Vaessin et al., 1991; Li und Vaessin, 2000). Brat inhibiert direkt oder indirekt die Translation 

des Transkriptionsfaktors Myc (Betschinger et al., 2006). Myc reguliert das Zellwachstum, 

indem es die Synthese der ribosomalen RNA im Nucleolus reguliert (Grewal et al., 2005). 

Man nimmt daher an, dass Brat das Zellwachstum in der GMC durch Senkung der Protein-

Synthese reguliert (Betschinger et al., 2006). Abbildung 4 zeigt eine Reihe von Proteinen, 

Baz, Par-6, aPKC, Inscuteable (Insc), Partner of Inscuteable (Pins) und G"i, die apikal am 

Cortex des mitotischen NB einen Komplex bilden und drei für die asymmetrische Zellteilung 

des NB wichtige Aspekte kontrollieren: [1] die basale Lokalisation von 

Zellschicksalsdeterminanten, [2] die Orientierung der Mitosespindel und [3] die Regulierung 

der Zellgröße zwischen dem NB und der GMC (Wodarz und Huttner, 2003; Roegiers und 

Jan, 2004). Für aPKC, brat, lgl, pins und pros konnte gezeigt werden, dass sie die Selbst-

Erneuerung und somit das Stammzell-Potential des NB positiv (aPKC, Pins) oder negativ 

(brat, lgl, pros) regulieren (Bello et al., 2006; Betschinger et al., 2006; Lee et al., 2006a; Lee 

et al., 2006b). 

 

 

 

Abbildung 4: Schema zur asymmetrischen Zellteilung im NB von Drosophila. Ein NB delaminiert in das 
Innere des Embryos und beginnt sich zu teilen. In der Prophase sind diverse Proteine und 
Zellschicksalsdeterminanten apikal lokalisiert. In der Metaphase lokalisieren die Zellschicksalsdeterminanten 
und ihre Adaptorproteine basal [1]  und die Spindel rotiert um 90° [2]. Die Zelle teilt sich in einen weiteren NB 
und eine kleinere, basal gelegene GMC [3], in der spezifische Gene aktiviert oder reprimiert werden. (Wodarz 
und Huttner, 2003). 

 

NB sind ursprünglich Epithelzellen, die sich aus ihrem Zellverband lösen. Ihre Zell-Zell-

Kontakte über die ZA werden aufgelöst, jedoch bleibt ihre Polarität erhalten. Die 

Komponenten des PAR/aPKC-Komplexes lokalisieren im NB auch weiterhin apikal. 

Mutationen in einem der Gene führen zum Verlust der Polarität in Epithelien und NB 

(Schober et al., 1999; Wodarz et al., 1999; Wodarz et al., 2000; Petronczki und Knoblich, 

2001; Rolls et al., 2003). Dies zeigt, dass die Polarität in beiden Zelltypen durch einen 

ähnlichen Mechanismus kontrolliert wird. Obwohl die NB aus polaren Epithelzellen 

entstehen, ist ein intaktes neuroektodermales Epithel nicht absolut notwendig für die Polarität 

im NB. Crb und sdt Mutanten zeigen Defekte in der Polarität der Epithelzellen, die NB sind 
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davon jedoch nicht betroffen (Bachmann et al., 2001; Hong et al., 2001). Crb und Sdt 

interagieren mit dem PAR/aPKC-Komplex in Epithelzellen (Hurd et al., 2003), aber in NB 

werden sie nicht exprimiert (Bachmann et al., 2001; Hong et al., 2001). In Mutanten für die 

Komponenten des PAR/aPKC-Komplexes ist die asymmetrische Verteilung der 

Zellschicksalsdeterminanten Pros, Brat und Numb und ihrer Adapterproteine Mira und 

Partner of Numb (Pon) gestört. Das gleiche gilt für dlg, scrib und lgl Mutanten, wobei hier die 

Lokalisation des PAR/aPKC-Komplexes apikal nicht gestört ist (Ohshiro et al., 2000; Peng et 

al., 2000), im Gegensatz zum PAR/aPKC-Komplex in den Epithelzellen (Bilder et al., 2000; 

Hutterer et al., 2004). Die drei Tumorsuppressorproteine lokalisieren cortikal im NB und sind 

in die basale Lokalisierung der Zellschicksalsdeterminanten involviert. Es konnte gezeigt 

werden, dass aPKC Lgl phosphoryliert und somit inaktiviert. Der N-Terminus von Lgl kann 

mit der Membran assoziieren und ist erforderlich für die Phosphorylierung. Durch eine 

Konformationsänderung bindet der N-Terminus an den C-Terminus, verhindert die Bindung 

an Aktin und Lgl gelangt ins Cytoplasma (Betschinger et al., 2003; Betschinger et al., 2005). 

Lgl ist im NB dann nur basal aktiv, wo es für die Rekrutierung, aber nicht den Erhalt von 

Mira notwendig ist (Ohshiro et al., 2000). Es gibt zurzeit zwei Modelle, wie Lgl an der 

Rekrutierung der basalen Zellschicksalsdeterminanten involviert ist (Wodarz und Huttner, 

2003; Bilder, 2004; Vasioukhin, 2006; Wirtz-Peitz und Knoblich, 2006).  Lgl  Homologe  in 

S. cerevisiae sind Sro7/77p, die am Vesikeltransport beteiligt sind. Sie interagieren mit dem 

t-SNARE Sec9p und auch das Säuger Homolog bindet an das t-SNARE Syntaxin-4 (Lehman 

et al., 1999; Musch et al., 2002; Gangar et al., 2005). Aktives Lgl am basalen Cortex könnte 

die Fusion von Vesikeln initiieren, die mit Zellschicksalsdeterminanten oder 

membranassoziierten Rezeptoren für diese beladen sind (Wirtz-Peitz und Knoblich, 2006). Im 

zweiten Modell bindet Lgl an Myosin-II (Strand et al., 1994). Es scheint, dass beide Proteine 

in einem gemeinsamen Signalweg antagonistisch die Rekrutierung der cortikalen 

Zellschicksalsdeterminanten regulieren (Ohshiro et al., 2000; Peng et al., 2000; Barros et al., 

2003; Betschinger et al., 2005). 

Obwohl Zellschicksalsdeterminanten in vielen Mutanten während der Metaphase nicht basal 

lokalisieren können, ist es möglich, dass sie in der späten Anaphase oder Telophase trotzdem 

überwiegend in die GMC gelangen. Der Transport erfolgt also unabhängig von der basalen 

Lokalisation während der Metaphase, und dieses Ereignis wird als Telophase-Rettung 

beschrieben (Peng et al., 2000). 

Ein weiterer Punkt, der für die korrekte Teilung des NB wichtig ist, ist die 

Spindelorientierung. Mutationen in den Komponenten des PAR/aPKC-Komplexes führen, 
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neben der Fehlverteilung der Zellschicksalsdeterminanten, teilweise auch zu einer gestörten 

Spindelorientierung. Starke Defekte in der Spindelorientierung zeigen sich in pins und G!i 

Mutanten. In ihnen erfolgt keine Spindelrotation und die Zellen teilen sich parallel zu den 

Epithelzellen (Yu et al., 2000; Yu et al., 2003). Mushroom Body Defect (Mud) konnte als 

Bindungspartner von Pins identifiziert werden, das die Mikrotubuli-Polymerisierung 

verstärkt. Es lokalisiert apikal im NB mit Pins und G"i und in der Metaphase zusätzlich an 

den Spindelpolen. In der Tat zeigen mud Mutanten Defekte in der Spinelorientierung. Man 

nimmt an, dass Mud zusammen mit Pins und G"i die Anheftung der Astralmikrotubuli am 

Cortex reguliert und so die Mitosespindel orientiert (Bowman et al., 2006; Izumi et al., 2006). 

Im Gegensatz zu den hier erwähnten apikal lokalisierenden Proteinen, die auch alle in 

Epithelzellen exprimiert werden, wird Insc nur in NB exprimiert. Insc wird zuerst bei der 

Delamination des NB durch die Bindung an Baz apikal lokalisiert (Schober et al., 1999; 

Wodarz et al., 1999; Wodarz et al., 2000; Petronczki und Knoblich, 2001). Wird Insc 

ektopisch in Epithelzellen exprimiert, führt dies zu einer Rotation der Spindel um 90° und die 

Zelle teilt sich vertikal wie im NB, anstatt horizontal in einer Ebene mit den Epithelzellen 

(Kraut et al., 1996). Insc Mutanten zeigen sowohl Defekte in der Spindelorientierung, als 

auch eine Fehlverteilung der Zellschicksalsdeterminanten (Wodarz et al., 1999). Wie der 

PAR/aPKC-Komplex und der Pins/G"i-Komplex ist auch Insc apikal im Cortex des NB 

lokalisiert und die Lokalisation der Proteine ist teilweise voneinander abhängig (Schaefer et 

al., 2000; Schaefer et al., 2001). Die beiden Komplexe können über Baz an Insc (Schober et 

al., 1999; Wodarz et al., 1999) und Insc an Pins (Schaefer et al., 2000; Yu et al., 2000) 

binden. Die Proteinkomplexe wirken auf die Weise redundant, dass in Doppelmutanten für 

die Komponenten beider Komplexe die NB sich symmetrisch teilen und die Tochterzellen 

gleich groß sind (Cai et al., 2003). Dieser Phänotyp tritt auch in G"13F und G#1 Mutanten 

auf, die in der Hierarchie über den beiden Proteinkomplexen stehen (Fuse et al., 2003; Yu et 

al., 2003; Izumi et al., 2004). In Abbildung 5 ist ein Schema dargestellt, das den Einfluss der 

beiden Proteinkomplexe auf die asymmetrische Zellteilung gewichtet. 
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Abbildung 5: Einfluss der apikalen Komponenten auf die asymmetrische Zellteilung im NB. G!13F und 
G%1 sind für die Lokalisation der beiden apikalen Komplexe verantwortlich. Dabei zeigt sich Pins/G"i in G"13F 
oder G#1 Mutanten komplett cytoplasmatisch und Insc/Baz/aPKC/Par-6 eine schwach apikale Lokalisation. An 
der asymmetrischen Ausbildung der Spindel sind beide Komplexe gleichermaßen beteiligt, wohingegen 
Pins/G"i einen größeren Einfluss auf die Spindelorientierung haben. Insc/Baz/aPKC/Par-6 haben einen größeren 
Einfluss auf die Lokalisation der Zellschicksalsdeterminanten. (Izumi et al., 2004). 
 

1.2.3 Zellpolarität in der Oocyte 

Die Eikammern in Drosophila entstehen im Germarium, und sie sind funktionelle 

Wachstumseinheiten aus somatischen Follikelepithelzellen und Keimbahnzellen. Die 

Ausbildung der Polarität der Oocyte hängt von den Interaktionen dieser beiden Zelltypen ab 

(Roth, 2001). Die Selektion der Oocyte erfolgt sehr früh während der Oogenese in 

Abhängigkeit von einem spektrinreichen, membranhaltigen Organell, dem Fusom (Lin et al., 

1994; de Cuevas und Spradling, 1998). Eine Keimbahnstammzelle teilt sich asymmetrisch in 

eine weitere Stammzelle und einen Cystoblasten. Der Cystoblast teilt sich in vier mitotischen 

Teilungen ohne Cytokinese in 16 Cystocyten, den Keimbahnzellen. Während dieser 

Teilungen sind Mikrotubuli für die korrekte Ausbildung des Fusoms erforderlich und ein 

korrektes Mikrotubuli-Netzwerk ist später erforderlich, um den Transport von mRNAs und 

Proteinen anhand der Mikrotubuli zum MTOC (Mikrotubuli organisierendes Zentrum) in der 

zukünftigen Oocyte zu gewährleisten (Grieder et al., 2000). Durch DE-Cad vermittelte 

Adhäsion wandert die Oocyte nach posterior im Germarium (Godt und Tepass, 1998; van 

Eeden und St Johnston, 1999). Im Germarium ist der Oocytenkern transkriptionell aktiv, 

während später nur die Nährzellen genetisch aktiv sind und ihre Syntheseprodukte über 

Mikrotubuli durch die Ringkanäle, cytoplasmatische Brücken zwischen den Zellen, in die 

Oocyte transportiert werden (Spradling, 1993). Schließlich schnürt sich eine Eikammer vom 

Germarium ab und durchläuft ihre weitere Entwicklung im Ovariolschlauch. Hierbei 

proliferieren die Follikelzellen bis zu einer Anzahl von 700-1000 Zellen in Stadium 6 und 
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beginnen dann, sich zu differenzieren. Die Oocyte wird durch zwei Signalwege polarisiert. 

Beide werden durch Gurken induziert (van Eeden und St Johnston, 1999; Riechmann und 

Ephrussi, 2001). Gurken ist ein TGF-" ähnlicher Ligand für den EGF-Rezeptor und wird nur 

in der weiblichen Keimbahn exprimiert (Neuman-Silberberg und Schupbach, 1993). Dort 

reguliert es die Aktivität des EGFR, der in den umgebenden Follikelzellen exprimiert wird 

(Price et al., 1989; Sapir et al., 1998). Das erste Gurken-Signal kann von den posterior 

liegenden Follikelzellen aufgenommen werden, und durch die Aktivierung des Rezeptors 

wird das posteriore Schicksal der Follikelzellen bestimmt. Die posterioren Zellen senden dann 

ein unbekanntes Signal zur Oocyte zurück, das die Mikrotubuli um den Oocytenkern 

reorganisiert. Diese Reorganisation ist einerseits notwendig, um die bicoid mRNA anterior 

und die oskar mRNA posterior in der Oocyte zu lokalisieren, andererseits gelangt der 

Oocytenkern dadurch anterior auf eine laterale Seite der Oocyte. In Stadium 9-10 gibt es ein 

zweites Gurken-Signal, um die dorsalen Follikelzellen zu bestimmen. Die Position des 

Oocytenkerns definiert also die dorsale Seite der Oocyte (van Eeden und St Johnston, 1999; 

Riechmann und Ephrussi, 2001). Signale von Decapentaplegic und auch wieder Gurken sind 

verantwortlich für die Spezifizierung der dorsalen Anhänge (Peri und Roth, 2000). Nur etwa 

200 der anterior und posterior liegenden Follikelzellen können auf das erste Gurken-Signal 

reagieren und werden so posterior oder, wenn sie kein Signal erhalten, anterior. Die anderen 

lateral liegenden Follikelzellen können nur auf das zweite Gurken-Signal reagieren und 

werden so dorsal oder ventral (Gonzalez-Reyes und St Johnston, 1998). 

Die Differenzierung der Oocyte erfordert die polarisierte Akkumulation von spezifischen 

Faktoren in einer Zelle. Die Proteine des PAR/aPKC-Komplexes und Par-1 sind schon früh in 

der Selektion der Oocyte involviert. In baz, DaPKC, par-1 und par-6 Mutanten wird eine 

Oocyte selektioniert, ihr Zellschicksal kann jedoch mit hoher Penetranz nicht aufrechterhalten 

werden, es entstehen stattdessen 16 Nährzellen (Cox et al., 2001a; Cox et al., 2001b; Huynh 

et al., 2001a; Huynh et al., 2001b). 

 

1.3 Die atypische Proteinkinase C 

In Drosophila gibt es nur eine aPKC die eine große Sequenzhomologie zur Maus PKC#, 

Ratte PKC$ und C. elegans PKC-3 zeigt (Wodarz et al., 2000). Diese Serin-Threonin Kinase 

enthält N-terminal eine regulatorische Domäne und C-terminal eine Kinase-Domäne. 

Abbildung 6 zeigt eine schematische Darstellung der DaPKC und ihrer einzelnen Domänen. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der DaPKC. Die DaPKC bindet über die PB1-Domäne an Par-6. Die 
Pseudosubstrat-Sequenz interagiert mit der Kinase-Domäne und hält sie in einem inaktiven Zustand. Über das 
Zink-Finger-Motiv ist eine Bindung an Par-4 möglich. Die Kinase-Domäne enthält eine ATP-Bindetasche mit 
dem essentiellen Lysin und einen Aktivierungsloop mit der Phosphorylierungsstelle der PDK-1. Am Turn-Motiv 
findet eine Autophosphorylierung statt. 

 

Über die PB1 (phagocyte oxidase/Bem1)-Domäne kann die aPKC an Par-6 binden. 

PB1-Domänen ermöglichen eine Proteinbindung an weitere PB1-Domänen durch Homo- oder 

Heterodimerisierung und werden je nach Vorkommen von konservierten Aminosäuren in 

Typ-I und Typ-II klassifiziert. Die Interaktion erfolgt dabei zwischen dem OPCA (OPR, PC, 

AID)-Motiv von Typ-I und einem konserviertem Lysin von Typ-II. Die aPKC enthält sowohl 

das OPCA-Motiv als auch das konservierte Lysin K19 und kann dadurch als Bindungspartner 

für Typ-I und Typ-II dienen. Dies trifft auch für Par-6 zu, allerdings ist eine Bindung beider 

Proteine nur über das OPCA-Motiv der aPKC und das konservierte Lysin von Par-6 möglich 

(Noda et al., 2003; Wilson et al., 2003; Hirano et al., 2004; Hirano et al., 2005). Die 

Pseudosubstrat (PS)-Sequenz, die die aPKC durch Autoinhibition in einem inaktiven Zustand 

hält, beinhaltet ein Alanin anstelle eines Serins oder Threonins von möglichen Substraten. 

Über das Zink-Finger-Motiv ist eine Interaktion mit Par-4 möglich. Par-4 (prostate androgen 

response-4) ist nicht zu verwechseln mit C. elegans PAR-4, das in der Zellpolarität involviert 

ist. Par-4 wurde als ein Kandidat gefunden, dessen Expression während der Apoptose 

induziert wird (Sells et al., 1994) Der Level von Par-4 steigt auch während neuronaler 

Degeneration (Guo et al., 1998). Eine Überexpression von Par-4 führt zu Apoptose in 

Abhängigkeit von seiner Fähigkeit, die Aktivierung der PKC$ zu hemmen (Diaz-Meco et al., 

1996). C-terminal liegt die Kinase-Domäne mit einer ATP-Binderegion und einem 

Aktivierungsloop. Die ATP-Binderegion enthält ein Lysin an Position 281, in Drosophila 

K293, das essentiell für die Aktivierung der Kinase ist (Hirai und Chida, 2003). Die 

Aktivierung der PKC$ erfolgt im Allgemeinen über das Freisetzen des PS von der Substrat-

Bindetasche durch Lipide und die Phosphorylierung der Kinase-Domäne (Newton, 2001). In 

Säugerzellen konnte gezeigt werden, dass PIP3 die Phospho-Inositol-abhängige Kinase-1 

(PDK-1) rekrutiert, die PKC$ durch direkte Phosphorylierung eines konservierten Threonins 

an Position 410, in Drosophila T422, im Aktivierungsloop aktiviert. Diese Phosphorylierung 
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führt zu einer Autophosphorylierung an Threonin 560, in Drosophila T574, im Turn-Motiv 

(Le Good et al., 1998; Newton, 2001). Obwohl die Phosphorylierung von T410 absolut 

notwenig für die Aktivierung ist, ist das Phosphat später überflüssig, nachdem die 

Phosphorylierung im Turn-Motiv stattgefunden hat (Keranen et al., 1995). PIP3, das Cdc42 

inhibiert (Liliental et al., 2000), kann durch PTEN (Phosphatase and Tensin homolog deleted 

on chromosome Ten) in PIP2 umgewandelt werden, und in Drosophila konnte gezeigt 

werden, dass PTEN direkt an Baz bindet. Dies zeigt eine molekulare Verbindung des 

Phospho-Inositol-Signalweges mit dem PAR/aPKC-Komplex (von Stein et al., 2005). 

1.3.1 Die aPKM, eine konstitutiv aktive Form der DaPKC  

Neben ihrer Funktion in der Zellpolarität spielt eine Isoform der DaPKC, die aPKM, auch 

eine wichtige Rolle in der Gedächtnisentwicklung. Dabei beschreibt die Langzeit 

Potenzierung (LTP, long-term potentation) eine Modifizierung, die ein Neuron während der 

Stimulierung erfährt, so als würde das Neuron sich an die Stimulierung erinnern und ihr 

gegenüber immer empfindlicher werden. Bei der Weiterleitung von Reizen aktiviert eine 

Stimulierung von Synapsen Signaltransduktionskaskaden, wobei durch proteolytische 

Abspaltung der N-terminalen regulatorischen Domäne konstitutiv aktive Kinasen entstehen 

können. Dies ist bei der DaPKC der Fall. Bei der Aufrechterhaltung der LTP ist die PKM die 

einzige PKC, deren Level ansteigt und auch auf hohem Level erhalten bleibt. Während einer 

Langzeit Depression (LTD, long-term depression), in der die Sensivität reduziert ist, sinkt der 

Level von PKM. Untersuchungen in Drosophila mit verschiedenen Transgenen der DaPKC 

zeigten, dass die aPKM das Gedächtnis in Drosophila verstärkt. Hemmt man die DaPKC 

durch Chelerythrin, wird das Gedächtnis gehemmt, nicht aber der Lerneffekt (Drier et al., 

2002). Ähnliche Ergebnisse konnten auch in Säugern gezeigt werden (Ling et al., 2002). 

1.3.2 Der dynamische PAR/aPKC-Komplex 

Untersuchungen haben gezeigt, dass der Proteinkomplex aus Baz/Par-3, Par-6 und aPKC 

dynamisch ist und die Lokalisation der Proteine nicht unbedingt voneinander abhängig ist 

(Nam und Choi, 2003; Rolls et al., 2003; Harris und Peifer, 2004; Harris und Peifer, 2005). 

Dabei assoziiert Baz in Photorezeptorzellen oder Epithelzellen mit den Proteinen der ZA, und 

Par-6 und aPKC lokalisieren weiter apikal (Nam und Choi, 2003; Harris und Peifer, 2004; 

Harris und Peifer, 2005). Untersuchungen weisen darauf hin, dass Baz unabhängig von den 

anderen Komponenten zuerst apikal positioniert wird und dann nacheinander aPKC und Par-6 

rekrutiert werden (Harris und Peifer, 2005). Das zeigt sich auch in den NB. In par-6 mutanten 

NB ist Baz teilweise schwach apikal und aPKC cytoplasmatisch, und in baz Mutanten ist 
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Par-6 cytoplasmatisch (Petronczki und Knoblich, 2001). In den larvalen NB von aPKC 

Mutanten bleibt Baz am apikalen Cortex akkumuliert, wohingegen Par-6 cytoplasmatisch ist 

(Rolls et al., 2003). Dies deutet darauf hin, dass Baz/Par-3 nicht immer im Komplex mit 

aPKC und Par-6 assoziiert ist. In wandernden Astrozyten sind Par-6 und aPKC für die 

Zellpolarität notwendig, Par-3 ist jedoch nicht Teil dieses Komplexes (Etienne-Manneville 

und Hall, 2001). 

Die Aktivierung der aPKC erfolgt durch die Bindung der GTPase Cdc42 an Par-6 (Henrique 

und Schweisguth, 2003; Etienne-Manneville, 2004; Macara, 2004; Hurd und Margolis, 2005). 

Strukturanalysen haben gezeigt, dass, trotz der Cdc42-Bindung an Par-6, das PDZ-

Bindemotiv von Par-6 für Protein-Protein-Interaktionen mit anderen PDZ-Motiven immer 

noch zur Verfügung steht (Garrard et al., 2003). Dies ermöglicht eine räumliche Regulierung 

der aPKC durch Rekrutierung anderer Proteine und eine zeitliche Regulierung der aPKC 

durch Cdc42. Da Baz/Par-3, wie oben erwähnt, nicht immer im Komplex mit Par-6 und aPKC 

gebunden vorliegt, könnte dies als Anker für Par-6/aPKC dienen (Henrique und Schweisguth, 

2003). In MDCK Zellen konnte gezeigt werden, dass aPKC die Bindung an Par-3 durch 

Phosphorylierung der eigenen Bindungsstelle, S827, negativ reguliert (Nagai-Tamai et al., 

2002). Es ist möglich, dass der PAR/aPKC-Komplex in verschiedenen Formen besteht. Zum 

einem mit der inaktiven aPKC, in dem Baz nicht phosphoryliert ist. Durch die 

Phosphorylierung an S980 ist es dann möglich, dass eine Konformationsänderung erfolgt und 

Baz dissoziiert oder über die Bindung mit Par-6 oder eine andere Bindungsstelle mit der 

aPKC weiterhin im Komplex gebunden bleibt (Nagai-Tamai et al., 2002; Benton und St 

Johnston, 2003b). Es konnte gezeigt werden, dass Baz mit seiner zweiten und dritten PDZ-

Domäne an aPKC bindet (Wodarz et al., 2000). 

Des Weiteren konnte in MDCK Zellen gezeigt werden, dass für die Etablierung und 

Aufrechterhaltung der Zellpolarität die Phosphorylierung der Proteinkinase PAR-1b durch 

aPKC notwendig ist. An der TJ phosphoryliert aPKC PAR-1b an T595 und generiert dadurch 

Bindungsstellen für 14-3-3 an PAR-1b (Suzuki et al., 2004). 14-3-3 führt generell zu einer 

Veränderung der intrazellulären Lokalisation seines Bindungspartners (Tzivion et al., 2001) 

und dies führt zu einer Dissoziation beider Proteine von der Membran. Grundsätzlich gilt 

dieses Modell auch für Lgl in Drosophila Epithelien und NB (Betschinger et al., 2003; 

Hutterer et al., 2004), es konnte jedoch gezeigt werden, dass Lgl sich durch Phosphorylierung 

der aPKC an S656, S660 und S664 selbst inhibiert und ins Cytoplasma dissoziiert 

(Betschinger et al., 2003; Betschinger et al., 2005). Die Aufrechterhaltung der Zellpolarität 

über PAR-1 verläuft in Drosophila umgekehrt. Hier phosphoryliert PAR-1 Baz an S151 und 
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S1085 und generiert so Bindungsstellen für 14-3-3 an Baz (Benton und St Johnston, 2003b). 

Diese Bindung verhindert die notwendige Oligomerisierung von Baz und seine Assoziierung 

an aPKC (Benton und St Johnston, 2003a). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die 

intrazelluläre Domäne von Crb durch das Säugerhomolog PKC$ an T6 und T9 phosphoryliert 

wird und somit den Einfluss des Crb-Komplexes auf den Baz-Komplex kontrolliert (Sotillos 

et al., 2004). 

 

1.4 Themenstellung 

Die atypische Proteinkinase C ist in vielen Organismen und Zelltypen in den Prozessen der 

Zellpolarität, Zellproliferation und Apoptose involviert. Die aPKC kann mit der 

Pseudosubstratsequenz, die ihre eigene Aktivität reguliert, und einer Protein-Protein-

Interaktionsdomäne räumlich und zeitlich sehr gezielt Signalwege durch Phosphorylierung 

aktivieren oder hemmen. Einige Aktivatoren und Phosphorylierungsziele sowie teilweise die 

Rekrutierung der aPKC zu ihren Substraten bzw. umgekehrt, sind bekannt. Jedoch ist die 

genaue Funktion und Notwendigkeit der einzelnen Domänen in den verschiedenen Prozessen 

noch nicht aufgeklärt. Bisher ist nur ein Null-Allel der DaPKC bekannt, das sowohl Defekte 

in den Epithelien und auch Neuroblasten von homozygoten Larven zeigt. Durch molekulare 

und phänotypische Charakterisierung verschiedener DaPKC Allele, die durch EMS-

Mutagenese Punktmutationen in hochkonservierten Bereichen tragen oder durch P-Element 

Exzision genomische Deletionen aufweisen, sollte die spezifische Rolle der DaPKC in der 

Etablierung der Zellpolarität in Epithelien, Neuroblasten und während der Oogenese von 

Drosophila untersucht werden. Es wurde gezeigt, dass die DaPKC eine Komponente eines 

hochkonservierten Proteinkomplexes im apikalen Cortex von Epithelzellen und Neuroblasten 

ist. Baz und Par-6 sind weitere Komponenten dieses Komplexes, der sehr dynamisch ist und 

eine wichtige Rolle in der Etablierung der Zellpolarität einnimmt. Es sollte hier untersucht 

werden, in wieweit sich Baz und Par-6 in Bezug auf die mutante Form der DaPKC verhalten 

und welchen Einfluss die Mutationen in der DaPKC auf die Ausbildung und 

Aufrechterhaltung der Polarität haben. Hierfür wurden Klone erzeugt, in denen die mutante 

Form der DaPKC, nicht aber das wildtypische Protein exprimiert wurde, um so Aussagen 

über die Notwendigkeit der Kinaseaktivität der DaPKC und ihre Funktion als Gerüstprotein 

machen zu können. Des Weiteren wurde untersucht, in wieweit eine verkürzte Isoform der 

DaPKC, die in der Gedächtnisentwicklung involviert ist, an der Ausbildung der Zellpolarität 

beteiligt ist. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Chemikalien und allgemeine Materialien 

 

Alle Chemikalien wurden in der Qualität pro analysis von folgenden Firmen bezogen: 

Acros, Geel, Belgien; Baker, Deventer, Niederlande; Biomol, Hamburg; Bio-Rad, München; 

Difco, Detroit, USA; Fluka, Buchs, Schweiz; Gibco/BRL Life Technologies, Karlsruhe; 

Grüssing, Filsum; Merk, Darmstadt; Riedel-de Haên, Seelze; Roth, Karlsruhe; Serva, 

Heidelberg; Sigma-Aldrich, Steinheim 

 

Sämtliche Lösungen wurden mit demineralisiertem H2O angesetzt und gegebenenfalls 

autoklaviert oder sterilfiltriert. 

 

Enzyme für molekularbiologische Arbeiten wurden von folgenden Firmen bezogen: 

Boehringer/Roche Diagnostics, Mannheim; MBI Fermentas, St. Leon-Rot; New England 

Biolabs, Schwalbach/Taunus; Promega, Madison, USA 

 

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma SEQLAB, Göttingen, durchgeführt. 

 

2.1.1 Photoarbeiten und Bildbearbeitung 

Photolichtmikroskop  Axiophot2 und AxioImager, Zeiss, Oberkochen 

Konfokales Mikroskop Leica TCS NT, Leica, Heidelberg 

    Zeiss LSM 510 Meta, Zeiss, Jena 

Computersystem  Macintosh PowerPC, Apple, Ismaning 

Bildverarbeitung  Adobe Photoshop, Adobe Systems, San Jose, USA 

 

2.1.2 Bakterienstämme 

DH5"    Ampizillin-Resistenz 

BL21(DE3)   Ampizillin-Resistenz 

XL1-blue MRF’  Tetrazyklin-Resistenz 

DB 3.1    Chloramphenicol-Resistenz 
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2.1.3 Plasmid-Vektoren 

Die angegebenen Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet. 

Tabelle 2: Verwendete Plasmide. 

Plasmide Verwendungszweck 

pBlueskript KS (+) Subklonierung, Sequenzierung, (Stratagene, Heidelberg) 

pEntr Ausgangsvektor für Gateway Klonierung (Invitrogen) 

pAGW 
Zielvektor für Gateway Klonierung, 

N-terminales GFP unter Aktin-Promotor (Murphy lab), 

 

2.1.4 Oligonukleotide 

Die aufgeführten Oligonukleotide (BioTeZ, Berlin) wurden für DNA-Amplifikationen und 

Sequenzierungen eingesetzt. 

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide. Die orange unterlegten Primer wurden für die Sequenzierung der vier 
aPKCpsu Punktmutationen auf genomischer DNA verwendet und die gelb unterlegten Primer für die 
Sequenzierung auf cDNA-Ebene. Für die RT-PCR wurden die blau unterlegten Primer verwendet. 

Bezeichnung Sequenz 5’ & 3’ 

aPKC2579 ATATTTTACCCAGCTAGCAAATGC 

aPKC2955rev CGTAAAGTCGTATGGCCTCG 

aPKC3092rev AAATTACAATCGAAATTCCTTAACC 

aPKC11011 GCAGCAGCAACAGCAATCGCAGACCT 

aPKC12377rev CTGCCACCGCCCGAGTCA 

aPKC12596 TAGTACACGAGTGCATCCACTACG 

aPKC12706rev ATTGAAGCTGGTGCTGTGACATCTGCTGC 

aPKC14052rev AAGGCGGCCAGAAGTCATAGAGTG 

aPKC14913 AAAGTGGCTAATGAACACATTCTC 

aPKC15517 GTTCCAGCGTGCTTTCTGTGCC 

aPKC15643rev GCCATAAGCTTGTGCAGAAGCACTGC 

aPKC15828 GCCAGTATTCGCTGAACGACTTCG 

aPKC16443rev GGAGCCTCAGAGAATCCCGATC 

aPKC16457 GGAGCCTCAGAGAATCCCGATC 

aPKC16580rev TCGTCTTCTCCAGGATCACTTGG 

aPKC18302rev TGGAAGGCAAAACATGTGCTGC 
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2.2 Genetische Methoden 

2.2.1 Fliegenzucht 

Die verwendeten Stämme wurden bei 18°C, RT und 25°C auf einem wie in (Ashburner, 

1989) beschriebenen Standardmedium gehalten. Eiablagen wurden auf Apfelsaft-Agarplatten 

angesetzt, die zur Stimulation der Fliegen mit Hefe bestrichen wurden. 

Standardmedium: 356g Maisschrot, 47.5g Sojamehl, 84g Trockenhefe, 225g Malzextrakt, 75ml 10% Nipagin, 
22.5ml Propionsäure, 28g Agar, 20 g Zuckerrübensirup mit 4.9l Wasser auffüllen. 

 

2.2.2 Fliegenstämme 

In der folgenden Tabelle sind alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Fliegenstämme 

zusammengefasst.  

Tabelle 4: Verwendete Fliegenstämme für die hier durchgeführten Versuche. 

Bezeichnung Genotyp Beschreibung Referenz 

DaPKCk06403 
y

1
 w

67c23
; P[w

+
 

DaPKC
k06403

]/CyO 

P-Element Insertion in 
51D7-8, im dritten Intron 
der DaPKC 

Bloomington 
#10622 

DaPKCrev48 
y

1
 w

67c23
; P[w

+
 

DaPKC
k06403

]rev/CyO 

Revertanter Stamm durch 
Mobilisierung des 
P-Elementes 

Wodarz 

DaPKCrev55 
y

1
 w

67c23
; P[w

+
 

DaPKC
k06403

]rev/CyO 

Revertanter Stamm durch 
Mobilisierung des 
P-Elementes 

Wodarz 

DaPKCrev56 
y

1
 w

67c23
; P[w

+
 

DaPKC
k06403

]rev/CyO 

Revertanter Stamm durch 
Mobilisierung des 
P-Elementes 

Wodarz 

DaPKCk06403, 
FRT42B 

w; FRTG13 P[>w
+
>, 

FRT] 42B, l(2)k06403, c, 

px, sp/CyO, P[hs-hid, w
+
] 

P-Element Insertion in 
51D7-8, im dritten Intron 
der DaPKC 

Luschnig et al., 
2004 

DaPKCpsu69 w; FRTG13 P[>w
+
>, 

FRT] 42B, l(2)k06403, c 

/CyO, P[hs-hid, w
+
] 

Durch EMS-Mutagenese 
entstandenes DaPKC-
Allel, C122Y 

Luschnig et al., 
2004 

DaPKCpsu141 w; FRTG13 P[>w
+
>, 

FRT] 42B, l(2)k06403, c, 

px, sp/CyO, P[hs-hid, w
+
] 

Durch EMS-Mutagenese 
entstandenes DaPKC-
Allel, F432I 

Luschnig et al., 
2004 

DaPKCpsu265 w; FRTG13 P[>w
+
>, 

FRT] 42B, l(2)k06403, c, 

px, sp/CyO, P[hs-hid, w
+
] 

Durch EMS-Mutagenese 
entstandenes DaPKC-
Allel, A291V 

Luschnig et al., 
2004 

DaPKCpsu417 w; FRTG13 P[>w
+
>, 

FRT] 42B, l(2)k06403, c, 

px, sp/CyO, P[hs-hid, w
+
] 

Durch EMS-Mutagenese 
entstandenes DaPKC-
Allel, G347N 

Luschnig et al., 
2004 

Df Jp1 W
a
N

fa-g
; Df (2R)Jp1 Defizienz im Bereich der 

DaPKC, Bruchpunkte 
51D03-08;52F05-09 

Bloomington 
#3518 



Material und Methoden 

 21 

Par6'226 w DmPar6$226
 P[w

+
, 

FRT]9-2/FM7c ftz:lacZ 

Deletion der Amino-
säuren 1-121 in DmPar6 

Petronczki und 
Knoblich, 2001 

ovo FRT 18E ovo
D2

 v
24

 P[w
+
, FRT]9-

2/C(1)DX, y
1
f
1
/Y; P[ry

+
, 

hs-Flp]38 

Zur Erzeugung von 
Keimbahnklonen 

Bloomington 
#1843 

ovo FRT 42B P[w
+mW

, FRT]G13 

P[w
+mC

, ovo
D1-18

]2R 

/T(1;2)OR64/CyO 

Zur Erzeugung von 
Keimbahnklonen 

Boomington 
#4434 

FRT 2R GFP w
1118

; P[w
+
, FRT]G13 

P[Ubi-GFP.nls]2R1 

P[Ubi-GFP.nls]2R2 

Zur Erzeugung von 
Keimbahnklonen 

Bloomington 
#5826 

FRT 2L2R w
1118

; P[neoFRT]40A 

P[FRT, w]G13/CyO 

Zur Erzeugung 
Keimbahnklonen 

Bloomington 
#8217 

ywhs-Flp; 
Sco/CyO 

P[hsFlp]12, y
1
, w

1118
; 

noc
Sco

/CyO 

Zur Erzeugung von 
Keimbahnklonen 

Bloomington 
#1929 

 

2.2.3 Erzeugung von Keimbahnklonen 

Die Technik zur Herstellung von Keimbahnklonen ist vor allem dann hilfreich, wenn 

homozygot mutante Tiere nicht lebensfähig sind. Hierbei wird dann in heterozygot mutanten 

Tieren eine homozygot mutante Keimbahn erzeugt und so die maternale Komponente 

ausgeschaltet. So können Aussagen darüber gemacht machen, ob und in wieweit das Gen für 

die Oogenese oder die frühe Entwicklung des Embryos notwendig ist. Die Klone in der 

Keimbahn werden mit Hilfe des FLP-FRT-Systems erzeugt (Chou und Perrimon, 1992). 

2.2.3.1 Das FRT-FLP-System 

Zur Herstellung von Keimbahnklonen wird das FRT (flipase recombination target)–FLP 

(Flipase)-System aus der Hefe verwendet. Das FRT besteht aus 599bp invertierten 

Sequenzwiederholungen. Die Flipase, hier unter Kontrolle eines Hitzeschock-Promotors, 

katalysiert eine Rekombination spezifisch zwischen den Stellen, die eine FRT-Sequenz 

tragen. In heterozygoten Fliegen mit FRT-Sequenzen kann die Flipase eine mitotische 

Rekombination zwischen diesen beiden Chromosomen auslösen, so dass homozygote Zellen 

entstehen (Golic und Lindquist, 1989). 

2.2.3.2 Erzeugung von ovoD- und GFP-Keimbahnklonen 

Kreuzungen zur Erzeugung von ovoD- und GFP-Keimbahnklonen wurden durchgeführt, um 

Embryonen zu erhalten, die das FRT mit einer Sterilmutation oder einem GFP-Transgen-

Konstrukt als Marker transheterozygot zu einem Allel der DaPKC tragen. Die Flipase auf 

dem ersten Chromosom katalysiert dann während des zweiten Larvenstadiums die mitotische 

Rekombination zwischen den FRT-Sequenzen (Abbildung 7). 
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Abbildung 7: Kreuzungen zur Herstellung von GFP- und ovo
D
-Keimbahnklonen. 

 

In den sich entwickelnden heterozygoten Tieren entsteht dann eine für das DaPKC Allel 

homozygot mutante Keimbahn. Die dominante, weibliche Sterilmutation, ovo
D, führt später 

dazu, dass die Entwicklung der Eikammern, die homozygot oder heterozygot für ovo
D sind, 

abbricht. Es können sich nur Eikammern weiterentwickeln, die homozygot mutant für das 

DaPKC Allel sind. Sollte auch hier die Oogenese abbrechen, so ist dies auf das mutante Allel 

zurückzuführen. Nach dem gleichen Modell werden GFP-markierte Keimbahnklone erzeugt. 

Anstelle der Sterilmutation wird ein GFP-Transgen-Konstrukt als Marker verwendet. 

Eikammern, die homozygot oder heterozygot für das GFP-Transgen sind, tragen auch 

mindestens eine wildtypische Kopie des DaPKC Allels. Nur Eikammern, die das GFP nicht 

exprimieren, sind homozygot mutant für das Allel und können auf diese Weise selektiert 

werden (Abbildung 8). 

Zur Induktion der Flipase wird ein Hitzeschock bei 37°C im zweiten Larvenstadium und 24h 

später noch einmal für jeweils 2h im Wasserbad durchgeführt. 
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Abbildung 8: Mitotische Rekombination zur Erzeugung von ovo

D
- und GFP-Keimbahnklonen. Die Flipase 

katalysiert, durch einen Hitzeschock induziert, die Rekombination zwischen den FRT-Sequenzen. Die durch den 
grünen Stern markierte dominante, weibliche Sterilmutation verhindert die Oogenese in den Cystoblasten, die 
noch eine wildtypische Kopie für eine rezessive Letalmutation (m) tragen. Nur der Cystoblast, der durch die 
mitotische Rekombination homozygot für die Mutation (m) ist und keine Sterilmutation trägt, kann die 
Oogenese weiter durchlaufen, es sei denn, die Mutation selbst führt zu Defekten in der Oogenese. Für die GFP-
Keimbahnklone markiert der grüne Stern GFP, das in dem homozygot mutanten Cystoblast fehlt. 

 

2.2.3.3 Erzeugung von Zellklonen in Follikelzellen 

Die Follikelzellen, die die Keimzellen umgeben, sind somatischer Herkunft und sind bei der 

Erzeugung von Keimbahnklonen nicht betroffen. Klone im Follikelepithel werden in 

ähnlicher Weise erzeugt, wie die Keimbahnklone. Für die Follikelzellklone wird der 

Hitzeschock von 37°C bei 3-5 Tage alten Fliegen für 1h durchgeführt. In einem Zeitraum von 

3-5 Tagen nach dem Hitzeschock werden die Ovarien präpariert. Auch hier weist der Verlust 

des GFP-Transgen-Konstruktes auf homozygot mutante Zellklone hin. 
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2.3 Histologische Methoden 

2.3.1 Kutikula Präparation 

Die Embryonen (Wildtypen 24h, Mutanten 48h) werden zunächst mit H2O gewaschen und 

dann mit 50% Na-Hypochlorit für 5min dechorionisiert. Nach fünf weiteren, kurzen 

Waschungen werden die Embryonen mit einem Pinsel auf einen Objektträger überführt und in 

Hoyers Medium/Lactat eingedeckelt. Die Klärung der Präparate erfolgt über Nacht bei 65°C. 

2.3.2 Antikörperfärbung an Embryonen 

Wie bei der Kutikula-Präparation werden die Embryonen zunächst mit H2O gewaschen, mit 

NaOCl dechorionisiert und erneut gewaschen. Die Embryonen werden dann für 15min in 

Szintillationsröhrchen in einem 1:1 Gemisch aus  4% Formaldehyd in PBS (10x PBS: 1.3M 

NaCl, 70mM Na2HPO4, 30mM NaH2PO4) und Heptan fixiert. Die Fixierung führt zu einer 

Vernetzung des Gewebes und zu einer Hemmung der Proteasen durch Formaldehyd, das auch 

die Proteine durch Bindung an die NH3-Gruppen bindet und stabilisiert. Das Fixativ (untere 

wässrige Phase) wird abgesaugt und ein Volumen Methanol zugegeben. Durch 30sec langes 

Schütteln werden die Embryonen devitellinisiert. Die abgesunkenen Embryonen werden in 

ein Eppendorfgefäß überführt und zweimal kurz mit Methanol gewaschen. Nach sechs 

Waschungen für jeweils 10min in PBT (PBS mit 0.1% Tween 20) erfolgt die Vorinkubation 

in Blockierlösung (5% Normal Horse Serum in PBT) für 30min, um unspezifische 

Bindungsstellen für die Antikörper abzublocken. Der erste Antikörper wird über Nacht bei 

4°C verdünnt in Blockierlösung zu den Embryonen gegeben. Nach mehreren Waschschritten 

(6x 10min) werden die Embryonen mit dem zweiten Fluoreszenz-Antikörper verdünnt in 

Blockierlösung für 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach wiederholten Waschschritten (6x 

10min) werden die Embryonen in Mowiol/DABCO (1,4-DIAZABICYCLO(2.2.2)OCTANE) 

eingedeckelt. 

Mowiol: 5g Elvanol (Mowiol Höchst) werden in 20ml PBS pH 7.4 gelöst. 10ml Glycerin werden hinzugegeben 
und für 16h gerührt. Es wird für 15min bei 12000rpm zentrifugiert und der Überstand verwendet. Zur 
Anwendung wird eine Spatelspitze DABCO gegen das Ausbleichen hinzugegeben und für 30min auf den 
Taumler gestellt. 
 

2.3.3 Antikörperfärbung an Ovarien 

Die Ovarien werden in PBS oder PO4 (0.1M Phosphatpuffer pH 7.2, 68.4ml 1M Na2HPO4 

und 31.6ml 1M NaH2PO4 ad 1000ml) präpariert und, mit Hilfe einer mit NHS abgesättigten 

1000!l Spitze, durch Hoch und Herunterziehen in der Pipette vereinzelt. Sie werden dann 

15min fixiert (4% Formaldehyd in PBS) und anschließend 3x 10min in PBT oder PO4T (PO4 
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mit 0.1% Tween 20) gewaschen. Das Blocken wird in 5% NHS in PBS bzw. PO4 + 0.5% 

Triton X-100 für 3h bei RT oder über Nacht bei 4°C durchgeführt. Die Inkubation des ersten 

Antikörpers erfolgt über Nacht bei 4°C. Nach wiederholten Waschungen (5x 10min) mit PBT 

bzw. PO4T erfolgt die Inkubation des zweiten Fluoreszenz-Antikörpers für 2h bei RT. Die 

Ovarien werden nach mehreren Waschungen (4x 10min) ebenfalls in Mowiol/DABCO 

eingedeckelt. 

2.3.4 Antikörperfärbung an Schneider Zellen 

Für die Antikörperfärbung werden je ein Tropfen Zellen zusammen mit S2-Medium auf ein 

mit Poly-L-Lysin beschichtetes Chamberslide gegeben. Innerhalb der nächsten 3h setzen sich 

die Zellen ab und bleiben am Boden haften. Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen 

und dann für 10min mit 4% Formaldehyd fixiert. Nach dreimaligem vorsichtigem Waschen 

mit PBS bleiben die Zellen noch für 30min in Blockierlösung (5% NHS in PBS). Dann 

erfolgt die Inkubation des ersten Antikörpers in Blockierlösung für 1h. Nach dreimaligem 

Waschen folgt der zweite Antikörper und nach wiederholtem Waschen werden die 

Kammerwände abgebrochen, das Gummi vorsichtig entfernt und die Zellen in 

Mowiol/DABCO eingedeckelt. 

2.3.5 Verwendete Antikörper 

Für die Färbungen werden folgende Primär- und Sekundärantikörper verwendet. 

Tabelle 5: Verwendete Primärantikörper. Aufgelistet sind hier die verschiedenen Primärantikörper für die 
Färbungen an den Embryonen und Ovarien und für den Immunoblot. 

Epitop Organismus Bezeichnung Verdünnung Hersteller/Zitat 

aPKC Kaninchen nPKC $ (C20) 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
#sc-216 

p-aPKC Kaninchen phospho-nPKC$ (T410) 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
#sc-12894-R 

aPKC Kaninchen PKCsigma 1:1000 Sigma #P0713 

Bazooka Kaninchen, Ratte Baz N-Terminus 1:1000 Wodarz et al., 1999 

Neurotactin Maus BP 106 1:5 Hortsch et al., 1990 

DE-Cadherin Ratte DCAD 2 1:20 Uemura et al., 1996 

Crumbs Maus, Ratte cq 4, F1  1:10, 1:500 Tepass und Knust, 1993 

Armadillo Maus 7A1 1:50 Peifer et al., 1994 

Inscuteable Kaninchen Insc 1:1000 Kraut et al., 1996 

Discs large Kaninchen Dlg 1:1000 Woods und Bryant, 1991 

Staufen Kaninchen Staufen 1:500 St Johnston et al., 1991 

Gurken Maus 1D12 1:20 DSHB, Queenan et al., 1999 

Miranda Meerschweinchen Miranda-120 1:1000 A. Wodarz 

Par6 Meerschweinchen Par6 1:1000 A. Wodarz 
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Aktin Kaninchen Aktin 1:2000 Sigma #A2066 

Orb Maus 4H8 1:20 DSHB, Lantz et al., 1994 

F-Actin  rhodamin-phalloidin 1:1000 Molecular Probes 
#R415 

Lgl Kaninchen Lgl 1:100 Betschinger et al., 2003 

p-Lgl Kaninchen phospho-Lgl 1:200 Betschinger et al., 2003 

Vasa Ratte Vasa 1:5000 Tomancak et al., 1998 

GFP Kaninchen GFP 1:2000 Molecular Probes 
#A11122 

!-Gal Kaninchen !-Galaktosidase 1:50 MP Biomedicals 
#55976 

E7 Maus !-Tubulin 1:500 DSHB, Chu und 
Klymkowsky, 1989 

 

Tabelle 6: Verwendete Sekundärantikörper. Aufgelistet sind hier die verschiedenen Sekundärantikörper für 
die Färbungen an den Embryonen, Ovarien und Zellen. Bei Doppelfärbungen werden die Sekundärantikörper 
mit verschiedenen Konjugaten eingesetzt. 

Name Konjugat Verdünnung Hersteller 

Esel-"-Kaninchen Cy2, Cy3 1:200 Dianova 

Ziege-"-Kaninchen Cy5 1:200 Dianova 

Esel-"-Ratte Cy2, Cy3 1:200 Dianova 

Ziege-"-Ratte Cy5 1:200 Dianova 

Esel-"-Maus Cy2, Cy3 1:200 Dianova 

Ziege-"-Maus Cy5 1:200 Dianova 

Esel-"-Meerschweinchen Cy2, Cy3 1:200 Dianova 

Ziege-"-Meerschweinchen Cy5 1:200 Dianova 

Ziege-"-Kanninchen HRP 1:10000 Dianova 

Ziege-"-Meerschweinchen HRP 1:10000 Dianova 

Ziege-"-Ratte HRP 1:10000 Dianova 

 

2.3.6 DNA-Fluoreszenz-Markierung 

Die DNA-Markierung kann mit dem Fluoreszenzmarker Yoyo-1 durchgeführt werden. Dafür 

werden Dnase-freie RNase (10!g/ml) und Yoyo-1 (1:10000) während der Inkubation mit dem 

zweiten Antikörper hinzugegeben. 

DAPI ist ein weiterer DNA-Marker, der innerhalb kurzer Zeit an DNA bindet. Sein Vorteil 

liegt darin, dass es durch die Zellmembran geht und somit auch lebende Zellen anfärbt. 

Zudem liegt sein Emissionsmaximum im kurzwelligem Bereich und daher treten kaum 

Überlappungen mit anderen bekannten Farbstoffen auf, die ihr Emissionsmaximum im 

längerwelligen Bereich haben. DAPI interkaliert auch in RNA, jedoch ist die Emission in 

einem anderen Maximum als DNA, daher kann man spezifisch DNA anfärben. 
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2.3.7 GFP-Kernfärbung 

Beim GFP (green fluorescent protein) handelt es sich um ein Protein aus der Qualle Aequorea 

victoria, das durch UV-Licht angeregt grün leuchtet. Das hier verwendete Ubi-GFP Transgen 

zur Unterscheidung der unter 2.2.3.2 erzeugten Klone trägt eine nls (nuclear localisation 

signal)-Sequenz und wird unter dem ubiquitin-Promotor getrieben. Ubiquitin wird in allen 

Zellen exprimiert. Durch die nls-Sequenz wird das GFP dann in den Kern transportiert und 

färbt so die Kerne an. Das GFP ist nicht toxisch, und seine Expression stört weder das 

Zellwachstum noch die Funktion (Yeh et al., 1995). 

2.3.8 TUNEL-Färbung 

Bei der Apoptose findet eine DNA-Fragmentierung durch Endonukleasen statt. Diese 

Nukleasen degradieren die höher geordnete Chromatinstruktur in 50 bis 300kb Fragmente und 

anschließend in kleine DNA Stücke von ungefähr 200bp Länge. Beim TUNEL (TdT-

mediated dUTP nick end labeling) katalysiert TdT (terminale Desoxynukleotidyl-Transferase) 

die Anheftung von fluoreszierenden dUTP an das 3’OH-Ende von doppelsträngiger oder 

einzelsträngiger DNA. So ist es dann möglich, im Zellverband in einzelnen Zellen Zelltod 

nachzuweisen. Die TUNEL-Färbung erfolgt mit dem TUNEL assay kit von Roche 

Boehringer Mannheim nach Angaben des Herstellers. 

 

2.4 Molekularbiologische Methoden 

2.4.1 Isolierung genomischer DNA aus Drosophila 

Alle Schritte der DNA-Isolierung erfolgen, falls nicht anders erwähnt, auf Eis. Ein 

Eppendorfgefäß mit ca. 50 Fliegen wird für 10min in flüssigen N2 getaucht. Nach einigen 

Sekunden, damit der Puffer nicht direkt gefriert, werden 200!l Puffer A (100mM Tris pH 7.5, 

100mM EDTA, 100mM NaCl, 0.5% SDS) in das Eppendorfgefäß gegeben und die Fliegen 

mit einem Biovortexer (Biospec Products, Bartlesville, USA) für 2min zermörsert. Daraufhin 

werden wieder 200!l Puffer A dazu gegeben und die Fliegen für weitere 2min zermörsert. 

Dann erfolgt eine Inkubation für 30min bei 65°C. Das im Puffer gelöste SDS ist ein 

Detergenz, das Proteine denaturiert, indem es durch Wechselwirkung seines hydrophoben 

Teils mit dem Rückgrat der Proteine eine Dissoziation dieser in ihre Untereinheiten bewirkt. 

EDTA ist ein Chelator, der zweiwertige Kationen komplexiert und so DNAsen hemmt, da sie 

Mg2+ benötigen. Schließlich werden 800!l einer LiCl/KAc-Lösung (1Teil 5M KAc/2.5Teile 

6M LiCl) dazugegeben und für 30min auf Eis gestellt, um die Proteine zu fällen. Es findet 
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dann eine Zentrifugation mit 13000rpm für 15min bei RT statt. 1ml des Überstandes werden 

mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze abgenommen, um eine mechanische Zerkleinerung 

der DNA zu verhindern, und in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Sollte der Überstand 

nicht klar sein, wird erneut zentrifugiert. Dann werden 600!l Isopropanol zum Fällen der 

DNA hinzugegeben. Die DNA ist normalerweise in Wasser gelöst, das eine Hydrathülle um 

die DNA bildet und sie so in Lösung hält. Durch die Zugabe von hohen Mengen an Salzen 

lagert sich viel Salz an die DNA an. Der zugegebene Alkohol verdrängt das Wasser, und die 

DNA kann mit dem Salz ausfallen. Es bildet sich ein Pellet nach einer Zentrifugation mit 

13000rpm für 15min bei RT. Der Überstand wird vorsichtig abgenommen, und die DNA mit 

70% Ethanol gewaschen. Darin können sich die an der DNA angelagerten Salze lösen. Nach 

dem Trocknen wird die DNA in 50!l TE-Puffer pH 8.0 (10mM Tris, 1mM EDTA) gelöst und 

bei 4°C gelagert. Zur RNAse-Behandlung wird 0.1mg/ml RNAse A zu der gelösten DNA 

gegeben und für 30min bei 37°C inkubiert. 

2.4.2 Isolierung von polyA+-RNA 

Nach der Transkription wird an das 3‘-Ende eukaryotischer mRNA eine Sequenz von Poly-

Adenosin fusioniert. Dieses Merkmal der Poly-A-Sequenz ermöglicht es, die mRNA aus 

Geweben und einem RNA-Gemisch zu isolieren. Der Anteil der mRNA an der Gesamt-RNA 

beträgt ca. 2%. Die Isolierung erfolgt nach dem !MACS mRNA Isolation Kit der Firma 

Miltenyi Biotec. Das Prinzip beruht auf Oligo-dT-Sequenzen, die an magnetische Kügelchen 

gebunden sind. Gibt man das Zelllysat hinzu, bindet der Poly-A-Schwanz der mRNA-

Moleküle an die Oligo-dT-Sequenzen und wird an die Kügelchen gekoppelt. Zunächst 

erwärmt man den Lysis- und Wasch-Puffer auf RT und den Elutions-Puffer auf 65°C. Bis zu 

30mg Material (hier Köpfe von Fliegen) wird dann im Mörser mit flüssigem N2 

homogenisiert und mit 1ml Lysis-Puffer versetzt für 3min gevortext. Es wird dann kurz für 

3min bei 13000rpm zentrifugiert und der Überstand auf eine Säule gegeben, um die 

Viskosität zu reduzieren. Es wird dann nochmals unter den gleichen Bedingungen 

zentrifugiert und der Überstand mit 50!l "Oligo-dT-MicroBeads" gemischt. Dies wird dann 

auf eine mit 100!l Lysis-Puffer äquilibrierte MACS Säule Type ! gegeben und die Säule 

zweimal mit 200!l Lysis-Puffer, um Proteine und DNA zu entfernen, und viermal mit je 

100!l Wasch-Puffer, um rRNA und DNA zu entfernen, gewaschen. Die mRNA wird in 120!l 

vorgeheiztem Elutions-Puffer eluiert. Der zweite bis vierte Tropfen, der aus der Säule kommt, 

wird aufgefangen und sollte ca. 90% der isolierten mRNA in einem Volumen von 75!l 

enthalten. Die mRNA wird entweder direkt  weiter verwendet oder bei -70°C eingefroren. 
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2.4.3 Präparation von Plasmid-DNA 

Bei der Schnellpräparation in kleinem Maßstab (Minipräp) werden 1ml einer Übernachtkultur 

für 30sec bei 13000rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 150!l Puffer S1 (50mM Tris pH 8.0, 

10mM EDTA, 100!g RNAse A/ml) resuspendiert, mit 150!l Puffer S2 (20mM NaOH, 1% 

SDS) invertiert und für 2min inkubiert. Nach Zugabe von 150!l Puffer S3 (3.0M KAc pH 

5.5)  wird invertiert und für 10min bei 13000rpm zentrifugiert. Der Überstand wird mit 300!l 

Isopropanol für 30min bei 13000rpm gefällt und das DNA-Pellet mit 70% Ethanol 

gewaschen, getrocknet und in 20!l H2O aufgenommen. 

Die Präparation von Plasmid-DNA in größerem Maßstab (Midipräp) wurde nach Angaben 

das Herstellers mit dem Nucleobond AX Kit, Macheray-Nagel, Düren, durchgeführt. 

2.4.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgt in der Regel mit einem 

Photometer, wobei reine DNA bei einer Wellenlänge von 260nm ihr Maximum an Absorption 

zeigt. Da Proteine bei 280nm absorbieren, lässt sich aus dem Quotienten dieser Werte auch 

die Reinheit der DNA bestimmen. 

2.4.5 Transformation elektrokompetenter Zellen 

Plasmide, die durch Isolation oder Ligation gewonnen werden, werden in Bakterien 

transformiert, um sie zu vervielfältigen. Die Transformation kann durch Elektroporation 

durchgeführt werden. Zunächst werden eine Eletroküvette und 50!l der elektrokompetenten 

Zellen (XL-1 blue) auf Eis gestellt und 100ng der Plasmid-DNA auf die Zellen gegeben, 

vorsichtig vermischt, in die Küvette überführt und bei 1,8 kV mit dem MicroPulser von 

Biorad transformiert. Es werden dann 500!l LB-Medium (10g Bacto-Trypton, 5g Hefe-

Extrakt, 10g NaCl auf 1l auffüllen) in die Küvette gegeben und die transformierten Zellen 

resuspendiert. Die Zellen werden dann auf eine LB-Agar-Platte mit Antibiotikum (z. B. 

100!g/ml Ampicillin) ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

2.4.6 Transformation chemisch kompetenter Zellen 

Die Transformation von Plasmid-DNA kann auch durch einen Hitzeschock in chemisch 

kompetente Zellen (XL-1 blue) erfolgen. Hierfür werden 50!l der chemisch kompetenten 

Zellen auf Eis gestellt und 100ng Plasmid-DNA hinzugegeben. Zellen und Plasmid werden 

für 45sec einem Hitzeschock von 42°C unterzogen. Die Zellen werden anschließend auf Eis 

gestellt, in 500!l LB-Medium resuspendiert, eine LB-Agar-Platte mit Antibiotikum 

ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
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2.4.7 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Das Prinzip der PCR ist die Vermehrung eines DNA-Abschnittes zwischen zwei 

Oligonukleotid-Primern, die gegenläufig an komplementäre DNA-Stränge binden. 

Voraussetzung für den Einsatz von PCR-Methoden ist die Information über die Nukleotid-

Sequenzen beiderseits des interessierenden DNA-Abschnittes und die Verfügbarkeit von 

geeigneten Oligonukleotiden. Die PCR besteht aus drei Schritten. Bei der Denaturierung wird 

die DNA durch Erhitzen auf 95°C aufgetrennt. Beim Annealing paaren sich die Primer mit 

der einzelsträngigen DNA, und bei der Elongation erfolgt die Synthese des Stranges bei 72°C, 

da hier die Taq Polymerase ihr Optimum hat. Die DNA-Polymerase heftet Nukleotide an die 

3’-OH-Primer-Enden und synthetisiert komplementäre DNA-Sequenzen. Diese Zyklen 

(Denaturierung, Annealing/Hybridisierung, Synthese) werden mehrmals wiederholt, so dass 

geringe Mengen einer DNA-Sequenz um das millionenfache amplifiziert werden können. Im 

Gegensatz zu der Pfu-Polymerase, die für Klonierungen verwendet wird, hat die Taq-

Polymerase keine Korrekturaktivität, die Amplifikate sind also nicht zu 100% identisch. 

2.4.8 RT-PCR 

Bei der RT-PCR geht der eigentlichen PCR eine reverse Transkription (RT) voraus, in der 

ausgehend von polyA+-RNA einzelsträngig DNA gebildet wird. Ermöglicht wird dies durch 

reverse Transkriptasen aus RNA-enthaltenden Retroviren wie z.B. dem avian myeloblastosis 

virus (AMV), dem Moloney murine leukemia virus (MMLV) oder dem human 

immunodeficiency virus (HIV). Neben ihrer RNA-abhängigen DNA-Polymerase-Funktion 

besitzen diese eine RNase H-Aktivität zum Abbau der RNA im entstehenden RNA-DNA-

Hybrid. Für die RT-PCR wurde das OneStep RT-PCR Kit der Firma QIAGEN, Hilden, nach 

Herstellerangaben verwendet. 

2.4.9 In-vitro-Transkription zur Synthese dsRNA für RNA-Interferenz (RNAi) 

Für die RNAi in S2-Zellen wurde zunächst ein DNA-Abschnitt der PDK-1 amplifiziert. Dabei 

wurden Primer verwendet, die die Sequenz für die Bindung der T7-Polymerase beinhalten. 

Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde für die in-vitro-Transkription (Ambion) zur 

Herstellung einzelsträngiger RNA (ssRNA) verwendet und nach Angaben des Herstellers 

durchgeführt. 

    2!l 10x Puffer 
    8!l rNTPs 
    2!l Enzym-Mix 
    7!l DNA (1!g) 
    1!l Nuclease freies Wasser (ad 20!l) 
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Die Synthese erfolgt in einem Reaktionsgefäß bei 37°C für 3h, anschließend wird der 

Reaktionsansatz mit 1!l DNAse versetzt und bei 37°C für 45min inkubiert und nach einer 

Phenol/Chloroform-Aufreinigung in 25!l DEPC-H2O aufgenommen. Um doppelsträngige 

RNA (dsRNA) zu erhalten wird die ssRNA zunächst für 30min auf 65°C erhitzt. Beim 

langsamen Abkühlen auf RT lagern sich die ssRNA-Moleküle aneinander an und liegen so als 

dsRNA vor. 

2.4.10 Gelelektrophorese 

Bei der Gelelektrophorese werden geladene Moleküle in einem elektrischen Feld aufgetrennt. 

Die DNA ist durch das Phosphatrückgrat insgesamt negativ geladen und wandert daher zur 

Anode. Die Auftrennung findet in einer Matrix (hier Agarose) statt, die wie ein Molekularsieb 

wirkt. Kleine Moleküle bewegen sich schneller hindurch als große. Agarose ist ein aus Algen 

gewonnenes pulvriges Polysaccharid, das sich unter anderem in TAE-Puffer (40mM Tris-Ac, 

1mM EDTA pH 8.0) beim Erhitzen löst und beim Erkalten zu einem Gel erstarrt. Bei einer 

Agarosekonzentration von 0,8% liegt der Auftrennungsbereich linearer DNA bei ca. 0.5-

10kb. Vor dem Auftragen werden die DNA-Proben mit Blaumarker (0.09% Bromphenolblau, 

60% Glycerin, 60mM EDTA) versetzt, damit die Probe in die Tasche absinkt und verfolgt 

werden kann, wie weit die kleineren Moleküle im Gel schon gelaufen sind. DNA-Moleküle 

werden im Gel durch Ethidiumbromid sichtbar, das zwischen die Basenpaare interkaliert und 

durch Anregung im UV-Bereich fluoresziert. Die DNA-Moleküle werden in der Regel für ca. 

20min bei 110V gelelektrophoretisch aufgetrennt. 

2.4.11 Gelelution 

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des 

Nucleospin Extract Kit, Macherey-Nagel, Düren nach Angaben des Herstellers. 

2.4.12 Erzeugung spezifischer Punktmutationen in Vektoren 

Hier wird das QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, LaJolla, USA) 

verwendet, um definiert Punktmutationen in Vektoren herbeizuführen. Einzelne 

Punktmutationen können zum Aminosäureaustausch auf Proteinebene führen. Mittels PCR 

wird durch Primer, die Mutationen tragen, der ursprüngliche Vektor und somit bei späterer 

Expression des Vektors auch die Aminosäuresequenz verändert. Template für die PCR ist der 

pBS KS (+), der die aPKC als komplette cDNA enthält. Die PCR für vier verschiedene  

Vektoren erfolgt mit folgenden HPLC-aufgereinigten Primern: 
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sdm69mutfor  5’ CGG GAT TGT CTT ACG ATG GCG AAG ATC GCA GC 3’ 

sdm69mutrev  5’ GCT GCG ATC TTC GCC ATC GTA AGA CAA TCC CG 3’ 

sdm141mutfor  5’ GAC ACC ACC TCC ACA ATC TGC GGT ACA CCC 3’ 

sdm141mutrev 5’ GGG TGT ACC GCA GAT TGT GGA GGT GGT GTC 5’ 

sdm265mutfor  5’ GCA CAC GGC GCA TCT ACG TCA TGA AGG TGA 3’ 

sdm265mutrev 5’ TCA CCT TCA TGA CGT AGA TGC GCC GTG TGC 3’ 

sdm417mutfor  5’ CGA GTT TGT GCG CGA TGG CGA TTT GAT GTA CCA C 3’ 

sdm417mutrev 5’ GTG GTA CAT CAA ATC GCC ATC GCG CAC AAA CTC G 3 

 

PCR-Programm 

Schritt Temperatur Zeit 

1 95°C 30sec 
2 95°C 30sec 
3 55°C 1min 
4 68°C 5,5min 
5 gehe nach  Schritt 2 12x 
6 4°C ( 
7  Ende 

 

Nach der PCR werden noch jeweils 1!l DpnI hinzu gegeben und für 1h bei 37°C inkubiert 

um den nicht methylierten Template-Strang abzubauen. Für die Transformation mit chemisch 

kompetenten XL1-blue Zellen wird jeweils 1!l (10U/!l) eingesetzt. Nach der Transformation 

werden die Zellen in NZY+-Puffer (1g casein hydrolysate, 0.5g Hefeextract, 0.5g NaCl mit 

H2O auf 100ml auffüllen, vor Gebrauch 2ml 1M Glucose, 1.25ml 1M MgCl2, 2.5ml 0.5M 

MgSO4 noch sterilfiltriert hinzufügen) aufgenommen und auf Ampizilin-resistenten LB-Agar-

Platten ausgestrichen.  

2.4.13 Gateway Technologie 

Die Gateway Technologie (Invitrogen) ermöglicht eine schnelle und effiziente Klonierung 

von Sequenzen aus einem Ausgangsvektor in Zielvektoren mit diversen Tags. Es gibt eine 

große Auswahl an Vektoren, um sein gewünschtes Protein mit verschiedenen N- und 

C-terminalen Tags zu exprimieren. Im Vergleich zur herkömmlichen Klonierung mit 

Restriktionsenzymen und Ligasen beruht die Gateway Technologie auf sequenzspezischer 

Rekombination, die durch Enzyme des Bakteriophagen Lambda katalysiert wird. 
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2.4.13.1 TOPO Klonierung in den Ausgangsvektor 

Für die Klonierung in den Ausgangsvektor wird das pENTR Directional TOPO Cloning Kit 

(Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet. Das gewünschte Gen wird mit den unten 

aufgeführten Primern amplifiziert, die vor dem Startkodon eine CACC-Sequenz enthalten. 

Als Template dienen die unter 2.4.11 hergestellten Vektoren mit den verschiedenen 

Punktmutationen in der DaPKC. 

 
aPKCgatefor  5’ CAC CAT GCA GAA AAT GCC CTC G 3’ 

aPKCgaterev  5’ TCA CTG GAA TCC TCG CCA TAG 3’ 

 
Das PCR-Produkt wird aufgereinigt und für die Klonierungsreaktion sofort weiter verwendet. 

Während der Klonierungsreaktion schneidet die Topo-Isomerase I den Ausgangsvektor und 

lässt dabei einen 5’-Überhang entstehen, der komplementär zur CACC-Sequenz im 5’-Ende 

des vorwärts gerichteten Primers ist. Das Annealen der beiden Sequenzen führt dazu, dass das 

Gen in der richtigen Orientierung in den Vektor kloniert wird. Die Klonierungsreaktion und 

die darauf folgende Transformation werden nach Herstellerangaben durchgeführt. 

2.4.13.2 Gateway LR-Rekombination in den Zielvektoren 

Um ein N-terminales GFP-Fusionsprotein unter der Kontrolle eines Aktin-Promotors 

herzustellen, wird die DaPKC in den pAGW Zielvektor rekombiniert. Die LR-Rekombination 

erfolgt mit dem Gateway LR Clonase Enzyme Mix (Invitrogen) nach Herstellerangaben. 

 
   5x LR Clonase Reaktion Buffer 1!l 
   Ausgangsvektor (100-300ng)  1!l 
   Zielvektor (150ng)   1!l 
   TE-Puffer (ad 4!l)   1!l 
   Clonase Enzyme Mix   1!l 

 
Der Reaktionsansatz wird 1h bei RT inkubiert, anschließend mit 0,5!l Proteinase K versetzt, 

kurz gevortext und für 10min bei 37°C inkubiert. Für die Transformation wird 1!l eingesetzt. 

 

Die Enzyme erkennen die attL1 und attL2 Sequenzen im Ausgangsvektor, schneiden das Gen 

heraus, ligieren es zwischen die attR1 und attR2 Sequenzen in den Zielvektor und erzeugen so 

einen gewünschten Expressionsvektor. Durch geringfügige Unterschiede in den Sequenzen 

zwischen attL1 und attL2 bzw. zwischen attR1 und attR2 bleibt die Orientierung des Inserts 

immer erhalten. Auf die gleiche Weise gelangt das Gen ccdB, das für ein toxisches Protein 

kodiert, von dem Zielvektor in den Ausgangsvektor und erzeugt ein Nebenprodukt, das 
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allerdings keine Kolonien bilden kann. Kolonien, die den Expressionsvektor enthalten, 

werden durch ihre Ampizillin-Resistenz selektiert (Abbildung 9). Auf diese Weise wurden 

folgende Konstrukte hergesellt: pAGW-aPKC, pAGW-aPKCpsu69, pAGW-aPKCpsu141, 

pAGW-aPKCpsu265 und pAGW-aPKCpsu417. 

 

  Gene of Interest 

Abbildung. 9: Gateway System. Durch sequenzspezifische Rekombination gelangt das Insert des 
Ausgangsvektors in den Zielvektor und erzeugt so den Expressionsvektor. Geringfügige Unterschiede in den 
Erkennungssequenzen (att) sorgen für eine Beibehaltung des ORFs. Das ccdB Genprodukt ist toxisch und 
verhindert so ein Wachstum des leeren Zielvektors auf LB-ampR-Platten. (nach Invitrogen). 

 

2.5 Proteinbiochemische Methoden 

2.5.1 Herstellung von Proteinextrakten 

Fliegen, Ovarien oder dechorionisierte Embryonen werden in flüssigen Stickstoff gefroren, 

mit Lysispuffer (150mM NaCl, 50mM Tris pH 8.0, 1% Triton X-100) und Protease-

Inhibitoren (je 2!g/ml Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin, Pefabloc) versetzt und auf Eis 

homogenisiert. Schneider S2 Zellen werden herunterzentrifugiert (1000rpm, 5min), mehrmals 

mit PBS gewaschen, mit Lysispuffer und Proteinase-Inhibitoren versetzt und das Zellpellet 

durch mehrmaliges Hoch- und Herunterziehen mit der Pipette aufgelöst. Das Homogenisat 

inkubiert für 30min auf Eis und wird anschließend bei 13000rpm 15min bei 4°C zentrifugiert. 

Der Proteinüberstand wird bei -70°C eingefroren. Zur Proteinbestimmung (800!l H2O + 

200!l RotiQuant, Roth + 2!l Proteinextrakt) wird der OD595-Wert gemessen (OD595 = 1 

entspricht ca. 1mg/ml Gesamtprotein). 
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2.5.2 SDS-PAGE und Western Blot 

Die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird mit dem Mini-Protean 3 (Biorad, 

München) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Proteine werden mit SDS-Puffer 

(2x: 100mM Tris-HCl pH 6.8, 4% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.2% bromphenol blue, 

20% Glycerin, 200 mM !-Mercaptoethanol) versetzt aufgekocht und in einem 10% Gel 1h bei 

200V aufgetrennt (Trenngel: 2.1ml H2O, 2.8ml 1M Tris pH 8.8, 2.5ml 30% Acrylamid/Bis-

Acrylamid (29:1), 38!l 20% SDS, 30!l 10% APS, 8!l TEMED; Sammelgel: 1.3ml H2O, 

235!l 1M Tris pH 6.8, 310!l 30% Acrylamid/Bis-Acrylamid (29:1), 10!l 20% SDS,10!l 

10% APS, 5!l TEMED; Laufpuffer: 25mM Tris, 192mM Glycin, 0.1% SDS). 

Der Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schuell, Dassel) wird mit 

dem Mini Trans-Blot (Biorad, München) nach Angaben des Herstellers durchgeführt 

(Transferpuffer: 25mM Tris, 192mM Glycin, 20% Methanol). Der Transfer wird durch eine 

Ponceau S-Färbung überprüft und die Membran anschließend für 30min in Blockierlösung 

(3% Milchpulver, 1% BSA in TBST) gegen unspezifische Bindungsstellen der Antikörper 

geblockt. Der erste Antikörper wird verdünnt in der Blockierlösung über Nacht bei 4°C zu der 

Membran gegeben. Anschließend wird 3x 5min in TBST (20mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl, 

0.2% Tween-20) gewaschen und dann der zweite Antikörper (HRP-gekoppelt, 1:10000 

verdünnt) in Blockierlösung hinzugegeben und für 2h inkubiert. Nach drei weiteren 

Waschungen für jeweils 5min erfolgt die Detektion mit dem Chemilumineszenz-Substrat 

(BM Chemiluminescene Blotting Substrate (POD), Boehringer/Roche Diagnostics, 

Mannheim). 

2.5.3 Co-Immunopräzipitation (CoIP) 

Bei dieser Methode werden Proteine, die in einem Komplex gebunden sind, nachgewiesen. 

Zunächst wird das Proteinextrakt mit Protein A/G-Agarose Beads (Roche) einige Stunden bei 

4°C vorinkubiert. Dabei können eventuell Proteine unspezifisch an die Agarose-Beads 

binden. Dann wird nach einer Zentrifugation das Proteinextrakt mit neuem Protein A/G-

Agarose Beads versetzt und zusammen mit einem Antikörper für mehrere Stunden bei 4°C 

auf dem Taumler inkubiert. Als Antikörper verwendet man denjenigen, der gegen ein Protein, 

das man im Komplex nachweisen möchte, gerichtet ist. Als Negativ-Kontrolle verwendet man 

das Präimmunserum oder einen anderen unspezifischen Antikörper, der im selben 

Organismus hergestellt wurde. Protein A und Protein G sind Bestandteile bakterieller 

Zellwände und besitzen spezifische Bindestellen für bestimmte Klassen der Immunglobuline 

verschiedener Spezies. Die Protein A/G-Agarose Beads binden über den Antikörper an das 
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spezifische Protein und somit auch andere Proteine in diesem Komplex. Die Negativ-

Kontrolle soll zeigen, dass kein Protein direkt an die Beads bindet, sondern die Bindung nur 

über den Antikörper stattfindet. Die Beads werden mehrfach in Lysispuffer gewaschen und 

anschließend in SDS-Puffer aufgekocht. An den Beads gebundene Proteine lösen sich, 

werden mit einer Hamilton-Spritze aufgetragen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach 

dem Western Blot kann nun auf der Membran nachgewiesen werden, ob sich noch andere 

Proteine in diesem Komplex befinden. 

 

2.6 Zellkultur 

2.6.1 Transfektion von Schneider S2 Zellen mit Plasmid-DNA 

Unter Anwendung des Nucleofactor II und des Cell Line Nucleofactor Kit V (Amaxa 

biosystems) werden die verschiedenen unter 2.4.13.2 hergestellten pAGW-aPKC Vektoren, 

pAGW-aPKC, pAGW-aPKCpsu69, pAGW-aPKCpsu141, pAGW-aPKCpsu265, pAGW-aPKCpsu417, 

in Drosophila S2 Zellen transfiziert. Dabei werden ca. 1-5x 106 Zellen und 1-5!g DNA in 

dem Programm O-22 eingesetzt und nach Angaben des Herstellers verfahren. Eine 

Antikörperfärbung erfolgt einen Tag nach der Transfektion und die Herstellung von 

Proteinextrakten 4 Tage nach der Transfektion. Der Nachweis der Expression des GFP-

Fusionsproteins erfolgte hier in einem Western-Blot. 

2.6.2 RNA-Interferenz in S2 Zellen 

Es werden 1x 106 Zellen in 1ml serum-freien Medium aufgenommen. 6!l der unter 2.4.9 

hergestellten dsRNA (15!g) werden hinzugefügt, für 1h bei 25°C inkubiert und anschließend 

mit 2ml Wachstumsmedium versetzt. Die Proteinextraktion erfolgt nach einer Inkubationszeit 

von 3-4 Tagen bei 25°C. 
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3 Ergebnisse 

 

Bisher wurde nur ein amorphes Allel der DaPKC beschrieben, das eine P-Element-Insertion 

trägt, weiterhin DaPKC
k06403 genannt, und homozygot bis ins zweite Larvenstadium 

lebensfähig ist (Wodarz et al., 2000; Cox et al., 2001b; Rolls et al., 2003). Dabei handelt es 

sich um zygotische Mutanten, bei denen noch während der Oogenese maternales Genprodukt 

in der Oocyte hinterlegt wurde. Bei der Analyse weiterer Allele wurden neben den 

zygotischen auch maternale Mutanten untersucht. Hierfür wurde das Genprodukt aus dem zu 

befruchtendem Ei durch genetische Methoden komplett entfernt.  

 

3.1 Charakterisierung neuer DaPKC-Allele 

Um neue maternale Gene zu identifizieren, die in die frühe Entwicklung des Drosophila 

Embryos involviert sind, wurde ein Mutagenese-Screen mit Ethylmethansulfonat (EMS) 

durchgeführt. Dazu wurden von den EMS-Mutanten Keimbahnklone erzeugt und die Kutikula 

dieser Embryonen näher betrachtet. Ausgehend von den Kutikula-Phänotypen wurden die 

EMS-Mutanten mit bereits bekannten Mutanten, die einen ähnlichen Phänotyp aufweisen, 

gekreuzt. Dabei zeigte sich, dass vier EMS-Mutanten, DaPKC
psu69, DaPKC

psu141, 

DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417, allelisch zu DaPKC
k06403 sind. Einige der Allele sind 

homozygot lebensfähig (Luschnig et al., 2004).  Zur weiteren Untersuchung wurde die DNA 

des DaPKC-Lokus der Mutanten sequenziert und molekulargenetisch und phänotypisch 

charakterisiert. 

3.1.1 Die Kutikula-Phänotypen von Keimbahnklonen der DaPKC
psu Allele 

Die Kutikula ist das Sekretionsprodukt der Epidermis, die ein einschichtiges Epithel darstellt. 

Bei ausdifferenzierten Embryonen weist die Kutikula eine Vielzahl charakteristischer 

Strukturen auf und bei wildtypischen Embryonen tritt ein stereotypes Segmentierungsmuster 

auf. Die wildtypische Kutikula in Abbildung 10A zeigt als charakteristische Merkmale 

anterior das Kopfskelett (Pfeilkopf) und ventral eine Reihe von Zähnchenbändern (Pfeil). 

Läuft die Entwicklung des Embryos, insbesondere der Epidermis, nicht normal ab, so kann 

sich dies im Kutikula-Phänotyp widerspiegeln. Die hier gezeigten Kutikulas stammen von 

Keimbahnklon-Embryonen der verschiedenen DaPKC Allele. In Abb. 10B sieht man den 

Kutikula-Phänotyp des Null-Allels DaPKC
k06403. Hier zeigen sich nur noch kleine 

Bruchstücke der Kutikula, die, verglichen mit den Kutikulas der DaPKC
psu Allele (Abb. 
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10C-F), kleiner zu sein scheinen. Das Kopfskelett und die Zähnchenbänder fehlen in den 

Kutikulas aller fünf Allele. Dieser Phänotyp ähnelt denen von Keimbahnklonen anderer Gene, 

die in die Ausbildung der Zellpolarität involviert sind. Besonders große Ähnlichkeit besteht 

zum Phänotyp von crb Mutanten (Knust et al., 1993), weswegen die Allele pschur (psu), 

armenisch für Krümel, genannt wurden. 

 

   

 

Abbildung 10: Starke Defekte in der Kutikula von Keimbahnklonen der verschiedenen DaPKC Allele. (A) 
Wildtyp Kutikula mit dem Kopfskelett anterior (Pfeilkopf) und den Zähnchenbändern ventral (Pfeil). Die 
P-Element Insertion DaPKC

k06403 zeigt nur kleine, krümelige Kutikula Bruchstücke (B). Die vier DaPKC
psu 

Mutanten (C-F) weisen auch nur Bruchstücke auf, die noch etwas größer erscheinen als in B. 

 

3.1.2 Sequenzierung der DaPKC
psu Allele 

Die Sequenzierung der Allele erfolgte nach PCR auf genomischer DNA adulter Tiere, welche 

homozygot oder heterozygot für die jeweilige DaPKC
psu Mutation waren. Für die  

heterozygoten Fliegen konnten im Elektropherogramm deutlich Doppelsignale nachgewiesen 

werden, wobei ein Signal auf die wildtypische Base zurückzuführen ist und das andere Signal 

auf einen Basenaustausch im jeweiligen mutanten Allel (siehe Anhang). Die Sequenzierung 

ergab, dass die vier Allele jeweils eine Punktmutation in einem hochkonservierten Bereich 

tragen. Diese Basenaustausche führen jeweils auch zu einem Aminosäureaustausch in der 

Proteinsequenz (Abbildung 11). In dem Allel DaPKC
psu69 liegt die Mutation an Position 122 

und somit 23 Aminosäuren hinter der Bindungsstelle mit Par-6 (Noda et al., 2003; Wilson et 
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al., 2003; Hirano et al., 2004). Sie führt zu einem Aminosäureaustausch von Cystein nach 

Tyrosin. DaPKC
psu141 trägt eine Mutation direkt neben der PDK-1 Phosphorylierungsstelle, 

wobei ein Austausch von Phenylalanin nach Isoleucin an Position 423 stattgefunden hat. 

DaPKC
psu265 weist an Position 291 in der ATP-Bindetasche eine Mutation von Alanin nach 

Valin auf, nur zwei Aminosäuren vor dem essentiellen Lysin (Hirai und Chida, 2003). Der 

Aminosäureaustausch von Glycin nach Asparagin hat in dem mutanten Allel DaPKC
psu417 an 

Position 347 in der Substrat-Bindetasche stattgefunden. Somit liegt die Mutation von 

DaPKC
psu69 in der regulatorischen Domäne und die Mutationen von DaPKC

psu141, 

DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417 in der Kinase-Domäne. 

    

 

 
Abbildung 11: Aminosäureaustausche der EMS-Allele in hochkonservierten Bereichen der aPKC-

Isoformen. Vergleich der DaPKC mit ihren Isoformen von Maus, Ratte und C. elegans. Gelb unterlegt sind die 
Aminosäuren, die in mindestens zwei der vier Proteinkinasen identisch sind. Die Mutation befindet sich im Falle 
aller Allele in einer hochkonservierten Aminosäure. Die Mutation in DaPKC

psu265 liegt in der ATP-Bindetasche, 
nur zwei Aminosäuren vor dem essentiellen Lysin. Die Mutation in DaPKC

psu141 liegt direkt neben der PDK-1 
Phosphorylierungsstelle. 
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3.1.3 Phänotypische Beschreibung der DaPKC
psu Allele 

Homozygote Fliegen der drei Allele DaPKC
psu69, DaPKC

psu141 und DaPKC
psu265 sind einige 

Tage lebensfähig, wobei homozygote DaPKC
psu265-Tiere extrem selten auftreten (Luschnig et 

al., 2004). Die adulten Fliegen zeigen Defekte am Abdomen. So sind einige Segmente 

teilweise fusioniert. Homozygote DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417-Tiere sterben meist im L2 

Larvenstadium. Die  Weibchen sind steril und legen keine oder kaum Eier, die Männchen sind 

ebenfalls steril. Abbildung 12 zeigt Hodenquetschpräparate von homozygoten Männchen des 

Allels DaPKC
psu69. Während die wildtypischen Spermien motil sind und sich frei bewegen 

können, hängen die Spermien der homozygoten DaPKC
psu69-Männchen in Bündeln 

aneinander und sind völlig unbeweglich. 

 

                                      

 

Abbildung 12: Hoden-Quetschpräparate vom Wildtyp und homozygoten DaPKC
psu69

-Männchen. (A) Die 
Spermien der wildtypischen Männchen sind motil, dagegen hängen die Spermien der homozygot Mutanten 
DaPKC

psu69  aneinander und sind unbeweglich (B). 

 

3.1.4 Die Reduktion der PDK-1 führt zur Reduktion der phospho-DaPKC 

In Säugern wurde nachgewiesen, dass die Maus PKC$ durch PDK-1 an T410 phosphoryliert 

wird (Le Good et al., 1998). Hier wurde untersucht, ob eine solche Abhängigkeit auch in 

Drosophila besteht. Dafür wurde ein Antikörper verwendet, der spezifisch gegen die an T410 

phosphorylierte Form der PKC$ gerichtet ist und mit der an T422 phosphorylierten Form der 

DaPKC kreuzreagiert. In S2 Zellen, die zur RNA-Interferenz mit dsRNA der PDK-1 

transfiziert wurden, ist das Signal der phosphorylierten DaPKC deutlich reduziert (Abbildung 

13). Dies deutet darauf hin, dass auch in Drosophila die DaPKC direkt durch PDK-1 

phosphoryliert werden könnte. Zum Nachweis der DaPKC wurde ein Antikörper verwendet, 

der gegen den C-Terminus der PKC$ gerichtet ist und mit der DaPKC kreuzreagiert. 
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Abbildung 13: Reduktion der PDK-1 führt zur Reduzierung der phosphorylierten Form der DaPKC. Die 
Reduktion der PDK-1 durch RNAi beeinflusst nicht die Menge der DaPKC, die durch den PKC$(C20)-
Antikörper detektiert wird. Dagegen führt es zur Reduzierung der phosphorylierten Form der DaPKC. Der 
Nachweis von !-Tubulin dient der Kontrolle, dass gleiche Mengen an Porteinextrakt aufgetragen wurden. 

 

3.1.5 Nachweis der DaPKC in den maternalen DaPKC
psu Mutanten 

Im Western Blot konnte nachgewiesen werden, dass in den Keimbahnklonen der DaPKC
psu 

Allele, im Gegensatz zu den Keimbahnklonen von DaPKC
k06403, die DaPKC und teilweise 

auch ihre an T422 phosphorylierte Form noch vorhanden sind (Abbildung 14). Mit dem 

phospho-PKC$ Antikörper konnte in Proteinextrakten aus DaPKC
psu141, in dem der 

Aminosäureaustausch direkt neben der PDK-1 Phosphorylierungsstelle liegt, dagegen nur ein 

sehr schwaches Signal detektiert werden. 

    

Abbildung 14: Western Blot an Proteinextrakten aus Keimbahnklon-Embryonen. Die aPKC kann in allen 
Allelen außer DaPKC

k06403 nachgewiesen werden. Für die phosphorylierte Form der DaPKC kann in 
DaPKC

psu141 nur ein sehr schwaches Signal detektiert werden.  

 

Um zu überprüfen, ob es sich bei dem schwachen Signal in DaPKC
psu141 mit dem phospho-

PKC$ spezifischen Antikörper um die zygotisch exprimierte mutante Form der DaPKC 

handelt, wurde mit dem Proteinextrakt von homozygot mutanten, adulten Fliegen ein Western 

Blot durchgeführt. Abbildung 15 zeigt, dass mit dem phospho-PKC$ Antikörper kein Signal 

detektieren werden konnte. Dagegen konnte mit dem PKC$ Antikörper im gestrippten Blot 

die DaPKC detektiert werden. 
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Abbildung 15: Western Blot an Proteinextrakten aus adulten Fliegen. Die phosphorylierte Form der aPKC 
kann im Wildtyp, nicht jedoch im Lysat von dem Allel DaPKC

psu141 detektiert werden. Ein gegen den 
C-Terminus gerichteter Antikörper kann in beiden Proteinextrakten die DaPKC detektieren. 

 

Es bleibt jedoch offen, ob der phospho-PKC$ Antikörper kein Protein detektieren kann, da 

die DaPKC nicht phosphoryliert vorliegt, oder ob der Antikörper durch den 

Aminosäureaustausch nicht mehr binden kann. 

3.1.6 Komplementationstests 

Komplementationskreuzungen wurden durchgeführt, um eine Letalität der DaPKC
psu Allele 

untereinander, mit der P-Element Insertion DaPKC
k06403 und der Defizienz Jp1, die den 

gesamten Bereich der DaPKC herausnimmt, zu überprüfen. 

 

 psu69 

psu69 ++ psu141 

psu141 ++ ++ psu265 

psu265 ) ++ ) psu417 

psu417 ) + ) - k06403 

k06403 + + ) ) - Jp1 

Jp1 - ) - - - - 

 
Homozygote Fliegen 
++ treten regelmäßig, teilweise zeitverzögert, in fast normalem Verhältnis auf 
+ treten regelmäßig in geringer Anzahl auf 
) treten unregelmäßig und nur vereinzelt auf 
- treten nicht auf 
 

Die DaPKC
psu Allele untereinander sind alle lebensfähig, wobei die Weibchen steril, die 

Männchen jedoch fertil sind. Dabei zeigen die verschiedenen transheterozygoten 

Allelkombinationen ähnliche Defekte wie die homozygoten. Teile des Abdomens sind 

fusioniert und Borsten fehlen teilweise oder sind dupliziert. 
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Die Allelkombinationen von DaPKC
psu und DaPKC

k06403 zeigen eine extrem geringe 

Lebenserwartung. DaPKC
psu141 ist über der Defizienz Jp1 einige Tage lebensfähig und zeigt 

dabei Defekte am Abdomen und in den Flügeln. Die anderen DaPKC
psu Allele 

komplementieren die Defizienz nicht und sind letal. 

3.1.7 Herstellung von GFP-DaPKC transfizierten S2-Zellen für CoIP 

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins wird durch seine Aminosäuresequenz bestimmt. 

Die Faltungsmöglichkeiten der Proteinketten werden dabei durch die Eigenschaften der 

Seitenketten, kovalente und nicht kovalente Bindungen und sterische Behinderungen 

eingeschränkt. Der Austausch einer einzigen Aminosäure kann daher zu konformalen 

Veränderungen führen, so dass ein Protein nicht mehr in der Lage ist, an ein anderes zu 

binden. Diese Möglichkeit wurde über Co-Immunopräzipitation mit Proteinextrakten aus den 

transfizierten S2-Zellen überprüft. Dabei sollte untersucht werden, ob die verschiedenen GFP-

DaPKC-Fusionsproteine mit bereits bekannten Bindungspartnern der DaPKC, die in S2-

Zellen endogen exprimiert werden, einen Komplex bilden können. Für die CoIP wurden 

jeweils 500!g Gesamtprotein eingesetzt und von dem Überstand jeweils 1/100 aufgetragen. 

Wildtypisches DaPKC bzw. die mutierten Formen, DaPKCpsu69, DaPKCpsu141, DaPKCpsu265 

und DaPKCpsu417, wurden mit einem N-terminalen GFP-Tag versehen und in S2-Zellen unter 

der Kontrolle eines Aktin-Promotors exprimiert. Die Proteinexpression in den S2-Zellen 

konnte nach Proteinisolierung im Western Blot jeweils mit dem PKC$ Antikörper 

nachgewiesen werden (Abbildung 16). Als Kontrolle wurde in S2-Zellen die Transfektion 

ohne Plasmid durchgeführt. 

    

Abbildung 16: Western Blot an Proteinextrakten aus transfizierten S2 Zellen. In allen transfizierten 
Zelllinien konnten die endogene DaPKC und auch das GFP-Fusionsprotein nachgewiesen werden. 
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3.1.7.1 GFP-DaPKCpsu69 bindet nicht an endogenes Par-6 

Da in DaPKC
psu69 ein Aminosäureaustausch in der Nähe der Par-6 Bindedomäne vorliegt, 

wurde untersucht, ob insbesondere DaPKCpsu69 noch an Par-6 binden kann. Der Western Blot 

in Abbildung 18 zeigt, dass der gp-Par-6-Antikörper das Par-6 Protein  präzipitieren kann. 

Nur in der Negativ-Kontrolle wurde wie erwartet mit dem entsprechenden Präimmunserum 

Par-6 nicht präzipitiert (schwarzer Stern in Abb. 17). Die CoIP zeigt, dass GFP-DaPKCpsu69 

im Gegensatz zu den anderen Fusionsproteinen nicht mit Par6 in einem Komplex (roter Stern 

in Abb. 17) vorkommt. Die hier, im Verhältnis zu den anderen, schwache Bande der 

endogenen DaPKC konnte in einem wiederholten Versuch nicht bestätigt werden. Die 

endogene DaPKC als Positiv-Kontrolle ist in allen Spuren nachweisbar. In der Negativ-

Kontrolle ist weder die endogene DaPKC noch das Fusionsprotein detektierbar.  

 

 

 
Abbildung 17: CoIP mit gp-Par6 an transfizierten S2 Zellen. Die IP wurde mit dem gp-Par-6 Antikörper 
durchgeführt und das entsprechende Präimmunserum für die Negativ-Kontrolle verwendet. In den Präzipitaten 
können jeweils Par-6 und die endogene DaPKC nachgewiesen werden. Nur in der IP mit dem Präimmunserum 
können weder Par-6 (schwarzer Stern) noch die aPKC präzipitiert werden. GFP-DaPKCpsu69 kann auch nicht 
präzipitiert werden (roter Stern). Der Nachweis von Aktin in dem Proteinüberstand dient als Kontrolle, dass in 
allen Spuren gleiche Mengen an Protein aufgetragen wurden. 
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3.1.7.2 GFP-DaPKC bindet nicht an endogenes Baz 

Da auch Baz eine Komponente des hoch konservierten Par/aPKC-Komplexes ist und an 

DaPKC bindet (Wodarz et al., 2000), wurde überprüft, ob die GFP-Fusionsproteine an Baz 

binden können. Der rt-Baz-Antikörper kann Baz präzipitieren (Abbildung 18). Jedoch kann in 

keiner Spur die endogene DaPKC oder das GFP-Fusionsprotein, mit der DaPKC in der 

wildtypischen Form oder mutiert, im Präzipitat detektiert werden. Dagegen können im 

Proteinüberstand Baz, endogenes DaPKC und das Fusionsprotein nachgewiesen werden, was 

ihre Anwesenheit belegt. 

 

           

 
Abbildung 18: CoIP mit rt-Baz an transfizierten S2 Zellen. Die IP wurde mit dem rt-Baz Antikörper 
durchgeführt und das entsprechende Präimmunserum für die Negativ-Kontrolle verwendet. In dem Präzipitat 
kann nur Baz nachgewiesen werden. Weder endogenes noch GFP-fusioniertes DaPKC ist detektierbar. Im 
Proteinüberstand findet man Baz, DaPKC und die GFP-aPKC Fusionsproteine. Aktin dient als Ladekontrolle. 

 

Da in dem Präzipitat mit dem rt-Baz Antikörper entgegen der Erwartung weder die endogene 

noch die GFP-fusionierte, wildtypische Form der DaPKC nachgewiesen werden konnte, 

wurde die CoIP wiederholt und mit einem rb-GFP-Antikörper präzipitiert (Abbildung 19). 

Die GFP-Fusionsproteine können im Präzipitat nachgewiesen werden. Baz kann jedoch 
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wieder nicht präzipitiert werden. Im Proteinüberstand jedoch ist Baz nachweisbar, ebenso wie 

Par6, endogenes DaPKC und teilweise noch das GFP-Fusionsprotein. Zur Kontrolle wurde in 

dem Präzipitat mit dem gp-Par-6 Antikörper das Par-6 Protein nachgewiesen. Das fehlende 

Signal im Proteinextrakt von S2 GFP-aPKCpsu69 (roter Stern in Abb. 19) bestätigt das 

Ergebnis wie in 3.1.7.1, in dem Par-6 nicht im Komplex mit DaPKCpsu69 nachweisbar ist. 

 

  

 
Abbildung 19: CoIP mit rb-GFP an transfizierten S2 Zellen. Die IP wurde mit dem rb-GFP Antikörper 
durchgeführt und rb-!Galaktosidase für die Negativ-Kontrolle verwendet. In dem Präzipitat können die GFP-
Fusionsproteine und Par-6 nachgewiesen werden. Dabei zeigt sich wiederholt, dass DaPKCpsu69 nicht in einem 
Komplex mit Par-6 zu finden ist (roter Stern). Baz ist im Präzipitat auch mit der wildtypischen Form der DaPKC 
nicht nachweisbar. Im Proteinüberstand ist Baz, ebenso wie Par-6, endogenes DaPKC und teilweise noch das 
GFP-Fusionsprotein nachweisbar. 

 

3.1.7.3 GFP-DaPKC zeigt keine eindeutige Komplexbildung mit endogenem Lgl 

In Drosophila konnte gezeigt werden, dass DaPKC Lgl phosphoryliert (Betschinger et al., 

2003; Betschinger et al., 2005). Daher sollte untersucht werden, ob dieser Komplex auch in 

S2 Zellen besteht. Für eine CoIP mit GFP-DaPKC und endogenem Lgl wurde zunächst mit 
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rb-GFP präzipitiert. Dies brachte jedoch kein eindeutiges Ergebnis hervor. In einem Versuch 

schien es, als würden alle GFP-Konstrukte an Lgl binden. Die Negativ-Kontrollen zeigten 

keine Bindung an Lgl (Abbildung 20, oberer Blot). In einem wiederholten Versuch mit der 

identischen Ausführung zeigte sich kein Signal für Lgl und somit keine Bindung in einem 

Komplex (20, mittlerer Blot). In einem weiteren Versuch zeigten sich für alle GFP-

Fusionsproteine außer GFP-DaPKCpsu69 schwache Banden nach einer Detektion mit Lgl. Die 

Negativ-Kontrollen zeigten wieder keine Bindung an Lgl (20, unterer Blot). Im Überstand 

konnte immer Lgl nachgewiesen werden. In einem weiteren Versuch wurde mit rb-Lgl 

präzipitiert. Hier konnte jedoch weder endogenes DaPKC noch das GFP-Fusionsprotein 

nachgewiesen werden. 

 

      

 
Abbildung 20; CoIP zeigt kein eindeutiges Ergebnis für Bindung an Lgl. Für die Bindung von Lgl an die 
verschiedenen GFP-DaPKC-Konstrukte konnte kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden. In drei Versuchen, in 
denen mit dem rb-GFP Antikörper präzipitiert wurde, scheint Lgl entweder mit allen Konstrukten im Komplex 
zu binden (oberer Blot) oder gar nicht (mittlerer Blot). In einem dritten Versuch scheint Lgl nicht mit GFP-
DaPKCpsu69 in einem Komplex zu sein (unterer Blot). In den Negativ-Kontrollen ist kein Lgl detektierbar, 
dagegen jedoch in den Überständen von der CoIP. 
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Zum Nachweis einer Bindung von GFP-DaPKC an phosphoryliertes Lgl wurde mit dem rb-

GFP Antikörper präzipitiert. Hierbei konnte das GFP-Fusionsprotein, jedoch nicht die 

phosphorylierte Form von Lgl im Präzipitat nachgewiesen werden (Abbildung 21). 

 

           

 
Abbildung 21: CoIP zeigt keine Bindung zwischen GFP-DaPKC und phosphoryliertem Lgl. Die Bindung 
von GFP-DaPKC an die Beads kann nachgewiesen werden, jedoch ist die phosphorylierte Form von Lgl nicht in 
der CoIP nachweisbar. Im Überstand ist phospho-Lgl nachweisbar. 
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3.2 Untersuchungen zur Polarität während der Oogenese bei DaPKC
psu-

mutanten Fliegen 

Da gezeigt wurde, das die DaPKC essentiell für die korrekte Ausbildung der Polarität ist und 

der Verlust der DaPKC während der Oogenese zum Verlust der Oocyte führt (Cox et al., 

2001b), wurde der Einfluss der verschiedenen Allele auf die Ausbildung und Polarität der 

Oocyte untersucht. 

3.2.1 Die Polarität der Oocyte in homozygoten DaPKC
psu-mutanten Fliegen ist teilweise 

gestört 

Da homozygote Weibchen der Allele DaPKC
psu69 und DaPKC

psu141 steril sind, wurden die 

Ovarien präpariert und näher betrachtet. Dabei zeigen sich bereits morphologische Defekte. In 

Eikammern, die sich bis zu Stadium 10 entwickeln wurde die Lokalisation von Markern für 

die Polarität der Oocyte überprüft. Eine Oocyten-Determination findet statt, jedoch ist deren 

Polarität teilweise gestört. 

Staufen lokalisiert in der wildtypischen Oocyte posterior in einem Halbmond (rot, Pfeil in 

Abbildung 22A). Dagegen zeigen die beiden DaPKC mutanten Allele eine Fehllokalisierung 

von Staufen. Staufen akkumuliert als runder Fleck in der Mitte (rot, Pfeil in Abb. 22B) oder 

posterior in der Oocyte (rot, Pfeil in Abb. 22D). Dieser Phänotyp zeigt sich auch in 

hypomorphen par-1 (Shulman et al., 2000; Tomancak et al., 2000) und baz Mutanten (Benton 

und St Johnston, 2003b). Gurken wird in der wildtypischen Oocyte anterior auf der 

zukünftigen Dorsalseite detektiert (blau, Pfeilkopf in Abb. 22A). In den DaPKC
psu Mutanten 

scheint die Gurken Lokalisation korrekt (blau, Pfeilkopf in Abb. 22C und E). 

 

     

 
Abbildung 22: Defekte in der Polarität der Oocyte von homozygoten DaPKC

psu
 Mutanten. Eikammern 

Stadium 8-11 mit Yoyo-Kernfärbung. (A) In der wildtypischen Oocyte ist Staufen (rot, Pfeil) posterior 
lokalisiert und die anterior-dorsale Lokalisation von Gurken (blau, Pfeilkopf) bestimmt dorsal. In den 
homozygoten DaPKC

psu Allelen ist Staufen als Fleck in der Mitte der Oocyte (rot in B) oder posterior  (rot in D) 
akkumuliert. C und E zeigen die gleichen Eikammern wie in B und D. In dieser Fokusebene zeigt sich die 
Gurken Lokalisation anterior-dorsal (blau), wie in A. 
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Anhand dieser Ergebnisse ist jedoch keine Aussage möglich, ob es sich bei der Fehlverteilung 

von Staufen um einen primären Effekt handelt, also eine direkte Folge der mutanten DaPKC, 

oder um einen sekundären Effekt. Die Fehlverteilung kann eine Folge der morphologischen 

Defekte der Eikammern sein. Daher wurden im Folgenden Follikelzellklone und 

Keimbahnklone der verschiedenen DaPKC Allele erstellt. 

3.2.2 Follikelzellklone in DaPKC
k06403 zeigen den Verlust der Polarität 

Die Follikelzellen der Eikammer stellen eine Sonderform der Epithelzellen dar, da sie die 

Eigenschaften sowohl primärer als auch sekundärer Epithelzellen aufweisen. Sie besitzen eine 

ZA, exprimieren Crb und entstehen aus mesenchymalen Zellen. Im Unterschied zu anderen 

Epithelien ist die apikale Membran keine freie Oberfläche, sondern steht im Kontakt mit den 

Zellen der Keimbahn. Signale zwischen den Follikelzellen und der Oocyte sind für die 

korrekte Achsendeterminierung der Oocyte notwendig. 

Da in der Oocyte der homozygoten DaPKC
psu Allele die Polarität teilweise gestört ist wurden 

Follikelzellklone erzeugt. Die mutanten Klone erkennt man durch den Verlust des GFP-

Markers (vgl. 2.2.3.3). Klone in DaPKC
k06403 exprimieren keine DaPKC (rot in Abbildung 

23A) und zeigen auch keine apikale Lokalisation von Baz (Abb. 23A’ und A’’) und Crb 

(Abb. 23B’ und B’’) mehr. Crb ist teilweise lateral an der Membran (Pfeilkopf in Abb. 23B’’) 

und Baz erscheint teilweise an der Membran und diffus im Cytoplasma (Abb. 23A’’). Nur in 

den wildtypischen Follikelzellen, in grün durch GFP markiert, sind beide Marker noch apikal 

lokalisiert (Abb. 23A’ und B’). DaPKC
k06403 Zellklone führen zu einer Mehrschichtigkeit des 

Follikelepithels. Dies konnte auch in anderen Untersuchungen gezeigt werden. 

Kernfärbungen weisen darauf hin, dass es sich nicht um eine Überproliferation, sondern um 

eine Verschiebung der Zellen nach anterior und posterior handelt (Abdelilah-Seyfried et al., 

2003). Die Zellformen sind in Abb. 23B, C und C’ in rot durch Aktin dargestellt. Die Zellen 

haben ihre säulenartige Form verloren und sind stattdessen abgerundet wie es in 

mesenchymalen Zellen vorkommt. Die gesamte Struktur der Eikammern in Abb. 23B und C 

wirkt, als übe die Basalmembran Druck auf die Eikammer aus, so dass, die Zellen der 

Keimbahn und des Follikelepithels sich nach anterior und posterior verschieben. Neben dem 

sonst einschichtigen Follikelepithel haben auch die Keimbahnzellen ihre Struktur verloren 

zeigen keine sauber abgegrenzte runde oder ovale Form mehr. 
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Abbildung 23: Der Verlust der DaPKC in Follikelzellen führt zum Verlust der Polarität. In Klonen von 

DaPKC
k06403, die durch den Verlust des GFP markiert sind, kann keine DaPKC detektiert werden (A) und die 

Zellen sind abgerundet (Aktin rot in B, C und C’). Baz und Crb lokalisieren in wildtypischen Follikelzellen 
apikal (A’ und B’) und sind in Klonen fehlverteilt im Cytoplasma (A’’) bzw. an der Membran (Pfeilkopf in B’’). 
Das sonst einschichtige Follikelepithel ist im anterioren bzw. posterioren Bereich mehrschichtig geworden. 

 

Die Follikelzellklone der verschiedenen DaPKC
psu Allele zeigen nicht den Verlust ihrer 

Polarität wie das Null-Allel DaPKC
k06403. Solange die Zellen in direkten Kontakt zu den 

Keimbahnzellen stehen bleibt die Polarität der Zellen erhalten. Abbildung 24 zeigt DaPKC 

zusammen mit Par-6 (Abb. 24A-A’’) und Baz (Abb. 24B-B’’) sowohl in wildtypischen 

Zellen, als auch in den Klonen apikal kolokalisieren. Nur in den Zellklonen, die nicht in 

Kontakt zur Keimbahn stehen (Bereich in Abb. 24A’’ und B’’ durch Pfeile markiert), sind die 

Proteine nicht mehr akkumuliert und die Zellform erscheint nicht mehr säulenförmig. Ein 

weiterer Phänotyp ist der Verlust von Follikelzellen, so dass das Epithel nicht mehr komplett 

um die Keimbahn herum liegt (Bereich in Abb. 24A durch Pfeilköpfe markiert). Dies wurde 

auch schon für crb und patj Mutanten gezeigt. Der Verlust der Epithelzellen entsteht 

wahrscheinlich durch eine frühe Degeneration der mutanten Zellen, die sich nicht ins Epithel 

eingliedern können (Tanentzapf et al., 2000). 
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Abbildung 24: Die Komponenten des Par/aPKC-Komplexes kolokalisieren apikal. GFP in grün. In den 
Allelen DaPKC

psu69 und DaPKC
psu417 ist die Polarität in den Zellen der Follikelklone nicht beeinträchtigt. Die 

Follikelzellklonen sind durch den Verlust von GFP markiert. (A-A’’) DaPKC und Par-6 kolokalisieren auch in 
den Klonen apikal. (B-B’’) Dies gilt auch für DaPKC und Baz. (A’’ und B’’) In Zellen, die nicht in direktem 
Kontakt zur Keimbahn stehen (Bereich durch Pfeile markiert), liegen die Proteine nur noch cytoplasmatisch vor. 
(A) Die Pfeilköpfe markieren den Bereich, in dem die Keimbahn nicht von den Epithelzellen eingeschlossen ist. 

 

3.2.3 Keimbahnklone der DaPKC
psu Allele zeigen in Ovarien keine Defekte 

In DaPKC
k06403 Keimbahnklonen findet mit hoher Penetranz keine Oocyten-Differenzierung 

statt. So entsteht in der Eikammer keine Oocyte und stattdessen entstehen 16 Nährzellen (Cox 

et al., 2001b). Die Defekte in der Oogenese und auch in der Polarität der Oocyte in den 

homozygoten DaPKC
psu Weibchen (vgl. 3.2.1) sowie deren Sterilität (vgl. 3.1.3) weisen auch 

darauf hin, dass die verschiedenen Allele die Oogenese beeinflussen. Daher wurden 

Keimbahnklone für die verschiedenen DaPKC
psu-Allele hergestellt. Eikammern mit GFP-

Expression in den Keimbahnzellen exprimieren auch die wildtypische DaPKC. 

Keimbahnzellen in denen nur das mutante Gen der DaPKC exprimiert wird, können anhand 

fehlender GFP-Expression identifiziert werden (vgl. 2.2.3.2). 

Interessanterweise verhalten sich die Keimbahnklone aller DaPKC
psu Allele für alle hier 

untersuchten Marker zur Polarität der Oocyte wildtypisch. In Abbildung 25B sind sowohl 

Gurken (rot, Pfeilkopf) als auch Staufen (blau, Pfeil) wie im Wildtyp (Abb. 25A) korrekt 

lokalisiert. Dies gilt auch für Vasa (Pfeilkopf in Abb. 25F, Wildtyp in Abb. 25D), welches 

wie Staufen posterior lokalisiert. Auch das Aktin-Cytoskelett (rot in Abb. 25H) zeigt sich wie 

im Wildtyp (rot in Abb. 25A und D). Selbst die Oocyten-Differenzierung, die in DaPKC
k06403 

zu 72% (n=64) versagt (rot in Abb. 25E), findet hier korrekt statt, was durch die Lokalisation 

von Orb (rot, Pfeil in Abb. 25G) belegt wird. 
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Abbildung 25 (vorherige Seite, 53): Die Keimbahnklone der DaPKC
psu

 Allele zeigen eine Polarität wie im 

Wildtyp. B-H zeigen GFP in grün. In Keimbahnklonen der verschiedenen DaPKC
psu Allele lokalisieren die hier 

eingesetzten Marker wie im Wildtyp. Die Klone sind durch den Verlust an GFP in den Keimzellen markiert. (A) 
Wildtypische Eikammer ohne GFP-Konstrukt mit Staufen (grün, Pfeil), Gurken (blau, Pfeilkopf) und der 
Färbung des Aktin-Cytoskeletts (rot). (B) DaPKC

psu417 zeigt eine korrekte Determination der Oocyte durch die 
Lokalisation von Staufen (blau, Pfeil) und Gurken (rot, Pfeilkopf) wie im Wildtyp. Die Lokalisation von Vasa 
posterior in der Oocyte findet in DaPKC

psu69 ebenso statt (rot in F, Pfeilkopf) wie im Wildtypen (blau in D, 
Pfeilkopf). (C) Die Lokalisation von Orb (rot) in der Oocyte (Pfeil) zeigt deren Differenzierung. (E) In 
DaPKC

k06403 findet die Selektion der Oocyte häufig nicht statt. Die obere Eikammer zeigt weder eine GFP-
Markierung in der Keimbahn, noch Orb in irgendeiner Keimbahnzelle akkumuliert. (G) In  DaPKC

psu265 und den 
anderen Allelen findet eine Orb Akkumulation in der Oocyte statt (Pfeil). Auch das Aktin-Cytoskelett (rot in H 
und D) zeigt ein Muster wie im Wildtyp (A). Die korrekte Lokalisation der jeweiligen Marker gilt für alle 
DaPKC

psu Allele. 

___________________________________________________________________________ 

 

3.3 Untersuchung der Embryonen von Keimbahnklonen der DaPKC
psu Allele 

Homozygote DaPKC
k06403 Embryonen entwickeln sich normal weiter bis zum zweiten 

Larvenstadium und Keimbahnklone zeigen bereits während der Oogenese starke Defekte 

(Wodarz et al., 2000; Cox et al., 2001b; Rolls et al., 2003). Dies deutet auf eine sehr starke 

maternale Komponente hin, die in den hier durchgeführten Untersuchungen ausgeschaltet 

wurde. In den Embryonen der Keimbahnklone wurde die Ausbildung der Polarität in den 

Epithelzellen und Neuroblasten untersucht. Dabei wurde insbesondere auf die gegenseitige 

Abhängigkeit der Proteine des Par/aPKC-Komplexes in den verschiedenen DaPKC
psu Allelen 

geachtet. 

3.3.1 Zelltodnachweis durch TUNEL-Färbung in DaPKC Keimbahnklonen 

In verschiedenen Stadien der Entwicklung und auch später in ausdifferenzierten Geweben ist 

der programmierte Zelltod, Apoptose, absolut notwendig. Zum einen ist die Apoptose für die 

Strukturbildung wichtig und im reifen Gewebe, z.B. im Darm oder Knochenmark, wird die 

Zellzahl nicht nur über Zellproliferation, sondern auch durch Apoptose reguliert. Auch viele 

Nervenzellen sterben, um ein ausgeglichenes Verhältnis zwischen ihnen und den zu 

innervierenden Zellen herzustellen. Im Gegensatz zur Nekrose, bei der die Zelle durch eine 

Schädigung stirbt und Nachbarzellen beeinflusst werden können, verläuft die Apoptose 

gezielt in der jeweiligen Zelle ab. In den Keimbahnklonen der DaPKC
k06403 und auch in den 

verschiedenen DaPKC
psu Mutanten tritt Apoptose verstärkt in allen Bereichen des Embryos 

auf (Abbildung 26). 
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Abbildung 26: Verstärkte Apoptose in Embryonen von Keimbahnklonen der DaPKC. (A) Im Wildtyp tritt 
Apoptose in einigen Bereichen des Embryos auf, wohingegen in den Keimbahnklonen des Allels DaPKC

k06403 
verstärkt Apoptose vorkommt (B). (C) DaPKC

psu69 zeigt wie auch die anderen DaPKC
psu Allele ebenfalls ein 

verstärktes Auftreten von Apoptose. 
 

3.3.2 Die Lokalisation der Par-Proteine in Epithelzellen ist voneinander abhängig 

Zunächst wurde überprüft, inwieweit DaPKC, Baz und Par-6 in den Embryonen der 

Keimbahnklone noch an der Membran lokalisiert sind. Hierfür wurden die Epithelzellen zu 

Beginn der Gastrulation (Stadium 6) und später zum Ende der Keimstreifausstreckung (ca. 

Stadium 11) in der Aufsicht und im Längsschnitt aufgenommen. Im zellulären Blastoderm, 

wenn Baz beginnt, an der AJ zu akkumulieren, erscheint seine Lokalisation in allen Allelen 

noch wildtypisch (Abbildung 27). DaPKC und Par-6 sind zu diesem Zeitpunkt apikal an der 

Membran und im Cytoplasma angereichert. 

 

         

Abbildung 27: Lokalisation von Baz im zellulären Blastoderm. (A) Im Wildtyp lokalisiert Baz im zellulären 
Blastoderm an den AJ. In DaPKC

k06403 (B) und DaPKC
psu265 (C), stellvertretend für alle DaPKC

psu Allele, zeigt 
sich in den Embryonen der Keimbahnklone eine Verteilung von Baz wie im Wildtyp. Auch in dem Null-Allel 
von par-6 erscheint die Baz Lokalisation im zellulären Blastoderm wildtypisch (D). 

 

3.3.2.1 DaPKC lokalisiert in Mutanten der DaPKC Allele zu Beginn der Gastrulation 

unregelmäßig an der Membran 

Bereits zu Beginn der Gastrulation sieht man Defekte in der Verteilung der DaPKC. 

Abbildung 28A und A’ zeigen DaPKC im Wildtyp gleichmäßig an der apikalen Membran 

lokalisiert. Im Längsschnitt der Zellen sieht man DaPKC in der SAR akkumuliert (Abb. 

28A’’). In den DaPKC
psu Allelen sieht man bereits in der Übersicht (Abb. 28B-E) und 
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besonders in der Vergrößerung (Abb. 28B’-E’), dass die DaPKC nicht mehr gleichmäßig an 

der Membran lokalisiert. In den Allelen DaPKC
psu69 und DaPKC

psu141 scheint das Protein 

punktuell an einigen Bereichen der Membran zu akkumulieren (Abb. 28B’ und C’), während 

es in DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417 eher an größeren Bereichen entlang der Membran 

lokalisiert (Abb. 28C’ und E’). Im Längsschnitt ist die DaPKC diffus im Cytoplasma verteilt 

(Abb. 28B’’-E’’) und hier nur in DaPKC
psu265 noch teilweise an der Membran lokalisiert 

(Abb. 28D’’). In dem Allel Par6$226 ist die DaPKC bereits zu Beginn der Gastrulation nur 

diffus im Cytoplasma verteilt (Abb. 28F-F’’). 

 

    



Ergebnisse 

 57 

Abbildung 28 (vorherige Seite, 56): Lokalisation der DaPKC in Keimbahnklon-Embryonen während der 

frühen Gastrulation. A-F zeigt jeweils den Embryo in dem Stadium, aus dem die vergrößerten Aufnahmen 
stammen. (A’) Im Wildtyp ist die DaPKC gleichmäßig an der apikalen Membran lokalisiert und akkumuliert in 
der SAR (A’’). In B sieht man deutlich, dass die DaPKC nicht gleichmäßig an der Membran lokalisiert. (B’ und 
C’) DaPKC akkumuliert verstärkt in kleinen punktuellen Bereichen an der Membran in Keimbahnklonen von 
DaPKC

psu69 und DaPKC
psu141. (D’ und E’) Im Gegensatz zu B’ und C’ ist hier die DaPKC Lokalisation an 

größeren Bereichen entlang der Membran auszumachen. Jedoch sieht man auch hier keine gleichmäßige 
Lokalisation wie im Wildtyp (A’). In B’’-E’’ ist das Protein nicht mehr nur in der SAR akkumuliert, sondern 
mehr diffus im Cytoplasma. DaPKC

psu265 zeigt in einigen Bereichen noch DaPKC an der Membran lokalisiert 
(D’’). In Par6$

226 findet man die DaPKC nur diffus im Cytoplasma (F-F’’). 

___________________________________________________________________________ 

 

3.3.2.2 Par-6 zeigt eine ähnliche Lokalisation wie DaPKC in Mutanten der DaPKC Allele 

Wie DaPKC lokalisiert Par-6 im Wildtyp regelmäßig apikal an der Membran (Abbildung 

29A-A’’). In DaPKC
k06403 ist Par-6 komplett diffus (Abb. 29B-B’’), wie umgekehrt die 

DaPKC Verteilung in den Keimbahnklonen von Par6$226 (Abb. 28F-F’’). Die Lokalisation 

von Par-6 in den Keimbahnklonen der verschiedenen DaPKC Allele ist der Lokalisation von 

DaPKC sehr ähnlich. Auch hier ist die Lokalisation in den DaPKC
psu69 und DaPKC

psu141 

Allelen verstärkt punktuell an der Membran und zeigt sich im Längsschnitt komplett 

cytoplasmatisch (Abb. 29C’-D’’). In DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417 lokalisiert Par-6 eher in 

etwas größeren Bereichen entlang der Membran (Abb. 29E’ und F’), jedoch nicht so 

regelmäßig wie im Wildtyp. 

3.3.2.3 Baz lokalisiert unregelmäßig und diffus in den Epithelzellen der DaPKC Allele 

Nachdem Baz während des zellulären Blastoderms noch wie im Wildtyp lokalisiert, ist Baz 

während der frühen Gastrulation nicht mehr korrekt lokalisiert. In der Aufsicht des Wildtyps 

ist es regelmäßig an der Membran lokalisiert (Abbildung 30A und A’) und akkumuliert im 

Längsschnitt der Zellen auf Höhe der ZA (Abb. 29A’’). In DaPKC
k06403 zeigt sich eine starke 

Fehlverteilung von Baz, das hier sowohl lateral an der Membran als auch im Cytoplasma zu 

finden ist (Abb. 30B’ und B’’). In der Aufsicht lokalisiert es nicht mehr gleichmäßig an der 

Membran (Abb. 30B’) und im Längsschnitt sieht man auch deutlich, dass die Epithelzellen 

kein sauber abgrenzendes Epithel mehr bilden (Abb. 30B’’). In den anderen Allelen tritt 

dieser Defekt noch nicht auf. Baz ist in den vier DaPKC
psu Allelen, im Gegensatz zu DaPKC 

und Par-6, in gleicher Weise fehllokalisiert. In der Aufsicht sieht man Baz in allen Allelen 

unregelmäßig an der Membran lokalisiert (Abb. 30C’-F’). Im Längsschnitt sieht man Baz 

nicht nur auf Höhe der ZA, sondern auch in der SAR und lateral an der Membran verteilt 

(Abb. 30C’’-F’’). Auch in Par6$226 zeigen sich ähnliche Defekte (Abb. 30G-G’’). 
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Abbildung 29: Par-6 lokalisiert in Keimbahnklon-Embryonen von DaPKC
k06403

 komplett cytoplasmatisch. 
(A-A’’) zeigt die wildtypische Verteilung von Par-6 an der Membran zu Beginn der Gastrulation. In dem Allel 
DaPKC

k06403 liegt Par-6 komplett cytoplasmatisch vor (B-B’’), wie umgekehrt die DaPKC Lokalisation im par-6 
Null-Allel. Auch in DaPKC

psu69 (C’ und C’’) und DaPKC
psu141 (D’ und D’’) lokalisiert Par-6 kaum noch an der 

Membran. Dagegen liegt es in DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417 noch teilweise an der Membran vor (E’-F’) und 
akkumuliert auch in der SAR (E’’-F’’). 
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Abbildung 30: Baz Lokalisation in der frühen Gastrulation zeigt Verlust der Polarität in Epithelzellen. In 
der frühen Gastrulation ist auch Baz, wie DaPKC und Par-6, nicht mehr gleichmäßig an der Membran lokalisiert. 
A-G zeigt das jeweilige Stadium des Keimbahnklon-Embryos, in dem auch die Vergrößerungen aufgenommen 
wurden. Im Wildtyp lokalisiert Baz gleichmäßig an der Membran (A’ und A’’). In dem Null-Allel DaPKC

k06403 
ist Baz nicht regelmäßig an der ZA, sondern auch entlang der lateralen Membran und im Cytoplasma (B’ und 
B’’) lokalisiert. Die vier DaPKC

psu Allele und auch Par6$
226 zeigen Baz unregelmäßig an einigen wenigen 

Bereichen der Membran (C’-G’) und im Längsschnitt der Zellen nicht nur auf die ZA beschränkt (C’’-G’’). 
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3.3.2.4 Verteilung der Par/aPKC-Komponenten während der Keimstreifausstreckung in 

Mutanten der DaPKC Allele 

Im Wildtyp sind alle drei Komponenten des Par/aPKC-Komplexes an der Membran 

lokalisiert (Abbildung 31A-A’’). Ausgehend von den früheren Stadien setzt sich in den 

DaPKC-Mutanten die Fehlverteilung der Proteine fort. In der Aufsicht zeigen sich die 

Proteine jedoch nicht mehr entlang der Membran lokalisiert, sondern es scheint, als 

akkumulieren sie eher in kleineren und größeren punktuellen Bereichen. In DaPKC
k06403 ist 

die aPKC nicht detektierbar und Baz und Par-6 sind diffus im Cytoplasma verteilt und nur 

noch teilweise in kleinen Bereichen an der Membran (Abb. 31B-B’’) akkumuliert. In Abb. 

31C-C’’ lokalisiert im Allel DaPKC
psu141, ähnlich wie im Allel DaPKC

psu69, die aPKC nur 

punktuell an der Membran und Baz und Par-6 findet man wie in DaPKC
k06403 meist diffus im 

Cytoplasma. Jedoch gibt es hier etwas größere Bereiche, in denen Baz und Par-6 

akkumulieren. Das Allel DaPKC
psu417 scheint wie das Allel DaPKC

psu265 etwas schwächer zu 

sein, da es hier noch Bereiche in der Epidermis gibt, in denen Baz und Par-6 korrekt an der 

Membran lokalisieren (Abb. 31D-D’’). In Par6$226, einem Null-Allel, ist die DaPKC diffus 

verteilt, Baz dagegen teilweise noch an der Membran und Par-6 nicht detektierbar (Abb. 

31E-E’’). 
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Abbildung 31 (vorherige Seite, 60): Die Lokalisation der Proteine des Par/aPKC-Komplexes ist 

voneinander abhängig. (A-A’’) Im Wildtyp lokalisieren DaPKC, Baz und Par-6 an der Membran. In allen 
Keimbahnklon-Embryonen der Allelen von aPKC und par6 kommt es zum Verlust der Membranständigkeit der 
Proteine des Par/aPKC-Komplexes. Das Allel DaPKC

psu417 scheint schwächer zu sein, da Baz und Par-6 über 
einige Bereiche noch an der Membran lokalisieren. 

___________________________________________________________________________ 

 

3.3.2.5 In DaPKC Mutanten zeigen sich Polaritätsdefekte entlang der gesamten Membran 

Des Weiteren wurde anhand von Längsschnitten die Lokalisation von Proteinen überprüft, die 

in wildtypischen Epithelzellen in der SAR, an der ZA und an der SJ der basolateralen 

Membran vorkommen. 

In wildtypischen Embryonen sind Crb und DE-Cad deutlich an der Membran lokalisiert 

(Abbildung 32B und E). Im Längsschnitt in Abb. 32C sieht man Crb (rot) in der SAR 

akkumuliert und Dlg (blau) basal zur SAR entlang der Membran. Dabei ist Dlg deutlich 

apikal an der SJ angereichert (Abb. 32C und D). In Abb. 32C und D sieht man die 

säulenartige Form der Epithelzellen. DE-Cad lokalisiert an der ZA (rot in Abb. 32F), basal zu 

Crb. In den DaPKC
psu69 Keimbahnklonen sieht man bereits in Abb. 32A’, dass das Epithel, 

das den Embryo umgibt, nicht mehr so klar und sauber abgeschlossen ist wie im Wildtypen 

(Abb. 32A). Crb ist nicht mehr an der Membran lokalisiert, sondern in vesikelartigen 

Partikeln im Cytoplasma (Abb. 32B’ und rot in Abb. C’). Dlg ist noch an der Membran 

lokalisiert, jedoch ist es nicht mehr im apikalen Bereich der basolateralen Membran 

angereichert. Dafür erstreckt sich Dlg auch über den apikalen Bereich (Pfeil in Abb. 32D’). 

Die Lokalisation von DE-Cad ist auch nach basolateral verschoben oder cytoplasmatisch (rot 

in Abb. 32F’). In Abb. 32D’ sieht man deutlich im Vergleich zu Abb. 32D, dass sich die 

Zellen abgerundet haben. Diese morphologische Veränderung der Epithelzellen wurde auch 

schon früher für andere Gene, die in der Zellpolarität involviert sind, gezeigt (Tepass und 

Knust, 1990; Tepass und Knust, 1993). Die Defekte in der Form und Polarität der 

Epithelzellen sieht man in allen DaPKC
psu Allelen und auch in DaPKC

k06403. 

___________________________________________________________________________ 

Abbildung 32 (nächste Seite, 62): Polarität und Form der Epithelzellen in Keimbahnklonen sind gestört. 
In den Keimbahnklonen aller DaPKC

psu Allele treten starke Defekte in der Polarität der Epithelzellen auf. 
Insgesamt wirkt das Epithel in A’ nicht so fein abgetrennt wie im Wildtyp (A). B und D zeigen die wildtypische 
Lokalisation von Crb und Dlg an der Membran. C zeigt im Querschnitt die säulenartige Form der Zellen, in 
denen Crb (rot) ganz apikal akkumuliert und Dlg (blau) basolateral. Dabei ist Dlg apikal in der basolateralen 
Membran angereichert (D). (F) DE-Cad (rot) befindet sich apikal von Dlg (blau) an der ZA. In den 
Keimbahnklonen sieht man Crb deutlich in vesikelartigen Partikeln im Cytoplasma fehlverteilt  (B’ und rot in 
C’). In D’ sieht man Dlg nicht mehr apikal an der basolateralen Membran angereichert, sondern an der gesamten 
Membran verteilt und somit auch apikal (Pfeil). D’ zeigt auch deutlich, dass die Epithelzellen abgerundet sind 
im Vergleich zum Wildtyp (D). DE-Cad ist teilweise noch an der Membran lokalisiert (E’), jedoch ist es nicht 
mehr strikt auf den Bereich der ZA, die hier wahrscheinlich verloren ist, beschränkt (F’). 



Ergebnisse 

 62 
   



Ergebnisse 

 63 

3.3.3 Die Neuroblasten zeigen in der Metaphase Defekte in der Polarität  

Die NB behalten ihre Polarität, die sie als Epithelzelle aufgebaut haben, bei. Es konnte bereits 

gezeigt werden, dass für die Polarität in den NB kein intaktes Epithel notwendig ist 

(Bachmann et al., 2001; Hong et al., 2001). In den Keimbahnklon-Embryonen ist im 

Gegensatz zu den Epithelzellen, in denen die Komponenten des Par/aPKC-Komplexes diffus 

verteilt sind, die Polarität in den NB auch hier teilweise noch erhalten. Die genaue 

Auswertung der ausgezählten NB ist im Anhang dargestellt. 
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3.3.3.1 DaPKCpsu265 und DaPKCpsu417 lokalisieren schwach apikal im Neuroblasten 

Im Wildtyp akkumuliert DaPKC in Metaphase-NB in einem apikalen Halbmond (Abbildung 

33A). Während DaPKC in DaPKC
k06403 nicht nachgewiesen werden kann und es in 

DaPKC
psu69 und DaPKC

psu141 cytoplasmatisch vorliegt (Abb. 33B), kann man in DaPKC
psu265 

(zu 78%) und DaPKC
psu417 (zu 53%) geringe Mengen an DaPKC apikal in NB detektieren. 

Dabei variiert die Menge an Protein, die apikal nachgewiesen werden kann und ist manchmal 

nur schwach und punktiert detektierbar (rechter NB in Abb. 33C und D). Die prozentuale 

Verteilung der DaPKC in den verschiedenen DaPKC Allelen ist in Diagramm 1 

wiedergegeben. 

 

   

Abbildung 33: Die apikale Lokalisation von DaPKC in NB variiert. DaPKC in rot und DNA in grün. Im 
Wildtyp zeigt sich ein deutlich apikaler Halbmond im NB (A). In Mutanten des Allels DaPKC

psu69 ist kein 
apikaler Halbmond detektierbar (B). (C und D) In den Allelen DaPKC

psu265 und DaPKC
psu417 ist die DaPKC 

noch apikal in einem Halbmond detektierbar, kann aber manchmal nur schwach punktiert detektiert werden 
(rechter NB in C und D). 

 

      

Diagramm 1: Die apikale Lokalisation von DaPKC in den NB von mutanten DaPKC Allelen. Auf der 
X-Achse sind der Wildtyp und die verschiedenen DaPKC-Allele aufgetragen. Auf der Y-Achse ist der 
prozentuale Wert abzulesen. n bezeichnet die Anzahl der ausgezählten NB. Für DaPKC

psu69 und DaPKC
psu141 

gibt es keine Zahlenwerte, aber keine der beobachteten NB zeigte eine polarisierte oder cortikale Lokalisation 
der DaPKC (n>50). Für DaPKC

k06403 ist keine DaPKC nachweisbar. 



Ergebnisse 

 65 

3.3.3.2 Baz lokalisiert apikal in den NB der verschiedenen DaPKC
psu Allele 

Baz ist dagegen in allen DaPKC
psu Allelen zum großen Prozentsatz (75%-88%) noch apikal 

in den Metaphase-NB lokalisiert (Abbildung 34A und B, Diagramm 2). Auch in Par6$226 ist 

Baz noch in 64% der ausgezählten NB apikal. In der Null-Mutante DaPKC
k06403 zeigen nur 

29% eine apikale Lokalisation von Baz im NB (Abb. 34C) und in 61% ist es cytoplasmatisch 

angereichert. 

 

    

Abbildung 34: Baz bleibt apikal im NB lokalisiert. Baz in rot und DNA in grün. (A und B) In den DaPKC
psu69 

und DaPKC
psu417 bleibt Baz meist apikal lokalisiert, im Gegensatz zur Situation in den darüber liegenden 

Epithelzellen. Auch in den NB von Keimbahnklonen des Null-Allels DaPKC
k06403 ist Baz noch in 29% in einem 

apikalen Halbmond lokalisiert (C). 

 

 

        

Diagramm 2: Die apikale Lokalisation von Baz in den NB mutanter DaPKC und par-6 Allele. Auf der 
X-Achse sind der Wildtyp, die verschiedenen DaPKC-Allele und das Allel für Par-6 aufgetragen. Auf der 
Y-Achse ist der prozentuale Wert abzulesen. n bezeichnet die Anzahl der ausgezählten NB. In den 
Keimbahnklonen aller Allele, außer DaPKC

k06403, ist Baz in den meisten NB noch apikal lokalisiert. 
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3.3.3.3 Die Lokalisation von Par-6 in DaPKC
psu69 ist cytoplasmatisch 

Wie DaPKC und Baz ist auch Par-6 in wildtypischen NB in einem apikalen Halbmond 

lokalisiert (Abbildung 35A). Par-6 ist in Par6$226 nicht detektierbar und in DaPKC
k06403 in 

allen NB nur im Cytoplasma nachweisbar. In DaPKC
psu69 ist Par-6 in 69% der Neuroblasten 

nicht mehr apikal lokalisiert (Abb. 35B, Diagramm 3). Für dieses Allel konnte gezeigt 

werden, dass die DaPKC nicht mehr an Par-6 binden kann. In DaPKC
psu141 und DaPKC

psu417 

lokalisiert Par-6 in über der Hälfte der Fälle noch apikal. Dabei ist die apikale Lokalisation 

meist deutlich (Abb. 35C), teilweise aber auch nur schwach nachweisbar. 

 

    

Abbildung 35: Die Lokalisation von Par-6 ist variabel in den verschiedenen Allelen. Par-6 in rot und DNA 
in grün. Die apikale Lokalisation von Par-6 zeigt im Wildtyp einen deutlichen Halbmond (A) und ist in 
DaPKC

psu69, in dem die Bindung der DaPKC zu Par-6 gestört ist, in 69% nicht lokalisiert (B). In DaPKC
psu417 ist 

Par-6 in 62% der NB noch apikal (C).  

 

 

    

Diagramm 3: Die apikale Lokalisation von Par-6 in den NB mutanter DaPKC und par-6 Allele. Auf der 
X-Achse sind der Wildtyp, die verschiedenen DaPKC-Allele und das Allel für Par-6 aufgetragen. Auf der 
Y-Achse ist der prozentuale Wert abzulesen. n bezeichnet die Anzahl der ausgezählten NB. In DaPKC

k06403 ist 
Par-6 cytoplasmatisch und in Par6$

226 nicht nachweisbar. 
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3.3.3.4 Insc ist in DaPKC
psu Allelen noch apikal lokalisiert 

Für Insc konnte gezeigt werden, dass seine Lokalisation von Baz abhängig ist (Wodarz et al., 

1999). Da Baz in den Mutanten der DaPKC
psu Allele meist noch apikal lokalisiert, ist eine 

apikale Lokalisation von Insc (Abbildung 36A), hier in 74%-79% der Fälle, zu erwarten. 

Jedoch ist der deutliche apikale Halbmond nur in 46%-53% der Fälle zu sehen. Die übrigen 

Neuroblasten zeigen apikal eine schwache (Abb. 36B) oder sehr schwach punktierte 

Lokalisation (Abb. 36C) von Insc. Interessanterweise ist die apikale Lokalisation von Insc in 

Par6$226 Embryonen nur zu 17% gegeben. Eine schematische Übersicht der apikalen Insc 

Lokalisation ist in Diagramm 4 dargestellt. 

 

    

Abbildung 36: Insc lokalisiert apikal in den NB der Keimbahnklone von den DaPKC
psu

 Allelen. Insc in rot 
und DNA in grün. Die Lokalisation von Insc zeigt im Wildtyp einen sauberen apikalen Halbmond (A). In den 
verschiedenen Keimbahnklonen der DaPKC

psu Allele ist diese halbmondförmige Lokalisation auch mal 
schwächer (B) und manchmal nur punktiert (C) ausgeprägt. 

 

         

Diagramm 4: Die apikale Lokalisation von Insc in den NB mutanter DaPKC und par-6 Allele. Auf der 
X-Achse sind der Wildtyp, die verschiedenen DaPKC-Allele und das Allel für Par-6 aufgetragen. Auf der 
Y-Achse ist der prozentuale Wert abzulesen. n bezeichnet die Anzahl der ausgezählten NB. In den DaPKC

psu 
Allelen ist Insc meist noch apikal lokalisiert wie auch Baz. 
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3.3.3.5 Mira lokalisiert in DaPKC
psu417 cortikal 

In wildtypischen Metaphase-NB ist Mira nach der Spindelrotation immer basal lokalisiert 

(Abbildung 37A). Die basale Lokalisation findet in dem Null-Allel DaPKC
k06403 nur zu 1% 

statt. Zu 27% lokalisiert Miranda cortikal und in 51% der Fälle ist es gar nicht detektierbar 

bzw. sehr schwach cortikal. Die cortikale Lokalisation von Mira variiert dabei und zeigt 

neben einer regelmäßigen Verteilung auch eine Akkumulation basal und schwach apikal 

(Abb. 37C) und auch umgekehrt apikal und schwach basal (Abb. 37D). Eine unpolare, 

cortikale Verteilung von Mira war in etwa der Hälfte der DaPKC
psu417 (65%), DaPKC

psu69 

(51%) und Par6$226 (47%) mutanten Neuroblasten zu beobachten (Abb. 37B), wohingegen 

Mira in DaPKC
psu141 und DaPKC

psu265 meist noch basal lokalisiert (68%-75%). Diagramm 5 

zeigt die Mira Lokalisation in der Übersicht. 

   

Abbildung 37: Cortikale Mira Lokalisation in den NB. Mira in blau und DNA in grün. (A) Im Wildtyp 
lokalisiert Mira basal im Metaphase-NB. In den NB der verschiedenen DaPKC

psu Allele und vor allem in 
DaPKC

psu417 lokalisiert es cortikal (B). Dabei variiert die cortikale Lokalisation und zeigt sich teilweise basal 
und zusätzlich schwach apikal (C) oder auch umgekehrt apikal mit einer schwächeren Lokalisation basal (D). 
 

  

Diagramm 5: Mira Lokalisation in den NB mutanter DaPKC und par-6 Allele. Auf der X-Achse sind der 
Wildtyp, die verschiedenen DaPKC-Allele und das Allel für Par-6 aufgetragen. Auf der Y-Achse ist der 
prozentuale Wert abzulesen. n bezeichnet die Anzahl der ausgezählten NB. In den NB des Allels DaPKC

psu417, in 
dem die Mutation in der Substratbindetasche liegt, beträgt die basale Lokalisation von Mira nur 25%. 
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3.3.3.6 Die extrinsische Orientierung des NB ist in DaPKC
k06403 gestört 

Nach der Delamination in das Innere des Embryos kommen die NB in einer bestimmten 

Orientierung zwischen dem Ektoderm und dem Mesoderm zu liegen. Der NB selbst weist 

eine intrinsische Orientierung auf. Diese beschreibt die Lage der polar verteilten Marker und 

der Spindel zueinander. In wildtypischen Metaphase-NB steht die Spindel senkrecht zum 

apikalen und basalen Marker (Abbildung 38A und C). Bei einer intrinsischen Fehlstellung, 

die in wildtypischen NB zu 1% auftritt, steht die Spindel nicht mehr senkrecht zu den polaren 

Markern (Abb. 38B[3] und E). Die extrinsische Orientierung beschreibt die Stellung des NB 

im Verhältnis zum darüber liegenden Epithel. Ausgehend von einer korrekten intrinsischen 

Orientierung liegt der NB mit seiner Spindel senkrecht zum darüber liegenden Epithel. Mit 

einer Abweichung von bis zu 20° findet man diese Orientierung zu 91% in den wildtypischen 

NB (Abb. 38A, B[1] und C). Eine Abweichung von über 20° wird hier als Fehlstellung 

definiert (Abb. 38B[2] und D). 

In den Keimbahnklon-Embryonen des Allels DaPKC
k06403 weisen die NB zu 49% eine 

extrinsische Fehlstellung auf. Nur 50% aller ausgezählter NB weisen eine korrekte 

Orientierung auf. Die NB der vier DaPKC
psu Allele zeigen deutlich niedrigere und 

untereinander ähnliche Werte, wobei die Allele DaPKC
psu69 und DaPKC

psu141 stärkere 

Defekte in der Orientierung zeigen als die NB der Allele DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417. In 

den NB der Allele DaPKC
psu69 und DaPKC

psu141 liegt die intrinsische Fehlstellung mit 8% 

nicht hoch, allerdings höher als in dem Null-Allel DaPKC
k06403. In der Null-Mutanten kann 

man die intrinsische Fehlstellung schlecht belegen, da zwar die Spindel oft nicht mehr 

senkrecht zum Epithel stand, aber auch keine bestimmte apikale oder basale Lokalisation 

eines Markers festgemacht werden konnte. Durch eine falsche Orientierung der Spindel 

kommt es bei der Zellteilung zu einer fehlerhaften Verteilung der Zellschicksalsdeterminanten 

und der entstehende NB und die GMC kommen nicht wie üblicherweise apikal und basal zu 

liegen. Der Wert der intrinsischen Fehlstellung ist bei den NB des par6$226
 Allels mit 22% 

deutlich höher. 
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Allel n korrekte Orientierung 
der NB [1] 

extrinsische 
Fehlstellung [2] 

intrinsische 
Fehlstellung [3] 

Wildtyp 325 91% 7% 2% 
DaPKC

k06403
 224 50% 49% 1% 

DaPKC
psu69 217 70% 23% 8% 

DaPKC
psu141 136 65% 27% 8% 

DaPKC
psu265

 299 81% 18% 1% 
DaPKC

psu417 332 74% 21% 5% 
Par6$226 114 60% 18% 22% 

 

    

Abbildung 38: Die intrinsische und extrinsische Fehlstellung des Metaphase-NB im Embryo. (A) 
Schematische Darstellung der intrinsischen und extrinsischen Orientierung eines NB. Die korrekte intrinsische 
Orientierung beschreibt die senkrechte Lage der Spindel zu den polaren Markern (A, C und D). Die extrinsische 
Orientierung geht von einer korrekten intrinsischen Orientierung aus und beschreibt die Lage des gesamten NB 
im Verhältnis zum darüber liegenden Epithel. Normalerweise steht auch hier die Spindel senkrecht zum Epithel 
A und C). Eine Abweichung von über 20° wird hier als Fehlstellung definiert (D und B[2]). Bei einer 
intrinsischen Fehlstellung steht die Spindel nicht mehr senkrecht zu den polaren Marken, hier Baz und Mira 
(B[3] und E). D und E zeigen Beispiele für die Fehlorientierung eines NB in den Embryonen der 
Keimbahnklone. Baz in rot, Mira in blau und DNA in grün. 
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3.4 Molekulare Charakterisierung von Exzisionslinien der Linie DaPKC
k06403 

Von der P-Element Linie DaPKC
k06403 wurden durch Mobilisierung des P-Elements Allele 

erzeugt, von denen einige homozygot lebensfähig sind und im Rahmen dieser Arbeit weiter 

molekular charakterisiert wurden. 

3.4.1 Ein alternatives Transkript der DaPKC 

In der ersten Version der Annotierung des Drosophila Genoms wurde für den DaPKC-Lokus 

nur das Transkript aPKC-RC vorausgesagt und die genomische Region, in der das P-Element 

in der Linie DaPKC
k06403 inseriert ist, als drittes Intron des DaPKC Lokus angegeben 

(Wodarz et al., 2000). In einer überarbeiteten Annotierung des Drosophila Genoms wurde, 

neben weiteren Transkripten der DaPKC, in unmittelbarer Umgebung der Insertionsstelle des 

P-Elements ein neues Gen, CG30475, vorausgesagt. Das P-Element inseriert im ersten von 

drei Exons von CG30475. Es war bekannt, dass durch proteolytische Spaltung eine trunkierte, 

konstitutiv aktive Form der DaPKC, aPKM genannt, in Drosophila-Köpfen vorkommt und 

essentiell für die Gedächtnisentwicklung ist (Schwartz, 1993; Drier et al., 2002). Daher wurde 

überlegt, ob durch alternatives Spleißen der Exons von CG30475 und der DaPKC ein 

Transkript für diese Isoform entstehen könnte. In Köpfen von wildtypischen Fliegen konnte 

auf mRNA-Ebene nach RT-PCR tatsächlich ein Produkt nachgewiesen werden, dass sowohl 

aus Exons von CG30475 als auch der DaPKC besteht. Abbildung 39 zeigt schematisch 

welche Primer für die RT-PCR eingesetzt wurden. Das PCR-Produkt 1 beinhaltet den 

Translationsstart und dient als Kontrolle. Ein mögliches Produkt 2, welches die ersten Exons 

der DaPKC an die Exons von CG30475 spleißen könnte, konnte nicht nachgewiesen werden. 

Dagegen konnten Transkripte aufgezeigt werden, die das erste und zweite Exon von 

CG30475 und das vierte, fünfte und sechste Exon der DaPKC enthalten. Allerdings beinhaltet 

weder das Produkt 4 noch das Produkt 5 das vorhergesagte dritte Exon von GC30475 

(Sequenz im Anhang). Das Produkt 3 hat eine Länge von ca. 1400bp, was den Exons der 

DaPKC, ohne CG30475 entspricht. Neben den bereits bekannten Transkripten existiert also 

noch ein weiteres, das die ersten beiden Exons von CG30475 an das vierte Exon der DaPKC 

spleißt. In diesem Transkript gibt es ein offenes Leseraster bis zum neunten Exon der DaPKC 

ohne 5’UTR (ORF im Anhang). Die ersten beiden Exons von CG30475 codieren nicht für 

bekannte Proteindomänen. Das vierte bis neute Exon der DaPKC codieren für das Zinkfinger-

Motiv und die Kinase-Domäne. Im Gegensatz zur DaPKC fehlt hier also die PB-1Domäne, 

die die Bindung an Par-6 ermöglicht. Es ist möglich, dass nach Translation dieses 
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Transkriptes durch proteolytische Spaltung vor der Kinase-Domäne in der Linker-Region die 

trunkierte aPKM entsteht. 

 

 

Abbildung 39: RT-PCR auf mRNA von Köpfen wildtypischer Fliegen. CG30475 stellen Exons für ein 
alternatives Transkript der DaPKC dar. Nach Poly-A+-Isolierung aus Köpfen von wildtypischen Fliegen konnten 
mittels RT-PCR mit Primern im ersten oder zweiten Exon von CG30475 und dem sechsten Exon der DaPKC 
jeweils die Produkte 5 und 4 amplifiziert werden. Beide enthalten aber nicht das dritte Exon von CG30475. 
Dagegen konnte mit den angegebenen Primer kein Prokukt 2 nachgewiesen werden. Das Produkt 3 enthält seiner 
Größe nach nur die Exons der DaPKC, aber nicht die Exons von CG30475. Das PCR-Produkt 1, welches das 
zweite Exon mit dem Translationsstart und das dritte Exons der DaPKC enthält, dient als Positiv-Kontrolle. 

 

3.4.2 Durch die P-Element Exzision werden Teile des Exons von CG30475 deletiert 

In Abbildung 40 ist der genomische Bereich der DaPKC und CG30475 mit der P-Element 

Insertion schematisch dargestellt. In den drei Exzisions-Allelen DaPKC
rev48, DaPKC

rev55 und 

DaPKC
rev56 ist jeweils der größte Teil des P-Elements deletiert, lediglich ein kleiner Teil des 

P-Elements ist jeweils noch vorhanden. Zusätzlich ist in DaPKC
rev48 und DaPKC

rev56 ein Teil 

genomischer DNA 3’ hinter dem P-Element deletiert (Marcella Tello-Ruiz, persönliche 

Mitteilung). Homozygote Fliegen dieser drei Allele sind lebensfähig, die Weibchen sind 

jedoch steril und die Morphologie der Ovarien zeigte sich gestört. Die Eikammern und Eier 

erscheinen runder und kompakter als im Wildtyp und der Schweregrad der Defekte korreliert 

mit der Größe der Deletion. Die Exzisions-Linie DaPKC
rev48 trägt die größte Deletion und 

legt kaum Eier. 
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Abbildung 40: Deletierte Bereiche in den durch P-Element Exzision entstandenen DaPKC
rev

 Allelen. Das 
P-Element inseriert nicht nur im dritten Intron der DaPKC, sondern auch im ersten Exon von CG30475, das 
möglicherweise Teil eines alternativen Transkriptes für die aPKM ist. Durch die Mobilisierung des P-Elementes 
liegt in den Revertanten nur noch ein kleiner Teil des P-Elementes vor und in DaPKC

rev48 und DaPKC
rev56 sind 

zusätzlich Bereiche des ersten und zweiten Exons deletiert. 

 

Durch die Folgen der P-Element Mobilisierung wurde erwartet, dass das zuvor 

nachgewiesene PCR-Produkt eines Transkripts für eine aPKM nicht mehr gebildet werden 

kann. Dies ist jedoch nicht der Fall. Zumindest kann mit einem Primer, der im 3’-Bereich des 

zweiten Exons von CG30475, also hinter der Deletion, bindet, noch ein Produkt 

nachgewiesen werden (Abbildung 41). Es ist aber möglich, dass durch den Rest des P-

Elements und die Deletion ein Transkript entstanden ist, dass keine korrekte Translation 

ermöglicht. Daher muss überprüft werden, ob auch eine Translation erfolgt. 

 

         

Abbildung 41: Das Transkript für die aPKM kann auch in den Revertanten noch gebildet werden. Das 
durch alternatives Spleißen entstandene Transkript der aPKM kann in den Köpfen von DaPKC

rev56 wie auch in 
wildtypischen Köpfen nachgewiesen werden. 
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3.4.3 Die subzelluläre Lokalisation der konstitutiv aktiven Form der DaPKC, aPKM, in 

wildtypischen Drosophila Ovarien 

Es war bekannt, dass eine konstitutiv aktive Form der DaPKC, aPKM, in Drosophila-Köpfen 

vorkommt und essentiell für die Gedächtnisentwicklung ist (Drier et al., 2002). Daher ist es 

möglich, dass das hier nachgewiesene alternative Transkript für die aPKM kodiert. Wegen der 

Defekte während der Oogenese in den für die DaPKC
rev Allele homozygoten Weibchen 

wurden zunächst wildtypische Ovarien untersucht. Antikörper-Färbungen in wildtypischen 

Ovarien zeigten, dass zwei Antikörper von unterschiedlichen Firmen, aber gegen das 

identische Epitop gerichtet, nicht exakt das gleiche Signal erzeugten (Abbildung 42). In 

Eikammern der Stadien 4-5 zeigt sich beim Antikörper von Santa Cruz (C20), (Abb. 42A), 

der in den vorhergehenden Untersuchungen eingesetzt wurde, ausschließlich eine Färbung 

apikal in den Follikelzellen. Dagegen zeigt der Antikörper von Sigma (Abb. 42B) zusätzlich 

ein stärkeres Signal anterior in der Oocyte (Pfeil). Der Oocytenzellkern ist jeweils durch einen 

Pfeilkopf markiert. 

  

Abbildung 42: Lokalisation der DaPKC in Wildtyp-Ovarien. Stadium 4-5 Eikammern wurden hier mit 
Antikörpern gegen das identische Epitop angefärbt. In der GFP-Kernfärbung ist der Oocytenzellkern durch einen 
Pfeilkopf markiert. (A) Der Antiköper von Santa Cruz (C20) detektiert die DaPKC nur apikal in den 
Follikelzellen. (B) Der Sigma Antikörper detektiert zusätzlich ein Signal anterior in der Oocyte (Pfeil). 

 

In Western Blots mit Wildtyp-Ovarien ergibt sich neben dem Signal der DaPKC bei 75kDa 

auch eine zusätzliche Bande bei 60kDa, die dem vorausgesagten Molekulargewicht einer 

trunkierten, konstitutiv aktiven aPKM entspricht (Abbildung 43). 

     

Abbildung 43: Western Blot an Proteinextrakten aus wildtypischen Ovarien. Im Western Blot erkennt der 
Sigma Antikörper eine zusätzliche Bande bei 60kDa, vermutlich die aPKM. Beide Antikörper erkennen dazu die 
DaPKC bei 75kDa. 
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Das zuvor nachgewiesene alternative Transkript würde aber für ein 107kDa großes Protein 

codieren. Da im Western Blot jedoch nur ein Signal bei ca. 60kDa nachgewiesen werden 

kann, vermutlich die aPKM, ist es sehr wahrscheinlich, dass nach der Translation des 

alternativen Transkripts das Protein zur aPKM prozessiert wird (Abbildung 44). Da sich die 

Transkripte für die DaPKC und eine mögliche aPKM nur in den ersten Exons unterscheiden, 

die Antikörper jedoch gegen den C-Terminus gerichtet sind, sollte man ansonsten auch eine 

größere Isoform der DaPKC nachweisen können. 

 

Abbildung 44: Die aPKM entsteht möglicherweis durch posttranslationale Prozessierung. Ein zuvor 
nachgewiesenes alternatives Transkript codiert für ein Protein, das im Gegensatz zur DaPKC am N-Terminus 
keine PB-1 Domäne vorweist. Das Zinkfinger-Motiv mit dem Pseudosubstrat könnte aber immer noch eine 
Inaktiverung der Kinase ermöglichen. Durch proteolytische Spaltung durch z.B. Calpain, kann die trunkierte, 
konstitutiv aktive aPKM entstehen. 
 

3.4.4 Die aPKM Isoform fehlt in den DaPKC
rev Allelen  

Des Weiteren wurde in den DaPKC
rev Allelen das Vorhandensein der aPKM überprüft. Die 

Abbildung 45 zeigt, dass in DaPKC
rev55 die anteriore Lokalisation der DaPKC um den 

Oocytenzellkern (Pfeilkopf) herum fehlt (Abb. 45B und B’). Dies gilt auch für DaPKC
rev48 

und DaPKC
rev56. Das lässt vermuten, dass es sich bei der anterioren Färbung in wildtypischen 

Oozyten (Abb. 45A und A’) tatsächlich um die aPKM (Pfeil) handelt. 
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Abbildung 45 (vorherige Seite, 75): DaPKC
rev55

 zeigt den Verlust der DaPKC anterior in der Oocyte. In der 
Yoyo-Kernfärbung ist der Oocytenzellkern mit einem Pfeilkopf markiert. (A-A’) Lokalisation der putativen 
aPKM Isoform (Pfeil) anterior in der Oocyte in wildtypischen Eikammern Stadium 4-5. In DaPKC

rev55 wird in 
der Oocyte keine Akkumulation der aPKM sichtbar (B-B’). 

___________________________________________________________________________ 

 

In Western Blots mit Ovarienextrakten der DaPKC
rev Allele fehlt die kürzere aPKM Form, 

die in Proteinextrakten von wildtypischen Ovarien vom Sigma Antikörper detektiert werden 

kann (Abbildung 46). Dagegen kann die DaPKC in den mutanten Allelen nachgewiesen 

werden. 

     

Abbildung 46: Die aPKM ist in Proteinextrakten aus Ovarien von DaPKC
rev

–Tieren stark reduziert. Alle 
aufgetragenen Proben zeigen die DaPKC bei 75kDa. Die im Wildtyp vorkommende kürzere Form, aPKM, kann 
in den Ovarien der verschiedenen Revertanten Allele nicht detektiert werden. 

 

Es ist also anzunehmen, dass es sich bei dem vorausgesagten Gen CG30475 tatsächlich um 

alternative Exons des DaPKC–Lokus handelt, die für eine verkürzte Isoform, die aPKM, 

alternativ gespleißt werden. Nachdem das Vorhandensein eines Transkriptes für eine aPKM 

nachgewiesen werden konnte, ist es möglich, dass das Transkript nicht translatiert wird und 

somit auch eine nachfolgende Prozessierung zur aPKM nicht stattfinden kann. 

3.4.5 Untersuchung homozygoter DaPKC
rev Allele 

Die Ovarien der homozygoten DaPKC
rev Allele zeigen einen ähnlichen Phänotyp wie die 

homozygoten DaPKC
psu Allele und gleichen auch den hypomorphen par-1 bzw. baz 

Mutanten (Shulman et al., 2000; Tomancak et al., 2000; Benton und St Johnston, 2003b). In 

Aktin-Färbungen (rot in Abbildung 47A-D) sieht man bereits, dass während der Oogenese 

starke Defekte auftreten. Auch hier entwickeln sich die Eikammern nicht immer bis zu 

Stadium 10. Die Abb. 46A zeigt die wildtypische Lokalisation von Staufen posterior in der 

Oocyte (grün, Pfeil) und von Gurken anterior auf der zukünftigen Dorsalseite (blau, 

Pfeilkopf). Die DaPKC
rev Allele zeigen die Staufen Lokalisation wie die DaPKC

psu Allele 

nicht halbmondförmig am posterioren Ende der Oocyte, sondern posterior oder mittig in 

einem Punkt konzentriert (grün in Abb. 47C und D). Die Gurken Lokalisation scheint jedoch 

noch korrekt zu sein (blau in Abb. 47B-D). 
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Abbildung 47: Homozygote DaPKC
rev

 Allele zeigen Defekte in der Oogenese und Polarität der Oocyte. 
Eikammern in Stadium 8-11 mit Aktin-Färbung (rot). (A) In der wildtypischen Oocyte ist Staufen (grün, Pfeil) 
posterior lokalisiert und Gurken (blau, Pfeilkopf) bestimmt dorsal. Staufen akkumuliert als Fleck posterior (grün 
in B) oder in der Mitte der Oocyte (grün in C und D). Die Gurken Lokalisation erscheint wildtypisch (blau in 
B-D). 

 

Wie in den homozygoten DaPKC
psu Allelen ist es auch hier möglich, dass die Fehlverteilung 

von Staufen eine Folge der morphologischen Defekte im Follikelepithel ist. Um genaue 

Aussagen machen zu können, müssten auch hier Keimbahnklone erzeugt werden. 
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4 Diskussion 

Der Par/aPKC-Komplex ist ein in diversen Spezies evolutionär hochkonservierter 

Proteinkomplex und tritt auch in Drosophila in verschiedenen Geweben auf. Im Rahmen 

dieser Arbeit wurden verschiedene Allele der Drosophila atypischen Proteinkinase C 

(DaPKC) molekularbiologisch und auf ihre Funktionalität hin untersucht, um genauere 

Informationen über die Bedeutung einzelner Domänen des Proteins zu erhalten. Ergebnisse 

dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die DaPKC durch unterschiedliche Mechanismen in (i) 

den epidermalen Epithelzellen des Embryos, (ii) den Neuroblasten, (iii) den 

Follikelepithelzellen und (iiii) der Oocyte für die korrekte Ausbildung der Polarität 

verantwortlich ist. 

Im Folgenden werden Aussagen über die verschiedenen DaPKC Allele gemacht. Dabei 

handelt es sich, wenn nicht ausdrücklich anders beschrieben, um Keimbahnklone bzw. 

Embryonen, die aus Keimbahnklonen der jeweiligen Allele entstanden sind. 

 

4.1 Charakterisierung hypomorpher DaPKC Allele 

In einem EMS-Screen zur Identifizierung neuer maternaler Gene, die in die Entwicklung des 

Drosophila Embryos involviert sind, wurden vier neue Allele der DaPKC (DaPKC
psu) 

gefunden (Luschnig et al., 2004). Alle Allele weisen jeweils eine Punktmutation auf, die zu 

einem Aminosäureaustausch in einem hoch konservierten Bereich der DaPKC führt. 

Keimbahnklone zeigen, dass die Funktion der DaPKC in allen Allelen durch den 

Aminosäureaustausch stark beeinträchtigt ist. Die aus Keimbahnklonen entstandenen 

maternal mutanten Embryonen der verschiedenen Allele zeigen ein verstärktes Auftreten von 

Apoptose und sterben mit starken morphologischen Defekten. 

Zygotische Mutanten des Null-Allels DaPKC
k06403 sind bis ins zweite Larvenstadium 

lebensfähig. Im späten L2 Stadium können weder das Transkript noch das Protein 

nachgewiesen werden (Rolls et al., 2003). Dagegen sind einige der zygotisch mutanten 

DaPKC
psu Allele bis ins adulte Stadium homozygot lebensfähig. Das lässt sich darauf 

zurückführen, dass in den DaPKC
psu Allelen das Protein exprimiert wird, durch die Mutation 

seine Funktion jedoch eingeschränkt ist. Interessanterweise treten bei den Allelen DaPKC
psu69 

und DaPKC
psu141, die in Keimbahnklonen die stärksten Defekte zeigen, regelmäßig 

homozygot mutante Fliegen auf. Die Entwicklung dieser kurzlebigen Tiere ist jedoch 

verlangsamt, so dass entsprechende adulte Fliegen später schlüpfen. Die Anzahl der 
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homozygoten Tiere beträgt auch nicht 1/3 aller Tiere, wie es statistisch der Fall sein sollte, 

sondern ist reduziert, was auf eine Semiletalität hinweist. 

In dem Allel DaPKC
psu69 kann die DaPKC durch den Austausch C122Y in der 

regulatorischen Domäne, hinter der Par-6 Bindedomäne, nicht mehr an Par-6 binden. Par-6 

und aPKC bilden das Grundgerüst des hochkonservierten Par/aPKC-Komplexes. In diversen 

Spezies wird dieser Komplex durch GTP-Cdc42, das an Par-6 bindet, rekrutiert und die 

Kinase-Aktivität der aPKC dadurch erhöht (Henrique und Schweisguth, 2003; Etienne-

Manneville, 2004). Auf diese Weise kann die aPKC räumlich und zeitlich reguliert werden 

und Proteine wie Lethal giant larvae (Lgl), Par-1 oder Par-3 in verschiedenen Zelltypen 

binden und phosphorylieren. In den anderen drei DaPKC
psu Allele ist die DaPKC höchst 

wahrscheinlich in ihrer Kinase-Aktivität beeinträchtigt. Das Allel DaPKC
psu141 führt zu einem 

Aminosäureaustausch, F423I, direkt neben der PDK-1 Phosphorylierungsstelle. In Säugern 

konnte nachgewiesen werden, dass PKC$ durch PDK-1 am T410, homolog zu T422 in 

Drosophila, phosphoryliert und somit aktiviert wird. In Drosophila führt eine durch RNAi 

herbeigeführte Reduktion der PDK-1 in S2 Zellen zu einer Reduktion der an T422 

phosphorylierten Form der DaPKC und auch in homozygot adulten Fliegen des Allels 

DaPKC
psu141 ist diese phosphorylierte Form nicht mehr detektierbar. Wahrscheinlich führt der 

Aminosäureaustausch direkt neben der PDK-1 Phosphorylierungsstelle dazu, dass die DaPKC 

nicht mehr von der PDK-1 phosphoryliert und somit aktiviert werden kann. In dem Allel 

DaPKC
psu265 könnte die DaPKC, mit dem Aminosäureaustausch A291V in der ATP-

Bindetasche, einen dominant-negativen Effekt haben. Eine Aktivierung und 

Konformationsänderung der DaPKC findet statt, und auch eine Bindung an ihr Substrat kann 

erfolgen. Jedoch erfolgt keine Phosphorylierung, da das nötige Phosphat vom ATP nicht 

übertragen werden kann. Dagegen kann in dem Allel DaPKC
psu417 die DaPKC durch den 

Aminosäureaustausch G347N in der Substrat-Bindetasche ihr Substrat nicht mehr binden und 

dadurch nicht phosphorylieren. Die Phänotypen der Mutationen in der regulatorischen bzw. 

Kinase-Domäne zeigen, dass die DaPKC als Gerüstprotein und auch als Kinase wichtige 

Funktionen besitzt. 

 

4.2 Mutationen in der DaPKC beeinträchtigen die Stabilität des Par/aPKC-

Komplexes in den Epithelzellen 

Für die Polarität der Epithelzellen ist die Stabilität des Par/aPKC-Komplexes essentiell. Der 

Verlust einer Komponente des Komplexes beeinflusst zumindest die Lokalisation der jeweils 
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anderen Proteine. Phänotypische Defekte in den Keimbahnklon-Embryonen der DaPKC
psu 

Allele weisen darauf hin, dass bereits ein einziger Aminosäureaustausch zur Instabilität des 

gesamten Par/aPKC-Komplexes führt. 

Die Lokalisation des Par-3 Homologs Bazooka (Baz) verhält sich in allen DaPKC-Allelen 

identisch. Die Zellularisierung verläuft noch normal und Baz lokalisiert apikal an den AJ. Es 

konnte gezeigt werden, dass Baz als erste Komponente des Par/aPKC-Komplexes unabhängig 

von DaPKC und Par-6 apikal in den Epithelzellen akkumuliert (Harris und Peifer, 2005). 

Während der Gastrulation ist Baz jedoch nicht mehr regelmäßig apikal an der Membran 

lokalisiert. Dagegen variiert die Lokalisation von Par-6 in den verschiedenen DaPKC-Allelen. 

Par-6 ist in den DaPKC Null-Mutanten diffus verteilt und so verhält es sich auch umgekehrt 

für DaPKC in par-6 Null-Mutanten (Harris und Peifer, 2005). In den Allelen DaPKC
psu69 und 

DaPKC
psu141 zeigt sich eine ähnliche Fehllokalisation von Par-6 wie in dem Null-Allel 

DaPKC
k06403. In den beiden DaPKC

psu Allelen ist vermutlich die Bindung der DaPKC an 

jeweils eine der anderen Komponenten des Par/aPKC-Komplexes gestört und somit eine 

Stabilisierung des Par/aPKC-Komplexes nicht möglich. Das Protein, das in dem Allel 

DaPKC
psu69 exprimiert wird, kann nachweislich nicht an Par-6 binden. In dem Allel 

DaPKC
psu141 ist es möglich, dass die Bindung über die Kinase-Domäne an Baz verhindert ist. 

Es ist anzunehmen, dass im Wildtyp durch die Phosphorylierung der PDK-1 die 

Phosphorylierungsstelle im Turn-Motiv frei wird und es daraufhin zu einer 

Konformationsänderung und zur sterischen Freisetzung der Kinase-Domäne kommt. Durch 

den Aminosäureaustausch F423I findet wahrscheinlich keine Phosphorylierung durch die 

PDK-1 mehr statt und damit bleibt auch die Bindung zwischen der eigenen Pseudosubstrat-

Sequenz, die in der Nähe zur PB1-Domäne liegt, und der Kinase-Domäne bestehen. 

Keimbahnklon-Embryonen der Allele DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417 zeigen etwas 

schwächere Defekte. In diesen Allelen kommt es wahrscheinlich trotz der jeweiligen 

Mutation zu einer Aktivierung und Konformationsänderung der DaPKC. Es findet jedoch 

vermutlich keine Phosphorylierung von anderen Komponenten wie Baz, Crumbs (Crb) und 

Lgl statt, die an der Ausbildung der Polarität beteiligt sind. Die Aktivität der anderen 

Proteinkomplexe ist aber notwendig, um die Polariät in den Epithelzellen zu kontrollieren. 

Der Verlust der Polarität, der sich durch die Fehlverteilung der verschiedenen Proteine zeigt, 

deutet darauf hin, dass in den Epithelzellen die Funktion der DaPKC als Gerüstprotein und als 

Kinase absolut notwendig ist. 
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4.3 Die Funktion der DaPKC in den Neuroblasten 

4.3.1 Die Stabilität des Par/aPKC-Komplexes in NB 

Obwohl die NB ihre Polarität anscheinend von den Epithelzellen übernehmen, verläuft der 

Mechanismus zur Ausbildung der Polarität in den NB anders. In den Keimbahnklon-

Embryonen der DaPKC
psu Allele sind die Proteine des Par/aPKC-Komplexes diffus in den 

Epithelzellen verteilt. Dagegen sind die Proteine in den NB teilweise wieder polar lokalisiert. 

Vor allem Baz nimmt hier eine wichtige Rolle ein, da es in DaPKC, par-6 und insc Mutanten 

teilweise noch apikal lokalisiert (Schober et al., 1999; Wodarz et al., 1999) und auch in den 

Keimbahnklon-Embryonen der DaPKC
psu Allele meist noch apikal vorliegt. Dagegen liegen 

in baz Mutanten DaPKC und Insc fehlverteilt im Cytoplasma vor (Wodarz et al., 1999; 

Wodarz et al., 2000). Dies zeigt, dass die korrekte Lokalisation der DaPKC von Baz abhängig 

ist. Wie in den Epithelzellen führt der Verlust der DaPKC auch zu einer cytoplasmatischen 

Lokalisation von Par-6 und umgekehrt. Beide Proteine scheinen gegenseitig für ihre apikale 

Lokalisation verantwortlich zu sein. Möglicherweise ist die Stabilität des gesamten 

Par/aPKC-Komplexes von der Bindung aller drei Proteine untereinander abhängig. Baz dient 

dabei als Gerüstprotein, das unbedingt notwendig ist, um den Komplex apikal zu lokalisieren 

und auch in Abwesenheit von DaPKC und Par-6 noch apikal akkumulieren kann. 

In den Allelen DaPKC
psu265 und DaPKC

psu417 liegt die DaPKC wahrscheinlich in einer 

offenen Konformation vor. Dies bedeutet, dass die DaPKC über den N-Terminus an Par-6 

und über die Kinase-Domäne an Baz binden kann. Da in DaPKC
psu417 eine Mutation in der 

Substratbindedomäne vorliegt, ist es möglich, dass ein anderer Teil der Kinase-Domäne nicht 

an die aPKC-Bindedomäne, sondern an die zweite und dritte PDZ-Domäne von Baz bindet 

(Wodarz et al., 2000). So kann der Komplex durch drei Bindungen der Proteine untereinander 

stabilisiert werden. In DaPKC
psu69 fehlt die Bindung der DaPKC zu Par-6 und in DaPKC

psu141 

kann die DaPKC keine offene Konformation annehmen und die Kinase-Domäne bleibt durch 

die Pseudosubstrat-Sequenz für eine Bindung verschlossen. Durch das Fehlen einer Bindung 

wird der Komplex instabil, nur Baz bleibt, durch ein unbekanntes Protein an den Cortex 

gebunden, apikal lokalisiert. Da in den Allelen DaPKC
psu69 und DaPKC

psu141 die DaPKC 

nicht apikal lokalisiert, kann man vermuten, dass Baz die DaPKC über eine Bindung an die 

Kinase-Domäne rekrutiert. Diese Bindung muss dann aber durch die Bindung von Par-6 an 

Baz und DaPKC stabilisiert werden. Im Gegensatz zu den Epithelzellen scheint der 

Par/aPKC-Komplex in den NB eher dynamisch zu sein und die apikale Lokalisation von Baz 

unabhängig von Par-6 und DaPKC. Es konnte für Säuger und in vitro gezeigt werden, dass 
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Par-6 und DaPKC entweder mit Baz oder mit Lgl im Komplex vorliegen, jedoch niemals alle 

vier Proteine gemeinsam (Betschinger et al., 2003; Plant et al., 2003; Yamanaka et al., 2003). 

4.3.2 Die DaPKC dient als Gerüstprotein in den NB 

In wildtypischen NB ist die DaPKC indirekt für die Segregierung von Miranda (Mira) in die 

Ganglien-Mutterzelle verantwortlich. In der Metaphase ist Lgl überall am Cortex lokalisiert 

und wird apikal durch die DaPKC phosphoryliert. Dadurch wird Lgl inaktiv und gelangt ins 

Cytoplasma (Betschinger et al., 2003). Lgl ist dann im NB nur basal aktiv, wo es für die 

Rekrutierung von Mira erforderlich ist (Ohshiro et al., 2000). In Keimbahnklon-Embryonen 

des Allels DaPKC
k06403 liegt Mira in den Metaphase-NB nur noch zu 1% basal vor. Fehlt 

Par-6 oder die Möglichkeit zur Bindung an Par-6, wie in den Allelen par6$226 und 

DaPKC
psu69, dann liegt Mira noch mit 20-43% basal vor. Ähnlich hoch ist der Wert in dem 

Allel DaPKC
psu417, in dem eine Mutation in der Substratbindetasche vorliegt. Eine deutlich 

geringere Fehlverteilung von Mira, zu 68-75% basal, zeigt sich in den beiden Allelen 

DaPKC
psu141 und DaPKC

psu265, in denen vermutlich die Aktivierung der Kinase beeinträchtigt 

bzw. eine Übertragung des Phosphatrestes nicht möglich ist. Dies deutet auf eine wichtige 

Funktion der DaPKC als Gerüstprotein und eine untergeordnete Funktion als Kinase hin. 

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zur Lokalisation von Mira in zygotisch mutanten 

DaPKC
k06403 Allelen zeigen Mira meist im gesamten Cortex larvaler NB lokalisiert (Rolls et 

al., 2003; Lee et al., 2006a). Hier liegt die cortikale Lokalisation von Mira in den 

Keimbahnklonen embryonaler NB nur bei 27% und meist liegt das Protein cytoplasmatisch 

vor. Es ist möglich, dass die larvalen NB sich anders verhalten als die embryonalen NB, 

jedoch ist darüber bisher nichts bekannt. Vielleicht ist Mira in den embryonalen NB auch 

nicht so stabil und wird schneller degradiert. 

4.3.3 Die extrinsische Orientierung des NB ist von einem intakten Epithel abhängig 

Die NB kommen nach der Delamination basal zu den Epithelzellen zu liegen und beginnen 

dort, sich stammzellartig zu teilen. Bisher ist noch nicht bekannt, wie die NB sich nach der 

Delamination und der ersten Teilung wieder orientieren, dass heißt, wie apikale Marker in der 

Prophase wieder apikal lokalisieren und die Spindel wieder senkrecht zum Epithel rotiert. 

Eine intrinsische Fehlstellung des NB, in der die Spindel nicht senkrecht zu den apikalen bzw. 

basalen Markern vorliegt, tritt in den Keimbahnklonen der DaPKC Allele nur in geringem 

Maße verstärkt auf. Daher kann man hier auch nicht von einem direkten Einfluss der DaPKC 

ausgehen. Es konnte gezeigt werden, dass Pins über seine Bindung an Mushroom Body 

Defect (Mud) für die korrekte Orientierung der Spindel notwendig ist (Bowman et al., 2006). 
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In zygotisch mutanten Larven von DaPKC
k06403 liegt Pins noch apikal im NB vor (Rolls et al., 

2003) und auch die apikale Lokalisation von Baz und Insc in den Keimbahnklon-Embryonen 

der DaPKC Allele lässt eine apikale Lokalisation von Pins erwarten. 

Liegt eine korrekte intrinsische Orientierung der Spindel im NB vor, dann beschreibt die Lage 

des NB im Verhältnis zum darüber liegenden Epithel die extrinsische Orientierung. Dabei 

steht die Spindel üblicherweise senkrecht zum Epithel. Vergleichende Untersuchungen an 

NB, die aus Embryonen präpariert und entweder isoliert oder im Zellverband in Zellkultur 

vorlagen, weisen darauf hin, dass die Epithelzellen einen Einfluss auf diese Orientierung 

haben. Dabei beeinflussen Signale vom Epithel die Lokalisation der Proteine des Par/aPKC-

Komplexes in der Prophase und die Verankerung des Centrosoms im NB (Siegrist und Doe, 

2005). Die hier in dieser Arbeit in vivo ausgezählten NB deuten ebenfalls auf einen Einfluss 

des Epithels hin. Je stärker das Epithel in den Keimbahnklonen der verschiedenen DaPKC 

Allele defekt ist, desto höher ist der Anteil von NB, die eine extrinsische Fehlorientierung 

aufweisen. Es ist daher anzunehmen, dass der Verlust der Integrität des Epithels für die 

Fehlorientierung der NB verantwortlich ist. 

 

4.4  Die Follikelepithelzellen benötigen den Kontakt mit den Zellen der 

Keimbahn zur Ausbildung der Polarität 

Die Epithelzellen einer Eikammer sind nicht, wie andere Epithelzellen, mit der apikalen 

Membran einem Lumen oder der Außenwelt zugewandt, sondern stehen in direktem Kontakt 

mit den Zellen der Keimbahn. Für die korrekte Ausbildung des Follikelepithels sind alle drei 

Plasmamembrandomänen, apikal, lateral und basal, notwendig (Tanentzapf et al., 2000). 

Wie in den epidermalen Epithelzellen führt der vollständige Verlust der DaPKC zum Verlust 

der Polarität in den betroffenen Follikelzellen. Die Zellen haben neben ihrer Polarität auch 

ihre säulenartige Form und einschichtige Anordnung verloren. Auch die Integrität der 

Keimbahn- und Follikelzellen wirkt gestört. In einer Eikammer wird die Integrität der Zellen 

durch DE-Cadherin und DN-Cadherin gewährleistet. Eine Reduzierung der Cadherine führt 

zu einer Umwandlung von epithelialen zu mesenchymalen Zellen (Tepass, 1999). 

Möglicherweise ist auch die DaPKC an diesem Prozess beteiligt. Untersuchungen an 

Embryonen der Wachtel haben gezeigt, dass aPKC und N-Cadherin in Epithelien apikal 

kolokalisieren und eine Inaktivierung der aPKC auch zu einer Umwandlung von epithelialen 

zu mesenchymalen Zellen führt (Minichiello et al., 1999). 
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Interessanterweise bleibt die Polarität in den Follikelzellklonen der DaPKC
psu Allele im 

Gegensatz zu den epidermalen Epithelzellen erhalten, solange die Zellen in direktem Kontakt 

mit den Keimbahnzellen stehen. Sowohl die DaPKC, die den jeweiligen 

Aminosäureaustausch trägt, als auch Baz und Par-6 kolokalisieren dann weiter apikal. Die 

Kinase-Aktivität, die in drei der DaPKC
psu Allele höchst wahrscheinlich beeinträchtigt ist, 

spielt also keine entscheidende Rolle in der Ausbildung der Polarität. Das lässt sich darin 

begründen, dass auch Phosphorylierungsziele wie Crb keinen direkten Einfluss auf die 

Polarität haben (Tanentzapf et al., 2000). Der Mechanismus zur Ausbildung der Polarität 

verläuft in den Follikelepithelzellen also nicht so wie in den Epithelzellen der Epidermis. Die 

einzelnen Komponenten des Par/aPKC-Komplexes sind in den Follikelzellen nicht so stark 

voneinander abhängig, da im Gegensatz zu den Epithelzellen der Epidermis Baz und Par-6 

auch in Gegenwart einer defekten DaPKC noch apikal lokalisieren können. Die hier 

vorliegenden Mutationen in der DaPKC behindern also nicht die Polarität der Zellen, ihre 

Anwesenheit als Gerüstprotein ist aber für die Integrität des Follikelepithels notwendig. 

 

4.5 Die Funktion der DaPKC in der Oocyte 

4.5.1 Die DaPKC ist als Gerüstprotein in der Keimbahn notwendig 

Der vollständige Verlust der DaPKC in den Zellen der Keimbahn führt mit hoher Penetranz 

(72%) dazu, dass keine Oocyte differenziert wird. Im Gegensatz zum Allel DaPKC
k06403 

treten in den Keimbahnklonen der verschiedenen DaPKC
psu Allele keinerlei Defekte in der 

Ausbildung der Oocyte und deren Polarität auf. Da die Allele DaPKC
psu141

, DaPKC
psu265 und 

DaPKC
psu417 durch ihre Mutation höchst wahrscheinlich in ihrer Kinase-Aktivität 

beeinträchtigt sind, ist die Kinase-Aktivität in der Keimbahn offenbar nicht notwendig. Es 

konnte gezeigt werden, dass Baz durch Par-1 phosphoryliert wird. Par-1 akkumuliert posterior 

in der Oocyte und begrenzt Baz durch die Phosphorylierung auf anterior. Dieser Prozess ist 

für die Aufrechterhaltung der Polarität notwendig. Andere bekannte Phosphorylierungsziele 

der DaPKC, wie Lgl und Crb, spielen in der Keimbahn keine Rolle, da ein Fehlen dieser 

Proteine keinen Einfluss auf die Etablierung und Aufrechterhaltung der Polarität hat (Benton 

und St Johnston, 2003b). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die Kinase-Aktivität der 

DaPKC in der Keimbahn nicht erforderlich ist. Dagegen ist die Kinase-Domäne mit ihrer 

Möglichkeit zur Bindung anderer Proteine wahrscheinlich wichtig. Eine Bindung an Baz 

könnte in allen DaPKC
psu Allelen noch stattfinden. Es ist möglich, dass Baz und DaPKC 

aneinander binden und dadurch, dass die Kinase nicht aktiv ist, diese Bindung auch stabil 
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bleibt. In MDCK Zellen konnte gezeigt werden, dass durch die Phosphorylierung von Par-3 

durch aPKC deren Bindung stark geschwächt wird (Nagai-Tamai et al., 2002). Ist eine 

Bindung zwischen beiden verhindert, ist auch die Ausbildung von interzellulären 

Verbindungen zwischen Epithelzellen gestört (Hirose et al., 2002). Par-6 konnte bisher weder 

in der Oocyte noch an den Ringkanälen nachgewiesen werden (Huynh et al., 2001a). Daher 

ist es möglich, dass DaPKC und Par-6 in der Keimbahn nicht aneinander binden und dies 

könnte erklären, warum auch in Keimbahnklonen des Allels DaPKC
psu69, in dem die Bindung 

an Par-6 verhindert ist, keine Defekte auftreten. In der Keimbahn besitzt die DaPKC offenbar 

eine wichtige Funktion als Gerüstprotein, während die Kinase-Aktivität für ihre Funktion 

nicht essentiell ist. 

4.5.2 Die aPKM entsteht durch alternatives Spleißen von CG30475 und der DaPKC 

In dem Allel DaPKC
k06403 liegt die Insertionsstelle des P-Elements im dritten Intron. In genau 

diesem Bereich wird mit CG30475 ein weiteres Gen vorausgesagt. Durch RT-PCR konnte 

gezeigt werden, dass CG30475 einen Teil eines alternativen Transkriptes der DaPKC 

darstellt. Durch alternatives Spleißen entsteht ein Transkript, das die beiden ersten Exons von 

CG30475 an das vierte Exon der DaPKC spleißt. Der ORF für dieses Transkript beginnt 

direkt mit dem ersten Exon von CG30475 und endet im neunten Exon, wie in dem Transkript 

für die DaPKC. Dadurch könnte im Vergleich zur DaPKC ein mit 107kDa deutlich größeres 

Protein translatiert werden. In Western-Blots wird durch einen PKC$ Antikörper von der 

Firma Sigma, der gegen das identische Epitop gerichtet wie der PKC$(C20) Antikörper von 

Santa Cruz, aber zusätzlich zur DaPKC ein deutlich kleineres Protein von ca. 60kDa 

detektiert. Dies entspräche der Größe der aPKM, die bereits in den Köpfen nachgewiesen 

werden konnte und eine essentielle Funktion bei der Gedächtnisentwicklung einnimmt. Es ist 

möglich, dass aus dem alternativen Transkript durch posttranslationale Prozessierung eine 

trunkierte, konstitutiv aktive Form der DaPKC, auch aPKM genannt, entsteht. Beispielsweise 

ist dies durch eine proteolytische Spaltung mit Calpain möglich, das in verschiedenen 

Entwicklungsstadien und auch in einigen Neuronen nachgewiesen werden konnte (Theopold 

et al., 1995; Friedrich et al., 2004). In Antikörper-Färbungen zeigt die aPKM eine 

Proteinlokalisation anterior in der Oocyte in Stadium 4/5 Eikammern. In den homozygot 

mutanten Weibchen der DaPKC
rev Allele, die durch unpräzise Exzision des P-Elementes 

entstanden sind, kann weder in AK-Färbungen noch in Western Blots die aPKM 

nachgewiesen werden. Diese homozygot lebensfähigen Fliegen zeigen jedoch Defekte in der 

Oogenese. Trotz der unpräzisen Exzision des P-Elements wird die DaPKC normal translatiert 

und dies ist vermutlich für die Lebensfähigkeit der Tiere ausreichend. Weitere 
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Untersuchungen zur aPKM und auch die Herstellung von Keimbahnklonen der DaPKC
rev 

Allele sind notwendig, um genauere Aussagen zur Funktion der aPKM in der Oogenese 

machen zu können. 

 

4.6 Der dynamische Par/aPKC-Komplex – in Abhängigkeit von der 

Proteinkonzentration 

Par-6 und DaPKC sind die Kernkomponenten des Par/aPKC-Komplexes. In fast allen 

Zelltypen von diversen Spezies können beide Proteine in einem Komplex nachgewiesen 

werden. Eine dritte Komponente des Komplexes, die an Par-6 bindet und von der DaPKC 

phosphoryliert wird, ist meist räumlich und zeitlich beschränkt. Oft kann der Nachweis eines 

solchen Komplexes durch Überexpression der beteiligten Komponenten herbeigeführt 

werden. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von Baz zu einer 

Rekrutierung von DaPKC und Par-6 zu den ektopischen Kompartimenten von Baz in der 

Zelle führt (Wodarz et al., 2000; Harris und Peifer, 2004). In dieser Arbeit konnten in S2 

Zellen DaPKC und Par-6 problemlos in einem Komlex nachgewiesen werden. Der Nachweis 

einer dritten Komponente erwies sich allerdings als schwierig. Bei alleiniger Überexpression 

von DaPKC konnten endogenes Baz und Lgl nicht nachgewiesen werden, obwohl beide 

Proteine durch einen Western-Blot deutlich detektiert werden konnten. Oftmals führt aber 

eine zusätzliche Überexpression von Baz bzw. Lgl dazu, dass sie dann als dritte Komponente 

an DaPKC und Par-6 binden. Das legt die Vermutung nahe, dass neben der räumlichen und 

zeitlichen Komponente auch eine bestimmte Menge bzw. ein bestimmtes Verhältnis der 

Proteine untereinander für eine Komplexbildung verantwortlich ist. Wird wie in dieser Arbeit 

nur die DaPKC überexprimiert, ist wahrscheinlich nicht ausreichend Baz bzw. Lgl frei in der 

Zelle verfügbar, um eine Bindung nachzuweisen. Durch Überexpression beider Komponenten 

kann dies aber ermöglicht werden. 
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5 Zusammenfassung 

Die Fähigkeit von Zellen, eine Polarität aufzubauen, ist eine wichtige Voraussetzung für die 

Entwicklung von mehrzelligen Organismen. Die Polarität einer Zelle wird dabei sowohl 

durch das Cytoskelett als auch durch Lipide und Proteine kontrolliert, die spezifisch in 

verschiedenen Domänen der Plasmamembran und des Cytokortex lokalisiert sind. 

Der hochkonservierte Par/aPKC-Komplex spielt eine entscheidende Rolle bei der Etablierung 

der Zellpolarität. Die atypische Proteinkinase C (aPKC) und Par-6 bilden das Grundgerüst des 

Komplexes, der desweiteren noch das PDZ-Domänen-Protein Par-3 enthält. Der Verlust der 

aPKC in Drosophila führt zu Defekten in verschiedenen Zelltypen und zur Letalität des 

Embryos. Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand des Modellorganismus Drosophila 

melanogaster die Funktion der DaPKC in der Etablierung der Zellpolarität in den 

Epithelzellen, den Neuroblasten und der Oocyte untersucht. 

Der Verlust der DaPKC führt zur Instabilität des gesamten Par/aPKC-Komplexes und zum 

Verlust der Zellpolarität in den Epithelzellen. In DaPKC Allelen, in denen spezifisch die 

Bindung an Par-6 oder die Funktion der Kinasedomäne beeinträchtigt ist, zeigen sich diese 

Effekte ebenfalls. In den Epithelzellen ist daher die Funktion der DaPKC als Gerüstprotein 

und als Kinase absolut notwendig. 

In den neuronalen Vorläuferzellen, den Neuroblasten (NB), ist anscheinend der 

Konformationszustand der DaPKC essentiell für die Stabilität des Par/aPKC-Komplexes. 

Kann die DaPKC nicht über ihre PB-1 Domäne an Par-6 und gleichzeitig über ihre Kinase-

Domäne an Baz binden, dann bleibt nur Baz, das Drosophila Homolog von Par-3, apikal 

lokalisiert, während Par-6 destabilisiert wird. Im Null-Allel der DaPKC ist eine 

Fehlverteilung des Adapterproteins Miranda in Metaphase-NB mit wesentlich höherer 

Penetranz zu beobachten als in Mutanten, in denen die Kinasefunktion beeinträchtigt ist. Dies 

lässt auf eine wichtige Funktion der DaPKC als Gerüstprotein und auf eine untergeordnete 

Funktion als Proteinkinase schließen. 

Fehlt die DaPKC in den Zellen der Keimbahn, dann wird mit hoher Penetranz keine Oocyte 

differenziert. Ist die DaPKC jedoch vorhanden und lediglich in ihrer Kinase-Aktivität 

beeinträchtigt, zeigen sich keine Defekte während der Oogenese. Offenbar besitzt die DaPKC 

in den Zellen der Keimbahn eine wichtige Funktion als Gerüstprotein, die Kinase-Aktivität ist 

für ihre Funktion jedoch nicht essentiell. In der Oocyte akkumuliert eine verkürzte Isoform 

der DaPKC, aPKM genannt. Die aPKM entsteht vermutlich durch alternatives Spleißen von 

Exons des Gens CG30475 an Exons der DaPKC und posttranslationale Prozessierung. 
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Summary 

Polarity is a common feature of many different cell types and a prerequisite for the 

development of multicellular organisms. Cell polarity is characterised by different lipid and 

protein compositions in separate plasma membrane domains and at the cytocortex. 

The evolutionarily conserved Par/aPKC-complex is required for the establishment of cell 

polarity. The core of this complex consists of the atypical protein kinase C (aPKC) and Par-6 

together with the scaffold protein Par-3. In Drosophila loss of aPKC results in polarity defects 

in different cell types and lethality of the embryo. In this thesis the function of DaPKC in the 

establishment of cell polarity in epthelia cells, neuroblasts and the oocyte was investigated in 

the model organism Drosophila melanogaster. Several mutant alleles of DaPKC generated by 

EMS mutagenesis and imprecise P-element excision were characterised molecularly and with 

regard to their phenotype. 

Loss of DaPKC in epithelial cells results in loss of polarity and mislocalisation of Par-6 and 

Bazooka, the Drosophila homologue of Par-3. Germ line clone embryos of mutant DaPKC 

alleles deficient in binding to Par-6 or the kinase activity, phenocopy this defects. Hence, 

function of DaPKC as a kinase and as a scaffold protein is indispensable for epithelial cell 

polarity. 

In neuronal precursor cells called neuroblasts the conformational state of the DaPKC protein 

appears to be essential for the stability of the Par/aPKC-complex. The apical localisation of 

Baz is independent of the other components, whereas Par-6 and DaPKC require mutual 

binding of all three components for their correct localisation. To stabilise the complex a 

simultaneous binding of DaPKC to Par-6 via its PB-1 domain, as well as binding of the 

DaPKC kinase domain to Baz appears to be necessary. In metaphase neuroblasts of a DaPKC 

null mutant mislocalisation of the adaptor protein Miranda occurs more frequently compared 

to various DaPKC alleles containing a single amino acid exchange in the kinase domain. 

These data point to an essential function for DaPKC as a scaffold protein and a minor 

function as a kinase in the establishment of polarity in neuroblasts. 

In germ line clones of a DaPKC null allele differentiation of the oocyte fails frequently. 

However, germ line clones of various DaPKC mutant alleles impaired in DaPKC kinase 

activity do not show any defect, indicating an important function of DaPKC as a scaffold 

protein, but not as a kinase. In egg chambers at stage 4-5 a shorter isoform of DaPKC 

localises to the anterior of the oocyte. A novel transcript of DaPKC containing exons from 

DaPKC and CG30475 presumably gives rise to the shorter form of the kinase, called aPKM. 
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7 Anhang 

 

7.1 Abkürzungen 

"-...  anti-... 
Abb.  Abbildung 
AK  Antikörper 
bp  Basenpaare 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  circa 
cDNA  kodierende DNA 
dNTP  Desoxyribonukleotid-Triphosphat 
dsRNA doppelsträngige RNA 
g  Gramm 
h  Stunden 
kb  Kilo-Basenpaare 
kDa  Kilo-Dalton 
LB-Medium Luria Bertani Broth-Medium 
m...  milli... (10-3) 
M  Molarität (mol/l) 
min  Minuten 
!...  mikro... (10-6) 
mRNA  messenger-RNA 
OD  optische Dichte 
ORF  offenes Leseraster 
rNTP  Ribonukleotid-Triphosphat 
rpm  revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RT  Raumtemperatur 
ssRNA  einzelsträngige RNA 
Tab.  Tabelle 
U  Unit 
UV-Licht ultraviolettes Licht 
ü.N.  über Nacht 
V  Volt 
 

7.2 Sequenzen 

7.2.1 Sequenzierung des Allels DaPKC
psu69 

Sequenzierung des Allels DaPKC
psu69 auf genomischer DNA homozygoter Fliegen mit dem 

Primer aPKC14913 
cTTtGTCTTtCagTATTTCCCAATGTTCCTCAGCGCCGGGATTGTCTTACGATGGCGAAGATCGTAAGT
ATTTGCGAAAGTAACTAATTTTAAATATATTTCATTCAAACGATAACTGCTCGAACAGCGAACTTT
GCAATATGAATAAAACGACTAAAGATTACCACTTGTTATTGATTCATCGATCGTTTGACTCATTATG
CCGCTTTTCACGGCCTGTACTTTGATTTAAAAAAACGCGGACTTTCTTAAAAAGGGTTAAATGTTTA
GATTTTAAAAGTTAATTTAAATTGCTGTCAGAAAACTAATTTGTTCTCTGATATCGCTTTTCGTTGG
AACATTTGCACATATTTGACAAGTGGTGTTGTCAAAAGTGAA 
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7.2.2 Sequenzierung des Allels DaPKC
psu141 

Sequenzierung des Allels DaPKC
psu141 auf genomischer DNA mit dem Primer aPKC16580rev 

mit Elektropherogramm der markierten Basen: 
TCCTCAGTGGTTCTGCGAAAAAAAACACCAACAAATTAGAATTTCTCAAATAAATGAATATGGTTA
CCTGATCGGGATTCTCTGAGGCTCCTGCCAGATCAAACGGACTACGGCCGGCCAACATCTCATAGA
GCAAGACGCCTAGTGCCCACCAGTCCACCGAGAAGCCATAGTCCTCGCCCCTCAGTATCTCAGGGG
CAATGTAATTGGGTGTACCGCAGANTGTGGAGGTGGTGTCTCCAGGTCGAATGCCCTCCTTACACA
TGCCGTAATCCGTTAGCTTGATGTGGCCCTCGTGATCCAGCAGCACGTTGTCCAGCTTCAGATCGCG
ATAAATGATGCCCTTCTCGTGAAGGAAATTCAGCGCCAAACTGATCTCG 
 

     
 

7.2.3 Sequenzierung des Allels DaPKC
psu265 

Sequenzierung des Allels DaPKC
psu265 auf genomischer DNA mit dem Primer aPKC15517 

mit Elektropherogramm der markierten Basen: 
TGCaTCCAGTGCAAGCTGTTGGAtGCACAAGAAGTGCCATAAGCTTGTGCAGAACACTGCACCGAC
CAGCCGGAGCCGCTGGTCAAGGAGCGGGCGGAGGAGTCCAGTGACCCTATACCGGTGCCTTTGCC
GCCACTTCCCTACGAAGCGATGAGCGGCGGAGCCGAAGCCTGCGAGACGCACGACCATGCGCACA
TAGTGGCGCCACCGCCACCGGAGGATCCATTGGAGCCGGGCACTCAGCGCCAGTATTCGCTGAAC
GACTTCGAGCTGATACGGGTCATCGGACGCGGCAGCTATGCCAAGGTGCTAATGGTGGAGCTACG
ACGCACACGGCGCATCTACGNCATGAAGGTGATCAAGAAGGCGCTGGTCACCGACGACGAGGACA
TCGACTGGGTGCAAACGGAGAAGCATGTGTTCGAGACGGCCTCgAACCACCCGTTCCTGGTCGGAT
TGCACTCGTGCTTCCAGACGCCCTCGcGGcTCTTCTTTGTCATCGAGTTTGTGCGCgGtGGCgATTTGA
TGTACCACATGCagcGGcAACGGCGGcTGcCCgAgGAgcACNCCCGTTTcTATGCAgcCgAgATCAgtTTG
GcgcTGAATTTccTTCNNNANAANGNNATNNTTTATNNNNANNNNANNTNGNNCACNNNCTNNTNNN
NNACNANNNNNNATNNNNTNNCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
 

     
 

7.2.4 Sequenzierung des Allels DaPKC
psu417 

Sequenzierung des Allels DaPKC
psu417 auf genomischer DNA mit dem Primer aPKC16580rev 

mit Elektropherogramm der markierten Basen: 
TcagtGTTCTGCGAAAAAAAAACACCAACAAATTAGAATTTCTCAAAATAAATGAATATGGTTACCT
GATCGGGATTCTCTGAGGCTCCTGCCAGATCAAACGGACTACGGCCGGCCAACATCTCATAGAGCA
AGACGCCTAGTGCCCACCAGTCCACCGAGAAGCCATAGTCCTCGCCCCTCAGTATCTCAGGGGCAA
TGTAATTGGGTGTACCGCAgAATGTGGAGGTGGTGTCTCCAGGTCGAATGCCCTCCTTACACATGCC
GTAATCCGTTAGCTTGATGTGGCCCTCGTGATCCAGCAGCACGTTGTCCAGCTTCAGATCGCGATA
AATGATGCCCTTCTCGTGAAGGAAATTCAGCGCCAAACTGATCTCGGCTGCATAGAAACGGGCGTG
CTCCTCGGGCAGCCGCCGTTGCCGCTGCATGTGGTACATCAAATCGCCANCGCGCACAAACTCGAT
GACAAAGAAGAGCCGCGAGGGCGTCTGGAAGCACGAGTGCAATCCGACCAGGAACGGGTGGTTC
GAGGCCGTCTCGAACACATGCTTCTCCGTTTGCACCCAGTCGATGTCCTCGTCGTCGGTGACCAGC
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GCCTTCTTGATCACCTTCATGGCGTAgATGCGCCGTGTGCGTCGTAGCTCCACCATTAGCACCTTGG
CATAGCTGCCGCGTCCGATGACCCGTATCAGCTCGAAGTCGTTCAGCGAATACTGGCGCTGAGTGC
CCGGCTCCaATGGATCCTCCGGTGGCGGTGGCGCCACTATGTGCGCATGGTCGTGCGTCTCGCAgGC
TTCgGCTCCGCCGCTCATCGCTTCgTAgGGAAgTGGCGGCaAAgGCACC 
 

    
 

7.2.5 Sequenzierung der RT-PCR mit dem Primer aPKC11011 

GCCCCAGCACACCGTCGGCCAATCAGCAGGGCAGTGGCAACTTGTGCTACAGCCCCACCTGTCGAT
CGCGCTGCTCGAGTCCTTGTCCGGGATCTCCGTGCGGCTCCATTACGCCGCCACCTCCGCCGATGCT
CACGTCCTCGCAGCAGCACCTGCATTCCAATAAGAATTGCCCAGCGGCGCAGCAACTGATGACCCA
CTTGGATTACGCCGCTCGGAGACAATCGCTCGACCAGCTGGATAGTCCACAGGCCAACCAGYTGTC
GGACATCATGTGCCGCGGAGCGGWGGTCAGTTCCATTCAGTCGGCGAACAACACGCTGACCCGTG
GCGTATCGATGCACAGTAGGAGTGGCAGTGCCCACGGGAGTCACCATGGCAGCCACCACAGTCAC
AGTCATCATGGCAGTGCCCACGGATCKCTGGGCTGTTTGCAGGGMGGCGTGGGAGTGGGCGTGGG
CACAGGAAGTACGGGCAGCATTGGCATGATGTCGGCCGGACATATCGACACTGGTGACTACGATG
TGCCGCATCCGCACCCGTATACGCATCATTATATGCAGACGACGGCATCNGNGACACCGNCACACA
CGTCACTCAGNCGACCGGGATCGGCGGGTGCCGTGNGCCAGGNTCACGACTCTGGATCGGATTCTA
GTCAAGGTTGCGNGGATCNATAATGGGCGGCATGTNGTCATGGNTCATCCGNGNNTATGGGAGNT
TGGNTCACCACACGCCGTAGNGGATCGCTGGGCNGGTGCTCGNGNGATGTNNCATANNANNACNN
CCNCNACGNATGATTNNGCGTNGNNTACNGCNNNNCNNN 

 

7.2.6 Sequenzierung der RT-PCR mit dem Primer aPKC12596rev 

CGATTGCCCATTCCCGTGCCCATACCCACAGTGCCGATGGGCGTGGCACCGTCCTCGCAGCAGATG
TCACAGCACCAGCTTCAATCGGAGGAGGAGATCGAGCCAGCCTATGCGACAGTATTTCCCAATGTT
CCTCAAGCGCCGGGATTGTCTTGCGATGGCGAAGATCGCAGCATCTATCGACGCGGTGCTCGACGC
TGGCGCAAGTTGTATCGCGTCAACGGACACATCTTCCAGGCCAAGCGTTTCAACCGGCGTGCTTTC
TGTGCCTACTGCCAGGATCGAATCTGGGGTTTGGGACGTCAGGGTTTCAAGTGCATCCAGTGCAAG
CTGTTGGTGCACAAGAAGTGCCATAAGCTTGTGCAGAAGCACTGCACCGACCAGCCGGAGCCGCT
GGTCAAGGAGCGGGCGGAGGAGTCCAGTGACCCTATACCGGTGCCTTTGCCGCCACTTCCCTACGA
AGCGATGAGCGGCGGAGCCGAAGCCTGCGAGACGCACGACCATGCGCACATAGTGGCGCCACCGC
CACCGGAGGATCCATTGGAGCCGGGCACTCAGCGCCAGTATTCGCTGAACGACTTCGAGCTGATAC
GGGTCATCGGACGCGGCAGCTATGCCAAGGTGCTAATGGTGGAGCTACGACGCACACGGCGCATC
TACGCCATGAAGGTGATCAAGAAGGCGCTGGTCACCGACGACGAGGACATCGACTGGGTGCAAAC
GGAGAAGCATGTGTTCGAGACGGCCTCGAACCACCCGTTCCTGGTCGGATTGCACTCGTGCTTCCA
GACGCCCTCGCGGCTCTTCTTTGTCATCGAGTTTGTGCGCGGTGGCGATTTGATGTACCACATGCAG
CGGCAACGGCGGCTGCCCGAGGAGCACGCCCGTTTCTATGCAGCCGAGATCAGTTTGGCGCTGAA 

 
..........  1. Exon GC30475 
..........  2. Exon GC30475 
..........  4. Exon DaPKC 
..........  5. Exon DaPKC 
..........  6. Exon DaPKC 
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7.2.7 Sequenz des alternativen Transkriptes der aPKM 
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Gezeigt ist die 2892bp lange Sequenz eines alternativen Transkriptes, in dem die ersten 
beiden Exons von CG30475 an das vierte Exon der DaPKC gespleißt werden. Die 
Basenpaare von CG30475 sind in kleinen Buchstaben angegeben und die Basenpaare der 
DaPKC in großen Buchstaben. Der ORF ist als roter Balken dargestellt und beginnt direkt mit 
der ersten Aminosäure. Möglicherweise wird dieses Protein nach der Translation zur aPKM 
prozessiert. 
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7.3 Tabellen 

7.3.1 Lokalisation diverser Proteine in NB von Keimbahnklonen 

Durch Rundungen ist es möglich, dass die Gesamtwerte nicht 100% betragen. 
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7.3.2 Stellung der Metaphaseplatte in den NB von Keimbahnklonen 

Durch Rundungen ist es möglich, dass die Gesamtwerte nicht 100% betragen. 
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