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1 Einleitung

1.1 Der Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg ist entscheidend an Musterbildungsvorgingen und der Proliferation
wihrend der Entwicklung vielzelliger Organismen beteiligt (Ubersicht in (Bray, 2016)). Eine
gestorte Regulation des Notch-Signalweges steht hdufig im Zusammenhang mit Missbildungen
wihrend der Entwicklung und der Entstehung von zahlreichen Krankheiten wie z.B. Krebs
(Ubersicht in (Aster et al., 2017)).

Die Regulation der Aktivitdt des Signalweges ist daher von entscheidender Wichtigkeit. Die
Aktivierung des Signalweges wird iiber Transmembranproteine ausgelost und bendtigt einen
direkten Zellkontakt. Durch die rdumliche Ndhe zweier benachbarter Zellen kommt es zu einer
Bindung zwischen dem Notch-Rezeptor der signalempfangenden Zelle und dem Liganden der
DSL-Familie (Delta, Serrate, Lag2) der signalsendenden Zelle. Diese Bindung Iost
proteolytische Spaltungen des Notch-Rezeptors aus und fiihrt zu der Freisetzung der
intrazelluldren Doméne (NICD) in das Zytoplasma. Die intrazelluldire Doméne des Rezeptors
wird in den Zellkern transportiert und 16st als Transkriptionsfaktor die Expression der Notch-
Zielgene aus (Ubersicht in (Bray, 2016)).

Die Anzahl der Komponenten des Notch-Signalweges variiert stark zwischen Sdugetieren und
Drosophila. Wéhrend es in Sdugetieren drei Liganden der Delta-like Familie (DLL1, DLLS3,
DLLA4) und zwei Serrate Homologe (JAG1, JAG2 (Jagged)) gibt, beschrianken sich die Liganden
in Drosophila auf DI (Delta) und Ser (Serrate). Dariiber hinaus gibt es in Sdugetieren vier
Rezeptoren (N1-N4), wihrend in Drosophila nur ein Notch-Rezeptor bekannt ist (Ubersicht in
(Bray, 2016)). Die geringere Anzahl der Komponenten in Drosophila vereinfacht das
Verstindnis des Signalweges. Aus diesem Grund wurden viele grundlegende Untersuchungen
zur Regulation des Notch-Signalweges mit Hilfe des Modellorganismus Drosophila
durchgefiihrt.

In Drosophila wird der Notch-Signalweg unter anderem fiir die Zellschicksalsdetermination von
SOPs (sensory organ precursor) und der dorso-ventralen Organisation wéahrend der
Fligelentwicklung benotigt (Kim et al, 1995; Simpson, 1990). Insbesondere die
Fliigelimaginalscheibe von Drosophila wird in dieser Arbeit als Modellgewebe fiir die

Untersuchung des Notch-Signalweges verwendet.
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1.1.1 Synthese und Sekretion des Notch-Rezeptors

Bei dem Notch-Rezeptor handelt es sich um ein Typl Transmembranprotein das am ER
(Endoplasmatischem Retikulum) synthetisiert und in den Golgi-Apparat transportiert wird. Im
Golgi-Apparat wird der Notch-Rezeptor durch die O-fucosyltransferase glykosyliert. Die
Glykosylierung des Notch-Rezeptors ist entscheidend fiir eine spétere Aktivierung durch die
Liganden (Okajima and Irvine, 2002; Sasamura et al., 2003; Shi and Stanley, 2003). Dariiber
hinaus kann durch eine weitere Modifikation der Glykosylierung durch Fringe (Fng) die Affinitat
des Rezeptors fiir den Liganden Delta (DI) erhoht und fiir Serrate (Ser) unterdriickt werden
(Fleming et al., 1997; Lei et al., 2003; Panin et al., 1997).

Im trans-Golgi-Apparat findet die erste proteolytische Spaltung des Notch-Rezeptors statt (S1).
Der als Vorlduferprotein synthetisierte Rezeptor wird durch die Furin-dhnliche Konvertase
geschnitten (Blaumueller et al., 1997). AnschlieBend kommt es zu einer Ca*" abhingigen
Heterodimerisierung zwischen der extrazelluliren (NECD) und der intrazelluliren Doméine
(NICD) (Rand et al., 2000) (Abb. 1 Al). Der gereifte heterodimere Notch-Rezeptor wird an die

Zelloberflache befordert und tiber die Transmembrandoméne in der Plasmamembran verankert.

1.1.2 Liganden-abhiingige Aktivierung des Notch-Rezeptors

Die extrazelluldire Domine des gereiften Drosophila Notch-Rezeptors setzt sich aus 36 EGF-
dhnliche Wiederholungen (epidermal growth factor), drei LNR-Wiederholungen (Lin12 Notch
repeats) und der Herterodimerisierungsdomine zusammen. Die LNR-Wiederholungen und die
Herterodimerisierungsdoméne bilden die NRR (negative regulatory region). Die intrazellulére
Domine setzt sich aus einer RAM-Doméne (RBPJ-associated module), gefolgt von Ankyrin-
Wiederholungen und einer C-terminalen PEST-Doméne ((P) Prolin, (E) Glutamat, (S) Serin, (T)
Threonin) zusammen (Ubersicht in (Bray, 2006)) (Abb. 1 B). Die Liganden DI und Ser verfiigen
ebenfalls iiber extrazelluldre EGF-dhnliche Wiederholungen und eine N-terminale DSL-Domaéne
(Ubersicht in (Bray, 2006)). Die Interaktion zwischen dem Rezeptor und den Liganden findet
iber die EGF-dhnlichen Wiederholungen 11 und 12 des Rezeptors und der DSL-Doméne sowie
den EGF-dhnlichen Wiederholungen der Liganden statt (Luca et al., 2015; Parks et al., 2006;
Rebay et al., 1991; Shimizu et al., 1999). Die Interaktion kann sowohl zwischen den Liganden
der signalsendenden und dem Rezeptor der signalempfangenden Zelle (trans-Interaktion) (Abb.
1 A3), als auch in derselben Zelle auftreten (cis-Interaktion) (Abb. 1 A2). Wihrend die trans-

Interaktion zu einer Aktivierung des Rezeptors flihrt (trans-Aktivierung), kommt es durch die
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ADbb. 1: Schematische Darstellung des Notch-Signalweges. Der Notch-Rezeptor wird im ER synthetisiert und zum Golgi-Apparat
transportiert. Im Golgi-Apparat wird der Notch-Rezeptor glykosyliert und durch die Furin-dhnliche Konvertase gespalten (1).
Der auf diese Weise gereifte transheterodimer Rezeptor wird zur Zelloberfldche transportiert und mit der Transmembrandoméne
in der Plasmamembran verankert. Die Interaktion des Rezeptors mit den Liganden DI und Ser kann in cis (2), oder in trans (3)
auftreten. Wahrend die frans-Interaktion eine Aktivierung des Notch-Signalweges auslost, fiihrt die cis-Interaktion zu einer
Unterdriickung des Notch-Signalweges. Die Aktivierung des Rezeptors ist abhéngig von der Aktivitit der Ubiquitinligasen Mib1
und Neur, die eine Ubiquitinierung der Liganden auslosen (4). Durch die Ubiquitinierung der Liganden wird eine Endozytose
ausgelost, die zu einer Zugkraft auf den Liganden-Rezeptor Komplex fiihrt. Auf diese Weise wird die Schnittstelle fiir die
Metalloprotease ADAM10/Kuz freigelegt (5). Die zweite proteolytische Spaltung des Rezeptors wird durch die Metalloprotease
ADAMI10/Kuz durchgefiihrt (6). Die abgespaltene extrazellulire Doméne wird zusammen mit dem Liganden in die
signalsendende Zelle trans-endozytiert (7). In der Membran der signalempfangenden Zelle befindet sich das NEXT-Fragment,
welches von der y-Sekretase als Substrat erkannt wird und proteolytisch geschnitten wird. Die Spaltung durch die y-Sekretase
fiihrt zu einer Freisetzung von NICD in das Zytoplasma (8). Die freigesetzte intrazelluldre Doméne transloziert in den

3
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Zellkern (9). Die Bildung eines Komplexes aus NICD, CSL und Mam fiihrt zu der Aktivierung der Notch-Zielgene (10). In
Abwesenheit von NICD bildet CSL mit weiteren Korepressoren einen Komplex der die Expression der Notch-Zielgene
unterdriickt (11) (A). Der Drosophila Notch-Rezeptor verfiigt iiber 36 EGF-dhnliche Wiederholungen von denen die
Wiederholungen 11 und 12 wichtig fiir die Interaktion mit den Liganden sind. Die drei LNR-Wiederholungen bilden zusammen
mit der Heterodimerisierungsdoméne die NRR. Durch die Struktur der NRR wird die Schnittstelle fiir die Metalloprotease
ADAMI10/Kuz verdeckt. Die intrazellulire RAM-Doméne und die Ankyrin-Wiederholungen vermitteln die Bindung von NICD
mit CSL. Uber die C-terminale PEST-Domine wird der Abbau von NICD ausgelost (B).

cis-Interaktion zu einer Unterdriickung der Notch-Aktivitit (cis-Inhibierung) (Ubersicht in (del
Alamo et al., 2011)). Die trans-Aktivierung des Signalweges ist abhingig von der Endozytose
der Liganden, sowie des Rezeptors (Seugnet et al., 1997; Windler and Bilder, 2010). Die
Endozytose der Liganden wird iiber die E3-Ubiquitinligasen Mibl (Mind bombl) und Neur
(Neuralized) reguliert (Le Borgne et al., 2005; Wang and Struhl, 2005) (Abb. 1 A4). Es wird
vermutet, dass durch die Endozytose der Liganden und des Rezeptors eine Zugkraft auf den
Liganden-Rezeptor Komplex ausgeiibt wird, die zu der Freilegung der NRR (negative regulatory
region) fithrt und die zweite proteolytische Spaltung des Rezeptors ermdglicht (S2) (Meloty-
Kapella et al., 2012; Nichols et al., 2007; Parks et al., 2000) (Abb. 1 AS). Die S2 Spaltung des
Rezeptors wird durch die Metalloprotease ADAM10/Kuz (Kuzbanian) vermittelt und fiihrt zu
der Ablosung von NECD (,,Ectodomain Shedding*) (Mumm et al., 2000) (Abb. 1 A6). Nach der
S2 Spaltung kommt es zu einer trans-Endozytose des Liganden und NECD in die signalsendende
Zelle (Parks et al., 2000) (Abb. 1 A7). In der Membran der signalempfangenden Zelle verbleibt
das geschnittene NEXT (Notch extracellular truncation) Fragment und wird als Substrat von dem
v-Sekretase-Komplex erkannt. Der vy-Sekretase-Komplex schneidet das NEXT-Fragment
innerhalb der Transmembrandoméne (S3) und fiihrt zu der Freisetzung der NICD in das
Zytoplasma (DeStrooper and Schroeter, 1999; Lecourtois and Schweisguth, 1998; Struhl and
Greenwald, 1999; Ye et al., 1999) (Abb. 1 AS8). Die freigesetzte NICD transloziert in den
Zellkern (Kidd et al., 1998; Struhl and Adachi, 1998; Struhl and Greenwald, 1999) (Abb. 1 A9).
Im Zellkern bildet NICD zusammen mit dem DNA bindenden Protein CSL (Vertebraten:
CBF1/RBP-Jk / Drosophila melanogaster: Su(H) / C. elegans: Lagl), dem Koaktivator Mam
(Mastermind) und weiteren Koaktivatoren einen transkriptionsaktivierenden Komplex, der die
Expression der Notch-Zielgene auslost (Furriols and Bray, 2000) (Abb. 1 A10). Die Bindung
von NICD an CSL wird iiber die RAM-Domine und die Ankyrin-Wiederholungen des Rezeptors
vermittelt (Kovall and Blacklow, 2010; Nam et al., 2006; Wilson and Kovall, 2006). In
Abwesenheit von NICD bildet CSL zusammen mit Korepressoren einen Komplex, der die
Expression der Notch-Zielgene unterdriickt (Furriols and Bray, 2001; Morel and Schweisguth,
2000) (Abb. 1 A11).

Die Auflosung des transkriptionsaktivierenden Komplexes wird in Sdugetieren durch eine CDK8

(Cyclin-dependent kinase 8) vermittelte Hyperphosphorylierung und eine Ubiquitinierung der
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PEST-Domine von NICD ausgeldst (Fryer et al., 2004). Die durch Fbw7, (F-box/WD repeat-
containing protein 7) vermittelte Ubiquitinierung der PEST-Domidne flihrt zu einem

proteasomalen Abbau von NICD (Fryer et al., 2004; Gupta-Rossi et al., 2001; Oberg et al., 2001).

1.2 Der Mechanismus der Ubiquitinierung

Bei der Ubiquitinierung handelt es sich um eine posttranslationale Modifikation bei der es zur
Kopplung des Polypeptids Ubiquitin an Lysine das Zielprotein kommt (Ubersicht in (Metzger et
al., 2012)). Die bekannteste Funktion der Ubiquitinierung ist die Markierung von Proteinen fiir
den proteasomalen Abbau (Ganoth et al., 1988; Hough et al., 1986). Neben der Markierung fiir
den proteasomalen Abbau kann durch die Kopplung von Ubiquitin auch die Endozytose von
Transmembranproteinen und der Proteintransport reguliert werden (Ubersicht in (Metzger et al.,
2012; Swatek and Komander, 2016)). Die groB3e Anzahl verschiedener Regulationsmechanismen
wird durch verschiedene Formen der Ubiquitin-Kopplung ermdglicht. Dabei kann hauptsichlich
zwischen der Kopplung eines einzelnen Ubiquitins (Monoubiquitinierung) und der Kopplung
einer Ubiquitinkette (Polyubiquitinierung) unterschieden werden (Abb. 2 B) . Wihrend durch
Monoubiquitinierungen nicht-degradative Prozesse wie die Einleitung der Endozytose und der
Transport von Transmembranproteinen gesteuert werden, kann durch Polyubiquitinierungen
sowohl der proteasomale Abbau, als auch nicht-degradative Prozesse ausgelost werden
(Ubersicht in (Metzger et al., 2012; Swatek and Komander, 2016)).

Der Mechanismus der Ubiquitinierung basiert auf einer Kaskade bei der drei Enzyme beteiligt
sind (Metzger et al., 2012). Das erste Enzym vermittelt unter ATP Verbrauch die Bindung von
freiem Ubiquitin und wird als Ubiquitin aktivierendes Enzym bezeichnet (E1). Das so aktivierte
Ubiquitin wird von El auf ein Ubiquitin konjugierenden Enzym (E2) iibertragen. Die
Substarspezifitdt der Ubiquitinierung wird iiber Ubiquitinligasen (E3) vermittelt. E3-Ligasen
interagieren direkt mit dem Substrat und vermitteln die verschieden Formen der
Ubiquitinkopplung an das Zielprotein. E3-Ligasen lassen sich in zwei Gruppen aufteilen
(Metzger et al., 2012). E3-Ligasen mit einer RING-Domine (really interesting new gene)
interagieren mit dem Substrat und E2 und fiihren zu einem direkten Transfer des Ubiquitins von
E2 auf das Substrat. Bei E3-Ligasen mit einer HECT-Doméne (homologous to the E6AP
carboxyl terminus) kommt es erst zu einem Transfer des Ubiquitins von E2 auf die E3-Ligase
und anschlieBend zu einer Ubertragung auf das Substrat (Abb. 2 A).

In der Regel wird die Kopplung von Ubiquitin an Lysine des Zielproteins vermittelt. Es sind

allerdings auch Ausnahmen bekannt, bei denen es zu einer Ubertragung von Ubiquitin an
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Monoubiquitinierung Polyubiquitinierung

Abb. 2: Schematische Darstellung der Ubiquitinierungskaskade. Bei der Ubiquitinierung handelt es sich um eine
posttranslationale Modifikation, bei der ein Polypeptid (Ubiquitin) an Lysine des Zielproteins gekoppelt wird. Der Prozess der
Ubiquitinierung wird durch drei Enzyme gesteuert. Das E1 Ubiquitin aktivierende Enzym vermittelt unter ATP verbrauch die
Bindung von Ubiquitin mit sich selbst. Das auf diese Weise aktivierte Ubiquitin wird auf das E2 Ubiquitin konjugierende Enzym
iibertragen. Die Ubertragung von Ubiquitin auf das Substrat wird durch E3 Ubiquitinligasen eingeleitet. E3 Ubiquitinligase
interagieren sowohl mit dem Substrat, als auch mit dem E2 Ubiquitin konjugierendem Enzym. E3 Ubiquitinligasen lassen sich
in zwei Gruppen einteilen. E3 Ubiquitinligasen mit einer RING-Doméne vermitteln die direkte Ubertragung des Ubiquitins von
dem E2 Ubiquitin konjugierendem Enzym auf das Substrat. Bei E3 Ubiquitinligasen mit einer HECT-Doméne wird das Ubiquitin
erst von dem E2 Ubiquitin konjugierendem Enzym auf die E3 Ubiquitinligase iibertragen und darauf folgend an das Substrat
gekoppelt (A). Die Vielzahl von verschiedenen Regulationsmechanismen wird durch unterschiedliche Formen der Kopplung von
Ubiquitin an das Zielprotein ermdglicht. Bekannte Formen der Ubiquitinierung sind: Monoubiquitinierungen, multi-
Monoubiquitinierungen, Polyubiquitinierungen und verzweigte Polyubiquitinierungen (B).

alternative Bindungsstellen des Zielproteins kommt. Eine Form der alternativen Ubiquitinierung
ist die Ubertragung von Ubiquitin an den N-Terminus des Zielproteins (Ubersicht in
(Ciechanover and Ben-Saadon, 2004)). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Ubiquitin
auch auf die Aminosduren Threonin, Serin und Cystein iibertragen werden kann (Cadwell and
Coscoy, 2005; Carvalho et al., 2007; Ishikura et al., 2010; Shimizu et al., 2010; Tait et al., 2007;
Wang et al., 2007; Williams et al., 2007).

1.3 Der endosomale Transport des Notch-Rezeptors

Der endosomale Transportweg ermdoglicht es Transmembranproteine von der Zelloberfldche in
einem vom Zytoplasma isolierten, als Lysosom bezeichneten, Kompartiment abzubauen
(Ubersicht in (Huotari and Helenius, 2011)). Der erste Schritt fiir einen gezielten lysosomalen
Abbau von Transmembranproteinen ist die als Endozytose bezeichnete Einstiilpung der
Plasmamembran und die anschlieBende Abschniirung von Vesikeln in das Zytoplasma. Der

Prozess der Endozytose kann clathrin-abhéngig oder unabhingig eingeleitet werden. Bei Clathrin
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handelt es sich um ein triskelionférmig aufgebautes Geriistprotein, das iiber Adapterproteine an
der eingestiilpten Membran assoziiert und diese stabilisiert. Bei dieser Form der Endozytose
binden die Adapterproteine nicht nur an der Clathrinhiille, sondern interagieren auch mit den
Transmembranproteinen die iiber den endosomalen Transport abgebaut werden sollen (Ubersicht
in (Benmerah and Lamaze, 2007)). Die Interaktion zwischen Transmembranproteinen und den
Adapterproteinen kann einerseits direkt iiber konservierte Motive innerhalb der
Transmembranproteine, oder durch die Kopplung von Ubiquitin an Transmembranproteine
ausgelost werden. Im letzteren Fall wird ein zusétzliches Ubiquitin bindendes Protein bendtigt.
Ein gut untersuchtes Beispiel fiir ein Protein mit Ubiquitin interagierenden Motiven (UIMs
ubiquitin interactin motif) ist Epsin. Epsin kann sowohl mit den ubiquitinierten
Transmembranproteinen, als auch mit Adapterproteinen interagieren. Auf diese Weise vermittelt
Epsin die Interaktion zwischen dem ubiquitinierten Transmembranprotein und den
Adapterproteinen. Ein gut untersuchtes Adapterprotein, das sowohl mit Epsin, als auch mit
konservierten Endozytosemotiven innerhalb der Transmembranproteine interagieren kann, ist
AP-2 (Adapter Protein 2) (Ubersicht in (Benmerah and Lamaze, 2007)). Nach dem Aufbau des
Komplexes folgt die Abschniirung des Vesikels von der Zellmembran durch die GTPase
(Guanosin Triphosphat) Dynamin (Ubersicht in (Benmerah and Lamaze, 2007)).

Die clathrin-unabhédngige Endozytose von Transmembranproteinen wird {iber Cholesterol und
GPI (glycosylphosphatidylinositol) angereicherte Membrandoménen, die als ,lipid rafts*

bezeichnet werden, ausgeldst (Ubersicht in (Huotari and Helenius, 2011; Levental et al., 2010)).

Wie andere Transmembranproteine wird auch der Notch-Rezeptor konstitutiv endozytiert, iiber
den endosomalen Weg transportiert und im Lysosom abgebaut (Jekely and Rorth, 2003; Vaccari
et al., 2008). Dabei konnte gezeigt werden, dass der Notch-Rezeptor sowohl clathrin-abhingig
als auch unabhingig endozytiert wird (Windler and Bilder, 2010). Der Notch-Rezeptor befindet
sich nach der Endozytose in der Membran der abgeschniirten Vesikel, die als EEVs (early
endosomal vesicles) bezeichnet werden (Abb. 3 (1)).

Die gebildeten EEVs fusionieren miteinander zu frithen Endosomen (EE early endosome), oder
fusionieren mit bereits vorhandenen EEs. Die Fusion der Kompartimente wird iiber den
qtethering“-Komplex CORVET reguliert (Ubersicht in (Balderhaar and Ungermann, 2013))
(Abb. 3 (2)). Ab dem frithen Endosom werden Prozesse eingeleitet die iiber den weiteren
Transport der Transmembranproteine entscheiden. So kénnen Proteine ab dem frithen Endosom
zuriick zur Membran transportiert werden (Abb. 3 (3)), oder dem endosomalen Transport bis
zum lysosomalen Abbau zugefiihrt werden. Die Prozesse am Endosom werden maB3geblich durch
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Abb. 3: Schematische Darstellung der konstitutiven Endozytose des Notch-Rezeptors. Der Notch-Rezeptor kann sowohl clathrin-
abhéngig, als auch unabhéngig endozytiert werden (1). Nach der Endozytose von der Plasmamembran befindet sich der Notch-
Rezeptor in der Membran von frithen endosomalen Vesikeln (EEVs). Die Fusionen von EEVs und frithen Endosomen (EEs)
bzw. EEs untereinander wird durch den ,tethering“-Komplex CORVET reguliert (2). Die Prozesse am EE werden iiber Rab-
GTPasen gesteuert. Ab dem EE wird entschieden ob die endosomale Fracht recycelt (3), oder dem Abbau im Lysosom zugefiihrt
wird. Wihrend der endosomalen Reifung kommt es zu einem Austausch der Rab GTPase Rab5 gegen Rab7. Dieser Austausch
wird {iber den GEF Mon1/Ccz1 eingeleitet (4). Am reifenden Endosom (ME) kommt es zu der Einschniirung der endosomalen
Membran, die zu der Bildung von intraluminalen Vesikeln (ILVs) fiihrt. Die endosomale Fracht wird auf diese Weise von dem
dem Zytoplasma isoliert (5). Die Bildung der ILVs wird {iber vier sequenziell wirkende ESCRT-Komplexe gesteuert. Die
ESCRT-Komplexe fiithren zu einer Akkumulation von ubiquitinierter endosomaler Fracht und sorgen fiir eine Einstiilpung der
endosomalen Membran. Uber die Polymerisierung der ESCRT-III Komponente Shrub wird eine Spirale um die endosomale
Fracht gebildet, welche zu einer weiteren Einschniirung und Ablésung der ILVs von der endosomalen Membran fiihrt. Die
ESCRT-III Polymere werden iiber die Aktivitdt der AAA-ATPase Vps4 aufgeldst und fiir die Bildung weiterer ILVs reaktiviert
(6). Nachdem die endosomale Fracht in ILVs verpackt ist kommt es zu der Fusion des spédten Endosoms mit dem Lysosom. Diese
Fusion wird iiber den ,tethering“-Komplex HOPS gesteuert (7). Wéhrend der endosomalen Reifung kommt es zu einer
permanenten Ansduerung der endosomalen Kompartimente (8), die zu der Aktivierung von sauren Hydrolasen im Lysosom fiihrt.
Die endosomale Fracht wird im Lumen des Lysosoms abgebaut (9).

GTPasen der Rab-Familie (Ras-related in brain) beeinflusst. Die verschiedenen endosomalen
Kompartimente sind mit spezifischen Rab GTPasen assoziiert, welche die Rekrutierung weiterer
Effektorproteine auslosen und die Prozesse der endosomalen Reifung und der Membranfusion

regulieren. Recycling Endosomen verfligen beispielsweise iiber Rabll, wéhrend friihe
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Endosomen mit Rab5 und reifende Endosomen mit Rab7 markiert sind (Ubersicht in (Zerial and
McBride, 2001)). Wéhrend der endosomalen Reifung kommt es zu einem Austausch der GTPase
Rab5 zu Rab7 (Rink et al., 2005) (Abb. 3 (4)).

In dem weiteren Prozess der endosomalen Reifung kommt es zu einer Einstiilpung der
endosomalen Membran, die zu der Bildung von intraluminalen Vesikeln (ILVs) fiihrt. Mit Hilfe
dieses Prozesses werden Transmembranproteine vollstindig von dem Zytoplasma isoliert (Abb.
3 (5)). Die Bildung von ILVs wird durch vier ESCRT-Komplexe (0-II1) (endosomal sorting
complex required for transport) und Vps4 (vacuolar protein sorting 4) reguliert. Die ESCRT-
Komplexe werden beginnend mit ESCRT-0 sequenziell an die endosomale Membran rekrutiert
(Ubersicht in (Hurley, 2015)). Die Rekrutierung der ESCRT-Komplexe fiihrt zu der
Akkumulation von ubiquitinierter, endosomaler Fracht und zu der Einstiilpung der endosomalen
Membran (Ubersicht in (Schmidt and Teis, 2012; Wollert and Hurley, 2010)). Die Abschniirung
des ILVs wird iiber den ESCRT-III Komplex ausgeldst. Die Komponente des ESCRT-III
Komplexes Shrub/CHMP4 (charged multi-vesicular body protein) wird an die Membran
rekrutiert und bildet eine Spirale, welche die endosomale Fracht umschliet und zur
Abschniirung des ILVs fiihrt. Der aus ESCRT-III Polymeren bestehende Komplex wird durch
Vps4 aufgeldst und fiir die Bildung von weiteren ILVs reaktiviert (Ubersicht in (Schoneberg et
al., 2017)) (Abb. 3 (6)).

Nach der Internalisierung der Transmembranproteine in das endosomale Lumen kann eine
Fusion des gereiften Endosoms (ME maturing endosome) mit dem Lysosom eingeleitet werden.
Die Fusion mit dem Lysosom wird iiber die GTPase Rab7 reguliert. Rab7 rekrutiert den
»tethering“-Komplex HOPS (homotypic fusion and protein sorting) der zu einer SNARE-Protein
abhiingigen Fusion des spiten Endosoms mit dem Lysosom fiihrt (Ubersicht in (Balderhaar and
Ungermann, 2013)) (Abb. 3 (7)). Wiahrend der endosomalen Reifung kommt es zu einer
permanenten Ansduerung der Kompartimente durch die Aktivitit der v-ATPase (Ubersicht in
(Cotter et al., 2015)) (Abb. 3 (8)). Die Ansiduerung der Kompartimente ist essentiell fiir die
Aktivitdit von sauren Hydrolasen, die zu einem Abbau der Transmembranproteine im

lysosomalen Lumen fiihren (Ubersicht in (Huotari and Helenius, 2011)) (Abb. 3 (9)).

1.3.1 Liganden-unabhingige Aktivierung des Notch-Rezeptors

Wie bereits erwéhnt fiihrt die Internalisierung von Transmembranproteinen in ILVs zu der
vollstindigen Isolierung der Proteine vom Zytoplasma. Dieser Schritt ist besonders wichtig um

z.B. die ektopische Aktivierung von Transmembranrezeptoren wie dem Notch-Rezeptor zu
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unterdriicken. So konnte gezeigt werden, dass der Ausfall der ESCRT-Komponenten Vps25 und
Tsgl01 zu einer Akkumulation des Notch-Rezeptors an Endosomen fiihrt und eine ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges ausgelost wird (Moberg et al., 2005; Thompson et al., 2005;
Vaccari and Bilder, 2005).

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein Ausfall des Tumorsuppressorgens Igd (lethal (2)
giant discs) ebenfalls zu einer starken Akkumulation des Notch-Rezeptors an endosomalen
Kompartimenten fiihrt und eine ektopisch Aktivierung des Notch-Signalweges ausgelost wird
(Childress et al., 2006; Gallagher and Knoblich, 2006; Jaekel and Klein, 2006). In einer weiteren
Studie konnte gezeigt werden, dass Lgd direkt mit dem Drosophila CHMP4 Ortholog Shrub
interagieren und fiir die vollstdndige Funktion von Shrub bendtigt wird (McMillan et al., 2017;
Troost et al., 2012). Ein Ausfall von shrub im Follikelepithel fiihrt ebenfalls zu einer ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalweges (Schneider et al., 2013). Da die ESCRT-III Komponente
Shrub/CHMP4 essentiell fiir die Bildung von ILVs ist und Lgd dartiber hinaus fiir die Funktion
von Shrub bendétigt wird, verbleibt durch den Ausfall dieser Komponenten vermutlich ein Teil
des Notch-Rezeptors an der limitierenden Membran des Endosoms und wird auf diese Weise
ektopisch, liganden-unabhingig aktiviert (Ubersicht in (Schnute et al., 2018)).

Die ektopische Aktivierung durch einen Ausfall von /gd wird unabhingig von der Aktivitit der
Metalloprotease Kuz ausgeldst (Schneider et al., 2013). Diese Beobachtung fiihrt zu der
Vermutung, dass es durch die verstirkte Akkumulation des Rezeptors an der limitierenden
Membran des Endosoms zu einem alternativen ,,Ectodomain Shedding® kommen muss. Die
ektopische Aktivierung in /gd’” mutanten Fliigelimaginalscheiben kann durch eine Reduzierung
der v-ATPase Funktion unterdriickt werden (Schneider et al., 2013). Es ist daher zu vermuten,
dass ein alternatives ,,Ectodomain Shedding*“ durch die Aktivitit von sauren Hydrolasen
ausgelost wird und zu einer Freisetzung der sich im Kontakt mit dem Zytoplasma befindenden
intrazelluldren Domédne des Rezeptors fiihrt.

Interessanterweise wird fiir die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in /gd?” mutanten
Fliigelimaginalscheiben die Fusion mit dem Lysosom benotigt. Im Gegensatz dazu fiihrt der
Ausfall von shrub im Follikelepithel zu einer ektopischen Notch-Aktivierung, die unabhéngig
von der Fusion des spiten Endosoms mit dem Lysosom ausgeldst wird (Schneider et al., 2013).
Die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges lédsst sich allerding nicht nur durch die
Beeintrachtigung der ESCRT-Maschinerie beobachten, sondern kann auch durch Notch-
spezifischen E3-Ligasen ausgelost werden. Die Auswirkungen dieser E3-Ligasen werden im

folgenden Abschnitt eingeleitet.
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1.4 Die Ubiquitinligasen Deltex und Suppressor of Deltex

Gut untersuchte E3-Ligasen, die den Notch-Rezeptor beeinflussen, sind Deltex (Dx) und
Suppressor of deltex (Su(dx)). Beide E3-Ligasen regulieren sowohl die Endozytose, die
endosomale Lokalisation und die Aktivitit des Notch-Rezeptors (Ubersicht in (Baron, 2012)).
Bei einem Ausfall von dx kommt es zu einem Fliigelphidnotyp der sich durch die Bildung von
Kerben und verbreiterten Fliigelvenen auszeichnet und mit einem Notch ,loss of function*
Phinotyp vergleichen ldsst. Der Ausfall von Su(dx) fiihrt hingegen zu einem Verlust von
Venengewebe und ist vergleichbar mit einem Notch ,,gain of function* Phanotyp. Der Phinotyp,
der durch den Ausfall von dx hervorgerufen wird, ldsst sich durch den zusétzlichen Verlust von
einer Kopie von Su(dx) retten und erklart die Namensgebung von Su(dx) (Busseau et al., 1994;
Fostier et al., 1998; Xu and Artavanis-Tsakonas, 1990). Aus diesen Versuchen wurden die ersten
Hinweise von Dx als positiver und Su(dx) als negativer Regulator des Notch-Signalweges
hergeleitet.

Dx verfiigt liber drei wesentliche Proteindomdnen. Am N-Terminus befinden sich zwei WWE
Dominen die an die Ankyrin-Wiederholungen der intrazelluldren Doméne des Notch-Rezeptors
binden konnen (Aravind, 2001; Diederich et al., 1994; Matsuno et al., 1995; Matsuno et al., 1998;
Zweifel et al., 2005). Gefolgt wird die Doméne von einer SH3-Domine (SRC Homology 3) und
einer C-terminalen RING-H2-finger-Doméne, durch die Dx zu den E3-Ubiquitinligasen gezahlt
werden kann (Matsuno et al., 2002). In einer weiteren Veroffentlichung konnte gezeigt werden,
dass Dx eine Monoubiquitinierung des Notch-Rezeptors auslost (Hori et al., 2011).

Su(dx) beinhaltete eine N-terminale Phospholipid-bindende C2-Domine, gefolgt von WW-
Doménen und einer C-terminalen HECT-Doméne und lésst sich dadurch in die Nedd4-Familie
der Ubiquitinligasen einordnen (Cornell et al., 1999). Su(dx) ist an der Membran lokalisiert und
interagiert iiber die WW-Doménen mit dem Notch-Rezeptor (Wilkin et al., 2004). In einer
spateren Studie konnte zudem gezeigt werden, dass Su(dx) zu einer Ubiquitinierung des Notch-
Rezeptors flihrt (Shimizu et al., 2014). Um welche Form der Ubiquitinierung es sich handelt, ist
bisher allerdings nicht bekannt.

Neben Su(dx) gibt es in Drosophila ein weiteres Mitglied der Nedd4-Familie (DNedd4) mit einer
C2-Doméne, drei WW-Doménen und einer C-terminalen HECT-Doméane. DNedd4 interagiert
tiber die WW-Doménen direkt mit einer PPSY-Sequenz der intrazelluldren Doméne des Notch-
Rezeptors und fiihrt ebenfalls zu einer Ubiquitinierung des Rezeptors (Sakata et al., 2004).

Die Auswirkungen von Dx und Su(dx) auf den Notch-Rezeptor lassen sich in zwei Funktionen

einteilen. Zum einen wird durch die Ubiquitinligasen die Regulation der Endozytose beeinflusst
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Deltex Suppressor of Deltex
(DX) Temperatur (Su(dx))
3 verstarkte
Clathrin Endozytose GPIl und Cholesterol
abhdngig abhédngig

ektopische Unterdriickung der
Notch-Aktivierung Notch-Aktivierung

Abb. 4: Schematische Darstellung der Auswirkungen von Dx und Su(dx) auf den Notch-Rezeptor. Sowohl Dx als auch Su(dx)
konnen direkt mit dem Notch-Rezeptor interagieren und fithren zu einer Ubiquitinierung des Rezeptors. Dx und Su(dx) konnen
die Endozytose des Notch-Rezeptors einleiten. Wahrend Dx zu einer clathrin-abhéngigen Endozytose von Notch fiihrt, wird
durch Su(dx) eine Endozytose iiber Cholesterol und GPI angereicherte Membrandoménen eingeleitet. Die zweite Funktion von
Dx und Su(dx) ist die Regulation der Proteinmenge des Notch-Rezeptors an der limitierenden endosomalen Membran. Dx fiihrt
zu einer Akkumulation des Notch-Rezeptors an der limitierenden Endosomalen Membran und 16st eine ektopische liganden-
unabhingige Aktivierung des Notch-Signalweges aus. Su(dx) fiihrt zu einer verstirkten Internalisierung des Notch-Rezeptors in
das endosomale Lumen und fiihrt zu einer Unterdriickung der Notch-Aktivierung. Die Effekte von Dx und Su(dx) sind in
Drosophila temperaturabhéngig. Die Auslosung der liganden-unabhidngigen Aktivierung durch Dx wird bei geringen
Temperaturen aktiv, wahrend die Effekte durch Su(dx) bei héheren Temperaturen verstirkt auftreten.

und zum anderen steuern Dx und Su(dx) die Lokalisation des Notch-Rezeptors an endosomalen
Kompartimenten (Ubersicht in (Baron, 2012)).

Durch einen Ausfall von dx kommt es zu einer verstarkten Akkumulation des Notch-Rezeptors
an der apikalen Membran in Fliigelimaginalscheiben (Yamada et al., 2011). Eine Uberexpression
von Dx fiihrt hingegen zu einer verstirkten Endozytose des Notch-Rezeptors (Hori et al., 2004;
Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008). Der Ausfall von Su(dx) hat in Fliigelimaginalscheiben
keinen Effekt auf die apikale Lokalisation von Notch. Durch eine Uberexpression von Su(dx)
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konnte allerdings eine verstirkte Endozytose des Notch-Rezeptors festgestellt werden (Shimizu
et al., 2014; Wilkin et al., 2004). Beide Ubiquitinligasen konnen daher als positive Regulatoren
der Notch-Endozytose angesehen werden.
Die Uberexpression von Dx fiihrt zu Vesikeln bei denen der Notch-Rezeptor an der limitierenden
endosomalen Membran lokalisiert. Dariiber hinaus wird durch die Uberexpression eine
ektopische Aktivitdt des Notch-Signalweges ausgeldst (Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008).
Die ektopische Aktivierung lasst sich durch den Ausfall des HOPS-Komplexes unterdriicken und
spricht flir eine liganden-unabhingige Aktivierung des Notch-Rezeptors vom Lysosom (Wilkin
et al., 2008).
Die Uberexpression von Su(dx) fiihrt hingegen zu einer Unterdriickung der endogenen Notch-
Aktivitit in Fligelimaginalscheiben (Wilkin et al., 2004). Dariiber hinaus kann durch die
Uberexpression von Su(dx) auch die durch Dx induzierte ektopische Notch-Aktivierung
unterdriickt werden (Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008). Ahnliche Beobachtungen konnten
auch durch die Expression von DNedd4 gemacht werden (Sakata et al., 2004).
Interessanterweise wird die durch Dx ausgeldste Lokalisation des Notch-Rezeptors an der
limitierenden endosomalen Membran durch eine zusitzliche Uberexpression von Su(dx)
beeinflusst. Su(dx) fiihrt zu einer verstirkten Internalisierung des Notch-Rezeptors in das
endosomale Lumen (Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008). Die Beeinflussung der
endosomalen Lokalisation des Notch-Rezeptors durch Dx und Su(dx) steht vermutlich in einem
direkten Zusammenhang mit der Beeinflussung der Aktivierung des Notch-Rezeptors. Wahrend
Dx durch die Lokalisation des Notch-Rezeptors an der limitierenden Membran eine ektopische,
liganden-unabhingige Aktivierung auslost, fiihrt Su(dx) zu einer verstirkten Internalisierung des
Rezeptors in das endosomale Lumen und unterdriickt auf diese Weise die ektopisch Notch-
Aktivierung.
Zusammengefasst scheinen Dx und Su(dx) bei der Endozytose des Notch-Rezeptors eine
synergistische Funktion zu haben, wéhrend sie bei der Lokalisation des Rezeptors an der
limitierenden endosomalen Membran antagonistisch wirken.
In einer aktuelleren Studie konnte zudem gezeigt werden, dass Dx und Su(dx) den Notch-
Rezeptor durch unterschiedliche endozytotische Routen dem endosomalen Transportweg
zufithren. Dx fiihrt dabei zu einer clathrin-abhingigen Endozytose des Notch-Rezeptors,
wiahrend Su(dx) zu einer Endozytose des Rezeptors fiihrt, die {iber Cholesterol und GPI
angereicherte Membrandomaénen eingeleitet wird (Shimizu et al., 2014). Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass Dx und Su(dx) die Aktivierung des Notch-Rezeptors in Drosophila
temperaturabhéngig regulieren (Cornell et al., 1999; Fostier et al., 1998; Mazaleyrat et al., 2003;
13
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Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008). In diesem Modell wird die liganden-unabhéngige
Aktivierung durch Dx bei niedrigen Temperaturen aktiv, um eine reduzierte liganden-abhéngige
Aktivierung des Rezeptors auszugleichen und die Aktivitit des Notch-Signalweges iiber einem
kritischen Schwellenwert zu halten. Die Unterdriickung der liganden-unabhéngigen Aktivierung
durch Su(dx) wird hingegen bei hoheren Temperaturen aktiv, um eine ektopische Aktivierung
des Notch-Signalweges zu vermeiden (Shimizu et al., 2014) (Abb. 4).

Wie stark die Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors durch Dx und Su(dx) an den beschriebenen
Funktionen beteiligt ist, ist nicht im Detail geklért. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die
Uberexpression von Su(dx) mit nicht-funktionaler HECT-Domine weiterhin zu einer
Endozytose des Notch-Rezeptors fiihrt, aber gleichzeitig eine verstirkten Lokalisation des
Rezeptors an der limitierenden endosomalen Membran und eine ektopische Aktivierung des
Notch-Signalweges auslost (Shimizu et al.,, 2014; Wilkin et al., 2004). Aus diesen
Beobachtungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass die durch Su(dx) eingeleitete Endozytose
des Notch-Rezeptors ubiquitinierungs-unabhingig initiiert wird, aber die Funktion der
Internalisierung von Notch in das endosomale Lumen ubiquitinierungs-abhéangig ist.

Fiir Dx konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass eine Mutation in der RING-H2-finger-
Domine zwar zu einer Unterdriickung der Dx Funktion fiihrt, aber durch einen Austausch gegen
die Dimerisierungsdoméne GST (Glutathione-S-Transferase) gerettet werden kann. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Oligomerisierung von Dx durch die RING-H2-finger-
Domine, aber nicht die Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors wichtig fiir die Funktion als
positiver Regulator des Notch-Signalweges ist (Matsuno et al., 2002).

Dx interagiert dariiber hinaus mit dem B-Arrestin Krz (Kurtz) und bildet so einen Komplex aus
Notch-Dx und Krz der zu einer Polyubiquitinierung und einem Abbau des Notch-Rezeptors
fiihrt. Im Gegensatz dazu fiihrt der Ausfall von krz zu einer verstarkten Akkumulation des Notch-
Rezeptors an der apikalen Membran von Fliigelimaginalscheiben, der mit einem dx Ausfall
vergleichbar ist. Krz scheint fiir die Endozytose des Notch-Rezeptors bendtigt zu werden,
unterdriickt allerdings im Gegensatz zur Dx Uberexpression die Notch-Aktivitit (Hori et al.,
2011; Mukherjee et al., 2005). Krz gilt daher als weiterer Faktor der die Ubiquitinierung und die
Aktivierung des Notch-Rezeptors beeinflusst.

Die Zusammenhinge der Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors durch die verschiedenen
Ubiquitinligasen und den Auswirkungen auf die Aktivitdt des Notch-Signalweges sind sehr
Komplex und nicht im Detail verstanden. Die bisherigen Veroffentlichungen deuten allerdings
darauf hin, dass einige Funktionen von Dx und Su(dx) bei der Regulation des Notch-Rezeptors
ubiquitinierungs-unabhingig ausgefiihrt werden.
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Im Gegensatz zu Drosophila gibt es in Sdugetieren fiinf Orthologe von Dx, die als DTX1-4 und
DTX3L (Deltex 3 like) bezeichnet werden. DTX1, DTX2 und DTX4 verfiigen iber WWE-
Dominen und koénnen an die intrazellulire Doméne des N1-Rezeptors binden. Im Gegensatz
dazu verfiigen DTX3 und DTX3L {iiber keine WWE-Doménen und kdnnen nicht mit Notch
interagieren (Chastagner et al., 2017; Kishi et al., 2001; Matsuno et al., 1998).

Die Effekte der Siugetierorthologe auf die Aktivitit des Notch-Signalweges sind
widerspriichlich. So konnte zum einen gezeigt werden, dass DTX1, DTX2 und DTX4 zu einer
Unterdriickung der liganden-abhédngigen Notch-Aktivierung wihrend der T-Zell Entwicklung
fiihren (Lehar and Bevan, 2006; Maillard et al., 2004). Zum andern konnte gezeigt werden, dass
die murinen Dx Orthologe auch als Notch-Aktivatoren wirken kénnen (Kishi et al., 2001). In
einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass DTX4 den N1-Rezeptor ubiquitinieren kann
und zu einer Endozytose fiihrt, die eine verstéirkte proteolytische Spaltung des Rezeptors durch
die Metalloprotease ADAMI10 auslost. In diesem Zusammenhang ist DTX4 ein positiver
Regulator der liganden-abhéngigen Notch-Aktivitdt (Chastagner et al., 2017).

Das Saugetierortholog von Su(dx) wird als AIP4/Itch bezeichnet. AIP4/Itch verfiigt iiber WW-
Dominen, kann allerdings nicht direkt an den N1-Rezeptor binden. Die Interaktion mit Notch
wird iiber DTX1 als Adapterprotein eingeleitet. A[P4/Itch 16st eine Polyubiquitinierung von N1
aus, die zu einem Abbau des Rezeptors im Lysosom fiihrt (Chastagner et al., 2008). Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass AIP4/Itch ebenfalls zu einer Ubiquitinierung und einem

Abbau von DTX1 fiihrt (Chastagner et al., 2006).
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2  Ziele der Arbeit

Um zu tiberpriifen, wie stark die Ubiquitinierung an der Regulation des Notch-Rezeptors beteiligt
ist, soll ein transgener Rezeptor hergestellt werden, der iiber keine intrazelluldren Lysine verfligt.

Mit diesem Rezeptor sollen folgende Fragestellungen iiberpriift werden:

Welchen Auswirkungen hat die Modifizierung des Rezeptors auf die Aktivierung des Notch-

Signalweges?

Welchen Einfluss hat der Austausch der Lysine auf die Endozytose und den endosomalen

Transport des Rezeptors?

Welchen Einfluss haben die E3-Ligasen Dx und Su(dx) auf die Aktivierung und den Transport

des Rezeptors?

Um zu tlberpriifen wie stark die Aktivierung des Notch-Signalweges durch die Modifizierung
des Rezeptors beeinflusst wird, soll eine Analyse mit Mutanten unterschiedlicher Komponenten

des Notch-Signalweges durchgefiihrt werden.
Um den Einfluss der Lysine auf die Endozytose und den endosomalen Transport des Rezeptors

zu testen, sollen Lokalisationsstudien in der Fliigelimaginalscheibe von D. melanogaster

durchgefiihrt werden.
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3  Ergebnisse

3.1 Herstellung und Expression eines lysinmutanten Drosophila Notch-Rezeptors

In vorherigen Verdffentlichungen wurden zahlreiche Untersuchungen zu verschiedenen E3-
Ligasen durchgefiihrt die den Notch-Rezeptor ubiquitinieren. Dabei konnte eine direkter Einfluss
auf die Aktivierung und den Transport des Notch-Rezeptors nachgewiesen werden (Ubersicht in
(Moretti and Brou, 2013)). Durch die teils redundanten Funktionen dieser Ligasen ist es schwer,
moglich Riickschliisse tliber die generelle Funktion der Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors zu
ziehen.

Da fiir diese Fragestellung die Untersuchung einzelner Ubiquitinligasen ungeeignet ist, sollte ein
Notch-Rezeptor hergestellt werden, an den kein Ubiquitin gekoppelt werden kann. Ubiquitin
wird hauptsdchlich an Lysine des Zielproteins gekoppelt. Aus diesem Grund sollten alle
intrazelluldren Lysine des Rezeptors durch die strukturell dhnliche Aminosdure Arginin
ausgetauscht werden. Durch die strukturelle Ahnlichkeit zwischen Lysin und Arginin soll einer
moglichen Konformationsdnderung des Notch-Rezeptors durch den Austausch der Aminoséuren
vorgebeugt werden (Abb. 5).

Der D. melanogaster Notch-Rezeptor verfiigt iiber 27 intrazelluldre Lysine. Es sollte demzufolge
ein Konstrukt hergestellt werden, in dem alle 27 intrazelluliren Lysine durch Arginine
ausgetauscht wurden. Um den transgenen Rezeptor von dem endogenen Rezeptor unterscheiden
zu konnen, wurde ein C-terminaler HA-Tag angefligt. Der hergestellte Rezeptor wird als
NK2R_HA bezeichnet (Abb. 5 B). Als Kontrolle dient ein Rezeptor, der iiber alle 27 Lysine in der
intrazelluliren Doméne verfiigt und ebenfalls einen C-terminalen HA-Tag aufweist. Dieser
Rezeptor wird als N-HA bezeichnet (Abb. 5 A). Beide Konstrukte verfiigen iiber eine
vorgeschaltete UAS (upstream activating sequence) Sequenz und ermoglichen die
gewebespezifische Expression mit Hilfe des GAL4/UAS Expressionssystems (Brand and
Perrimon, 1993; Phelps and Brand, 1998) (Material und Methoden 7.2.16.3). Die Konstrukte

A) N-HA B) N¥2R-HA
intrazelluldre Doméne . It lalsreibamans .
X (27 Lysine ausgetauscht durch Arginine)
extrazelluldre Doméne (27 Lysine) extrazellulire Domine I
= '
Transmembran- Transmembran-
domidne doméne

Abb. 5: Darstellung der Konstrukte N-HA und N¥2R-HA. Bei N-HA handelt es sich um einen ,,full length Drosophila Notch-
Rezeptor mit einem C-terminalen HA-Tag (A) Bei N¥2R-HA handelt es sich um einen Drosophila Notch Rezeptor in dem alle 27
intrazelluldren Lysine durch Arginine ausgetauscht wurden. NX?R-HA verfiigt ebenfalls iiber einen C-terminalen HA-Tag (B).
Beide Konstrukte wurden in das Genom von Drosophila integriert und verfiigen iiber eine vorgeschaltete UAS-Sequenz mit der
eine gewebespezifische Expression durch das GAL4/UAS Expressionssystem ermoglicht wird.
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wurden stabil in das Genom der Fliege integriert. Um Beeinflussungen der Expressionsstirke
durch Positionseffekte zu vermeiden, wurden innerhalb der Experimente nur Rezeptoren
miteinander verglichen, die in der gleichen genomischen attP-,,landing site integriert wurden

(Bischof et al., 2007).

3.2 Analyse der Aktivierung des Notch-Signalweges durch N-HA und N¥?R-HA

Um die Aktivitdt dieser Rezeptoren zu testen wurden, Fliigelimaginalscheiben des spéten dritten
Larvenstadiums von D. melanogaster verwendet. Die gut untersuchten Musterbildungsvorgiange
und der Aufbau als einschichtiges Epithel bieten optimale Bedingungen fiir eine
fluoreszenzmikroskopische Analyse der Notch-Aktivitit. Als Aktivititsmarker wird in diesem
Gewebe die Expression des Proteins Wingless (Wg) verwendet. wg ist an der dorso-ventralen
Grenze (D/V Grenze) der Fliigelimaginalscheibe ein direktes Zielgen des Notch-Signalweges
(Klein, 2001). Als weitere Marker fiir die Notch-Aktivierung wurden die Reportergenkonstrukte
Gbe+Su(H)-lacZ (Grainyhead binding element + Suppressor of Hairless) (in dieser Arbeit als
NRE-lacZ bezeichnet) (Furriols and Bray, 2001) und NRE-GFP (Notch responsive element-
green fluorecent protein) verwendet (Housden et al., 2012) (Material und Methoden 7.2.16.5).
Die Aktivitdt der Reporter iiberlappt mit der Wg Expression an der D/V Grenze. Dariiber hinaus
zeigen die Reporter die gesamte Aktivitit des Signalweges auch auBlerhalb der D/V Grenze an
(Abb. 6).

Die Expression von N-HA und N¥?R-HA wurde unter Kontrolle des ptc(patched)-GAL4 Treibers
konstitutiv durchgefiihrt. Die ptc-Expressionsdoméne verlduft von der anterior-posterioren
Grenze (A/P Grenze) mit abnehmender Expressionsstirke in das anteriore Kompartiment der
Fliigelimaginalscheibe (Abb. 7 A u. A®). Die Expression von N-HA fiihrt zu einer leichten
ektopischen Wg Expression (Abb. 7 B). Die ektopische Notch-Aktivitét l4sst sich ebenfalls mit
Hilfe des NRE-lacZ Konstruktes detektieren (Abb. 7 B¢). Im Vergleich dazu fiihrt die Expression
von NX2R_HA zu einer massiven ektopischen Expression von Wg und des Reporters NRE-lacZ
(Abb. 7.C u. C°). Dariiber hinaus wird durch die N¥?R.HA Expression eine deutliche
Uberproliferation der Fliigelimaginalscheibe ausgeldst (Abb. 7 C, Pfeile).

Die Aktivierung des Zielgens wg, sowie die starke Aktivierung des Reportergenkonstruktes
NRE-lacZ, als auch die Uberproliferation der Fliigelimaginalscheiben deuten darauf hin, dass
der Austausch der intrazelluldren Lysine von Notch zu einer verstirkten Aktivierung des

Signalweges fiihrt. Dabei beschrinkt sich die Aktivierung durch N-HA und N¥?R-HA auf die
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NRE-GFP NRE-GFP NRE-lacZ (B-Gal)
II-Chromosom I1I-Chromosom I1I-Chromosom

ventral

Abb. 6: Darstellung verschiedener Aktivititsmarker des Notch-Signalweges in der Fliigelimaginalscheibe. wg ist ein direktes
Zielgen des Notch-Signalweges an der D/V Grenze (A u.A®). Mit Hilfe der NRE-Konstrukte kann die Notch-Aktivitdt auch
auBerhalb der D/V Grenze detektiert werden (B-D¢). Die Insertion von NRE-GFP auf dem zweiten Chromosom zeigt ein stérkeres
Signal im Vergleich zu NRE-GFP auf dem dritten Chromosom (B-C*). Die sensitivste Darstellung der Notch-Aktivitét lasst sich
mit Hilfe von NRE-lacZ und einer anschieenden Antikdrperfirbung gegen p-Gal erreichen (D u. D).

ptc-Expressionsdoméne und ldsst sich klar zu den benachbarten Zellen abgrenzen (Abb. 7 B-C**,
VergrofBerungen). Es handelt sich daher um eine zellautonome Aktivierung des Notch-
Signalweges.

Um die Unterschiede der Aktivierung zwischen N¥2R

-HA und N-HA niher zu analysieren, wurde
auf ein temperaturregulierbares GAL4/UAS-Expressionssystem zuriickgegriffen (McGuire et
al., 2003) (Material und Methoden 7.2.16.3). Dabei ermoglicht die Verwendung des
Temperatur-sensitiven Repressors GAL80® die zeitlich begrenzte Expression der Konstrukte.
Bei einer Temperatur von 18°C wird die Expression der Konstrukte durch GAL80" unterdriickt.
Die Unterdriickung kann durch einen Temperaturwechsel auf 29°C aufgehoben werden. Die
Expression von N-HA und NX?R.HA erfolgte unter Kontrolle des hh-GAL4 Treibers im
posterioren Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben (Tanimoto et al., 2000). Beide
Konstrukte wurden fiir 14,5h exprimiert. Die Notch-Aktivitit wurde mit Hilfe des NRE-GFP
Reporters dargestellt. Bei dieser geringen Expressionsdauer kann die durch N®?R-HA ausgeldste

Uberproliferation groBtenteils unterbunden werden (Abb. 8 B-B**‘). Nach 14,5h N-HA Expres-
sion ist bereits eine leichte ektopische Aktivierung von NRE-GFP zu erkennen (Abb. 8 A).
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ptc—GAL4

e AT

N-HA

UAS-N52R-HA
~UAS-GFP

[

Abb. 7: Konstitutive Expression von N- HA und NK2R_HA in Fliigelimaginalscheiben. Die Expression von N-HA und N¥?R-HA
erfolgte unter Kontrolle des pfc-GAL4 Treibers (A u.A‘). Die Expressionsdoméne von ptc-GAL4 wurde mit UAS-GFP
dargestellt. Als Marker fiir die Notch-Aktivitit wurde eine Wg Antikorperfarbung und das NRE-lacZ Konstrukt verwendet (B-
Gal Antikdrperfarbung). Die gestrichelte gelbe Linie in der Vergroerung gibt die posteriore Genze der ptc-Expressionsdoméne
an. Die Expression von N-HA fiihrt zu einer leichten ektopischen Wg und NRE-lacZ Expression (B-B“). Die Expression von
NK2R.HA fiihrt zu einer starken extopischen Expression von Wg und NRE-lacZ (C-C*‘) und einer Uberproliferation der
Fliigelimaginalscheibe (C Pfeile).
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Eine Auswirkung auf die Wg Expression ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht zu beobachten (Abb.
8 A*, VergroBerung). Die Expression von N¥?R-HA fiihrt zu einem deutlichen Anstieg des NRE-
GFP Signals (Abb. 8 B) und einer leichten ektopischen Expression von Wg (Abb. 8 B°,
VergroBerung).

Um die Aktivitdt des Notch-Signalweges zu quantifizieren, wurde die Fluoreszenzintensitét des
NRE-GFP Konstruktes gemessen. Die Messungen wurden im ventralen Fliigelfeld der
Fliigelimaginalscheibe durchgefiihrt, da es in diesem Bereich zu den geringsten Schwankungen
innerhalb einer Messreihe kommt (Abb. 8 A u. B, rote Umrandung). Um mogliche
Schwankungen der Fluoreszenzintensitét zwischen verschiedenen Fliigelimaginalscheiben einer
Messreihe auszugleichen, wurde bei jeder Messung zusitzlich eine Messung des anterioren
Bereiches des Fliigelfeldes durchgefiihrt. Da in diesem Bereich keine Expression der Notch-
Konstrukte stattfindet (Abb. 8 A u. B*“), kann diese Messung fiir die Normalisierung der
posterioren Fluoreszenzintensitit verwendet werden. Das endogene Verhiltnis zwischen anterior
und posterior in nicht manipulierten Kontrollscheiben betrdgt 0,91 und ist damit nahezu
ausgeglichen (Abb. 8 C). Im Verhiltnis zur endogenen Notch-Aktivitét fithrt die 14,5 stiindige
Expression von N-HA zu einer 1,5-fachen Erhohung der Aktivitit. Im Vergleich dazu sorgt die
Expression von N¥?R_HA fiir eine 4-fachen Erhéhung der Notch-Aktivitit (Abb. 8 C).

Die Ergebnisse zeigen, dass N**R-HA im Vergleich zu N-HA sowohl qualitativ als auch
quantitativ eine verstirkte Aktivierung des Notch-Signalweges in Fliigelimaginalscheiben
auslost.

Um die Aktivierung ebenfalls in einem Zellkultur Experiment zu tiberpriifen, wurde auf einen
Luciferase-Assay in Drosophila Schneiderzellen (S2) zuriickgegriffen. Als Marker fiir die
Aktivitit wurde das Konstrukt NRE-Fluc (Firefly luciferase) verwendet. Im Gegensatz zu
Fliigelimaginalscheiben kommt es in S2 Zellen zu keiner endogenen Expression von Notch und
des Liganden Delta (Fehon et al., 1990). Der Ligand Serrate wird nur in einem sehr geringen
Ausmal} exprimiert (Saj et al., 2010). In den folgenden Experimenten wurden ausschlieBlich die
transgenen Notch-Rezeptoren exprimiert. Da die Liganden nicht bzw. nur sehr gering vorhanden
sind, wird mit Hilfe dieses Assays hauptsdchlich die liganden-unabhidngige Aktivierung der
Notch-Rezeptoren angezeigt. Die erhobenen Werte wurden auf die Aktivitit von N-HA
normalisiert.

Verglichen mit der schwachen basalen Aktivitit des NRE-Fluc Konstruktes, kommt es bei N-HA
zu einem leichten aber nicht signifikanten Anstiegt der Aktivitdt. Gegeniiber N-HA fiihrt die
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Abb. 8: Aktivititsmessung von N-HA und NX?R-HA. Die Expression von N-HA und N¥?R-HA erfolgte fiir 14,5h unter
Kontrolle des #7-GAL4 Treibers mit tub-GAL80" im posterioren Kompartiment von Fliigelimaginalscheiben. Die gestrichelte
gelbe Linie markiert die Expressionsgrenze der Notch-Rezeptoren (HA Antikorperfarbung). Die Expression der Rezeptoren
fiir 14,5h fiihrt zu einem ektopischen NRE-GFP Signal, aber zu keiner erkennbaren Uberproliferation (A u. B). NK2R-HA fiihrt
zu einer leichten ektopischen Wg Expression (B°). Eine Fluoreszenzintensitdtsmessung des NRE-GFP Signals wurde im
ventralen Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben sowohl in der posterioren 44-Expressionsdoméne, als auch im anterioren
Bereich durchgefithrt (A u. B rote Umrandungen). Die anterioren Messungen wurde als interne Referenzen der
Imaginalscheiben verwendet. Bei der Aktivitdtsmessung wurde das posteriore Signal im Verhéltnis zum anterioren Signal
aufgetragen. N-HA und NX?R-HA fiihren im Vergleich zur endogenen Notch-Aktivitéit zu einer signifikanten Erhohung der
Aktivitdt. Die Aktivierung des Signalweges durch N¥2R-HA ist im Vergleich zu N-HA um ein Vielfaches erhéht (wt: n=9 / N-
HA: n=7 /NX2R.HA: n=11) (C). Eine Aktivititsmessung von N-HA und N¥2R-HA wurde ebenfalls mit Hilfe eines Luciferase-
Assays in S2 Zellen durchgefiihrt. Als Aktivitditsmarker wurde NRE-Fluc verwendet. In S2 Zellen gibt es keine endogene
Expression von Notch und dem Liganden Delta. Serrate wird nur in einem sehr geringen Ausmal exprimiert. Die angezeigte
Aktivitdt wird daher hauptsdchlich liganden-unabhéngig erzeugt. Die Werte der Messungen wurden auf die Aktivitat von N-
HA normalisiert. N-HA fiihrt zu einer leichten, aber nicht signifikanten Aktivitétssteigerung im Vergleich zum Leervektor
(LV). NK2R_HA fiihrt zu einer starken Aktivierung im Vergleich zu N-HA (LV (Leervektor) / N-HA / NX2R_HA: n=3) (D).
Signifikanztest: One-way ANOVA (p>=0,05 (n.s.) / p<=0,05 (¥) / p<=0,001 (¥**) / p<=0,0001 (****).
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Expression von N¥?R_HA zu einem sehr starken Anstieg der Notch-Aktivitit (Abb. 8 D). Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass N¥?R-HA stark liganden-unabhingig aktiviert wird.
Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung konnten strukturelle Verdnderungen des
Rezeptors durch den Austausch der Lysine sein. Sollte der Rezeptor beispielsweise bei der
Synthese nicht vollstindig gefaltet werden, konnte die intrazelluldre Doméne unreguliert in den
Zellkern gelangen und dort zu einer ektopischen Expression der Zielgene fiihren. Ahnliche

Auswirkungen wiren auch bei einer strukturell bedingten unkontrollierten Degradation denkbar.

Um zu iiberpriifen, ob die starke Aktivierung von NX?R-HA durch einen mdglichen
Synthetisierungs- oder Degradierungsdefekt des Rezeptors hervorgerufen wird, wurde das
Protein mit Hilfe eines Western Blots analysiert. Die Konstrukte N-HA und N¥?R-HA wurden
hierzu fiir 24h unter Kontrolle des tub-GAL4 Treibers exprimiert. Anschliefend wurden Larven
des dritten Stadiums lysiert und fiir die Analyse verwendet. Der Notch-Rezeptor wird nach der
Interaktion mit einem Liganden proteolytisch gespalten und auf diese Weise aktiviert. Aus
diesem Grund sollten mit Hilfe des Western Blots sowohl der ungeschnittene Rezeptor (,,full
length) bei ca. 300 kDa, als auch die geschnittene intrazellulire Domine (NICD) bei ca. 110
kDa, sowie weitere Intermedidrprodukte zu identifizieren sein (Kidd et al., 1998; Wesley and
Saez, 2000).

Unter Verwendung eines HA Antikorpers lassen sich verschiedene Proteinbanden fiir die
Rezeptoren identifizieren. Bei beiden Konstrukten ist dabei besonders die Bande auf Hohe des
ungeschnittenen Rezeptors stark ausgeprigt. Im Gegensatz dazu lassen sich auf Hohe der
intrazelluldren Doméne Unterschiede zwischen N-HA und N¥*R-HA feststellen. Die NICD
Bande ist im Vergleich zu N-HA bei NX?R.HA stirker ausgeprigt (Abb. 9 A). Um diese
Beobachtung quantitativ zu {liberpriifen, wurde die Bandenstdrke der Western Blots gemessen.
Fiir die Quantifizierung wurden die Banden fiir NICD und ,,full length* Notch herangezogen.
Normalisiert wurde dabei auf die Ladekontrolle alpha-Catenin und die Gesamtproteinmenge von
N-HA, die sich aus der Summe des ,,full length* Rezeptors und NICD zusammensetzt (Abb. 9
B). Durch die Expression der Rezeptoren kommt es bei N*?R-HA, im Vergleich zu N-HA, zu
einem signifikanten Anstieg der NICD Proteinmenge (Abb. 9 B).

Zusammengefasst fiihrt der Austausch der intrazelluléren Lysine von Notch zu einer starken
ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges. Die Synthese des ,.full length® Rezeptors
scheint durch den Lysinaustausch nicht beeinflusst zu werden. Zu beobachten ist allerdings eine

Akkumulation der intrazelluldiren Doméne. Diese Akkumulation liefert eine mogliche Erklarung
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Abb. 9: Analyse der transgenen Notch-Proteine. N-HA und N¥?R-HA wurden unter Kontrolle des tub-GAL4 Treibers mit tub-
GALS8O" fiir 24h exprimiert. Die Larvenlysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Eine HA Antikorperfirbung des Westen
Blots zeigt die verschiedenen Proteinprodukte des N-HA und N¥?R-HA Rezeptors an. Bei N-HA und N¥?R-HA kénnen sowohl
der ,,full length* Rezeptor, als auch die geschnittene intrazelluldre Doméne, sowie weitere Intermedidrprodukte identifiziert
werden. Als Ladekontrolle wurde eine Antikdrperfirbung gegen alpha-Catenin durchgefiihrt (A). Fiir die Quantifizierung der
Proteinmenge des Notch-Rezeptors wurden ausschliellich die ,,full-length® Band, sowie die NICD Bande verwendet. Als
gesamte Proteinmenge wurde die Summe aus NICD und ,,full-length* Rezeptor herangezogen. Als Referenz der Proteinmengen
wurde alpha-Catenin verwendet. Alle Messungen wurden auf die Gesamtproteinmenge von N-HA normalisiert. Wahrend es bei
der Gesamtproteinmenge zwischen N-HA und N¥?R-HA zu keinem signifikanten Unterschied kommit, ldsst sich bei N¥2R-HA
eine stirkere Akkumulation von NICD identifizieren (N-HA / N¥2R-HA: n=4) (B). Signifikanztest: One-way ANOVA (p>=0,05
(n.s.) / p<=0,01 (**)).

fiir die starke Aktivierung des Notch-Signalweges in der Fliigelimaginalscheibe. Da die
Aktivierung von N¥*R_HA in Zellkulturexperimenten zu einem Grofteil liganden-unabhiingig

erzeugt wird, stellt sich die Frage ob diese Form der Aktivierung auch in vivo auftritt.

3.3 Untersuchung der liganden-unabhingigen Aktivierung des N¥*R-HA Rezeptors

Ein Ausfall von mib1 fiihrt zu einer Unterdriickung der Aktivierung der Liganden und somit zum
Verlust der Notch-Aktivierung (Le Borgne et al., 2005; Pitsouli and Delidakis, 2005; Wang and
Struhl, 2005). mibl mutante Fliigelimaginalscheiben sind stark verkleinert und verfiigen {iber
keine Wg Expression an der D/V Grenze (Abb. 10 A Pfeil). Da die Unterdriickung der Notch-
Aktivitdt durch die mangelnde Aktivierung der Liganden ausgeldst wird, konnen mit Hilfe der
mib 177780 Mutante Riickschliisse iiber die liganden-abhingige Notch-Aktivierung geschlossen
werden (Abb. 10 D). Um zu testen, ob die Notch-Aktivierung auch bei der Expression von N¥2R-
HA unterdriickt werden kann, wurden N-HA und N¥?R-HA unter Kontrolle des ci-GAL4

24



Ergebnisse

mibEYo70, ci-GAL4

Delta/
Serrate

|

B &

Abb. 10: Aktivierung von N-HA und N¥?R-HA in mib 157780 mutanten Fliigelimaginalscheiben. Mib1 ist an der Ubiquitinierung
und der Aktivierung der Notch-Liganden beteiligt (D). Der Ausfall von mib! fithrt zu einem Verlust der Wg Expression an der
D/V Grenze (A Pfeil). Die Expression der transgenen Notch-Rezeptoren erfolgte konstitutiv unter Kontrolle des ci-GAL4
Treibers in mib 177780 mutanten Fliigelimaginalscheiben (B-C**). Die gestrichelte gelbe Linie markiert die Expressionsgrenze
der Rezeptoren. Durch die Expression von N-HA kommt es zu keiner ektopischen Wg Expression (B¢, Pfeil). NK?R-HA fiihrt
hingegen zu einer starken ektopischen Wg Expression (C¢, Pfeil) und einer Uberproliferation des anterioren Kompartimentes (C,
Box). NK2R_HA fiihrt zu einer deutlichen Mib1 unabhingigen Notch-Aktivierung.

Treibers (cubitus interruptus) (Croker et al., 2006) im anterioren Kompartiment von mib 15709780
mutanten Fliigelimaginalscheiben konstitutiv exprimiert. Die Expression von N-HA fiihrt
weiterhin zu der Ausbildung verkleinerter Imaginalscheiben (Abb. 10 B, Box) und zur
Unterdriickung der Wg Expression an der D/V Grenze (Abb. 10 B-B*¢, Pfeil). Die Expression
von N¥2R_HA fiihrt hingegen zu einer ektopischen Wg Expression (Abb. 10 C-C*‘, Pfeil) und
einer Uberproliferation der Imaginalscheibe (Abb. 10 C, Box).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression von NK?R.HA zu einer Mibl

unabhdngigen Aktivierung des Signalweges flihrt.

Um die direkten Auswirkungen der Liganden auf die Aktivierung des Signalweges durch NX2R-
HA zu testen, wurde eine klonale Analyse mit den Allelen D/""’? und Ser®*? (Micchelli et al.,
1997) in Fliigelimaginalscheiben durchgefiihrt. Um Zellklone zu erzeugen, wurde das Flp/FRT-
System verwendet (Golic and Lindquist, 1989) (Material und Methoden 7.2.16.4). N-HA und
NKZR_HA wurden konstitutiv unter Kontrolle des ptc-Gal4 Treibers exprimiert. D["eV/0 SepRX8?
Zellklone sind durch das Fehlen des RFP Markers gekennzeichnet.
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In DI"v1? SerR¥82 Zellklonen kommt es zu einer Unterbrechung der endogenen Notch-Aktivitit
(Abb. 11 A-A**, Pfeilkopf). Eine ektopische Notch-Aktivitdt tritt an den Klongrenzen auf und
beschriankt sich auf einen Zelldurchmesser innerhalb der Zellklone (Abb. 11 A®, Pfeil). Diese
Aktivierung des Notch-Signalweges wird liber die Aufhebung der cis-Inhibition innerhalb
mutanter Zellen an den Klongrenzen ausgelost (Micchelli and Blair, 1999; Miller et al., 2009).
Um Aussagen iiber eine mogliche Aktivierung der transgenen Notch-Konstrukte in D/"¢"’?
Serf*2 mutanten Zellklonen zu treffen, muss demzufolge die Aktivitit des Reporters mindestens
zwel Zelldurchmesser von der Klongrenze entfernt beobachtet werden.

Die Expression von N-HA fiihrt innerhalb der Klone zu keiner Aktivierung des Notch-Reporters
(Abb. 11 B-B*“*, Pfeil). Auch die Aktivitit an der D/V Grenze wird innerhalb der Klone
unterbrochen (Abb. 11 B*¢, Box). Im Gegensatz dazu fiihrt die Expression von N*¥?R-HA zu einer
starken Aktivierung innerhalb der mutanten DI"¢"/? Ser®*3? Klone. Diese Aktivitit erstreckt sich
tiber die gesamte Expressionsdoméne und ist ebenfalls an der D/V Grenze zu beobachten (Abb.
11 C-C*, Pfeil und Box). Die Beobachtungen legen nahe, dass der N¥?R-HA auch in
Fliigelimaginalscheiben liganden-unabhédngigen aktiviert wird und somit eine starke Aktivitét

des Notch-Signalweges ausldst.

Um die liganden-unabhiingige Aktivierung des Signalweges durch N¥?R-HA auch auf Ebene des
Rezeptors zu belegen, wurden Notch-Konstrukte hergestellt bei denen die Interaktion mit den
Liganden unterdriickt wird. Die Liganden DI und Ser interagieren mit dem Rezeptor iiber die
EGF-Wiederholungen 11 und 12 (Rebay et al., 1991). Um die Interaktion zu unterbinden, wurden
in N-HA und N¥?R_HA diese EGF-Wiederholungen deletiert (Abb. 12 A). Wenn N¥?R-HA
liganden-unabhéngig aktiviert wird, sollte die unterbrochene Interaktion mit den Liganden keine
Auswirkung auf die starke Aktivierung des Signalweges haben. Im Gegensatz dazu sollte die
liganden-abhiingige Aktivierung durch N-HA unterdriickt werden. NAEGFUI-12_H A ynd NAEGF(I-
12-K2R_HA wurden fiir 24h im posterioren Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben exprimiert
(Abb. 12 C-D°). Eine Expression fiir 14,5h zeigte keine starken Verdnderungen des NRE-GFP
Signals. Aus diesem Grund wurde die Expression auf 24h erhoht. Bei der Expression von
NAEGFUL-12) HA kommt es zu einer ektopischen Notch-Aktivierung in einzelnen Zellen (Abb. 12
C*, roter Pfeil), wihrend die Aktivitdt in groen Teilen der Expressionsdoméne unterdriickt wird
(Abb. 12 C*). Zu beobachten ist ebenfalls eine Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitét,
die sich durch die Unterbrechung des NRE-GFP Signals an der D/V Grenze darstellt (Abb. 12
C*, weiBer Pfeil). Wihrend N-HA und N¥2R-HA eine zellautonome Aktivierung ausldsen, kommt

es bei NAESFUII2) HA 7y einer nicht-zellautonomen Aktivierung von einem Zelldurchmesser an
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Abb. 11: Aktivierung von N-HA und NX?R-HA in DI®"/? Ser®*$? mutanten Zellklonen in Fliigelimaginalscheiben. Durch den
Verlust der Liganden D/ und Ser wird die liganden-abhéngige Aktivierung des Notch-Signalweges unterbrochen (D). Zellklone
wurde mit Hilfe des FIp/FRT Systems induziert. DI"®"/? Ser®*? mutante Klone sind durch das Fehlen des RFP Markers zu
identifizieren. Die Klongrenzen sind mit einer gelben Umrandung markiert. Als Marker fiir die Notch-Aktivitit wurde NRE-GFP
verwendet. Sowohl die Flippase als auch die Rezeptoren wurden unter Kontrolle des ptc-GAL4 Treibers exprimiert. Die Aktivitéit
des endogenen Notch-Rezeptors wird innerhalb DIV Ser®¥8? mutanter Klone unterbrochen (A, Pfeilkopf). An den Klongrenzen
kommt es zu einer ektopischen Notch-Aktivierung (A, Pfeil). Die Expression von N-HA fiihrt zu keiner identifizierbaren Notch-
Aktivitit innerhalb von DI"®? Ser®*$? mutanten Klonen (B*“, Pfeil). Es kommt weiterhin zu einer Unterbrechung der D/V Grenze
(B*“, Box). Die Expression von NX?R-HA fiihrt zu einer starken Aktivitit auch innerhalb DI"®? Ser®¥$? mutanter Klone (C*¢,
Pfeil). Diese Aktivierung ist auch an der D/V Grenze erkennbar (C*¢, Box). NK2R-HA fiihrt zu einer liganden-unabhéngigen
Aktivierung des Notch-Signalweges.

der anterioren Grenze der Expressionsdomine (Abb. 12 C-C‘‘, Box). Die Expression von
NAEGFUI-I2)-KIR_H A fijhrt ebenfalls zu einer Aktivitit in einzelnen Zellen (Abb. 12 D¢ roter Pfeil).
Ein GroBteil der zuvor beobachteten Aktivierung durch N¥?R.HA wird allerdings durch die
Deletion der EGF-Wiederholungen 11 und 12 unterdriickt (Vergleich Abb. 12 D und Abb. 8 B).
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Abb. 12: Untersuchung der Aktivierung von NAEGF(I-12)_ A ynd NAEGF(-12)-K2R_ A Die EGF-Wiederholungen 11 und 12 der
extrazelluldren Doméne des Notch-Rezeptors vermitteln die Interaktion mit den Liganden D/ und Ser (A). Die Luciferase-
Aktivitit des NAECFUI-12_ A Rezeptors ist im Vergleich zu N-HA leicht, aber nicht signifikant reduziert, NAFGF(1-12)-K2R_y A
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fiihrt im Gegensatz zu N¥?R-HA zu einer deutlichen Unterdriickung der Aktivitit (N-HA / NK2R.HA / NAEGF(I-12)_[J A / NAEGF(11-
12-K2R HA: n=3). Signifikanztest: One-way ANOVA (p>=0,05 (n.s.) / p<=0,05 (*) / p<=0,001 (***)) (B). Die Rezeptoren
NAEGFUI-I2) . HA und NAEGFUII2-K2RHA  wurden unter Kontrolle des hh-GAL4 Treibers mit fub-GAL80® fiir 24h in
Fliigelimaginalscheiben exprimiert (C-D*¢). Als Marker fiir die Notch-Aktivitit wurde NRE-GFP verwendet. NAFGF(1-12)_ A
fiihrt zu einer ektopischen Aktivierung in vereinzelten Zellen (C*, roter Pfeil), aber unterdriickt die endogene NRE-GFP Aktivitit
an der D/V Grenze (C* weiller Pfeil). Es kommt zu einer ein Zelldurchmesser breiten ektopischen Aktivierung auferhalb der
Expressionsdoméne (C*, Box) (die anteriore Grenze der Expressionsdoméine wird durch die gestrichelte gelbe Linie innerhalb
der Box gekennzeichnet). NAFGFUI-I2-K2R.H A fiihrt ebenfalls zu einer ektopischen Aktivierung in einzelnen Zellen (D¢, roter
Pfeil) und 16st eine Abschwéchung, aber keine Unterbrechung der Aktivitdt an der D/V Grenze aus (D, weiller Pfeil). Es kommt
auflerhalb der Expressionsdoméne ebenfalls zu einer ein Zelldurchmesser breiten ektopischen Notch-Aktivierung (D, Box).

Im Gegensatz zu NAESFUI-12_HA fijhrt NAECFU-I2-K2R_ A 7y keiner Unterdriickung aber zu einer
leichten Abschwéchung der endogenen Notch-Aktivitdt an der D/V Grenze (Abb. 12 D¢, weiller
Pfeil). Auch in diesem Fall ist eine ein Zelldurchmesser breite nicht-zellautonome Aktivierung
an der anterioren Expressionsgrenze zu erkennen (Abb. 12 D-D‘, Box). Auftillig ist dariiber
hinaus, dass NAEGFUI-I2-KIR_ A verstirkt in Vesikeln lokalisiert ist (Abb. 12 D).

Entgegen den Erwartungen wird die Aktivitit des N®*R-HA Rezeptors durch die Deletion der
EGF-Wiederholungen 11 und 12 unterdriickt. Dieses Ergebnis steht somit im Widerspruch zu
den Ergebnissen der klonalen Analyse mit Hilfe der Allele DI'"'? SerR¥2. Auffillig ist die
teilweise Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitdt. Da durch die EGF-Deletion keine
Interaktion mit den Liganden auftreten sollte, ist zu vermuten, dass die EGF Deletionskonstrukte
mit dem endogenen Rezeptor interagieren und auf diese Weise die endogene Notch-Aktivitét
unterdriicken.

Um die Aktivitit von NAEGFUI-12 A ynd NAEGFUI-I2-K2R A ohne den Einfluss des endogenen
Rezeptors zu testen, wurde ein Luciferase-Assay in S2 Zellen durchgefiihrt (Abb. 12 B).
Durch die Expression von NAECFUI-12_HA in S2 Zellen kommt es im Vergleich zu N-HA zu einer
leichten, aber nicht signifikanten Abschwéchung der Notch-Aktivitit. Die Expression von
NAEGFU-I2D-KIR_HA zeigt im Vergleich zu N¥?R-HA eine deutliche Abschwiichung der Aktivitt.
NAEGFUI-I2)-KIR_HA fiihrt im Vergleich zu NAESFUU-12_HA allerdings weiterhin zu einer stéirkeren
Aktivitdt und konnte eine Erklarung fiir die nicht vollstindige Unterdriickung der endogenen
Notch-Aktivitt in der Fliigelimaginalscheibe sein (Abb. 12 B).

Die reduzierte Aktivitit von NAESFUI2) A ynd NAECFUI-I2-KIR_H A in §2-Zellen konnte auf eine
strukturelle Instabilitit durch die Deletion der EGF-Wiederholungen hinweisen. Die Ergebnisse
zeigen, dass die liganden-unabhingige Aktivierung durch N¥*R-HA mit Hilfe der EGF
Deletionskonstrukte nicht eindeutig nachgewiesen werden kann.

Zusammengefasst ldsst sich sowohl in vivo als auch in Zellkultur eine starke liganden-

NKZR

unabhingige Aktivierung des Notch-Signalweges durch -HA nachweisen. /n vivo kann dies

sowohl anhand mib] mutanter Fliigelimaginalscheiben, als auch mit Hilfe der klonalen Analyse
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der DI'1? Ser®*$2 Mutanten gezeigt werden. In Zellkultur kann dieser Effekt mit Hilfe eines
Luciferase-Assays in Drosophila S2 Zellen beobachtet werden. Mit Hilfe der EGF
Deletionskonstrukte l4sst sich die liganden-unabhingige Aktivitit durch N¥?R-HA hingegen

nicht eindeutig nachweisen.

3.4 Untersuchung der proteolytischen Spaltungen von N-HA und NX?R-HA

Da die bisherigen Ergebnisse stark darauf hindeuten, dass es durch N¥?R-HA zu einer liganden-
unabhéngig Aktivierung des Signalweges kommt, stellt sich die Frage, ob fiir die Aktivierung
weiterhin die proteolytischen Spaltungen notwendig sind oder, ob der Rezeptor unabhéngig von
diesem Mechanismus aktiviert wird.

Um die Effekte der proteolytischen Spaltungen auf die Aktivierung der Rezeptoren in Zellkultur
zu iberpriifen, wurde ein Luciferase-Assay in S2-Zellen durchgefiihrt. Die Aktivitit von Kuz
und der y-Sekretase sollten in diesem Versuch mit Hilfe von Inhibitoren unterdriickt werden. Bei
der Interpretation der Ergebnisse ist allerding darauf zu achten, dass der Assay nur zweifach
wiederholt werden konnte. Die Ergebnisse sind daher als Tendenzen anzusehen.

Durch Zugabe des Kuz Inhibitors BB94 wird die Aktivitdt von N-HA groBtenteils unterdriickt.
Bei N¥2R_HA kommt es zu einer Reduzierung, aber nicht zu einer vollstindigen Unterdriickung
der Aktivitit (Abb. 13). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass N*?R-HA in S2-Zellen
teilweise Kuz unabhingig aktiviert wird.

Zur Unterdriickung der Aktivitdt der y-Sekretase wurde der Inhibitor DAPT verwendet. Die
Aktivitit von N-HA wird durch die Zugabe von DAPT stark unterdriickt. Eine starke
Abschwichung der Aktivitit lisst sich auch bei N¥?R-HA feststellen. Im Vergleich zu N-HA ist
dieser Effekt bei NX¥?®-HA schwicher ausgeprigt. Der GroBteil der N¥?R-HA induzierten
Aktivitdt scheint allerdings in S2 Zellen y-Sekretase abhéngig zu sein. Dariiber hinaus fiihrt die
Inhibierung der y-Sekretase zu einer stirkeren Abschwichung der N¥?R-HA Aktivierung im

Vergleich zur Inhibierung der Metalloprotease Kuz (Abb. 13).

NK2R

Um eine Kuz unabhéngige Aktivierung von -HA in vivo zu liberpriifen, wurde eine klonale

Analyse mit Hilfe des Allels kuz"5?# in Fliigelimaginalscheiben durchgefiihrt. Es konnte gezeigt

werden, dass es in kuzf5%*

mutanten Zellklonen in Fliigelimaginalscheiben zu einer
zellautonomen Unterdriickung der Aktivitdt des Notch-Signalweges kommt (Klein, 2002).
Um N-HA und N¥?R_HA in Zellklonen zu exprimieren wurde das MARCM (Mosaic Analysis

with a Repressible Cell Marker) System verwendet (Lee and Luo, 1999) (Material und Methoden
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Abb. 13: Auswirkungen der Inhibitoren BB94 und DAPT auf die Aktivitit von N-HA und N¥?R-HA in S2 Zellen. Um zu testen
ob die Aktivitét von N-HA und N¥?R-HA abhéingig von den proteolytischen Spaltungen durch Kuz und die y-Sekretase ist, wurde
ein Luciferase Assay in S2 Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden die Rezeptoren in S2 Zellen exprimiert und die Zellen mit den
Kuz Inhibitor BB94, oder dem y-Sekretase Inhibitor DAPT behandelt. Die Aktivitdt von N-HA wird sowohl durch BB94, als
auch durch DAPT strak unterdriickt. Die Aktivitit von N¥?R-HA wird durch BB94 abgeschwiicht, ist aber weiterhin deutlich
ausgeprigt. Die Zugabe von DAPT sorgt im Vergleich zu BB94 fiir eine stiirkere Abschwichung der NK?R-HA Aktivitit, aber
nicht fiir eine vollstindige Unterdriickung (LV (Leervektor) / N-HA / N-HA DAPT / NXK2R_HA / NK?R_.HA DAPT / N-HA BB9Y%4
/ NK2R_HA BB94 n=2).

7.2.16.4). hs(heat shock) induzierte Zellklone kdnnen durch die Abwesenheit des Markers arm-
lacZ identifiziert werden. Die Expression von N-HA und N¥2R-HA erfolgte unter Kontrolle des
hh-GAL4 Treibers im posterioren Kompartiment der Fliigelimaginalscheibe. AuBlerhalb der
Zellklone wurde die Expression von N-HA und N¥?®_HA durch den Repressor GALS0
unterdriickt. N-HA und N¥?R_HA positive Zellklone sind durch UAS-RFP markiert. Als
Kontrolle wurden w-myc Zellklone erzeugt. z-myc Klone haben keine Auswirkung auf die
endogene Notch-Aktivitit (Abb. 14 A1-A1°““ und B1-B1°““). Die Expression von N-HA in 7-
myc Klonen fiihrt zu einer leichten ektopische Notch-Aktivitit (Abb. 14 A2-A2¢‘). Die
Expression von N*?R_HA in z-myc Klonen fiihrt zu einer starken ektopischen Notch-Aktivitit
(Abb. 14 B2-B2°‘‘). Da beide Rezeptoren in den Kontrollklonen zu einer ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalweges fiithren, kann mit Hilfe kuz®5?# mutanter Zellklone {iberpriift
werden, ob diese Aktivierung Kuz abhingig oder unabhingig erzeugt wird.

In kuz®5%*

(Abb. 15 A-A*“/C1-C1°°“/D1-D1°**). Die zuvor beobachtete ektopische Aktivierung durch die
Expression von N-HA wird in kuz®?# Klonen unterdriickt (Abb. 15 C2-C2¢“¢). Im Gegensatz

mutanten Zellklone kommt es zu einer deutlichen Unterdriickung der Notch-Aktivitét.

dazu fiihrt die Expression von N¥?R-HA weiterhin zu einer starken ektopischen Aktivitit (Abb.
15 D2-D2°°°).
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Abb. 14: Expression von N-HA und NX?R-HA in z—myc Klonen in Fliigelimaginalscheiben. z-myc Klone wurden unter
Verwendung des MARCM-Systems durch ks-Flp induziert. z-myc Klone sind durch eine fehlende arm-lacZ Expression
markiert (A u. B). Die Expression der Notch-Rezeptoren in z-myc Klonen erfolgte unter Kontrolle des 74-GAL4 Treibers im
posterioren Kompartiment und wurde auflerhalb der Klone durch GAL80 unterdriickt. Klone, die die transgenen Rezeptoren
exprimieren, wurden durch UAS-RFP markiert. Als Marker fiir die Notch-Aktivitit wurde NRE-nlsGFP verwendet. Weif3
umrandete Boxen werden als vergroBerte Bereiche dargestellt. Die gestrichelte gelbe Linie markiert die Klongrenzen. z-myc
Klone haben keinen Effekt auf die endogene Notch-Aktivitit (A1-A1°““ u. B1-B1°*“). Die Expression von N-HA fiihrt zu einer
leichten ektopischen Notch-Aktivierung in z-myc Klonen (A2-A2°‘‘). NK2R_HA fiihrt zu einer starken ektopischen Notch-
Aktivitéit in z-myc Klonen (B2-B2°“%).
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des MARCM-Systems durch hs-Flp induziert. kuz"?# Klone sind durch eine fehlende arm-lacZ Expression markiert (A/C/D).
Die Expression der Notch-Rezeptoren in kuz®?# Klonen erfolgte unter Kontrolle des hh-GAL4 Treibers im posterioren
Kompartiment und wurde aullerhalb der Klone durch GALS0 unterdriickt. Klone, die die transgenen Rezeptoren exprimieren,
wurden durch UAS-RFP markiert (C*-C*“‘ u. D*-D**‘, Pfeile). Als Marker fiir die Notch-Aktivitit wurde NRE-nlsGFP
verwendet. Weill umrandete Boxen werden als vergroBerte Bereiche dargestellt (C1/C2/D1/D2). Die gestrichelte gelbe Linie
markiert die Klongrenzen. In kuz®5?# Klonen kommt es zu einer Unterdriickung der liganden-abhéingigen Notch-Aktivierung an
der D/V Grenze (A-A‘‘, Pfeil). Eine Unterdriickung der Notch-Aktivitét findet auch auflerhalb der D/V Grenze statt (C1-C1°*
u. D1-D1¢¢“). Die ektopische Notch-Aktivitit durch N-HA wird in kuz®?# Klonen unterdriickt (C2-C2°¢‘). NX2R_HA fiihrt in
kuz"$?4 Klonen weiterhin zu einer straken ektopischen Notch-Aktivierung (D2-D2°¢¢).

Diese Beobachtungen zeigen, dass die Aktivierung des Notch-Signalweges durch N-HA Kuz
abhiingig, die von N¥?R-HA hingegen eine Kuz unabhingige ausgeldst wird.

Um zu iiberpriifen ob die Aktivierung des Signalweges durch NXR.HA in
Fliigelimaginalscheiben ebenfalls unabhingig von dem y-Sekretase-Komplex ausgeldst wird,
wurde die Mutante Psn®! verwendet (Struhl and Greenwald, 1999). Bei Psn (Presenilin) handelt
es sich um eine Komponente des y-Sekretase-Komplexes. Durch den Austfall von Psn kommt es
zu einer Unterdriickung der Funktion der y-Sekretase. Psn®’ fiihrt in Homozygose zu einer
Unterbrechung der Notch-Aktivitdt in Fliigelimaginalscheiben. Dies duflert sich zum einen durch
die Auspriagung verkleinerter Fliigelimaginalscheiben bei denen das Fliigelfeld nicht vollstindig
ausgebildet wird und zum anderen durch die fehlende Wg Expression an der D/V Grenze (Abb.
16 A-A°). Um zu iiberpriifen, ob die Aktivitit von N¥?R-HA Psn abhingig oder unabhiingig ist,
wurden die transgenen Rezeptoren in homozygot mutanten Psn®! Fliigelimaginalscheiben
exprimiert. Die Expression der Rezeptoren erfolgte konstitutiv unter Kontrolle des ptc-GAL4
Treibers. Die Expression von N-HA in Psn®’ mutanten Imaginalscheiben fiihrt zu keiner
morphologischen Verdnderung. Die Imaginalscheiben sind weiterhin sehr klein und das
Fliigelfeld ist nicht ausgeprégt (Abb. 16 B u. B1). Dariiber hinaus kommt es durch die Expression
von N-HA zu keiner ektopischen Wg Expression (Abb. 16 B-B**“, Pfeile). Die Expression von
NKZR_HA fiihrt ebenfalls zu keiner starken morphologischen Veriinderung der Imaginalscheibe
(Abb. 16 C u. C1) und zu keiner ektopischen Wg Expression (Abb. 16 C-C**¢, Pfeile).

Die Beobachtungen, dass weder N-HA noch N¥?R_.HA zu einer ektopischen Wg Expression in
Psn®’ mutanten Fliigelimaginalscheiben fiihren, deuten auf eine y-Sekretase abhingige
Aktivierung von N-HA und N¥?R.HA hin.

Zusammengefasst fithrt der Austausch der intrazelluldren Lysine des Notch-Rezeptors in
Fliigelimaginalscheiben zu einer starken Kuz unabhingigen, aber y-Sekretase abhidngigen
Aktivierung des Signalweges. In S2 Zellen kann diese Beobachtung weitestgehend bestitigt
werden. Allerdings flihrt die Unterdriickung von Kuz auch zu einer leichten Abschwéchung der
NK2R_HA Aktivitit und deutet darauf hin, dass ein Teil des Rezeptors ebenfalls Kuz abhingig
aktiviert wird. Dartiber hinaus fiihrt die Unterdriickung der y-Sekretase zu keiner vollstindigen

Unterbrechung der N¥?R-HA Aktivitit und deutet darauf hin, dass ein Teil der N¥?R-HA
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Abb. 16: Expression von N-HA und N¥?R.HA in Psn®’ mutanten Fliigelimaginalscheiben. Die Aktivitit des y-Sekretase-
Komplexes fiihrt zu der proteolytische Spaltung des Notch-Rezeptors und der Freisetzung der intrazelluliren Doméne in das
Zytoplasma (C). Psn®’ mutante Fliigelimaginalscheiben sind stark verkleinert und verfiigen iiber kein ausgeprigtes Fliigelfeld
(A u. Al). Als Marker fiir die Aktivitét des Notch-Signalweges wurde eine Antikdrperfirbung gegen Wg durchgefiihrt. Psn¢’
mutante Fliigelimaginalscheiben zeigen keine Wg Expression an der D/V Grenze (A¢). N-HA und N¥?R-HA wurden unter
Kontrolle des ptc-GAL4 Treibers konstitutiv in homozygot mutanten Psn’ Fliigelimaginalscheiben exprimiert (B-C*). Die ptc-
Expressionsdoméne wurde mit UAS-GFP markiert. Weder die Expression von N-HA noch von NX2R-HA fiihrt zu einer
Uberproliferation der Imaginalscheiben (B/B1 u. C/C1). Weder durch die Expression von N-HA, noch durch N¥2R-HA kommt
es zu einer ektopischen Wg Expression (B-B**“ u. C-C*** Pfeile).

Aktivierung ebenfalls y-Sekretase unabhiingig ausgeldst wird. Die Restaktivitit von NX?R-HA
konnte allerdings auch auf eine unvollstindige Hemmung der y-Sekretase durch DAPT
zurlickzufiihren sein. Auch wenn es in den Zellkultur-Experimenten zu keiner vollstdndigen

Unterdriickung der N¥?R-HA Aktivitit durch die Hemmung der y-Sekretase kommt, deuten die
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in vivo Ergebnisse in der Fliigelimaginalscheibe auf eine y-Sekretase abhingige Aktivierung des
Rezeptors hin.

Die beschriebene Form der liganden-unabhiingigen Aktivierung des N¥?R-HA Rezeptors konnte
bereits in verschiedenen Mutanten in Drosophila gezeigt werden. Viele dieser Mutationen fithren
zu Ausfillen verschiedener Komponenten des endosomalen Transportweges und 16sen somit
Defekte der endosomalen Degradation des Rezeptors aus (Ubersicht in (Palmer and Deng,
2015)). In wie weit der Verlust der intrazelluldren Lysine zu einem verdnderten Transport des
Rezeptors fiihrt, sollte mit Hilfe von Lokalisationsstudien in der Fliigelimaginalscheibe von D.

melanogaster untersucht werden.

3.5 Analyse der subzelluliren Lokalisation von N-HA und NX?R-HA

3.5.1 Etablierung eines pulse-chase-Assays fiir transgene Notch-Rezeptoren in

Fliigelimaginalscheiben

Sollte die Endozytose des Notch-Rezeptors iiber die Ubiquitinierung der intrazelluldren Lysine
reguliert werden, so wire zu erwarten, dass N**R-HA stark an der Zelloberfliche akkumuliert
und nicht endozytiert bzw. iiber den endosomalen Transportweg abgebaut wird. In den
vorherigen Experimenten konnte eine klare liganden-unabhédngige Aktivierung des Signalweges
durch N¥?R_HA gezeigt werden. Wie bereits beschrieben steht eine liganden-unabhingige
Aktivierung des Notch-Signalweges haufig im direkten Zusammenhang mit einer Stérung des
endosomalem Transportes des Rezeptors (Palmer and Deng, 2015). Sollte es also durch den
Austausch der Lysine zu einer Unterbrechung der Endozytose des Rezeptors kommen, so miisste
die liganden-unabhingige Aktivitit des Rezeptors ebenfalls unabhingig von dessen
endosomalen Transport ausgelost werden. Es sollte daher untersucht werden, in wie weit der

endosomale Transport des Rezeptors durch den Austausch der Lysine beeintrachtigt wird.

Um sowohl die Sekretion des Rezeptors als auch die Endozytose und den endosomalen Transport
ndher zu analysieren, wurde ein ,,pulse chase® Assay entwickelt. Hierbei wurde mit Hilfe des
temperaturregulierbaren GAL4/UAS Expressionssystems ein kurzer Expressionspuls der
transgenen Rezeptoren ausgelost. Nach einer kurzen Expressionsdauer wurden verschiedene
Zeitpunkte der Rezeptorreifung und des Abbaus beobachtet und mit verschiedenen

sekretorischen und endosomalen Markern verglichen.
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Abb. 17: Etablierung eines ,,pulse-chase“-Assays fiir transgene Notch-Rezeptoren in Fliigelimaginalscheiben. N-HA und
NE2R_HA wurden unter Kontrolle des #4-GAL4 Treibers mit tub-GALSO* fiir 2h exprimiert (29°C). Nach 2h Expression erfolgten
verschiedenen ,,chase“-Zeitpunkte (18°C) zu denen die Imaginalscheiben fixiert wurden. In diesem Fall wurden 2h ,,pulse und
2h ,,chase® verwendet. Um sowohl den endogenen, als auch den transgenen Rezeptor zu identifizieren, wurde N-YFP (,,protein-
trap®) verwendet und eine Antikdrperfairbung gegen HA durchgefiihrt. Mit Hilfe des kurzen ,,pulse” kommt es zu einer
Expression der Rezeptoren in nur wenigen Zellen, die gut voneinander zu unterscheiden sind. N-YFP ist hingegen in jeder Zelle
vorhanden (A). Um die apico-basale Lokalisation des Rezeptors darzustellen, wurden Z-Stapel der Imaginalscheiben
aufgenommen. Die weiBe Box in der Ubersicht (B) zeigt den Bereich an, der vergréBert wurde (A). Die weiBen Boxen in A
markieren den Bereich einer N-HA positiven Zelle in der Z-Aufldsung (A1) und in der X/Y-Auflosung (A2). Die Z-Stapel
werden immer von apikal zu basal dargestellt (siche Schema Zelle) (A1 u. C). Der weille Pfeil (A1) und der graue Balken
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(C) verweisen auf die Ebene die in der X/Y-Dimension dargestellt wird (A2). Es werden sowohl die Einzelkanéle fiir HA (A1°
u. A2°), sowie fiir N-YFP (A1 u. A2°) dargestellt. In den Uberlagerungen der Kanile wird zusitzlich eine Kernfirbung mittels
Hoechst gezeigt. N-YFP lokalisiert in netzartigen Strukturen an der subapikalen Membran (A1/A1°‘ u. A2/A2°°). N-HA und
NK2R_HA akkumulieren an der gesamten apikalen Oberfléche der Zelle (A1/A1¢/A2/A2¢ u. C-C**).

Fiir die Durchfiihrung der Experimente wurden Larven des dritten Larvenstadiums verwendet.
Die Expression der Rezeptoren erfolgte unter Kontrolle des 2h-GAL4 Treibers mit tub-GAL80".
Der Expressionspuls erfolgte fiir 2h bei 29°C. Nach der Expressionszeit folgte ein
Temperaturwechsel der Larven auf 18°C. Da bei dieser Temperatur keine weitere Expression der
transgenen Konstrukte stattfindet, kann die Sekretion und der Abbau des Rezeptors durch die
Fixierung der Fliigelimaginalscheiben zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht werden.

Die Expression der Rezeptoren fiir 2h fiihrt zur Expression in nur wenigen Zellen, die gut
voneinander zu unterscheiden sind (Abb. 17 A). Diese Eigenschaft ermoglicht es, den Transport
des Rezeptors auf Ebene einer einzelnen Zelle zu analysieren. Als Kontrolle wurde N-YFP
(Lowe et al., 2014; Lye et al., 2014), ein ,,protein-trap* des endogenen Notch-Rezeptors,
verwendet. Mit Hilfe von N-YFP ist es moglich den Transport des transgenen Rezeptors mit dem
des endogenen Rezeptors zu vergleichen.

In allen folgenden Abbildungen wird ausschlieBlich der Ausschnitt einer einzelnen Zelle, die die
Transgene exprimiert dargestellt (Abb. 17 A2). Es wird sowohl die Lokalisation des Rezeptors
in der gesamten Z-Ebene (Abb. 17 Al), als auch die X/Y-Ebene einzelner Z-Positionen gezeigt
(Abb. 17 A2). Die schematische Zelle deutet dabei auf die Z-Position hin, die in der X/Y-Ebene
dargestellt wird (Abb. 17 C). Als Beispiel wird die apikale Ansicht einer Fliigelimaginalscheibe
gezeigt, bei der N-HA fiir 2h exprimiert (,,pulse) und weitere 2h verfolgt (,,chase®) wurde (Abb.
17). Zu diesem Zeitpunkt befindet sich der Notch-Rezeptor groftenteils im apikalen Bereich der
Zelle. Dabei ist sowohl eine klare Lokalisation an der Zelloberflache, als auch in Form von
apikalen Vesikeln zu sehen (Abb. 17 A1°). Eine leichte Akkumulation des Rezeptors findet sich
ebenfalls auf Hohe des Zellkerns aber nicht im basalen Bereich der Zelle (Abb. 17 A1°). Wéhrend
N-YFP stark in einem netzartigen Muster an der subapikalen Membran lokalisiert, bildet der
transgene N-HA Rezeptor eine gleichméBige Verteilung an der apikalen Oberfliche der Zelle
(Abb. 17 A2). Diese Eigenschaft kann auch bei dem N¥?R-HA Rezeptor beobachtet werden (Abb.
17 C-C*).

Der Transport der transgenen Rezeptoren scheint also in den apikalen Bereich der Zelle zu
erfolgen. Um genauere Aussagen iiber die Sekretion und den Rezeptorabbau zu erhalten wurden

verschiedene ,,chase Zeitpunkte gewéhlt.
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3.5.2 Untersuchung der Sekretion und des endosomalen Transportes von N-HA und
NKZR_HA

Werden die Imaginalscheiben direkt nach dem zweistiindigen ,,pulse* fixiert, kann sowohl bei
N-HA als auch bei N¥?R-HA nur in einigen Zellen ein schwaches Signal identifiziert werden.
Dieses Signal beschrinkt sich in den meisten Féllen bei beiden Rezeptoren auf den perinukledren
Bereich, kann aber nicht innerhalb des Kerns identifiziert werden (Abb. 18 A-A‘‘ u. B-B*‘). In
seltenen Féllen ist ebenfalls eine apikale Ausbreitung des Signals zu beobachten (Abb. 19 B u.
B®). Das Signal um den Zellkern ist in vesikelartigen Strukturen zu sehen. Eine Kolokalisation
mit N-YFP tritt zwar auf, ist allerdings bei beiden Rezeptoren nur selten zu identifizieren (Abb.
18 A-B*¢, Pfeile). Da es sich um den frithsten zu beobachtenden Zeitpunkt des ,,pulse-chase®-
Experiments handelt und bei kiirzeren Zeitpunkten kein Signal zu identifizieren ist, ist zu
vermuten, dass die Proteinkonzentration erst nach zwei Stunden die Grenze der Detektierbarkeit
erreicht. In einem frithen Stadium der Proteinreifung sollte das Protein im ER zu finden sein. Um
zu liberpriifen, ob es sich bei den perinukledren Vesikeln um eine ER Lokalisation handelt, wurde
eine Antikorperfirbung gegen den ER-Marker Calnexin verwendet (Abb. 19 A-B*¢). Calnexin
lasst sich sowohl apikal, basal als auch perinukleér identifizieren (Abb. 19 A*“ u. B*). Bei beiden
Rezeptoren ist in einigen Fillen eine Kolokalisation der Vesikel mit Calnexin zu beobachten und
spricht fiir eine Anreicherung der Proteine im ER (Abb. 19 A-B*¢, Pfeile). Diese Beobachtung
kann allerdings nicht fiir alle Vesikel bestitigt werden und konnte darauf hindeuten, dass sich
die Proteine bereits im Golgi-Apparat befinden.

Im nidchsten Schritt wurden Imaginalscheiben nach zwei Stunden ,,puls® und einer Stunde
»chase® fixiert (Abb. 18 C-D). Zu diesem Zeitpunkt kann bei beiden Rezeptoren eine apikale
Ausdehnung des Signals identifiziert werden (Abb. 18 C* und D).

Um zu testen ob die Sekretion der transgenen Rezeptoren iiber den Golgi-Apparat abliuft,
wurden die Marker Rab1-YFP und Golgin verwendet. Bei Rab1-YFP handelt es sich um einen
»protein trap* des endogenen Rabl (Dunst et al., 2015). Rabl ist ein Marker fiir Vesikel die
Proteine zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat transportieren (Satoh et al., 1997). Der
Antikorper Golgin richtet sich hingegen gegen ein Golgi-Apparat assoziiertes Protein und
markiert somit indirekt den Golgi-Apparat (Riedel et al., 2016). Der Fokus wurde hierbei auf den
Bereich apikal des Zellkerns gelegt, da es an dieser Position zu einer deutlichen Akkumulation

der Rezeptoren in Vesikeln kommt (Abb. 19 C* und D* Pfeile).
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Abb. 18: Subzellulire Lokalisation von N-HA und N¥?R-HA in Fliigelimaginalscheiben. Zur Untersuchung der Lokalisation von
N-HA (A/C/E/G/T) und N¥?R-HA (B/D/F/H/J) wurde ein ,,pulse-chase“-Assay in Fliigelimaginalscheiben durchgefiihrt. Die
Expression der Rezeptoren erfolgte unter Kontrolle des #i-GAL4 Treibers mit fub-GAL80®. Nach einer zweistiindigen
Expression (,,pulse®) auf 29°C wurden die Larven auf 18°C (,,chase®) gekiihlt und nach verschiedenen Zeitpunkten prapariert
und fixiert. Larven wurden nach 2h ,,pulse” (A-B*°), nach 1h ,,chase” (C-D**), nach 2h ,,chase* (E-F**), nach 3h ,,chase” (G-H‘)
und nach 4h ,,chase” (I-J**) fixiert. Als Kontrolle wurde ein ,,protein-trap“ des endogenen Notch-Rezeptors verwendet (N-YFP).
Durch einen 2h ,,pulse” kommt es zur Expression der Rezeptoren in nur wenigen Zellen die gut voneinander unterschieden
werden konnen. Gezeigt wird immer ein Ausschnitt einer HA positiven Zelle in der Z-Auflosung (oberer Abschnitt eines Feldes)
und der X/Y-Auflosung (unterer Abschnitt eines Feldes). Die schematische Zelle zeigt den optischen Schnitt in der Z-Ebene an,
der in der X/Y-Dimension dargestellt wird. In diesem Fall wird ausschlielich die Ebene der Zellkerne in X/Y dargestellt. Im
zeitlichen Verlauf kommt es bei beiden Rezeptoren erst zu einer Akkumulation um den Zellkern (A-B“¢), dann zu einer Sekretion
an die apikale Membran (C-D¢‘) und danach zu einer Anreicherung im Zellkern. Bei N¥?R-HA scheint es verglichen mit N-HA
zu einer fritheren Anreicherung im Zellkern (E-F¢¢). Zu spéteren Zeitpunkten kommt es zur Bildung basaler N-HA und NK2R-
HA Vesikel die hdufig mit N-YFP kolokalisieren (G-J*‘). Eine Kolokalisation zwischen HA und N-YFP wird {iber weille Pfeile
angedeutet. Eine Lokalisation im Zellkern wird mit einem Sternchen markiert.

Rab1-YFP tritt in Vesikeln auf, die entlang des gesamten Zellquerschnitts verteilt sind (Abb. 19
C*“ u. D*“). Rab1-YFP Vesikel kolokalisieren deutlich mit N-HA und mit N¥?R-HA positiven
Vesikeln (Abb. 19 C-C*‘ u. D-D*¢, Pfeile). Golgin ist ebenfalls in Vesikeln entlang des gesamten
Zellquerschnitts vertreten (Abb. 19 E*“ und F*‘). Auch in diesem Fall kommt es zu einer
Kolokalisation zwischen Golgin und den und N-HA und N¥?R-HA positiven Vesikeln (Abb. 19
E-F*, Pfeile).

Da sowohl N-HA als auch N¥?®-HA vom ER zum Golgi-Apparat transportiert werden, scheint
der Austausch der intrazelluldren Lysine des Rezeptors keinen Einfluss auf die Sekretion des
Proteins zu haben. Zudem kommt es nach 2h ,,chase* zu einer deutlichen Akkumulation beider
Rezeptoren an der apikalen Membran (Abb. 17 A1-A1°° u. C-C**). Diese Beobachtung spricht

fiir einen lysin-unabhédngigen Transport des Notch-Rezeptors zur apikalen Plasmamembran.
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Abb. 19: Sekretion von N-HA und N¥?R-HA an die apikale Membran von Fliigelimaginalscheiben. Zur Untersuchung der
Sekretion von N-HA und NX?R-HA an die apikale Membran wurde ein ,pulse-chase“-Assay in Fliigelimaginalscheiben
durchgefiihrt. Die Expression der Rezeptoren erfolgte unter Kontrolle des #h-GAL4 Treibers mit tub-GAL80®. Nach einer
zweistlindigen Expression (,,pulse) auf 29°C wurden die Larven auf 18°C (,,chase) gekiihlt und zu verschiedenen Zeitpunkten
prapariert und fixiert. Gezeigt wird immer ein Ausschnitt einer HA positive Zelle in der Z-Aufldsung (oberer Abschnitt eines
Feldes) und der X/Y-Auflosung (unterer Abschnitt eines Feldes). Die schematische Zelle zeigt den optischen Schnitt in der Z-
Ebene an, der in der X/Y-Dimension dargestellt wird. Kolokalisationen werden {iber weifle Pfeile angedeutet. Mit Hilfe einer
Antikorperfarbung gegen den ER Marker Calnexin kann gezeigt werden, dass die vesikelartige Akkumulation der Rezeptoren
um den Zellkern nach 2h Expression teilweise mit dem ER tiiberlappt (A-B** weifle Pfeile). Um den Transport zwischen dem ER
und dem Golgi darzustellen wurde der ,,protein-trap* Rab1-YFP verwendet. Nach 1h ,,chase” lassen sich kommt es zu einer
Kolokalisation von N-HA und N¥?R-HA positiven Vesikeln mit Rab1-YFP (C-D*‘ weiBe Pfeile). Zu diesem Zeitpunkt kommt es
auch zu Kolokalisationen mit dem Golgi-Apparat Marker Golgin (E-F¢‘ weie Pfeile). N-HA und N¥?R-HA werden {iber das ER
und den Golgi-Apparat sekretiert und an die apikale Membran transportiert.

Auftillig ist, dass es bei diesem Zeitpunkt, im Vergleich zu N-HA, zu einer leicht vermehrten
Anreicherung von N¥?R_HA im Zellkern kommt (Abb. 18 E-E** u. F-F**, Sternchen). Um zu
testen, ob es zu spiteren Zeitpunkten auch bei dem N-HA Rezeptor zu einer Akkumulation im
Zellkern kommt, wurden Fliigelimaginalscheiben nach 2h ,pulse” und 3h ,chase® fixiert.
Ab diesem Zeitpunkt ist auch bei N-HA ein Signal im Zellkern zu erkennen (Abb. 18 G-G*¢,
Sternchen). N¥?R_HA akkumuliert weiterhin stark im Zellkern (Abb. 18 H-H*‘, Sternchen).
Nach 4h ,,chase” kommt es bei beiden Rezeptoren zu einer stark ausgepréigten Kernlokalisation
(Abb. 18 I-I*“ u. J-J**, Sternchen).
Um zu testen, ob die transgenen Rezeptoren iiber den endosomalen Weg transportiert werden,
wurden Imaginalscheiben nach 2h ,pulse® und 4h ,chase® fixiert. Als endosomale Marker
wurden die Konstrukte tub-Rab5-CFP und tub-Rab7-YFP verwendet (Marois et al., 2006). Bei
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Abb. 20: Endosomaler Transport von N-HA und N¥2R-HA in Fliigelimaginalscheiben. Zur Untersuchung des endosomalen
Transportes von N-HA und N¥?R-HA wurde ein ,,pulse-chase“-Assay in Fliigelimaginalscheiben durchgefiihrt. Die Expression
der Rezeptoren erfolgte unter Kontrolle des #4-GAL4 Treibers mit tub-GAL80". Nach einer zweistiindigen Expression (,,pulse®)
auf 29°C wurden die Larven auf 18°C (,,chase®) gekiihlt und nach 4h ,,chase® pripariert und fixiert. Gezeigt wird immer ein
Ausschnitt einer HA positive Zelle in der Z-Aufldsung (oberer Abschnitt eines Feldes) und der X/Y-Aufldsung (unterer Abschnitt
eines Feldes). Die schematische Zelle zeigt den optischen Schnitt in der Z-Ebene an, der in der X/Y-Dimension dargestellt wird.
Kolokalisationen werden iiber weille Pfeile angedeutet. Akkumulationen im Zellkern werden iiber ein Sternchen markiert. Die
Lokalisation von N-HA und N¥?R.HA in Endosomen wird mit Hilfe der Marker Rab5-CFP (friihe Endosomen) und Rab7-YFP
(spite Endosomen) dargestellt. Weill umrandete Boxen markieren vergroBerte Bereiche in denen die Kanidle als Graustufen
gezeigt werden. Apikale N-HA und N¥2R-HA positive Vesikel kolokalisieren hiufig sowohl mit Rab3, als auch mit Rab7 (A u.
B, weille Pfeile). Bei beiden Rezeptoren kommt es zu einer Akkumulation im Zellkern (A u. B¢, Sternchen). Bei basalen N-HA
und N¥2R_HA positiven Vesikeln kommt es hiufig zu einer Kolokalisation mit Rab7, aber selten mit Rab5 (A‘¢ u. B*¢, weile
Pfeile). Sowohl N-HA, als auch NX?R-HA werden iiber den endosomalen Weg transportiert.
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Rab5 handelt es sich um einen frith-endosomalen Marker. Rab7 markiert hingegen reifende
Endosomen. Fiir die Analyse wurden sowohl apikale, als auch basale Notch-Vesikel ausgewertet.
Wie im Experiment zuvor kommt es zu diesem Zeitpunkt zu einer klaren Kernlokalisation von
N-HA und N¥?R_HA (Abb. 20 A* u. B* Sternchen). Das apikale Signal der Rezeptoren beschrinkt
sich nicht nur auf die apikale Oberfliache der Zelle, sondern ist ebenfalls in subapikalen Notch-
Vesikeln zu identifizieren (Abb. 20 A u. B). Sowohl bei N-HA, als auch bei N¥?R-HA kann eine
Kolokalisation dieser Vesikel mit Rab5 beobachtet werden. Die Vesikel sind hdufig ebenfalls
positiv fiir Rab7 (Abb. 20 A u. B, Pfeile). Vesikel die basal des Zellkerns vorkommen, sind bei
beiden Rezeptoren hédufig Rab7 positiv, hingegen aber nicht, oder nur leicht Rab5 positiv (Abb.
20 A*“ u. B, Pfeile).

Zusammengefasst verhalten sich beide Rezeptoren sehr dhnlich. Die Synthese von N-HA und
NK2R_HA erfolgt am perinukledren ER. Des Weiteren werden beide Rezeptoren iiber den Golgi-
Apparat sekretiert und zum apikalen Pol der Zelle transportiert. Dort akkumulieren N-HA und
NK2R_HA deutlich an der apikalen Oberfliche der Zelle. Der Transport von Notch an die apikale
Membran scheint demzufolge lysin-unabhingig abzulaufen. Sowohl N-HA und N¥?R-HA
werden dem endosomalen Transportweg zugefiihrt. Diese Beobachtung spricht fiir eine lysin-
unabhingige Endozytose des Rezeptors. Der einzige erkennbare Unterschied zwischen N-HA
und N¥2R_HA scheint ein friiherer Eintritt von N**R-HA in den Zellkern zu sein.

Da die Lokalisation der intrazelluliren Domine von Notch im Zellkern essentiell fiir die
Auslésung des Notch-Signals ist, konnte die friihere Akkumulation von N¥*R-HA im Zellkern
eine Erklidrung fiir die starke ektopische Aktivierung durch N¥?R.HA sein. Eine mogliche
Ursache fiir diese Beobachtung kdnnte in dem proteasomalen Abbau der intrazellulédren Doméne
des Rezeptors liegen. Fiir N1 konnte gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung und
anschliefende Ubiquitinierung der PEST-Domine am C-terminus von NICD als Signal fiir den
proteasomalen Abbau bendtigt wird (Fryer et al., 2004; Gupta-Rossi et al., 2001; Oberg et al.,
2001). Sollte diese Form des Abbaus auch fiir den Drosophila Notch-Rezeptor gelten, so wiirde

ein Verlust der Lysine zu einer Unterbrechung des Abbaus und somit zu einer Akkumulation von

NICD im Zellkern fiihren.

3.6 Herstellung von NICD Konstrukten zur Untersuchung des Abbaus im Zellkern

Um zu testen, ob der Verlust der intrazelluldren Lysine zu einem Abbaudefekt des Rezeptors

fiihrt, wurden Konstrukte hergestellt, die ausschlieBlich iiber die intrazellulire Domine des
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Abb. 21: Expression von NICD-HA und NICD*?R-HA in Fliigelimaginalscheiben. Die Expression der Konstrukte wurde unter
Kontrolle des ptc-GAL4 Treibers mit tub-GAL80" fiir 48h durchgefiihrt. Als Marker fiir die Aktivitdat des Notch-Signalweges
wurde eine Antikorperfarbung gegen Wg durchgefiihrt (A‘‘ u. B*“). Zur Identifikation der transgenen Notch-Rezeptoren wurde
einer Antikorperfarbung gegen HA durchgefiihrt (A*/B‘/C‘/D*). Eine Kernfarbung wurde mit Hilfe des Farbstoffes Hoechst
durchgefiihrt (A/B/C/D). Die Expression von NICD-HA und NICDX2R-HA fiihrt zu einer deutlichen Uberproliferation der
Fliigelimaginalscheiben (A u. B, Pfeile). NICD*?R-HA fiihrt im Vergleich zu NICD-HA zu einer stirkeren anterioren
Ausbreitung der ektopischen Wg Expression (A*/A2¢¢ u. B*‘/B2¢‘, Pfeile). Sowohl NICD-HA als auch NICD¥*R-HA sind
ausschlieBlich im Zellkern zu identifizieren (C*/C1° u. D/D1¢, Pfeile).
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Rezeptors verfiigen. Da bei diesen Konstrukten weder das Signalpeptid, noch die extrazelluldre
Doméne und die Transmembrandomine vorhanden sind, sollten die Rezeptoren direkt in den
Zellkern gelangen. Als Kontrolle wurde ein Konstrukt hergestellt bei dem alle Lysine vorhanden
sind. Beide Konstrukte verfiigen liber einen C-terminalen HA-Tag. Um die Kernlokalisation von
NICD-HA und NICD¥?R-HA zu iiberpriifen, wurden die Konstrukte unter Kontrolle des ptc-Gal4
Treibers fiir 48h exprimiert.

Die Expression beider Konstrukte fiihrt zu einer starken Uberproliferation der
Fliigelimaginalscheiben (Abb. 21 A1 u. BI, Pfeile). Die Wg Expression dehnt sich sowohl bei
NICD-HA als auch NICD¥?R-HA iiber das gesamte Fliigelfeld in dorso-ventraler Richtung aus
(Abb. 21 A‘“ und B*). Im Gegensatz zu NICD-HA fiihrt NICD*?R-HA zu einer stirkeren
Ausdehnung der Wg Expression in die anteriore Richtung (Abb. 21 A2°‘ u. B2*¢, Pfeile). Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass NICD¥?R-HA im Vergleich zu NICD-HA zu einer stirkeren
Aktivierung der Notch-Zielgene fiihrt. Beide Rezeptoren lokalisieren ausschlieBlich im Zellkern
(Abb. 21 C-C** u. D-D*).

3.6.1 Untersuchung des Abbaus von NICD-HA und NICDX?R-HA im Zellkern

Um den Abbau der intrazelluldren Doméne nédher zu analysieren wurde in Zusammenarbeit mit
Marvin Lyga (Lyga, 2016) ein ,,pulse-chase* Experiment durchgefiihrt. Fiir diesen Versuch
wurden die Rezeptoren unter Kontrolle des ptc-GAL4 Treibers exprimiert. Um die Anreicherung
der intrazelluliren Doménen im Zellkern zu untersuchen, wurden die Konstrukte fiir 10h
exprimiert und die HA positiven Zellkerne ausgezidhlt (Abb. 22 A-C). Die Auszdhlung der
Zellkerne erfolgte im ventralen Bereich der Fliigelimaginalscheiben (Abb. 22 A‘‘ u. B,
Umrandung). Sowohl bei NICD-HA als auch bei NICD¥?R-HA kommt es nach 10h Expression
noch nicht zu einer ektopischen Wg Expression (Abb. 22 A u. B, Pfeile). Die Auszéhlung der
NICDX?R-HA positiven Zellkerne zeigt im Vergleich zu NICD-HA einen signifikanten Anstieg
der NICDX?R-HA positiven Zellkerne (Abb. 22 C). Die héhere Anzahl HA positiver Zellkerne
weist auf eine stirkere Akkumulation von NICD¥?R-HA im Zellkern hin.

Um zu zeigen ob diese Akkumulation auf einen Abbaudefekt zuriickzufiihren ist, wurden NICD-
HA und NICD¥?R-HA fiir 10h exprimiert (,,pulse*) und anschlieBend fiir 16h auf 18°C inkubiert
(,,chase®). Nach dieser Zeit wurden die verbleibenden HA positiven Zellkerne ausgezihlt (Abb.
22 D-F). Da es bei diesem Zeitpunkt bereits zu einer starken Abnahme der HA positiven
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Abb. 22: Untersuchung des Abbaus von NICD-HA und NICDX?R-HA im Zellkern. NICD-HA und NICD*?R-HA wurden unter
Kontrolle des ptc-GAL4 Treibers mit fub-GAL80® fiir 10h (29°C) exprimiert (A-C). Zur Identifizierung der transgenen
Rezeptoren wurde eine HA Farbung durchgefiihrt. Als Marker fiir die Notch-Aktivitdt wurde eine Antikdrperfarbung gegen Wg
durchgefiihrt. Zur Quantifizierung der HA positiven Zellkerne wurde eine Zéhlung des ventralen Bereiches durchgefiihrt (A° u.
B¢ weiBe Box). Nach 10h Expression kommt es im Vergleich zu NICD-HA zu einem vermehrten Auftreten von NICDX?R-HA
positiven Zellkernen (NICD-HA: n=14 / NICDX?R-HA n=12 Fliigelimaginalscheiben) (C). 10h Expression fiihrt sowohl bei
NICD-HA, als auch bei NICDX?R-HA zu keiner ektopischen Wg Expression (A u. B Pfeile). Zur Untersuchung des Abbaus im
Zellkern wurden die Rezeptoren fiir 10h Exprimiert (29°C) und im Anschluss fiir 16h auf restriktiver Temperatur (18°C) gehalten
(D-F). Nach 16h Abbau kommt es bei NICD-HA und NICD*?R-HA zu einer leichten ektopischen Wg Expression (D u. E, Pfeile).
Die verbliebenen HA positiven Zellen wurden im gesamten Fliigelfeld ausgezéhlt (D u. E‘, weifle Box). Nach 16h Abbau sind
im Vergleich zu NICD-HA deutlich mehr NICDX2R-HA positive Zellkerne zu identifizieren (NICD-HA n=17 / NICDX?R-HA
n=20 Fliigelimaginalscheiben) (F). Der Austausch der intrazelluldren Lysine des Notch-Rezeptors fiihrt zu einer Unterdriickung
des Abbaus der intrazelluldren Domine im Zellkern. Signifikanztest: tTest (p<=0,01 (**) / p<=0,001 (**%*)).
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Zellkerne kommt, wurden die verbleibenden HA positiven Zellkerne im gesamten Fliigelfeld
ausgezihlt (Abb. 22 D*-D** u. E*-E*‘, Umrandung). Trotz der deutlich reduzierten Anzahl von
HA positiven Zellkernen, ldsst sich sowohl bei NICD-HA als auch NICDX?R-HA eine leichte
ektopische Wg Expression identifizieren (Abb. 22 D u. E, Pfeile). Die Auszdhlung der
verbliebenen HA positiven Zellkerne zeigt im Vergleich zu NICD-HA einen signifikanten
Anstieg der verbleibenden NICDX?*R-HA positiven Zellkerne (Abb. 22 F). Der Unterschied ist
deutlich stirker ausgepragt als durch die Auszdhlung der Zellkerne nach 10h Expression (Abb.
22 Vergleich C u. F).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass es durch den Austausch der intrazelluldren Lysine des
Notch-Rezeptors zu einer deutlichen Verzogerung des Abbaus der intrazelluldren Doméne im
Zellkern kommt. Dieser Effekt ist bereit bei 10h Expression zu beobachten, verstdrkt sich
allerdings deutlich im Verlauf des Proteinabbaus. Eine ektopische Wg Expression ldsst sich erst
nach 16h ,,chase* beobachten. Da es sich bei wg um ein Zielgen des Notch-Signalweges handelt,
ist zu vermuten, dass das verzogerte Auftreten der ektopischen Wg Expression auf die
Signalauslosung im Zellkern und die Synthese des Wg Proteins zuriickzufiihren ist.

Die Beobachtung, dass N¥?R-HA im Vergleich zu N-HA im ,,pulse-chase*“-Experiment zu einem
fritheren Zeitpunkt im Zellkern zu identifizieren ist (Abb. 18), kénnte auf den Abbaudefekt der
intrazelluldren Domédne des Rezeptors im Zellkern zurilickzufiihren sein. Der Abbaudefekt von
NICDX?R-HA wiirde so im Verlauf der Expression zu einer Anreicherung der intrazelluliren
Domine im Zellkern fiihren und eine verstirkten Aktivierung der Notch-Zielgene auslosen.
Der Unterschied der Aktivierung von NICD-HA und NICD¥*R-HA fillt im Vergleich zu den
»full-length® Rezeptoren allerdings geringer aus. Die starke ektopische Aktivierung des
NKZR_HA Rezeptors kann daher nicht ausschlieBlich auf den Abbaudefekt im Zellkern
zuriickgefiihrt werden. Die Beobachtungen legen nahe, dass der ,.full length* N¥2R_-HA Rezeptor
durch die Kuz unabhéngige Aktivierung vermehrt gespalten wird und auf diese Weise mehr
NICD entsteht und in den Zellkern transloziert. Im Zellkern kommt es anschlieend zu einem
verzogerten Abbau von NICD. Die ektopische Aktivitit des Notch-Signalweges durch die
Expression von N¥?R-HA ist daher vermutlich auf eine Kombination aus verstirkter Abspaltung

der intrazelluldren Doméne und einem Abbaudefekt im Zellkern zuriickzufiihren.
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3.7 Beeinflussung der Endozytose des endogenen Rezeptors durch N-HA und NX2R-HA

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Austausch der intrazelluldren Lysine des Notch-
Rezeptors nicht zu einer Unterbrechung der Endozytose fiihrt. Dabei muss allerdings beachtet
werden, dass in allen bisher durchgefiihrten Experimenten der endogene Rezeptor vorhanden
war. Es besteht daher die Moglichkeit, dass die Endozytose der transgenen Rezeptoren durch den
endogenen Rezeptor, oder umgekehrt, beeinflusst wird.

Um zu testen, ob es zu einer Beeinflussung zwischen dem endogenen und den transgenen
Rezeptoren kommt, wurden N-HA und N¥?R-HA konstitutiv unter Kontrolle des ptc-Gal4
Treibers exprimiert und die Lokalisation von endogenem mit YFP markiertem Notch analysiert.
Entlang der Expressionsdoméne kommt es bei N-HA und N¥?R-HA zu einem starken HA Signal
(Abb. 23 A und B). Beide Rezeptoren sind an der apikalen Membran zu beobachten (Abb. 23 Al
und BI1, Pfeile). N-YFP lésst sich sowohl an der apikalen Membran als auch in Vesikeln
beobachten (Abb. 23 A‘ und B*). Auffillig ist, dass es durch die Expression von N-HA und N¥2R-
HA zu einer verstdrkten Akkumulation von N-YFP Vesikeln kommt (Abb. 23 A-A*‘ und B-B*,
Pfeile). Bei genauerer Betrachtung der Membranlokalisation von N-YFP lésst sich feststellen,
dass die Expression von N-HA zu einer Abschwichung des N-YFP Membransignals flihrt (Abb.
23 Al‘, Pfeile). Dieser Effekt ist hingegen durch die Expression von N¥?R-HA nicht klar
erkennbar (Abb. 23 B1°, Pfeile). Diese Beobachtung ldsst sich auch durch die Expression von N-
HA und N¥?R_HA fiir 14,5h im posterioren Kompartiment verifizieren (Abb. 23 D-E¢, Pfeile).
Diese Beobachtungen deutet darauf hin, dass N-HA im Vergleich zu N¥?R-HA eine verstirkte
Endozytose von N-YFP auslost. Da die Expression beider Rezeptoren zu einer Verstirkten
Akkumulation von N-YFP in Vesikeln fiihrt, ist davon auszugehen, dass es zusétzlich zu einer
Beeinflussung des endosomalen Transportes von N-YFP kommt.

Anhand dieses Experimentes ldsst sich allerdings nicht feststellen, ob die verstirkte
Akkumulation von N-YFP ausschlieBlich durch transgene Notch-Rezeptoren ausgeldst wird,
oder ob es sich um einen unspezifischen Effekt durch die Uberexpression von
Transmembranproteinen handelt. Es ist vorstellbar, dass die Uberexpression von
Transmembranproteinen generell eine verstirkte Endozytose auslost und der endogene Notch-
Rezeptor als sekundére Fracht endozytiert wird. Um zu testen, ob es sich um einen spezifischen-,
oder unspezifischen Effekt handelt, wurde das Transmembranprotein Smo (Smoothened)

exprimiert (Abb. 23 C-C**?). Bei Smo handelt es sich um einen Rezeptor des Hh-Signalweges.
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Abb. 23: Einfluss der Expression von N-HA und NX2R-HA auf die Lokalisation des endogenen Rezeptors in
Fliigelimaginalscheiben. N-HA und NX¥?R-HA wurden unter Kontrolle des ptc-Gal4 Treibers konstitutiv exprimiert. Zur
Identifikation des endogenen Notch-Rezeptors wurde der ,,protein-trap” N-YFP verwendet. Zur Identifikation der transgenen
Rezeptoren wurde eine Antikorperfarbung gegen HA verwendet. Als Kontrolle wurde das Transmembranprotein Smo exprimiert.
Smo verfiigt iiber einen myc-Tag, der mit Hilfe eines myc-Antikorpers gefarbt wurde. Die weillen Boxen innerhalb der Abbildung
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markieren Bereiche die vergrofert wurden. Gestrichelte gelbe Linien markieren die Grenzen der Expressionsdoméne. Sowohl
N-HA als auch N¥?R-HA fiihren zu einer Akkumulation von N-YFP in Vesikeln (A-A‘¢ u. B-B*“, Pfeile). N-HA fiihrt zu einer
Reduzierung von N-YFP an der apikalen Membran (A1, Pfeile). Dieser Effekt ldsst sich bei N¥?R-HA nicht beobachten (B1°,
Pfeile). Durch die Expression von N-HA unter Kontrolle des hh-GAL4 Treibers mit fub-GAL80" fiir 14,5h kann die
abgeschwichte N-YFP Akkumulation an der Membran bestitigt werden (D-D¢, Pfeile). Die Expression von N¥?R-HA fiihrt zu
keiner deutlichen Abschwichung von N-YFP an der Membran, aber zu einer starken Akkumulation in Vesikeln (E-E‘). Durch
die Uberexpression von Smo-myc ist weder eine Akkumulation von N-YFP in Vesikeln (C-C**, Pfeile), noch eine abgeschwichte
Membranlokalisation zu erkennen (C1°, Pfeile). Die Beeinflussung der Lokalisation von N-YFP scheint spezifisch durch die
Expression von N-HA und NX¥?R-HA ausgeldst zu werden.

Die Konzentration des Rezeptors an der Zelloberflaiche wird &hnlich wie bei Notch iiber die
Endozytose reguliert (Li et al., 2012). Sollte der endogene Notch-Rezeptor als sekundére Fracht
durch die Uberexpression von Transmembranproteinen endozytiert werden, so sollte es auch in
diesem Experiment zu einer Akkumulation von N-YFP in Vesikeln kommen.

Im Gegensatz zu den transgenen Notch-Rezeptoren, kann dieser Effekt durch die Expression von
Smo-myc nicht hervorgerufen werden. Es kommt weder zu einer Akkumulation von N-YFP in
Vesikeln (Abb. 23 C-C*‘, Pfeile), noch ldsst sich ein abgeschwichtes Membransignal an der
apikalen Membran identifizieren (Abb. 23 C1-C1°¢, Pfeile).

Die Ergebnisse legen nahe, dass es sich bei der verdnderten Lokalisation von N-YFP um einen
spezifischen Effekt durch die Expression der transgenen Notch-Rezeptoren handelt und deuten
darauf hin, dass es zu einer Interaktion zwischen dem endogenen und den transgenen Rezeptoren

kommt.

3.8 Untersuchung der Aktivitiit von N-HA und N¥?R-HA in Notch mutanten Zellklonen

Da es durch die Expression von N-HA und N¥?R-HA zu einer Beeinflussung der Lokalisation
des endogenen Rezeptors kommt, sollte {liberpriift werden, ob sich dieser Effekt auf die
Aktivierung von N-HA und N¥?R-HA auswirkt. Um diese Frage zu beantworten, wurde eine
klonale Analyse mit Hilfe des Nullallels N*7¢// (Lehmann et al., 1983) in Fliigelimaginalscheiben
durchgefiihrt. Die Expression von N-HA und N¥?®-HA wurde unter Kontrolle des ptc-GAL4
Treibers durchgefiihrt. N°°¢// mutante Zellklone sind durch die Abwesenheit des RFP Markers
gekennzeichnet. Eine Fiarbung mit Hilfe des NECD Antikorpers zeigt in N7°¢/7 Zellklonen eine
klare Unterbrechung des Fluoreszenzsignals (Abb. 24 A*‘). Die Aktivitdt des Notch-Signalweges
wird in N°*¢!! Klonen klar unterbrochen (Abb. 24 A‘¢, Pfeil). An den N>7¢// Klongrenzen kommt
es in einem Zelldurchmesser au3erhalb der Klone zu einer verstarkten Notch-Aktivitit (Abb. 24
A Pfeilkopf). Diese Aktivitit ldsst sich auf die Aufthebung der cis-Inhibition durch den Ausfall
von Notch zuriickfithren (Becam et al., 2010). Die Expression von N-HA fiihrt zu keinen

deutlichen Unterschieden der Notch-Aktivitit in N7/ mutanten Zellklonen und wildtypischen
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Abb. 24: Aktivierung von N-HA und NX?R-HA in N*°#// mutanten Zellklonen. Die Induktion der Zellklone erfolgte mit Hilfe des
Flp/FRT Systems. Homozygot mutante N>°#/ Klone sind durch die Abwesenheit von RFP zu identifizieren. Als Marker fiir die
Notch-Aktivitit wurde NRE-GFP verwendet. Sowohl die Flipase als auch N-HA, sowie NK?R-HA wurden unter Kontrolle des
ptc-GALA4 Treibers exprimiert. VergroBerte Bereiche werden durch weifle Boxen gekennzeichnet. Die gestrichelte gelbe Linie
markiert die Klongrenzen. Innerhalb von N2/ mutanten Klone kommt es zu keiner detektierbaren Farbung mit Hilfe des NECD
Antikdrpers (A). Innerhalb N°F/! mutanter Klone kommt es zu einer Unterbrechung der NRE-GFP Signals (A‘¢, Pfeil)
Aullerhalb der Klongrenzen kommt es zu einer ein Zelldurchmesser breiten ektopischen Notch-Aktivierung (A‘¢, Pfeilkopf). Die
Expression der transgenen Notch-Rezeptoren wird iiber eine Antikérperfarbung gegen HA dargestellt (B¢ u. C*). Innerhalb von
NET mutanten Klonen kommt es zu keinen deutlichen Beeinflussungen der N-HA Aktivitit (B¢‘, VergroBerung Pfeile). Die
Expression von NX?R_HA fiihrt Innerhalb von N°*%/ mutanten Klonen ebenfalls zu keiner Veridnderung der Aktivierung des
Notch-Signalwegs (C*‘, Vergroerung Pfeile).

Bereichen (Abb. 24 B-B***, VergroBerung Pfeile). Die Expression von N¥?R-HA fiihrt ebenfalls

zu keinen detektierbaren Unterschieden in der Notch-Aktivitit zwischen N°*¢// Klonen und
wildtypischen Bereichen (Abb. 24 C-C**“, Vergroerung Pfeile). Die Ergebnisse zeigen, dass der
endogene Rezeptor keine deutlichen Auswirkungen auf die ektopische Notch-Aktivierung durch
N-HA und N¥2R_.HA hat. Trotz der durch N-HA und N¥?R-HA ausgeldsten verstirkten Vesikel-

Akkumulation des endogenen Rezeptors, wird die ektopische Aktivierung des Notch-
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Signalweges hauptsédchlich durch die transgenen Rezeptoren ausgeldst und nicht, oder nur gering
durch eine mogliche Interaktion zwischen den transgenen und dem endogenen Rezeptor

beeinflusst.

3.9 Analyse der endosomalen Lokalisation von N-HA und N¥2R-HA

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Austausch der intrazelluldren Lysine des Notch-
Rezeptors zu einer starken liganden-unabhéngigen Aktivierung des Notch-Signalweges fiihrt. Da
gezeigt werden konnte, dass eine liganden-unabhingige Notch-Aktivitit in der Regel am
Endosom/Lysosom ausgeldst wird (Ubersicht in (Palmer and Deng, 2015)), sollte in den
folgenden Experimenten die subzellulire Lokalisation von N-HA und NX?R-HA detailliert
untersucht werden. Dazu wurden N-HA und N¥?R-HA im posterioren Kompartiment von
Fliigelimaginalscheiben fiir 24h exprimiert. Um den endogenen Rezeptor zu verfolgen, wurde
der N-YFP ,,protein-trap* verwendet.

Die Expression von N-HA fiir 24h fiihrt zu einer Akkumulation des Rezeptors an der apikalen
Membran, sowie im basalen Kompartiment (Abb. 25 A, Pfeile). Im Gegensatz dazu kommt es
bei N¥?R_HA zu einer sehr starken basalen Akkumulation des Rezeptors (Abb. 25 C, Pfeile). In
diesem Fall ist die Lokalisation an der apikalen Membran durch das starke basale Vesikelsignal
kaum erkennbar, aber dennoch vorhanden. Durch eine Ubersittigung des Signals kann die
apikale Lokalisation sichtbar gemacht werden (Abb. 25 C*““ u. C***‘, Pfeile). N-YFP ist in beiden
Féllen stark in Vesikeln lokalisiert (Abb. 25 A und C°).

Die basalen N-HA positiven Vesikel kolokalisieren mit N-YFP (Abb. 25 B-B*¢, Pfeile). Bei den
basalen NX?R-HA positiven Vesikeln kommt es im Vergleich zu N-HA zu der deutlichen
Ausprigung eines Lumens. N-YFP ist in denselben Vesikeln vorhanden, scheint sich allerdings
im Inneren des Lumens zu befinden (Abb. 25 D-D*¢, Pfeile).

Um diese Beobachtung zu verifizieren- wurden SIM (Structured Illumination Microscopy)
Aufnahmen durchgefiihrt. Die Analyse zeigt, dass sich N-HA im Lumen basaler Vesikel
befindet, die hiufig mit N-YFP assoziiert sind (Abb. 25 E-E**). Im Gegensatz dazu ist bei N¥2R-
HA positiven Vesikeln eine Vergroferung und ein klares Lumen erkennbar. N-YFP kann
deutlich innerhalb des Lumens identifiziert werden (Abb. 25 F-F°).

Die Ergebnisse legen nahe, dass die intrazelluldren Lysine des Rezeptors fiir eine Internalisierung
von Notch in das Lumen der Vesikel benétigt werden. Die starke Akkumulation von N¥?R-HA

an der limitierenden Membran der Vesikel konnte daher durch eine Unterdriickte Verpackung
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Abb. 25: Untersuchung von N-HA und NX2R-HA positiven Vesikeln in Fliigelimaginalscheiben. N-HA und NX2R-HA wurden
unter Kontrolle des #h-GAL4 Treibers mit tub-GAL80" fiir 24h exprimiert. Zur Verfolgung des endogenen Notch-Rezeptors
wurde N-YFP verwendet. Um die apiko-basale Lokalisation der Rezeptoren darzustellen wurden Z-Stapel der Imaginalscheiben
aufgenommen (A-A‘‘ u. C-C*“*‘). Die schematische Zelle markiert die Z-Position die in der X/Y-Ebene dargestellt wird.
Vergroferte Bereiche sind durch weile Boxen gekennzeichnet. Die transgenen Rezeptoren wurden mit Hilfe einer
Antikorperfarbung gegen HA dargestellt. N-HA lokalisiert stark an der apikalen Membran und im basalen Kompartiment der
Imaginalscheibe (A, Pfeile). Die Position der apikalen Membran wird mit einer gestrichelten gelben Linie markiert (C-C**).
NK2R_HA ist stark in basalen Vesikeln vertreten (C, Pfeile). Durch das starke Signal in Vesikeln wird die Lokalisation an der
apikalen Membran iiberdeckt. Zur Visualisierung der Membranfarbung wurde das Signal verstdrkt und die Farbung der

56



Ergebnisse

Peripodialmembran tiberdeckt (C*““ u. C**“*, Pfeile). Basale N-HA positive Vesikel kolokalisieren deutlich mit N-YFP (B-B*).
Basale NK¥?R-HA positive Vesikel weisen hiufig ein Lumen auf und kolokalisieren ebenfalls mit N-YFP (D-D¢‘). Zur
detaillierteren Darstellung wurden SIM (structured illumination microscopy) Aufnahmen von basalen Vesikeln durchgefiihrt.
Hierdurch kann bestiitigt werden, dass es zu einer Kolokalisation von N-HA und N-YFP kommt (E-E¢‘). Basale N®?R-HA positive
Vesikel weisen im Vergleich zu N-HA eine Vergroferung und ein klares Lumen auf. N-YFP befindet sich innerhalb des Lumens
vergroBerter NK?R_HA positiver Vesikel (F-F*).

in ILVs von gereiften Endosomen zuriickzufiihren sein. Hingegen scheint die Internalisierung
des endogenen Rezeptors nicht beeinflusst zu werden. Die Lokalisation von NX?R.HA an der
limitierenden Membran der Vesikel bietet zudem eine mdgliche Erkldarung fiir die starke
ektopische Aktivierung des Rezeptors. So kommt es auch bei Ausfillen von Komponenten der
endosomalen Reifung zu einer ektopischen Notch-Aktivierung, die vermutlich auf eine
fehlerhafte Verpackung des Rezeptors in ILVs gereifter Endosomen zuriickzufiihren ist.
Beispiele hierfiir sind der Ausfall von /gd oder der ESCRT-III Komponente shrub (Schneider et
al., 2013; Troost et al., 2012). Ein weiteres Beispiel fiir diesen Effekt ist die Uberexpression der
E3-Ligase Dx (Baron, 2012; Hori et al., 2011; Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008).

Da die Aktivierung in all diesen Fillen in endosomalen/lysosomalen Kompartimenten stattfindet,
stellt sich die Frage, ob es sich bei den vergroBerten basalen NX?R.HA positiven Vesikeln

ebenfalls um endosomale Kompartimente handelt.

3.9.1 Untersuchung des endosomalen Ursprungs von NX2R-HA positiven Vesikeln

Um zu untersuchen, ob es sich bei den vergroBerten basalen N¥?R-HA Vesikeln um endosomale
Kompartimente handelt, wurde eine Antikorperfarbung gegen Rab7 durchgefiihrt. N-HA und
NK2R_HA wurden fiir 24h im posterioren Kompartiment von Fliigelimaginalscheiben exprimiert.
Die Expression von N-HA fiihrt im Gegensatz zu N¥?R-HA zu einer starken Entwicklung von
Zelltod (Abb. 26 A-A2 u. B-B2). Da die toten Zellen im basalen Bereich der Imaginalscheibe
akkumulieren und das Gewebe stark geschadigt ist, wird die Analyse basaler Vesikel erschwert.
Bei basalen N-HA positiven Vesikel kann keine deutliche Kolokalisation mit Rab7 beobachtet
werden (Abb. 26 A2-A2¢““, Pfeile). Die vergroBerten basalen NX¥*R-HA positiven Vesikel mit
Lumen weisen ebenfalls keine klare Kolokalisation mit Rab7 auf. Dabei ist auffillig, dass es
zwar zu keiner direkten Kolokalisation kommt, Rab7 positive Vesikel aber hédufig in direkter
rdumlicher Ndhe auftreten (Abb. 26 B2-B2*“*, Pfeile).

Diese Beobachtungen deutet darauf hin, dass es sich bei den basalen Notch-Vesikeln nicht um
endosomale Kompartimente handelt. Da aber gezeigt werden konnte, dass sowohl N-HA, als
auch N¥2R_HA iiber den endosomalen Transportweg transportiert werden, ist zu vermuten, dass

es durch die starke Uberexpression zu einer Akkumulation basaler Vesikel kommt, die die
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Abb. 26: Untersuchung der endosomalen Identitit von N-HA und N¥?R-HA Vesikeln in Fliigelimaginalscheiben. N-HA (A-
A2¢“) und NX2R_HA (B-B2‘‘‘) wurden unter Kontrolle des #4-GAL4 Treibers temperaturabhingig fiir 24h exprimiert. Als
Marker fiir spit-endosomale Kompartimente wurde eine Antikérperfarbung gegen Rab7 durchgefiihrt. Um die apiko-basale
Lokalisation der Rezeptoren darzustellen wurden Z-Stapel der Imaginalscheiben aufgenommen (A1-A1°‘‘ u. B1-B1°*%). Die
schematische Zelle markiert die Z-Position die in der X/Y-Ebene dargestellt wird. VergroBerte Bereiche sind durch weifle Boxen
dargestellt. Die Pfeile markieren die Position der HA positiven Vesikel (A2-A2°“‘ u. B2-B2°“‘). Die transgenen Rezeptoren
wurden mit Hilfe einer Antikdrperfarbung gegen HA dargestellt. Zellkerne wurden mit Hilfe einer Hoechst Farbung markiert.
Die Expression von N-HA fiihrt zu einer starken Bildung von Zelltod (A/A1/A2). Stark vergroferte basale N-HA Vesikel
kolokalisieren nicht mit Rab7 (A2-A2‘‘¢ Pfeile) Die Position der apikalen Membran in N¥?R-HA Imaginalscheiben wird mit
einer gestrichelten gelben Linie markiert (B1-B1¢¢¢). Bei N¥?R-HA kommit es zu einer Bildung von basalen Vesikeln mit Lumen,
die keine Kolokalisation mit Rab7 aufweisen (B2-B2¢‘‘ Pfeile).

endosomalen Marker verlieren. Zudem lésst sich durch das starke Auftreten von Zelltod bei N-
HA keine klare Aussage zu den Vesikeln treffen. Um die Auswirkungen der starken
Uberexpression zu reduzieren, wurde die Expression beider Rezeptoren auf 14,5 Stunden
begrenzt. Als endosomale Marker wurden die Konstrukte fub-Rab5-CFP und fub-Rab7-YFP
verwendet. Zur Unterscheidung der apiko-basalen Lokalisation wurde ein Z-Stapel

aufgenommen und im folgenden Experiment die apikalen (Abb. 27 A-A®* u. B-B%*) und die
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Abb. 27: Analyse der Lokalisation von N-HA und N¥?R-HA an Endosomen. N-HA und NX?R-HA wurden unter Kontrolle des
hh-GAL4 Treibers mit tub-GAL80" fiir 14,5h exprimiert. Als endosomale Marker wurden die Transgene tub-rab5-CFP und
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tub-rab7-YFP verwendet. Um die apiko-basale Lokalisation der Rezeptoren darzustellen wurden Z-Stapel der Imaginalscheiben
aufgenommen (A1-A1%/B1-B1¢/C1-C1%/D1-D1¢¢). Die schematischen Zellen markiert die Z-Position die in der X/Y-Ebene
dargestellt wird. Fiir N-HA und N¥?R-HA wurden sowohl apikale (A-B®‘), als auch basale (C-D°‘) Notch-Vesikel in der X/Y-
Ebene dargestellt und analysiert. VergroBerte Bereiche sind durch weile Boxen gekennzeichnet. Die Pfeile markieren die
Position der HA positiven Vesikel. Die transgenen Rezeptoren wurden durch eine Antikorperfarbung gegen HA detektiert.
Zellkerne wurden mit Hilfe einer Hoechst Firbung markiert. Apikale N-HA und NX?R-HA positive Vesikel kolokalisieren sowohl
mit Rab5-CFP als auch mit Rab7-YFP (A*-A%, u. B-B%, Pfeile). Basale N-HA positive Vesikel kolokalisieren mit Rab7-YFP,
aber nicht deutlich mit Rab5-CFP (C-C%, Pfeile). Kleine basale NX2R-HA positive Vesikel ohne Lumen kolokalisieren mit Rab7-
YFP, aber nicht mit Rab5-CFP (D-D%, VergroBerung 1 Pfeile). Selten aufiretende N¥?R-HA Vesikel mit Lumen kolokalisieren
nicht mit Rab5-CFP und nur sehr schwach mit Rab7-YFP (D-D®, VergroBerung 2 Pfeile).

basalen (Abb. 27 C-C% u. D-D®) Notch-Vesikel ausgewertet. Bei beiden Rezeptoren ist unter
diesen Bedingungen ein klares apikales Membransignal zu erkennen (Abb. 27 Al‘ u. BI°,
Pfeile). Im Vergleich zu der 24-stiindigen Expression kommt es bei 14,5 Stunden sowohl bei
N-HA als auch bei N¥2R-HA zu einer deutlich schwicheren basalen Akkumulation von Notch-
Vesikeln (Vergleich Abb. 26 A1¢/B1° u. Abb. 27 A1¢/B1°). Apikale N-HA und N¥?R-HA positive
Vesikel kolokalisieren sowohl mit Rab5-CFP, als auch mit Rab7-YFP (Abb. 27 A*-A% u. D*-
D®, Pfeile). Basale N-HA positive Vesikel kolokalisieren deutlich mit Rab7-YFP, aber nur
schwach mit Rab5-CFP (Abb. 27 C*-C%, Pfeile). Die Expression von NX?R-HA fiihrt, im
Vergleich zur 24-stiindigen Expression, zu einer deutlich reduzierten Bildung von vergréBerten
basalen Vesikeln mit Lumen (Vergleich Abb. 26 B* u. Abb. 27 F*). Diese Vesikel kolokalisieren
nicht mit Rab5-CFP und nur in einigen Féllen sehr schwach mit Rab7-YFP (Abb. 27 D*-D,
VergroBBerung 2 Pfeile). Neben den vergroferten Vesikeln, sind ebenfalls kleine Vesikel zu
beobachten, bei denen es zu einer klare Kolokalisation mit Rab7-YFP kommt (Abb. 27 D*-D6°
VergroBerung 1 Pfeile). Wihrend die apikalen Vesikel von N-HA und N¥?®-HA Endosomen

sind, ist das im Fall der vergroBerten, basalen N¥2R

-HA positiven Vesikel mit Lumen nicht klar,
da sie weder fiir Rab5 noch eindeutig fiir Rab7 positiv sind. Die in einigen Fillen schwache
Assoziation der vergroBerten NX?R-HA positiven Vesikel mit Rab7-YFP deutet auf einen

endosomalen Ursprung hin, dies ldsst sich allerdings nicht eindeutig belegen.

3.9.2 Analyse eines Uptake-Assays mit N-HA und N¥?R-HA in S2 Zellen

Da sich die Frage nach der endosomalen Identitit vergroBerter N<2R-HA positiver Vesikel in vivo
nicht eindeutig beantworten lies, sollte mit Hilfe eines ,,Uptake-Assays in S2 Zellen untersucht
werden, ob die N¥?R-HA positiven Vesikel das Ergebnis von Endozytose sind. Zu diesem Zweck
wurden S2 Zellen mit N®?R-HA oder N-HA transfiziert. Die Expression der Konstrukte erfolgte
unter Kontrolle des pMT-GAL4 Treibers auf 25°C fiir 24h. Nach der Expression erfolgte eine
Behandlung der Zellen mit einem gegen die extrazellulire Domédne von Notch gerichteten

Antikorper. Auf diese Weise wird ausschlieBlich der membranstindige Rezeptor an der
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Abb. 28: Analyse eines ,,Uptake-Assay mit N-HA und N¥?R-HA in S2 Zellen. S2 Zellen wurden mit N-HA und N¥?R-HA
transfiziert und unter Kontrolle des pMT-GAL4 Treibers exprimiert. Nach einer 24-stiindiger Expression folgte eine Inkubation
mit dem NECD Antikorper auf 4°C. Durch eine erneute Inkubation auf 25°C wurde die Endozytose des membranassoziierten
Rezeptors mit gebundenem NECD Antikorper ausgeldst (A). Es wurden Zellen zu dem Zeitpunkt t=0min. (B-C**), t=45min. D-
E““‘) und t=90min. (F-G**°) fixiert, permeabilisiert und mit einem sekundédren Antikdrper gefarbt.
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Als Marker fiir frith-endosomale Kompartimente wurde eine Antikérperfarbung gegen Rab5 durchgefiihrt. Zellkerne wurden
mit Hilfe einer Hoechst Farbung dargestellt. Pfeile markieren die Kolokalisation zwischen HA positiven Vesikeln und Rab5.
Durch Pfeilspitzen werden Vesikel markiert die nicht mit Rab5 kolokalisieren. Zum Zeitpunkt t=0min. kommt es bei N-HA und
NKZR_HA zu einer starken Firbung der Membran, aber zu keiner Vesikelbildung (B¢-C*““). An einigen Bereichen der Membran
kommt es zu einem verstirkten HA Signal, dass allerding nicht mit Rab5 kolokalisiert (B*-C**“ Pfeilspitzen). Zum Zeitpunkt
t=40min. ist bei beiden Rezeptoren eine anhaltende Membranfirbung und die Bildung von Notch-Vesikeln zu beobachten die
mit Rab5 kolokalisieren (D‘-E**¢ Pfeile). Bei N¥?R-HA kommt es in einigen Féllen zu Vesikeln die nicht mit Rab5 assoziiert
sind (E‘-E*** Pfeilspitze). Zu dem Zeitpunkt t=90min. ist bei N-HA und N¥?R-HA das Membransignal stark reduziert (F* u. G*).
Es kommt weiterhin zur Bildung von N-HA positiven Vesikeln von denen einige eine Assoziation mit Rab5 aufweisen (F*-F***
Pfeile) und einige nicht (F*-F*¢¢ Pfeilspitze). Bei N¥2R-HA kommt es zu der Bildung von stark vergroBerten Vesikeln mit Lumen
die keine Kolokalisation mit Rab5 aufweisen (G*-G*“* Pfeilspitze). Kleinere Vesikel sind weiterhin mit Rab5 assoziiert (G*-G*“
Pfeile).

Zelloberflache detektiert. Um die Endozytose der Zellen zu inhibieren, wurde die Behandlung
auf 4°C durchgefiihrt. Nach der Oberflichenfarbung folgte eine weitere Inkubation der Zellen
auf 25°C. Dieser Temperaturwechsel fiihrt zum erneuten Auslosen der Endozytose. Auf diese
Weise wird der membranstéindige Notch-Rezeptor mit dem gebundenen Antikdrper synchron
endozytiert (Abb. 28 A). Mit Hilfe einer anschlieBenden Fixierung, Permeabilisierung und
Féarbung der Zellen mit einem sekunddren Antikdrper, wird ausschlieflich der endozytierte
Rezeptor detektiert. Um eine zeitliche Entwicklung der Endozytose darzustellen, wurde die
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten fixiert. Als Kontrolle wurden die Zellen zum Zeitpunkt 0,
direkt nach der Antikorperinkubation, fixiert. Als weitere Zeitpunkte wurden 45 Minuten und 90
Minuten nach Einleitung der Endozytose untersucht. Um zu testen, ob es sich bei den
entstehenden Notch-Vesikeln um Endosomen handelt, wurde zusétzlich eine Antikoperfarbung
gegen Rab5 durchgefiihrt.

Zum Zeitpunkt 0 ist sowohl bei N-HA als auch bei N¥?R-HA ausschlieBlich eine Membran-
farbung der Zellen zu beobachten (Abb. 28 B und C°). In beiden Fillen kommt es an der
Membran zu Bereichen an denen der Rezeptor stirker akkumuliert als in benachbarten
Bereichen. Diese Bereiche kolokalisieren nicht mit Rab5 (Abb. 28 B*“ und C*“ Pfeilspitze). Es
handelt sich demzufolge nicht um membrannahe friihe Endosomen. Nach 45 Minuten kommt es
bei beiden Rezeptoren zu einer Bildung von Notch-Vesikeln die mit Rab5 kolokalisieren (Abb.
28 D-D**‘ u. E-E**“, Pfeile). In beiden Fillen ist weiterhin ein deutliches Membransignal zu
identifizieren (Abb. 28 D und E*). Nach 90 Minuten ist das Membransignal in beiden Fillen
stark reduziert (Abb. 28 F* und G°). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass zu diesem
Zeitpunkt nahezu der gesamte membranstindige Rezeptor endozytiert wurde. Bei N-HA kénnen
nach 90 Minuten weiterhin Notch-Vesikel in der Zelle beobachtet werden. Dabei lassen sich
sowohl Rab5 positive (Abb. 28 F-F**“ Pfeile), als auch Rab5 negative Vesikel identifizieren
(Abb. 28 F-F**¢ Pfeilspitze). Bei N¥?R-HA kommt es zu diesem Zeitpunkt zu extrem vergroBerten
Vesikeln mit Lumen. Diese Vesikel sind nicht Rab5 positiv (Abb. 28 G-G*‘*, Pfeilspitze).
Ebenfalls auftretende kleinere Vesikel kolokalisieren weiterhin mit Rab5 (Abb. 28 G-G*‘¢,

Pfeile). Anhand dieses Experimentes kann bestitigt werden, dass die vergroBerten NX?R-HA
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Abb. 29: Untersuchung von vergroBerter N¥2R-HA positiver Vesikeln in S2 Zellen. S2 Zellen wurden mit N-HA oder NK?R-HA
transfiziert und unter Kontrolle des pMT7-GAL4 Treibers exprimiert. Nach einer 24 stiindigen Expression folgte eine Inkubation
auf 4°C. Um die Endozytose der membranstindigen Notch-Rezeptoren zu starten wurden die Zellen fir 90min. auf 25°C
inkubiert. Nach der Inkubation folgte eine Fixierung, eine Permeabilisierung und eine Farbung mit einem HA AntikSrper.
Zusétzlich wurde ein Antikorper gegen den spatendosomalen Marker Rab7 verwendet. Zellkerne wurden mit Hilfe einer Hoechst
Férbung dargestellt. Sowohl bei N-HA, als auch bei N¥2R-HA Vesikeln kommt es zu einer deutlichen Kolokalisation mit Rab7
(A-A*““ u. B-B*“*, Pfeile).

positiven Vesikel durch die Endozytose des Rezeptors von der Plasmamembran entstehen. Es
kann ebenfalls bestdtigt werden, dass es sich bei diesen Vesikeln nicht um frithendosomale
Kompartimente handelt. Bei der Analyse von N¥?R.HA in Fliigelimaginalscheiben konnte
gezeigt werden, dass die stark vergroBerten Vesikel ebenfalls nicht eindeutig Rab7 positiv sind.
Um zu testen, ob diese Beobachtung in S2 Zellen bestitigt werden kann, wurde eine Rab7
Féarbung durchgefiihrt. Da sowohl der NECD Antikorper, als auch der Rab7 Antikorper aus der
Maus stammen, musste in diesem Experiment auf eine HA Farbung zuriickgegriffen werden.
Auf Grund des intrazelluliren HA-Tags miissen die Zellen vor der Farbung permeabilisiert
werden. Mit Hilfe einer HA-Farbung wird also nicht nur der endozytierte Rezeptor, sondern der
gesamte exprimierte Rezeptor in der Zelle detektiert. Um vergleichbare Bedingungen zu
schaffen, wurde ebenfalls ein ,,Uptake* fiir 90 Minuten durchgefiihrt. Diese Analyse zeigt, dass
sowohl N-HA positive Vesikel als auch die vergroBerten N¥?R-HA positiven Vesikel deutlich
mit Rab7 kolokalisieren (Abb. 29 A-A*‘‘ u. B-B***, Pfeile).

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass es sich bei den vergroBerten NX?R-HA positiven Vesikeln
um spite Endosomen handelt. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu der Analyse in der
Fliigelimaginalscheibe, wo es zu keiner eindeutigen Lokalisation von Rab7 an den vergroferten
NK2R_HA positiven Vesikeln kommt. Da die Vesikel aber klar auf die Endozytose des NX*R-HA
Rezeptors zuriickzufiihren sind, ist zu vermuten, dass es sich in Fliigelimaginalscheiben zwar um

Kompartimente endosomalen Ursprungs handelt, die endosomalen Marker aber wihrend der
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Reifung verloren gehen. Dieser Effekt scheint in S2 Zellen nicht vorhanden zu sein. Da gezeigt
werden konnte, dass die vergroBerten N¥?R-HA Vesikel durch die Endozytose des Rezeptors von
der Plasmamembran entstehen, stellt sich die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen
diesem Vesikel-Phinotyp und der starken liganden-unabhiingigen Aktivierung durch N¥?R-HA
gibt.

3.10 Regulation der Notch-Aktivitit durch eine liganden-unabhéngige Aktivierung vom
Endosom

Wie bereits beschrieben steht eine liganden-unabhéngige Aktivierung des Notch-Signalweges
héufig in einem direkten Zusammenhang mit einem gestdrten endosomalen Abbau des
Rezeptors. Gut untersuchte Beispiele flir diese Art der Rezeptor-Aktivierung sind der Ausfall
von shrub und /gd. In beiden Fiéllen kommt es zu einer ektopischen Notch-Aktivierung
(Ubersicht in (Schnute et al., 2018)).

In Folge dessen wird postuliert, dass es durch die Beeinflussung der ESCRT-Funktion zu einer
verstiarkten Akkumulation des Notch-Rezeptors an der limitierenden Membran des Endosoms
kommt und daraufhin eine liganden-unabhingige Spaltung des Rezeptors an der
endosomalen/lysosomalen Membran auslost wird (Schneider et al., 2013). Bei der Expression
von NK2R.HA zeigt sich eine deutliche Akkumulation des Rezeptors an der limitierenden
Membran von vergroBlerten Vesikeln mit endosomalem Ursprung. Diese Lokalisation des
Rezeptors deutet ebenfalls auf eine Notch-Aktivierung am Endosom/Lysosom hin und ist eine
mogliche Erkldrung fiir die liganden-unabhéngige Aktivierung des Rezeptors.

Um zu testen, ob die starke ektopische Aktivierung durch N¥?R-HA am Endosom/Lysosom
ausgelost wird, sollte die Ansduerung wéhrend der endosomalen Reifung unterdriickt werden.
Da die liganden-unabhéngige Aktivierung in /gd Mutanten Kuz unabhingig, aber y-Sekretase
abhingig ausgelost wird, wird vermutet, dass es zuvor zu einer alternativen Ablosung der
extrazellulairen Doméine kommen muss (alternatives ,,Ectodomain Shedding*) (Jaekel and Klein,
2006; Schneider et al., 2013; Troost et al., 2012). Der Abbau der ECD konnte einerseits iiber
saure Hydrolasen ausgeldst werden, oder auf die Losung der Ca®* abhiingigen Bindung zwischen
der extrazelluldren und der intrazelluldiren Doméne des Rezeptors auf Grund des sauren Milieus
des Endosoms/Lysosoms zurilickzufiihren sein (Aster et al., 1999; Rand et al., 2000). In beiden

Féllen ist die Ansduerung des Kompartimentes essentiell. Im Verlauf der endosomalen Reifung
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Abb. 30: Untersuchung der Effekte der endosomalen/lysosomalen Ansduerung auf die Aktivitit von N- HA und NK2R-HA,
Waihrend der endosomalen Reifung kommt es zu einer Ansduerung des Lumens durch die v-ATPase (A). Die Expression von
N-HA oder N¥?R_.HA und der vhaA-RNA:i fiir 14,5h erfolgte unter Kontrolle des #4-GAL4 Treibers mit tub-GALSO0S. N-HA
und N¥2R_.HA wurden sowohl einzeln (D-D*¢ u. F-F¢‘) und in Koexpression mit vha4-RNAi analysiert (E-E¢¢ u. G-G*¢). Die
gestrichelte gelbe Linie markiert die Expressionsgrenze der Notch-Rezeptoren (HA Antikorperfarbung). Als Marker fiir die
Notch-Aktivitdt wurde NRE-GFP verwendet. Eine Fluoreszenzintensititsmessung des NRE-GFP Signals wurde im ventralen
Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben sowohl in der posterioren sh-Expressionsdomaine, als auch im anterioren Bereich
durchgefiihrt. Die anterioren Messungen wurde als interne Referenzen der Imaginalscheiben verwendet. Bei der
Aktivititsmessung wurde das posteriore zum anterioren Verhiltnis aufgetragen (H). Im Verhéltnis zum Wildtyp fiihrt die
Expression der vhiaA-RNAI zu keiner signifikanten Abschwéchung der endogenen Notch-Aktivitdt (B/C u. H). Die vhaA-RNAi
hat ebenfalls keinen Effekt auf die Aktivierung durch N-HA (D-E‘¢ u. H). Durch Koexpression von N¥?R-HA und der vha4-
RNAi kommt es zu einer messbaren Abschwichung der ektopischen Notch-Aktivitdt (H). Signifikanztest: One-way ANOVA
(p>=0,05 (n.s.) / p<=0,0001 (****)) (wt: n=9 / N-HA: n=7 / NK2R-HA: n=11 / vhaA-RNAi: n=8 / N-HA vhaA-RNAi: n=6 /
NK2R_HA vhaA-RNAi: n=9). 66
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wird die Ansduerung des Endosoms/Lysosoms durch die v-ATPase reguliert (Cotter et al., 2015).
Mit Hilfe der Unterdriickung der v-ATPase kann auch die ektopische Notch-Aktivierung durch
den Ausfall von /gd unterdriickt werden (Schneider et al., 2013).

Kommt es durch die Expression von NX?R-HA zu einer Aktivierung des Rezeptors am
Endosom/Lysosom, so sollte durch die Unterdriickung der endosomalen Ansduerung auch die
Aktivierung von N¥?R_HA unterdriickt werden. Um dies zu testen wurden N-HA oder N¥?R-HA
mit einer RNAi gegen eine Untereinheit der v-ATPase koexprimiert (viaA-RNAi). Die
Expression wurde im posterioren Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben fiir 14,5h
durchgefiihrt und die Aktivitdt des Notch-Signalweges quantifiziert.

Die Expression der vhaA-RNAi fiihrt in Vergleich zum Wildtyp zu keiner signifikanten
Verdnderung der endogenen Notch-Aktivitit (Abb. 30 B-C u. H). Durch die Koexpression mit
N-HA kann ebenfalls kein signifikanter Unterschied der Aktivierung im Vergleich zur N-HA
Expression identifiziert werden (Abb. 30 D-E‘‘ u. H). Im Gegensatz dazu kann durch die
Koexpression von N¥?R.HA und der RNAI eine leichte, aber signifikante Abschwiichung der
Notch-Aktivitit im Vergleich zur N¥?R.HA Einzelexpression gemessen werden (Abb. 30 F-G*¢
u. H). Eine Koexpression von N¥2R-HA und der RNAI fiir 24h und 48h fiihrt allerdings weiterhin
zu einer starken Notch-Aktivitit und einer Uberproliferation der Imaginalscheiben (Anhang Abb.
55). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Ansduerung entweder keinen starken
Effekt auf die Aktivierung von N¥?R-HA hat, oder dass es durch die RNAi zu keiner effizienten
Unterdriickung der vATPase Aktivitit kommt. Die leichte Unterdriickung der N¥2R-HA Aktivitit
kann daher nur als Hinweis auf eine Abhédngigkeit von der Anséduerung des Endosoms/Lysosoms
gewertet werden.

Um die Aktivierung des N¥?R-HA Rezeptors weiter zu charakterisieren, sollte gepriift werden,
ob die Fusion des spdten Endosoms mit dem Lysosom essentiell fiir die Aktivierung ist. In lgd
Mutanten wird die Fusion zwischen dem Endosom und dem Lysosom benétigt um die ektopische
liganden-unabhingige Notch-Aktivierung auszuldosen. Im Gegensatz dazu ist die Fusion der
Kompartimente in shrub Mutanten nicht essentiell fiir die ektopische Notch-Aktivierung
(Schneider et al., 2013).

Um zu testen, ob die Aktivierung von N¥?®-HA von der Fusion des spiten Endosoms mit dem
Lysosom abhidngt, sollte diese Fusion im folgenden Experiment unterdriickt werden. Fiir die
Unterdriickung der Fusion wurde die Nullmutante frpml’ verwendet (Venkatachalam et al.,
2008). Bei Trpml (transient receptor potential-mucolipin) handelt es sich um einen
Kationenkanal der vorwiegend in endosomalen Vesikeln aktiv ist (Wong et al., 2012). In
Drosophila wird Ca*" fiir die Fusion des spiten Endosoms mit dem Lysosom benétigt. Die
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ADb. 31: Auswirkungen der Unterdriickung der Fusion zwischen dem spéten Endosom und dem Lysosom auf die Aktivitét
von N-HA und NX2R-HA. Durch den Ausfall des Kationenkanals Trpml wird die Fusion des spiten Endosoms mit dem 68
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Lysosom unterdriickt (A). Die Expression von N-HA und N¥2R-HA erfolgte fiir 48h unter Kontrolle des ci-GAL4 Treibers mit
tub-GAL80". N-HA und N¥?R-HA wurden in wildtypischen (D-D¢““ u. F-F¢‘) und in trpml’ mutanten Fliigelimaginalscheiben
(E-E**“ u. G-G**“) exprimiert. Als Marker fiir die Notch-Aktivitdt wurde NRE-GFP (III-Chromosom) verwendet (B). Die
gestrichelte gelbe Linie markiert die Expressionsgrenze der Notch-Rezeptoren (HA Antikorperfarbung). Zellkerne wurden mit
Hilfe einer Hoechst Farbung dargestellt. Der Ausfall von #7pm/ hat keine sichtbaren Auswirkungen auf die endogene Notch-
Aktivitdt (C**). Die ektopische Aktivierung von N-HA wird nicht durch #zpm/’ beeinflusst (D-E**¢, Pfeile). N¥?R-HA fiihrt zu
einer Uberproliferation (F1) und einer starken ektopischen Aktivierung (F** Pfeil). Weder die Uberproliferation, noch die
ektopische Aktivierung werden durch einen Ausfall von trpm! unterdriickt (G1 u. G** Pfeil).

Bereitstellung der fiir die Fusion benotigten Kationen wird iiber Trpml gewéhrleistet. Trpml
schleust endosomale Kationen aus dem Lumen des Endosoms in das Zytoplasma und initiiert so
die Fusion zwischen dem spiten Endosom und dem Lysosom (Ubersicht in (Venkatachalam et
al., 2015)) (Abb. 31 A). Die Eigenschaft der Unterbrechung der Fusion zwischen dem spiten
Endosom und dem Lysosom durch den Ausfall von t7pm/ konnte ebenfalls an einem anderen
Beispiel gezeigt werden. So fiihrt der zusitzliche Ausfall von #rpml in Igd?’’ mutanten
Fliigelimaginalscheiben zu einer Unterdriickung der ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalweges (unveroffentlichte Daten Thomas Breuer).

Fiir die Analyse wurden N-HA oder N¥?R.HA fiir 48h im anterioren Kompartiment von trpml’
mutanten Fliigelimaginalscheiben exprimiert. Durch den Ausfall von #rpml/ kommt es im
Vergleich zu wildtypischen Imaginalscheiben zu keiner Beeinflussung der endogenen Notch-
Aktivitit (Abb. 31 B-C**“). Die Aktivierung des Signalweges durch N-HA scheint durch den
Ausfall von trpml ebenfalls nicht beeinflusst zu werden (Abb. 31 Vergleich D u. E*¢, Pfeile).
Auch die starke ektopische Aktivierung des Signalweges durch NX*R-HA kann in trpml’
mutanten Fliigelimaginalscheiben nicht erkennbar reduziert werden (Abb. 31 Vergleich F** u.
G*, Pfeile).

Da sowohl der endogene, als auch der transgene N-HA Rezeptor liganden-abhingig aktiviert
werden, erklirt sich, warum der Ausfall von trpml’ keinen sichtbaren Effekt auf die Aktivitit des
Signalweges hat. Die Aktivierung durch N¥?R-HA wird hingegen stark liganden-unabhiingig
ausgelost. Die Beobachtung, dass es zu keiner Unterdriickung der starken ektopischen Aktivitét
des Signalweges durch N¥?R-HA in trpml Mutanten kommt, deutet darauf hin, dass die liganden-
unabhdngige Aktivierung des Rezeptors unabhidngig von der Fusion des Endosoms mit dem
Lysosom ausgeldst wird.

Zusammengefasst geben diese Ergebnisse Hinweise darauf, dass die Ansduerung des
Endosoms/Lysosoms fiir eine starke ektopische Aktivierung von N¥?R-HA benétigt wird. Des
Weiteren scheint die Aktivitdt unabhéngig von der Fusion des spiten Endosom mit dem Lysosom
zu sein. Diese Beobachtungen legen nahe, dass N¥?®-HA an der limitierenden endosomalen

Membran aktiviert wird.
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3.11 Einfluss der Ubiquitinligasen Dx und Su(dx) auf N-HA und NX?R-HA

3.11.1 Untersuchung der Ubiquitinierung von N-HA und N¥?R-HA durch Dx und Su(dx)

Da aufgrund der gezeigten Ergebnisse davon ausgegangen werden kann, dass N¥?R-HA lysin-
unabhéngig endozytiert und Aktiviert wird, stellt sich die Frage, ob die E3-Ligasen Dx und
Su(dx) einen Einfluss auf die Lokalisation und die Aktivitit von N¥?R-HA haben.

Sowohl bei Dx als auch bei Su(dx) gibt es Hinweise auf eine ubiquitinierungs-unabhingige
Funktion bei der Regulation der Endozytose von Notch (Matsuno et al., 2002; Shimizu et al.,
2014; Wilkin et al., 2004). Neben der Einleitung der Endozytose regulieren Dx und Su(dx)
dariiber hinaus die Lokalisation von Notch am Endosom. Die Uberexpression von Dx fiihrt zu
einer verstiarkten Akkumulation von Notch an der limitierenden Membran des Endosoms und
16st eine ektopische Aktivierung des Signalweges aus. Die Uberexpression von Su(dx) fiihrt
hingegen zu einer starken Internalisierung des Rezeptors in das Lumen des Endosoms und zu
einer Abschwichung der Aktivierung des Signalweges (Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008)
(Abb. 32 A). Da NK2R_HA iiber keine intrazelluliren Lysine verfiigt, sollte in der Regel keine
Ubiquitinierung des Rezeptors moglich sein. Mit Hilfe von N¥?R-HA sollten daher mégliche
ubiquitinierungs-unabhingige Funktionen von Dx und Su(dx) iiberpriift werden. In den
folgenden Experimenten wurde daher der Einfluss von Dx und Su(dx) auf die Endozytose, die
endosomale Lokalisation und die Aktivierung des N*?R-HA Rezeptors analysiert.

Um eine mogliche ubiquitinierungs-unabhingige Funktion von Dx und Su(dx) zu {iberpriifen,
musste zuvor getestet werden, ob die E3-Ligasen mdglicherweise lysin-unabhingige
Ubiquitinierungen des NX?R.HA Rezeptors ausldsen. Um diese Frage zu beantworten, wurde ein
Ubiquitinierungs-Assay in S2-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden S2 Zellen mit den Rezeptoren
N-HA oder N¥*R_-HA, den E3-Ligasen und Flag-gekoppeltem Ubiquitin transfiziert und fiir 24h
exprimiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die Rezeptoren mit Hilfe HA-
gekoppelter Beads prézipitiert. Da in diesem Versuch Flag-gekoppeltes Ubiquitin verwendet
wurde, sollte mittels eines Western Blots und einer anschlieBenden Flag-Fiarbung iiberpriift
werden, ob es zu einer Ubiquitinierung der Notch-Rezeptoren kommt. Der ,,full length* Notch-
Rezeptor kann bei ca. 300 kDa identifiziert werden. Die Expression von N-HA, Su(dx) und Flag-
Ubiquitin fithrt zu einer deutlich ausgeprdgten Flag-Bande. Im Gegensatz dazu fiihrt die
Expression von N¥?R-HA, Su(dx) und Flag-Ubiquitin zu keiner detektierbaren Flag-Bande (Abb.
32 B). Vergleichbar mit Su(dx) fiihrt auch die Expression von N-HA, Dx und Flag-Ubi™*"° zu
einer Flag-Bande. Die Expression von NX?®_HA, Dx und Flag-Ubi™™ fiijhrt zu keiner
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Abb. 32: Ubiquitinierungs- Assay transgener Notch-Rezeptoren in S2-Zellen. Sowohl die Uberexpression von Dx, als auch von
Su(dx) fiihren zu der Einleitung der Notch-Endozytose. Dx fiihrt zu einer Akkumulation des Notch-Rezeptors an der
limitierenden endosomalen Membran. Su(dx) verstirkt die Internalisierung des Rezeptors in das endosomale Lumen. Durch
die Uberexpression von Dx kommt es zu einer ektopischen Notch-Aktivierung. Su(dx) unterdriickt die Notch-Aktivierung (A).
Fiir den Ubiquitinierungs-Assay wurden die Notch-Rezeptoren mit den E3-Ligasen Dx oder Su(dx) und Flag-gekoppelten
Ubiquitin in S2-Zellen exprimiert. Fiir die Auslosung der Monoubiquitinierung durch Dx wurde monomeres Ubiquitin
verwendet (Flag-Ubi™*°). Die Rezeptoren wurden mit Hilfe HA-gekoppelter Beads prizipitiert und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Zur Detektion der Rezeptoren wurde ein Antikorper gegen HA eingesetzt. Ubiquitin wurde mit Hilfe eines Flag-
Antikorpers detektiert. Die ,,full-length* Rezeptoren konnen auf Hohe von 300 kDa detektiert werden. Bei N-HA kann sowohl
durch die Koexpression von Dx, als auch von Su(dx) eine Flag-Bande auf Hohe von 300 kDa detektiert werden. Bei NK?R-HA
kommt es weder durch Dx, noch durch Su(dx) zu einer Flag-Bande. N-HA wird durch Dx und Su(dx) ubiquitiniert. N¥?R-HA

wird weder durch Dx, noch durch Su(dx) ubiquitiniert (B).

Ubiquitinierungs-Assay

I 250 kDa

identifizierbaren Flag-Bande (Abb. 32 B).

Die Ergebnisse zeigen, dass der Austausch der intrazelluldren Lysine des Notch-Rezeptors zu
einer Unterdriickung der Ubiquitinierung durch Dx und Su(dx) fiihrt. Dadurch konnen
Ubiquitinierungen an alternativen Aminosduren durch Dx und Su(dx) ausgeschlossen werden.
Dabei ist allerdings zu beachten, dass der Ubiquitinierungs-Assay bisher nicht wiederholt werden

konnte. Die Ergebnisse des Assays sind daher als Hinweise zu werten.
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3.11.2 Beeinflussung der Endozytose von N-HA und N¥?R-HA durch Dx und Su(dx)

Als nichstes sollte iiberpriift werden, ob durch eine Uberexpression von Dx und Su(dx) eine
ubiquitinierungs-unabhiingige Endozytose des NX*R-HA Rezeptors ausgeldst wird. Dazu wurden
die Notch-Rezeptoren mit Dx, oder Su(dx) in Fliigelimaginalscheiben fiir 14,5h im posterioren
Kompartiment koexprimiert. Eine apikale Ansicht der Fliigelimaginalscheiben soll dabei helfen
zu liberpriifen, ob sich die Lokalisation des Rezeptors an der apikalen Plasmamembran durch die
Uberexpression der E3-Ligasen beeinflussen lisst. Der endogene Notch-Rezeptor akkumuliert
stark an der subapikalen Membran der Zellen. Dies duflert sich durch netzartige Strukturen am
apikalen Pol der Imaginalscheiben und durch ein starkes apikales Signal in der Z-Projektion
(Abb. 33 A, VergroBerung u. A¢, Pfeil). Durch die Uberexpression von Dx kommt es zu einer
Auflésung der netzartigen Akkumulation des endogenen Rezeptors an der subapikalen Membran
und zu einer vermehrten Bildung von Notch positiven Vesikeln (Abb. 33 B, VergroBerung u.
B*‘, Pfeile). Dieser Effekt kann durch die Uberexpression von Su(dx) nicht beobachtet werden
(Abb. 33 C, VergroBerung u. C*“, Pfeile). Selbst eine konstitutive Expression von Su(dx) fiihrt
zu keinem sichtbaren Effekt auf die apikale Lokalisation des endogenen Notch-Rezeptors
(Anhang Abb. 56).

Die Expression von N-HA fiihrt zu einer Akkumulation des Rezeptors an der subapikalen
Membran und der apikalen Oberflidche der Zellen (Abb. 33 D, Vergroflerung) Die Expression
von N¥2R_HA fiihrt ebenfalls zu einer Akkumulation des Rezeptors an der subapikalen Membran,
die im Vergleich zu N-HA etwas stirker ausgeprigt ist (netzartig) (Abb. 33 G, VergroBBerung).
Dariiber hinaus kommt es durch die Expression von N¥?R-HA im Vergleich zu N-HA zu einer
verstirkten basalen Akkumulation von N¥?R-HA positiven Vesikeln (Abb. 33 D* u. G°). Die
Koexpression von N-HA und Dx fiihrt zu einem deutlichen Verlust der Membranlokalisation
und vermittelt eine starke Bildung von N-HA positiven Vesikeln (Abb. 33 E, VergroBerung u.
E‘, Pfeil). Die Koexpression von N-HA und Su(dx) fiihrt zu einem dhnlichen Effekt, scheint
allerdings schwicher ausgeprdgt zu sein (Abb. 33 F, VergroBerung u. F¢, Pfeil). Die
Koexpression von Dx und N¥?R.HA fiihrt ebenfalls zu einer deutlichen Auflosung der
subapikalen Lokalisation und einer verstirkten Bildung von N¥?R_.HA positiven Vesikeln (Abb.
33 H, VergroBerung u. H*, Pfeil). Dieser Effekt ldsst sich auch durch die Koexpression mit
Su(dx) beobachten (Abb. 33 I, VergroBerung u. I* Pfeil). Um die Stirke der Akkumulation an
der apikalen Membran von N-HA und N¥R_HA zu quantifizieren, wurde das apikale
Fluoreszenzsignal und das gesamte Fluoreszenzsignal ohne die apikale Membran gemessen. Um

die Stirke der apikalen Akkumulation zu zeigen, wurde das Verhéltnis des apikalen Signals zu
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Abb. 33: Analyse der Endozytose von N-HA und N¥?R-HA durch die E3-Ligasen Dx und Su(dx). Die Rezeptoren N-HA und
NK2R_HA sowie die E3-Ligasen Dx und Su(dx) wurden sowohl einzeln, als auch in Koexpression fiir 14,5h unter Kontrolle des
hh-GAL4 Treibers mit tub-GAL80"™ exprimiert. Um die apiko-basale Lokalisation der Rezeptoren darzustellen wurden Z-Stapel
der Fliigelimaginalscheiben aufgenommen (A‘/B*-B**/C*-C*‘/D*/E*/F*/G‘/H*/1*). In der X/Y-Ebene werden apikale Ansichten der
Fligelimaginalscheiben gezeigt. Zur Detektion der transgenen Rezeptoren wurde eine HA Antikdrperfarbung durchgefiihrt. Zur
Detektion des endogenen Rezeptors wurde der NECD Antikdrper verwendet. Die Expression von Dx und Su(dx) wurde mit
Antikorperfarbungen gegen Dx und Su(dx) dargestellt. Die gestrichelte gelbe Linie markiert die Grenze der
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hh-Expressionsdoméne. VergroBerte Bereiche sind durch weile Boxen gekennzeichnet. Der endogene Notch-Rezeptor
akkumuliert stark an der subapikalen Membran (A). Die Expression von Dx fiihrt zu einer verstidrkten Akkumulation des
endogenen Rezeptors in Vesikeln (B‘‘ Pfeile) und einer reduzierten Lokalisation an der subapikalen Membran (B,
VergroBerung). Die Expression von Su(dx) fiihrt zu keiner verstirkten Akkumulation von Notch in Vesikel (C*, Pfeile). Der
Rezeptor lokalisiert weiterhin an der subapikalen Membran (C, Vergroferung). N-HA lokalisiert an der subapikalen Membran
und an der apikalen Oberfliche der Zellen (D, VergroBerung). NK¥?R-HA akkumuliert stark an der subapikalen Membran (G,
VergroBerung). Die Membranlokalisation reduziert sich durch die Koexpression von Dx mit N-HA und N¥?R-HA deutlich (E-E*
u. H-H¢). Auch durch die Koexpression von Su(dx) mit N-HA und NX?®-HA kommt es zu einer Reduzierung der apikalen
Membranakkumulation (F-F* u. I-IY). Um die apikale Lokalisation der Rezeptoren zu quantifizieren wurde die
Fluoreszenzintensitét der apikalen Membran gemessen und im Verhéltnis zur gesamten Fluoreszenzintensitit ohne die apikale
Membran aufgetragen. Das Verhiltnis der apikalen Fluoreszenzintensitit ist bei N*¥?R-HA im Vergleich zu N-HA schwicher
ausgeprégt. Die apikale Fluoreszenzintensitdt von N-HA wird durch die Koexpression von Dx und Su(dx) abgeschwécht. Auch
die apikale Fluoreszenzintensitit von N¥?R-HA wird durch die Koexpression von Dx und Su(dx) abgeschwiicht (fiir die Messung
wurden von jedem Genotyp: n=3 Fliigelimaginalscheiben ausgewertet) (J). Signifikanztest: One-way ANOVA (p<=0,05 (¥*) /
p<=0,01 (¥*)/ p<=0,001 (***) / p<=0,0001 (****)).

dem gesamten Fluoreszenzsignal ohne apikale Membran dargestellt. Bei N-HA kommt es im
Vergleich zu N**R_HA zu einer stirkeren apikalen Akkumulation des Rezeptors (Abb. 33 J).
Dieser Effekt ldsst sich vermutlich auf die verstirkte basale Vesikelakkumulation von N¥?R-HA
zuriickfithren (Abb. 33 Vergleich D u. G*). Die apikale Akkumulation von N-HA wird sowohl
durch die Dx als auch die Su(dx) Expression herabgesetzt. Su(dx) zeigt dabei einen schwécheren
Effekt. Dx und Su(dx) fiihren ebenfalls zu einer abgeschwichten apikalen Akkumulation des
NKZR_HA Rezeptors. Auch in diesem Fall zeigt Su(dx) einen schwicheren Effekt (Abb. 33 J).

Zusammengefasst kommt es sowohl durch die Uberexpression von Dx, als auch von Su(dx) zu
einer Reduzierung der Lokalisation an der apikalen Membran von N-HA und N¥?R-HA. Dariiber
hinaus fiihrt die Uberexpression der E3-Ligasen zu einer verstirkten Akkumulation der
Rezeptoren in Vesikeln. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Einleitung der Notch-
Endozytose durch Dx und Su(dx) ubiquitinierungs-unabhingig ausgeldst wird. Die Ergebnisse
durch die Analyse von Dx und Su(dx) mit nichtfunktionalen Ubiquitinierungsdoménen (Matsuno
et al., 2002; Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2004) konnen somit bestitigt werden. Dariiber
hinaus kann mit Hilfe von N¥?R-HA ein direkter ubiquitinierungs-unabhingiger Mechanismus

der Notch-Endozytose aufgezeigt werden.

3.11.3 Untersuchung der Beeinflussung der endosomalen Lokalisation von N-HA und
NKZR_HA durch Dx und Su(dx)

Da die durch Dx und Su(dx) vermittelte Einleitung der Endozytose von NFKR-HA
ubiquitinierungs-unabhéngig abzulaufen scheint, stellt sich die Frage, ob auch die Regulation der
endosomalen Lokalisation des Rezeptors durch Dx und Su(dx) ubiquitinierungs-unabhingig
beeinflusst wird. Um diese Frage zu beantworten wurden beide Rezeptoren und die E3-Ligasen

fiir 14,5h im posterioren Kompartiment von Fliigelimaginalscheiben exprimiert. Um reifende
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Abb. 34: Auswirkungen der Dx Uberexpression auf die endosomale Lokalisation von N-HA und NK2R-HA. Die Rezeptoren N-
HA und NX2R_HA, sowie die E3-Ligase Dx wurden fiir 14,5h unter Kontrolle des hh-GAL4 Treibers mit fub-GAL80' exprimiert.
In der X/Y-Ebene werden basale Ansichten der Fliigelimaginalscheiben gezeigt. Zur Detektion der transgenen Rezeptoren wurde
eine HA Antikorperfarbung durchgefiihrt. Zur Detektion des endogenen Rezeptors wurde eine NECD Antikorperfarbung
durchgefiihrt. Als Marker fiir spit-endosomale Kompartimente wurde eine Antikdrperfarbung gegen Rab7 durchgefiihrt. Die
gestrichelte gelbe Linie markiert die Grenze der hh-Expressionsdomédne. Vergroferte Bereiche sind durch weifle Boxen
gekennzeichnet. Pfeile markieren eine Kolokalisation mit Rab7. Geschlossene Pfeilspitzen markieren Notch positive Vesikel die
nicht mit Rab7 kolokalisieren. Offene Pfeilspitzen markieren Rab7 positive Vesikel die sich in direkter raumlicher Nédhe zu
Notch-Vesikeln befinden. Basale N-HA positive Vesikel verfligen iiber kein ausgepragtes Lumen (A, Vergroferung) und
kolokalisieren leicht mit Rab7 (A-A‘¢, Pfeile). N¥?R-HA positive Vesikel verfiigen iiber ein deutlich ausgeprigtes Lumen (B,
VergroBerung) und kolokalisieren nicht mit Rab7 (B-B*“, geschlossene Pfeilspitze). Die Uberexpression von Dx fiihrt zu einer
Akkumulation des endogenen Rezeptors in Vesikeln (C). In seltenen Fillen kommt es zu vergroBerten Vesikeln die ein leichtes
Lumen aufweisen (C, VergroBerung). Diese Vesikel kolokalisieren nicht mit Rab7 (C-C*‘, geschlossene Pfeilspitze). Dx fiihrt
bei einigen N-HA positiven Vesikeln zu der Bildung eines Lumens (D, Vergroferung). Diese Vesikel kolokalisieren ebenfalls
nicht mit Rab7 (D-D*¢, geschlossene Pfeilspitze). Dx hat keinen weiteren Effekt auf die Ausprigung des Lumens von N¥?R-HA
positiven Vesikeln (E, Vergrofierung). Es kommt weiterhin zu keiner Kolokalisation mit Rab7 (E-E*¢, geschlossene Pfeilspitzen).
In einigen Fillen kommt es zu einer Lokalisation von Rab7 positiven Vesikeln in direkter rdumlicher Néhe zu N¥?R-HA positiven
Vesikeln (E-E*‘, offene Pfeilspitze).

Endosomen zu markieren, wurde eine Antikorperfirbung gegen Rab7 durchgefiihrt. Analysiert
wurden basale Notch positive Vesikel (Ubersicht im Anhang Abb. 57 u. Abb. 58). Mit Hilfe des
Rab7 Antikorpers kann eine Kolokalisation mit N-HA positiven Vesikeln beobachtet werden
(Abb. 34 A-A*‘ Pfeile). VergroBerte NX2R_HA positive Vesikel mit einem stark ausgeprigten
Lumen kolokalisieren, wie zuvor gezeigt, nicht eindeutig mit Rab7 (Abb. 34 B-B** Pfeilspitze).
Durch die Uberexpression von Dx kommt es zu einer verstirkten Akkumulation des endogenen

Rezeptors in Vesikeln (Abb. 34 C). Kleinere Notch positive Vesikel kolokalisieren haufig mit
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Rab7 (Abb. 34 C-C** Pfeil). VergroBerte Vesikel sind in der Regel Rab7 negativ (Abb. 34 C-C**
Pfeilspitze). In seltenen Féllen kann eine leichte Ausprigung eines Lumens bei vergroferter
Notch positiven Vesikeln beobachtet werden (Abb. 34 C Vergroferung).

Im Gegensatz zur Einzelexpression von N-HA kommt es durch die Koexpression mit Dx in
einigen Fillen zu der Ausprigung eines Lumens der N-HA positiven Vesikel (Abb. 34 D,
VergroBerung). Die Koexpression von Dx und N¥?R-HA fiihrt weiterhin zu einer Bildung von
vergroBerten NK?R_.HA positiven Vesikel mit einem deutlich ausgeprigten Lumen (Abb. 34 E,
VergroBerung). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Uberexpression von Dx sowohl bei
dem endogenen, als auch bei dem N-HA Rezeptor zu Notch positiven Vesikeln fiihrt, bei denen
der Rezeptor verstirkt an der limitierenden Membran akkumuliert. Hingegen scheint die
Expression von Dx keinen weiteren Effekt auf die Lokalisation von NX?R-HA an der
limitierenden Membran von Notch positiven Vesikeln zu haben. Diese Beobachtung ist

NK2R_HA bereits ohne die Uberexpression von

wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass sich
Dx groftenteils an der limitierenden Membran befindet. Auffillig ist, dass es bei vergroBerten
Vesikeln mit einem ausgeprigten Lumen zu keiner eindeutigen Kolokalisation mit Rab7 kommt
(Abb. 34 A-E*‘, geschlossene Pfeilspitzen). In einigen Fillen kommt zu einer Assoziation von
Rab7 positiven Vesikeln in direkter rdumlicher Ndhe zu vergroBerten Notch positiven Vesikeln
(Abb. 34 A-E*‘, offene Pfeilspitzen). Hingegen kommt es bei kleineren Vesikeln hdufig zu einer
deutlichen Kolokalisation mit Rab7 (Abb. 34 A-E*‘, Pfeile). Diese Beobachtung deutet darauf

hin, dass es durch die Vergroferung der Vesikel tendenziell zu einem Verlust von Rab7 kommit.

Wie bereits beschrieben, zeigt die Uberexpression von Su(dx) keine verstirkte Akkumulation
des endogene Rezeptors in Vesikeln (Abb. 35 A). Die Vesikel sind nicht vergréfert und sind
hdufig mit Rab7 assoziiert (Abb. 35 A-A‘‘, Pfeile). Die Expression von Su(dx) scheint daher
keinen starken Einfluss auf die endosomale Lokalisation des endogenen Rezeptors zu haben. Die
Koexpression von Su(dx) und N-HA fiihrt, vergleichbar mit der Einzelexpression von N-HA, zu
Notch positiven Vesikeln bei denen in der Regel kein deutliches Lumen zu identifizieren ist
(Abb. 35 B, VergroBerung). Die Koexpression von Su(dx) und N¥?R_-HA fiihrt im Vergleich zur
NK2R_HA Einzelexpression zu einem schwiicher ausgeprigten Lumen der Notch positiven
Vesikel (Abb. 35 C, VergroBerung). Diese Beobachtung deuten darauf hin, dass Su(dx) zu einer
verstirkten Internalisierung des NX?R-HA Rezeptors von der limitierenden Membran in das
Lumen von Notch-Vesikeln fiihrt. Auch in diesem Fall kommt es bei vergréferten Notch
positiven Vesikeln hdufig zu keiner eindeutigen Kolokalisation mit Rab7 (Abb. 35 A-C*,
geschlossene Pfeilspitzen), aber in einigen Féllen zu einer direkten rdumlichen Ndhe von Rab7

76



Ergebnisse

hh GAL4, tub-GALBOtS 14,5 h Expression

UAS-N-HA|B’
UAS-Su(dx)

UAS-NKR-HANC' ; : _
UAS-Su(dx) 4 § %oy ’ s

NRHA

Abb. 35: Auswirkungen der Su(dx) Uberexpression auf die endosomale Lokalisation von N-HA und N¥2R-HA. Die Rezeptoren
N-HA und NK2R-HA, sowie die E3-Ligase Su(dx) wurden fiir 14,5h unter Kontrolle des /#4-Gal4 Treibers mit fub-GAL80®
exprimiert. In der X/Y-Ebene werden basale Ansichten der Fliigelimaginalscheiben gezeigt. Zur Detektion der transgenen
Rezeptoren wurde eine HA Antikorperfarbung durchgefithrt. Zur Detektion des endogenen Rezeptors wurde eine NECD
Antikorperfarbung durchgefiihrt. Als Marker fiir spatendosomale Kompartimente wurde eine Antikorperfairbung gegen Rab7
durchgefiihrt. Die gestrichelte gelbe Linie markiert die Grenze der hh-Expressionsdoméne. Vergroferte Bereiche sind durch
weille Boxen gekennzeichnet. Pfeile markieren eine Kolokalisation mit Rab7. Geschlossene Pfeilspitzen markieren Notch-
Vesikel die nicht mit Rab7 kolokalisieren. Offene Pfeilspitzen markieren Rab7 positive Vesikel die sich in direkter raumlicher
Nihe zu Notch-Vesikeln befinden. Die Uberexpression von Su(dx) fiihrt zu keiner vermehrten Akkumulation des endogenen
Rezeptors in Vesikeln (A). Die vorhandenen Notch-Vesikel kolokalisieren mit Rab7 (A-A‘‘ Pfeile). Die Lokalisation von N-HA
innerhalb von Notch-Vesikeln wird durch Su(dx) nicht verandert (B, Vergroferung). Diese Vesikel kolokalisieren in den meisten
Féllen nicht eindeutig mit Rab7 (B-B**, geschlossene Pfeilspitze). Su(dx) scheint zu einer reduzierten Auspragung des Lumens
von NX2R_HA positiven Vesikeln zu fithren (C, VergroBerung). Diese Vesikel kolokalisieren in den meisten Féllen nicht eindeutig
mit Rab7 (C-C*‘, geschlossene Pfeilspitzen). In einigen Féllen fiihrt die Su(dx) Expression zu einer Lokalisation von Rab7
positiven Vesikeln in direkter rdumlicher Néhe zu N-HA und NX?R-HA positiven Vesikeln (B-B¢“ u. C-C*‘ offene Pfeilspitzen).

positiven Vesikeln zu vergroferten Notch positiven Vesikeln (Abb. 35 A-C*‘, offene
Pfeilspitzen).

Um den Einfluss von Dx und Su(dx) auf die Lokalisation von N-HA und N¥?®-HA an der
limitierenden Membran von Notch positiven Vesikeln quantitativ zu iiberpriifen, wurde eine
Fluoreszenzintensitdtsmessung der Vesikel durchgefiihrt. Bei einem stark ausgepriagten Lumen
entsteht eine hohe Differenz der Fluoreszenzintensitit zwischen dem Lumen und der
limitierenden Membran eines Vesikels. Diese Differenz wurde als MaB fiir die Auspragung des
Lumens verwendet. Um darzustellen wie viel Signal sich innerhalb eines Lumens befindet,
wurde die Differenz der Fluoreszenzintensitit reziprok aufgetragen (Abb. 36 A).

Bei der Interpretation der Messergebnisse ist allerdings zu beachten, dass es bei den
verschiedenen Vesikeln zu deutlichen Schwankungen in der Grof3e und der Fluoreszenzintensitét
kommt, welche die Messungen beeinflussen konnen. Daher sind die Ergebnisse dieser Messung
als Hinweise zu verstehen.

Die qualitativen Beobachtungen konnen mit Hilfe der Fluoreszenzintensitdtsmessung

grofBtenteils bestatigt werden. So flihrt die Dx Expression zu einer reduzierten Akkumulation von
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Abb. 36: Fluoreszenzintensititsmessung basaler N-HA und N*2R-HA positiver Vesikel. Um die Akkumulation von N-HA und
NK2R_HA im Lumen von Notch positiven Vesikeln zu quantifizieren, wurde die Differenz der Fluoreszenzintensitit zwischen der
limitierenden Membran und des Lumens gemessen. Um die Intensitét der Fluoreszenz innerhalb des Lumens darzustellen wurde
die Differenz zwischen der limitierenden Membran und des Lumens reziprok aufgetragen (A). Die Uberexpression von Dx fiihrt
zu einer verstirkten Lumenbildung von N-HA Vesikeln. Die Uberexpression von Su(dx) hat keinen weiteren Effekt auf die N-
HA Lumenbildung (B). Die Expression von NX2R-HA fiihrt zu einer starken Lumenbildung. Die zusitzliche Expression von Dx
fiihrt zu keiner Verinderung der N¥2R-HA Lumenbildung. Die Uberexpression von Su(dx) scheint hingegen zu einer vermehrten
Internalisierung von N¥2R_.HA in das Vesikellumen zu fiihren (C). Bei allen Genotypen wurden 30 Vesikel mit der stirksten
Ausprigung eines Lumens vermessen (n=30 aus 3 Fliigelimaginalscheiben). Signifikanztest: One-way ANOVA (p>=0,05 (n.s.)
/ p<=0,01 (**) / p<=0,001 (**%*)).

N-HA im Vesikellumen. Die Expression von Su(dx) hat keinen weiteren Effekt auf die
Lokalisation von N-HA in Vesikeln (Abb. 36 B). Diese Beobachtung konnte dadurch erklart
werden, dass sich der N-HA Rezeptor bereits ohne die zusitzliche Expression von Su(dx) stark
im Lumen von Notch-Vesikeln befindet. N¥?R-HA akkumuliert groBtenteils an der limitierenden
Membran der Vesikel. Die Koexpression mit Dx fiihrt zu keiner signifikanten Verdnderung
dieses Phinotyps. Su(dx) fiihrt hingegen zu einem leichten Anstieg von N¥?R-HA im Lumen

(Abb. 36 C). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Dx die Internalisierung von N-HA in das
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Vesikellumen unterdriickt und bestitigen somit die zuvor verdffentlichte Studien, in denen
gezeigt wurde, dass Dx zu einer verstirkten Akkumulation von Notch an der limitierenden
endosomalen Membran fiihrt (Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008). Die Beobachtung, dass
Su(dx) zu einer leichten Internalisierung von N¥?®-HA in das Lumen von Notch positiven

Vesikeln fiihrt, deuten darauf hin, dass dieser Prozess ubiquitinierungs-unabhédngig abliuft.

3.11.4 Untersuchung der Beeinflussung der Notch-Aktivierung durch Dx und Su(dx)

Da Dx als positiver und Su(dx) als negativer Regulator des Notch-Signalweges bekannt sind
(Ubersicht in (Baron, 2012)), sollte iiberpriift werden, welchen Einfluss die E3-Ligasen auf die
Aktivierung des Signalweges durch N-HA und N¥?R-HA haben. Um dies zu testen, wurden N-
HA oder NX?®.HA mit den E3-Ligasen fiir 14,5h im posterioren Kompartiment von
Fliigelimaginalscheiben koexprimiert und die Aktivierung des Notch-Signalweges quantifiziert.
Wihrend die Uberexpression von Dx eine ektopischen Aktivierung des Signalweges ausldst,
fithrt die Expression von Su(dx) zu einer leichten, aber nicht signifikanten Unterdriickung der
endogenen Aktivitdt (Abb. 37 A-B*‘ und I). Im Vergleich zu N-HA fiihrt die Koexpression von
N-HA und Dx ebenfalls zu einer verstirkten Aktivierung des Signalweges. Die Koexpression
mit Su(dx) fiihrt hingegen zu einer Abschwichung der Notch-Aktivitédt (Abb. 37 C-E** u. I). Die
Effekte der Uberexpression von Dx und Su(dx) auf die Aktivitit des Signalweges durch den
transgenen N-HA Rezeptors sind daher vergleichbar mit den Effekten auf den endogenen
Rezeptor.

Im Vergleich zu N¥*R-HA fiihrt die Koexpression von NX*R_.HA und Dx zu keiner signifikanten
Verinderung der Notch-Aktivitit. Die Koexpression mit Su(dx) und N¥?R-HA fiihrt weiterhin zu
einer starken ektopischen Aktivitit, die allerdings im Vergleich zur Einzelexpression von NX2R-
HA leicht reduziert ist (Abb. 37 F-H*‘ und I). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die
Regulation der Aktivierung des Notch-Signalweges durch Su(dx) ebenfalls ubiquitinierungs-
unabhéngig ablaufen kann.

Zusammengefasst kann die Funktion von Dx als positiver und Su(dx) als negativer Regulator der
Notch-Aktivitit bestdtigt werden. Dieser Effekt ldsst sich auch durch die zusétzliche Expression
des transgenen N-HA Rezeptors beobachten. Die Beobachtung, dass die ektopische Aktivierung
durch N¥?R_HA durch die zusitzliche Expression von Dx nicht weiter gesteigert werden kann,
konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass sich der N¥?R-HA Rezeptor bereits an der limitierenden

Membran von Notch-Vesikeln befindet. Das die Koexpression von Su(dx) und N*¥?R-HA zu einer
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Abb. 37: Untersuchung der Auswirkungen von Dx und Su(dx) auf die Aktivitit von N-HA und N¥?R-HA. Die Expression der E3-

Ligasen sowie der Rezeptoren N-HA und NX2R-HA erfolgte fiir 14,5h unter Kontrolle des h#-GAL4 Treibers mit tub-GALS0".
Dx und Su(dx) wurden sowohl einzeln, als auch in Koexpression mit N-HA oder NX?R-HA analysiert. Die Expression von Dx
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Su(dx) wurde mit Dx und Su(dx) Antikdrpern detektiert (A u. B). Die Expression von N-HA und N¥*®-HA wurde mit einer HA
Antikorperfarbung dargestellt (C-H). Die gestrichelte gelbe Linie markiert die hh-Expressionsdoméne. Als Marker fiir die Notch-
Aktivitdit wurde NRE-GFP verwendet. Eine Fluoreszenzintensitdtsmessung des NRE-GFP Signals wurde im ventralen
Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben sowohl in der posterioren hh-Expressionsdomine, als auch im anterioren Bereich
durchgefiihrt. Die anterioren Messungen wurde als interne Referenzen der Imaginalscheiben verwendet. Bei der
Aktivititsmessung wurde das posteriore zum anterioren Verhéltnis aufgetragen (I). Im Verhéltnis zum Wildtyp fiihrt die
Expression von Dx zu einer ektopischen Aktivierung des Signalweges (A‘ u. I). Durch die Expression von Su(dx) kommt es zu
einer leichten, aber keiner signifikanten Abschwéchung der endogenen Notch-Aktivitit (B u. I). Im Vergleich zu N-HA fiihrt die
Koexpression von N-HA und Dx zu einer deutlichen Aktivitétssteigerung (D° u. I). Die Koexpression von N-HA und Su(dx) fiihrt
zu einer Abschwichung der Notch-Aktivitit (E€ u. I). Die starke ektopische Notch-Aktivierung durch N*?R-HA wird durch eine
Koexpression von Dx nicht verdndert (G u. I). Die Koexpression von Su(dx) und N¥?R-HA fiihrt zu einer leichten messbaren
Abschwichung der Notch-Aktivitdt (H® u. I). Signifikanztest: One-way ANOVA (p>=0,05 (n.s.) / p<=0,05 (*) / p<=0,001 (**%*)
/ p<=0,0001 (****) (wt: n=9 / dx: n=10/ Su(dx) n=6 / N-HA: n=7 / NK2R_.HA: n=11 / N-HA dx: n=8 / N-HA Su(dx): n=7 / NX2R.
HA dx: n= 13 / N¥2R_.HA Su(dx) n=9 Fliigelimaginalscheiben).

leichten Abschwichung der Notch-Aktivitét flihrt, deutet auf eine ubiquitinierungs-unabhéngige
Funktion von Su(dx) hin. Dies konnte auf die zuvor gezeigte verstirkte Internalisierung von
NK2R_HA in das Lumen von Notch positiven Vesikeln zuriickzufiihren sein. Die verstirkte
Internalisierung und die abgeschwichte ektopische Notch-Aktivitit sind zudem weitere

Hinweise darauf, dass N¥?R-HA von der limitierenden Membran der Vesikel aktiviert wird.

3.12 Ein Dileucinmotiv als mégliches Endozytosesignal

Da gezeigt werden konnte, dass die Endozytose des Notch-Rezeptors ubiquitinierungs-
unabhéngig reguliert wird, stellt sich die Frage, wie die Endozytose des Rezeptors geregelt wird.
Als Signale fiir die Endozytose und den Transport von Transmembranproteinen in
endosomale/lysosomale Kompartimente sind unter anderem Dileucinmotive bekannt
(Letourneur and Klausner, 1992; Pond et al., 1995). Auch der Drosophila Notch-Rezeptor
verfligt iiber ein intrazelluldres konserviertes Dileucinmotiv (Abb.39 A). Dieses Dileucinmotiv
wurde bereits im humanen NI1-Rezeptors untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein
Austausch des Dileucinmotives keinen Effekt auf die Endozytose des Rezeptors hat, aber zu
einer verminderten Notch-Aktivierung vom Lysosom fiihrt. Dariiber hinaus fiihrt der Austausch
des Motives zu einem unterdriickten Transport des Rezeptors vom frithen zum spédten Endosom
(Zheng et al., 2013).

Um zu iberpriifen welchen Effekt das Dileucinmotiv des Drosophila Notch-Rezeptors hat,
wurde ein Leucin zu Alanin Austausch des Motives (LL2AA) sowohl bei N-HA, als auch
NKZR_HA durchgefiihrt.
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3.12.1 Auswirkungen des Dileucinmotives auf die Endozytose von N-HA und NX?R-HA

Um den Einfluss des Dileucinmotives auf die Endozytose der Notch-Rezeptoren zu iiberpriifen,
wurden NM2AAHA und NK2RLLZAAHA fiir 14,5h im posterioren Kompartiment von Fliigel-
imaginalscheiben exprimiert. Mit Hilfe einer apikalen Ansicht der Fliigelimaginalscheiben
wurde iiberpriift, ob sich die Lokalisation der Rezeptoren an der apikalen Plasmamembran durch
den Austausch der Dileucinmotive beeinflussen ldsst.

Wie bereits, gezeigt fiihrt die Expression von N-HA und N¥?R-HA zu einer Akkumulation der
Rezeptoren an der apikalen Membran (Abb. 38 B‘/D° Pfeile u. B/D VergroBBerung). Der
Austausch des Dileucinmotives bei N-HA fiihrt weiterhin zu einer Lokalisation des Rezeptors an
der apikalen Membran und in Vesikeln (Abb. 38 C*). Im Gegensatz zu N-HA fiihrt NFF2AAHA
allerdings zu einer verstiarkten Akkumulation des Rezeptors an der subapikalen Membran, was
sich durch die deutliche Auspriagung der netzartigen Struktur zeigt (Abb. 38 Vergleich B u. C,
VergroBerung). Der Austausch des Dileucinmotives bei N¥?R-HA fiihrt weiterhin zu einer
Lokalisation des Rezeptors an der apikalen Membran und in Vesikeln (Abb. 38 E*). Sowohl
NK2R_HA als auch NK2R-LL2AA_HA akkumulieren deutlich an der subapikalen Membran (Abb. 38
Vergleich D u. E Vergroferung). Um die Stirke der Akkumulation der Rezeptoren an der
apikalen Membran zu quantifizieren, wurde wie zuvor die Fluoreszenzintensitit der apikalen
Membran gemessen und im Verhiltnis zu der gesamten Fluoreszenzintensitit ohne die apikale
Membran dargestellt. Sowohl fiir N'?AAHA, als auch NX2R-LL2AA_HA kann im Vergleich zu N-
HA und N¥?R_HA ein deutlicher Anstieg der Akkumulation an der apikalen Membran gemessen
werden (Abb. 38 F). Diese Ergebnisse legen nahe, dass das Dileucinmotiv des Drosophila Notch-

Rezeptors an der Endozytose von der apikalen Membran beteiligt ist.
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Abb. 38: Analyse der Endozytose von NK2R-LLZAA_HA ynd NH2AAHA, Die Rezeptoren N-HA und NX2R-HA, sowie NK2R-LL2AA
HA und N'?AA_HA wurden fiir 14,5h unter Kontrolle des h/A-GAL4 Treibers mit tub-GAL80" exprimiert. Um die apiko-basale
Lokalisation der Rezeptoren darzustellen wurden Z-Stapel der Imaginalscheiben aufgenommen (B/C*/D*/E*). In der X/Y-Ebene
werden apikale Ansichten der Fliigelimaginalscheiben gezeigt. Zur Detektion der transgenen Rezeptoren wurde eine HA
Antikorperfarbung durchgefiihrt. Vergroferte Bereiche sind durch weile Boxen gekennzeichnet. N-HA lokalisiert an der
subapikalen Membran und an der apikalen Oberfliche der Zellen (B, VergroBerung). NK?R-HA akkumuliert stark an der
subapikalen Membran (D, VergroBerung). Durch die Expression von NM2AA-HA kommt es zu einer deutlichen Akkumulation
des Rezeptors an der subapikalen Membran (C, VergroBerung). Sowohl NK2R-HA, als auch NK2R-LLZAA_HA zeigen eine deutliche
Akkumulation an der subapikalen Membran (D u. E, Vergroferung). Um die Akkumulation der Rezeptoren an der apikalen
Membran zu quantifizieren, wurde die Fluoreszenzintensitdt der apikalen Membran gemessen und im Verhéltnis zur gesamten
Fluoreszenzintensitit ohne die apikale Membran aufgetragen. Sowohl NF2AA-HA als auch NK2RLL2AA_HA zeigen im Vergleich
zu N-HA und N¥?R-HA einen deutlichen Anstieg des apikalen Signals. (fiir die Messung wurden von jedem Genotyp: n=3
Fligelimaginalscheiben ausgewertet) (F). Signifikanztest: One-way ANOVA (p<=0,05 (*) / p<=0,01 (**)).
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3.12.2 Untersuchung der endosomalen Lokalisation von NI2AA_HA und NK2R-LL2AA_ A

Durch den Austausch des Dileucinmotives bei N-HA und N¥*®-HA kommt es zu einer
verstirkten Akkumulation der Rezeptoren an der apikalen Membran. Dennoch fiihrt der
Austausch nicht zu einer Unterbrechung der Vesikelbildung.

Fiir den human N1-Rezeptor konnte gezeigt werden, dass der Austausch des Dileucinmotives zu
einem unterdriickten Transport des Rezeptors in spit-endosomale Kompartiment kommt (Zheng
etal., 2013). Da es bei N'2AAHA und NX2RLL2AA_H A weiterhin zu einer Bildung von Vesikeln
kommt, sollte untersucht werden, ob es auch bei dem Drosophila Notch-Rezeptor zu einer
Unterdriickung des Transportes in spét-endosomale Kompartimente kommt.

Dazu wurden N'?AA_HA und NK2RLL2AAHA fiir 14,5h in posterioren Kompartiment von
Fliigelimaginalscheiben exprimiert. Um spdte Endosomen zu Markieren wurde -eine
Antikorperfirbung gegen Rab7 durchgefiihrt (Ubersicht im Anhang Abb. 59). Bei NFF2AA_HA
kommt es sowohl bei apikalen, als auch basalen Notch positiven Vesikeln zu einer Kolokalisation
mit Rab7 (Abb. 39 A-B*‘, Pfeile). Apikale N¥?RILZAAHA positive Vesikel kolokalisieren
ebenfalls deutlich mit Rab7 (Abb. 39 C-C‘‘, Pfeile). Bei basalen NK2RLLZAAHA positiven

hh-GAL4, tub-GAL80* 14 5 h Expressmn

UAS-NLL?M HA A’

NLLZAA_H A
—— 2 )
=

N KZR—LLZIB\.-A_ HA

Abb. 39: Untersuchung der endosomalen Lokalisation von N'-2AA-HA und NK2R-LLZAALHA | Die Rezeptoren NM2AA-HA und
NEK2R-LL2AA_HA wurden fiir 14,5h unter Kontrolle des #h-GAL4 Treibers mit tub-GALSO0" exprimiert. In der X/Y-Ebene werden
apikale, sowie basale Vesikel gezeigt. Zur Detektion der transgenen Rezeptoren wurde eine HA Antikorperfarbung durchgefiihrt.
Als Marker fiir spatendosomale Kompartimente wurde eine Antikorperfiarbung gegen Rab7 durchgefiihrt. VergroBerte Bereiche
sind durch weiBe Boxen gekennzeichnet. Pfeile markieren eine Kolokalisation mit Rab7. NM2AAHA positive Vesikel zeigen
sowohl apikal, als auch basal eine Kolokalisation mit Rab7 (A-B¢‘, Pfeile). Apikale NK2RLL2AAHA positive Vesikel
Kolokalisieren ebenfalls mit Rab7 (C-C*¢, Pfeile). Bei basalen N¥2R-LLZAA_HA positiven Vesikeln kommt es weiterhin zu der
Auspriagung eines Lumens (D, VergroBerung). Bei diesen Vesikeln kann eine leichte Kolokalisation mit Rab7 beobachtet werden
(D-D**, Pfeile).

84



Ergebnisse

Vesikeln kommt es weiterhin zu der Auspriagung eines Lumens (Abb. 39 D, Vergréferung).
Einige dieser Vesikel weisen ebenfalls eine leichte Rab7 Féarbung auf (Abb. 39 D-D*, Pfeile).
Die Ergebnisse zeigen, dass der Austausch des Dileucinmotives im Drosophila Notch-Rezeptors

nicht zu einer Unterdriickung des Transportes in spite Endosomen fiihrt.

3.12.3 Auswirkungen des Dileucinmotives auf die Aktivierung von N-HA und NX2R-HA

Um zu iiberpriifen welchen Einfluss der Austausch auf die Aktivierung von N-HA und N¥?R-HA
in Drosophila hat, wurden NM'?AAHA und NKRIL2ZAAHA  fiir 14,5h im posterioren
Kompartiment von Fliigelimaginalscheiben exprimiert und die Aktivitit des Notch-Signalweges
quantifiziert. Die Expression von N'?AA_HA fiihrt zu einer vergleichbaren Aktivierung mit N-
HA (Abb. 40 B* u. E). Auch die Expression von NX2R-LL2AAHA fiihrt im Vergleich zu N¥?R-HA
zu keiner Veridnderung der Notch-Aktivitdt. Bei beiden Rezeptoren kommt es zu einer starken

Aktivierung (Abb. 40 D u. E).

Zusammengefasst zeigt der Austausch des Dileucinmotives im Drosophila Notch-Rezeptor
deutliche Unterschiede zu dem Austausch im humanen N1-Rezeptor. So kommt es durch NML2AA-
HA und NKZRLLZAAHA 7y einer deutlich verstirkten Akkumulation an der subapikalen
Membran. Diese Beobachtung spricht fiir eine Funktion des Dileucinmotives als
Endozytosesignal. Dariiber hinaus kommt es nicht zu einer Unterbrechung des Transports in
spatendosomalen Kompartimenten. Da es weiterhin zu einer Vesikelbildung kommt, ist davon
auszugehen, dass das Dileucinmotiv zwar starke Effekte auf die Notch-Endozytose hat, aber
nicht das einzige Endozytosesignal ist. Die Vesikelbildung von NK2R-LLZAAHA zeigt dariiber
hinaus, dass es einen Mechanismus geben muss, der unabhingig von der Ubiquitinierung des
Rezeptors und der Funktion des Dileucinmotives eine Endozytose des Notch-Rezeptors auslost.
Der Austausch des Dileucinmotives hat im Gegensatz zum N1-Rezeptor keinen Effekt auf die

Aktivitit von N-HA und N¥2R_.HA.
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Abb. 40: Untersuchung der Aktivierung von NM-2AA-HA und NK2R-LL2AAHA in Fliigelimaginalscheiben. Die Expression der
Rezeptoren erfolgte temperaturabhéngig fiir 14,5h unter Kontrolle des 4#4-Gal4 Treibers. Die Expression wurde mit Hilfe eines
gegen HA gerichteten Antikorpers dargestellt (D-I). Die gestrichelte gelbe Linie markiert die Expressionsgrenze der Notch-
Rezeptoren. Als Marker fiir die Notch-Aktivitit wurde NRE-GFP verwendet. Eine Fluoreszenzintensititsmessung des NRE-GFP
Signals wurde im ventralen Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben sowohl in der posterioren Ah-Expressionsdoméne, als
auch im anterioren Bereich durchgefiihrt. Die anterioren Messungen wurde als interne Referenzen der Imaginalscheiben
verwendet. Bei der Aktivitdtsmessung wurde das posteriore zum anterioren Verhiltnis aufgetragen (E). Durch den Austausch
des Dileucinmotives in N-HA kommt es zu keiner signifikanten Beeinflussung der Notch-Aktivitit (B‘ u. E). Die Aktivitit von
NEK2R_HA wird ebenfalls nicht durch den Austausch des Dileucinmotives beeinflusst (D¢ u. E). Signifikanztest: One-way ANOVA
(p>=0,05 (n.s.)) (wt: n=9 / N-HA: n=7 / NK2R_HA: n=11 / NLL2AAHA: n=8 / NK2R-LL2AA_H A : n=7 Fliigelimaginalscheiben).
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4 Diskussion

4.1 Regulation der Aktivierung des N¥?R-HA Rezeptors

Die Expression des N¥?R.HA Rezeptors 18st eine starke ektopische Aktivierung der Notch-
Signalweges aus. Diese Aktivierung ist um ein Vielfaches hoher als die Aktivierung, die durch
einen Rezeptor ausgelost wird, der tiber die intrazelluldren Lysine verfiigt (3.2).

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung durch N¥?R-HA
unabhingig von der proteolytischen Spaltung durch Kuz, aber abhéngig von der Funktion des -
Sekretase-Komplexes ausgeldst wird (3.4). Dariiber hinaus fiihrt die Expression von NK2R.HA
zu einer liganden-unabhingigen Aktivierung des Signalweges. Diese Eigenschaft konnte sowohl
anhand einer klonalen Analyse mit D/ und Ser mutanten Allelen, sowie in mibl mutanten

Fliigelimaginalscheiben, als auch in Zellkulturexperimenten nachgewiesen werden (3.3).

In einer kiirzlich durchgefiihrten Untersuchung wurde ein Austausch der intrazelluldren Lysine
bei dem humanen N1-Rezeptor durchgefiihrt (Zheng and Conner, 2018). In dieser Studie konnte
in Zellkultur Experimenten gezeigt werden, dass es durch den Austausch der intrazelluldren
Lysine zu einer Unterdriickung der Notch-Aktivitdt kommt. Die Restaktivitit ist dabei abhédngig
von der Funktion des y-Sekretase-Komplexes. Die Funktion der intrazelluldren Lysine bei der
Regulation der Aktivierung des Notch-Signalweges scheint daher im humanen N1-Rezeptor und

im Drosophila Rezeptor unterschiedlich zu sein.

4.1.1 Auswirkungen der endosomalen Lokalisation von NX2R-HA auf die Aktivierung des
Signalweges

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch die Expression von N-HA und N¥?R-HA
zu einer basalen Vesikel-Akkumulation in der Fliigelimaginalscheibe kommt.

Durch eine nihere Untersuchung konnten N¥?R-HA positive Vesikel identifiziert werden, die
iiber ein stark ausgepriagtes Lumen verfiigen. Diese Vesikel entstehen nicht bei der Expression
des N-HA Rezeptors. Die Akkumulation von N¥?R-HA an der limitierenden Membran der
Vesikeln scheint daher durch den Austausch der intrazelluldren Lysine hervorgerufen zu werden
(3.9). In der weiteren Untersuchung dieser Vesikel konnte keine klare Kolokalisation mit dem
spat-endosomalen Marker Rab7 festgestellt werden. Mit Hilfe von ,,Uptake“-Experimenten in

S2-Zellen konnte allerdings gezeigt werden, dass die vergroBBerten Vesikel mit Lumen durch die
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Endozytose des N¥?R-HA Rezeptors von der Zellmembran entstehen. In diesen Experimenten
konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass es zu einer Kolokalisation zwischen Rab7 und den
vergroBerten N¥?R-HA positiven Vesikeln kommt (3.9.2). Diese Beobachtungen legen nahe, dass
die basalen N¥?R_-HA positiven Vesikel in Fliigelimaginalscheiben einen endosomalen Ursprung
haben, aber die endosomalen Marker im Verlauf der Reifung verlieren. Die verstirkte
Akkumulation des N¥?R-HA Rezeptors an der limitierenden Membran von Kompartimenten mit
endosomalen Ursprung stellt eine mogliche Erkldarung fiir die starke liganden-unabhingige

Aktivierung des Rezeptors dar.

So konnte gezeigt werden, dass der Ausfall von Komponenten der endosomalen Reifung zu einer
ektopischen Notch-Aktivierung fiihrt, die vermutlich auf eine fehlerhafte Internalisierung des
Notch-Rezeptors in das endosomale Lumen zuriickzufiihren ist. Beispiele hierfiir sind der
Ausfall von /gd oder der ESCRT-III Komponente shrub (Schneider et al., 2013; Troost et al.,
2012). Dartiber hinaus konnten auch fiir andere Mutationen in ESCRT-Komponenten wie Vps25
und Tsgl01 eine ektopische Aktivierung und eine Akkumulation des Rezeptors in Endosomen
festgestellt werden (Moberg et al., 2005; Thompson et al., 2005; Vaccari and Bilder, 2005).
Diese Studien zeigen, dass die Funktionalitit der ESCRT-Maschinerie wichtig fiir die
Unterdriickung einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges am Endosom ist. Da die
ESCRT-Maschinerie die Internalisierung von Transmembranproteinen in ILVs von
spiatendosomalen Kompartimenten auslost, ist die Unterdriickung einer ektopischen Notch-
Aktivitidt mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Internalisierung des Notch-Rezeptors und einer
damit einhergehenden Isolierung der intrazelluldren Domédne vom Zytoplasma zuriickzufiihren.
Die ESCRT-Maschinerie erkennt die Fracht, welche in ILVs verpackt werden soll iiber
gekoppeltes Ubiquitin an den Transmembranproteine (Prag et al., 2007). Da der N¥*R-HA
Rezeptor iiber keine intrazelluldren Lysine verfiigt, sollte es zu keiner lysin-abhédngigen
Ubiquitinierung des Rezeptors kommen. Es ist daher wahrscheinlich, dass eine unterdriickte
Ubiquitinierung von N¥2R_-HA dazu fiihrt, dass der Rezeptor nicht von der ESCRT-Maschinerie
erkannt wird und deshalb nicht in ILVs verpackt wird.

In diesem Zusammenhang ist besonders interessant, dass N¥?®-HA unabhiingig von Kuz, aber
abhingig von der Funktion des y-Sekretase-Komplexes aktiviert wird. Diese Art der Aktivierung
konnte auch in /gd Mutanten nachgewiesen werden und ist vermutlich auf ein alternatives
»Ectodomain-Shedding* des Rezeptors am Lysosom zuriickzufiihren (Schneider et al., 2013).
Die Ergebnisse sprechen daher fiir eine Aktivierung des NX?R.HA Rezeptors am

Endosom/Lysosom und unterstiitzen die Hypothese, dass es durch eine Akkumulation von Notch
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an der limitierenden Membran des Endosoms/Lysosoms zu einer ektopischen liganden-

unabhéngigen Aktivierung des Signalweges kommt.

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die Ubiquitinierung der endosomalen Fracht
ebenfalls wichtig fiir die Rekrutierung der ESCRT-Komponenten ist (MacDonald et al., 2012).
Es wire also denkbar, dass es durch die starke Anreicherung eines Notch-Rezeptors an der
limitierenden Membran, der nicht ubiquitiniert werden kann, zu einer Unterdriickung der
Rekrutierung der ESCRT-Komponenten kommt. In dieser Arbeit konnte allerdings gezeigt
werden, dass der NX¥?R_.HA Rezeptor zwar an der limitierenden Membran akkumuliert, aber der
endogene Rezeptor weiterhin in das Lumen dieser Kompartimente transportiert wird (3.9).
Diese Beobachtung legt nahe, dass die ESCRT-Maschinerie weiterhin funktional ist und nicht

durch die Akkumulation von N¥?R_-HA unterdriickt wird.

In /gd Mutanten konnte gezeigt werden, dass die Ansduerung des endosomalen Kompartimentes
essentiell fiir die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges ist (Schneider et al., 2013). Um
zu testen, ob die starke Aktivierung des NX¥?R-HA Rezeptors ebenfalls abhingig von der
Ansduerung ist, wurde in dieser Arbeit die Aktivitdt der v-ATPase durch die Expression einer
RNAIi unterdriickt. Durch eine Quantifizierung des NRE-GFP Signals konnte eine leichte

NK2R

Unterdriickung der -HA Aktivitdit gemessen werden (3.10). Hierbei ist allerdings zu

beachten, dass sowohl der N¥2R

-HA Rezeptor, als auch die RNAi nur fiir einen geringen
Zeitraum von 14,5h exprimiert wurden. Eine lingere Koexpression von NX*R-HA und der RNAi
filhrt weiterhin zu einer starken Aktivierung des Notch-Signalweges. Es kann daher nicht
eindeutig gezeigt werden, dass die Ansduerung des endosomalen Kompartimentes essentiell fiir
die Aktivierung des N¥?R.HA Rezeptors ist. Da sowohl der Rezeptor, als auch die RNAi
koexprimiert wurden, kdnnte es zu einer verzogerten Unterdriickung der v-ATPase Funktion
kommen. Es ist daher vorstellbar, dass es bereits zu einer Aktivierung des N¥?®-HA Rezeptors
kommt, bevor die Funktion der v-ATPase unterdriickt wird. Die Unterdriickung der v-ATPase
Aktivitdt mit Hilfe einer RNAi bei gleichzeitiger Expression des Rezeptors ist daher keine
optimale Methode um die Auswirkungen der Anséuerung zu testen. Die leichte Unterdriickung
der NK?R_.HA Aktivierung bei 14,5h Expression kann aber dennoch als Hinweis auf eine
Abhingigkeit der N¥?R-HA Aktivitit von der Ansiuerung des Endosoms gewertet werden. Um

genauere Aussagen treffen zu konnen, sollte dieses Experiment mit Hilfe einer klonalen Analyse

mit v-ATPase Mutanten wiederholt werden.
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Abb. 41: Modell derer liganden-unabhingigen Aktivierung des Notch-Rezeptors am Endosom/Lysosom. Der Ausfall von /gd
fiihrt zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges. Die Aktivierung ist abhingig von der Fusion des spiten
Endosoms mit dem Lysosom. Der Ausfall von /gd kann die Bildung von ILVs nicht unterbrechen, kdnnte aber zu einer
abgeschwichten Bildung von ILVs fithren, wodurch es zu einer vermehrten Akkumulation des Notch-Rezeptors an der
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limitierenden Membran von Endosomen kommt. Durch die Fusion mit dem Lysosom kommt es durch die sauren Hydrolasen zu
einem alternativen ,,Ectodomain-shedding* und der anschlieBenden Spaltung des Rezeptors durch den y-Sekretase-Komplex.
Die Spaltung des Rezeptors fiihrt zu einer Freisetzung der intrazelluliren Doméne von der lysosomalen Membran und einer
Aktivierung der Notch-Zielgene (A). Durch den Ausfall von shrub kommt es zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-
Rezeptors die unabhingig von der Fusion des Endosoms mit dem Lysosom ist. Vermutlich fiihrt der Ausfall von shrub zu einer
Unterbrechung der ILV Bildung, die zu einer starken Akkumulation des Notch-Rezeptors an der limitierenden endosomalen
Membran fiihrt. Die starke Akkumulation des Notch-Rezeptors konnte zu einer Aktivierung fithren, die bereits bei einer
geringeren Ansiuerung des Kompartimentes ausgeldst wird (B). Die Expression von NX?R-HA fiihrt ebenfalls zu einer starken
Akkumulation des Rezeptors an der limitierenden Membran, unterbricht aber nicht die Internalisierung des endogenen Rezeptors.
Vergleichbar mit einem shrub Ausfall, kommt es zu einer Aktivierung des N¥?R-HA Rezeptors, die unabhiingig von der Fusion
des Endosoms mit dem Lysosom ist (C). Die Konzentration des Notch-Rezeptors an der limitierenden Membran kdnnte
demzufolge entscheidend fiir eine Aktivierung am Endosom oder vom Lysosom sein.

In Igd Mutanten konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die ektopische Notch-Aktivierung,
im Gegensatz zu shrub mutanten Zellen, abhéngig von der Fusion des spdten Endosoms mit dem
Lysosom ist (Schneider et al., 2013). Um zu testen, ob die Aktivitit des N¥?®-HA Rezeptors
abhingig von der Fusion des Endosoms mit dem Lysosom ist, wurden frpml mutante
Fliigelimaginalscheiben verwendet (3.10). Es konnte gezeigt werden, dass die ektopische
Aktivierung in Igd Mutanten durch den Ausfall von #pm/ unterdriickt werden kann
(Unverdffentlichte Daten Thomas Breuer). Der Ausfall von trpml hat allerdings keinen Einfluss
auf die endogene Notch-Aktivitit und auf die Aktivitit von N-HA. Diese Beobachtung ist
dadurch zu erklédren, dass der endogene Rezeptor, sowie der N-HA Rezeptor liganden-abhingig
aktiviert werden und die Aktivitit der Rezeptoren somit unabhédngig von der Fusion des
Endosoms mit dem Lysosom ist. Die Expression von N¥R_HA in #rpm/ mutanten
Imaginalscheiben fiihrt weiterhin zu einer starken ektopischen Aktivierung des Signalweges.
Diese Beobachtung legt nahe, dass die ektopische Aktivierung von N¥?R-HA unabhingig von
der Fusion des Endosoms mit dem Lysosom ausgeldst wird und ist somit vergleichbar mit einer
Notch-Aktivierung in shrub Mutanten.

Warum es zu unterschiedlichen Mechanismen der ektopischen Aktivierung des Notch-Rezeptors
in lgd und shrub Mutanten kommt, ist bisher nicht im Detail geklart. Da die Funktion des
ESCRT-III Komplexes essentiell fiir die Bildung von IL Vs ist, kann vermutet werden, dass es in
shrub Mutanten zu einem Ausfall der ILV Bildung kommt. Dieser Effekt konnte bisher allerdings
noch nicht gezeigt werden. In /gd mutanten Fliigelimaginalscheiben kommt es hingegen
weiterhin zu einer Bildung von ILVs in vergroBBerten MVBs (Schneider et al., 2013). Es ist somit
vorstellbar, dass es in shrub Mutanten durch eine vollstindige Unterbrechung der ILV-Bildung
im Vergleich zu /gd Mutanten zu einer stirkeren Akkumulation des Notch-Rezeptors an der
limitierenden Membran kommt. Die verstirkte Akkumulation von Notch in shrub Mutanten
konnte zu einer Aktivierung fithren, die bereits bei einer geringeren Ansduerung vom Endosom
ausgelost wird (Abb. 41 B). Da es in lgd Mutanten weiterhin zu der Bildung von ILVs kommt,

ist zu vermuten, dass weiterhin ein Anteil des Rezeptors in ILVs verpackt wird und die Menge
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des Rezeptors an der limitierenden Membran im Vergleich zu shrub Mutanten geringer ist. In
diesem Fall wére denkbar, dass es fiir die ektopische Aktivierung der geringeren Konzentration
des Notch-Rezeptors an der limitierenden Membran eine stirkere Ansduerung des

Kompartimentes braucht und daher die Fusion mit dem sauren Lysosom essentiell ist (Abb. 41

A).

Die Unterschiede in der Notch-Aktivierung in shrub und /gd Mutanten konnten ebenfalls {iber
eine Storung der endosomalen Reifung erkldrbar sein. So besteht die Moglichkeit, dass die ILV
Bildung erst abgeschlossen werden muss, bevor es zu einer Fusion mit dem sauren Lysosom
kommt. In shrub Mutanten konnte dieser Mechanismus gestort sein und so zu einer permanenten
Anséduerung des spiaten Endosoms fiihren, welche die Aktivierung des Rezeptors vom Endosom
auslost. Fiir den N¥?R_-HA Rezeptor konnte eine starke Akkumulation an der limitierenden
Membran von Kompartimenten mit endosomalen Ursprung gezeigt werden. Wie bereits
beschrieben kommt es auch in diesem Fall zu einer Aktivierung des Signalweges, die unabhéngig
von der Fusion des Endosoms mit dem Lysosom ausgelost wird. Da es bei diesen
Kompartimenten weiterhin zu einer Internalisierung des endogenen Notch-Rezeptors kommt, ist
davon auszugehen, dass die ESCRT-Maschinerie weiterhin funktional ist, aber N¥?R-HA nicht
erkannt und verpackt wird (Abb. 41 C). Die Experimente mit dem NX?R.HA Rezeptor
unterstiitzen daher eher die Theorie, dass die Menge des Notch-Rezeptors an der limitierenden
Membran entscheidend fiir eine Aktivierung am Endosom oder Lysosom ist.

Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, konnte in Folgeexperimenten die Menge des
NK2R_HA Rezeptors durch kiirzere Expressionszeiten an der limitierenden Membran reduziert
werden. Sollte es in diesem Fall zu einer Unterbrechung der Aktivierung in trpml Mutanten
kommen, aber eine ektopische Aktivierung in wildtypischen Imaginalscheiben weiterhin
bestehen, wire das ein weiterer Beleg dafiir, dass die Menge des Notch-Rezeptors an der

limitierenden Membran entscheidend fiir die Aktivierung am Endosom oder am Lysosom ist.

4.1.2 Auswirkungen von Dx und Su(dx) auf die endosomale Lokalisation und die
Aktivitit des Notch-Rezeptors

Neben der Einleitung der Endozytose des Notch-Rezeptors, wird fiir Dx und Su(dx) eine weitere
Funktion in der Regulation des Notch-Signalweges beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass
die Uberexpression von Dx zu einer Akkumulation des Notch-Rezeptors an der limitierenden

Membran von Endosomen fiihrt. Im Gegensatz dazu fiihrt die Koexpression von Dx und Su(dx)
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zu einer verstirkten Akkumulation des Notch-Rezeptors im Inneren von endosomalen
Kompartimenten. Dariiber hinaus kommt es durch die Expression von Dx zu einer ektopischen
Aktivierung des Notch-Rezeptors am Lysosom. Durch die Koexpression von Dx und Su(dx)
kommt es hingegen zu einer Unterdriickung der Dx induzierten Notch-Aktivitdt (Shimizu et al.,
2014; Wilkin et al., 2008). Es wird vermutet, dass die durch Dx ausgeloste verstirkte
Akkumulation des Notch-Rezeptors an der limitierenden endosomalen Membran im
Zusammenhang mit der ektopischen Aktivierung des Signalweges steht. Die Unterdriickung der
Dx induzierten Notch-Aktivitdt durch Su(dx) ldsst sich im Umkehrschluss vermutlich auf die
verstirkte Internalisierung des Notch-Rezeptors in das Lumen endosomaler Kompartimente
erklaren (Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2008). Da sowohl Dx als auch Su(dx) die
Akkumulation des Notch-Rezeptors an der Membran von endosomalen Kompartimenten
beeinflussen, stellt sich die Frage nach dem Mechanismus der diese Effekte auslost.

Die unterschiedliche Funktion von Dx und Su(dx) bei der Regulation der Internalisierung des
Notch-Rezeptors in das endosomale Lumen konnte durch verschiedene Formen der
Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors erklédrt werden.

So wurde fiir Dx eine Monoubiquitinierung des Notch-Rezeptors beschrieben (Hori et al., 2011).
Auch fiir Su(dx) konnte eine Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors nachgewiesen werden
(Shimizu et al., 2014). Die genaue Form der Ubiquitinierung wurde bisher nicht beschrieben.
Durch Untersuchungen an einer weiteren E3-Ligase der Nedd4-Familie (DNedd4) konnte
allerdings gezeigt werden, dass DNedd4 eine Notch-Ubiquitinierung auslost, die zu einem
proteasomalen Abbau des Rezeptors fiihrt. Der proteasomale Abbau wird in der Regel durch eine
Polyubiquitinierung der Proteine ausgelost. Diese Beobachtung fiihrt zu der Hypothese, dass
DNedd4 den Notch-Rezeptor polyubiquitiniert (Sakata et al., 2004). DNedd4 und Su(dx) sind
strukturell sehr dhnlich und I6sen vergleichbare Effekt auf den Notch-Rezeptor aus (Sakata et
al., 2004; Wilkin et al., 2004). Es ist daher zu vermuten, dass auch Su(dx) eine

Polyubiquitinierung des Rezeptors auslost.

Da die ESCRT-Maschinerie die endosomale Fracht, welche in ILVs verpackt werden soll iiber
die Kopplung von Ubiquitin erkennt, konnte es einen Zusammenhang zwischen verschiedenen
Formen der Notch-Ubiquitinierung und der Funktion der ESCRT-Maschinerie geben. Hinweise
auf einen Zusammenhang zwischen der Funktion von Dx und der ESCRT-III Komponente Shrub
konnten bereits in einer vorherigen Veroffentlichung gezeigt werden. So fiihrt die Koexpression

von Shrub und Dx zu einer Unterdriickung der Dx induzierten ektopischen Notch-Aktivierung.
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Abb. 42: Modell einer ubiquitinierungs-abhéngigen Internalisierung des Notch-Rezeptors in ILVs durch Dx und Su(dx). In
diesem Modell fiihrt Su(dx) zu einer Polyubiquitinierung des Notch-Rezeptors. Die Polyubiquitin-Kette kann von der ESCRT-
Maschinerie erkannt werden und fiihrt zu einer Internalisierung des Notch-Rezeptors in ILVs. Dx fiihrt zu einer
Monoubiquitinierung des Notch-Rezeptors. Monoubiquitinierungen kénnen von der ESCRT-Maschinerie schlechter erkannt
werden und fithren zu einer Unterdriickung der Internalisierung des Notch-Rezeptors durch die ESCRT-Maschinerie (A). Durch
die Koexpression von N¥?R_HA und Su(dx) konnte eine vermehrte Internalisierung des NX?R-HA Rezeptors beobachtet werden.
Eine mogliche Erklirung fiir diese Beobachtung konnte eine Dimerisierung des endogenen Rezeptors mit dem NKZR-HA
Rezeptors sein. Durch die Uberexpression von Su(dx) konnte es zu einer starken Polyubiquitinierung des endogenen Rezeptors
kommen. Ein Dimer aus dem endogenen und dem NX?R-HA Rezeptors konnte iiber die Polyubiquitin-Kette des endogenen
Rezeptors von der ESCRT-Maschinerie erkannt werden. Auf diese Weise wiirde der NX2R-HA Rezeptor als sekundire Fracht in
ILVs verpackt werden. Die Koexpression von Dx und NX?R-HA fiihrte weiterhin zu einer starken Akkumulation des NX?R-HA
Rezeptors an der limitierenden Membran. Da Dx zu einer Monoubiquitinierung des endogenen Rezeptors fiihrt, kommt es auch
durch eine Dimerisierung mit dem NX?R-HA Rezeptors zu keiner Erkennung durch die ESCRT-Maschinerie und einem Verbleib
der Rezeptoren an der limitierenden Membran (B).

Umgekehrt fiihrt die Koexpression einer shrub-RNAi und Dx zu einer deutlich verstirkten
ektopischen Notch-Aktivierung. Dabei wird vermutet, dass Shrub zu einer Internalisierung des
polyubiquitinierten Notch-Rezeptors in ILVs fiihrt. Dx fordert in diesem Modell hingegen die
Monoubiquitinierung des Rezeptors, der in Folge dessen nicht durch Shrub internalisiert werden
kann und eine ektopische Aktivierung auslost (Hori et al., 2011).

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass der ESCRT-0 Komplex eine hohe Affinitét
zu polyubiquitinierter Fracht hat (Ren and Hurley, 2010). In einem Modell, in dem Su(dx) den
Notch-Rezeptor polyubiquitiniert und Dx zu einer Monoubiquitinierung des Rezeptors fiihrt,
konnen die Effekte der E3-Ligasen auf die Notch-Internalisierung von der endosomalen
Membran und die Beeinflussung der Aktivierung des Notch-Signalweges erklart werden. Dx
wiirde in diesem Modell eine Monoubiquitinierung auslosen, die nicht von der ESCRT-
Maschinerie erkannt werden kann. In Folge dessen wiirde es zu einer Akkumulation des
Rezeptors an der limitierenden Membran kommen und eine ektopische Notch-Aktivierung
ausgelost werden. Su(dx) wiirde zu einer Polyubiquitinierung des Rezeptors fiihren. Die
Polyubiquitin-Kette wiirde von der ESCRT-Maschinerie erkannt werden, zu einer
Internalisierung des Rezeptors in das endosomale Lumen fithren und so eine Unterdriickung der

Notch-Aktivierung am Endosom/Lysosom ausldsen (Abb. 42 A).
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In dieser Arbeit konnte bestétigt werden, dass der Notch-Rezeptor sowohl durch Dx, als auch
durch Su(dx) ubiquitiniert wird. Hingegen fiihrt der Austausch der intrazelluldren Lysine des
Rezeptors zu einer Unterdriickung der Ubiquitinierung durch Dx und Su(dx) (3.11.1). Es ist
daher davon auszugehen, dass Dx und Su(dx) den Notch-Rezeptor an den intrazelluldren Lysinen
ubiquitinieren und es nicht zu Ubiquitinierungen an alternativen Aminosduren kommt. Eine
Beeinflussung des N¥?R-HA Rezeptors durch Dx und Su(dx) vermittelte Ubiquitinierungen kann

aus diesem Grund ausgeschlossen werden.

Um eine mogliche ubiquitinierungs-unabhidngige Funktion von Dx und Su(dx) bei der
Regulation der endosomale Lokalisation des Notch-Rezeptors zu testen, wurden in dieser Arbeit
die E3-Ligasen und N-HA oder N¥?R-HA koexprimiert und die Lokalisation der Rezeptoren an
der Vesikelmembran analysiert (3.11.3). Die Expression von N-HA fiihrte zu Vesikeln, bei denen
der Notch-Rezeptor sich groftenteils im Lumen befindet. Durch die Koexpression von N-HA
und Dx konnten vereinzelnd Vesikel beobachtet werden, bei denen N-HA sich an der
limitierenden Membran befindet und weniger stark im Lumen vertreten ist. Dariiber hinaus fiihrt
die Koexpression zu einer verstirkten Notch-Aktivitét. Die Koexpression von N-HA und Su(dx)
fiihrt zu Vesikeln bei denen sich N-HA weiterhin im Lumen der Vesikel befindet. Es kommt
allerdings zu einer Unterdriickung der N-HA Aktivitét (3.11.4). Durch diese Experimente kann
bestitigt werden, dass Dx tendenziell zu einer vermehrten Akkumulation des Rezeptors an der
limitierenden Membran fiihrt und eine verstarkte Aktivierung des Notch-Signalweges auslost.
Das Su(dx) zu einer vermehrten Akkumulation des Rezeptors im Lumen der Vesikel fiihrt, ist
anhand dieses Experimentes nicht zu erkennen, da sich der N-HA Rezeptor bereits ohne die
Su(dx) Expression im Lumen der Vesikel befindet. Dennoch kommt es zu einer Unterdriickung
der N-HA Aktivitét, die fiir eine verstirkte Internalisierung des Rezeptors spricht. Die Effekte
der E3-Ligasen auf N-HA lédsst sich daher groBtenteils mit dem beschriebenen Modell

vergleichen.

Die Expression von Dx zeigte keine Verinderung der Lokalisation von NX?®-HA an der
limitierenden Vesikelmembran und fiihrt dariiber hinaus ebenfalls zu keiner Verdnderung der
ektopischen Aktivierung durch N¥?R-HA. Hingegen konnte gezeigt werden, dass es durch die
Expression von Su(dx) zu NX?R.HA positiven Vesikeln kommt, die iiber eine verstirkte
Lokalisation des Rezeptors im Lumen verfligen. Des Weiteren kommt es zu einer leichten
Abschwichung der ektopischen Aktivierung des Signalweges. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass Su(dx) die Internalisierung des Notch-Rezeptors {iber einen ubiquitinierungs-unabhingigen

Mechanismus in das Lumen von Endosomen steuern konnte. Es muss allerdings beachtet

95



Diskussion

werden, dass die Unterdriickung der Aktivitdt eher gering ist und bei den Vesikeln weiterhin ein
Lumen zu erkennen ist, das lediglich schwicher ausgeprégt ist. Die Effekte von Su(dx) auf den
NKZR_HA Rezeptor sind daher eher gering und sprechen gegen einen starken ubiquitinierungs-
unabhéngigen Mechanismus.

Eine mdgliche Erkldrung fiir den beobachteten Effekt konnten Abweichungen bei der Messung
des Fluoreszenzsignals der Vesikel sein. Eine besser geeignete Methode um die Konzentration
des Rezeptors an der limitierenden Membran zu analysieren, wiaren Immunogold-Férbungen des
Rezeptors und anschlieende elektronenmikroskopische Analysen.

Abweichungen in der Fluoreszenzintensititsmessung erkldren allerdings nicht die unterdriickte
Aktivierung des N¥?R.HA Rezeptors. Hier ist zu beachten, dass die Expression von Su(dx)
ebenfalls zu einer leichten Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitét fiihrt. Da die Einfliisse
der Aktivierung des endogenen und des transgenen Rezeptors nicht unterschieden werden
konnen, konnte der Effekt einer abgeschwiichten N¥?R-HA Aktivitit auf die Unterdriickung der
Aktivitdt des endogenen Rezeptors zuriickzufiihren sein. Allerdings fallt die Unterdriickung der
endogenen Notch-Aktivitit durch Su(dx) im Vergleich zu der Unterdriickung der N¥?R-HA
Aktivitét deutlich geringer aus (3.11.4).

Eine weitere Erkldrung fiir den beobachteten Effekt konnte eine Interaktion zwischen dem
transgenen und dem endogenen Rezeptor sein. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Expression von transgenen Notch-Rezeptoren zu einer verstirkten Akkumulation des endogenen
Rezeptors in Vesikeln flihrt. Hingegen konnte dieser Effekt durch die Expression des
Transmembranproteins Smo nicht beobachtet werden (3.7). Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass es zu einer spezifischen Interaktion zwischen dem endogenen Rezeptor und dem transgenen
Rezeptor kommt und die Beobachtungen nicht auf einen unspezifischen Effekt durch die
Uberexpression von Transmembranproteinen zuriickzufiihren sind.

In vorherigen Veroffentlichungen konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass sowohl der
Drosophila Notch, als auch der humane NI1-Rezeptor iiber die EGF-Wiederholungen
Homodimere bilden konnen (Kelly et al., 2010; Sakamoto et al., 2005; Vooijs et al., 2004). Es
ist daher sehr wahrscheinlich, dass es zu einer Dimerisierung zwischen dem endogenen Rezeptor
und den transgenen Konstrukten kommt. In diesem Zusammenhang wére vorstellbar, dass der
endogene Notch-Rezeptor mit dem N¥?R-HA Rezeptor Dimere an der limitierenden endosomalen
Membran bildet. Der endogene Notch-Rezeptor konnte in diesem Fall durch Su(dx)
polyubiquitiniert und von der ESCRT-Maschinerie erkannt werden. Durch die Dimerisierung
konnte der NX?R_HA Rezeptor als sekundire Fracht in ILVs verpackt werden und von der
limitierenden Membran entfernt werden. Somit wére erkldrbar, dass es zu einer leichten
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Internalisierung des N¥*R-HA Rezeptors kommt und in Folge dessen die Aktivitit unterdriickt
wird (Abb. 42 B). Ein moglicher Zusammenhang zwischen der Rezeptordimerisierung und der
Funktion von Su(dx) sollte allerding in Folgeexperimenten néher untersucht werden.

Bei dem gezeigten Modell handelt es sich zudem um eine stark vereinfachte Darstellung, die sich
ausschlieBlich auf Dx und Su(dx) beschrinkt. In weiteren Experimenten sollten daher ebenfalls
die Funktionen von Krz und DNedd4 auf die Aktivitit und die Lokalisation von NX?R-HA
untersucht werden. Fiir beide Proteine konnte ebenfalls ein Einfluss auf die Notch-
Ubiquitinierung nachgewiesen werden (Mukherjee et al., 2005; Sakata et al., 2004; Wilkin et al.,
2004). Zudem sollten in weiteren Experimenten die Auswirkungen eines Dx und Su(dx) Ausfalls
auf die Lokalisation und die Aktivitit von N¥?R-HA gepriift werden.

Die physiologische Funktion einer Rezeptordimerisierung wurde bisher noch nicht in vivo
gezeigt. Es wire daher auch interessant zu untersuchen, welche Funktion die

Rezeptordimerisierung im Notch-Signalweg einnimmt.

4.1.3 Auswirkungen von NAEGFUI-I2_HA ypd NAEGFAI-I2XKIZR.HA auf die Aktivitit des
Notch-Signalweges

Um eine liganden-abhingige Aktivierung von N-HA und N¥?R_.HA zu unterdriicken wurden in
dieser Arbeit die Konstrukte NAFSFUI-I2_HA ynd NAECFUI-12XK2R_H A hergestellt (3.3). Da N-HA
zu einer liganden-abhingigen und NX¥?R-HA zu einer starken liganden-unabhiingige Aktivierung
fiihrt, wire zu erwarten, dass die liganden-abhingige Aktivierung von N-HA durch die Deletion
der EGF-Wiederholungen unterdriickt wird. Hingegen sollte die liganden-unabhidngige Aktivitét
von N¥2R_HA nicht durch die Deletion beeinflusst werden. Entgegen den Erwartungen fiihrt die
Expression von NAESFUII2_HA zwar zu keiner deutlichen Aktivierung des Signalweges mehr,
unterdriickt allerdings die endogene Notch-Aktivitit. Dariiber hinaus kommt es durch die
Expression von NAEGFUI-12XK2R A 7y keiner starken ektopischen Aktivierung des Signalweges
mehr. Bei beiden Rezeptoren konnte eine nicht-zellautonome Aktivierung von einem
Zelldurchmesser an der Grenze der Expressionsdoméne festgestellt werden. Fiir diese
Beobachtung gibt es zwei mogliche Erklarungen. Zum einen besteht die Moglichkeit, dass es
durch die Deletion der EGF-Wiederholungen 11 und 12 zu einer Unterdriickung der trans-
Interaktion kommt, aber die cis-Interaktion zwischen dem Rezeptor und den Liganden weiterhin
besteht. Es konnte bisher nicht aufgeklart werden, ob sowohl die trans-Interaktion, als auch die
cis-Interaktion iiber die EGF-Wiederholungen 11 und 12 vermittelt werden, oder ob die cis-

Interaktion iiber andere EGF-Wiederholungen des Rezeptors ausgelost wird (Ubersicht in
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Abb. 43: Modell der Auswirkungen des NAFGFUI-I2_HA Rezeptors auf die Aktivitit des Notch-Signalweges. Die EGF-
Wiederholungen 11 und 12 werden fiir die Interaktion mit den Liganden benétigt. Durch die Expression des NAEGFUI-12). A
Rezeptors kommt es zu einer Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitdt. Aulerhalb der Expressionsgrenze kommt es zu
einer nicht-zellautonomen Aktivierung des Notch-Signalweges. Eine Dimerisierung des endogenen mit dem NAEGFUI-12)_ A
Rezeptor konnte zu einem Rezeptorkomplex fithren, bei dem sowohl die cis-, als auch die trans-Interaktion mit den Liganden
unterdriickt wird. Durch eine Unterdriickung der cis-Interaktion kdnnte mehr Ligand zur Verfiigung stehen, der mit dem
endogenen Notch-Rezeptor auBerhalb der Expressionsdoméne in #rans binden konnte und in diesen Zellen eine verstiarkte Notch-
Aktivitdt auslost. Gleichzeitig konnte eine unterdriickte frans-Interaktion zwischen den Liganden aufBerhalb der
Expressionsdoméne und dem Rezeptorkomplex innerhalb der Expressionsdoméne zu einer unterdriickten Notch-Aktivierung
fithren.

(Baron, 2017)). Sollte es weiterhin zu einer cis-Interaktion zwischen den Liganden und den EGF-
Deletionskonstrukten kommen, so konnte die Unterdriickung der Notch-Aktivitdt in der
Expressionsdoméne durch eine cis-Inhibition des Signalweges erkldrt werden. Dieses Modell

liefert aber keine Erklarung fiir die ektopische Aktivierung auB3erhalb der Expressionsdoméne.

In einem Modell, in dem sowohl die trans-, als auch die cis-Interaktion unterdriickt wird, konnten
die Beobachtung durch eine Rezeptordimerisierung erkliart werden. Sollte es zu einer Interaktion
zwischen dem endogenen und den EGF-mutanten Rezeptoren kommen, so wire denkbar, dass
ein solcher Komplex nicht mehr mit den Liganden interagieren kann. In Folge dessen wiirde die
cis-Interaktion zwischen den Rezeptoren und den Liganden in der Expressionsdoméne
unterdriickt werden. Gleichzeitig wiirde die trams-Interaktion zwischen den Liganden der
benachbarten Zellen aullerhalb der Expressionsdoméne und dem Rezeptorkomplex innerhalb der
Expressionsdoméne ebenfalls unterdriickt werden. Durch die Unterdriickung der cis-Interaktion

wire denkbar, dass mehr Liganden zur Verfiigung stiinden um den Rezeptor auBerhalb der
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Expressionsdomédne zu aktivieren. Eine unterdriickte trams-Interaktion zwischen dem
Rezeptorkomplex in der Expressionsdomine und den Liganden der benachbarten Zellen konnte
zudem eine Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitdt erkldren (Abb. 43). Beide Modelle
erkldren allerdings nicht warum es ebenfalls zu einer Unterdriickung der starken liganden-
unabhiingigen Aktivierung des N**R-HA Rezeptors kommit.

Anhand von Zellkulturexperimenten konnte festgestellt werden, dass die generelle Aktivierung
der EGF-Mutanten abgeschwiicht ist. Besonders die Aktivitit des NAEGTUI-12VK2R_ A Rezeptors
ist im Vergleich zu N¥?®-HA deutlich reduziert und kénnte die Unterdriickung der ektopischen
Aktivierung in Fliigelimaginalscheiben erkléren. Es ist vorstellbar, dass es durch die Deletion
der EGF-Wiederholungen zu einer strukturellen Instabilitdit der Konstrukte kommt. Fiir die
Analyse der liganden-unabhiingigen Aktivierung des NX¥?R-HA Rezeptors eignen sich diese

Konstrukte daher nicht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression eines Notch-Konstruktes das iiber keine EGF-
Wiederholungen verfiigt (NESF) nur zu einer schwachen Unterdriickung der endogenen Notch-
Aktivitat fiihrt. Durch die Expression in /gd mutanten Imaginalscheiben konnte im Gegensatz
eine verstirkte ektopische Aktivierung festgestellt werden (Schneider et al., 2013). Das NAECE.
Konstrukt 14sst sich daher liganden-unabhéngig, aber nicht liganden-abhingig aktivieren. Um
die liganden-unabhiingige Aktivierung von NX¥*R-HA in zukiinftigen Experimenten detaillierter

zu untersuchen, wire es daher hilfreich Konstrukte herzustellen, bei denen die gesamten EGF-

Wiederholungen der Rezeptoren deletiert sind.

4.1.4 Untersuchung des Abbaus der intrazelluliren Doméne des Notch-Rezeptors im
Zellkern

Anhand eines Western Blots konnte gezeigt werden, dass es im Vergleich zu N-HA zu einer
verstirkten Akkumulation der intrazelluldren Doméine des NX?R-HA Rezeptors kommt (3.2). Um
die Auswirkungen der intrazelluldaren Domine zu testen, wurden in dieser Arbeit die Konstrukte
NICD-HA und NICD¥?R-HA hergestellt (3.6). Beide Konstrukte lokalisierten ausschlieBlich im
Zellkern. In Zusammenarbeit mit Marvin Lyga (Lyga, 2016) konnte gezeigt werden, dass es im
Vergleich zu NICD-HA zu einer lingeren Halbwertszeit von NICD¥?R-HA im Zellkern kommt
(3.6.1). Diese Beobachtungen legen nahe, dass der Abbau von NICDX*R-HA im Zellkern
verzogert ist. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass NICD¥*®-HA im Vergleich zu NICD-

HA eine stirkere Notch-Aktivierung auslost. Der Unterschied der Aktivierung scheint allerdings
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im Vergleich zu den ,,full length* Rezeptoren geringer auszufallen. Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass die ektopische Aktivierung von N¥?R-HA auf zwei Effekte zuriickzufiihren ist.
Zum einen scheint N¥?R-HA verstirkt an der limitierenden endosomalen Membran aktiviert zu
werden, was zu einem vermehrten Eintritt von NICD*?R-HA in den Zellkern fiihrt und eine starke
Aktivierung der Zielgene ausldst. Zum anderen scheint der verzogerte Abbau von NICDX?R-HA

im Zellkern die Aktivierung der Zielgene weiter zu verstarken.

In vorherigen Veroffentlichungen konnte gezeigt werden, dass die Regulation des Abbaus von
NICD im Zellkern abhéngig von der PEST-Domine ist (Fryer et al., 2004; Gupta-Rossi et al.,
2001; Oberg et al., 2001). Dabei kommt es zu Hyperphosphorylierungen an Serinen der PEST-
Domine durch CDKS. In Folge dessen kommt es zu einer Ubiquitinierung von NICD durch das
Protein Fbw7. Die Kombination aus der Hyperphosphorylierung und der anschieBenden
Ubiquitinierung durch Fbw7 16st einen proteasomalen Abbau der intrazelluliren Domine des
Notch-Rezeptors aus. Die Untersuchungen des proteasomalen Abbaus der intrazelluldren
Domine des Notch-Rezeptors wurden hauptsdchlich anhand von Zellkulturexperimenten in
Sdugerzellen durchgefiihrt.

Der verzdgerte Abbau von NICD¥?R-HA deutet darauf hin, dass die Ubiquitinierung von NICD
auch in Drosophila fir den proteasomalen Abbau bendtigt wird. Der Abbaudefekt des
NICD®?R_HA Rezeptors wurde im Verlauf der Masterarbeit von Marvin Lyga niher untersucht
(Lyga, 2016). Dabei konnten Hinweise auf eine Beteiligung der Drosophila Orthologe
Archipelago (Ortholog zu humanem Fbw7) und CDKS8 auf einen Abbau der NICD aufgezeigt
werden. Um den Abbaudefekt im Zellkern zu unterdriicken, sollte im Verlauf der Bachelorarbeit
von Denise Isenburg (Isenburg, 2018) ein Rezeptor hergestellt werden, bei dem das letzte
Arginin am C-Terminus in der Nihe der PEST-Doméne des N¥*R-HA Rezeptors in ein Lysin
zuriickgetauscht wird. Durch die Néhe zur PEST-Doméne wurde vermutet, dass es sich hierbei
um das Lysin handeln, das entscheidend fiir die Ubiquitinierung und den anschlieBenden
proteasomalen Abbau der intrazelluliren Doméine ist. Die Herstellung des Rezeptors war
allerdings nicht erfolgreich. Es konnte daher nicht getestet werden, ob der Abbaudefekt durch
den Riicktausch des Lysins unterdriickt werden kann.

Um in Folgeexperimenten sowohl die Beeinflussung einer liganden-abhingigen Aktivierung des
NKZR_HA Rezeptors, sowie eine Beeinflussung des Abbaudefektes von NICD¥?R-HA im
Zellkern zu unterdriicken, wire es vorstellbar einen N¥?R-HA Rezeptor herzustellen, der iiber

keine EGF-Wiederholungen verfiigt und bei dem das C-terminale Lysin zuriickgetauscht wird.
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Mit Hilfe eines solchen Rezeptors konnte vermutlich ausschlieBlich die ektopische liganden-

unabhingige Aktivierung von der limitierenden Membran des Endosoms untersucht werden.

4.2 Regulation der Endozytose des Notch-Rezeptors

Die Endozytose des Notch-Rezeptors kann clathrin-abhidngig und unabhingig erfolgen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die clathrin-abhidngige Endozytose des Notch-Rezeptors durch die
Ubiquitinligase Dx eingeleitet wird (Shimizu et al., 2014). Umgekehrt zeigt der Ausfall von dx
eine verminderte Internalisierung des Notch-Rezeptors von der apikalen Membran (Yamada et
al., 2011). Su(dx) fiihrt hingegen zu einer Notch-Endozytose, die iiber GPI und Cholesterol
angereicherte Membrandoménen gewéhrleistet wird. Diese Form der Notch-Endozytose ist
clathrin-unabhéngig (Shimizu et al., 2014).

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von Su(dx) mit
nichtfunktionaler HECT-Domine weiterhin zu einer verstirkten Endozytose des Notch-
Rezeptors fithrt (Shimizu et al., 2014; Wilkin et al., 2004). Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Deletion der RING-Doméne von Dx zwar zu einer Unterdriickung der Funktion
fiihrt, aber durch einen Austausch gegen die Dimerisierungsdoméne GST gerettet werden kann.
Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass nicht die Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors, sondern die

Oligomerisierung von Dx wichtig fiir die Funktion ist (Matsuno et al., 2002).

Anhand eines ,,pulse-chase* Assays konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass N**®-HA nicht
nur lysin-unabhéngig sekretiert und zur apikalen Membran transportiert wird, sondern
vergleichbar mit N-HA dem endosomalen Transportweg zugefiihrt wird (3.5). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass Notch auch ohne die intrazelluliren Lysine und die
Ubiquitinierung durch Dx und Su(dx) endozytiert und transportiert werden kann. Eine
ubiquitinierungs-unabhédngige Endozytose scheint auch im N1-Rezeptor konserviert zu sei
(Zheng and Conner, 2018).

Durch die Uberexpression von Dx konnte in dieser Arbeit bestitigt werden, dass Dx zu einer
Endozytose des endogenen Notch-Rezeptors von der apikalen Membran fiihrt (Hori et al., 2004).
Bei Su(dx) konnte hingegen keine verstirkte Endozytose des endogenen Notch-Rezeptors
beobachtet werden. Selbst durch eine konstitutive Uberexpression von Su(dx) auf 29°C konnten
keine Effekte auf die apikale Lokalisation des endogenen Notch-Rezeptors beobachtet werden
(3.11.2). Im Gegensatz dazu konnte in einer vorherigen Veroffentlichung gezeigt werden, dass

die GAL4 induzierte Uberexpression von Su(dx) auf 29°C in Zellklonen in der
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Fliigelimaginalscheibe zu einer leicht verstiarkten Vesikel-Akkumulation des endogenen Notch-
Rezeptors flihrt. Die Expression auf 25°C zeigte hingegen keine Effekte (Wilkin et al., 2004).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass homozygot mutante Su(dx) Zellklone zwar
Auswirkungen im Follikelepithel haben, aber keine verdnderte Lokalisation des Notch-Rezeptors
in der Fliigelimaginalscheibe zeigen (Wilkin et al., 2004). Eine deutliche Beeinflussung der
Notch-Endozytose durch Su(dx) konnte bisher nur anhand von Zellkulturexperimenten
beobachtet werden (Shimizu et al., 2014). Demzufolge scheint Su(dx) im Vergleich zu Dx bei
der Endozytose des endogenen Notch-Rezeptors von der apikalen Membran der

Fliigelimaginalscheibe eine untergeordnete Rolle einzunehmen.

4.2.1 Auswirkungen von Dx und Su(dx) auf die Endozytose von N-HA und N¥?R-HA

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch die Expression der transgenen Rezeptoren
fiir 14,5h Stunden sowohl bei N-HA als auch bei N¥?R-HA zu einer deutlichen Akkumulation
der Rezeptoren an der apikalen Membran kommt. Der N¥?R-HA Rezeptor kann dabei stirker an
der subapikalen Membran beobachtet werden. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass der
Austausch der Lysine moglicherweise einen leichten Effekt auf die Endozytose von der
subapikalen Membran hat, aber nicht zu einer Unterbrechung der Endozytose fiihrt. Durch die
Messungen des Verhiéltnisses des apikalen zum basalen Fluoreszenzsignals konnte dariiber
hinaus eine stirkere apikale Lokalisation bei dem N-HA Rezeptors beobachtet werden (3.11.2).
Dieser Effekt ist vermutlich auf die starke basale Vesikelakkumulation des NX?R-HA Rezeptors
zuriickzufiihren.

Um die Effekte von Dx und Su(dx) auf den N¥?R-HA Rezeptor zu untersuchen wurden die
Rezeptoren N-HA und N¥?R-HA mit Dx und Su(dx) koexprimiert. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die Expression von Dx zu einer deutlichen Reduzierung der Lokalisation an der apikalen
Membran und einer vermehrten Bildung von N-HA positiven Vesikeln fiihrt. Dieser Effekt lasst
sich auch durch die Uberexpression von Su(dx) beobachten, ist allerdings schwiicher ausgeprigt.

NKZR_HA zu einer deutlich

Dariiber hinaus fiihrt die Uberexpression von Dx ebenfalls bei
reduzierten Lokalisation an der apikalen Membran. Ein dhnlicher Effekt konnte auch durch die
Uberexpression von Su(dx) gezeigt werden, ist aber auch in diesem Fall schwicher ausgeprigt
(3.11.2). Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl Dx, als auch Su(dx) fihig sind den N¥*R-HA
Rezeptor von der apikalen Membran zu endozytieren. Diese Beobachtungen legen nahe, dass die

Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors durch Dx und Su(dx) nicht essentiell fiir die Endozytose
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des Rezeptors von der apikalen Membran ist. Dx und Su(dx) scheinen demzufolge einen
ubiquitinierungs-unabhédngigen Mechanismus der Notch-Endozytose auszuldsen. Dariiber
hinaus zeigen die Ergebnisse, dass die Uberexpression von Su(dx) zwar keinen identifizierbaren
Einfluss auf die Endozytose des endogenen Rezeptors hat, aber durch die zusitzliche Expression
der transgenen Rezeptoren zu einer verstirkten Endozytose und Vesikelbildung fiihrt.

Ahnliche Beobachtungen konnten ebenfalls in einer vorherigen Verdffentlichung gemacht
werden (Wilkin et al., 2004). Auch in diesem Fall fiihrt die gleichzeitige Uberexpression von
Su(dx) und Notch zu einer deutlich vermehrten Bildung von Notch-positiven Vesikeln.

Es scheint daher weniger die Menge des Su(dx) Proteins entscheidend fiir die Einleitung der
Endozytose zu sein, sondern die Menge des Notch-Rezeptors. Es ist vorstellbar, dass speziell
Su(dx) einen Mechanismus der Endozytose auslost, der auf hohe Konzentrationen des Notch-
Rezeptors an der apikalen Membran reagiert. Dx scheint hingegen zu einer generellen,
konzentrations-unabhéngigen Endozytose des Notch-Rezeptors zu fiihren.

Die Auswirkungen der Su(dx) vermittelten Notch-Endozytose sollten daher niher untersucht
werden. Um die Fragestellung einer mdglichen konzentrations-abhiangigen Endozytose durch
Su(dx) detaillierter zu untersuchen, wire es denkbar, die Genkopien des Notch-Rezeptors bei
gleichzeitiger Uberexpression von Su(dx) zu erhdhen. Dies konnte mit Hilfe von N-BAC

Konstrukten durchgefiihrt werden.

4.2.2 Modell einer ubiquitinierungs-unabhingigen Notch-Endozytose durch Dx und
Su(dx)
Da sowohl Dx, als auch Su(dx) eine ubiquitinierungs-unabhiingige Endozytose des N¥?R-HA
Rezeptors auslosen, stellt sich die Frage, durch welchen alternativen Mechanismus die Einleitung
der Endozytose des Notch-Rezeptors durch die Ubiquitinligasen reguliert wird. Die clathrin-
abhingige Endozytose von Transmembranproteinen ldsst sich iiber verschiedene Wege einleiten.
Eine Moglichkeit ergibt sich aus der Ubiquitinierung der Transmembranproteine. In diesem Fall
wird Ubiquitin iiber ein in der Membran verankertes Adapterprotein erkannt und 16st die
Assemblierung von Clathrin aus. Ein gut untersuchtes Adapterprotein mit UIMs (ubiquitin
interating motive), das an der clathrin-abhingigen Endozytose beteiligt ist, ist Epsin. Das
Clathrin umbhiillte Vesikel wird anschlie8end {iber die GTPase Dynamin von der Zelloberfldche
abgeschniirt. Alternative Moglichkeiten ein Transmembranprotein {iber die clathrin-abhangige
Endozytose zu internalisieren bestehen in der direkten Interaktion von Adapterproteinen mit

konservierten Endozytosesignalen innerhalb der Transmembranproteine. Ein beschriebenes
103



Diskussion

extrazelluldrer Raum
GPI-Anker
Zytoplasma

" Cholesterol

Clathrin abhingige Endozytose GPI und Cholesterol abhangige
des Notch-Rezeptors Endozytose des Notch-Rezeptors

!

Abb. 44: Modell einer ubiquitinierungs-unabhingigen Einleitung der Notch-Endozytose durch Dx und Su(dx). Dx interagiert
direkt mit den intrazelluldren Ankyrin-Wiederholungen des Notch-Rezeptors. Fiir die Aufrechterhaltung der Funktion von Dx
wird eine Dimerisierung des Proteins benétigt. Der Dx Interaktionspartner Krz verfiigt sowohl liber eine AP-2, als auch tiber eine
Clathrin-Bindestelle. Ein Komplex aus Notch, Dx und Krz konnte daher zu eine clathrin-abhéngigen, aber ubiquitinierungs-
unabhingigen Endozytose des Notch-Rezeptors fiihren. Su(dx) fiihrt zu einer clathrin-unabhéngigen Notch-Endozytose, die {iber
GPI und Cholesterol angereicherte Membrandoménen eingeleitet wird. Su(dx) interagiert iber die WW-Doménen direkt mit dem
Notch-Rezeptor und verfiigt iiber eine Phospholipid-bindende C2-Doméne. Su(dx) konnte daher die Funktion eines
Adapterproteins zwischen dem Notch-Rezeptor und der Cholesterol und GPI angereicherten Membrandoméne einnehmen und
auf diese Weise eine ubiquitinierungs-unabhéngige Endozytose des Notch-Rezeptors auslosen.

Adapterprotein das solche Signale erkennt ist AP-2 (Ubersicht in (Benmerah and Lamaze,
2007)). In diesem Zusammenhang ist besonders interessant, dass die Funktion von Dx zwar
abhingig von der RING-Doméne ist, aber durch den Austausch gegen die
Dimerisierungsdoméne GST aufrechterhalten werden kann (Matsuno et al., 2002). Die
Oligomerisierung von Dx ist daher entscheidend fiir die Funktion als positiver Regulator des
Notch-Signalweges. Dariiber hinaus interagiert Dx direkt mit den intrazelluldren Ankyrin-
Wiederholungen des Notch-Rezeptors (Matsuno et al., 1995). Des Weiteren ist das B-Arrestin
Krz als Bindungspartner von Dx bekannt und fiihrt bei einem Ausfall zu einer verstdrkten
Akkumulation des Notch-Rezeptors an der apikalen Membran, die mit einem Ausfall von Dx
vergleichbar ist (Mukherjee et al., 2005; Yamada et al., 2011). Es ist daher sehr wahrscheinlich,
dass eine Interaktion zwischen Notch-Dx-Krz fiir die Endozytose des Notch-Rezeptors bendtigt
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wird. Krz verfiigt dariiber hinaus sowohl iiber eine Clathrin, als auch eine AP-2 Bindestelle
(Mukherjee et al., 2005).

Da die Dx vermittelte Notch-Endozytose clathrin-abhédngig induziert wird (Shimizu et al., 2014),
ist es vorstellbar, dass es liber eine mogliche Interaktion zwischen Krz und dem Adapterprotein
AP-2 zu einer ubiquitinierungs-unabhéngigen Rekrutierung von Clathrin kommt. Dariiber hinaus
konnte in Drosophila gezeigt werden, dass die konstitutive Endozytose des Notch-Rezeptors AP-
2 abhidngig ist (Windler and Bilder, 2010). Alternativ wire vorstellbar, dass Krz direkt mit
Clathrin interagiert und so eine clathrin-abhéingige, aber ubiquitinierungs-unabhédngige
Endozytose des Notch-Rezeptors ausgelost wird. Da die Dimerisierung von Dx entscheidend fiir
die Aufrechterhaltung der Funktion ist, konnte Dx als Dimer an die Ankyrin-Wiederholungen
des Notch-Rezeptors binden. Durch die Interaktion von Krz mit Dx und AP-2 mit Krz entstiinde
ein Komplex der eine clathrin-abhéngige Endozytose ermdglichen konnte (Abb. 44).
Insbesondere eine Beteiligung von AP-2 an der Dx induzierten Notch-Endozytose miisste in
weiteren Experimenten untersucht werden. Moglich wire hierbei eine klonale Analyse mit Hilfe
eines AP-2 mutanten Allels. Sollte die verstirkte Notch-Endozytose durch die Uberexpression
von Dx in AP-2 mutanten Zellklonen unterdriickt werden, wiére eine Beteiligung von AP-2 an

der Dx induzierten Notch-Endozytose sehr wahrscheinlich.

Fiir eine ubiquitinierungs-unabhédngige Einleitung der Notch-Endozytose durch Su(dx) gibt es
deutlich weniger Anhaltspunkte in der Literatur. Su(dx) interagiert iiber die WW-Doménen
direkt mit dem Notch-Rezeptor. Dariiber hinaus verfiigt Su(dx) {iber eine Phospholipid-bindende
N-terminale C2-Doméne und ist an der apikalen Membran lokalisiert (Wilkin et al., 2004). Es ist
daher vorstellbar, dass Su(dx) selbst eine Funktion als Adapterprotein hat und zur Einleitung der
Endozytose des Notch-Rezeptors fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die durch Su(dx)
ausgeloste Endozytose des Notch-Rezeptors clathrin-unabhéngig ist, aber tiber GPI-Proteine und
Cholesterol angereicherte Membrandoménen ausgefiihrt wird (Shimizu et al., 2014). Wie dieser
Prozess im Detail ablduft wurde bisher nicht ndher untersucht. Vorstellbar wére, dass Su(dx)
direkt mit GPI und Cholesterol angereicherten Membrandoménen interagiert und der Notch-
Rezeptor auf diese Weise der Endozytose zugefiihrt wird (Abb. 44). Die durch Su(dx) vermittelte
Endozytose des Notch-Rezeptors iiber GPI und Cholesterol angereicherte Membrandoménen
wurde bisher ausschlie8lich anhand von Zellkulturexperimenten nachgewiesen. Ob diese Form

der Endozytose auch in vivo aktiv ist, sollte daher ndher untersucht werden.

105



Diskussion

4.2.3 Ein Dileucinmotiv als alternatives Endozytosesignal

Der Drosophila Notch-Rezeptors verfiigt liber ein stark konserviertes Dileucinmotiv in der
intrazelluldiren Doméne des Rezeptors. Die Eigenschaften des Dileucinmotives wurden bereits
anhand des humanen N1-Rezeptors in Zellkulturexperimenten untersucht (Zheng et al., 2013).
Dazu wurde ein Konstrukt hergestellt, bei dem die Leucine des Motives gegen Alanine
ausgetauscht wurden. Mit Hilfe des Konstruktes konnte gezeigt werden, dass ein Austausch des
Dileucinmotives keinen Effekt auf die Endozytose des N1-Rezeptors hat, aber zu einer
verminderten Notch-Aktivitit am Lysosom fiihrt. Dariiber hinaus fiihrt der Austausch des
Motives zu einem unterdriickten Transport des Rezeptors vom frithen zum spiten Endosom.
Um zu testen, welchen Einfluss das Dileucinmotiv auf den Drosophila Notch-Rezeptor hat,
wurde in dieser Arbeit ebenfalls ein Konstrukt hergestellt, bei dem die Leucine des Motives
durch Alanine ersetzt wurden (3.12).

Dabei konnten deutliche Unterschiede im Vergleich zu dem humanen N1-Rezeptor festgestellt
werden. Der Austausch des Dileucinmotives fiihrt zu einer verstirkten Akkumulation des Notch-
Rezeptors an der subapikalen Membran. Dieser Effekt konnte nicht nur bei N-HA beobachtet
werden, sondern wirkt sich auch auf den N¥*R-HA aus. Die Akkumulation von N-HA und
NKZR_HA an der apikalen Membran wird durch den Austausch des Dileucinmotives angehoben
(3.12.1). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass es durch den Austausch des Motives zu
einer abgeschwichten Endozytose der Rezeptoren von der apikalen Membran kommt. Das
Dileucinmotiv des Drosophila Notch-Rezeptors scheint daher direkt an der Endozytose beteiligt
zu sein. Diese Beobachtung unterscheidet sich von der Funktion des N1 Dileucinmotivs, welches
keinen Einfluss auf die Notch-Endozytose hat.

Interessant ist hierbei, dass besonders das Adapterprotein AP-2 ein bekannter Interaktionspartner
von Dileucinmotiven ist (Ubersicht in (Benmerah and Lamaze, 2007)). Es besteht daher die
Moglichkeit, dass AP-2 direkt an das Dileucinmotiv des Notch-Rezeptors bindet und auf diese
Weise die clathrin-abhéngige Endozytose ausgeldst wird (Abb. 44). In diesem Fall stellt sich die
Frage, wie Dx an diesem Prozess beteiligt ist. Denkbar wire, dass die clathrin-abhéngige
Endozytose des Notch-Rezeptors iiber mehrere Wege eingeleitet wird. So konnte Notch zum
einen liber eine direkte Bindung mit AP-2 endozytiert werden, oder alternativ {iber einen
Komplex aus Notch-Dx-Krz und AP-2. Auffillig ist in diesem Zusammenhang, dass es auch
durch den Austausch des Dileucinmotives weiterhin zur Bildung N'->AA-HA positiver Vesikel
kommt. Dieser Effekt tritt auch bei NX2RLLZAAHA auf (3.12.2). Es scheint daher einen

Mechanismus der Notch-Endozytose zu geben, der unabhingig von dem Dileucinmotiv und der
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Tyrosin Endozytosesignal: YXX@ Y: Tyrosin
X: variabel
@: sperrige hydrophobe Seitenkette
D. melanogaster Notch : PSSQHNQQAFYQYLTPSSQHSGG--—--HTPQH-LVQT
H. sapiens Notch1: PSST.VPPVTAAQFLTPPSQHSYSSPVDNTPSHQLQVP

ADbb. 45: Der Drosophila Notch-Rezeptor verfiigt iiber ein C-terminales Tyrosinmotiv. Bei Tyrosinmotiven handelt es sich um
héufig beschriebene Endozytosesignale die zu einer Clathrin-abhéngigen Endozytose von Transmembranproteinen fithren. Der
Aufbau eines Tyrosinmotives setzt sich aus einem Tyrosin, zwei variablen Aminosduren und einer Aminosaure mit hydrophober
sperriger Seitenkette zusammen. Das Drosophila Tyrosinmotiv ist nicht im humanen N1-Rezeptor konserviert.

Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors funktioniert. Diese Endozytose konnte {iber den Komplex
aus Notch-Dx-Krz und AP-2 ausgeldst werden.

Die Ergebnisse aus dieser Arbeit zusammen mit vorherigen Verdffentlichungen zeigen, dass
Notch iiber verschiedene Wege endozytiert werden kann (Shimizu et al., 2014; Windler and
Bilder, 2010). Fiir die Dx und Su(dx) induzierte Endozytose konnte in Drosophila eine
Temperaturabhéngigkeit nachgewiesen werden (Shimizu et al., 2014). Eine mogliche
Endozytose iiber die direkte Bindung von AP-2 an das Dileucinmotiv des Rezeptors wiirde eine
weitere Form der Notch-Endozytose darstellen. Es wire vorstellbar, dass diese Form fiir eine
basale Endozytose des Rezeptors sorgt. Die iiber Dx und Su(dx) eingeleitete Endozytose konnte
im Gegensatz dazu temperaturbedingte Schwankungen der Notch-Endozytose und der Notch-
Aktivierung ausgleichen.

ODb es sich tatsdchlich um eine weitere Form der Notch-Endozytose handelt muss allerdings
durch weitere Untersuchungen bestétigt werden. Das Dileucinmotiv kénnte dariiber hinaus als
vorgeschaltetes Signal flir die Dx und Su(dx) induzierte Notch-Endozytose wichtig sein. Es
miisste in weiteren Experimenten getestet werden, ob sich die Endozytose der Dileucinmutanten
Rezeptoren durch die Uberexpression von Dx und Su(dx) beeinflussen lisst. Sollten Dx und
Su(dx) keinen Einfluss auf die Endozytose von N'P2AAHA und NX2RLLZAA_HA haben, so wird
das Dileucinmotiv sehr wahrscheinlich fiir die Funktion der Dx und Su(dx) induzierten
Endozytose benétigt. Sollte die Uberexpression von Dx und Su(dx) allerdings zu einer
verstirkten Endozytose von N'P2AA‘HA und NK2RLL2AA_HA fithren, so kann davon ausgegangen
werden, dass das Dileucinmotiv nicht fiir die Dx und Su(dx) induzierte Notch-Endozytose
bendtigt wird. In diesem Fall stellt das Dileucinmotiv des Notch-Rezeptors ein Dx und Su(dx)
unabhingiges Endozytosesignal dar.

Wie bereits erwahnt, fiihrt der Austausch des Dileucinmotives im Drosophila Notch-Rezeptors
nicht zu einer kompletten Unterbrechung der Notch-Endozytose. Die entstehenden NF-2AAHA
Vesikel kolokalisieren mit dem spit-endosomalen Marker Rab7. Auch bei NX2RIL2AA A

kommt es zu einer Kolokalisation mit Rab7. Zudem konnte gezeigt werden, dass es bei basalen
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Vesikeln weiterhin zu der Ausprigung eines Lumens kommt (3.12.2). Die Ergebnisse zeigen,
dass es im Gegensatz zum humanen N1-Rezeptor durch den Austausch des Dileucinmotives im
Drosophila Notch-Rezeptor zu keiner Unterbrechung des Transportes des Rezeptors in spit-
endosomale Kompartimente kommt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Austausch
des Dileucinmotives keinen Effekt auf die Aktivierung von N-HA und N¥?R_HA hat (3.12.3).
Die Beobachtungen zeigen, dass Funktionen des Dileucinmotives im Drosophila Notch und im
humanen N1-Rezeptor grundsitzlich unterschiedlich und nicht miteinander vergleichbar sind.
Wihrend das Dileucinmotiv im humanen N1-Rezeptor an dem Transport des Rezeptors zum
Lysosom beteiligt ist (Zheng et al., 2013), scheint es im Drosophila Notch-Rezeptor die Funktion

eines Endozytosesignals einzunehmen.

Neben Dileucinmotiven gibt es auch weitere Endozytosesignale. Gut beschriebene
Endozytosesignale die ebenfalls die clathrin-abhéngige Endozytose einleiten, sind Tyrosin
basierte Motive. Der Aufbau dieser Motive setzt sich aus einem Tyrosin, zwei darauf folgenden
variablen Aminosduren und einer Aminosdure mit hydrophober sperriger Seitenkette zusammen
(Ubersicht in (Traub and Bonifacino, 2013)).

Interessanterweise verfiigt der Drosophila Notch-Rezeptor neben dem Dileucinmotive iiber ein
solches Tyrosinmotiv am C-Terminus der intrazelluliren Doméne. Das Motiv ist nicht im
humanen N1-Rezeptor konserviert, unterscheidet sich allerding nur durch ein Phenylalanin
anstelle des Tyrosins (Abb. 45). Die Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin sind sehr dhnlich
aufgebaut und unterscheiden sich nur durch eine OH-Gruppe. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass ein Austausch des Tyrosins gegen ein Phenylalanin innerhalb des Motives keine
starke Unterdriickung der Internalisierung von Transmembranproteinen hat (Ubersicht in (Traub
and Bonifacino, 2013)). Es ist also vorstellbar, dass das Motiv im N1-Rezeptor trotz des
Phenylalanins eine Funktion als Endozytosesingnal einnimmt. Besonders da das Dileucinmotiv
keinen Einfluss auf die Endozytose des N1-Rezeptors hat und der Rezeptor dariiber hinaus lysin-
unabhéngig endozytiert wird (Zheng and Conner, 2018; Zheng et al., 2013), konnte es sich
hierbei um ein grundlegendes Endozytosesignal handeln.

Um zu testen, ob das Tyrosinmotiv einen Einfluss auf die Endozytose des Drosophila Notch-
Rezeptors hat, wire es moglich ein Deletionskonstrukt herzustellen. Die Kombination aus einem
Austausch der intrazelluldren Lysine, des Dileucinmotives und des Tyrosinmotives konnte
Aufschluss dariiber geben, ob es zu einer kompletten Unterbrechung der Notch-Endozytose
kommt. In diesem Fall konnte von einem Einfluss des Tyrosinmotives auf die Notch-Endozytose

ausgegangen werden.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Funktion der Ubiquitinierung des Notch-Rezeptors getestet. Dazu
wurde ein transgener Rezeptor hergestellt, bei dem alle 27 intrazelluldren Lysine durch die

strukturell #hnliche Aminosiure Arginin ausgetauscht wurden (N¥?R-HA).

Um zu testen, welchen Einfluss der Austausch der Lysine auf die Aktivitit des Rezeptors hat,
wurde eine Analyse mit Mutanten verschiedener Komponenten des Notch-Signalweges
durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Analyse konnte gezeigt werden, dass NX*®-HA liganden-
unabhéngig aktiviert wird. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese Aktivierung
unabhingig von der Funktion der Metalloprotease Kuz, aber abhéngig von der Aktivitéit der y-

Sekretase erzeugt wird.

Lokalisationsstudien in der Fliigelimaginalscheibe zeigten, dass der Austausch der Lysine keinen
Einfluss auf die Sekretion und den Transport des Rezeptors an die apikale Membran hat. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass N¥?R-HA {iber den endosomalen Weg transportiert wird und
im Gegensatz zu N-HA an der limitierenden Membran von Kompartimenten mit endosomalem
Ursprung akkumuliert. Die weitere Analyse zeigte Hinweise darauf, dass diese Lokalisation zu
einer Aktivierung des Rezeptors fiihrt, die unabhingig von der Fusion des Endosoms mit dem
Lysosom ausgeldst wird. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass es durch den Austausch der
Lysine zu einem verzogerten Abbau der intrazelluliren Doméine im Zellkern kommt, der zu der
starken ektopischen Aktivierung des Signalweges beitragt.

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die E3-Ligasen Dx und Su(dx) eine
ubiquitinierungs-unabhingige Endozytose des NX?R-HA Rezeptors ausldsen. Zudem konnten
Hinweise darauf erzielt werden, dass Su(dx) zu einer vermehrten Internalisierung von N¥?R-HA
in das endosomale Lumen fiihrt und eine leichte Unterdriickung der ektopischen Aktivierung

auslost.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Mutation eines konserviertes intrazelluldren
Dileucinmotiv zu einer reduzierten Endozytose des Notch-Rezeptors von der apikalen Membran
fiihrt. Der Austausch des Dileucinmotives im N¥*R-HA Rezeptors fiihrte ebenfalls zu einer
reduzierten, aber keiner vollstindigen Unterdriickung der Endozytose. Diese Beobachtungen
deuten auf einen weiteren Mechanismus der Notch-Endozytose hin, der unabhingig von der

Ubiquitinierung des Rezeptors und des Dileucinmotives ausgeldst wird.
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6 Summary

In this thesis, the function of Notch receptor ubiquitination was analysed. For this purpose, a
transgenic Notch receptor was generated in which all 27 lysines of the intracellular domain were

replaced by the structurally similar amino acid arginine (N¥?R-HA).

To test the impact of lysine replacement on receptor activity, several mutants of Notch signalling
pathway components involved in activating the receptor were analysed. The results suggest that
NK2R_HA is activated in a ligand independent manner. Moreover, it was shown that N¥?R-HA

signalling activity does not depend on the metalloprotease Kuz, but requires y-secretase activity.

Localisation studies in wing imaginal discs showed that a replacement of lysines does not affect
secretion and transport of the receptor to the apical membrane. N¥?R-HA is transported via the
endosomal pathway, but in contrast to N-HA remains at the limiting membrane of compartments
with an endosomal origin. Further experiments indicated that NX?R-HA is activated at the limiting
membrane independent of endosome/lysosome fusion. In addition, the replacement of
intracellular lysines results in a delayed degradation of NICD in the nucleus, which contributes
to the strong activation of the signalling pathway. It was further shown that the E3-ligases Dx
and Su(dx) induce ubiquitination independent endocytosis of NX*R-HA. Moreover, there is
evidence that Su(dx) expression leads to increased N¥?R-HA internalisation into the endosomal

lumen and triggers mild suppression of ectopic activation.

Mutation of a conserved intracellular dileucine motif resulted in a reduced internalisation of N-
HA from the apical membrane. Replacement of this motif in N¥?R-HA also showed a reduced,
but not complete, suppression of endocytosis. These data suggest an alternative mechanism of

Notch endocytosis, independent of receptor ubiquitination and the dileucine motif.

110



Material und Methoden

7  Material und Methoden

7.1 Material

7.1.1 Gerite und Arbeitsmaterialien

Software:

Microsoft Windows 8.1 Professional
Microsoft Office 2016

Adobe Photoshop CS6

ImagelJ Version: 2.0.0-rc-61/1.51n
Huygens Professional Version: 16.10.0p3
Zeiss ZEN (blue edition), Version: 1.1.2.0
Zeiss ZEN (black edition) Version: 2.3 SP1
Zeiss AxioVision, Version: Rel. 4.8/4.1
GelAnalyzer 2010, Version: 2010a
Adobe Acrobat Reader DC

Chromas Lite, Version: 2.1.1

Serial Cloner, Version: 2.6.1

GraphPad Prism 6

Internetdatenbanken:

Gerite:

NCBI Pubmed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)

FlyBase (https://flybase.org)

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

Bloomington Drosophila Stock Center (https://bdsc.indiana.edu)

Vienna Drosophila Resource Center (https://stockcenter.vdrc.at/control/main)
DSHB (http://dshb.biology.uiowa.edu)

DGRC (https://dgrc.bio.indiana.edu/Home)

NEB Tm Calculators (https://tmcalculator.neb.com/#!/main)

Autoklaven:

VE-150, Systec
DE-23, Systec
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Gel / Western Blot Dokumentationskammer:

Transilluminator, Peqlab
LAS-4000, Fujifilm

Gelelektrophorese /Western Blot Systeme:

Inkubatoren:

Agarose-Gele: Eigenbau der der Werkstatt der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf

SDS-Gele: Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoesis Cell, Bio Rad
Western Blot: Trans-Blot Turbo, Bio Rad

Function Line B6, Heracus

Hera Therm, Thermo Scientific
Wasserbad, GFL 1083

Thermocell Cooling&Heating Block, Bioer
Mixing Block MB-102, Bioer

Mikroskope und Binoculare:

Zeiss Axio Imager Z1 mit ApoTome und AxioCam MRm
Zeiss Axio Plan 2 mit ApoTome und AxioCam MRm
Zeiss Elyra PS (SR-SIM)

Olympus BH2

Leica MZ 16

PCR-Thermocycler:

peqSTAR, Peqlab

Spektralphotometer:

Schiittler:

Rollinkubator:

Taumler:

NanoDrop 2000c, Peqlab

SM30, Edmund Biihler GmbH

CAT RM5
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Heidolph Polymax 2040

Rotator:

Elmi Intelli-Mixer RM2L

Zentrifugen:

Ultrazentrifuge, Beckman Coulter Avanti J-26 XP

Tischzentrifuge, Heraeus Biofuge pico

Tischzentrifuge, Heraeus Fresco 21

Arbeitsmaterialien:

Glasperlen:

Glass Beads (425-600 um), Sigma-Aldrich

Transfermembran:

Roti-PVDF, Roth

Blottingpapiere:

Rotilabo (0,35 mm), Roth

7.1.2 Chemikalien, Kits und Enzyme

Chemikalien:

Sofern nicht anders vermerkt, wurden sdmtliche Chemikalien von den Herstellern Sigma
Aldrich, Merck und Roth bezogen

DNA GroBenstandart:

DNA-Ladepuffer:

DNA-Farbstoff:

Gamma-Sekretase Inhibitor:

Kuz Inhibitor:

Ziegenserum:

Gene Ruler 1kb, Fermentas

6x MassRuler DNA Loading Dye, Fermentas

Hoechst 33258, Sigma Aldrich

DAPT (D5942), Merck

Batimastat (BB-94) (ab142087), Abcam

Normal Goat Serum (NGS), Jackson Immuno Research
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Midi-Préparationskit: Nucleobond, Macherey Nagel
Gel-Extraktionskit: Gel DNA Recovery Kit, Zymoclean
Luciferase-Kit: Dual-Glo Luciferase Assay System, Promega
Protease Inhibitor: Protease Inhibitor Cocktail (P8340), Sigma-Aldrich
Proteasom Inhibitor: MG-132, Merck

Transfektionsreagenz: Effectene Transfection Reagent, Qiagen
ECL-Reagenz: WesternBright Sirius HRP substrate, Advansta
Agarose HA-Beads: Anti-HA Agarose (1862389), Thermo Scientific
Transfermembran: Roti-PVDF, Roth

Acrylamid-, Bisacrylamid: Rotiphorese Gel30 (37,5:1), Roth
Katalysatoren: APS (10%), Merck

TEMED, Merck

Restriktionsendonukleasen:

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von dem Hersteller New England Biolabs

(NEB) bezogen.
Exonuklease: T5 Exonuklease, Biozym
DNA-Polymerasen: QS5 High-Fidelity DNA Polymerase, NEB
Pfu DNA Polymerase, Promega
Phusion High Fidelity DNA Polymerase, NEB
DNA-Ligasen: T4 DNA Ligase, NEB
Taq DNA Ligase, NEB
RNAse Ribonuclease A, Serva
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7.1.3 Puffer und Losungen:

1x PBS (phosphate-buffered saline):

0,3% PBT:

4% PFA:

5% NGS:

Ix TAE

4x Laemmli-Puffer:

4x Trenngelpuffer:

4x Sammelgelpuffer:

10x SDS-Elektrophorese-Puffer:

10x Transferpuffer:

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM Na>HPO4
2 mM KH2PO4

1x PBS
0,3% Triton-X-100

1x PBS
4% Paraformaldehyd

5% Normal Goat Serum in 0,3% PBT

40 mM Tris-HCl
1 mM EDTA
—->pH 8

250 mM Tris-HCl

8% SDS

40% Glycerol

8% Betamercaptoethanol
0,02% Bromphenolblau

1,5 M Tris-HCI
10% SDS
>pH 8,8

0,5 M Tris-HCI
10% SDS
>pH 6,8

0,26 M Tris-HCl
1,92 M Glycin
1% SDS

—->pH 8,3

250 mM Tris-HCl
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WB Blockierlésung:

WB Férbelosung:

S1-Puffer:

S2-Puffer:

S3-Puffer:

Notch-Lysispuffer:

Notch-Ubiquitinierungspuffer:

1,5 M Glycerin
—->pH 8,3

5% Milchpulver in 1x PBS

2% Milchpulver in 1x PBS

12,5 ml Tris-HCI (1 M)
5 ml EDTA (0,5 M)
Auf 250 ml mit dH20 auffillen

10 ml NaOH (5 M)
25 ml SDS (aus 10% Losung)
Auf 250 ml mit dH20 auffiillen

68,71 g Kaliumacetat (2,8 M)

150 ml dH20

—2>pH 5,1 (mit 100% Essigséure einstellen)
Auf 250 ml mit dH20 auffiillen

20 mM HEPES (pH 7,6)
150 mM NacCl

1 mM EDTA

1% Triton X-100

50 mM Tris-HCI

125 mM NacCl

5% Glycerol

0,2% NP-40

1,5 mM MgClz

1 mM DTT

1 mM EDTA

5 mM N-Ethylmaleimide

Ix Protease Inhibitor Cocktail
I1x MG132 Proteasom Inhibitor
—->pH 7,5
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Stripping-Puffer:

Gibson-Assembly 5x ISO-Puffer

Gibson-Assembly Enzym Mastermix

Kupfersulfat Stammlosung:

Antibiotika Stammldsungen:

20 ml SDS (10%)
12,5 ml Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8)

800 pul B-Mercaptoethanol
67,5 ml dH20

(Volumen: 100 ml)

3ml 1M Tris-HCL pH 7,5
150 pl 2M MgCl2

60 ul 100mM dGTP

60 ul 100mM dATP

60 pul 100mM dTTP

60 pl 100mM dCTP

300 ul IM DTT

1,5 g PEG-8000

300 ul 100mM NAD
dH20 auf 6 ml auffiillen

320 pl Gibson-Assembly 5x ISO-Puffer
0,64 ul 10 U/ul TS Exonuklease

20 ul 2 U/ul Phusion® High-Fidelity DNA-
Polymerase

160 pl 40 U/ul Tag DNA Ligase

1,2 ml dH20

100 mM CuSOs4 in dH20

Ampicillin (100 mg/ml in dH20), Sigma
Penicillin (10,000 Units/ml), Invitrogen
Streptomycin (10,000 pg/ml), Invitrogen

117



Material und Methoden

7.1.4 Medien

LB-Medium:

LB-Agar Platten:

Zellkultur Serum:

Zellkultur Medium:

D. melanogaster Néahrmedium:

Mikroskopie Einbettungsmedium:

7.1.5 Antikorper

10 g Bactotrypton

5 g Hefeextrakt

10g NaCl

Auf 1 Liter mit dH20O auffiillen
—>pH 7

LB-Medium
1,5% Agarose

FBS Premium (P30-1502), Pan Biotech

450 ml Schneider’s Drosophila Medium (P04-
915000), Pan Biotech
50 ml FBS

5 ml Penicillin/Streptomycin (aus Stammlosung)

100 g Agar

1424 g Maisschrot

190 g Sojamehl

336 g Trockenhefe

800 g Riibensirup

900 g Malzextrakt

300 ml Nipaginlosung in Etanol (10% Gew/Vol)
90 ml Probionsdure

19,5 1dH20

(Volumen: 20 Liter)

Vectashield, Vector Laboratories

Tab 1: Primédre Antikorper. Die Aufgelisteten Antikérper wurden entweder flir immunhistochemische Farbungen an
Fliigelimaginalscheiben, S2 Zellen, oder fiir Western Blots (WB) verwendet.

Antigen Organismus Verdiinnung Bezugsquelle
NECD Maus 1:100 DSHB (C458.2H)
Wg Maus 1:250 DSHB (4D4)
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B-Gal Kaninchen 1:5000 Cappel
HA Ratte 1:500 (WB 1:2000) | Roche (3F10)
HA Kaninchen 1:2000 (WB 1:5000) | Cell Signaling
Technology (C29F4)
Rab7 Kaninchen 1:3000 (Tanaka and
Nakamura, 2008)
Rab7 Maus 1:250 DSHB (Rab7-s)
Rab5 Maus 1:500 Abcam (ab91261)
Dx Ratte 1:50 (Busseau et al., 1994;
Hori et al., 2004)
Su(dx) Kaninchen 1:500 SK289
alpha-Catenin Maus WB 1:2000 DSHB (DCAT-1)
Flag Maus WB 1:2000 Sigma (M2)
c-Myc Kaninchen 1:500 Santa Cruz (A-14)
Calnexin99 Maus 1:100 DSHB (6-2-1)
Golgin84 Maus 1:100 DSHB (12-1)

Tab 2: Sekundidre Antikorper. Die aufgelisteten Antikérper wurden entweder flir immunhistochemische Férbungen an
Fligelimaginalscheiben, S2 Zellen, oder fiir Western Blots (WB) verwendet.

Antigen + Farbstoff Organismus Verdiinnung Bezugsquelle

Maus Alexa-488 Ziege 1:500 Invitrogen

Maus Alexa-568 Ziege 1:500 Invitrogen

Maus Alexa-647 Ziege 1:500 Invitrogen

Kaninchen Alexa-488 Ziege 1:500 Invitrogen

Kaninchen Alexa-568 Ziege 1:500 Invitrogen

Kaninchen Alexa-647 Ziege 1:500 Invitrogen

Ratte Alexa-488 Ziege 1:500 Invitrogen

Ratte Alexa-568 Ziege 1:500 Invitrogen

Ratte Alexa-647 Ziege 1:500 Invitrogen

Ratte HRP Ziege WB 1:5000 Jackson Immuno
Research

Maus HRP Ziege WB 1:5000 Jackson Immuno
Research

Maus IRDye 800CW Ziege WB 1:5000 Abcam (ab216772)

Kaninchen IRDye Ziege WB 1:5000 Abcam (ab216777)

680RD
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7.1.6 Bakterienstimme:

Bei den verwendeten Stimmen handelt es sich um chemisch kompetente Bakterien

DHSa Genotyp: fhuA?2 (argF-lacZ)U169 phoA ginV44 80
(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

TOP10 Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAMI5A lacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG

7.1.7 D. melanogaster Zellen

D. melanogaster Schneider Zellen S2R+

7.1.8 Fliegenstimme

Tab 3: Fliegenstimme

Genotyp Anmerkung

Fiir Transgenese verwendete Stimme

vy w M(eGFP.vas.int. Dm)ZH-24 ; M(3xP3- Chromosom 2R
RFP.attP)ZH-51C (Bischof et al., 2007)
vy w M(eGFP.vas.int. Dm)ZH-24 ; M(3xP3- Chromosom 3R
RFP.attP)ZH-86Fb (Bischof et al., 2007)
Fiir Balancierung verwendete Stimme

w ; If/CyO"&laZ - TM6B/MKRS Multibalancer

w; If/SM6a-TM6B Compound Balancer
Transgene Fliegenstimme

w ; UAS-N-HA/CyQv&'aZ . TM6B/MKRS Chromosom 2R

w ; If/CyOQ"&lacZ - UAS-N-HA/TM6B Chromosom 3R

w ; UAS-NK?R_HA/CyO"¢'%Z . TM6B/MKRS Chromosom 2R

w ; If/CyO"elacZ - UAS-N¥>R-HA/TM6B Chromosom 3R

w ; UAS-NAEGFU-12_ [ A /CyOveaeZ - TM6B/MKRS Chromosom 2R

w ; If/CyQ"elac . UAS-NAECFII-12_HA/TM6B Chromosom 3R

w ; UAS-NAEGF(L-I2-K2R_p 4 /CyOmelacZ - TAI6B/MKRS Chromosom 2R

w ; If/CyOQ"elac? . UAS-NAECF(H-12-K2R_[ A /TM6B Chromosom 3R
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w ; If/Cy0"¢acZ - UAS-NM244-HA/TM6B

Chromosom 3R

w; ]f/CyOwg-lacZ - UAS- NEK2R-LL2AA_FT A /TM6B

Chromosom 3R

w ; If/Cy0"&1aZ - UAS-NICD-HA/TM6B

Chromosom 3R

w ; If/Cy0"&laZ . UAS-NICDX?R-HA/TM6B

Chromosom 3R

Verwendete UAS Konstrukte, RNAi Linien und
Allele

- kuzES?? FRT40A4/Cy0v8'aZ . TM6B/MKRS

w ,; UAS-dx (II) Martin Baron

w ,; UAS-Su(dx) (II) Martin Baron

w ; UAS-vhaA-RNAi (11]) VDRC#17102
w; UAS-GFP (Yeh et al., 1995)
w ; UAS-mRFP Bloomington

w

(Klein, 2002)

D110 Ser®32 ¢ FRT82B/TM6B

(Micchelli et al., 1997)

NEH FRTI194/FM6

(Lehmann et al., 1983)

w ; mib1EY09780/TM6B

(Le Borgne et al., 2005)

w ; trpml'/TM6B

(Kwon et al., 2008)

w ; trpml' NRE-GFP/TM6B

Rekombiniert

Psn“! FRT24/TM6B

(Struhl and Greenwald, 1999)

w ; w-myc FRT404/CyQv&'acZ

(Xu and Rubin, 1993)

Verwendete Gal4 Treiber Linien

hh-Gal4 (Tanimoto et al., 2000)
ci-Gal4 (Croker et al., 2006)
ptc-Gal4 (Speicher et al., 1994)

ptc-Gal4 UAS-GFP

hh-Gal4 tubGALS0"

Rekombiniert mit BI#7018

(Tobias Troost)

tub-Gal4

w ; pte-Gal4d UAS-GFP/CyQ"¢'eZ - Gbe+Su(H)-
lacZ/TM6B

w; NRE-GFP ; hh-Gal4 tub-GALS0"/SM6a-TM6B

w; Rabl-YFP ; hh-Gal4 tub-GALS80®/SM6a-TM6B

w ; ci-Gal4 tub-GAL80"/CyO*&1eZ - NRE-GFP/TM6B

w ; ci-Gal4 tub-GAL80"/CyO»&'aZ - trpml! NRE-
GFP/TM6B

w ; If/Cy0" e . tyub-Gal4 tub-GALS0"/TM6B

Verwendete Reportergenkonstrukte und Marker

NRE-GFP (1)

(Housden et al., 2012)
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NRE-GFP (11l (Housden et al., 2012)

Gbe+Su(H)-lacZ (1) (Furriols and Bray, 2001)

Gbe+Su(H)-nlsGFP (11]) Dissertation Markus Schneider

N-YFP (X) (Lowe et al.,, 2014; Lye et al.,
2014)

tub-Rab5-CFP tub-Rab7-YFP (11l (Marois et al., 2006)

Rabl-YFP (1) (Dunst et al., 2015)

Fiir klonale Analysen verwendete Fliegenstimme

hsFLP UAS-RFP ; arm-lacZ FRT40A tub-GALS80ts/
CyOv&iaZ - hh-Gal4 Gbe+Su(H)-nlsGFP/TM6B

w :pte-Gal4 UAS-Flp NRE-GFP/CyO*&'aZ . FRT82B
REP/TMG6B

w ; kuz* FRT404 /Cy0""*Z - MKRS/TM6B

w; kuzt?* FRT404 ; UAS-N-HA/SM6a-TM6B

w, kuzF?* FRT404 ; UAS-N¥*R-HA/SM6a-TM6B

D110 Ser®32 ¢ FRT82B/TM6B

w ; UAS-N-HA/CyQvs'acZ . DIrevl0 SepRx82 o
FRTS82B/TM6B

w; UAS- NKZR_ HA /Cyowg-lacZ ; D lrev] 0 Sel,.RxSZ e
FRT82B/TM6B

N35EI11 FRTI94/FM6

NSSEI1 FRTI94A/FM6 ; UAS-N-HA/TM6B

N55E11 FRT194/FM6 ; UAS-NX*R-HA/TM6B

w ; m-myc FRT40A4 ; UAS-N-HA/SM6a-TM6B

w ; m-myc FRT40A ; UAS-N**"-HA/SM6a-TM6B

Weitere Effektorstimme

w ; Rab1-YFP/CyQ»&'a<Z . UAS-N-HA/TM6B

w, Rabl-YFP/CyQvs'eZ . UAS-NX*R-HA/TM6B

w ; UAS-dx/CyQ"&laZ . UAS-N-HA/TM6B

w ; UAS-dx/CyQv&laZ . U4S-NX*R-HA/TM6B

w ; UAS-Su(dx)/CyQvs'aZ . UAS-N-HA/TM6B

w ; UAS-Su(dx)/CyO"&1aZ - UAS-N**R-HA/TM6B

w ; UAS-N-HA/CyQ"&laZ ; Psn®! FRT2A/TM6B

w ; UAS-NKR-HA/CyO"¢'aZ - Psn! FRT24/TM6B

w ; UAS-vhaA-RNAi/CyO"¢"*Z - UAS-N-HA/TM6B
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w ; UAS-vhaA-RNAi/CyQ"8'aZ - UAS-NX*R-HA/TM6B

w ; UAS-N-HA/CyQ*&aZ . NRE-GFP/TM6B

w ,; UAS-N®*R-HA/CyOQ"&eZ . NRE-GFP/TM6B

7.1.9 Primer (Oligonukleotide)

Tab 4: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide zur Generierung und Sequenzierung von Notch-Konstrukten

Bezeichnung Sequenz 5’23’ Verwendung

P01 CTGAAATCTGCCAAGAAG Sequenzierung pUAST attB
P02 GTGTATTTTAGATTCCAACCT Sequenzierung pUAST attB
N-RFP 3 ATGGAGCCACCTGCACCGCTTT | Sequenzierung Notch
N-RFP5 CTTCTATTGCCAGTGTACGA Sequenzierung Notch

N-RFP 7 ATACGGGCACCAGTTGCGAG Sequenzierung Notch

N-RFP 9 GAGTGCAGCAGCAATCCCTG Sequenzierung Notch

N-RFP 10 GCAAACTGGGCTATACGG GT Sequenzierung Notch

N-RFP 12 TCCGAATATGTGGATTGGTG Sequenzierung Notch

N-RFP 14 CGACATCAACGAGTGCCTAA Sequenzierung Notch

N-RFP 16 ATTCCGATTGCAATACGTAT Sequenzierung Notch

N-RFP 18 CTTTACGCACGCCGTTGAGG Sequenzierung Notch

N-RFP 2] GGTGTATTTCAGATATTGCT Sequenzierung Notch

N-RFP 23 ACAGAAGGCGGCCAAGAAGG Sequenzierung Notch

N-RFP 25 GAGCCGGCAATGGAAATAGC Sequenzierung Notch

N-RFP 26 ATACAAAGTTCAATGTCCGG Sequenzierung Notch

N-cDNA Fusion CTCTGTCCGAGCAAATGGAAAG | Herstellung pUAST-attB-N-HA
for GCAAACGC

N-cDNA rev CCGCACCGGCGTCCAATAATCTC | Herstellung pUAST-attB-N-HA
(Xhol) TTG

N-FLAG-HA AAAGAATTCCCAGAATGGTGGA | Herstellung pUAST-attB-N-HA
EcoRI for ACGTGCCGAG

N-FLAG-HA GCGTTTGCCTTTCCATTTGCTCG | Herstellung pUAST-attB-N-HA
Fusion rev GACAGAG

G N-K2R ICD N- | CACCGGCGGCGGTTATGTC Herstellung pUAST-attB-N¥R-
HA for HA

G N-HA TM N- GATCACGTCGACGTCGCGAC Herstellung pUAST-attB-N¥R-
K2R ICD rev HA

N-ECD ab Bglll

CTCTAGAACTAGTGGATCCCCCG

Herstellung pUAST-attB-NXR-
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BS for GGCTGCAGGCGTGCCGAGATCT | HA
CATCGG
N-K2R NICD BS | GCCCCCCCTCGAGGTCGACGGT | Herstellung pUAST-attB-NXR-
rev ATCGATAAGCGATCCTCTAGAG | HA
GTACCTCAAGCG
OCK2R (1) for CTTGAGTACGCAAAGACGCCGG | Herstellung pUAST-attB-NX2R-
GCACATGGCGTC HA
OCK2R (1) rev | GACGCCATGTGCCCGGCGTCTTT | Herstellung pUAST-attB-N¥*R-
GCGTACTCAAG HA
OC dileucine TCACGATATTGTCAGGGCCGCC | Herstellung pUAST-attB-
LL2AA for GACGAGCATGTGCCGC NEE2AA_F 4 und pUAST-attB-
NK2R-LL2AA_F] 4
OC dileucine GCGGCACATGCTCGTCGGCGGC | Herstellung pUAST-attB-
LL2AA rev CCTGACAATATCGTGA NEE2AA_F 4 und pUAST-attB-
NK2R-LL2AA_F] 4
EGFI112 fragl GCACATGCGTTACACAACTCAA | Herstellung pUAST-attB-
for TGGC NAEGF(H-12)_H 4 und pUAST-
attB-NAEGF(I1-12)-K2R_f] 4
EGF1112 fragl GGGATTCGATTGGCATTCGTCAA | Herstellung pUAST-attB-
rev TGTCGATTGAACAATCCACGCCC | NAEGEII-I2_H A und pUAST-
TTGTAGCC attB-NAECFI-12)-K2R_F14
EGF1112 frag?2 CCACCGGCTACAAGGGCGTGGA | Herstellung pUAST-attB-
for TTGTTCAATCGACATTGACGAAT | NAEGE(I-12_H A und pUAST-
GCCAATCGAATCC attB-NAECF(I-12-K2R_F1g
EGF1112 frag?2 CAACGCTTGCCCGTGTATCCTGG | Herstellung pUAST-attB-
rev NAEGE(I-12)_F 4 und pUAST-
attB-NMEGF(11-12)-K2R_fy 4
NICD-HA ATG AAAGAATTCATGCGCAAGCGCC | Herstellung pUAST-attB-
EcoRI for GCCGCCAGCA NICD-HA
NICD-HA rev CTCTTGGCGGCATCTGCTCG Herstellung pUAST-attB-
NICD-HA
NICDXR_-HA AAAGAATTCATGCGCCGCCGCC | Herstellung pUAST-attB-
ATG EcoRlI for GCCGCCAGCA NICDXR_HA

NICDXR_HA rev

CTGCGGGCGGCATCTGCTCG

Herstellung pUAST-attB-
NICDXR-HA
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7.1.10 Vektoren

pBlueSkript KS+:
Der pBlueSkript KS+ Vektor wurde in dier Arbeit fiir Zwischenklonierungen und mutagenese-

PCRs bei der Herstellung von Notch-Konstrukten verwendet.

MSC:
Sacl
4 Sacl
‘,«/ Notl
el
TN e
~ BamHI
f . Xmal
‘ pBlueSkript KS+ S84 NS Smal
Pstl
, (2958 bp) 7%0..774 T3 EcoRl
o
| - Hindlll
< i
350 561 1 sall
Xhol
Apal
Kpnl

Abb. 46: Schematische Darstellung des pBlueSkript KS+ Vektors. Der pBlueSkript KS+ Vektor verfiigt {iber ein lac-Operon mit
dem eine blau-weif} Selektion von Bakterienkolonien erméglicht wird. Eine Replikation des Vektors in Bakterien wird {iber das
ORI (origen of replicarion) ColE1 reguliert. Eine Selektion von pBlueSkript KS+ positiven Bakterien wird iiber eine Ampicillin-
Resistenz ermdglicht. Die Integration von Fragmenten wird tiber die MCS (multipe cloning site) ermoglicht.

pUAST-attB:

Der pUAST-attB Vektor wurde in dieser Arbeit fiir die Herstellung von Notch-Konstrukten und
die Integration der Konstrukte in das Genom von D. melanogaster verwendet. Uber ein
minimales white Gen konnen transformante Fliegen selektiert werden. Eine vorgeschaltete UAS-

Sequenz ermdglicht die Expression der Konstrukte unter Kontrolle des GAL4/UAS-Systems.

[Amp prom 8431...8403} 599.. 616 M13-fwd
imp R 75045361 —
MSC:
Xbal
Asp718l
Kpnl |ColE1 origin 7352...6724)
Acc5l
Strl
Slal
Scil
sfr274l 3
e pUAST-attB
ol 8489 b
g l13.rev 5356 5335 ( p)
EciX| T3 6318...6299
Xmalll 3B site_atiB 599762
BstZI —
BseX3l
Eagl . .
Eco521 ! 667...4802 white dominant marker|
ceint [SV40 poly(A) SV 26505 A
Hod
Bglll
EcoRl ucs 5231._5285)
(P01 5180...5197]
SxUAS-hsp70_S\UAS\Gald\sites 4843._5230)

Abb. 47: Schematische Darstellung des pUAST-attB Vektors. Der pUAST-attB Vektor verfligt iiber eine attB Sequenz mit
der eine Integration in das Genom von D. melanogaster ermdglicht wird. Eine Selektion von transgenen Fliegen wird tiber
ein minimales white Gen ermdglicht. Konstrukte die in D. melanogaster exprimiert werden sollen werden iiber die MCS
integriert. Eine vorgeschaltete UAS-Sequenz ermdglicht die Expression unter Kontrolle des Gal4/UAS-Systems. Eine
Replikation des Vektors in Bakterien wird iiber das ORI (origen of replicarion) ColE1 reguliert. Eine Selektion von pUAST-
attB positiven Bakterien wird iiber eine Ampicillin-Resistenz ermoglicht. 125



Material und Methoden

7.2 Methoden

7.2.1 Molekularbiologische Methoden

7.2.1.1 Plasmid-Minipriparation

Plasmid Minipréparationen wurden nach dem TENS Protokoll durchgefiihrt.

- Animpfen von 3ml LB-Medium mit einer Bakterienkolonie

- Inkubation der Kultur bei 37°C N (iiber Nacht)

- Uberfiihren von 1,5 ml iiN Kultur in 2 ml Reaktionsgefile

- 5 min. Zentrifugation bei 13000 rpm (rounds per minute) (Tischzentrifuge)

- Verwerfen des Uberstandes

- Losen des Bakterienpellets in 300 pl S1-Puffer

- Zugabe von 300 pl S2-Puffer und Inkubation fiir 5 min. bei Raumtemperatur
- Zugabe von 300 pl S3-Puffer und Inkubation fiir 5 min. auf Eis

- Zentrifugation der Proben bei 13000 rpm fiir 20 min.

- Vorlage von 500 pl Isopropanol in 1,5 ml Reaktionsgefaf3e

- Zugabe von 750 pl des Uberstandes der zuvor zentrifugierten Losung

- Zentrifugation der Proben bei 13000 rpm fiir 30 min.

- Verwerfen des Uberstandes

- Zugabe von 500 pl 70% Ethanol und Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 15 min.
- Verwerfen des Uberstandes und trocknen des Pellets.

- Resuspendieren des Pellets in 20 ul dH20

7.2.1.2 Plasmid Midi-Priparation

Fiir die Midi-Préparation wurden 100 ml LB-Medium mit 50 pl einer iiN-Kultur angeimpft. Die
Midi-Préparation wurde mit Hilfe des NucleoBond® Xtra Midi-Kits von Macherey-Nagel nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 50 ul dH20 resuspendiert und bei -20°C

eingefroren.

7.2.1.3 Gelextraktion

Fiir die Isolierung von DNA mittels Gelextraktion wurden die gewiinschten DNA-Fragmente aus
dem Agarosegel ausgeschnitten. Die in dem Gelfragment enthaltene DNA wurde mit Hilfe des
Zymoclean Gel DNA Recovery Kits von Zymo Research nach Herstellerangaben isoliert und in

12 pl Elutionspuffer eluiert.
126



Material und Methoden

7.2.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR mittel Q5 DNA-Polymerase:
Wenn nicht anders vermerkt wurden alle Standard-PCRs und SOEing-PCRs mit Hilfe der Q5
DNA-Polymersase des Herstellers NEB durchgefiihrt.

Tab 5: Q5 Polymerse PCR Ansatz

Komponente Volumen

5x Q5 Reaction Buffer 10 pl

10 mM dNTPs 1 ul

10 uM Forward Primer lul

10 uM Reverse Primer Iul

50 ng Template DNA X ul

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase | 0,5 pl

dH20 auffiillen auf 50 pl

Tab 6: Q5 Polymerase PCR Programm

Wiederholung | Schritt Temperatur (°C) Zeit (sek.)

Ix Initiale Denaturierung | 98 30
Denaturierung 98 10

35x Annealing NEB TM Calculator | 30
Elongation 72 30/kb

1x Finale Elongation 72 120

Ix Pause 8 00
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Mutagenese PCR:

Mutagenese PCRs und das Primerdesign wurden nach dem Protokoll QuikChange II Site-
Directed Mutagenesis von Agilent Technologies durchgefiihrt.

Tab 7: Mutagenese PCR Ansatz

Komponente Volumen
10x Reaction Buffer Sul
10 mM dNTPs 1 ul

10 uM Forward Primer 1ul

10 uM Reverse Primer 1ul

50 ng Template DNA X ul
Pfu HF DNA polymerase | 1 ul
dH20 auffiillen auf 50 pl

Tab 8: Mutagenese PCR Programm

Wiederholung | Schritt Temperatur (°C) | Zeit (sek.)

Ix Initiale Denaturierung | 95 30
Denaturierung 95 30

18x Annealing 55 30
Elongation 68 60/kb

Ix Pause 8 00

7.2.1.5 Gibson Assembly

Beim Gibson Assembly handelt es sich um eine Methode, bei der DNA-Fragmente mit
komplementiren Uberhéingen zueinander nahtlos miteinander fusioniert werden kénnen. Durch
die Aktivitit einer 5° Exonuclease werden die Uberhinge der DNA-Fragmente am 5¢ Ende
abgebaut. Auf diese Weise entstehen einzelstringige, komplementire Uberhinge die aneinander
binden. Die Einzelstringe werden anschlieBend durch die Aktivitéit einer Polymerase und einer
Ligase aufgefiillt und verbunden. Die Reaktion findet unter isothermalen Bedingungen in einem
Reaktionsansatz statt (Gibson et al., 2010; Gibson et al., 2009).

Die DNA-Fragmente die mittels Gibson Assembly fusioniert werden sollten wurden mittels PCR
amplifiziert und verfiigen {iber Uberhéinge von 16 bis 45 bp (Basenpaare). Nach der Herstellung
der linearen DNA-Fragmente mit komplementiren Uberhiingen zueinander, wurden die

folgenden Schritte durchgefiihrt:
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- Auftauen eines 15 pl Assembly-Mix auf Eis

- Zugabe von 5 ul DNA Mix der zu fusionierenden Fragmente

- Inkubation auf 50°C fiir 60 min.

- Abkiihlen des Reaktionsansatzes flir 3 min auf Raumtemperatur
- Inkubation des Reaktionsansatzes fiir 3 min. auf Eis

- Transformation von 2-5 ul des Reaktionsansatzes mit chemisch kompetenten TOP10
Bakterien

Zusammensetzung des DNA Mix:
Vektorriickgrad: 12 ng pro 1000 bp

Die weiteren DNA-Fragmente werden entweder in einem 4:1, oder 8:1 Verhiltnis
eingesetzt

4:1 fiir Fragmente die im Verhiltnis 1/2-1/4 zum
Vektorriickgrad stehen

8:1 fiir Fragmente die im Verhéltnis <1/4 zum
Vektorriickgrad stehen

Beispielrechnung zu Ermittlung der Menge der Inserts (Verhiltnis 8:1):

Grofle des Vektorrickgrads (kbp) x 12 = Masse Vektorrickgrad (ng)

Masse Vektorriickgrad (ng) x Grofe Insert (kbp)
GrofRe Vektorrickgrad (kbp) x 8

Masse Insert (ng) =

7.2.1.6 Ligation

Ligationen wurden mit Hilfe der T4 DNA Ligase von NEB durchgefiihrt.

Tab 9:Ligationsansatz

Komponente Volumen
Vecktorriickgrad (100 ng) | X pl

Insert (3:1) Xul

10x T4 DNA Ligasepuffer | 1,5 ul

T4 DNA Ligase 1 ul

dH20 auffiillen auf 15 pl

Das Insert fiir die Ligation wird im Verhiltnis 3:1 zum Vektorriickgrad eingesetzt und nach

folgender Formel berechnet:
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M des | ts (ng) = Masse des Vektorrickgrads (ng) x Insertgrofie (kb) 31
aese des mserts ing = Grofde des Vektorrickgrads (kb) x 3

Masse des Inserts (ng)

Volumen des Inserts (ul) = ng
DNA Konzentration des Inserts (: l)

ma
Der Ligationsansatz wurde entweder flir 60 min. bei Raumtemperatur, oder iiber Nacht bei 18°C

inkubiert und anschlieBend mit chemisch kompetenten DH5a Bakterien transformiert.

7.2.1.7 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Die Transformation chemisch kompetenter DH5a und TOP10 Bakterien wurde nach folgendem
Protokoll durchgefiihrt:

- Auftauen der Zellen auf Eis

- Zugabe des zu transformierenden Vektors zu den Bakterien

- Inkubation des Transformationsansatzes fiir 30 min. auf Eis

- Inkubation des Transformationsansatzes flir 90 sek. auf 42°C (Hitzeschock)
- Inkubation des Transformationsansatzes fiir 3 min. auf Eis

- Zugabe von 1 ml LB-Medium

- Inkubation des Transformationsansatzes fiir 60 min. bei 37°C (unter schiitteln)
- Zentrifugation des Transformationsansatzes fiir 20 sek. bei 8000 rpm.

- Verwerfen des Uberstandes

- Resuspension der Bakterien in 100 pl LB-Medium

- Auftragen der resuspendierten Bakterien auf LB-Agar Platten (Ampicillin)
- Inkubation der Platten bei 37°C iiber Nacht

7.2.1.8 Restriktionsspaltung

DNA Restriktionsspaltungen wurden mittels Restriktionsendonukleasen von der Firma New
England Biolabs durchgefiihrt.

Tab 10: Restriktionsansatz

Komponente Volumen

DNA (1pg) Xul

10x NEB Puffer Sul
Restriktionsendonuklease | 1 ul (10 U)

dH20 auffiillen auf 50 pl
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Der Restriktionsansatz wurde fir 60 min. auf 37°C inkubiert und anschliefend mittels einer

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

7.2.1.9 Sequenzierung

Sanger DNA-Sequenzierungen wurden durch die Firma Seqlab (Microsynth) durchgefiihrt. Die
DNA und die verwendeten Primer wurden nach folgendem Schema vorbereitet und an Seqlab

gesendet:

7.2.2 Herstellung transgener Notch-Konstrukte

Die Konstrukte pUASt-attB-N-HA und pUASt-attB-N**®-HA wurden aus den vorherigen
Konstrukten pUASt-attB-N"MN_-HA und pUASt-attB-N"MN-K2R_F 4 erzeugt (Masterarbeit
Schnute, 2013). Bei den Konstrukten N"M-N-H4 und N"M-N-K2R_F1 4 wurde anstelle der Sequenz
der Drosophila Notch-Transmembrandomine die Transmembrandoméne des N1-Rezeptors
verwendet. Bei den Konstrukten N-HA und N¥R-H4 wurde die Sequenz der NI-
Transmembrandoméne gegen die Sequenz der Transmembrandoméne des Drosophila Notch-
Rezeptors ausgetauscht.

Die Sequenz aller hergestellten Konstrukte wurde mittels DNA-Sequenzierung verifiziert.

Herstellung von pUASt-attB-N-HA:

SOEing-PCR
Fragment aus
PpUAST-attB-N"9 Fragment aus PUAST-attB-N™9 Balll EcoRl
(16609 bp) — Notch cDNA
—— . —
Xhol Drosophila

b Notch-cDNA Notch-Transmembrandomane
Fragment aus
£ \P”AST-mI-N“-r

¥
R — [5246.-10414_extrazetutics Domine

pBlueSkript SK+
— N-Transmembrandomane
(5240 bp)

pUAST-attB-N-HA
(16609 bp)

7122368 _extrazellutire Domine

Transmembrandomane 10475...10542]

P

S2UE_A0LTL exirazeliulire Do

Abb. 48: Schematische Darstellung der Herstellung des Vektors pUAST-attB-N-HA. 131
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Um die Transmembrandomine des N™™NL.HA Konstruktes durch die Drosophila Notch-
Transmembrandoméne auszutauschen, wurde eine unvollstindige Notch ¢DNA (DGRC
FBcl0173433) und der Vektor pUASt-attB-N"¢ (Gaby Altmann 2006) verwendet.

Der Sequenzabschnitt zwischen den Restriktionsschnittstellen Bglll und Xhol umfasst die
Transmembrandoméne. Dieser Teil wurde mit Hilfe von zwei PCR-Fragmenten aus der cDNA
(Primer: N-cDNA Fusion for und N-cDNA rev (Xhol)) und dem pUASt-attB-N"*¢ Vektor (Primer:
N-FLAG-HA EcoRI for und N-FLAG-HA Fusion rev) amplifiziert. Die Fragmente verfiigen tiber
Uberhiinge mit komplementiren Sequenzen. Am 5 Ende wurde neben der BglIl Schnittstelle
eine zusatzliche EcoRI Schnittstelle angefiigt. Die PCR-Fragmente wurden mit Hilfe einer
SOEing (splicing by overlap extension) -PCR fusioniert (Primer: N-FLAG-HA EcoRI for und N-
cDNA rev (Xhol)) und iiber die Schnittstellen EcoRI und Xhol mit dem pBlueSkript KS+ Vektor
ligiert (pBlueSkript KS+ N-Transmembrandomdne).

Um anschlieend die amplifizierte Sequenz mit der Drosophila Notch-Transmembrandoméne
gegen die NI-Transmembrandomine des pUASt-attB-N™-N-HA Vektors auszutauschen,
wurden die Vektoren pBlueSkript-N-Transmembrandomdine und pUASt-attB-N"™N-HA mit den
Restriktionsenzymen BglIl und Xhol geschnitten. AnschlieBend wurde das Vektorriickgrad von
pUASt-attB-N™-N_HA mit dem Insert aus pBlueSkript-N-Transmembrandomdine ligiert.

Der auf diese Weise hergestellte Vektor verfiigt tlber die Drosophila Notch-
Transmembrandoméne und wird als pUASt-attB-N-HA bezeichnet.

Herstellung von pUASt-attB-N**R-H A:

Gibson Assembly
Lys 1 Fragment aus Bgll
Fragment aus | pUAST-attB-N-HA

pu = egmene e e e PUAST-attB-N™"-R.HA [ _| pBlueSkript KS+
pBlueSkript KS+ B 1 ) T
| intrazellulire Doméne (K2R) Drosophila —
Xbal Notch-Transmembrandoméne
\

-

intrazeliulire Domine 455,768

pBlueSkript SK+
N-K2R-HA ab Bglll
(7521 bp)

pUAST-attB-N"-HA
(16609 bp)

1
|
mutagenese-PCR R

X (Lys 1)

Transmembrandomane 10475...10543

524610474 _extrazeliulare Domai extrazellulire Domane 2853...4585

Abb. 49: Schematische Darstellung der Herstellung des pUAST-attB-N¥*R-HA Vektors. 132
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Fiir die Herstellung des pUASt-attB-N¥*R-HA Vektors wurde der bereits hergestellt pUASt-attB-
N-HA Vektor und der pUASt-attB-N™-N-K2R_F 4 verwendet (Masterarbeit Schnute, 2013). Das
Konstrukt wurde mit Hilfe von Gibson Assembly hergestellt.

Die Sequenz der extrazelluldren Doméne ab der Bglll Restriktionsschnittstelle einschlieflich der
Transmembrandoméne wurden aus dem pUASt-attB-N-HA Vektor amplifiziert und mit
Uberhiingen zu dem pBlueSkript KS+ und zu der Sequenz der intrazelluliren Domine des
pUASt-attB-N™M-NI-K2R_F 4 versehen (Primer: N-ECD ab Bglll BS for und G N-HA TM N-K2R
ICD rev).

Die Sequenz der intrazelluldiren Doméne mit den Lysinaustauschen wurde aus dem pUASt-attB-
NTM-NI-KZR_[1 4 amplifiziert und mit Uberhingen zu dem amplifizierten Fragment aus pUASt-attB-
N-HA und zu dem pBlueSkript KS+ Vektor versehen (Primer: G N-K2R ICD N-HA for und N-
K2R NICD BS rev).

Der pBlueSkript KS+ Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Kpnl geschnitten
und somit linearisiert.

Die drei Fragmente mit iiberlappenden Sequenzen wurden mittels Gibson Assembly fusioniert.
Der entstandene Vektor verfiigt iiber die Sequenz der extrazelluldren Doméne, der Drosophila
Notch-Transmembrandoméne und der intrazelluliren Domédne mit den Lysinaustauschen
(pBlueSkript SK+ N-K2R-HA ab Bglll).

Bei dem entstandenen Fragment war allerdings weiterhin ein Lysin nahe der
Transmembrandoméne aus dem pUASt-attB-N-HA Fragment vorhanden. Die DNA-Sequenz des
Lysins wurde im pBlueSkript KS+ N-K2R-HA ab BglIl Vektor mittels Mutagenese-PCR gegen
die Sequenz eines Arginins ausgetauscht (Primer: QC K2R (1) for und QC K2R (1) rev).

Um das hergestellte Fragment im pUASt-attB-N"M"N-K2R_F{ 4 Vektor zu ersetzen, wurde sowohl
der pBlueSkript KS+ N-K2R-HA ab BgllI Vektor, als auch der pUASt-attB-N™N-K2R_[14 Vektor
mit den Restriktionsenzymen BglII und Xbal geschnitten. Das Vektorriickgrad von pUASt-attB-
NTM-NI-K2R_F 4 wurde anschlieBend mit dem Insert aus pBlueSkript KS+ N-K2R-HA ab BglIl
ligiert. Der auf diese Weise hergestellte Vektor verfiigt {iber die Sequenz des vollstandigen
Notch-Rezeptor mit der Drosophila Notch-Transmembrandoméne und den intrazelluldren
Lysinaustauschen (pUASt-attB-NX*R-HA).

Herstellung von pUAST-attB-N*'*44_-HA und pUAS T-attB-N***-LL244_[1 4.

Fiir die Herstellung der Vektoren pUAST-attB-N"*41-HA und pUAST-attB-N¥*RLL2A4_H 4 wurde
eine Mutagenese-PCR durchgefiihrt.

Da die Mutagenese-PCR auf Grund der geringeren GroB3e mit Hilfe des pBlueSkript KS+ Vektors
durchgefiihrt werden sollte, wurde der Vektor pUAST-attB-N-HA mit den Restriktionsenzymen
Bglll und Xbal geschnitten. AnschlieBend wurde der bereits hergestellte Vektor pBlueSkript
KS+ N-K2R-HA ab Bglll ebentalls mit BglIl und Xbal geschnitten und das Insert des pBlueSkript
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KS+ N-K2R-HA ab Bglll Vektors durch das geschnittene N-HA Insert ausgetauscht. Der so
entstandene Vektor pBlueSkript KS+ N-HA ab Bglll und der Vektor pBlueSkript KS+ N-K2R-
HA ab BglIl wurden fiir die mutagenese PCR verwendet (Primer: QC dileucine LL2AA for und
QOC dileucine LL2AA rev).

Die hergestellten Vektoren pBlueSkript KS+ N-LL2AA-HA ab Bglll und pBlueSkript KS+ N-
LL2AA-K2R-HA ab Bglll wurden mittels Bglll und Xbal geschnitten und die Inserts in den
Vektoren pUAST-attB-N-HA und pUASt-attB-N*?R-HA ausgetauscht.

Herstellung von pUAST-attB-N*ECT11-12_[j 4 und pUAST-attB-NAECT(1-12-K2R_p 4.

SOEing-PCR

Fragment 1 aus
Fragment 2 aus pUAST-attB-N-HA  Eco91l
pUAST-attB-N-HA EGF10

[—00 . —| M—

|

{1 PUAST-attB-NeEsHI112.HA

A .-\‘ pUAST_attB_NAEGFH1-\2]-K2R_HA
| (16378 bp)

(16378 bp)

-
intrazellulire Domine 10344...1

B

intrazeliulire Doméne 10584..13358] |
1 \

W

&

5581 Ecodi|) ,

Transmembrandomine 10475. 10543

P
Transmembrandomine 10475..10543]

7513 Fsp
524610474 _extrazellulire Domane) 5246...10474 extrazellulire Domane|

Abb. 50: Schematische Darstellung der Herstellung der Vektoren pUAST-attB-N*ECF(I-12 [ 4 und pUAST-attB-
NAEGE(LI-12)-K2R_F 4

Fiir die Herstellung der Vektoren pUAST-attB-N*ECF(11-12_F 4 und pUAST-attB-NAECF(11-12)-K2R_
HA wurde eine SOEing-PCR durchgefiihrt. Als Template wurde der Vektor pUAST-attB-N-HA
verwendet. Aus diesem Vektor wurden zwei Fragmente amplifiziert. Das erste Fragment wurde
von der Eco911I Restriktionsschnittstelle bis einschlieBlich der Sequenz der EGF-Wiederholung
10 amplifiziert (Primer: EGF1112 fragl for und EGF1112 fragl rev). Das zweite Fragment
wurde von der FspAl Restriktionsschnittstellt bis einschlielich der Sequenz der EGF-
Wiederholung 13 amplifiziert (Primer: EGF1112 frag2 for und EGF1112 frag2? rev). Beide
Fragmente wurden mit komplementiren Uberhingen zu der Sequenz der EGF-Wiederholungen
10 und 13 versehen. Mit Hilfe einer SOEing-PCR wurden beide Fragmente anschlieend
fusioniert (Primer: EGF1112 fragl for und EGF1112 frag?2 rev).
Das auf diese Weise hergestellte PCR-Produkt, sowie die Vektoren pUAST-attB-N-HA und
pUASt-attB-N¥*R-HA wurden mit den Restriktionsenzymen Eco911I und FspAl geschnitten. Das
PCR-Produkt wurde anschlieBend mit dem Vektorriickgrad von pUAST-attB-N-HA und
pUASt-attB-N¥R-HA ligiert.
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Herstellung von pUAST-attB-NICD-HA und pUAST-attB-NICD**R-H A

pUAST-attB-N-HA

(16609 bp) PCR /EcuRI
pUAST-attB-NK2:-HA /| !
(16603 0p) Xhol ATG
j

524510474 _extrazellulire Domane|

pUAST-attB-NICD-HA
(11314 bp)

pUAST-attB-NICD**-HA
{11314 bp)

7
e

intrazellulire Domdne $5246..8059

Abb. 51: Schematische Darstellung der Herstellung der Vektoren pUAST-attB-NICD-HA und pUAST-attB-NICDX*R-HA

Um die Vektoren pUAST-attB-NICD-HA und pUAST-attB-NICDX’R-HA herzustellen wurde die
intrazelluliren Domédnen aus pUAST-attB-N-HA und pUASt-attB-N¥*R-HA bis zur Xhol
Restriktionsschnittstelle amplifiziert und mit einem ATG Startcodon und einer EcoRI
Restriktionsschnittstelle versehen (Primer NICD-HA: NICD-HA ATG EcoRI for und NICD-HA
rev / Primer NICDX?R-HA: NICD**R-HA ATG EcoRI for und NICD*?R-HA rev). Die Vektoren
pUAST-attB-N-HA und pUASt-attB-N¥*R-HA und die PCR-Produkte wurden anschlieBend
mittels EcoRI und Xhol geschnitten. Das Vektorriickgrad wurde mit den PCR-Produkten ligiert.

7.2.3 Immunhistochemische Firbung von Fliigelimaginalscheiben

Um eine Antikorperfarbung an Fliigelimaginalscheiben durchzufiihren wurden D. melanogaster
Larven des dritten Larvenstadiums in kaltem PBS frei prépariert. Die Larven wurden in zwei
Hilften geteilt. Die vordere Hilfte wurde umgestiilpt und der Darm sowie das Fettgewebe
entfernt. Die Larvenhdlften wurden in Siebchen in 24er-Multiwellplatten iiberfiihrt. Die

immunhistochemische Féarbung wurde anschlieBend nach folgendem Protokoll durchgefiihrt
(Klein, 2008):

- Fixierung der Larvenhilften in 4% Paraformaldehyd fiir 30 min.
- 3x 10 min. waschen in 0,3% PBT
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- 30 min. Blockieren (Blockierlosung: 5% NGS in 0,3% PBT)

- 90 min. Inkubation mit primiren Antikorpern in 500 ul Blockierlosung

- 3x 15 min. waschen in 0,3% PBT

- 60 min. Inkubation mit sekunddren Antikérpern in 500 pl Blockierlosung

- 1x 10 min. waschen in 0,3% PBT

- 4 min. Inkubation mit Hoechst-33258 (1:100 Gebrauchslésung) in 500 pl 0,3% PBT
(Stammlésung: Smg/ml in dH20 Gebrauchslésung: 50pug/ml in dH20)

- 2x 10 min. waschen in 0,3% PBT

- Lagerung in PBS auf 4°C

Die anschlieBende Freiprdparation der Imaginalscheiben erfolgte in kaltem PBS. Die

Fliigelimaginalscheiben wurden auf einen Objekttrager tiberfiihrt und in Vectashield eingebettet.

7.2.4 Immunhistochemische Firbung von Western Blots

Die immunhistochemische Fiarbung von Western Blots wurde nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

- Uberfiihren der Membran in ein 50 ml Falcon-Reaktionsgefil3

- Blockieren der Membran fiir 1h in 5 ml Blockierldsung (5% Milchpulver in PBS)

- Verwerfen der Blockierlosung und Zugabe des primdren Antikorpers in 5 ml
Férbelosung (2% Milchpulver in PBS)

- Inkubation auf 4°C iiber Nacht (unter Rotation)

- 3x waschen der Membran in PBT (0,1% Tween20 in PBS) fiir 20 min.

- Zugabe des sekundiren Antikorpers in 5 ml Farbelosung (2% Milchpulver in PBS)

- Inkubation fiir 1h bei Raumtemperatur (unter Rotation)

- 3x waschen der Membran in PBT (0,1% Tween20 in PBS) fiir 20 min.

- Lagerung der Membran in PBS

Bei einer weiteren Farbung der Membran wurden die zuvor verwendeten Antikorper durch
Latripping® von der Membran geldst. Dieser Vorgang wurde nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

- Aufwirmen des Stripping-Puffers auf 50°C in einer geschlossenen Glasschale unter
dem Abzug

- Uberfiihren der Membran in die Glasschale und Inkubation fiir 45 min. bei 50°C

- Waschen der Membran unter flieBendem Wasser fiir 30 min.

- Uberfiihren der Membran in ein 50 ml Falcon-Reaktionsgefil3
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- 5x waschen der Membran in PBT (0,1% Tween20 in PBS) fiir 10 min.

- Erneutes blockieren der Membran fiir 1h in 5 ml Blockierldsung (5% Milchpulver in
PBS)

- AnschlieBend kann eine Féarbung mit weiteren AntikOrpern nach dem
Standardprotokoll durchgefiihrt werden.

7.2.5 Immunhistochemische Firbung von S2 Zellen

Immunhistochemische-Farbungen von S2 Zellen wurden nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

- Préparation von poly-1-Lysin beschichteten Deckglédschen:
o Uberfihren von 3 ml poly-l-Lysin Lésung (0,01% in dH20) 6er-
Multiwellplatten
Uberfiihren einzelner Deckgldschen in die poly-1-Lysin Losung
Inkubation fiir 10 min. bei Raumtemperatur (unter schiitteln)
Entfernen der poly-1-Lysin-Losung und Zugabe von dH20
Uberfiihren der einzelnen Deckglischen in 100% Ethanol
Trocknen der Deckgldschen bei 37°C

©c O O O O

- Losen der Zellen in Schneidersmedium durch vorsichtiges Pipettieren)

- Ubertragen von 500 pl Zellsuspension auf poly-l-Lysin beschichtete Deckglischen.

- Inkubation fiir 30 min. bei Raumtemperatur

- 1x kurzes waschen in PBS

- Fixierung der Zellen in 1 ml 4% Paraformaldehyd fiir 30 min. bei Raumtemperatur

- 2x kurzes waschen in PBS

- Permeabilisierung der Zellen durch Zugabe von 1 ml 0,2% PBT fiir 15 min. bei

Raumtemperatur

- 2x kurzes waschen in PBS

- 1h Blockieren der Zellen in 1 ml Blockierlosung (0,1% NGS in PBS)

- 2h Inkubation mit primédren Antikérpern in 50ul Blockierlésung

- 2x kurzes waschen in PBS

- 30 min. Inkubation mit sekunddren Antikérpern in 50 ul Blockierlésung

- 2x kurzes waschen in PBS
Die mit Zellen besetzten Deckgldschen wurden anschlieBend in Vectashield auf einem
Objekttrager eingedeckelt.
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7.2.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Proteinen

Die Polyacrylamid-Gelelektrophoresen wurden unter denaturierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Dazu wurden die Lysate mit 4x Lammli-Puffer auf 95°C fiir 10 min. inkubiert und
anschliefend in einem Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir das Sammelgel

wurde eine Acrylamid Konzentration von 5% und fiir das Trenngel von 8% verwendet.

Komponente

8% Trenngel

5% Sammelgel

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 2,66 ml 0,5 ml
4x Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer 2,5 ml 0,75 ml
H20 4,68 ml 1,688 ml
10% APS 134 pl 60 pul
TEMED 10 pl 3ul

7.2.7 Western Blot mittels Semy-Dry-Blotverfahren

Um aufgetrennte Proteine aus einem Polyacrylamid-Gel auf eine Trigermembran zu
transferieren wurden Western Blots nach dem Semy-Dry Verfahren durchgefiihrt.

Dazu wurden Filterpapiere mit Transferpuffer getrdnkt und auf der Anodenplatte platziert. Als
Tragermembran wurde eine PVDF Membran verwendet, die fiir 5 min. in Methanol inkubiert
wurde. AnschlieBend wurde die Tragermembran auf den Filterpapieren platziert. Auf die
Tragermembran wurde das Polyacrylamid-Gel gelegt und mit weiteren Filterpapieren abgedeckt.
Anschliefend wurde die Apparatur mit dem Kathodendeckel geschlossen. Der Transfer wurde

fiir 60 min. bei einer konstanten Stromstédrke von 0,2 Ampere durchgefiihrt.

7.2.8 S2 Zellkultur

Drosophila S2 Schneiderzellen wurden in einem 25°C Inkubator in 100 mm Zellkulturschalen
gehalten. Als Kulturmedium wurde Schneider’s Medium des Herstellers Pan Biotech mit
Penicillin/Streptomycin und FBS verwendet. Eine Passagierung der Zellen fand alle 2-3 Tage
bei einer Konfluenz von 50-200% statt. Die Passagierung der Zellen wurde wie folgt unter einer
Sterilbank durchgefiihrt:

- Aufwirmen des Schneiders-Medium auf 25°C
- Vorbereitung von 2-3 100mm Zellkulturschalen mit 10 ml Schneiders-Medium
- Absaugen von altem Schneiders-Medium von den zu passagierenden Zellen.

- Zugabe von 10 ml frischem Schneiders-Medium und ablosen der Zellen durch
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vorsichtiges Pipettieren
- Uberfiihren der Zellen in ein 15 ml Falcon-Reaktionsgefal.
- Mehrmaliges Invertieren der Zellen
- Uberfiihren von 0,5 ml der Zellsuspension zu den vorbereiteten Zellkulturschalen
- Mehrmaliges schwenken der Zellkulturschalen

- Lagerung der Zellen im 25°C Inkubator

7.2.9 Transfektion von S2 Zellen

Die Transfektion von S2 Zellen wurde mit der Transfektionsreagenz Effectene der Firma
Quiagen durchgefiihrt. S2 Zellen wurden bei einer Konfluenz von 50% transfiziert. Wenn nicht
anders angegeben, erfolgte die Transfektion in 12er-Multiwellplatten. Je nach Experiment wurde
die Konzentration der DNA variiert.

Die Verwendung von Effectene erfolgte nach Herstellerangaben.

Tab 11: Transfektionsansatz

Komponente Volumen

DNA (0,3 pg) X ul

Enhancer 2,4 ul

Buffer EC 75 ul

Effectene 6 ul

Schneider’s Medium | auffiillen auf 800 ul

Die Transfektion der Zellen wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- Ansetzen des DNA-Mastermix

- Zugabe des EC Puffers

- Zugabe des Enhancers

- Vortexen fiir 1 sek. und Inkubation fiir 2-5 min. bei Raumtemperatur

- Zugabe von Effectene

- Vortexen fiir 10 sek. und Inkubation fiir 5-10 min. bei Raumtemperatur
- Zugabe von Schneider’s Medium

- Tropfchenweise Zugabe des Transfektionsansatzes zu den Zellen

- Inkubation der Zellen fiir 2 Tage auf 25°C
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7.2.10 Luciferase-Assay zur Quantifizierung der Notch-Aktivitit in S2 Zellen

Bei einem Luciferase-Assay handelt es sich um eine Methode, bei der mit Hilfe von
Chemilumineszenz die Aktivitdt von Reporterkonstrukten quantifiziert werden kann. Dabei flihrt
die Umsetzung eines Substrats durch die Aktivitit der Luciferase zu einer Chemilumineszenz
die gemessen werden kann. Zur Quantifizierung der Notch-Aktivitit wurde das Dual-Glo
Luciferase-System der Firma Promega verwendet. Mit Hilfe dieses Systems lédsst sich die
Aktivitit von zwei verschiedenen Luciferase-Varianten messen.

Als Reporter fiir die Notch-Aktivitdt wurde das Konstrukt NRE-Fluc verwendet (Expression der
Firefly Luciferase unter Kontrolle von NRE) (Bray et al., 2005). Fiir die Messung der
Transfektionseffizienz wurde das Konstrukt act-Rluc verwendet (Expression der Renilla
Luciferase unter Kontrolle des actin-Promotors) Die Messung der Luciferaseaktivitit wurde mit
dem SynergyMx Platereader der Firma BioTek Instruments durchgefiihrt. Fiir den Luciferase-

Assays wurde folgender Transfektionsansatz verwendet:

Tab 12: Luciferase-Assay Transfektionsansatz

Komponente Volumen
pUAST-attB-N-HA oder pUAST-attB-N¥?R-HA (10 ng/ul) | 2 pl

pMT-GAL4 (10 ng/ul) 2 ul

NRE-Fluc (100 ng/ul) 1 pl

Act-Rluc (100 ng/ul) 1 ul

Enhancer 2,4 ul

Buffer EC 75 ul

Effectene 6 ul
Schneidersmedium auffiillen auf 800 ul

Nach Zugabe des Transfektionsansatzes wurden die Zellen fiir 24h auf 25°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde 20 pl frisches Schneider’s Medium in 96er-Microwellplatten vorgelegt.
Anschliefend wurden 80 pl der transfizierten Zellen zugegeben und fiir weitere 24h auf 25°C
inkubiert. Um die Expression der Konstrukte zu starten folgte nach der Inkubation die Zugabe
von 20ul (5mM) CuSOs4 und eine weitere Inkubation fiir 24h.

Der Luciferase-Assay wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- Auftauen des Dual-Glo Puffers und Zugabe von 50% PBS
- Entfernen des Schneidersmediums aus der 96er-Multiwellplatte
- Zugabe von 50 pl (50%) Dual-Glo Puffers pro Well
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- 10 min. Inkubation bei Raumtemperatur (unter schiitteln)

- Messung der Firefly Luciferase-Aktivitét

- Auftauen des Stop&Glo Puffers und Zugabe von 50% PBS
- Zugabe des Stop&Glo Substartes (1pl pro 200ul 50% Puffer)

- Zugabe von 50 pl (50%) Stop&Glo Puffers pro Well

- 5 min. Inkubation bei Raumtemperatur (unter schiitteln)

- Messung der Renilla Luciferase-Aktivitit

Fiir den Luciferase-Assay wurde eine Dreifachmessung von jeder Probe durchgefiihrt. Die

Aktivitdt der Firefly Luciferase wurde anschlieBend auf die Aktivitidt der Renilla Luciferase

normalisiert.

7.2.11 Notch Uptake-Assay in S2 Zellen

Fiir den Uptake-Assay wurde folgender Transfektionsansatz verwendet:

Tab 13: Notch Uptake-Assay Transfektionsansatz

Komponente Volumen
pUAST-attB-N-HA oder pUAST-attB-N¥?R-HA (100 pg/pl) | 1 pl
pMT-GAL4 (100 pg/ul) 1 pl
Enhancer 2,4 ul
Buffer EC 75 ul
Effectene 6 ul

Schneider’s Medium

auffiillen auf 800 ul

Nach Zugabe des Transfektionsansatzes wurden die Zellen fiir 48h auf 25°C inkubiert. Um die
Expression der Konstrukte zu starten, folgte nach der Inkubation die Zugabe von 10ul CuSO4

(Stammlosung: 100 mM) und eine weitere Inkubation fiir 24h auf 25°C.

Der Uptake-Assay wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- Losen der Zellen in Schneider’s Medium (durch vorsichtiges Pipettieren)

- Ubertragen von 500 pl Zellsuspension auf poly-I-Lysin beschichtete Deckglischen

(siche 7.2.5)
- Inkubation fiir 30 min. bei Raumtemperatur
- Uberfiihren der Wellplatte auf Eis

- 1x kurzes waschen in vorgekiihltem Schneider’s Medium (4°C)
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- Zugabe des NECD-Antikorpers (DSHB C458.2H) 1:100 in 50 ul vorgekiihltem
Schneider’s Medium (4°C)

- 15 min. Inkubation auf Eis

- Entfernen des Antikorpers und waschen mit 1 ml Schneider’s Medium (4°C)

- Zugabe von 1 ml vorgewdrmtem Schneider’s Medium (25°C)

- Inkubation der Zellen auf 25°C

- Fixierung der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten in 1 ml 4% Paraformaldehyd fiir
30 min. bei Raumtemperatur

- Die nachfolgende Farbung mit weiteren priméren und sekunddren Antikdrpern wurde
nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt (siche 7.2.5)

7.2.12 Ubiquitinierungs-Assay

Fiir den Ubiquitinierungs-Assay wurden S2 Zellen in 6er-Mikrowellplatten mit dem folgenden
Transfektionsansatz transfiziert:

Tab 14: Transfektionsansatz fiir den Ubiquitinierungs-Assay

Komponente Volumen
pUAST-attB-N-HA/ 5ul
pUAST-attB-N*?R-HA (100 ng/ul)

pMT-Gal4 (100 ng/ul) Sul
pMT-Ubi-Flag / pMT-Ubi-Flag™™ (100 | 1 pl
ng/ul)

pMT-Dx"* / pMT-Su(dx)"® / pMT 5ul
(Leervektor) (100 ng/ul)

Enhancer 12 ul
Buffer EC 144 ul
Effectene 8 ul
Schneidersmedium auffiillen auf 600 ul
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Der Assay wurde mit folgenden Transfektionskombinationen durchgefiihrt:

Kombination | Transfektionsansatz

1 pUAST-attB-N-HA / pMT-GAL4 /pMT-Ubi-Flag / pMT—Su(dx)¥?
2 pUAST-attB-N-HA / pMT-GAL4 /pMT-Ubi-Flag™" / pMT-Dx ">

3 pUAST-attB-N¥?R_.HA / pMT-Gal4 /pMT-Ubi-Flag / pMT-Su(dx)"*
4 pUAST-attB-N*?R-HA / pMT-Gal4 /pMT-Ubi-Flag™" / pMT-Dx ">

Nach Zugabe des Transfektionsansatzes wurden die Zellen fiir 48h auf 25°C inkubiert. Um die
Expression der Konstrukte zu starten, folgte nach der Inkubation die Zugabe von 20 ul CuSO4
(Stammlosung: 100 mM) und eine weitere Inkubation fiir 24h auf 18°C.

Nach der Expression der Konstrukte wurden die Zellen nach folgenden Protokollen behandelt:

Dx abhidngige Ubiquitinierung (Kombination: 2/4):

- Entfernen des Schneider’s Mediums und Zugabe von 150 pl Notch-
Ubiquitinierungspuffer
- Lyse der Zellen auf Eis (unter schiitteln)

Su(dx) abhingige Ubiquitinierung (Kombination: 1/3):

- Zugabe von 50 uM MG132, 10 mM NH4Cl und 200uM Chloroquine

- Inkubation der Zellen fiir 1h auf 18°C

- Inkubation der Zellen fiir 15 min. auf 29°C

- Entfernen des Schneider’s Medium und Zugabe von 150 pl Notch-
Ubiquitinierungspuffer

- Lyse der Zellen auf Eis (unter schiitteln)
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Pull-down:

- Uberfiihren des Zelllysates in 1,5 ml Reaktionsgefile

- Zentrifugation bei 13000g fiir 10 min auf 4°C

- Uberfiihren des Uberstandes in ein 1,5 ml Reaktionsgefil auf Eis

- 2x waschen der Agarose HA-Beads (30 pl pro Probe) mit Notch-
Ubiquitinierungspuffer

- Entfernen des Notch-Ubiquitinierungspuffer von den Beads bis auf 30 pl

- Uberfiihren von 30 pl Beads zu dem Zelllysat-Uberstand

- Inkubation der Proben fiir 60 min. bei 4°C (unter Rotation)

- Zentrifugation der Proben bei 13000g fiir 10 sek.

- Verwerfen des Uberstandes und 2x waschen der Beads in Notch-
Ubiquitinierungspuffer

- Zentrifugation der Proben bei 13000g fiir 10 sek.

- Verwerfen des Uberstandes bis auf 30 ul

- Zugabe von 4x Laemmli-Puffer

- Inkubation der Proben bei 70°C fiir 10 min.

- Einfrieren der Proben bei -80°C

Die Proben wurden anschlieBend mittels SDS-PAGE (siehe 7.2.6) aufgetrennt und mit Hilfe
eines Western Blots auf eine PVDF-Membran iibertragen (siche 7.2.7). Die immunhisto-
chemische Farbung der Proteine erfolgte nach dem Standardprotokoll (7.2.4). Folgende

Antikorper wurden fiir die Detektion verwendet:

Primére Antikorper | Sekundire Antikorper
HA (Kaninchen) Kaninchen IRDye 680RD (Ziege)
Flag (Maus) Maus IRDye 800CW (Ziege)

7.2.13 Isolierung von Notch-Proteinen aus Drosophila Larven

Um die Proteine von transgenen Notch-Konstrukten mittels eines Western Blot zu detektieren,
wurden N-HA und N¥?R-HA unter Kontrolle des tub-Gal4 Treibers fiir 24h exprimiert und
jeweils 30 Larven des dritten Larvenstadiums prapariert.

Die Priparation der Larven wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- Teilen der Larven in zwei Hélften und umstiilpen der vorderen Hilfte in kaltem PBS
- Entfernen des Darms, sowie des Fettgewebes

- Uberfiihrung der vorderen Larvenhilften in ein 1,5 ml Reaktionsgefil in PBS auf Eis
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- Entfernen von PBS und Zugabe von 150 pul vorgekiihltem Notch-Lysispuffer (4°C)

- Zugabe von Protease Inhibitor Cocktail (1:200)

- Zugabe einer Spatelspitze Glasperlen

- Morsern der Larvenhilften auf Eis

- Zentrifugation der Proben bei 13000g fiir 10 min. bei 4°C (durch die Zentrifugation
bildet sich ein Fettdeckel an der Oberfliche des Lysates. Am Grund des
Reaktionsgefdfles befinden sich die Glasperlen und die Kutikula.)

- Vorsichtiges absaugen des Lysates zwischen dem Fettdeckel und der Kutikula

- Uberfiihren des Lysates in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefdB auf Eis.

- Zentrifugation der Proben bei 13000g fiir 10 min. bei 4°C

- Vorsichtiges absaugen des Lysates unterhalb des Fettdeckels

- Uberfiihren des Lysates in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefdB auf Eis.

- Den Zentrifugationsschritt solange wiederholen bis kein Fettdeckel mehr entsteht.

- Ermitteln des Lysatvolumens und Zugabe von 4 x Laemmli-Puffer

- Inkubation der Proben bei 95°C fiir 10 min.

- Einfrieren der Proben bei -70°C

AnschlieBend wurden 50 pl der Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe eines
Western Blots auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die Immunhistochemische-Farbung der
Proteine erfolgte nach dem Standardprotokoll (7.2.4). Folgende Antikérper wurden fiir die
Detektion verwendet:

Primére Antikorper | Sekundire Antikorper
HA (Ratte) Ratte HRP (Ziege)

Die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz durch die Zugabe der ECL-Ldsung Sirius von
der Firma Advansta und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Anschliefend wurden die Antikorper durch ,,Stripping von der Membran geldst. Das
Membranstripping erfolgte nach dem Standartprotokoll (siehe 7.2.4). Um eine Ladekontrolle zu

erhalten, wurde die Membran anschlieend mit dem alpha-Catenin Antikorper gefarbt:

Primiire Antikorper | Sekundire Antikorper
alpha-Catenin (Maus) | Maus HRP (Ziege)

Die Bandenstirke des Western Blots wurden mit Hilfe der Software GelAnalyzer 2010
gemessen. Die gemessenen Werte der HA-Farbung wurden auf die Werte der alpha-Catenin

Ladekontrolle normalisiert.
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7.2.14 Mikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fliigelimaginalscheiben:

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von
Fliigelimaginalscheiben mit dem Zeiss Axio Imager Z1 mit ApoTome aufgenommen.

SIM (structured illumination microscopy) -Aufnahmen von Fliigelimaginalscheiben wurden mit
dem Zeiss Elyra PS (SR-SIM) Mikroskops aufgenommen. Die Prozessierung der SIM-Daten

erfolgte mit der Software ZEN nach automatisierten Einstellungen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von S2 Zellen:

Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von S2 Zellen wurden mit dem Zeiss Axio Plan 2 ohne
ApoTome aufgenommen. AnschlieBend wurde eine Deconvolution der Daten durchgefiihrt. Die
Prozessierung erfolgte mit der Huygens Professional Software nach automatisierten

Einstellungen.

7.2.14.1 Fluoreszenzintensititsmessungen

Fiir Fluoreszenzintensititsmessungen wurde die Software ImageJ verwendet.
Fluoreszenzintensitdtsmessungen der NRE-GFP Aktivitét an Fliigelimaginalscheiben:

Fiir die Messungen der Fluoreszenzintensitit des NRE-GFP Reportergenkonstruktes wurden
Fliigelimaginalscheiben des spdten dritten Larvenstadiums nach dem Standard-Protokoll
préipariert und immunhistochemisch gefarbt (siehe 7.2.3). Die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen wurden mit dem Zeiss Axio Imager Z1 mit ApoTome durchgefiihrt.

Die Fluoreszenzintensitdt von NRE-GFP wurde anschlieBend im ventralen Fliigelfeld sowohl
anterior, als auch posterior gemessen. Gemessen wurde dabei eine Fliche von 2843 pm?. Die
Messung der prosterioren Fluoreszenzintensitdt wurde fiir jede Fliigelimaginalscheibe auf die

anteriore Messung normalisiert.
Fluoreszenzintensitdtsmessungen der Akkumulation transgener Notch-Rezeptoren an der
apikalen Membran von Fliigelimaginalscheiben:

Fiir die Messungen der Fluoreszenzintensitéit der Akkumulation transgener Notch-Rezeptoren an
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der apikalen Membran von Fliigelimaginalscheiben wurden Fliigelimaginalscheiben des spéten
dritten Larvenstadiums nach dem Standard-Protokoll prépariert und immunhistochemisch mit
einem HA Antikorper gefarbt (siehe 7.2.3). Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
wurden mit dem Zeiss Axio Imager Z1 mit ApoTome durchgefiihrt. Es wurden Z-Stapel mit
einer Schichtdicke von 1 pm aufgenommen.

Die Messungen erfolgten in einer Fliche von 2267 um?. Gemessen wurde die Fluoreszenz-
intensitdt der Ebene mit dem stirksten apikalen Membran-Signal. Anschliefend wurden die
apikalen Ebenen aus dem Z-Stapel entfernt und eine MIP (Maximum Intensity Projection) des
Z-Stapels erzeugt.

Die Fluoreszenzintensitit der erzeugten MIP wurde ebenfalls gemessen. AnschlieBend wurde
das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitit der anterioren Messung zu der Messung der MIP

ermittelt.

Fluoreszenzintensitdtsmessungen des Lumens von Notch-Vesikeln:

Fiir die Messungen der Fluoreszenzintensitit des Lumens von Notch-Vesikeln wurden
Fliigelimaginalscheiben des spidten dritten Larvenstadiums nach dem Standard-Protokoll
prapariert und immunhistochemisch mit einem HA Antikorper gefarbt (7.2.3). Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Zeiss Axio Imager Z1 mit ApoTome
durchgefiihrt. Es wurden Z-Stapel mit einer Schichtdicke von 1 um aufgenommen.

Fiir die Messungen wurden basale Vesikel mit der stdrksten Auspriagung eines Lumens
verwendet. Durch die ausgewéhlten Vesikel wurde eine Messlinie mit der Dicke von 258 um
gelegt. Das Fluoreszenzintensitédtsprofil wurde mit Hilfe der ,,Plot Profil* Funktion von ImageJ
dargestellt. Durch die Lumenbildung der Vesikel entsteht eine Differenz der
Fluoreszenzintensitit des Lumens und der limitierenden Membran der Vesikel. Anhand des
Fluoreszenzintensitétsprofils wurde der niedrigste Wert innerhalb des Lumens und der hochste
Wert auBlerhalb des Lumens ermittelt. Die Differenz dieser Werte wurde erhoben und reziprok

anhand eines Box-Plots dargestellt.

7.2.15 Signifikanztest

Wenn nicht anders beschrieben, wurde als Signifikanztest ein One-way ANOVA mit Sidak’s
multiple comparisons Test durchgefiihrt. Die Signifikanztests wurden mit Hilfe der Software
GraphPad Prism 6 erhoben.
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7.2.16 Drosophila Methoden

7.2.16.1 Fliegenhaltung

Die Haltung von Fliegenstimmen erfolgt in zylindrischen Kunststoffrohrchen die mit Futterbrei
gefiillt und durch einen Schaumstoffstopfen verschlossen sind. Die Lagerung der Fliegenstimme
fand bei Raumtemperatur oder 18°C statt.

Je nach Experiment wurden die Fliegen bei unterschiedlichen Temperaturen gelagert. Um
Kreuzungen anzusetzen wurden frisch geschliipfte Jungfrauen gesammelt und mit Méannchen in

einem Rohrchen verpaart.

7.2.16.2 Herstellung transgener Fliegen

Um transgene Fliegen zu erzeugen wurde ein Integrationssystem verwendet bei dem eine
gerichtete Integration von DNA-Konstrukten in das D. melanogaster Genom ermoglicht wird
(Bischof et al., 2007).

Die Integration in das Genom von D. melanogaster wird durch die phiC-31 vermittelte Insertion
in attP-Integrationsstellen (,,Janding sites*“) ermoglicht. Jedes Chromosom in Drosophila verfiigt
iiber mehrere Integrationsstellen. Bei den Integrationsstellen handelt es sich ebenfalls um
Transgene die liber ein M-Element (Mariner(M) Transposon, M(3xP3RFP attP)) in das Genom
integriert wurden.

Die Integration wird durch die Expression der phiC-31 Integrase unter Kontrolle des vasa-
Promotors in der Keimbahn ausgelost. Bei der phiC-31 Integrase handelt es sich ebenfalls um
ein Transgen, welches stabil auf dem X-Chromosom integriert wurde (y w Hintergrund). Ein
Injektionsstamm verfiigt aus diesem Grund iiber die X-Chomosomale phiC-31 Integrase und der
gewiinschten attP-Integrationsstelle auf einem weiteren Chromosom. Die Integration der
Transgene wird iiber einen Vektor ermdglicht, der iiber eine attB Sequenz und ein white (w")
Selektionsmarker verfiigt. Durch die phiC-31 Integrase kommt es zu einer Insertion der attB
Sequenz des Vektors in die attP Sequenz der Integrationsstelle. Auf diese Weise wird der Vektor
in das Fliegengenom integriert. Die Selektion von Transformanten wird {iber den im Vektor
enthaltenen Selektionsmarker w* ermdoglicht. Transgene Fliegen konnen somit in der
Folgegeneration iiber rote Augen identifiziert werden.

Um die Integration auszulosen erfolgte eine Injektion der Plasmid-DNA in das posteriore Ende
von 30 Minuten alten Embryonen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte wurden entweder in die Integrationsstelle attP86Fb

(IIT-Chromosom rechts) oder attP51C (II-Chromosom rechts) integriert.
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Tab 15: Injektionsmix

Komponente Volumen
Plasmid-DNA (500 ng/ul) | X pul

Phenolrot 2 ul

dH20 auffiillen auf 30 pl

7.2.16.3 Das GAL4/UAS-System

Um in D. melanogaster eine Expression von Transgenen unter Kontrolle verschiedener
Promotoren zu ermdglichen, wurde in dieser Arbeit auf das aus der Hefe stammende
GAL4/UAS-System zuriickgegriffen (Brand and Perrimon, 1993; Phelps and Brand, 1998).

Das System wurde in Drosophila adaptiert und basiert auf zwei Transgenen, die sich aus einer
Aktivator- und einer Effektorkomponente zusammensetzen. Bei der Aktivatorkomponente
handelt es sich um den Transkriptionsfaktor GAL4, der unter der Kontrolle verschiedener
Promotoren exprimiert werden kann. Fliegen die den Transkriptionsfaktor unter der Kontrolle
verschiedener Promotoren exprimieren, werden als GAL4 Treiberlinien bezeichnet (z.B. ptc-
GALA4 Treiber).

Bei der zweiten Komponente handelt es sich um eine UAS (upstream activating sequence)
Sequenz. Der Transkriptionsfaktor GAL4 bindet an die UAS Sequenz und 16st die Expression
des ,,downstream‘ gelegenen Gens aus. In Drosophila wird die UAS Sequenz ,,upstream® der
Transgene verwendet (z.B. UAS-GFP). Fliegen die iiber ein Transgen mit vorgeschalteter UAS
Sequenz verfiigen, werden als Effektoren bezeichnet. Durch die Kombination eines GAL4
Treibers und eines Effektors wird die Expression des Transgens ausgelost.

In Drosophila werden die beiden Transgene hdufig in unterschiedlichen Stimmen etabliert.
Durch eine Kreuzung der beiden Stimme wird eine Expression des Transgens in der
Folgegeneration ausgeldst (Abb. 52 A).

Durch eine Erweiterung des GAL4 Systems kann die Expression der Transgene ebenfalls
temporar reguliert werden. Diese Eigenschaft wird durch eine temperatursensitive Variante des
Repressors GAL80 (GAL80") ermédglicht (McGuire et al., 2003).

Bei einer Temperatur von 18°C verhindert der Repressor die durch den Transkriptionsfaktor
GAL4 ausgeldste Expression des Transgens. Bei einer Temperatur von 29°C kommt es zu einer
Inaktivierung des Repressors, wodurch die GAL4 vermittelte Expression des Transgens
ausgelost wird (Abb. 52 B).
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ADbb. 52: Schematische Darstellung des GAL4/UAS-Systems (A) und des mit GAL80®™ erweiterten Systems (B)
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7.2.16.4 Klonale Analyse mittels Flp/FRT System

Mit Hilfe des Flp/FRT-Systems lassen sich in Drosophila gewebespezifische Zellklone
erzeugen. So konnen z.B. homozygote Zellklone von embryonal letalen Mutationen analysiert
werden. Das Flp/FRT-System stammt aus der Hefe und wurde in Drosophila adaptiert.

Durch die Aktivitit der Flippase (Flp) wird eine mitotische Rekombination zwischen den
spezifischen Erkennungssequenzen FRT (flippase recombinase target) ausgeldst. In Drosophila
fiihrt dieses System zu Rekombinationsereignissen zwischen homologen Chromosomenarmen
die liber FRT Sequenzen verfiigen (Golic and Lindquist, 1989).

Durch die Verwendung von Markern auf den Chromosomenarmen mit FRT Sequenzen lassen
sich die Zellklone im Gewebe identifizieren. Verfiigt ein Chromosom iiber eine Mutation und
eine FRT Sequenz und der homologe Chromosomenarm iiber einen Marker und eine FRT
Sequenz, so lassen sich homozygote Klone fiir die Mutation durch das Fehlen des Markers
identifizieren. Dariliber hinaus konnen ebenfalls Klone identifiziert werden, die iiber eine
doppelte Kopie des Markers verfiigen (twin Klone) (Abb. 53 A).

Eine Erweiterung des Flp/FRT-Systems ermoglicht zusétzlich die GAL4 vermittelte Expression
von Transgenen in Zellklonen und wird als MARCM (Mosaic Analysis with a Repressible Cell
Marker) System bezeichnet (Lee and Luo, 1999). Durch das MARCM System werden Zellklone
mit UAS-GFP markiert. Unter Verwendung des Repressor GAL80 wird die Expression der
Transgene auBerhalb homozygoter Zellklone unterdriicken (Abb. 53 B). In dieser Arbeit wurde
bei der Generierung von kuz Klonen eine abgewandelte Form des MARCM-Systems verwendet.
Homozygote Zellklone wurden unter Kontrolle des As-Promotors durch einen Hitzeschock fiir
70 min. bei 37°C induziert und negativ mit arm-lacZ markiert. Die Expression der Transgene
(Notch-Konstrukte) erfolgte unter Kontrolle des hh-GAL4 Treibers und wurde auBerhalb
homozygoter Zellklone durch die Aktivitdt des Repressors GAL8O unterdriickt. Durch die
Verwendung des hh-GAL4 Treibers wurden die Transgene ausschlieBlich im posterioren
Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben exprimiert und mit UAS-RFP markiert. In anterioren
Zellklonen findet aus diesem Grund keine Expression der Transgene statt. Diese Klone kdnnen

als Kontrolle verwendet werden.
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Abb. 53: Schematische Darstellung des Flp/FRT-Systems (A) und des MARCM-Systems (B)

7.2.16.5 Das Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H)-lacZ

Mit Hilfe des Reportergenkonstruktes Gbe+Su(H)-lacZ kann die Aktivitit des Notch-
Signalweges im Gewebe von Drosophila nachgewiesen werden (Furriols and Bray, 2001). Im
Gegensatz zu dem Zielgen wg kann die Notch-Aktivitdit mit dem Reportergenkonstrukt
Gbe+Su(H)-lacZ auch auBlerhalb der D/V Grenze in der Fliigelimaginalscheibe detektiert
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werden. In dieser Arbeit wurden dariiber hinaus die Konstrukte NRE-GFP (Housden et al., 2012)
und Gbe+Su(H)-GFPuis (als NRE-nlsGFP bezeichnet) (Schneider, 2012) verwendet. Alle
verwendeten Konstrukte funktionieren nach dem gleichen Prinzip. Die Funktion wird daher
anhand des Gbe+Su(H)-lacZ Konstruktes erklart.

Das Konstrukt verfiigt iiber drei Kopien von Gbe (Grainyhead binding element), zwei Kopien
von Su(H) Bindestellen und einer nachgeschalteten lacZ Transkriptionseinheit. Bei Grh
(Grainyhead) handelt es sich um einen in der Fliigelimaginalscheibe ubiquitir exprimierten
Transkriptionsfaktor, der durch Bindung an Gbe die Expression nachgeschalteter Gene auslost
(Uv et al., 1997). Su(H) bildet mit weiteren Faktoren in Abwesenheit von NICD eine
transkriptionsreprimierenden Komplex, der ebenfalls die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors Gry
unterdriickt. In  Anwesenheit von NICD bilden Su(H) und NICD einen
transkriptionsaktivierenden Komplex der zur Expression der nachgeschalteten Gene fiihrt.

Die Kombination aus Gbe und Su(H) fiihrt in Anwesenheit von NICD zu einer starken

Expression der lacZ Transktiptionseinheit.

| lacZ Transkriptionseinheit |

Abb. 54: Schematische Darstellung des Reportergenkonstruktes Gbe+Su(H)-lacZ
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9 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

A/P anterior-posterior

arm armadillo

CHMP charged multi-vesicular body protein
ci cubitus interruptus

C-Terminus Carboxyl-Terminus

CyO Curly of Oster — Balancer fur das 2. Chromosom
D/V dorso-ventral

ddH20 doppelt destilliertes Wasser

dH20 destilliertes Wasser

Dl Delta

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTPs Desoxynukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

Dx Deltex

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EE early endosome

EEV early endosomal vesicles

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESCRT endosomal sorting complex required for transport
Flp Flippase

Fluc Firefly luciferase

FRT flippase recombinase target

g Gramm

Gbe Grainyhead binding element

GFP griin fluoureszierendes Protein

Grh Grainyhead

h Stunde

HA Hémagglutinin

HECT homologous to the EGAP carboxyl terminus
HF high fidelity
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hh
HOPS

Mam
MARCM
ME
mib
min
MIP
MKRS
MVB
N

n.s.
NECD
Neur
NEXT
NGS
NICD
nM
NRE

N-Terminus

p

hedgehog

homotypic fusion and protein sorting
Hitzeschock

Irregular facets — Marker fur das 2. Chromosom
intraluminale Vesikel

isothermal

Lysin

Lysin

Kilobasenpaare

Kilodalton

Kurtz

Kuzbanian

Liter

lysogeny broth

Molar

Mastermind

Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker
maturing endosome

mindbomb

Minuten

Maximum Intensity Projection

Marker fur das 3. Chromosom
multivesicular body

Notch

nicht significant

extrazellulire Doméne des Notch Rezeptors
Neuralized

Notch extracellular truncation

normal goat serum - Normales Ziegenserum
intrazellulire Doméne des Notch Rezeptors
nanomolar

Notch responsive element

Amino-Terminus

Plasmid
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Page polyacrylamide gel electrophoresis

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
PFA Paraformaldehyd

Psn Presenilin

ptc patched

R Arginin

Rab Ras-related in brain

RING really interesting new gene

S2 Schneider 2

SDS Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate
sek Sekunde

Ser Serrate

SIM Structured Illumination Microscopy

SM6a-TM6b Compound-Balancer

Smo Smoothened

SOP sensory organ precursor

Su(dx) Supressor of Deltex

Su(H) Supressor of Hairless

TAE Tris-Acetat-EDTA

TM6b Balancher fur das 3. Chromosom
Trpml transient receptor potential-mucolipin
tub Tubulin

U Unit

UAS upstream activating sequence

Ubi Ubiquitin

UIMs ubiquitin interating motive

Vps vacuolar protein-sorting

w white

Wg/wg Wingless, wingless

wt Wildtyp

X g/rpm x-faches der Erdbeschleunigung/ revolutions per minute
B-Gal B-Galactosidase

A Deletion
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10 Anhang

hh-GAL4, tub-GAL8O®

UAS vhaA-RNAI
"UAS-NR-HA
- 24h;

NRE'GEP
Abb. 55:Auswirkungen der vhaA-RNAi auf die Aktivitit des NK?R-HA Rezeptors in Fliigelimaginalscheiben. NX?R-HA und die
vhaA-RNAi wurden unter Kontrolle des #h-GAL4 Treibers mit tub-GAL80"™ fiir 24h (A-A°) und fiir 48h (B-B*) koexprimiert.
Als Marker fiir die Notch-Aktivitit wurde NRE-GFP verwendet. Die Zellkerne wurden durch eine Hoechstfarbung dargestellt.
Die Koexpression von NX?R-HA und der vha4-RNAI fiihrt sowohl bei 24h, als auch bei 48h weiterhin zu einer starken Notch-
Aktivierung (A u. B). Die Expression fiir 48h 16st eine deutliche Uberproliferation der Imaginalscheibe aus (B Pfeile).
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X X

Abb. 56: Konstitutive Expression der Ubiquitinligase Su(dx). Die Expression von Su(dx) erfolgte konstitutiv unter Kontrolle
des hh-GALA4 Treibers bei 29°C. Um den endogenen Notch-Rezeptor zu detektieren wurde eine Antikorperfarbung gegen NECD
durchgefiihrt. Als Marker fiir die Notch-Aktivitdt wurde NRE-GFP verwendet. Durch die Expression von Su(dx) kommt es zu
einer deutlichen Abschwichung der Notch-Aktivitdt (A Pfeile). Die Membranakkumulation des endogenen Rezeptors wird
hingegen nicht durch die Uberexpression von Su(dx) nicht beeinflusst (Vergleich C (anterior) / C* (posterior) u. B (anterior) /
B* (posterior) Pfeile).
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N-HA

N-HA

hh-GAL4, tub—GL80ts 14 Sh Exresswn
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apical

"UAS-N<=-HA|B*

basal
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basal

apical
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UAS-N*R-HA E’ ;
UAS-dx .

apical

basal

Abb. 57: Auswirkungen der Dx Uberexpression auf die endosomale Lokalisation von N-HA und N¥?R-HA (Ubersicht). Die
Rezeptoren N-HA und N¥2R-HA sowie die E3-Ligase Dx wurden fiir 14,5h unter Kontrolle des #h-GAL4 Treibers mit fub-
GALSO0" exprimiert. In der X/Y-Ebene werden basale Ansichten der Fliigelimaginalscheiben gezeigt. Zur Detektion der
transgenen Rezeptoren wurde eine HA Antikorperfarbung durchgefiihrt. Zur Detektion des endogenen Rezeptors wurde eine
NECD Antikorperfarbung durchgefiihrt. Als Marker fiir spdtendosomale Kompartimente wurde eine Antikorperfirbung gegen
Rab7 durchgefiihrt. Die gestrichelte gelbe Linie markiert die Grenze der hh-Expressionsdoméne. Ausschnitte die im Ergebnisteil
verwendet werden sind durch weifle Boxen gekennzeichnet.
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hh-GAL4, tub-GAL80"“ 14, _ h Exre55|on _.

UAS Su(dx) A’

apical

basal

A
Ko

o
i

" UAS-N-HA
. -UAS-S(dx)

apical

N-HA

basal

apical

NK2R_HA

basal

Abb. 58: Auswirkungen der Su(dx) Uberexpression auf die endosomale Lokalisation von N-HA und NX2R-HA (Ubersicht). Die
Rezeptoren N-HA und NX?R-HA, sowie die E3-Ligase Su(dx) wurden fiir 14,5h unter Kontrolle des hh-Gal4 Treibers mit tub-
GAL80" exprimiert. In der X/Y-Ebene werden basale Ansichten der Fliigelimaginalscheiben gezeigt. Zur Detektion der
transgenen Rezeptoren wurde eine HA Antikorperfiarbung durchgefiihrt. Zur Detektion des endogenen Rezeptors wurde eine
NECD Antikorperfarbung durchgefiihrt. Als Marker fiir spatendosomale Kompartimente wurde eine Antikdrperfarbung gegen
Rab7 durchgefiihrt. Die gestrichelte gelbe Linie markiert die Grenze der hh-Expressionsdoméne. Ausschnitte die im Ergebnisteil

verwendet werden sind durch weile Boxen gekennzeichnet.
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hh-GAL4, tub-GAL80* 14,5 h Expression
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Abb. 59: Untersuchung der endosomalen Lokalisation von NE-2AA_HA ynd NK2R-LL2AA_HA (Ubersicht). Die Rezeptoren NLHL2AAL
HA und NKZR-LL2AA_HA wurden fiir 14,5h unter Kontrolle des #4-GAL4 Treibers mit tub-GAL80" exprimiert. In der X/Y-Ebene
werden apikale, sowie basale Vesikel gezeigt. Zur Detektion der transgenen Rezeptoren wurde eine HA Antikorperfirbung
durchgefiihrt. Als Marker fiir spitendosomale Kompartimente wurde eine Antikorperfarbung gegen Rab7 durchgefiihrt.
Ausschnitte die im Ergebnisteil verwendet werden sind durch weifle Boxen gekennzeichnet.
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