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Einleitung

1 Einleitung

Fiir eine normale Entwicklung eines multizellularen Organismus ist die Zell-Zell-Kommunikation
unentbehrlich. Sie ermdglicht eine zeitlich und rdumlich koordinierte Zuteilung verschiedener
Zellschicksale und somit die Ausbildung komplexer Strukturen. Fehlende Zell-Zell-
Kommunikation kann dramatische Auswirkungen auf die Entwicklung und Aufrechterhaltung
eines Lebewesens haben. Im Laufe der Evolution sind Signaltransduktionswege entstanden, die
den Informationsaustausch zwischen den Zellen vermitteln und Prozesse wie Proliferation,
Apoptose und Zelldifferenzierung kontrollieren. Fiir die kontaktabhdngige Kommunikation

zwischen benachbarten Zellen ist unter anderem der Notch-Signalweg verantwortlich.

1.1 Der Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg ist in allen Metazoen hoch konserviert. Eine Deregulation des Notch-
Signalwegs fiihrt zu Anomalien in der Entwicklung bis hin zum Tod. Zahlreiche Krankheiten sind
mit einer Deregulation des Notch-Signalwegs assoziiert (Ubersicht in [1]).

Die kanonische Aktivierung des Notch-Signalwegs erfolgt infolge einer direkten Interaktion
zwischen dem Notch-Rezeptor (N) der Signal-empfangenden Zelle mit einem DSL-Liganden
(Delta und Serrate in Drosophila, Lag-2 in C. elegans) der benachbarten, Signal-sendenden Zelle
[2-4]. Der N-Rezeptor wird im rauen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und durch eine
Furin-dhnliche Konvertase prozessiert (S1-Schnitt), wodurch ein Heterodimer entsteht, das an die
Zelloberflache gebracht wird [5]. Sowohl der N-Rezeptor als auch die DSL-Liganden sind sog. Typ-
[-Transmembranproteine, die in den extrazellularen Domanen (ECD-extracellular domain) iiber
EGF-dhnliche Wiederholungen (EGF-like repeats, epidermal growth factor) verfiigen. Diese EGF-
dhnlichen Wiederholungen vermitteln die Interaktion zwischen dem N-Rezeptor und den
Liganden [6, 7]. Hierbei ist eine Interaktion zwischen dem Rezeptor einer Zelle und dem Liganden
der benachbarten Zelle (in trans), sowie mit dem Liganden derselben Zelle (in cis) moglich
(Abbildung 1, (1), (8)) (Ubersichten in [2-4]). Wihrend eine Interaktion in trans in einer
Aktivierung des Notch-Signalwegs resultiert, kommt es bei der Interaktion in cis zu einer
Unterdriickung der Notch-Aktivitit (Cis-Inhibition) (Ubersicht in [8]).

Eine Trans-Aktivierung des Notch-Signalwegs benétigt die Endozytose sowohl des N-Rezeptors
als auch der Liganden [9, 10]. Die Endozytose der Liganden wird durch die E3-Ubiquitin-Ligasen
Mind bomb1 (Mib1) und Neuralized (Neur) reguliert (Abbildung 1, (2)) (Ubersichtin [10, 11]). Als
Folge der Liganden-Endozytose wird der N-Rezeptor zweimal proteolytisch gespalten
(Ubersichten in [2-4, 12] und [13, 14]). Die erste proteolytische Spaltung (S2-Schnitt) wird durch
die Metalloprotease der ADAM (a disintegrin and metalloprotease)-Familie, Kuzbanian (Kuz) in
Drosophila, ausgefiihrt (Abbildung 1, (3)) ([15] und Ubersicht in [16]). Darauf wird die

extrazellulire Domane des N-Rezeptors (NECD-Notch extracellular domain) in die Signal-
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sendende Zelle trans-endozytiert und dort degradiert (Abbildung 1, (4)) [13, 14]. Dies fiihrt zur
Entstehung eines in der Membran verankerten Fragmentes (NEXT-Notch extracellular
truncation), das von dem y-Sekretase Komplex erkannt und an der S3-Schnittstelle gespalten wird
(Abbildung 1, (5)) [17]. Durch den S3-Schnitt in der Transmembrandomine wird die
intrazellulaire Domane des Rezeptors (NICD-Notch intracellular domain) freigesetzt und in den
Zellkern transloziert (Abbildung 1, (6)). Dort initiiert die NICD mit einem Transkriptionsfaktor
der CSL-Familie (CBF1 in Vertebraten, Su(H) in Drosophila, Lagl in C. elegans), mit Mastermind
(MAM) und weiteren Ko-Faktoren, die Expression der Notch-Zielgenen (Ubersicht in [2]). Zu den
Zielgenen des Notch-Signalwegs zdhlen unter anderem wingless (wg) und Enhancer of split

(E(spl)) in Drosophila und Hes und Hey in Sauger (Abbildung 1, (7)).

Signal-empfangende Zelle
Transkription der

Zielgene
M 2.B. wingless

Trans - s, Cis-
‘ Aktivierung - l Inhibition
—_—

| é l (')‘/T'I—Sekretase
H@Kuz @ Komplex

Ub

NICD III
|

Mibl;)de;r Neur

Trans-Endozytose

Signal-sendende Zelle

Abbildung 1: Ubersicht iiber die Hauptkomponenten des Notch-Signalwegs. Der N-Rezeptor liegt als
Heterodimer vor und wird nach der Bindung an einen der Liganden der benachbarten Zelle aktiviert (1).
Die Liganden werden durch die E3-Ubiquitin-Ligasen Mib1 oder Neur ubiquitiniert, was anschlief3end zur
Liganden-Endozytose fiihrt (2). Die Liganden-Endozytose resultiert in zwei proteolytischen Spaltungen des
N-Rezeptors. Dabei wird der N-Rezeptor zuerst durch die Metalloprotease Kuz geschnitten (3). Die
abgespaltene NECD wird zusammen mit dem Liganden in die Signal-sendende Zelle trans-endozytiert (4).
Nach der Trans-Endozytose von NECD entsteht ein in der Membran-verankertes Fragment, das von dem y-
Sekretase-Komplex gespalten wird (5). Durch diesen Schnitt wird die NICD freigesetzt und in den Zellkern
transportiert (6). Im Zellkern agiert die NICD zusammen mit weiteren Ko-Aktivatoren wie z.B. Su(H) und
MAM als Transkriptionsfaktor und leitet die Expression der Notch-Zielgene ein (7).

Eine Rezeptor-Ligand-Bindung innerhalb derselben Zelle resultiert in der Cis-Inhibition (8).
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1.1.1 Die DSL-Liganden

In Drosophila sind zwei DSL-Liganden, Delta (DI) und Serrate (Ser), bekannt. DI hat drei Sduger
Orthologe: Delta-likel (DIl1), Delta-like3 (DII3), Delta-like4 (DIl4), wahrend Ser zwei Sauger
Orthologe namens Jagged1 (Jagl) und Jagged2 (Jag2) hat (Ubersicht in [29]). DI und Ser zeigen
partiell iiberlappende Expressionen und Funktionen. Es gibt jedoch Prozesse, in denen nur einer
der beiden Liganden aktiv ist. So ist z.B. Ser verantwortlich fiir die Beinsegmentierung und
Gelenkspezifikation [30, 31], wahrend DI fiir die Differenzierung der neuronalen Vorlauferzellen
bendtigt wird. Die Fliigelentwicklung wiederum benétigt beide Liganden [20, 32, 33], wobei Ser
wichtiger ist [34].

Alle DSL-Liganden besitzen in ihrer ECD eine DSL-Domaéne, eine N-terminale Region (MNNL) und
mehrere EGF-dhnliche Wiederholungen. Die DSL und die N-terminale Domadne werden zusammen
mit den zwei ersten EGF-dhnlichen Wiederholungen fiir die Bindung an den Rezeptor benétigt.
Die Anzahl der EGF-dhnlichen Wiederholungen variiert unter den unterschiedlichen Liganden.
Insgesamt sind aber die ECDs der DSL-Liganden unter unterschiedlichen Orthologen und
Paralogen gut konserviert. Im Gegensatz zu den ECDs weisen die Aminosaduresequenzen der ICDs
weniger Homologien auf (Ubersichten in [29], [6]), (Robert Jaekel, Dissertation 2006). Sie
besitzen konservierte Lysine (Ks), die als Substrate fiir die Ubiquitinierung dienen konnen
(Ubersicht in [35]). In zahlreichen Experimenten wurde die Abhéngigkeit der Liganden-Aktivitit
von der Ubiquitinierung ihrer ICDs demonstriert (Ubersicht in [11]). Untersuchungen in
Zellkultur zeigten, dass ein DIl1-Ligand mit einer K-freien ICD (D111K2R) nicht ubiquitiniert wird
und den Notch-Signalweg nicht aktivieren kann [36]. Dartiber hinaus besitzt die ICD von DII1 ein
stark konserviertes K613, das fiir die Ubiquitinierung und die Aktivitat von DII1 wichtig ist [37].
Eine Drosophila D1-Variante ohne Ks in der ICD (DIK2R) wird ebenfalls nicht ubiquitiniert. Der
DIK2R-Ligand wirkt stark cis-inhibitorisch und weist eine stark reduzierte Aktivitat auf [28]. Im
Gegensatz zu DI und Dl-likes ist bislang wenig liber die Rolle der Ks in der ICD von Ser bekannt.
Es wurden zwei konservierte Ks beschrieben, die fiir die Funktion von Ser wichtig sind [25]. Die

restlichen Ks wurden hingegen noch nicht untersucht.

1.2 Ubiquitinierung der DSL-Liganden durch die E3-Ligasen Mib1 und Neur

Wie zuvor erwahnt, verfligen die DSL-Liganden liber intrazelluldre Ks, die durch die E3-Ubiquitin-
Ligasen (E3s) Mib1l und Neur ubiquitiniert werden konnen. Die Ubiquitinierung stellt eine
posttranslationale Modifikation von Proteinen dar, bei der das Polypeptid Ubiquitin an Ks eines
Substratproteins kovalent gebunden wird. Abhdngig von der Art der Ubiquitin-Kopplung sind
unterschiedliche Regulationen des Zielproteins moglich. Dabei kann es zwischen einer Mono- und
einer Poly-Ubiquitinierung unterschieden werden. Bei der Mono-Ubiquitinierung wird ein
einzelnes Ubiquitin an Ks des Substratproteins gebunden, wahrend bei der Poly-Ubiquitinierung

eine Ubiquitin-Kette gekoppelt wird. Mono-Ubiquitinierungen dienen der Regulation von nicht-
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degradativen Prozessen, wie die Einleitung der Endozytose und der Transport von
Transmembranproteinen. Mit Hilfe der Poly-Ubiquitinierungen werden der proteasomale Abbau
der Zielproteine, sowie die nicht-degradativen Prozesse reguliert [38, 39]. So werden die DSL-
Liganden durch die Ubiquitinierung ihrer ICD fiir die Endozytose markiert, was fiir die

Aktivierung des Notch-Signalwegs essentiell ist.

Aktivierung
unter ATP-Verbrauch
E1
0 Ell
Q.
Recycling | DUB E2 | Konjugation

E3 ‘ /Li/ E2 ]

Ligation ——

RING-E3

Abbildung 2: Mechanismus der Ubiquitinierungsreaktion mithilfe von RING-E3-Ubiquitin-Ligasen. Das
Ubiquitin wird von einem vorher ubiquitiniertem Substratprotein oder aus einem Vorlaufermolekiil
abgeschnitten. Diese beiden Reaktionen werden durch Deubiquitinasen (DUB) katalysiert. Das reife
Ubiquitin wird dann durch ein E1-Enzym unter ATP-Verbrauch aktiviert, mittels eines E2-Enzyms
konjugiert und schliefdlich an das Substratprotein ligiert. Die Ligation des Ubiquitins erfolgt an einem
Lysinrest des Substratproteins und wird durch E3-Ubiquitin-Ligasen katalysiert. Im Falle der RING-E3-
Ligasen binden die E3s das Substrat und tbertragen das Ubiquitin vom E2 direkt auf das Substratprotein.
(Nach [39]).

Der Prozess der Ubiquitinierung umfasst drei generelle Schritte. Zuerst wird Ubiquitin durch das
E1-Enzym unter ATP-Verbrauch aktiviert. Danach wird das aktivierte Ubiquitin auf das E2-Enzym
iibertragen. Anschliefdend katalysieren die E3s den Transfer des Ubiquitins an den Lysinrest des
Substratproteins (Ubersichten in [38, 40]). Somit wird ein wichtiger regulatorischer Schritt der
Ubiquitinierungsreaktion durch die E3s vorgegeben, die die Substratauswahl und die Wahl der
(Poly-) Ubiquitin-Kette bestimmen (Abbildung 2). Nach der Endozytose und Sortierung im
endosomalen Transportweg werden die Substratproteine durch Deubiquitinasen (DUB)
deubiquitiniert und das freigesetzte Ubiquitin wird flir einen weiteren Ubiquitinierungszyklus
wiederverwendet (Abbildung 2). Zurzeit sind vier Hauptklassen von E3s, basierend auf ihren

funktionalen und strukturellen Eigenschaften, bekannt: RING (really interesting new gene), U-
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box, HECT (homologous to E6AP C-terminus), und RBR (RING-between-RING) -E3-Ligasen. Die
RING-E3s katalysieren den direkten Transfer des Ubiquitins vom E2 -Ubiquitin-Komplex auf das
Substrat (Ubersichten in [39, 40]).

In Drosophila ubiquitinieren zwei RING-E3s, Mib1 und Neur, die Liganden DI und Ser und
regulieren diverse durch den Notch-Signalweg vermittelten Prozesse. Dabei kontrolliert Mib1
unter anderem die Spezifizierung des Fliigelrandes, die Beinsegmentierung, die Determination
der Fliigelvenen [41, 42], sowie die Augenentwicklung [42]. In der Fliigelimaginalscheibe ist Mib1
ubiquitdr exprimiert [41], weshalb die meiste Aktivierung des Notch-Signalwegs innerhalb der
Fliigelimaginalscheibe von Mib1 abhangig ist. Ein Ausfall von mib1 resultiert in verkleinerten
Fliigelimaginalscheiben mit fehlender Aktivierung des Notch-Signalwegs an der (d/v) -Grenze
und puppaler Letalitat des Organismus [28, 41, 42]. Dariliber hinaus konnte gezeigt werden, dass
die Endozytose von Ser in mibI-mutanten Zellen gestort ist, was zu einer Akkumulation des
Liganden an der apikalen Membran fiihrt [41, 43]. Obwohl fiir DI die Endozytose noch beobachtet
wird [43], ist die Aktivitit des Liganden deutlich reduziert [28].

Neur spielt wiahrend der embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle in allen drei Keimblattern.
Daher resultiert ein neur-Ausfall in embryonaler Letalitdt [44]. AufRerdem reguliert Neur die
Entwicklung des zentralen und peripheres Nervensystems im Embryo sowie in Imago, inklusive
der Musterbildung bei der Makrochaeten-Entwicklung in den Fliigelimaginalscheiben und
Spezifizierung der Photorezeptoren in den Augenimaginalscheiben [45, 46]. Im Gegensatz zu
Mib1 ist die Neur-Expression in der Fliigelimaginalscheibe auf sensorischen Vorlduferzellen
beschrankt [45, 47]. Neur ist jedoch in der Lage die Funktion von Mibl in den
Fliigelimaginalscheiben zu tibernehmen. Eine ektopische Expression von Neur im mib1-mutanten
Hintergrund fiihrt zur Wiederherstellung der endogenen Wg-Expression entlang der d/v-Grenze
[28, 41]. Dariiber hinaus zeigten Untersuchungen von DIK2R, dass Neur DI unabhingig von den
Ks und von Mib1 aktivieren kann [28].

Beide E3s weisen bis auf eine C-terminale RING-Doméne wenige strukturelle Ahnlichkeiten auf
(Ubersichten in [11, 38, 41]). Mib1 besitzt eine N-terminale Region, die sog. MZM und REP-
Domaéanen beinhaltet (Abbildung 3, A). Die beiden Domanen sind fiir die Interaktion mit dem
Liganden erforderlich [48]. An die MZM-REP-Domane folgen acht Ankyrin-Motive, gefolgt von
drei RING-Domaénen (Abbildung 3, A). Hierbei wird nur die dritte RING-Domane fiir die Ligase-
Aktivitit benétigt (Ubersicht in [49]). Im Gegensatz zu Mib1 enthélt Neur eine einzige C-terminale
RING-Domaine, die die Ubiquitinierungsreaktion katalysiert [46, 50, 51]. Des Weiteren enthalt
Neur NHR1- und NHR2-Domaéanen (Neuralized Homology Repeat 1 und 2) (Abbildung 3, A), die fir
Neur spezifisch sind (Ubersicht in [52]). Dabei vermittelt die NHR1-Doméne die Interaktionen mit
den DSL-Liganden und ist fiir die Lokalisation von Neur an der apikalen Membran verantwortlich
[53-55]. Die NHR2-Domane ist fiir die Bindung an den Liganden nicht essentiell, scheint aber fiir

die volle Funktion von Neur wichtig zu sein [55]. Neur ist ein peripheres Membranprotein [45, 50,
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56] an dessen N-Terminus sich ein Phosphatidylinositol (PIP;)-Bindemotiv befindet (Abbildung
3, A). Mutationen in diesem Bindemotiv (sog. NeursQ) fithren zu einer Fehllokalisation von Neur

im Zytoplasma und zu Defekten in der Endozytose von DI in S2-Zellen [57].

1.2.1 Die Interaktionsmotive fiir Mib1 und Neur in den ICDs der DSL-Liganden
Ein Vergleich der Aminosaduresequenz der DI-ICDs verschiedener Insektenspezies offenbarte vier
konservierte Regionen (ICD1-ICD4), die fiir die Ubiquitinierung und Aktivitit des Liganden
wichtig sind [58]. Es wurde demonstriert, dass Mib1 an die ICD2 bindet, wihrend Neur an die
ICD1 bindet und K742 in der ICD3 ubiquitiniert [58]. Die zu den ICD2 und ICD3 analogen Bereiche
wurden spdter in der ICD von Jagl als Bindungsboxen fiir humanes MIB1 anhand der
Kristallstruktur beschrieben [48]. Hierbei wird die ndher am N-Terminus liegende Bindungsbox
(=ICD2), als N-Box bezeichnet, wiahrend die C-Box (=ICD3) sich C-terminaler in der ICD befindet
((Abbildung 3, B) und [48, 58]). In vivo Analysen der ICD von Jagl deuten darauf hin, dass sowohl
die N- als auch die C-Box fiir die Interaktion mit MIB1 und fiir die Aktivitat des Liganden bendtigt
werden. Dabei vermittelt die N-Box die Interaktion mit der MZM-Domane, wahrend die C-Box an
die REP-Doméne von MIB1 bindet [48]. Die Aminosduresequenzen der beiden Boxen zeigen
Homologien mit den Aminosduresequenzen der ICD von anderen Liganden der DSL-Familie.
Basierend auf diesen Sequenzhomologien wurden die N- und C-Boxen in den ICDs von Jag2, DI
und Ser vorhergesagt. In den ICDs von DII1 und D14 wurde hingegen nur die N-Box und keine C-
Box vorhergesagt ([48], (Abbildung 3, B)). Untersuchungen von Drosophila D1 verdeutlichen, dass
die N-Box fiir die Aktivitat des Liganden essentiell ist, wahrend die C-Box nicht wichtig ist [58],
(N. Viillings, unveroffentlichte Daten). Auch in der ICD von DII1 scheint die N-Box essentiell zu
sein (AG Klein und AG Gossler, unveroffentlichte Daten). In der ICD von Ser wurde neben den
vorhergesagten N- und C-Boxen eine weitere hoch konservierte Region (Ser-,int“) beschrieben,
die unter zahlreichen Insektenspezies identisch ist [25]. Eine Deletion dieser Domane fiihrt zu
einem komplett inaktiven Liganden. Die Ser-,int“-Region beinhaltet aufierdem ein Teil der
vermeintlichen N-Box und das vorhergesagte Neur-Bindemotiv (NBM) von Ser [25, 48, 59],
(Abbildung 3, B). Ein solches NBM in der ICD von DI wird fiir die Aktivierung des Liganden durch
Neur bendétigt [28]. Im Gegensatz zu Jagl und DI wurde die Rolle der vorhergesagten N- und C-

Boxen, sowie des NBM in der ICD von Ser in vivo noch nicht untersucht.
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Abbildung 3: Schematische Darstellungen der RING-E3s Mib1 und Neur (A) sowie der ICDs von den DSL-
Liganden (B). Zwei E3s, Mib1 und Neur, ubiquitinieren die Liganden in Drosophila und regulieren dadurch
die Aktivitat der Liganden. Mib1 besitzt am N-Terminus sog. MZM und REP-Domaénen, die fiir die Bindung
an den Liganden verantwortlich sind. Anschliefiend folgen acht Ankyrin-Wiederholungen und drei RING-
Domanen. Die dritte RING-Domane katalysiert die Ubiquitinierungsreaktion. Neur besitzt am N-Terminus
ein PIPz-Bindemotiv (gekennzeichnet durch ein griines Rechteck). Danach folgen die NHR1- und NHR2-
Domanen. Die NHR1-Doméne vermittelt die Interaktion mit den Liganden, wahrend die NHR2-Domane fiir
die volle Funktion von Neur wichtig ist. Am C-Terminus besitzt Neur die katalytische RING-Doméne. Ser
und DI sind zwei DSL-Liganden in Drosophila. Wahrend DI drei Sduger-Orthologe D111, DII3 und DI14 hat,
besitzt Ser zwei Orthologe, Jagl und Jag2. Die Aminosduresequenzen der ICDs von den DSL-Liganden
weisen weniger Homologien auf. Die ICDs von DI und Jagl besitzen eine N- und eine C-Box fiir die
Interaktion mit den MZM- und REP-Domanen von Mib1/MIB1. Basierend auf dem Aminosiuresequenzen-
vergleich wurde bei D111, D114, Ser und Jag2 eine N-Box identifiziert, wahrend bei Ser und Jag2 zusatzlich
noch eine C-Box vorhergesagt wurde. Die ICD von DI besitzt aufRerdem ein NBM, wahrend die ICDs von D111,
Ser und Jag1 ein putatives NBM aufweisen (TM= Transmembrandomane).

1.3 Die endozytotische Regulation des Notch-Signalwegs

Die Endozytose und der anschlieffende endosomale Transportweg spielen eine wichtige Rolle in
der Regulation des Notch-Signalwegs. Wahrend die Endozytose fiir eine produktive
Signaltransduktion des Notch-Signalweges erforderlich ist, ist der endosomale Transportweg
unter anderem dafiir wichtig, um die Rezeptoren zu entfernen, die nicht durch Liganden aktiviert
wurden. Wie andere Transmembranproteine wird der N-Rezeptor konstitutiv endozytiert und
durchliuft einzelne Stationen des endosomalen Transportweges (Ubersicht in [60]).

Bei der Endozytose wird die Plasmamembran mit der Fracht eingestiilpt und anschliefiend als
Vesikel in das Zytoplasma abgeschniirt (Abbildung 4, (1)). Sie findet vermehrt in den
Phosphatidylinositol(4,5)-bisphosphat (PIP;) angereicherten Bereichen statt. Zahlreiche
endozytotische Proteine sind in der Lage mit diesem Lipid zu interagieren [61, 62]. Generell kann

zwischen einer Clathrin-abhingigen und -unabhéngigen Endozytose unterschieden werden [63].
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Abbildung 4: Ubersicht iiber den endosomalen Transportweg. Nach der Endozytose der Transmembran-
proteine werden die frithen Vesikel abgeschniirt (1). Diese fusionieren zusammen zu oder mit einem frithen
Endosom, das mit der GTPase Rab5 assoziiert ist @ Im frihen Endosom werden die
Transmembranproteine neu sortiert und entweder iiber Recycling an die Plasmamembran zuriickgebracht
(3) oder zum Abbau im Lysosom in den reifenden Endosomen weiter transportiert (4). Wahrend die
Recycling-Endosomen mit den GTPasen Rab4 und Rab11 markiert sind (3), sind die reifenden Endosomen
mit Rab7 assoziiert (4). Wahrend der endosomalen Reifung wird das Innere des Endosoms angesauert und
es bilden sich intraluminale Vesikel aus. Anschliefiend fusioniert das reifende Endosom mit dem Lysosom,
in dem der Abbau der Transmembranproteine mithilfe von sauren Hydrolasen stattfindet (5).

Bei der Clathrin-abhingigen Endozytose bilden Clathrin-Geriistproteine eine Hiille um die
Einstiilpung der Plasmamembran und stabilisieren diese dadurch (Ubersichten in [64, 65]). Die
Clathrin-ummantelte Membraneinstiilpung wird dann als ein Clathrin-ummanteltes Vesikel (CCV-
clathrin coated vesicle) mit Hilfe der GTPase Dynamin von der Plasmamembran abgeschniirt
(Ubersichten in [65, 66]). Nach der Abschniirung der CCVs dissoziiert das Clathringeriist und die
Clathrin-Molekiile werden fiir weitere Zyklen der Endozytose wiederverwendet (Ubersicht in

[65]). Die auf diese Weise entstandenen frithen endosomalen Vesikel (EEV- early endosomal
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vesicles) fusionieren entweder miteinander zum einen frithen Endosom (EE- early endosome)
oder mit einem bereits vorhandenen friithen Endosom [67] (Abbildung 4, (2)). Diese Fusion wird
durch Rab5, eine GTPase der Rab-Familie (Ras-related in brain), und weitere Ko-Faktoren
reguliert (Ubersicht in [68]). In den frithen Endosomen werden die Membranproteine umsortiert.
Deswegen werden die frithen Endosomen auch als sortierende Endosomen bezeichnet
(Ubersichten in [67, 68]). Nach der Sortierung im frithen Endosom wird der Grofteil der
Transmembranproteine zurtick an die Plasmamembran gebracht. Das Recycling wird durch die
GTPasen Rab4 und Rab11 reguliert (Abbildung 4, (3)). Sind die Transmembranproteine durch
Ubiquitin zum Abbau markiert, verbleiben diese in den frithen Endosomen, die zu reifen
Endosomen heranreifen (Ubersichten in [51, 69]). Wahrend der Reifung des Endosoms findet ein
Austausch von Rab5- zu Rab7-GTPase (sog. Rab-Switch) statt. Des Weiteren werden durch die
Einstiilpung der endosomalen Membran intraluminale Vesikel (ILVs) gebildet (Ubersichtenin [51,
69]) (Abbildung 4, (). Die mit Rab7 assoziierten reifenden Endosomen transportieren ihre
Fracht fiir die Degradation zum Lysosom. Anschliefiend findet eine Fusion des reifenden
Endosoms mit dem Lysosom statt, in dem der Abbau der Transmembranproteine durch saure
Hydrolasen erfolgt (Abbildung 4, (5)). Im Laufe der endosomalen Reifung werden die
Kompartimente kontinuierlich angesauert, so dass zum Schluss, im Lysosom, ein fiir die sauren

Hydrolasen optimales Milieu vorliegt (Ubersicht in [70]).

1.3.1 Die Rolle der Endozytose der DSL-Liganden im Notch-Signalweg
Bereits in den 90-iger Jahren des letzten Jahrhunderts wurde bei den Untersuchungen von
Dynamin-Mutanten in Drosophila die Notwendigkeit der Endozytose fiir die Aktivierung des
Notch-Signalwegs festgestellt [9, 71]. Dabei ist die Endozytose des Liganden genauso wichtig, wie
die Rezeptor-Endozytose. So zeigten Analysen in Drosophila, dass das endozytotische
Adaptorprotein Epsin (Igf-liquid facets) fiir die Trans-Aktivierung des Notch-Signalwegs absolut
notwendig ist [72]. Lqf leitet die Clathrin-vermittelte Endozytose des Liganden ein (Abbildung 5).
Ein kompletter Ausfall von Igf in Drosophila fiihrt zur embryonalen Letalitit [73]. Iqgf~homozygot
mutante Zellklone sind nicht in der Lage zu signalisieren, wahrend der Empfang des Signals nicht
gestort ist [72, 74]. Hierbei lokalisiert Ser vermehrt an der apikalen Plasmamembran, wobei die
Endozytose des Liganden nicht komplett blockiert ist [43]. Dies deutet darauf hin, dass nur ein
bestimmter Anteil von Ser durch die Lqf-vermittelte Endozytose internalisiert wird. Dieser Anteil
istjedoch fiir die Aktivierung des Notch-Signalwegs erforderlich [72]. Lgfist in der Lage mit einer
Reihe endozytotischer Faktoren (genetisch) zu interagieren [73, 75-77]. Es besitzt eine N-
terminale ENTH (Epsin N-Terminal Homology)-Domane [78], zwei Ubiquitin interagierende
Motive (UIM1+2-Ubiquitin Interacting Motifs) [79], (Abbildung 5, (2)), sowie Interaktionsmotive
fiir Clathrin und den endozytotischen Adaptorprotein-Komplex 2 [76]. Die ENTH-Domane bindet

an PIP; und durch die Inserierung in der Plasmamembran kann sie die Einstiilpung der Membran
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einleiten [80]. Die UIMs ermoglichen eine Interaktion von Lqf mit den ubiquitinierten
Substratproteinen. Laut einem simplen Modell [74] bindet Lqf die ubiquitinierte ICD des Liganden
iiber seine UIMs (Abbildung 5, (2)). AnschlieRend werden weitere endozytotische Faktoren, wie
Clathrin und Dynamin, rekrutiert (Abbildung 5, (3)) und die Endozytose des Liganden mitsamt
der NECD initiiert (Abbildung 5, (4), (5)). Eine weitere Untersuchung zeigte, dass neben der
Funktion von Epsin, Clathrin und Dynamin, die Polymerisation vom Aktin des Zytoskeletts fiir die
Endozytose des Liganden benotigt wird [12].

Um die Notwendigkeit der Liganden-Endozytose fiir die Aktivierung des Notch-Signalwegs zu
erkliren, wurden zwei sich gegenseitig nicht ausschlieRende Haupttheorien postuliert (Ubersicht
in [81]). Laut der sog. ,Recycling-Theorie“ wird die Endozytose des Liganden und die
anschliefdende Passage durch die EEs dafiir benotigt, den neu synthetisierten inaktiven Liganden
zu aktivieren (Ubersichten in [10, 11]). Nach der Ubiquitinierung des Liganden durch Mib1 oder
Neur wird dessen Endozytose eingeleitet. Der endozytierte Ligand unterliegt einer bisher
unbekannten Modifikation und wird dann in einem aktivierten Zustand zuriick an die
Plasmamembran, eventuell in bestimmte sub-Dominen, gebracht (Ubersichten in [11, 81]). Eine
weitere Theorie, die sog. ,Zugkraft-Theorie“ besagt, dass die Endozytose des Liganden dafiir
benotigt wird, eine Zugkraft auf den N-Rezeptor auszutiben. Infolge dieser Zugkraft unterliegt der
Rezeptor einer Konformationsidnderung, wodurch die S2-Schnittstelle fiir die ADAM-
Metalloprotease zuginglich wird (Ubersichten in [11, 81]).

Studien in der Zellkultur und in sensorischen Vorlduferzellen von Drosophila brachten Hinweise
fiir das Recycling des Liganden [82, 83]. Ein Ausfall von Rab11, einer der Hauptregulatoren des
Recycling-Wegs, beeintrachtigt dagegen die Aktivitit von DI in der Keimbahn und in den Augen
von Drosophila nicht [75, 84]. Auch in der Fliigelimaginalscheibe hat eine Herunterregulation
beider Hauptregulatoren des Recycling-Wegs, Rab4 und Rab11, keinen Effekt auf die Aktivitat der
Liganden (Bachelorarbeit E. Seib, 2012). Untersuchungen in Drosophila, in Sdugerzellkulturen
und Strukturanalysen des N-Rezeptors lieferten zahlreiche Hinweise flir das Zugkraft-Modell
(Ubersichten in [11, 85]). Es wurde in Imaginalscheiben und in Saugerzellkultur gezeigt, dass die
ECD des N-Rezeptors zusammen mit dem Liganden in die Signal-sendende Zelle trans-endozytiert
wird [13, 14, 36, 86, 87]. Ein Verlust der Liganden-Endozytose fiihrt zu einer fehlenden Trans-
Endozytose von NECD in Drosophila und in Saugerzellkultur [13, 14]. Resultate der
Strukturanalysen des N-Rezeptors deuten darauf hin, dass dieser zuerst in einer Protease-
resistenten Weise vorliegt [88]. Die infolge der Liganden-Endozytose ausgeldste Zugkraft wird
benoétigt, um strukturelle Verdanderungen des N-Rezeptors zu ermdéglichen. Dadurch wird die
proteolytische Spaltung und als Folge die Ablosung der NECD (,Ectodomain Shedding“)
ermoglicht (Ubersichten in [11, 85, 89]).
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Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung der Lqf-vermittelten Endozytose der DSL-Liganden. Die RING-E3s,
Mib1 oder Neur, ubiquitinieren die ICD des DSL-Liganden an den Ks (1). Das Adaptorprotein Lqf interagiert
iiber die ENTH-Domane mit der Plasmamembran und ist in der Lage iiber die Ubiquitin-interagierenden
Motive (UIM1+2) an den ubiquitinierten Liganden zu binden (2). AnschlieBend werden weitere
endozytotische Faktoren, wie Clathrin und Dynamin, zur Plasmamembran rekrutiert (3) und die
Invagination der Membran durch Lqf eingeleitet (4). Der Ligand wird mitsamt der NECD in die Signal-
sendende Zelle internalisiert (5). Die Trans-Endozytose resultiert in einer Trans-Aktivierung des Notch-
Signalwegs in der benachbarten Zelle.

1.4 Die Rolle des Notch-Signalwegs bei der Fliigelentwicklung von Drosophila

Wie bei den meisten anderen Korperstrukturen der Imago von Drosophila beginnt die
Fliigelentwicklung bereits in den larvalen Stadien. Dabei wird der Fliigel in Form einer
Fliigelimaginalscheibe angelegt (Abbildung 6, B, C). Die Imaginalscheiben sind als
undifferenzierte einschichtige Epithelien organisiert. Sie proliferieren wahrend der larvalen
Phasen und differenzieren sich wiahrend der puppalen Phase zu den entsprechenden
dreidimensionalen Strukturen der Imago. Wahrend der Fliigelentwicklung erméglichen Prozesse
der Musterbildung die Etablierung der anterior-posterioren (a/p)- und dorso-ventralen (d/v) -
Achsen des zukiinftigen Fliigels mit Hilfe von Kompartimentgrenzen (Abbildung 6, B, C). Bei den
Kompartimenten handelt es sich um Gruppen von Zellen, die eine funktionale Einheit bilden und

bestimmte Grenzen nicht liberschreiten.
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Wahrend der Entwicklung der Fliigelimaginalscheibe reguliert der Notch-Signalweg die
Expression verschiedener Gene an der d/v-Kompartimentgrenze, die flir die Etablierung,
Wachstum und Musterbildung des Fliigelprimordiums essentiell sind. Hierbei ist die Expression
von wingless (wg) und vestigial (vg) von grofRer Bedeutung (Ubersicht in [90]). In
Fliigelimaginalscheiben des spaten dritten Larvenstadiums wird wg in einem zwei Zellreihen-
Muster auf beiden Seiten der d/v-Grenze symmetrisch exprimiert (Abbildung 6, B). Diese
symmetrische Wg-Expression entsteht durch die Aktivitit zweier regulatorischer Schleifen
(D1/Ser loop und DI/Ser/Wg loop) zu unterschiedlichen Zeitpunkten [21, 91, 92].

In den anfanglichen Stadien der Fliigelentwicklung ist die DI/Ser-Schleife aktiv und fiihrt
schliefdlich zur Etablierung der Wg-Expressionsdomane. Anfanglich aktiviert das Selektor-Protein
des dorsalen Zellschicksals Apterous die Expression von Ser und Fringe (Fng) in den dorsalen
Zellen [18, 19, 93]. Der N-Rezeptor ist zu diesem Zeitpunkt ubiquitar exprimiert, wahrend DI ein
hoheres Expressionsniveau im ventralen Kompartiment aufzuweisen scheint [20, 21]. Fng ist eine
N-acetylglucosaminyltransferase, die die ECD des N-Rezeptors modifiziert. Durch die
Glykosylierung der NECD wird der Rezeptor affiner zu DI, was dazu fiihrt, dass die Aktivierung
des Notch-Signalwegs durch DI verstarkt und durch Ser dagegen unterdriickt wird [34, 92, 93].
Auf diese Weise aktivieren die dorsalen Ser und Fng exprimierenden Grenzzellen den Notch-
Signalweg in den ventralen Grenzzellen, in denen unmodifizierte N-Rezeptoren vorliegen.
Gleichzeitig signalisieren die ventralen D] exprimierenden Grenzzellen bevorzugt zu den dorsalen
Grenzzellen, da diese den glykosylierten N-Rezeptor aufweisen. Die Aktivierung des Notch-
Signalweges in den Grenzzellen flihrt unter anderem zur wg-Expression. Untersuchungen zeigten,
dass bei dieser fritheren asymmetrischen Phase nur ein Ligand benotigt wird. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass Ser dabei eine wichtigere Rolle spielt [34].

Nachdem die Wg-Expressionsdomane etabliert wurde, wird eine zweite regulatorische Schleife
(D1/Ser/Wg loop) induziert (Abbildung 6, A). Hierbei wird in den spateren Entwicklungsphasen
durch die Aktivitat des Notch-Signalweges die Expression von cut (ct) in den Grenzzellen induziert
(Abbildung 6, A). Die Expression von ct hemmt die Expression der Liganden in den Grenzzellen
[24]. Gleichzeitig wird wg in den Grenzzellen weiterhin exprimiert. Wg wird von den Grenzzellen
sekretiert und diffundiert in die angrenzenden Zellen, wo es die Expression der Liganden
induziert (Abbildung 6, A, B). Auf diese Weise sorgt die DI/Ser/Wg-Schleife fiir die
Aufrechterhaltung der Wg-Expression entlang d/v-Grenze und der Liganden-Expression in den

angrenzenden Zellen [23, 34].
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Abbildung 6: Beteiligung des Notch-Signalwegs bei der Fliigelentwicklung von Drosophila. Modell fiir die
Regulation der Notch-Aktivitdt entlang der d/v-Grenze in der spaten L3-Fligelimaginalscheibe (A). Der
adulte Fliigel (C) entsteht aus einer Fliigelimaginalscheibe (B). Wahrend der Fliigelentwicklung reguliert
der Notch-Signalweg an der d/v-Grenze die Expression essentieller Gene, die fiir die Etablierung, das
Wachstum und die Musterbildung des Fliigelprimordiums wichtig sind. Eines dieser Gene ist wingless (wg).
Wg wird in der spiten L3-Fliigelimaginalscheibe in einem schmalen Streifen entlang der d/v-Grenze
exprimiert. Bereits in der Fliigelimaginalscheibe werden durch die Musterbildungsprozesse die a/p und
d/v-Achsen des zukiinftigen Fliigels festgelegt (B).

Die schematische Darstellung in A zeigt die wildtypische Situation in einer spaten L3-Fliigelimaginal-
scheibe, bei der der Notch-Signalweg die Expression von wg und ct entlang der d/v-Grenze induziert. Die
Expression von ct fithrt zur Repression der Liganden-Expression in den Grenzzellen, wihrend Wg die
Expression der Liganden in den angrenzenden Zellen stimuliert.

1.4.1 Die Cis-Inhibition des Notch-Signalwegs durch die DSL-Liganden

Wie in 1.1 erwahnt, wird infolge der Cis-Inhibition die Notch-Aktivitit in einer zellautonomen
Weise unterdriickt. Sie wird durch die Bindung des Rezeptors und des Liganden derselben Zelle
ausgelost und ist abhingig von deren Konzentrationen (Abbildung 7)(Ubersicht in [8]).

Hinweise auf die Cis-Inhibition brachten Uberexpressionsstudien und Analysen des
Mosaikgewebes mit DI-, Ser-doppelmutanten Zellklonen (Ubersicht in [8]). Hierbei wurde
beobachtet, dass bei einer Uberexpression der Liganden in wildtypischen Zellen der
Fliigelimaginalscheiben der Notch-Signalweg in den benachbarten, nicht exprimierenden Zellen
ektopisch aktiviert wird. In iiberexprimierenden Zellen selbst kommt es hingegen zu keiner
Aktivierung des Notch-Signalwegs. Dariiber hinaus fiihrt eine Uberexpression der Liganden an
der d/v-Grenze zu einer zellautonomen Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitit [18-22].
Auf endogenem Niveau wurde der Effekt der Cis-Inhibition mit Hilfe von DI-, Ser-doppelmutanten
Zellklonen an der d/v-Grenze der Fliigelimaginalscheiben demonstriert. Die Untersuchungen
zeigten, dass bei einem Ausfall beider Liganden die mutanten Zellen an der Klongrenze zu
wildtypischen Zellen den Notch-Signalweg ektopisch aktivieren. Dieser Effekt kommt dadurch
zustande, dass DI-, Ser-mutante Zellen keine Liganden besitzen. Sie exprimieren aber die N-
Rezeptoren, die innerhalb der Zellklone durch die Liganden nicht mehr cis-inhibiert werden.

Deswegen konnen diese freien N-Rezeptoren durch die Liganden der benachbarten wildtypischen
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Zellen aktiviert werden [23, 24]. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass das Verhéltnis der
Konzentrationen von Liganden und Rezeptor das Ergebnis der Trans-Aktivierung beeinflusst und
eine hohe Liganden-Konzentration die Notch-Aktivitat zellautonom unterdriickt [22, 25]. Der
genaue Mechanismus der Cis-Inhibition ist bislang nicht vollstandig verstanden. Es wurde jedoch
in mehreren Untersuchungen demonstriert, dass die ECDs des Rezeptors und des Liganden an der
Cis-Inhibition beteiligt sind (Ubersicht in [8, 26]). In der ECD von Ser wurde die sechste EGF-
dhnliche Wiederholung beschrieben bei der Liganden-vermittelten Cis-Inhibition mitzuwirken.
Eine Deletion von EGF6 resultiert in einem Liganden, der keine cis-inhibitorische, jedoch eine
transaktivierende Eigenschaft besitzt [27]. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass fiir die Cis-
Inhibition eine direkte Interaktion zwischen den EGF-Wiederholungen des Rezeptors und der
DSL-Domine der Liganden notwendig ist (Ubersicht in [8]). Vor kurzem wurde gezeigt, dass die
ICD von Drosophila DI ebenfalls die cis-inhibitorischen Eigenschaften eines Liganden beeinflusst.
Eine DI-Variante ohne Lysine in der ICD wirkt starker cis-inhibitorisch als ein wildtypischer DI-

Ligand [28].

ptcGAL4A > UAS-Delta| C ptcGAL4 > UAS-Serrate
UAS-GFP TN

]

anlterior ' posterior Wg

Abbildung 7: Effekt der Cis-Inhibition durch DSL-Liganden. Eine Interaktion zwischen dem Rezeptor und
dem Liganden in trans fiihrt zu einer Aktivierung des Notch-Signalwegs und zur Expression der Zielgene,
wie z.B. wg. Hingegen resultiert eine Bindung zwischen dem Rezeptor und dem Liganden innerhalb
derselben Zelle in der Cis-Inhibition, die die Notch-Aktivitit zellautonom reprimiert. Die Cis-Inhibition kann
infolge einer hohen Liganden-Konzentration auftreten. Die Liganden DI und Ser wurden in der patched-
Expressionsdomdne in der Fliigelimaginalscheibe iiberexprimiert (A, visualisiert durch die GFP-
Fluoreszenz). Bedingt durch das Expressionsmuster von patched (ptc), weisen die Zellen an der a/p-Grenze
die hochste Liganden-Konzentration auf (A). Die liberexprimierten Liganden, DI und Ser, wirken cis-
inhibitorisch, was zu einer fehlenden Wg-Expression innerhalb der ptc-Domaéne fiihrt (B, C; rosafarbene
Pfeile). Die an die ptc-Doméne angrenzenden Zellen besitzen keine ektopische Expression der Liganden und
sind in der Lage den Notch-Signalweg ektopisch zu trans-aktivieren (B, C; gelbe Pfeilkopfe).
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1.5 Ziele der Arbeit

Endozytose der DSL-Liganden wird fiir die Aktivierung des Notch-Signalwegs benétigt. Diese wird
durch die Ubiquitinierung an Lysinen (K) der intrazelluliren Doméane (ICD) des Liganden
ausgelost [11, 43].

In dieser Arbeit sollte die Rolle der Ser-Ubiquitinierung und insbesondere der Ks in der ICD
untersucht werden. Hierfiir wird ein Ser-Ligand (SerK2R) analysiert, bei dem alle intrazellularen
Ks gegen Arginine (R) ausgetauscht sind. Dabei wird untersucht, wie sich die K-freie ICD auf die
Aktivitat, die Endozytose und die Degradation von Ser auswirkt.

Des Weiteren sollen intrazellulare Ks identifiziert werden, die fiir die Aktivitiat und eventuell fir
die Endozytose von Ser essentiell sind. Zu diesem Zweck werden Ser-R- und SerK2R-K-Varianten
hergestellt und analysiert. Bei diesen Varianten werden die Ks an konservierten Positionen

entweder in der Ser-ICD gegen Rs ausgetauscht oder in die K-freie SerK2R-ICD wieder eingefiihrt.

Neur und Mibl sind E3-Ubiquitin-Ligasen in Drosophila, die DSL-Liganden ubiquitinieren.
Vorangegangene Experimente demonstrierten, dass Neur die Aktivierung von DI in einer Mib1-
und K-unabhingigen Weise vermittelt [28]. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht
werden, ob Neur den Ser-Liganden Mib1- und K-unabhéngig aktivieren kann. Dariiber hinaus soll
herausgefunden werden, welche Doménen von Neur fiir die Ser-Aktivierung benotigt werden. Fiir
diese Fragestellungen werden transgene Ser-Liganden mit Neur und mit unterschiedlichen Neur-

Varianten ko-exprimiert.

MIB1 enthélt zwei konservierte Doménen, die die Interaktion mit bestimmten Motiven, sog. N-
und C-Boxen, in der Jagl-ICD vermitteln [48]. Basierend auf Sequenzhomologien konnten in der
ICD von Ser die N- und C-Boxen vorhergesagt werden. Dabei scheint die N-Box von Ser sich von
den N-Boxen restlicher DSL-Liganden starker zu unterscheiden, wahrend die C-Box den C-Boxen
anderer Liganden dhnelt [48]. Aus diesem Grund wird im Rahmen dieser Arbeit liberpriift, ob die
vermeintlichen N- und/oder C-Boxen in der ICD von Ser fiir die Mib1-vermittelte Aktivierung des

Liganden in vivo ben6tigt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Drosophila Methoden
2.1.1 Verwendete Fliegenstamme

Genotyp
wr; If/CyO; MKRS/TM6B
w; If; +/SM6A-TM6B
wr; 1f/CyOwg-lacZ; mjp1EY09780 /TM6B
wr; 1f/CyOws-lacz; mib12 /TM6B
wr; 1f/CyOwg-lacz; UAS-Neur7 /TM6B
wr; If/CyQwg-lacz; JAS-Neur-myc/TM6B
wr; If/CyOws-lacZ; UAS-NeurAR-GFP /TM6B

wr; If/CyOwg-lacz; UAS-NeurANHR1-V5/TM6B

wr; If/CyOwg-lacz; UAS-NeurANHR2-V5/TM6B

wr; If/CyQwg-lacz; UAS-Neur5Q-V5/TM6B

wr; If/CyOwg-lacz; UAS-N/TM6B

wr; If/CyQwg-lacZ; mib1EY09780, UAS-Neur-myc/TM6B

wr; If/CyOwg-lacZ; mib1EY09780, JAS-NeurARF-GFP/TM6B
wr; If/CyOwg-lacZ; mip1EY09780, JAS-NeurANHR1-V5/TM6B
wr; If/CyOwg-lacZ; mip1EY09780, JAS-NeurANHR2-V5/TM6B
wr; If/CyOwg-lacZ; mip1EY09780, JAS-Neur5Q-V5/TM6B

wr; If/CyQwg-lacZ; D[RevF10, o% SerRX82 FRT82B/TM6B

wr; If/CyOwg-lacZ; FRT82B/TM6B

wr; If/CyOwg-lacZ; Jqf1227, FRT2A/TM6B

wr; If/CyQwglacz; qfi71, FRT80B/TM6B

w-; UAS-SerK2R-HA, UAS-Neur7; MKRS/TM6B

wr; Lgf-FL-GFP/CyQws-lacZz; MKRS /TM6B

w; Lqf-FL-GFP/CyOQws-lacZ; [qf1227 FRT2A /TM6B

w; ptcGAL4, Lqf-FL-GFP; MKRS/TM6B

w; Gbe+Su(H)-lacZ; ptcGAL4, Lqf-FL-GFP; Iqf1227, FRT2A/TM6B

wr; Lqf-UIM 1EEE/AAA-AUIM2-GFP /CyOwg-lacz; MKRS/TM6B

wr; Lqf-UIM 1EEE/AAA-AUIM2-GFP /CyOws-lacz; [qf1227, FRT2A/TM6B
wr; ptcGAL4, Lqf-UIM 1EEE/AMA-AUIM2-GFP /CyOws-acz; MKRS/TM6B
wr; ptcGAL4, Lqf-UIM 1EEE/AMA-AUIM2-GFP /CyOwg-lacz; [qfi227,

FRT2A/TM6B

w; Gbe+Su(H)-lacZ; ptcGAL4, Lqf-UIM1EEE/AAA-AUIM2-GFP/CyOws-lacz,

lqfi227, FRT2A/TM6B
w; Lgf-UIM 1EEE/AAA-GFP /CyOws-lacZ; MKRS/TM6B
w; Lgf-UIM 1EEE/AAA-GFP /CyOws-lacZ; [qf1227, FRT2A/TM6B

w; ptcGAL4, Lqf-UIM1EEE/AAA-GFP /CyOws-lacz; MKRS/TM6B
w; ptcGAL4, Lqf-UIM1EEE/AAA-GFP /CyOws-lacZ; [qf1227, FRT2A/TM6B

w; Lgf-AUIM2-GFP/CyOws-lacz; MKRS/TM6B
w; Lgf-AUIM2-GFP/CyOws-lacz; [gf1227, FRT2A/TM6B
w; ptcGAL4, Lqf-AUIM2-GFP/CyOws-lacz; MKRS/TM6B

w; ptcGAL4, Lqf-AUIM2-GFP/CyOws-lacz; qf1227, FRT2A/TM6B

w; UAS-DI-HA/CyOws-lacz; qf.71, FRT80B/TM6B

Referenz
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein

Lai, Deblandre et al, 2001
Commisso, Boulianne,
2007
Liu, Bonner et al, 2012
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
Wang, Struhl, 2004
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
diese Arbeit; ].Fischer
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit; ].Fischer
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit; ].Fischer

diese Arbeit; ].Fischer
diese Arbeit
Bachelorarbeit S. Akgiin
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit; ].Fischer
Bachelorarbeit S. Akgiin
diese Arbeit
diese Arbeit
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w; UAS-DIK2R-HA/CyQwy-lacz; |qfl71 FRT80B/TM6B

w; UAS-Ser-HA/CyQws-lacz; [qfl71, FRT80B/TM6B

w; ptcGAL4, UAS-GFP; Gbe+Su(H)-lacZ

w; ptcGAL4, UAS-GFP; mib1£EY09780, Gbe+Su(H)-lacZ/TM6B

w; ptcGAL4, UAS-GFP; mib12, Gbe+Su(H)-lacZ/TM6B

w; enGAL4, tubGAL80's; Gbe+Su(H)-lacZ

N-YFP; enGALA4, tubGALS8O0ts;

w-; UAS-SerK2R-HA /CyQwg-lacz; MKRS/TM6B

w; UAS-SerK2R-HA/CyQwy-lacz; UAS-N/TM6B

w-; UAS-SerK2R-HA /CyQwg-lacz; UAS-Neur-myc/TM6B

w; UAS-SerK2R-HA/CyOws-lacZ; UAS-NeurARF-GFP/TM6B

w; UAS-SerK2R-HA/CyQws-lacZ; mibh1EY09780 /TM6B

w-; UAS-SerK2R-HA /CyQwg-lacZ; mjb1EY09780, UAS-Neur-myc/TM6B

w; UAS-SerK2R-HA /CyQws-lacZ; mip1EY09780, UAS-NeurARF-GFP/TM6B
w; UAS-SerK2R-HA/CyOws-lacZ; mih 1EY09780, UAS-NeurANHR1-V5/TM6B

wr; UAS-SerK2R-HA/CyOwg-lacZ; mib1£Y09760, UAS-NeurANHR2-V5/TM6B

w; UAS-SerK2R-HA/CyQOws-lacZ; mib1EY09780, UAS-Neur5Q-V5/TM6B
w; UAS-SerK2R-HA/CyQTb; DIRevF10, ¥ SerRX6z FRT82B/TM6B
w; UAS-SerK2R-HA /CyOwg-lacZ; FRT82B/TM6B

w; UAS_SerKZR](1276,1294,1362,1381,1385_HA/Cy0wg-IacZ; MKRS/TM6B (UAS_
SerK2R-5K-HA)

w; UAS_SerKZR](1294,1362,1370,1381,1385_HA/CyOWg-IacZ; MKRS/TM6B
w; UAS_SerKZR](1276,1294,1362,1370,1381_HA/CyOWg-IaCZ; MKRS/TM6B
w; UAS-SerK2R-5K-HA; UAS-N/TM6B

w-; UAS-SerK2R-5K-HA; UAS-Neur-myc/TM6B

w; UAS-SerK2R-5K-HA; FRT82B/TM6B

w; UAS-SerK2R-5K-HA; mib1£Y09780 /TM6B

w; UAS-SerK2R-5K-HA; mib1£Y09780, UAS-N/TM6B

w-; UAS-SerK2R-5K-HA; mib1£Y09780, JAS-Neur-myc/TM6B

w; UAS-SerK2R-5K-HA; mib1£Y09780, UAS-NeurARF-GFP/TM6B
w; UAS-SerK2R-5K-HA; mib1£Y09780, UAS-NeurANHR1-V5/TM6B
w; UAS-SerK2R-5K-HA; DIRevF10, o* Serkx82 FRT82B/TM6B

w; UAS-SerK2R-5K-HA; FRT82B/TM6B

w; UAS-SerK2RK1276-HA /CyQwg-lacz; MKRS /TM6B

w; UAS-SerK2RK1294-HA /CyQwy-lacz; MKRS /TM6B

w-; UAS-SerK2RK1294-HA; mib1EY09780, UAS-Neur-myc/TM6B

w; UAS-SerK2RK1362-HA /CyQwy-lacz; MKRS /TM6B

w-; UAS-SerK2RK1362-HA; mib1EY09780, UAS-Neur-myc/TM6B

w; UAS-SerK2RK1381-HA /CyOwg-lacz; MKRS /TM6B

w; UAS-SerK2RK1385-HA /CyOwg-lacz; MKRS /TM6B

w; UAS-SerK2RK1276,1294-HA /CyQwy-lacz; MKRS/TM6B

w; UAS-SerK2RK1276,1294,1362-HA /CyQwg-lacz; MKRS /TM6B

w; UAS-SerK2RK1276,1294,1385-HA /CyQwy-lacz; MKRS /TM6B

w; UAS-SerK2RK1362,1381,1385-HA /CyQwy-lacZ; MKRS /TM6B

w; UAS-SerK2RK1362,1381,1385-H A / CyQwd-lacZ; mib1£EY09780, UAS-Neur-
myc/TM6B

w; UAS-SerK2RK1276,1294,1381,1385.H A /CyOwg-lacZz; MKRS /TM6B

diese Arbeit

diese Arbeit
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein

diese Arbeit

diese Arbeit
Stammsammlung AG Klein

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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w; UAS-SerK2RK1294,1362,1381,1385.H A /CyQwg-lacZ; MKRS /TM6B

w; UAS-SerK2RK1362,1381,1385.HA /CyQwg-lacZ; JAS-N/TM6B

w-; UAS-SerK2RK1362,1381,1385.H A /CyQwg-lacZ; JAS-Neur-myc/TM6B
w; UAS-SerK2RK1362,1381,1385.H A / CyQwy-lacZ; mih1EY09780, JAS-Neur-
myc/TM6B

w; UAS- SerK2RK1276,1294-HA /CyQwg-lacZ; UAS-N/TM6B

w; UAS- SerK2RK1276,1294,1362-HA /CyQwg-lacz; UAS-N /TM6B

w; UAS-Ser-HA/CyOwg-lacz, MKRS /TM6B

w; UAS-Ser-HA/CyQwg-lacz; UAS-N/TM6B

w-; UAS-Ser-HA/CyQwd-lacz; UAS-Neur-myc

w; UAS-Ser-HA/CyQws-lacz; UAS-NeurAR-GFP/TM6B

w-; UAS-Ser-HA/CyQwd-lacz; mip1EY09780, UAS-Neur-myc/TM6B

w-; UAS-Ser-HA /CyQwd-lacZ; mip1EY09780, UAS-NeurARF-GFP/TM6B
w-; UAS-Ser-HA/CyQwd-lacZ; mip1EY09780, UAS-NeurANHR1-V5/TM6B
w-; UAS-Ser-HA/CyQwd-lacZ; mip1EY09780, UAS-NeurANHR2-V5/TM6B
w-; UAS-Ser-HA/CyQwsg-lacZ; mip1EY09780, UAS-Neur5Q-V5/TM6B
w; UAS-Ser-HA/CyQws-lacZ; mip1£EY09780 )/TM6B

w; UAS-Ser-HA/CyQTb; DIRevF10, % SerRX82 FRT82B/TM6B

w; UAS-Ser-HA; FRT82B/TM6B

w-; UAS-SerR1276,1294,1362,1381,1385.H A / CyOwg-lacZ; MKRS /TM6B
(Ser-5R-HA)

w-; UAS-Ser-5R-HA /CyQws-laczZ; UAS-N/TM6B

w-; UAS-Ser-5R-HA /CyQws-lacz; JAS-Neur-myc/TM6B

w-; UAS-Ser-5R-HA /CyQws-lacz; UAS-NeurARF-GFP/TM6B

w; UAS-Ser-5R-HA /CyQws-lacZ; mip1£Y09780 )/TM6B

w-; UAS-Ser-5R-HA /CyQws-lacZ; mib1EY09780, UAS-Neur-myc/TM6B
wr; UAS-SerR1276-HA /CyOwg-lacz; MKRS /TM6B

wr; UAS-SerR1294-HA /CyOws-lacz; MKRS /TM6B

wr; UAS-SerR1362-HA /CyOwg-lacZz; MKRS /TM6B

w-; UAS-SerR1362-HA /CyQwg-lacZ; mib1EY09780, UAS-Neur-myc/TM6B
wr; UAS-SerR1381-HA /CyOwy-lacZz; MKRS /TM6B

w; UAS-SerR1385-HA /CyOwg-lacz; MKRS /TM6B

w; UAS-SerR1276,1294-HA /CyQws-lacZz; MKRS/TM6B

w; UAS-SerR1362,1381,1385.HA /CyQwg-lacZ; MKRS /TM6B (

w; UAS_SerRlz76,1362,1381,1385_HA/CyOWg-IacZ; MKRS/TM6B

w-; UAS-SerR12941362,1381,1385-HA /CyQws-lacz; MKRS/TM6B

w; UAS_SerRlz76,1294,1381,1385_HA/CyOWg-IacZ; MKRS/TM6B

w; UAS-SerR1276,1294-HA /CyQwg-lacZ; UAS-N/TM6B

w-; UAS-SerR1276,1294.HA /CyOwg-lacZ; JAS-Neur-myc/TM6B

w-; UAS-SerR1276,1294.HA /CyOwg-lacZ; mip1EY09780, JAS-Neur-myc/TM6B
w; UAS-Ser-EKSN2Ala-HA/CyOws-lacz; MKRS/TM6B

w; UAS-Ser-NLQ2Ala-HA /CyQwg-lacZ; MKRS /TM6B

w; UAS-Ser-NEEN2Ala-HA/CyOwg-lacz; MKRS /TM6B

w-; UAS-Ser-NEEN2Ala-HA/CyOwg-lacz; mib1EY09780, UAS-Neur-
myc/TM6B

w-; UAS-SerAint/CyQwg-lacz, MKRS/TM6B

w; UAS-SerAint /CyQwy-lacZ; mjbh1EY09780, JAS-Neur-myc/TM6B

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein
Stammsammlung AG Klein

diese Arbeit
Stammsammlung AG Klein

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
Stammsammlung AG Klein

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

Glittenberg et al.,, 2006
diese Arbeit
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w; UAS-SerAICD-HA /CyOws-lacZ; MKRS /TM6B diese Arbeit
w; UAS-SerAICD-HA /CyOwg-lacZ; UAS-N/TM6B diese Arbeit
w-; UAS-Ser-NB2Ala-HA/CyOwg-lacz; MKRS/TM6B diese Arbeit
w; UAS-Ser-NB2Ala+K-HA/CyOwg-lacz; MKRS /TM6B diese Arbeit
w-; UAS-Ser-CB2Ala-HA /CyOQwg-lacz; MKRS/TM6B diese Arbeit
w-; UAS-Ser-CB2Ala+K-HA /CyQws-lacz; MKRS /TM6B diese Arbeit
w-; UAS-Ser-N&CB2Ala+K-HA/CyOws-lacz; MKRS /TM6B diese Arbeit

2.1.2 Kultivierung von Drosophila

Drosophila Nahrmedium (Volumen 201) 100 g Agar
1424 g Maisschrot
190 g Sojamehl
336 g Trockenhefe
800 g Riibensirup
900 g Malzextrakt
300 ml Nipaginlésung in Ethanol (10%
Gew/Vol)
90 ml Propionsaure
19,51dH20

2.1.2a Anzucht und Haltung von Drosophila
Die Fliegen wurden in durchsichtigen Rohrchen mit Ndhrmedium auf 18°C gehalten. Fiir die
Aufrechterhaltung der Stimme wurden die Fliegen alle drei Wochen in ein frisches Futterrohrchen
umgesetzt. Fiir die Vermehrung der Fliegen wurden diese auf 25°C gehalten und einmal pro Woche

umgesetzt.

2.1.2b Kreuzen von Drosophila
Fiir die Kreuzungen wurden Mannchen und unbefruchtete Weibchen des gewiinschten Genotyps
verpaart. Ublicherweise wurde ein Minnchen mit jeweils fiinf Weibchen verpaart. Die Kreuzungen
wurden bei 25°C gehalten und nach drei bis vier Tagen umgesetzt. Bei einer Haltungstemperatur von

25°C schliipfen die ersten Nachkommen nach 10 Tagen.

2.1.3 GAL4/UAS-GAL80-Expressionssystem
Das Expressionssystem GAL4/UAS-GAL80 dient einer gezielten raumlich und zeitlich gesteuerten
Expression der Transgene in Drosophila [94]. Das System stammt urspriinglich aus der Hefe und
umfasst zwei Hauptkomponenten, ein Transkriptionsfaktor GAL4 und dessen Bindungssequenz UAS
(Upstream Activating Sequence). Fiir eine gerichtete Expression in Drosophila wird GAL4 unter
Kontrolle eines bekannten endogenen Promotors oder Enhancers in einem zeitlich und raumlich
spezifischen Muster in einem Fliegenstamm (auch Treiberstamm genannt) exprimiert. Ein weiterer
Fliegenstamm (der sogenannte Effektorstamm) enthédlt ein Transgen, das hinter der UAS-Sequenz
nachgeschaltet ist. Fiir eine kontrollierte Uberexpression werden der Treiber- und der Effektorstamm
miteinander gekreuzt. Die Nachkommen dieser Kreuzung besitzen sowohl das GAL4 als auch die UAS-

Sequenz. Dadurch wird das zu untersuchende Gen in einem bestimmten Gewebe und in den
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bestimmten Entwicklungsstadien exprimiert (Abbildung 8, A). Mithilfe einer weiteren Komponente,
GALS8O0, kann der Zeitpunkt der Aktivierung der ektopischen Expression genau reguliert werden. Fiir
diesen Zweck wird eine temperatursensitive Form vom GAL80 (GAL80%) unter die Kontrolle eines
ubiquitdaren Promoters (z.B. tubulin) gestellt. GAL8O0 ist ein ebenfalls aus der Hefe stammendes Protein,
das im aktiven Zustand (bei einer Haltungstemperatur von 18°C) an die Transaktivierungsdoméne von
GAL4 bindet und dessen Aktivitdt reprimieren kann. Durch eine Temperaturerhéhung auf 29°C wird
GAL8O0ts inaktiviert und die GAL4-Repression durch GAL80 aufgehoben. Dies fiihrt dazu, dass die

Expression des gewlinschten Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt initiiert wird (Abbildung 8, B).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des GAL4 /UAS Systems fiir eine ektopische Genexpression in vivo.
(A) Nach der Kreuzung des Treiberstamms mit dem Effektorstamm entstehen Nachkommen, die sowohl
den Transkriptionsfaktor GAL4 als auch das gewiinschte UAS-Transgen tragen, wodurch das Transgen in
einem zeitlich und rdumlich bestimmten Muster exprimiert wird. (B) Zusatzlich zu GAL4 kann eine
Temperatur-sensitive Form von GAL80 exprimiert werden. Bei einer Haltungstemperatur von 18°C ist
GAL8O0 aktiv und reprimiert GAL4 und dementsprechend die ektopische Expression des UAS-Transgens.
Wird die Haltungstemperatur auf 29°C erhoht, wird GAL8BO0 inaktiviert und die GAL4-Repression
aufgehoben. GAL4 ist dann in der Lage an die UAS zu binden und die Expression des UAS-Transgens
einzuleiten. Durch den Einsatz von GAL80* wird die Initiation der ektopischen Expression zeitlich
kontrolliert.

2.1.4 Klonale Analyse mithilfe des FLP/FRT- und des MARCM-Systems
Homozygote Mutationen in zahlreichen essentiellen Genen, wie bspw. in Epsin fithren zu einer frithen
Letalitdt des Organismus. Dadurch ist eine Untersuchung der Auswirkungen dieser Mutationen in
Homozygose nicht moglich. Um solche Mutationen untersuchen zu kénnen, wurde das FLP/FRT-
System (Flippase/Flippase Recognition Target) entwickelt. Mithilfe des FLP/FRT-Systems kénnen
homozygot mutante Zellklone in einem heterozygot mutanten Organismus induziert werden [95]. Das
FLP/FRT-System stammt urspriinglich aus der Hefe und setzt sich aus zwei Hauptkomponenten, FLP
und FRT-Sequenz, zusammen. FLP ist eine sequenzspezifische Rekombinase, die die mitotische

Rekombination an bestimmten Erkennungssequenzen, FRT, vermittelt. Meistens wird die FLP unter
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der Kontrolle eines Hitzeschock-induzierbaren Promoters (hier hsFLP1.22) oder unter der Kontrolle
eines gewebespezifischen Promoters (hier ptc) exprimiert. Dies fiihrt dazu, dass ein Hitzeschock (bei
37°C) eine ubiquitdre Expression der FLP initiiert. Beim Einsatz eines gewebespezifischen Promoters
wird die FLP im gewiinschten Gewebe und zu bestimmten Entwicklungsphasen exprimiert. Die FRT-
Sequenzen wurden auf jedes der Hauptchromosome iiber die P-Elemente in die proximale Position,
nahe dem Zentromer, ins Drosophila Genom integriert. Fiir die klonale Analyse wird ein Fliegenstamm
erzeugt, der auf einem Chromosomenarm die gewiinschte Mutation distal zu einer FRT-Sequenz
besitzt. Dieser Stamm wird mit einem anderen Stamm gekreuzt, der die FLP-Rekombinase sowie die
gleiche FRT-Sequenz gefolgt von einem Markergen (z.B. UAS-GFP) trigt. In den Nachkommen dieser
Kreuzung vermittelt die exprimierte FLP einen Chromosomenaustausch zwischen den FRT-
Sequenzen. Durch diese mitotische Rekombination entstehen Zellen, die die gewiinschte Mutation
homozygot tragen. Die restlichen Zellen im Gewebe besitzen entweder je eine Kopie des Markergens
und des mutanten Allels oder zwei Kopien des Markergens (Zwillingsklone) und sind wildtypisch
(Abbildung 9). Dadurch ermoglicht das FLP/FRT-System eine Erzeugung von wildtypischen sowie
heterozygot- und homozygot mutanten Zellen innerhalb eines Gewebes. Die homozygot mutanten
Zellen sind dabei durch das Fehlen des Markergens, die heterozygoten Zellen durch eine Kopie und die
wildtypischen durch zwei Kopien des Markergens erkennbar (Abbildung 9).

Durch eine Kombination des FLP/FRT-Systems mit dem UAS/GAL4-GAL80-System wurde die
MARCM-Methode (Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker) entwickelt [96]. Durch MARCM
kénnen homozygot mutante Zellklone positiv markiert und gleichzeitig gewilinschte Transgene in
diesen Zellklonen exprimiert werden. Fiir die klonale Analyse werden zwei Fliegenstimme gekreuzt.
Dabei tragt ein Fliegenstamm auf einem Chromosom die zu untersuchende Mutation distal von einer
FRT-Sequenz und auf einem anderen Chromosom ein UAS-Konstrukt vom Interesse. Der zweite
Fliegenstamm besitzt die FLP, einen GAL4-Treiber mit dem UAS-Markergen und die gleiche FRT-
Sequenz gefolgt von GAL80. Die Nachkommen dieser Kreuzung besitzen die FLP und den GAL4-Treiber
mit dem UAS-Markergen auf einem Chromosom. Auf dem anderen Chromosom liegen die zu
untersuchende Mutation und die FRT-Sequenz vor, sowie das GAL80 mit derselben FRT-Sequenz, die
auf dem homologen Chromosom lokalisiert ist. In dieser Situation reprimiert das GAL80-Protein die
Aktivitat des GAL4-Proteins, so dass die Expression eines Markergens (z.B. UAS-GFP) nicht erfolgen
kann (Abbildung 10). Zur Induktion von Klonen wird die FLP exprimiert, worauf die mitotische
Rekombination und somit ein Austausch zwischen den homologen Chromosomenarmen stattfindet.
Dies fithrt zum Verlust der GAL80-Expression in einer der Tochterzellen. Das zuvor reprimierte GAL4
kann nun die Transkription der hinter der UAS-Sequenz nachgeschalteten Gene induzieren. Dies fiihrt
dazu, dass das Markergen und das gewilinschte Transgen in den homozygot mutanten Zellen

exprimiert werden (Abbildung 10).

21



Material und Methoden

FRT Mutation

FRT Mutation

G1 G2 Mitose
N !
i i y Y \\\
/ Unmarkierte homozygot
FRT Mutation / mutante Tochterzelle
—>—— *—>——
XFLP /
> GFP| —>{crp| ———
a —>—{ GFP_| —>-{GFP_|
\ \ —>—{ GFP_|
N \_ PR 4
Einfach markierte Markierte parentale Zelle nach der DNA-Replikation —>— GFP |
heterozygot mutante
parentale Zelle

\
\

S _4

Doppelt-markierte
wildtypische Tochterzelle

Abbildung 9: Klonale Analyse mittels des FLP/FRT-Systems. Mithilfe der FLP/FRT-Methode wird ein
Mosaikgewebe erzeugt, das sowohl homozygot als auch heterozygot mutante sowie wildtypische Zellklone
enthalt. Dabei werden die homozygot mutanten Zellen anhand der fehlenden Expression eines Markers
sichtbar, wahrend die heterozygot mutanten und wildtypischen Zellen je eine Kopie des Markers besitzen.
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Abbildung 10: Klonale Analyse mittels des MARCM-Systems. Bei dem MARCM-System exprimieren die
homozygot mutanten Zellen ein Markergen und ein zusatzliches UAS-Transgen gleichzeitig. Die Markergen-
und UAS-Transgen- Expression wird durch den GAL80-Verlust infolge einer FLP-vermittelten mitotischen
Rekombination ermdglicht.

2.1.5 Das Reportergen Gbe+Su(H)-lacZ
Das Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H)-lacZ ist ein synthetisches Konstrukt zur Detektion einer bereits
sehr schwachen Aktivierung des Notch-Signalweges in Drosophila. Es beinhaltet drei Grainyhead
(Grh)-Bindestellen Gbe (Grainyhead binding element) und zwei Bindestellen fiir Suppressor of
Hairless (Su(H)) gefolgt von dem lacZ-Gen unter Kontrolle des hsp70-Promotors [97]. Grainyhead und
Su(H) sind Transkriptionsfaktoren, die in der Fliigelimaginalscheibe ubiquitar exprimiert werden. Su
(H) istin der Lage als Aktivator oder als Repressor zu agieren, abhangig von einer Interaktion mit der
intrazelluliren Domé&ne von Notch (NICD). In Abwesenheit der NICD interagiert Su(H) mit Co-
Repressoren und unterdriickt dadurch die Expression der Notch-Zielgene (Abbildung 11, A). Fand eine
Aktivierung des Notch-Signalwegs statt, transloziert die NICD in den Zellkern, verdrdngt dort die Co-
Repressoren und bindet an Su(H). In einem Komplex mit der NICD agiert Su (H) zusammen mit

weiteren Co-Aktivatoren (z.B. Grh) als Aktivator und die lacZ-Expression wird initiiert (Abbildung 11,
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B). Um die Aktivierung des Notch-Signalweges nachzuweisen wird eine Antikérperfarbung gegen f3-

Galaktosidase durchgefiihrt.

B
s \ !&
Grh Grh | Grh | Grh P ’(H)
u
L Gbe ! Gbe & Gbe NN s Gbe ! Gbe  Gbe =] u_m&

Grh Bindestellen (Gbe) Su(H) Blndestellen / \

Abbildung 11: Das Reportergen Gbe+Su(H)-lacZ zum Nachweis der Notch-Aktivitit. Das Konstrukt
Gbe+Su(H)-lacZ besitzt drei Bindestellen (Gbe) fiir den Transkriptionsfaktor Grainyhead (Grh),
Bindedomane fiir Suppressor of Hairless (Su(H)) und ein nachgeschaltetes lacZ-Gen mit dem hsp70-
Minimalpromoter. (A) In der Abwesenheit der intrazelluliren Doméane von Notch (NICD) inhibiert Su(H)
mit weiteren Co-Repressoren (Co-R) die Transkription des lacZ-Gens (B) Wird der Notch-Signalweg
aktiviert, transloziert die NICD in den Zellkern. Einmal im Zellkern verdrangt die NICD die Co-R und
interagiert mit dem Su(H), wodurch es zu einem Aktivator wird. In diesem Zustand, als Aktivator, wirkt
Su(H) mit Grh zusammen und leitet die Expression des lacZ-Gens ein.

2.1.6 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAi) ist ein Prozess, der in der Natur der Stilllegung von Genen und als
antiviraler Schutzmechanismus dient. In Drosophila bietet die RNAi eine Mdglichkeit gewiinschte Gene
gezielt herunter zu regulieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die RNAi-Konstrukte mithilfe des
GAL4/UAS-Systems iliberexprimiert (Abbildung 12). Hierfiir wurde ein RNAi-Konstrukt generiert und
hinter eine UAS-Sequenz kloniert. Das RNAi-Konstrukt besitzt die zu dem Zielgen homologe Sequenz,
die von langen invertierten Wiederholungen flankiert ist. Die gewebe- und phasenspezifische
Expression von GAL4 fiihrt zu einer Transkription der RNAi-Konstrukte. Nach der Transkription eines
RNAi-Konstruktes entstehen hpRNA (hairpin). Die doppelstrangigen hpRNAs werden durch das
Enzym Dicer in kurze RNA-Fragmente, siRNAs (small interfering), gespalten. Dicer kommt
natiirlicherweise in Drosophila vor, eine zusatzliche Expression von Dicer kann jedoch die Effizienz der
RNAI steigern. Die zu der endogenen mRNA komplementire siRNA (antisense) bildet zusammen mit
zelluldren Proteinen den RISC (RNA Induced Silencing Complex) -Komplex. Der RISC-Komplex bindet
an die Ziel-mRNA und leitet ihre Spaltung ein. Die gespaltene mRNA wird dann durch Nukleasen
abgebaut, so dass keine mRNA fiir die Proteinsynthese mehr vorhanden ist (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Mechanismus der RNA-Interferenz. Mithilfe des GAL4-UAS-Systems wird das Zielgen-RNAi-
Konstrukt als hpRNA transkribiert. Die hpRNAs werden durch das Enzym Dicer zu siRNAs gespalten. Die
siRNAs sind kurze 19-21 Nukleotid RNA Doppelstrange, die zusammen mit zelluldren Proteinen den RISC-
Komplex bilden. Dieser bindet an die endogene Ziel-mRNA und leitet deren Abbau ein.

2.1.7 Antikérperfirbung an den Fliigelimaginalscheiben von Drosophila

Reagenzien:
1 x PBS (phosphate-buffered saline):

0,3% PBT (PBS + Triton-X-100):
4% PFA (Paraformaldehyd):

NGS (Normal Goat Serum) von Dianova:

137 mM NacCl; 2, 7 mM KCl; 10 mM Na;HPO4; 2 mM KH;PO4
500 ml 1x PBS; 1,5 ml Triton-X-100

4 g Paraformaldehyd in 80 ml ddH20 l6sen; 3 Tropfen
NaOH hinzufiigen; 5 ml 20x PBS versetzen; auf 100 ml mit
ddH-0 auffiillen; auf pH 7,2 mit NaOH einstellen.

5% NGS in 0,3% PBT

Vectashield (Einbettungsmedium) von Vector

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Antikorper und DNA-Farbstoffe mit Angaben zu der Herkunft sowie

der eingesetzten Konzentration.

Bezeichnung Hergestelltim Tier = Konzentration Firma

priméare Antikorper

anti Wingless Maus 1:50 DSHB (4D4)

anti Notch-extra Maus 1:100 DSHB (C458.2H)

anti 3-Galaktosidase  Kaninchen 1:1500 Cappel Research Products
anti DE-Cadherin Ratte 1:50 DSHB

anti Discs-Large Maus 1:200 DSHB

anti-HA Ratte 1:500 Roche (3F10)

anti-HA Kaninchen 1:1500 Cell Signaling Tech. (C29F4).
anti-Delta Maus 1:100 DSHB

anti-Serrate Ratte 1:500-1:1500 Geschenk von K. Irvine
anti-Serrate Kaninchen 1:500-1:1500 AG T. Klein

anti-V5 Maus 1:500-1:1000 Invitrogen, R961-25
anti-V5 Kaninchen 1:1000-1:2000 Sigma-Aldrich
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sekundare Antikorper

Alexa 488 Ziege 1:500 Invitrogen
Alexa 568 Ziege 1:500 Invitrogen
Alexa 647 Ziege 1:500 Invitrogen
Kernfarbung

Hoechst 33258 1:10.000 Sigma Aldrich

Fiir die Antikorperfairbung wurden die Larven des L3-Stadiums im kalten PBS umgestiilpt und die
Imaginalscheiben vom restlichen Gewebe (Darm, Fett etc.) freigelegt. Dabei wurde darauf geachtet die
Imaginalscheiben von der Larve nicht zu entfernen. Nach der Praparation wurden die Proben fiir 30
Minuten in 4% PFA fixiert. Der Fixierschritt dient dem Vernetzen der Proteine im Gewebe, wodurch es
im aktuellen Zustand konserviert wird. Nach dem Fixierschritt wurden die Proben dreimal mit 0,3%
PBT je 10 Minuten gewaschen. Das in 0,3%-igem PBT enthaltene Triton ist ein Detergens, das die
Zellmembran permeabilisiert und somit die Bindestelle fiir den Antikorper zugénglich macht. Nach
dem Waschen wurden die Proben in 5%-igem NGS fiir 30 Minuten (optional {i. N. bei 4°C) inkubiert.
Der Blockierschritt diente dazu moglichst alle Antikdrperbindestellen abzuséattigen. Dadurch sollte
unspezifisches Binden der Antikérper verhindert werden. Nach dem Blockierschritt wurden die
Proben mit dem primaren Antikérper in 5% NGS fiir 120 Minuten (optional ii. N. bei 4°C) geschiittelt.
Der primére Antikorper erkennt und bindet an das Epitop des Zielproteins. Anschliefdend wurden die
nicht gebundenen Antikérper mit 0,3% PBT dreimal je 15 Minuten ausgewaschen. Nach diesem
Waschschritt wurden die Proben mit dem zweiten Antikorper, der in 5% NGS verdiinnt wurde, fiir 120
Minuten inkubiert. Der sekundare Antikérper erkennt und bindet die konstante Region des priméaren
Antikorpers liber seine flexible Region. Die konstante Region des zweiten Antikdrpers ist mit einem
Fluorophor assoziiert. Der Fluorophor dient der Detektion des Zielproteins unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Nach der 120-minutigen Inkubation wurden die nicht gebundenen Antikérper
fiir 10 Minuten mit 0,3%-igen PBT ausgewaschen. Zum Schluss erfolgte eine 10-minutige Inkubation
der Proben in Hoechst-L6sung und ein zweifacher Waschritt fiir je 10 Minuten mit 0,3%-igen PBT. Das
Hoechst interkaliert in die DNA und macht die Zellkerne sichtbar. Nach der Farbung wurden die

Imaginalscheiben von den Larvenresten abprapariert und in Vectashield eingebettet.

2.1.8 Oberflichenfirbung an den Fliigelimaginalscheiben von Drosophila
Reagenzien:
Schneider’s-Medium der Firma , PAN-Biotech”
4% Paraformaldehyd in PBS
0,3% Triton in PBS
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die extrazellulire Doméine des Notch-Rezeptors an den
Fliigelimaginalscheiben gefarbt. Hierfiir wurden die L3-Larven in eiskaltem Schneider’s-Medium, ohne
Serum und ohne Antibiotikum, prapariert. Der erste Antikorper, der gegen die extrazellulare Doméne
des Proteins gerichtet ist, wurde im Schneider’s-Medium verdiinnt. Dabei sollte eine dreifache Menge

des Antikdrpers, im Vergleich zu einer normalen Antikérperfirbung, eingesetzt werden. Danach
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wurden die praparierten Larven mit dem ersten Antikdrper im Schneider’s-Medium fiir 30-60
Minuten bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die Antikérper mit eiskaltem PBS dreimal kurz
ausgewaschen und das Gewebe fiir 30 Minuten bei 4°C fixiert. Nach der Fixierung wurden die Proben
mit 0,3% -igem PBT 3x10 Minuten bei RT gewaschen. Durch das Waschen mit PBT wurde die

Zellmembran permeabilisiert. Anschliefdend folgte eine normale Antikérper-Farbung.

2.2 Molekularbiologische und biochemische Methoden
2.2.1 Klonierungstrategie zur Herstellung der Ser-Rs- und SerK2R-Ks-Varianten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diverse Varianten mit mutierten intrazelluldiren Ks von Serrate
hergestellt. Zuerst wurde eine Serrate-Variante synthetisiert, in der alle intrazelluldren Ks durch
Arginine (R) ersetzt wurden (sog. SerK2R, generiert von S. Kim, AG Klein). Um die Rolle der Ks in der
Ser-1CD fiir die Aktivierung des Notch-Signalweges zu analysieren, wurden Aminosduresequenzen der
ICDs von Serrate in verschiedenen Insektenspezies verglichen und fiinf hochkonservierte Ks sowie ein
weiteres weniger konserviertes K an den Positionen 1276, 1294, 1362, 1370, 1381 und 1385
identifiziert ((3.3) und (Abbildung 13)). Fiir die Herstellung verschiedener Ser-Rs- und SerK2R-Ks-
Varianten wurden zwei Strategien angewendet: zum einen wurden in die wildtypische ICD von Ser
mithilfe einer ortspezifischen Mutagenese (2.2.5) Mutationen an oben erwdhnten Positionen
eingefiihrt, die in einem Aminosdureaustausch von K nach R resultieren (Abbildung 14). Parallel
wurden in die K-freie ICD von SerK2R Mutationen eingefiihrt, die zu einem R zu K Austausch fiihren.
Die Positionen der Austausche sind in Abbildung 13 am Beispiel der Ser-ICD dargestellt. Die ICD von
SerK2R wurde analog dazu behandelt. Die Mutationen an den angegebenen Positionen wurden einzeln
oder in verschiedenen Kombinationen eingefiihrt. Um das zu modifizierende Plasmid moglichst klein
zu halten, wurden die cDNAs von Ser-HA und SerK2R-HA zunéachst in den pBlueScript-Vektor (pBSc)
umkloniert (Abbildung 14, A). Im pBSc wurden die intrazellularen Domdnen von Ser-HA und SerK2R-
HA mithilfe der SDM wie oben beschrieben modifiziert. Die dafiir verwendeten Oligonukleotide sind
in Tabelle 4 aufgelistet. Nach der Mutagenese wurden die Konstrukte sequenziert und tiber die
Schnittstellen Aatll + Xhol fiir Ser-ICD und Aatll/Avrll + Notl-HF fiir SerK2R-ICD je in die Zielvektoren
Ser-HA-pUAST-attB und SerK2R-HA-pUAST-attB umkloniert (Abbildung 14, B). In der Tabelle 2 sind
alle hergestellten Varianten mit den Angaben zu den Vektoren und dem Vorhandensein von

transgenen Fliegen aufgelistet.
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Abbildung 13: Darstellung der DNA-Sequenz mit der zugehorigen Aminosauresequenz der Transmembran-
und ICD-Domaénen von Serrate. In blau sind Ks markiert und nummeriert, die mithilfe einer ortspezifischen
Mutagenese in Rs umgetauscht wurden. In der K-freien ICD von SerK2R wurden wiederum an diesen
Positionen Rs durch Ks ersetzt.
Abkirzungen: TM-Transmembrandomane; ICD-Intrazellulire Doméne; K-Lysin; HA-Hamagglutinin diente
als Markierung.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der verwendeten Plasmide mit der Klonierungsstrategie fiir die
Herstellung verschiedener Ser-R- und SerK2R-Ks-Varianten. (A) Zuerst wurden die cDNAs von Ser-HA und
SerK2R-HA in den Vektor pBSc kloniert. An dem pBSc wurde die SDM durchgefiihrt. (B) Anschlief3end
wurden die verifizierten ICDs in die Expressionsvektoren pUAST-attB umkloniert. Hierbei ist wichtig zu
beachten, dass das Ser-HA-Insert iiber die Schnittstellen fiir Aatll und Xhol in den Ser-HA-pUAST-attB
umkKloniert wurde, wahrend SerK2R-HA-Insert iiber die Schnittstellen fiir Aatll/Avril und Notl in den

SerK2R-HA-pUAST-attB umkloniert wurde.
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Tabelle 2: Auflistung aller in dieser Arbeit hergestellten Ser-Rs- sowie SerK2R-Ks-Varianten mit den
Angaben zu den Vektoren und den transgenen Fliegen.

im  transgene im  transgene
Arginin in der Ser-ICD an der | im pBSC  pUAST- Fliegen Lysinin der SerK2R-ICD an |im pBSC' pUAST- Fliegen
Position: attB  |(in 51C) der Position: attB  |(in 51C)
R1276 v v v K1276 v v
R1294 v v v K1294 v v
R1362 v v v K1362 v v v
R1370 v K1370 v v
R1381 v v v K1381 v v v
R1385 v v v K1385 v v v
R1276,1294 (Ser-2R) v v v K1276,1294(K2R-2K) v v v
R1381,1385 v v K1276,1381 v
R1276,1294,1362 v v v K1294,1381 v
R1362,1381,1385(Ser-3R) |« v v K1362,1381 v
R1276,1294,1362,1381 v v v K1276,1294,1362 v v v
R1276,1294,1362,1385 v v v K1276,1294,1381 v v
R1276,1362,1381,1385 v v v K1276,1294,1385 v v
R1294,1362,1381,1385 v v v K1362,1381,1385 (K2R-3K) | v v
R1276,1294,1381,1385 v v v K1276,1294,1362,1381 v v v
R1276,1294,1362,1381,1385 v v K1276,1294,1362,1385 v v v
K1276,1362,1381,1385 v v v
K1294,1362,1381,1385 v v v
K1276,1294,1381,1385 v v v
K1276,1294,1362,1381,1385 | v v
K1294,1362,1370,1381,1385 | v v
K1276,1294,1362,1370,1385 | v v
K1276,1294,1362,1370,
1381,1385 v v
2.2.2 Isolierung der genomischen DNA aus Drosophila
Reagenzien:
Puffer A: 100 mM Tris pH 7,5; 100 mM EDTA; 100 mM NacCl; 0,5% SDS
LiCl/KAc-Losung: 1Teil 5 M KAc/2,5 Teile 6 M LiCl
70% Ethanol
Isopropanol
TE-Puffer pH 8,0: 10 mM Tris, 1 mM EDTA
RNAse A 0,1 mg/ml

Alle Schritte der DNA-Isolierung erfolgten auf Eis, falls nicht anders vermerkt. Zuerst wurden 30-50
tiefgefrorenen Fliegen mit 200 pL Puffer A versetzt und mit einem Biovortexer fiir 2-4 Minuten
zermorsert. Weitere 200 pl des Puffers A wurden dazu pipettiert und die Fliegen fiir weitere 2-3
Minuten homogenisieren. Diese Probe wurde dann fiir 30 Minuten bei 65°C inkubiert und
anschliefdend 800 pl der LiCl/KAc-Losung hinzugefiigt und fiir 30 Minuten auf Eis gestellt. Wahrend
dieser 30-minutigen Inkubation wurden die denaturierten Proteine gefallt. Danach wurden die Proben
fiir 15 Minuten bei 16,2 x g und RT zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde 1 ml des Uberstandes
mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in ein neues Reaktionsgefaf? tiberfiihrt und nach Zugabe von
600 ul Isopropanol fiir 15 Minuten bei RT und 16,2 x g gefillt. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und verworfen. Die pelletierte DNA wurde mit 200-500 pl des 70%-igen Ethanols fiir 10
Minuten bei RT und 16,2 x g gewaschen. Nach dem Waschen wurde das Ethanol komplett
abgenommen und die DNA vollstandig getrocknet. Die trockene DNA wurde danach in 50 pl TE-Puffer
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oder dH20 resuspendiert und bei 4°C gelagert. Anschlief;end wurde eine RNAse-Behandlung
durchgefiihrt. Hierflir wurde 0,1 mg/ml RNAse A zu der DNA pipettiert und fiir 30 Minuten bei 37°C

inkubiert.

2.2.3 Isolierung der genomischen DNA aus einer Fliege
Reagenzien:
Squishing buffer: 10 mM Tris; 1 mM EDTA; 25 mM NacCl; 200 pg/ml frisch zugefiigte Proteinase K.
Eine eingefrorene Fliege (besser ein Weibchen) wurde mit der gelben Pipettenspitze, die 50ul des
»squishing buffers“ enthielt, zerdriickt. Darauthin wurde der Puffer auf die Fliege gegeben und fiir 20-
30 Minuten bei 20-30°C inkubiert. Zum Schluss wurde die Proteinase K flir 1-2 Minuten bei 95°C

inaktiviert.

2.2.4 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)
Oligonukleotide: alle verwendeten Primer wurden bei der Firma Biolegio BV, Nijmegen bestellt. Die
Bezeichnung sowie die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotiden sind in der Tabelle 4 aufgelistet.

Das verwendete PCR-Programm sowie der Reaktionsansatz sind in der Tabelle 3 aufgelistet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden eine Standard-PCR durchgefiihrt. Sie diente der Genotypisierung der
transgenen Fliegen.

Tabelle 3: Allgemeines PCR-Programm und allgemeiner Reaktionsansatz, die im Rahmen dieser Arbeit fiir
eine Standard-PCR verwendet wurden.

Schritt Temperatur (C°) Dauer Zyklen
Denaturierung 98 30 Sek 1
Denaturierung 98 5-10 Sek.
Annealing 50-72 10-30 Sek. 25-35
Extension 72 20-30 Sek/kb
Finale extension 72 2 Minuten 1
Komponente flir 1xPCR > 25ul > 50ul Finale
Konzentration
5X Q5 Reaction Buffer [87] 5ul 10 pl 1X
10 mM dNTPs (Thermo scientific) 0,5 ul 1l 200 uM
10 pM Forward Primer 1,25 ul 2,5 ul 0,5 uM
10 uM Reverse Primer 1,25 ul 2,5 ul 0,5 uM
Template DNA variabel variabel 30-50 ng
Q5 High-Fidelity DNA Polym. [87] 0,25 pl 0,5 ul 0,02 U/ul
Nuklease-freies Wasser auf 25 ul auf 50 pl

Mithilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion lassen sich gewiinschte DNA-Abschnitte vervielfdltigen. Sie
umfasst drei generelle Schritte, die in zyklischer Reihenfolge ablaufen. Im ersten Schritt wird die
doppelstrangige Matrizen-DNA auf 94-96°C erhitzt, dabei denaturiert sie und wird in zwei
komplementare Einzelstrange aufgetrennt. Im nachsten Schritt (sog. Primer-Annealing) lagern sich
kurze Oligonukleotide (Primer) sequenzspezifisch an die einzelstrangige komplementiare DNA an. Die

Auswahl der Annealing-Temperatur hangt vom Schmelzpunkt der verwendeten Primer ab. Im dritten
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Schritt (sog. Extension) erfolgt die Synthese der komplementdaren DNA-Sequenzen durch eine DNA-

Polymerase am 3’-OH-Ende des

Primers.

Die Synthese der neuen DNA findet beim

Temperaturoptimum der Polymerase statt, d.h. bei einer hitzestabilen Polymerase bei einer

Temperatur von ca. 72 °C (Tabelle 3).

Tabelle 4: Auflistung der Primersequenzen, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden.

Primername
Ser_K1276R_for:
Ser K1276R_rev
Ser_K1294R_for
Ser_K1294R _rev
Ser_K1362R_for
Ser K1362R_rev
Ser-K1381R_for:
Ser-K1381R_rev:
Ser-K1385R _for:
Ser-K1385R _rev:
Ser_K1381, 1385R_for

Ser_K1370_R_for
Ser K1370R_rev
Ser_K1381, 1385R_rev

SerK2R_R1362K for

SerK2R_R1362K _rev

SerK2R_R1381K_for
SerK2R_R1381K rev
SerK2R_R1385K_for
SerK2R_R1385K_rev
SerK2R_R1370K for
SerK2R_R1370K _rev
Ser N-box 2Ala+K_for

Ser N-box 2 Ala+K_rev:

Ser N-box 2 Ala_for:

Ser N-box 2 Ala_rev:

Ser C-box 2 Ala+K for:

Sequenz 5' >3’
GCGTCACGAGGAGGAGCGGTCGAATAATCTGCAG
CTGCAGATTATTCGACCGCTCCTCCTCGTGACGC
GTATACAAATCCGCTGCGGGGCAGCACCAGTTCC
GGAACTGGTGCTGCCCCGCAGCGGATTTGTATAC
CACAGATTCTGCTGCACCGAACCCAAAACTCGGAC
GTCCGAGTTTTGGGTTCGGTGCAGCAGAATCTGTG
GACAGTCCGCGTCGGGACTTTGGCAAG
CTTGCCAAAGTCCCGACGCGGACTGTC
GTAAGGACTTTGGCCGGCGGTCGATCAACTG
CAGTTGATCGACCGCCGGCCAAAGTCCTTAC
CTGGACAGTCCGCGTAGGGACTTTGGCAGGCGGTCGA
TCAACTG
CAAAACTCGGACATGCGGCGCAACACTGTGGGCTCGC
GCGAGCCCACAGTGTTGCGCCGCATGTCCGAGTTTTG
CAGTTGATCGACCGCCTGCCAAAGTCCCTACGCGGAC
TGTCCAG
GCTCACAGATTCTGCTGCACAAAACCCAAAACTCGGA
CATGCG
CGCATGTCCGAGTTTTGGGTTTTGTGCAGCAGAATCT
GTGAGC
CTGGACAGTCCGCGTAAGGACTTTGGCCGGCG
CGCCGGCCAAAGTCCTTACGCGGACTGTCCAG
CGTCGGGACTTTGGCAAGCGGTCGATCAACTG
CAGTTGATCGACCGCTTGCCAAAGTCCCGACG
CAAAACTCGGACATGCGGAAGAACACTGTGGGCTCGC
GCGAGCCCACAGTGTTCTTCCGCATGTCCGAGTTTTG
GAGGAGAATCTGCGAAGGGCTGCAGCTGCGGCGAAGG
CCAGCACCAGTTCCCTAAGAG
CTCTTAGGGAACTGGTGCTGGCCTTCGCCGCAGCTGC
AGCCCTTCGCAGATTCTCCTC

GAGGAGAATCTGCGAAGGGCTGCAGCTGCGGCGGCGG
CCAGCACCAGTTCCCTAAGA
TCTTAGGGAACTGGTGCTGGCCGCCGCCGCAGCTGCA
GCCCTTCGCAGATTCTCCTC

CTCACAGATTCTGCTGCACAAAGCCGCAGCCGCGGCC
ATGCGGAAGAACACTGTGG

Verwendung

Mutagenese der ICD von
Ser zum Herstellen von:
Ser-5R-HA; SerR1276-HA;
SerR1294_HA; SerR1362_HA;
SerR1370_HA: SerR1381-HA;
SerR1385-HA sowie
diverser Ser-Rs-
Varianten

Mutagenese der ICD von
SerK2R zum Herstellen
von:

SerK2R-5K-HA;
SerK2RK1362-HA;
SerK2RK1370-HA;
SerK2RK1381-HA;
SerK2RK1385-HA sowie
diverser SerK2R-Ks
Varianten

Herstellen von
SerNB2Ala+K-HA und
SerN+CB2Ala+K-HA. Die
Aminosauren der N-Box
mit Ausnahme von
K1294 werden zu
Alaninen umgetauscht.
Herstellen von
SerNB2Ala-HA und
SerN+CB2Ala-HA. Alle
Aminosduren der N-Box
werden zu Alaninen
umgetauscht.

Herstellen von
SerCB2Ala+K-HA und
SerN+CB2Ala+K-HA. Die
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Ser C-box 2 Ala+K_rev:

Ser C-box 2 Ala _for:

Ser C-box 2 Ala_rev:

Ser-EKSN2Ala_for

Ser-EKSN2Ala_rev

Ser-NEEN2Ala_for

Ser-NEEN2Ala_rev

SerNLQ2Ala_for

Ser-NLQ2Ala_rev

Ser-Del-ICD_for

Ser-Del-ICD_rev

SerK2R-/Ser-1CD_for
SerK2R-/Ser-ICD_rev

ser2793rev
Ser1061for
Ser1655for
Ser2120for
Ser2793for
Ser3902for

PO1 (for)
P02 (rev)

ACAGTGTTCTTCCGCATGGCCGCGGCTGCGGCTTTGT
GCAGCAGAATCTGTGAGCTCC

CTCACAGATTCTGCTGCACGCAGCCGCAGCCGCGGCC
ATGCGGAAGAACACTGTGG
ACAGTGTTCTTCCGCATGGCCGCGGCTGCGGCGCTGT
GCAGCAGAATCTGTGAGCTCC

GGATGCACTGCGTCACGAGGAGGCGGCGGCGGCTAAT
CTGCAGAACGAGGAGAA
TTCTCCTCGTTCTGCAGATTAGCCGCCGCCGCCTCCTC
GTGACGCAGTGCATCC

GGAGAAGTCGAATAATCTGCAGGCCGCGGCGGCTCTG
CGAAGGTATACAAATCCGCTG
CAGCGGATTTGTATACCTTCGCAGAGCCGCCGCGGCC
TGCAGATTATTCGACTTCTCC

CACGAGGAGGAGAAGTCGAATGCTGCCGCAAACGAGG
AGAATCTGCGA
TCGCAGATTCTCCTCGTTTGCGGCAGCATTCGACTTC
TCCTCCTCGTG
CTCGGTGTTCATCAGTCTTTACTGGTACCCATACGAC
GTTCCAGACTACGCTTAA
TTAAGCGTAGTCTGGAACGTCGTATGGGTACCAGTAA
AGACTGATGAACACCGAG
CGGGCACCAATGATACCGTTGAAC
GCCTAAGCGTAGTCTGGAACGTCG
CCACATGGCATTTGCAGA

GAGGAAACATCATACTCG

ACATGCACACTCAAGACG
AGCAGTACTGCTCTTCTGGC
TCTGCAAATGCCATGTGG

GAACTAACTGTGTCGTCC

CTGAAATCTGCCAAGAAG
GTGTATTTTAGATTCCAACCT

Aminosauren der C-Box
mit Ausnahme von
K1362 werden zu
Alaninen umgetauscht.
Herstellen von
SerCB2Ala-HA und
SerN+CB2Ala-HA. Alle
Aminosauren der N-Box
werden zu Alaninen
umgetauscht.

Austausch der kon-
servierten Aminosauren
durch Alanine. Zum Her-
stellen von
SerEKSN2Ala-HA
Neuralized-Bindungsbox
wird durch Alanine
ausgetauscht. Zum
Herstellen von
SerNEEN2Ala-HA
Austausch der Kkonser-

vierten Aminosauren
durch Alanine. Zum
Herstellen von
SerNLQ2Ala-HA

Herstellung von Ser-

Variante ohne ICD: Ser-
AICD-HA

Single fly-PCR, zum
Sequenzieren des Kons-
truktes in der Fliege
Sequenzieren von Ser-
ECD

Sequenzieren von Ser-
ICD
Sequenzieren von Ser-
ICD
Sequenzieren von Ser-
ICD
Sequenzieren von Ser-
ICD

Sequenzieren von Ser-
ICD

Sequenzieren des Inserts
im pUAST-attB-Vektor
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2.2.5 Ortspezifische Mutagenese (SDV, site directed mutagenesis)

Die ortsspezifische oder gezielte Mutagenese ist eine Methode, mit der DNA fiir molekularbiologische
und genetische Untersuchungen modifiziert werden kann. Sie ermdglicht ein kontrolliertes Einfiihren
von kleineren Deletionen, Insertionen oder Substitutionen, die fiir funktionelle Analysen eines
Proteins sehr hilfreich sein kénnen. Die Vorgehensweise und einzelne Schritte der SDM sind in
Abbildung 1 dargestellt. Zuerst wird ein methyliertes Ausgangsplasmid mit der zu mutierenden
Position bendtigt. Fiir ein gezieltes Einfiigen einer gewiinschten Mutation, wird ein spezielles
Primerpaar generiert, das die Mutation an der gewiinschten Position enthalt. Beim Design der Primer
sollten folgende Kriterien erfiillt sein: die Primerldnge sollte zwischen 25 und 45 Basen liegen; die
Schmelztemperatur grofier oder gleich 78°C sein, wahrend der CG-Gehalt mindestens 40% betragen
soll. Die gewiinschte Mutation sollte in der Mitte des Primers liegen. Mit Hilfe der Webseite
http://bioinformatics.org/primerx kénnen passende Primer ausgesucht werden. Die mutagenen
Primer wurden dann in der Thermocycling-Reaktion verwendet, in der ein neues mutiertes Plasmid
durch eine DNA-Polymerase synthetisiert wird. Das verwendete Reaktionsprogramm und der
Reaktionsansatz sind in der Tabelle 5 dargestellt. Nach der Synthese wurde der Reaktionsansatz auf
37°C abgekiihlt und direkt mit 1 pl Dpnl fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Das Restriktionsenzym
Dpnl erkennt das methylierte, nicht mutierte Ausgangsplasmid und baut dieses ab. Somit bleiben nur
die neu synthetisierten unmethylierten Plasmide, die die gewiinschte Mutation besitzen (Abbildung
1). Anschlieffend wurden 5-10ul Reaktionsansatzes in E.coli-Zellen transformiert und von den
gewachsenen Kolonien Mini-Kulturen angeimpft.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die SDM verwendet, um bestimmte Ks im Serrate-Konstrukt durch Rs
zu ersetzen und diese Lysine im SerK2R-Konstrukt wiedereinzufiihren. Des Weiteren wurden mithilfe
der SDM Ser-Varianten mit mutierten N- und C-Boxen und konservierter Region in der ICD generiert.

Die Sequenzen der fiir die SDM verwendeten Primer sind in der Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 5: Der Reaktionsansatz und das Programm, die in dieser Arbeit fiir die SDM verwendet wurden.

Schritt Temperatur (C°) Dauer Zyklen
Denaturierung 95 30 Sek 1
Denaturierung 95 30 Sek.

Annealing 55 1 Min. 16
Extension 68-72 16 Min.

Finale Extension 68-72 16 Min. 1
1 x Reaktionsansatz

10x Pfu-Polymerase Puffer mit MgSO. 5ul

dNTP-Mix (10 mM) 1l

Vorwartsprimer (100 pmol/ul) 2ul

Rickwartsprimer (100 pmol/pl) 2ul

Template DNA (50 ng/ul) 1l

Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/pl) 0,5 ul

Nuklease freies Wasser auf 50ul
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Methyliertes Ausgangs- Mutagene Primer lagern DNA-Polymerase verlangert Dpnl spaltet methyliertes,
plasmid mit der zu sich an die DNA an die Primer, was zu nicht mutiertes
mutierenden Position Entstehung genickter Ausgangsplasmid

zirkuldren Strangen fiihrt

Thermo-
cycling
Dpnl-
Behandlung

|

Methyl

in E.coli

OOQ © oo =
° o o e
° Oo o 00

(el

Bakterienkolonien mit Nach der Transformation

mutiertem Plasmid werden die Einzelstrang-
briiche durch

Bakterienzellen repariert

l Transformation

Abbildung 15: Strategie der ortspezifischen Mutagenese (SDM). Mithilfe eines speziellen mutagenem
Primerpaars wurde eine Mutation an der gewiinschten Position im methylierten Ausgangsplasmid
generiert. Anschliefend wurden die Proben mit dem Restriktionsenzym Dpnl behandelt, das die
methylierte nicht modifizierte DNA erkennt und spaltet. Dadurch bleiben nur modifizierte Plasmide mit der
gewlinschten Mutation erhalten. Diese wurden dann in die Bakterienzellen transformiert und eine
anschliefRende DNA-Isolierung durchgefiihrt.
2.2.6 Restriktionsspaltung

Um die Transgene in die gewiinschten Expressionsvektoren umzuklonieren, wurden die Insert-DNA
und die Vektor-DNA mit bestimmten Restriktionsenzymen gespalten. Dadurch entstehen
komplementire Enden, die wahrend der Ligation zusammengefiigt werden koénnen. Fiir die
Uberpriifung der erfolgreichen Ligation wurde eine analytische Restriktionsspaltung durchgefiihrt.
Sowohl fiir die analytische als auch fiir die prdparative Restriktionsspaltung wurden alle
Komponenten zusammen pipettiert und anschliefend bei einer enzymspezifischen Temperatur
inkubiert (Tabelle 6). Dabei betrug die Inkubationszeit bei der analytischen Spaltung eine Stunde und
bei der pradparativen Spaltung 3 Stunden (optional ii. Nacht). Bei der Auswahl von mehreren
Restriktionsenzymen wurde darauf geachtet, dass diese im gleichen Puffer optimal spalten kénnen.
Die enzymatische Aktivitat sollte dabei mindestens 75% betragen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme, deren Erkennungssequenzen sowie der

Reaktionsansatz sind in der Tabelle 6 aufgelistet. Alle verwendeten Enzyme wurden bei der Firma

»,New England Biolabs"“ bestellt.
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Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Restriktionsenzyme mit den Angaben zu den Erkennungssequenzen
und der Verwendung.

Enzym Erkennungssequenz 5 >3’ Zum Herstellen/UmkKklonieren von
Aatll GACGTVC Ser-Rs-HA-Varianten
Avrll CVCTAGG SerK2R-Ks-HA-Varianten
EcoRI-HF GVAATTC Ser-Rs-HA-Varianten
Notl-HF GCVGGCCGC SerK2R-K-HA-Varianten
Xhol CTCVGAG Ser-R-HA-Varianten

1x Reaktionsansatz
Substanz analytisch praparativ
Enzym I 0,25 ul 1l
Enzym II 0,25 ul 1l
10xPuffer 1,5 ul 2 ul
DNA 0,5-1 pg 4-8 g
ddH0 auf 15 pl auf 20 pl

2.2.7 Gelelektrophorese
Reagenzien:
Herstellung eines 0, 8%-igen Agarosegels:
3,2 g Agarose wurden mit 1XTAE-Puffe auf 400 ml aufgefiillt, dann aufgekocht bis sich keine Schlieren
mehr bildeten. Anschlieffend wurde 0,7 mg/ml Ethidiumbromid-L6sung hinzugefiigt.
Herstellung eines 50xTris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffers:
242g Tris; 57,1 mL Essigsdure; 100 mL des 0,5M EDTA (pH 8,0). Alle Komponenten wurden
zusammengemischt. Anschliefdend der pH-Wert auf 8,3 eingestellt.
Ladepuffer:
6x DNA Loading Dye von Fermentas:
10 mM Tris-HCL (pH 7,6); 0,03% Bromphenolblau; 0,03% Xylencyanol; 10% Glycerol.
1kb DNA-Langenstandard: GeneRulerTM 1kb DNA Ladder von Fermentas.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 0,8 bis 1,2%-ige Agarosegele verwendet. Die Gleichstromspannung
betrug zwischen 80 und 120 Volt. Die Grof3e der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde mittels des
1kb-Langenstandards bestimmt.

Gelelektrophorese ist eine Methode, um geladene Molekiile in einem elektrischen Feld nach ihrer
Grofde aufzutrennen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in einem TAE-Agarosegel. Zuvor
wurden die Proben mit 6xDNA Loading Dye vermischt, was fiir ein schnelles Absinken der Proben in
die Taschen sorgte und eine farbige Lauffront erzeugte. Da die DNA ein negativ geladenes
Phosphatriickgrat besitzt, werden die DNA-Fragmente im elektrischen Feld zum Pluspol transportiert.
Dabei hidngt die Laufgeschwindigkeit im Gel von der Grofie der DNA-Fragmente ab. Kleinere DNA-
Fragmente bewegen sich schneller durch die Poren des Gels und liegen deswegen bei der
anschlieflenden Detektion ndher am Pluspol als grofdere DNA- Fragmente. Die Detektion der DNA-
Molekiile wurde durch die Zugabe vom Ethidium-Bromid in die Agaroselésung ermdoglicht. Es

interkalierte zwischen die Basenpaare und fluoreszierte durch Anregung im UV-Bereich (ca. 300 nm).
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Mit Hilfe eines Transluminators wurden die Gele unter UV-Licht sichtbar gemacht und abfotografiert.

Optional wurden die gewiinschten Banden aus dem Gel ausgeschnitten und extrahiert.

2.2.8 DNA-Gelextraktion
Die Gelextraktion der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe des ,Zymoclean Gel DNA Recovery“-Kits von

der Firma Zymoclean und wurde laut der Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.9 Ligation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die T4-DNA-Ligase der Firma ,New England BioLabs“ verwendet.
Nach einer erfolgreichen Restriktionsspaltung liegen das Insert und der Vektor in einer linearisierten
Form vor, sie besitzen korrespondierende Enden und kénnen miteinander ligiert werden. Dabei
katalysieren die DNA-Ligasen mit ATP als Kofaktor die Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen einer freien 5’-Phosphat-Gruppe und einer freien Hydroxy-Gruppe zweier doppelstrangiger
DNA-Fragmente.

Fiir eine Ligation wurden alle Komponenten zusammengemischt und eine Stunde bei RT oder iiber

Nacht bei 18°C inkubiert. Die Menge des einzusetzenden Inserts wurde mit folgender Formel

Masse yektor (Ng)x Lange msere(bp) = Insert

berechnet: Masse ng) =
Insert( 'g) Lange yektor(bp) Vektor

Tabelle 7: Der verwendete Ligationsansatz fiir die Ligase von ,New England BioLabs".

Substanz Menge

T4-DNA-Ligase (20,000 U) von NEB 1L

10x T4-DNA-Ligase-Puffer 2 uL

Vektor-DNA variabel (50 ng-100 ng)
Insert-DNA variabel (ermittelt mit der Formel)
ddH0 auf 20 uL auffiillen

2.2.10 Transformation chemisch-kompetenter Bakterien-Zellen
Reagenzien:
LB-Medium: 10 g Bactotrypton; 5 g Hefeextrakt; 10g NaCl. Auf 1 Liter mit dH20 auffiillen, p. H 7
Bakterien:

DH5-a von Invitrogen, Stamm: F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endA1 hsdR17(rk-,
mk+)phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A-

TOP10 von Invitrogen, Stamm: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

Fiir die Transformation wurden die gefrorenen chemisch kompetenten Bakterien-Zellen auf Eis
langsam aufgetaut. Nach dem vollstindigen Auftauen der Zellen, wurden 8 pL-10 pL des
Ligationsansatzes oder 50 ng eines re-transformierten Plasmides auf die Zellen pipettiert und fiir 5-
10 Minuten auf Eis inkubiert. Im ndchsten Schritt wurden die Bakterien einem Hitzeschock ausgesetzt,
in dem diese bei 42°C fiir 45-60 Sekunden inkubiert wurden. Das fiihrt dazu, dass die in der

umgebenden Losung vorhandene DNA in die Zelle eingeschleust wird. Nach dem Hitzeschock folgte
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eine 2-miniitige Inkubation der Bakterien auf Eis mit anschlief3ender Zugabe von 600 uL-1000 pL LB-
Medium ohne Antibiotikum. Danach wurden die Bakterien bei 37°C fiir eine Stunde geschiittelt. Nach
dem Schiitteln wurden die Bakterien bei 5000 x g fiir eine Minute abzentrifugiert, der Uberstand bis
auf 40-70 pL verworfen und das Bakterienpellet damit resuspendiert. Diese Bakteriensuspension
wurde anschliefRend auf einer Antibiotika-haltigen Agarplatte ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C

inkubiert.

2.2.11 Plasmid DNA-Mini-Praparation

Reagenzien:

Resuspensionspuffer (S1): 1M Tris-HCl; 0,5M EDTA; 20ug RNAse A; pH8
Lysispuffer (S2): 1M NaOH; 10% SDS

Neutralisationspuffer (S3): 2,8M KAc, pH 5.1

Isopropanol

70%-iges Ethanol

ddH20

Nach der Transformation (2.2.10) wurden Mini-Kulturen in einem Volumen von 2 mL mit einzelnen
Bakterienkolonien von der LB-Medium haltigen Platte angeimpft und iiber Nacht bei 37°C unter
Selektionsdruck geschiittelt. Am nachsten Tag wurden die Kulturen durch Zentrifugation bei 16,2 x g
fiir eine Minute geerntet und die Plasmid-DNA aus den Zellen isoliert. Hierfiir wurden die pelletierten
Bakterienzellen zunéchst in 330 uL kaltem S1 Puffer resuspendiert. Als ndchstes wurden 330 pL vom
S2 Puffer dazugegeben, 5- bis 8-mal invertiert und fiir 3 bis 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
In diesem Schritt wird die alkalische Lyse ausgeldst, die dafiir sorgt, dass die Bakterienzellen lysieren
und Proteine denaturiert werden. Durch Zugabe von 330 pL S3 Puffer wurde die alkalische Lyse
anschliefdend gestoppt und der S2 Puffer neutralisiert. Die Proben wurden 6- bis 8-mal invertiert und
fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Zentrifugation fiir mind. 20 Minuten bei
16,2 x g. Dabei wurden die Zellbestandteile und Proteine pelletiert und die DNA befand sich im klarem
Uberstand. Nach der Zentrifugation wurden ca. 900 pL des Uberstandes in ein neues Reaktionsgefif
tiberfiihrt. Um die DNA zu fillen, wurden 550 pL Isopropanol zu den Proben pipettiert und fiir weitere
30 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das Isopropanol verworfen und die gefdllte DNA mit 500 pl
70%-iges Ethanol fir 10 Minuten bei 16,2 x g gewaschen. Anschlieffend wurde das Ethanol
abpipettiert und die DNA vollstandig getrocknet. Zum Schluss wurde die trockene DNA in 20-30 pL
dH2O fiir mind. 10 Minuten gelost.

2.2.12 Plasmid-DNA-Midi-Praparation
Die Midi-Praparation der Plasmid-DNA erfolgte mit dem ,NucleoBond® plasmid purification“ Kit der
Firma ,Macherey-Nagel“.

2.2.13 Sequenzierung
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Proben bei der Firma Seqlab (Goéttingen) nach Sanger
sequenziert. Hierfiir wurde die zu sequenzierende DNA (80 ng/ul) zusammen mit dem gewtiinschten

Primer (30 pmol) in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefaf3 pipettiert und auf ein Gesamtvolumen von 15 pl mit
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dH20 aufgefiillt. Bei jeder Sequenzierung wurde das ,Extended Hotshot“ Verfahren gewahlt. Die
Sequenzen wurden mit der Software SerialCloner2-5 analysiert. Die fiir die Sequenzierung

verwendeten Primer sind in der Tabelle 4aufgelistet.

2.3 Zellkultur der S2-Zellen von Drosophila

2.3.1 Kultivierung der S2-Zellen
Die S2 (Schneiderszellen) von Drosophila sind semi-adhdrent und brauchen kein CO2; zum Wachsen.
Die S2-Zellen wurden in einem 25°C Inkubator in 100 mm Zellkulturschalen gehalten. Eine
Passagierung der Zellen erfolgte alle 2-3 Tage bei einer Konfluenz von 50-200%. Die Passagierung der

Zellen wurde unter einer Sterilbank durchgefiihrt.

2.3.2 Passagieren der S2-Zellen
Reagenzien: Schneider’s Medium, von Pan Biotech
Serum, FBS Premium (Fetal Bovine Serum, South Africa origin)

Antibiotikum: Penicillin (10,000 Units/ml)/Streptomycin (10,000 pg/ml)

2.3.2a Ansetzen des Schneider’s Mediums

Zuerst wurde das Serum unter sterilen Bedingungen in je 50 ml-Falcons aliquotiert. Das Serum war
hierbei bereits steril filtriert. Fiir die Experimente, bei denen eine Immunantwort oder Ahnliches
analysiert werden, sollte das Medium hitzeinaktiviert werden. Fiir alle anderen Fragestellungen ist
keine Hitzeinaktivierung notwendig. Im Zweifelsfall wurde in einem Vergleichsexperiment ermittelt,
ob eine Hitzeinaktivierung des Serums notwendig ist. Das aliquotierte Serum kann iliber langere
Zeitraume bei einer Temperatur von -20°C gelagert werden.

Um das S2-Medium anzusetzen, wurden 50 ml des Schneider’s-Mediums aus der Flasche abgenommen

und 50 ml FBS dazu gegeben. Anschlieféend wurden 3 ml Pen/Stp-Antibiotikum hinzugefiigt.

2.3.2b Passagieren der S2-Zellen
Materialien: 50 mL FalconTube; 15 ml Falcon Tube

100mm Zellkulturschalen (behandelt mit Poly-L-Lysine)

Serologische Pipetten je eine fiir 10 ml und 25 ml
Zuerst wurde das Schneider’s-Medium (mit FBS und Pen/Stp) auf 25°C erwarmt. Danach wurden 8 ml
des Mediums in 100 mm Zellkulturschalen vorgelegt. Anschlief3end wurde das alte Medium mit den
toten Zellen durch einfaches Umschiitten in das 50 mL Falcon tiberfiihrt. Darauf wurden 10 mL frisches
S2-Medium auf die Zellen pipettieren. Die S2-Zellen sind semi-adhédrent und konnten durch das Auf-
und Ab- Pipettieren vom Boden der Schale abgeldst werden. Die Zellsuspension wurde vorsichtig in
ein neues 15 mL Falcon tiberfiihrt und vorsichtig mehrmals invertiert. Anschlieféend wurden 2 mL der
Zellsuspension zu den vorbereiteten Zellkulturschalen langsam getropfelt und die Schalen
geschwenkt. Zum Schluss wurde die Zellkulturschale unter dem Mikroskop kontrolliert, um

festzustellen ob genug Zellen tberfiihrt wurden. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 25°C.
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2.3.3 Transfektion der S2-Zellen
Reagenzien: Kupfersulfat Stammlésung, 100 mM CuS0O4 in dH0;
Transfektionsreagenz ,TransIT-Insect Transfection Reagent” der Firma Mirus
Schneider’s Mediums (ohne FCS)
Fiir die Expression der gewiinschten Konstrukte wurden diese im pUAST-attB-Vektor mit dem pMT-
GAL4-Plasmid ko-transfiziert. Bei dem pMT-Gal4-Plasmid ist die gal4-Sequenz hinter einem
induzierbaren Metallothionein-Promoter nachgeschaltet, der nach der Zugabe von Kupfersulfat oder
Cadmium Chlorid induziert werden kann. Somit wird durch die Zugabe von Kupfersulfat die Gal4-
Expression eingeleitet.
Die Transfektion der Zellen erfolgte bei einer Konfluenz von ca. 50%, dabei wurde zundachst ein
Transfektionsmix mit der Plasmid-DNA hergestellt. Nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 48
Stunden (alternativ fiir 24 Stunden, abhingig vom Konstrukt) bei 25°C inkubiert. Nach 48 (24)
Stunden erfolgte ein Medium-Wechsel und die Zugabe von Kupfersulfat (1:100), wodurch die
Expression der UAS-Konstrukte gestartet wurde. Nach der Kupfersulfat-Zugabe wurden die Zellen
entweder bei 18°C oder bei 25°C fiir weitere 24 Stunden inkubieren. Die Temperatur und Dauer der
Expression waren abhingig von dem jeweiligen UAS-Konstrukt.
Herstellung eines Transfektionsmixes (Mengenangaben fiir ein Well einer 6 x Well-Platte):
Zuerst wurde das TransIT-Insect Transfection Reagent auf RT erwidrmt (Dieser Schritt ist sehr
wichtig!) und gut gevortext. In ein steriles Eppendorf Gefaf? wurden 250 pl des Schneider’s Mediums
(ohne FCS) vorgelegt und 2,5 pl der Plasmid-DNA (Konz. 1 pg/pl) hinzugefiigt. Darauf wurden die
Proben gut gemischt und 5ul des TransIT Reagents dazu pipettiert. Anschlieffend wurde der
Transfektionsmix gut durchmischt und fiir 15-30 Minuten bei RT inkubiert und zum Schluss auf die

Zellen pipettiert. Ein vorheriger Medium-Wechsel war nicht notig.

2.3.4 Beschichtung der Deckglidschen mit Poly-L-Lysin (0,01%)

Reagenzien: 0,01%-Poly-L-Lysin-Losung

Ethanol (absolut)

dH-0
Fiir die Antikérperfirbungen wurden die S2-Zellen zuerst auf Deckgldschen iiberfiihrt. Damit die
Zellen adhdrieren konnen, sollten die Deckgldschen mit Poly-L-Lysin beschichtet werden. Hierfiir
wurde eine 0,01%-Poly-L-Lysin-Losung verwendet. Die Poly-L-Lysin- Loésung kann mehrmals
verwendet werden.
Um die Deckgldschen zu beschichten, wurde in eine 6xWell-Platte in je ein Well die Poly-L-Lysin-
Losung, dH20 und Ethanol (absolut) vorgelegt. Danach wurden die Deckgldschen ins erste Well (mit
der Poly-Lysin-Losung) gelegt und fiir mind. zehn Minuten bei RT geschiittelt. Danach wurde die Poly-
L-Lysin-Losung abpipettiert und recycelt. Wahrenddessen wurden alle Deckglaschen in das Well mit
dH20 {tberfiihrt, kurz gewaschen und anschliefend in das Well mit Ethanol gelegt und kurz

durchgespiilt. Zum Schluss wurden die Deckglaschen einzeln aus dem Ethanol-Well entnommen und
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abgeflammt, bis diese vollstandig trocken waren. Alternativ kdnnen diese bei 37°C getrocknet werden.
Die beschichteten Deckglaser wurden nach dem Trocknen in eine 12xWell-Platte, je ein Deckglas pro

Well, iiberfiihrt und fiir weitere Experimente verwendet.

2.3.5 Uberfiihren der Zellen auf die beschichteten Deckgliser
Die Zellen wurden durch Auf-und Ab-pipettieren vom Boden der Platte geldst. Anschliefdend
wurden 250 pl der Zellsuspension vorsichtig auf die Deckgldschen pipettiert. Danach sollten die
Zellen fur mind. 30 Min stehen, damit sie absinken und adharieren konnen. Die Zellen wurden im

Anschluss je nach Experiment entsprechend behandelt.

2.3.6 Beschichtung der Deckglischen mit Poly-L-Lysin mit anschlieRender UV-
Bestrahlung
Reagenzien: 0,01%-Poly-L-Lysin-Lésung
steriles PBS
Fiir den Antikoérper-Uptake-Assay wurden die Zellen direkt auf die beschichteten Deckglaser ausgesat.
Dafiir wurden die Deckgldschen unter sterilen Bedingungen mit Poly-L-Lysin beschichtet und
anschliefdend mit UV-Licht bestrahlt. Hierfiir wurden die Deckgldschen in die 12x- oder 24xWell Platte
vorgelegt, je ein Deckglas pro Well. Die 0,01%-ige Poly-L-Lysin-Lésung wurde auf die Deckgldschen
pipettiert, so dass diese vollstindig bedeckt waren (ca. 500 pL pro Well). Danach wurden die Well-
Platten fiir 15 Minuten bei RT geschiittelt, die Poly-L-Lysin-Lésung abgenommen und recycelt und die
Deckglaser drei Mal mit sterilem PBS kurz gewaschen. Zum Schluss wurden die Platten unter UV-Licht

fiir 10-15 Minuten mit offenem Deckel inkubiert und die Zellen ausgesat.

2.3.7 Antikorper Farbung an den S2-Zellen

Reagenzien:
1 x PBS (phosphate-buffered saline)

0,2% - Triton X-100 in PBS

0,3% - Tween20 in PBS

4% PFA (Paraformaldehyd):

Blockierlésung: 0,1% Tween-20; 10% NGS; 0,3 M Glycine in PBS
Farbelosung: 0,1%Tween-20; 1,5%-NGS in PBS

DAPI (von Serva) Stammldsung: 100pug/ml in 0,18M Tris, pH7.4

Vectashield (Einbettungsmedium) von Vector Laboratories

Verwendete Antikorper Herkunft Verdiinnung Firma
Ser-ECD Ratte 1:1500 K.Irvine

Rab7 Maus 1:100 DSHB

V5 Kaninchen 1:500 Sigma-Aldrich
Alexa 488 Ziege 1:500 Invitrogen
Alexa 568 Ziege 1:500 Invitrogen
Alexa 647 Ziege 1:500 Invitrogen
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Fiir die Antikorperfairbung wurden die Zellen zuerst mit kaltem PBS gewaschen. Anschliefdend wurden
diese fiir 30 Minuten bei RT mit PFA fixiert. Nach der Fixierung folgten drei Waschschritte fiir je 5
Minuten mit PBS. Anschliefsend erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembran. Hierfiir wurden die
Zellen in 0,2% Triton X-100 in PBS fiir 15 Minuten oder in 0,3% -Tween 20 in PBS fiir 10 Minuten bei
RT inkubiert. Nach der Permeabilisierung folgte der Blockierschritt, bei dem die Zellen fiir mind. 30
Minuten (optional ii. N.) bei 4°C in der Blockierldsung inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen mit
dem ersten Antikorper, der in der Farbelosung verdiinnt wurde, bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Nach
der Inkubation mit dem ersten Antikdrper wurden die Proben zweimal fiir je 5 Minuten mit PBS
gewaschen. Anschlief3end folgte die Inkubation mit dem zweiten Antikorper fiir eine Stunde bei RT.
Die sekundiren Antikérper wurden vorher mit der Farbeldsung verdiinnt. Darauf wurden die Zellen
fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen und 10 Minuten mit DAPI (verdiinnt in PBS) die Zellkerne gefarbt.
Nach der DAPI-Farbung wurden die Proben zweimal fiir je 5 Minuten mit PBS gewaschen. Danach

erfolgte die Einbettung mit Vectashield.

2.3.8 Antikorper-,Uptake“-Assay

Die Well-Platte mit den Zellen wurde auf Eis oder auf 4° C gestellt und die Zellen mit 1 ml eiskalten
Schneider’s Medium einmal gewaschen. Parallel wurde der erste Antikorper im eiskalten Schneider’s
Medium verdiinnt. Danach wurde das Medium von den Zellen vorsichtig entfernt und 250 pl des ersten
Antikorpers direkt auf das Deckglas vorsichtig pipettiert. Die Proben wurden fiir 20 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschliefen wurde der erste Antikérper entfernt und die Zellen einmal mit 1 ml eiskaltem
Schneiders Medium vorsichtig gewaschen. Nach dem Waschschritt wurde 1 ml vom warmen (25°C)
Schneiders Medium auf die Zellen gegeben und fiir unterschiedliche Zeitintervalle bei 25°C inkubiert.
Nach der Inkubation bei 25°C wurden die Zellen mit kaltem PBS schnell gewaschen und in 1 ml PFA
fiir 30 Minuten bei RT fixiert. Nach der Fixierung folgte eine normale Antikdrper-Farbung (2.3.7).

2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.4.1 Extraktion von Proteinen aus Drosophila L3-Larven

Reagenzien und Materialien:

Lysispuffer: 10% Glycerol, 50 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,5% Triton X-100, 1,5 mM MgCl,

1 x PBS (phosphate-buffered saline)

Protease Inhibitor Cocktails (PIC) von Sigma-Aldrich

Galsperlen und Handmorser
Alle Schritte der Proteinextraktion erfolgten auf Eis oder auf 4°C. Zuerst wurden Glasperlen mit
Lysispuffer (200 pl Lysispuffer + 1:100 PIC) in ein 1,5 ml-Reaktionsgefafd vorgelegt. Die L3-Larven
wurden prapariert, dabei sollte das Fett- und Darmgewebe griindlich entfernt werden. Die
praparierten Larven wurden in das Reaktionsgefafs mit den Glasperlen {iberfiihrt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass kein (oder nur ganz wenig) PBS ins Gefafd gelangt. Wenn alle Larven

tberfithrt wurden, wurde die Masse mit dem Handmorser ca. eine Minute lang sehr gut
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homogenisiert. Nach der Homogenisierung wurden die Proben in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren. Danach wurden die Proben langsam auf Eis aufgetaut. Als Nachstes wurden die
Glasperlen und die Zellbestandteile bei 6000x g fiir 20 Sekunden pelletiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig mit einer 10-pl-Pipettenspitze abgenommen und in ein neues Eppendorf Gefaf
tiberfiihrt. Die iiberfiihrte Probe wurde mit Lysispuffer vermischt mit PIC auf 500 pl aufgefiillt.
Anschliefiend sollten die Proteinlysate dreimal fiir je 10 Minuten bei max. Geschwindigkeiten
zentrifugiert werden. Nach jedem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefaf? tiberfiihrt. Hierbei war wichtig darauf zu achten, dass die obere Fettschicht nicht
miteingezogen wird. Nach dem dritten Zentrifugationsschritt konnten die Proteinlysate fiir

weitere Experimente verwendet oder im Kiihlschrank gelagert werden.

2.4.1 Herstellung der Proteinlysate aus den S2-Zellen fiir die Co-IP

Reagenzien:

Lysisbuffer nach [98]: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0,25% Sodium Deoxycholate
PBS

Protease Inhibitor Cocktails (PIC) von Sigma-Aldrich

Fiir die Co-IP wurden die S2-Zellen in 6 x Well-Platten ausgesiat und mit Mirus TransIT-Reagenz
transfiziert. Hierbei wurden folgende Bedingungen genommen: die Zellen wurden 24 Stunden nach
dem Aussden transfiziert. Es wurden je 1,5 pg-2,5 pg DNA pro Plasmid transfiziert. 24 Stunden nach
der Transfektion erfolgte ein Medium-Wechsel und Kupfersulfat-Zugabe. Anschliefiend wurde die
Isolierung der Proteine durchgefiihrt.

Alle Schritte der Protein-Isolierung erfolgten auf Eis und mit eiskalten Losungen. Die Zellen wurden
einmal mit eiskaltem PBS gewaschen. Danach wurden 150 pl des Lysispuffers mit frisch zugefiigtem
PIC auf die Zellen pipettiert. Die 6 x Well-Platte wurde darauf 15 Min. bei 4°C inkubiert, dabei
gelegentlich geschwenkt. Bei diesem Inkubationsschritt wurden die Zellen lysiert. Darauf wurden die
Zelllysate in beschriftete 1,5-ml Reaktionsgefafie iiberfiihrt. Es erfolgte eine Zentrifugation bei max.
Geschwindigkeit (16000 x g) bei 4°C fiir 10 Min, um die Zellbestandteile abzuzentrifugieren. Wahrend
des Zentrifugation-Schrittes wurden neue Reaktionsgefafde beschriftet, hierbei wurde je ein Gefafs fiir
den Input und fiir die IP vorbereitet. Nach dem Zentrifugieren wurden die Proteinlysate in die
entsprechenden Gefafie liberfiihrt. Die Proteinlysate konnen temporar im Kiihlschrank (bei 4°C)

gelagert werden.

2.4.2 Co-Immunoprizipitation via HA-gekoppelter Agarose

Reagenzien:

Lysisbuffer nach G.Palardy and A.Chitnis, 2015: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1% NP-40;
0,25% Sodium Deoxycholate

PBS

Pierce Anti-HA Agarose von ThermoScientific #26181

Protease Inhibitor Cocktails (PIC) von Sigma-Aldrich
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Co-Immunoprézipitation (Co-IP) ist eine molekularbiologische Methode, um Protein-Protein-
Interaktionen in vitro nachzuweisen. Hierbei wird ein bestimmtes Protein mitsamt
Interaktionspartner aus einem Proteingemisch isoliert. Diese koénnen anschlief3end im Western Blot
detektiert werden (Abbildung 16).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Co-IP durchgefiihrt, um die Bindung zwischen Drosophila Mib1
und der K-freien ICD von SerK2R-HA nachzuweisen. Die HA-gekoppelte Agarose ist schon mit dem anti
HA-Antikdrper konjugiert, so dass ein HA markiertes Protein direkt tiber die HA-gekoppelte Agarose
isoliert werden kann. Die HA-gekoppelte Agarose sollte bei 4°C in senkrechter Position gelagert
werden. Sie darf nicht eingefroren und nicht gevortext werden.

Fir die Co-IP von UAS-SerK2R-HA mit UAS-HisMyc-Dmib1DeltaR wurden folgende Bedingungen
genommen: 24-48 Stunden nach dem Aussden wurden die Zellen mithilfe von Mirus TransIT mit 1,5
ug-2,5 ug DNA pro Plasmid transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion erfolgte ein Medium-
Wechsel mit anschliefiender Kupfersulfat-Zugabe. Durch die Zugabe von Kupfersulfat wurde die
Expression der Konstrukte gestartet, die UAS-Konstrukte wurden dann fiir weitere 24 Stunden bei
25°C exprimiert.

Fiir die Co-IP wurden zuerst die Proteinlysate vorbereitet und auf Eis gelagert. Parallel wurde die HA-
gekoppelte Agarose vorbereitet. Der Hersteller empfiehlt ein Volumen zwischen 20-100 pl pro Probe
einzusetzen, die genaue Menge sollte in einem Testversuch ermittelt werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden 20-30 pl pro Probe eingesetzt. Um die HA-gekoppelte Agarose genauer pipettieren zu kénnen,
wurde die Spitze der Pipetten abgeschnitten. Als erstes wurde die HA-gekoppelte Agarose durch Auf-
und Ab-pipettieren gut gemischt (nicht (!) vortexen). Darauf wurde die gewiinschte Menge der HA-
gekoppelten Agarose in die Reaktionsgefdfde iiberfiihrt und fiir 10-20 Sekunden bei 12000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt, ohne dass die HA-gekoppelte Agarose mit
aufgesaugt wurde. Danach wurde der Lysispuffer (Volumen 1:1; ohne PIC) auf die HA-gekoppelte
Agarose pipettiert und mehrmals invertiert. Anschliefend wurde die HA-gekoppelte Agarose fiir 10-
15 Sekunden bei 12000 x g pelletiert und der Lysispuffer vollstindig entfernt. Auf die auf diese Weise
vorbereitete HA-gekoppelte Agarose wurden die Proteinlysate geben, die Reaktionsgefifie mit
Parafilm umwickelt und bei 4°C mind. 1 Stunde (optional {i. Nacht) liber Kopf rotiert. Nach dem
Rotieren wurden die Proben bei 12000 x g fiir 10 Sekunden abzentrifugiert und der Uberstand fiir die
Analyse der Bindungseffizienz in neue Gefifde iiberfiihrt (optional). Daraufhin erfolgten drei
Waschschritte bei 4°C im Lysispuffer mit frisch zugefiigtem PIC. Hierfiir wurden 300 pl des
Lysispuffers auf die HA-gekoppelte Agarose gegeben und mehrmals invertiert. Die Proben wurden bei
12000 x g fiir 10 Sekunden pelletiert und der Uberstand verworfen. Dabei wurde darauf geachtet, dass
die HA-gekoppelte Agarose nicht aufgesaugt wird. Zum Schluss wurde der Uberstand méglichst
komplett (z. B mit einer Insulinspritze) abgenommen und mit ca. 30 pl des 4 x Lammli Puffers

vermischt und fiir 10 Minuten bei 70°C-95°C aufgekocht. Die Proben wurden bei -70°C eingefroren.
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Abbildung 16: Strategie der Co-Immunoprazipitation von SerK2R-HA mit HisMyc-Mib1AR. Die Konstrukte
UAS-Ser-HA, UAS-SerK2R-HA und UAS-HisMyc-Mib1AR wurden mit dem pMT-Gal4 fiir 24 Stunden bei 25°C
in den S2-Zellen exprimiert (1). Danach erfolgte die Zelllyse mit anschliefRender Zentrifugation, um
Proteinlysate herzustellen (2). Parallel dazu wurde die anti-HA-gekoppelte Agarose vorbereitet (2a) und
anschlieffend mit den Proteinlysaten vermischt und fiir zwei Stunden inkubiert (3). Dann wurden die
Proben gewaschen (4) und eine SDS-PAGE sowie ein Western blot (WB) durchgefiihrt. Um die Liganden zu
detektieren, wurde eine Antikorperfirbung gegen HA durchgefiihrt. Fiir die Detektion von Mib1 als

moglicher Bindungspartner wurde entweder anti-His oder anti-Myc gefarbt.

2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Reagenzien:
1x TAE:

4x Laemmli-Puffer:

4x Trenngelpuffer:

40 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

->pH8

250 mM Tris-HCI

8% SDS

40% Glycerol

8% Betamercaptoethanol
0,02% Bromphenolblau

1,5 M Tris-HCI
10% SDS
—->pH 8,8
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4x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCl
10% SDS
2>pH 6,8

10x SDS-Elektrophorese-Puffer: 0,26 M Tris-HCl
1,92 M Glycin
1% SDS
—2>pH 8,3

10x Transferpuffer: 250 mM Tris-HCl
1,5 M Glycerin
—2>pH 8,3

2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Proteinen
Die mit dem 4 x Lammli - Puffer aufgekochten Proben wurden fiir ca. 10 Minuten bei 10000 x g und
RT abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Proteine aufs Gel aufgetragen. Fiir die
Grofdenbestimmung der gewiinschten Proteine wurde 5 pl des Langenstandards ebenfalls aufs Gel
aufgetragen. Die Proben wurden zuerst bei 60 Volt konstanter Spannung im Sammelgel laufen
gelassen. Dabei wurden alle Proteine auf eine Laufhdhe gebracht, bevor sie im Trenngel nach der
Grofde aufgetrennt wurden. Als die Proteine das Trenngel erreichten, wurde die Spannung auf 120 Volt
hochgestellt. Fiir die Detektion von Ser und Mib1 wurden die Proteine solange aufgetrennt bis die 55
kDa grofde Bande in der Lauffront aus dem Gel auslief. AnschliefSend wurden die Proteine auf die

Membran transferiert.

Komponente 8% Trenngel 5% Sammelgel
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 2,66 ml 0,5ml

4x Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer 2,5ml 0,75 ml

Hz0 4,68 ml 1,688 ml

10% APS 134 ul 60 ul

TEMED 10pl 3ul

2.4.5 Western Blot mittels Semy-Dry-Blotverfahren
Zuerst wurde die PVDF Membran im Methanol fiir ca. 10-15 Minuten equilibriert. In dieser Zeit wurden
acht watmann Papiere pro Membran im Transferpuffer getrankt. Nach dem Equilibrieren der
Membran wurde diese mit VE-Wasser kurz abgespiilt, in den Transferpuffer zu den watmann Papieren
dazu gelegt und mit Transfepuffer benetzt. Danach wurde das SDS-Gel aus der Gelkammer vorsichtig
herausgenommen und ebenfalls mit dem Transferpuffer gut durchgespiilt. Anschliefdend wurden vier
im Puffer durchtrankte watmann Papiere auf die Anodenplatte platziert, darauf wurde vorsichtig die
Membran positioniert und glattgestrichen. Auf die Membran wurde das SDS-Gel gelegt und moéglichst
alle Luftblasen zwischen der Membran und dem Gel entfernt. Es wurden weitere vier im Puffer
durchtrankte watmann papiere auf das Gel positioniert und die restlichen Luftblasen entfernt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass weder die Membran noch das Gel sich verschieben. Die Apparatur wurde
mit dem Kathodendeckel geschlossen. Der Transfer wurde fiir 30 Minuten bei einer konstanten

Stromstdrke von 1,0 Ampere und bei einer Spannung von 25 Volt durchgefiihrt.
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2.4.1 Immunhistochemische Firbung von Western Blots.

Reagenzien:

WB Blockierlosung: 5% Milchpulver in 1x PBS
WB Farbeldsung: 2% Milchpulver in 1x PBS
Waschpuffer 0,1%-PBT 0,1% Tween20 in PBS

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Antikdrper mit den Angaben zur Herkunft und Verdiinnung, die im
Rahmen dieser Arbeit fiir den Western Blot verwendet wurden.

Bezeichnung Hergestellt im Tier Verdiinnung Firma
primére Antikérper
anti-HA Ratte 1:2500 Roche (3F10)
anti-penta-His Maus 1:3000 Qiagen
anti-Myc Maus 1:2000 DSHB
sekundéare Antikorper
anti-Ratte-HRP Ziege 1:5000 Dianova
Anti-Maus-HRP Ziege 1:5000 Dianova

Nach dem Protein-Transfer wurde die Membran fiir mindestens eine Stunde in einer 5%-igen
Milchpulverlésung bei RT inkubiert. Nach diesem Blockierschritt wurden die ersten Antikérper in
einer 2%-igen Milchpulverlésung verdiinnt, auf die Membran pipettieren und iiber Nacht bei 4°C
rotiert. AnschliefSend wurde die Membran dreimal fiir je 20 Minuten bei RT mit 0,1%-PBT unter
Rotieren gewaschen. Danach wurde der sekundire Antikorper in einer 2% Milchpulverldosung
verdiinnt, auf die Membran pipettiert und fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Daraufhin wurde die
Membran dreimal fiir je 20 Minuten bei RT mit 0,1%-PBT gewaschen. Es erfolgte die Detektion der

Proteine oder die Membran wurde optional in PBS bei 4°C gelagert.

2.4.1 ,Strippen“ der PVDF Membran
Losung zum ,Strippen” der Membran (wiederverwendbar): 100mM NaOH; 2% SDS; 0,5% DTT
Die Membran wurde in ein Glasgefafs gelegt und mit der ,Stripping“-Losung beschichtet und das
Glasgefafd mit dem Parafilm abgedichtet. Danach wurde die Membran 1,5 Stunden bei 55°C (optional
fiir eine Stunde bei 65°C) inkubiert. Anschlieféend wurde die ,Stripping“-Losung recycelt und die
Membran mit PBS kurz gewaschen. Zum Schluss wurde die Membran in einer 5%-igen Milchpulver-

Losung flir mind. eine Stunde inkubiert und gefarbt.

2.5 Gerite und Software

Geldokumentation QUANTUM-System von peglab

Konzentrations- NanoDrop™ 2000c; Spectralphotometer von peqlab

bestimmung

Gel/Western Blot LAS-4000 von Fujifilm

Dokumentationskammer

Gelelektrophorese/ SDS-Gele: Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoesis Cell von Bio Rad
Western Blot Systeme WB: Western Blot: Trans-Blot Turbo von Bio Rad

Mikroskopie Axio Imager Z1 mit Apotome und AxioCam MR3 von Carl Zeiss AG
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Thermocycler
Zentrifugen:

Software und
Internetdatenbanken

Professional Thermo Cycler Gradient von Biometra
Ultrazentrifuge Avanti J-26 XP von Beckman Coulter
Tischzentrifuge von Heraeus Biofuge pico
Tischzentrifuge von Heraeus Fresco 21

Windows 10 Home von Microsoft

Office Professional Plus 2016 von Microsoft

Axio Vision Rel. 4.8 und Rel.4.9 von Carl Zeiss AG
Photoshop CS6 von Adobe

CLC Sequence Viewer 8 von Qiagen Bioinformatics
Serial Cloner 2.6.1 von SerialBasics

SnapGene® Viewer 5.0.2 von SnapGene®
EndNote™ X8.2 von Thomson Reuters

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

FlyBase https://flybase.org
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3 Ergebnisse

In den Fliigelimaginalscheiben von Drosophila fiihrt ein Ausfall der E3-Ligase Dmib1 zu fehlender
Aktivierung des Notch-Signalwegs und zu einer Akkumulation von Ser an der apikalen Membran
infolge einer gestorten Endozytose [41, 42]. Im Gegensatz zu Ser ist die Endozytose von DI nicht
gestort. Obwohl DI noch endozytiert wird, ist die Aktivitiat des Liganden deutlich reduziert. Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass neben der Endozytose die Ubiquitinierung des Liganden
wichtig ist [43]. Untersuchungen der Liganden mit K-freien ICDs zeigten, dass die intrazellularen
Ks fiir die Aktivitat der Liganden essentiell sind. So wird ein Sduger DII1K2R in der Zellkultur zwar
noch endozytiert, kann jedoch den Notch-Signalweg nicht mehr aktivieren [36]. Ein DIK2R-Ligand
in Drosophila zeigt in den Uberexpressionsstudien eine reduzierte Aktivitit und eine starke cis-
inhibitorische Eigenschaft [28].

Im Gegensatz zu Dl und Dl-likes ist bisher iiber die Rolle der Ser-Ubiquitinierung und
insbesondere tliber die Rolle einzelner Ks in der ICD wenig bekannt. In einer vorigen Publikation
wurde gezeigt, dass eine konservierte Region in der ICD (sog. Ser-,int") fiir die Endozytose und
die Aktivitit von Ser bendtigt wird. Diese konservierte Region beinhaltet zwei Ks, deren
Austausch gegen Alanine zu einem inaktiven Liganden fiihrt [25]. Aus diesem Grund wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Rolle der Ubiquitinierung und insbesondere der Ks fiir die Ser-

vermittelte Aktivierung des Notch-Signalwegs analysiert.

3.1 Testsystem fiir die Aktivierung des Notch-Signalwegs

Die hergestellten transgenen Ser-Liganden (siehe 2.2.1) wurde mithilfe des GAL4 /UAS-(GAL80) -
Systems in der Fliigelimaginalscheibe des dritten Larvenstadiums von Drosophila exprimiert. Die
Expression erfolgte hauptsachlich unter der Kontrolle des patched-Promoters (ptcGAL4). Patched
wird in einem Streifen entlang der anterior-posterioren (a/p)-Grenze in einem nach posterior
aufsteigenden Gradienten exprimiert (Abbildung 17, A, A"). Dadurch wird an der a/p-Grenze ein
scharfer Ubergang zwischen exprimierenden Zellen und nicht exprimierenden Zellen erzeugt
(Abbildung 17, A’). Diese Situation dhnelt der wildtypischen Situation an der (d/v) -Grenze der
Fliigelimaginalscheibe. Hierbei erfolgt die Aktivierung des Notch-Signalwegs entlang zweier klar
abgegrenzter Liganden-exprimierenden und Liganden-freien Zellreihen (Abbildung 6). Ein
weiterer Vorteil des ptc-Treibers besteht darin, dass die ptc-Expressionsdomane senkrecht zu der
d/v-Grenze verlauft (Abbildung 17, A’). Dadurch ist es mdglich, die Auswirkungen der
ektopischen Expression auf die endogene Aktivitat des Notch-Signalwegs, wie z.B. Cis-Inhibition,
zu untersuchen.

Zum Nachweis der Aktivitat des Notch-Signalwegs werden die Expressionen des direkten Zielgens
wg und des Reportergenkonstruktes Gbe+Su(H)-lacZ untersucht. In der wildtypischen
Fliigelimaginalscheibe wird wg in Abhangigkeit von Notch innerhalb der Fliigeltasche entlang der

d/v-Grenze in einem zwei Zellreihen breiten Muster exprimiert (Abbildung 17, B). Gbe+Su(H)

49



Ergebnisse

wird in einem schmalen Streifen entlang der d/v-Grenze und in streifenartigen Domanen im
Notum exprimiert (Abbildung 17, C).
Expressionsstdrke

des Transgens

niedrig

p

9

ptcGAL4[ A’

- |
UAS-GFP % anterior

posterior Gbe+Su(H)-lacZ

Abbildung 17: Ubersicht iiber die Expressionsmuster des verwendeten Treibers und der Aktivititsmarker
des Notch-Signalwegs. Die UAS-Transgene wurden unter der Kontrolle des patched - Promoters in den
Fliigelimaginalscheiben des dritten Larvenstadiums exprimiert. Patched wird in einem Streifen entlang der
a/p-Grenze mit zunehmender Stirke von anterior nach posterior exprimiert (A). Dadurch zeigen die Zellen
am posterioren Ende der ptc-Doméane die hdchste Expressionsrate, wihrend die an die ptc-Doméne
angrenzenden Zellen keine Transgen-Expression aufweisen (A”). So entsteht eine scharfe Grenze zwischen
den Transgen exprimierenden und nicht exprimierenden Zellen (A"). Als Aktivitdtsmarker des Notch-
Signalwegs werden die Expressionen des Notch-Zielgens wingless (B) und des Reportergenkonstruktes
Gbe+Su(H)-lacZ verwendet (C). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A, B, C 100-fach und in A" 250-fach
vergrofiert dargestellt.
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3.2 Analyse der K-freien ICD von Ser

Um die Rolle der Ubiquitinierung und der Ks fiir die Ser-vermittelte Aktivierung des Notch-
Signalwegs zu analysieren, wurde ein SerK2R-Ligand hergestellt. Bei diesem Liganden wurden
alle zehn Ks in der ICD gegen strukturell dhnliche Arginine (R) ausgetauscht (Hergestellt von S.
Kim, AG Klein). Da R dem K strukturell dhnelt, sollte dieser Austausch keine grofieren
strukturellen Verdnderungen der ICD hervorrufen. Als Kontrollen dienen das wildtypische Ser-
HA und SerAICD-HA. Bei der Variante SerAICD-HA wurde die komplette ICD deletiert. Daher sollte
dieser Ligand vollig funktionslos und zu keiner Aktivierung des Notch-Signalwegs fahig sein. Alle
hergestellten Liganden sind UAS-Konstrukte (Abbildung 18). Sie sind mit einem C-terminalen HA-
Tag markiert und in dieselbe Stelle ins Genom (attP-site 51C) von Drosophila inseriert. Die
Insertion aller Konstrukte in die ,landing site“ sollte die Positionseffekte neutralisieren. Dadurch
werden die Transgene auf ungefihr dem gleichen Level exprimiert und kénnen direkt
miteinander verglichen werden.

ECD ™ ICD

= (][] ]|

k.J

=[] =] ]] <
= JINEIRIE SerAICD-HA

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Ser-HA, SerK2R-HA und SerAICD-HA-Konstrukte. Bei Ser-HA
handelt es sich um ein wildtypisches Ser, wiahrend in der ICD von SerK2R-HA alle Ks gegen Rs ausgetauscht
wurden. Bei dem Konstrukt SerAICD-HA wurde die ICD vollstindig deletiert. Alle transgenen Liganden
tragen eine C-terminale HA-Markierung und wurden in die attP-site 51C inseriert. Diese Darstellung ist
nicht maf3stabgetreu, die ICDs sind deutlich grofer dargestellt.

3.2.1 Ser mit einer K-freien ICD ist inaktiv und wirkt dominant negativ
Die transgenen Liganden Ser-HA, SerK2R-HA und SerAICD-HA wurden zuerst mit ptcGal4
(Abbildung 19, A) kontinuierlich exprimiert. Die alleinige Expression von Ser-HA resultiert in
einer Uberproliferation (Abbildung 19, C) und einer ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalwegs im ventralen Kompartiment der Fliigelimaginalscheibe. Die ektopische Aktivierung
erfolgt nur im ventralen Kompartiment, weil in den dorsalen Zellen die Glykosylierung des N-
Rezeptors durch Fng die Aktivierung des Notch-Signalwegs durch Ser verhindert. Die ektopische
Aktivierung des Notch-Signalwegs findet hierbei in den nicht exprimierenden Zellen statt, die an
die ptc-Domadne angrenzen (Abbildung 19, C’-C””’; gelbe Pfeile). In den liberexprimierenden Zellen
innerhalb der ptc-Doméne hingegen fiihrt eine hohe Liganden-Konzentration zur Cis-Inhibition.
Infolge der Cis-Inhibition werden sowohl die ektopische als auch die endogene Wg-Expression in

diesen Zellen unterbunden (Abbildung 19, C’, C”’; rosafarbene Pfeile).
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Erwartungsgemafd resultiert die Expression von SerAICD-HA in keiner ektopischen Wg-
Expression. Die Expression von SerAICD-HA fiihrt dariiber hinaus zu einer Unterbrechung der
endogenen Wg-Expression entlang der d/v-Grenze (Abbildung 19, G”’; griiner Pfeil). Im Gegensatz
zum cis-inhibitorischen Effekt von Ser-HA ist diese Unterbrechung nicht zellautonom und geht
tiber die ptc-Domaéne hinaus. Somit fehlt die Wg-Expression auch in den Zellen, die kein SerAICD-
HA exprimieren. (Abbildung 19, G’-G™"; weifse Klammer und griine Pfeile). Diese Beobachtung
deutet auf eine dominant negative Wirkung von SerAICD-HA hin.

Die Expression von SerK2R-HA fiihrt zu einem dramatischeren Phdnotyp. Hierbei ist die
Unterbrechung der endogenen Wg-Expression entlang der d/v-Grenze deutlich gréfier, als bei der
SerAICD-HA-Expression (Abbildung 19, E"-E”"; weifde Klammer und griine Pfeile). AufRerdem
resultiert die SerK2R-HA-Expression in einer Narbenbildung und verdnderter Morphologie des
gesamten Fliigelfeldes (Abbildung 19, E; orangefarbener Pfeil). Dabei wird der dufiere Ring der
Notch-unabhingigen Wg-Expression zusammengeschniirt (Abbildung 19, E”’; orangefarbener
Pfeilkopf). Diese Resultate zeigen, dass SerK2R-HA stark dominant negativ agiert.

Um die moglichen cis-inhibitorischen Eigenschaften von Ser-HA, SerAICD-HA und SerK2R-HA zu
unterdriicken, wurden diese Liganden mit UAS-N ko-exprimiert. Die alleinige Expression von
UAS-N fiihrt zu einer leichten ektopischen Aktivierung der Wg-Expression nach dorsal und ventral
von der d/v-Grenze innerhalb der ptc-Domine. Demzufolge induziert die Uberexpression des
Rezeptors eine leichte zellautonome Aktivierung des Notch-Signalwegs (Abbildung 19, B-B”;
hellblaue Pfeile).

Die Ko-Expression mit Ser-HA resultiert in einer starken zellautonomen ektopischen Aktivierung
des Notch-Signalwegs, auch im dorsalen Kompartiment (Abbildung 19, D-D”’; hellblaue Pfeile).
Bei der Ko-Expression von UAS-N mit SerAICD-HA wird die endogene Wg-Expression nicht
unterbunden. Es kann eine leichte ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs dorsal und
ventral von der d/v-Grenze detektiert werden. Diese ist zellautonom und vergleichbar mit der
alleinigen Expression von UAS-N (Abbildung 19, H-H"’; hellblaue Pfeile).

Durch die Ko-Expression von SerK2R-HA mit UAS-N wird der dominant negative Effekt des
Liganden unterdriickt, so dass keine Narbe mehr entsteht. Die endogene Wg-Expression bleibt
weiterhin unterbrochen (Abbildung 19, F’, F"; weifse eckige Klammer), allerdings in einer
zellautonomen Weise (Abbildung 19, F und F”’; weifse Pfeile).

Zusammenfassend, kann Ser-HA den Notch-Signalweg effektiv trans-aktivieren und cis-
inhibieren, wihrend ein Ligand ohne ICD nicht funktional ist und leicht dominant negativ wirkt.
SerK2R-HA ist ebenfalls nicht in der Lage den Notch-Signalweg zu aktivieren und zeigt einen
deutlich stirkeren dominant negativen Effekt als SerAICD-HA. Demnach ist ein Ser-Ligand ohne

Ks in der ICD genauso inaktiv, wie ein Ser-Ligand ohne ICD.
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+UAS-Notch
ptcGAL4| A’ G B

Ser-HA

UAS-Ser-HA

! Hoechst

UAS-SerK2R-HA

UAS-SerAICD-HA

Abbildung 19: Ubersicht der Expressionen von Ser-HA; SerK2R-HA und SerAICD-HA sowie deren Ko-
Expression mit UAS-Notch. Alle Transgene wurden mit dem ptcGal4 exprimiert (A, visualisiert durch GFP)
und die Wg-Expression analysiert (B). Die alleinige Expression von Ser-HA resultiert in der ventralen
Uberproliferation (C) und in der ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs in den ventralen an die ptc-
Domane angrenzenden Zellen (C’-C’”, gelbe Pfeile). Dariiber hinaus wirkt Ser-HA cis-inhibitorisch, was zu
einer zellautonomen Unterdriickung der endogenen Wg-Expression fiihrt (C’; rosafarbene Pfeile). SerK2R-
HA agiert in einer dominant negativen Weise und fiihrt zu einer breiten nicht zellautonomen Unterbrechung
der endogenen Wg-Expression (E-E””’; griiner Pfeil und weifRe Klammer). Auflerdem verursacht die
SerK2R-HA-Expression eine Narbenbildung, was eine Deformation der Fliigeltasche bewirkt (E;
orangefarbener Pfeil). Die alleinige Expression von SerAICD-HA resultiert ebenfalls in einer nicht
zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (G-G™’; griine Pfeile und weifse Klammer).
Die alleinige Expression des N-Rezeptors mit ptcGAL4 fiihrt zu einer leichten ektopischen Wg-Expression
innerhalb der ptc-Doméane nach dorsal und ventral (B-B”’; hellblauer Pfeil). Die Ko-Expression von Ser-HA
mit UAS-N unterdriickt die Ser-HA-vermittelte Cis-Inhibition und induziert eine starke ektopische Wg-
Expression, auch im dorsalen Kompartiment, in einer zellautonomen Weise (D, D”’; hellblaue Pfeile). Durch
die Ko-Expression von SerK2R-HA mit UAS-N wird die starke dominant negative Wirkung des Liganden
unterdriickt. Es kommt zu einer zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (F-F’; weife
Pfeile und weifse Klammer). Bei der Ko-Expression von SerAICD-HA mit UAS-N wird eine leichte
zellautonome ektopische Aktivierung an der d/v-Grenze detektiert (H-H""; hellblaue Pfeile).

Die Fliigelimaginalscheiben sind in A, A, B-H" bei 100-facher in B-H bei 250-facher Vergrofderung
dargestellt. In den Bildern B”-H"" sind Ausschnitte aus B-H gezeigt.
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Wie oben beschrieben, verursacht die kontinuierliche Expression der Konstrukte SerK2R-HA und
SerAICD-HA mit ptcGAL4 eine Narbenbildung (Abbildung 19; E, G) und verdandert dadurch stark
die Morphologie des gesamten Fliigelfeldes. Dies erschwert eine genaue Analyse der Auswirkung
der Expression dieser Konstrukte auf die Aktivierung des Notch-Signalwegs. Um einer
Narbenbildung und Verdnderung der Gesamtmorphologie der Scheibe vorzubeugen, werden die
Konstrukte mit engrailedGAL4 zusammen mit einer temperatursensitiven Variante von GAL80
(GAL8O0t) exprimiert. GAL8O0 reprimiert im aktiven Zustand die GAL4-vermittelte Expression der
Transgene. Die temperatursensitive Variante von GAL80 ist bei 18°C aktiv und bei 29°C inaktiv.
Wird die Haltungstemperatur der Tiere auf 29°C erh6ht, wird die GAL4-Repression durch GAL80
aufgehoben und die Transgen-Expression gestartet (Abbildung 8). Auf diese Weise wird die
Expression der Transgene zeitlich kontrolliert. Die Ergebnisse der temporiren Expression von
SerK2R-HA und SerAICD-HA bestdtigen die oben beschriebenen Ergebnisse von den

kontinuierlichen Expressionen (Zusammenfassung in der Abbildung 50).

3.2.2 Der Verlust der Ks in der ICD fiihrt zur Storung der Endozytose und der
Degradation von Ser

Die oben beschriebenen Ergebnisse demonstrieren, dass SerK2R-HA nicht in der Lage ist den
Notch-Signalweg ektopisch zu aktivieren. Dariiber hinaus reprimiert die Expression von SerK2R-
HA die endogene Notch-Aktivitit. Da die Ubiquitinierung als ein Signal fiir die Endozytose dient
und die intrazellularen Ks fiir die Ubiquitinierung notwendig sind, stellt sich die Frage, ob SerK2R-
HA endozytiert werden kann. Hierfiir wurde die subzelluldare Lokalisation von Ser-HA, SerK2R-
HA und SerAICD-HA mithilfe einer Antikorperfirbung gegen HA in Fliigelimaginalscheiben
analysiert. Parallel dazu wurde ein Antikoérper-,Uptake“-Assay in S2-Zellen (Abbildung 21)
durchgefiihrt. In beiden Fallen diente eine Rab7-Antikorperfirbung dazu, die reifenden
Endosomen zu markieren. In den Fliigelimaginalscheiben diente auferdem Neurexin-4 (NRX-
IV::GFP) als Zellpolarititsmarker, der in den septate Junctions lokalisiert und die basolaterale

Domane markiert (Abbildung 20, E).

In den Fliigelimaginalscheiben lokalisiert Ser-HA sowohl an der apikalen Membran (Abbildung
20, A’, blaue Pfeilkopfe) als auch auf Rab7-positiven Endosomen, was auf eine Endozytose von
Ser-HA hindeutet (Abbildung 20, A, A" und B-B”, gelbe Pfeilkopfe). Im Gegensatz zu Ser-HA
akkumuliert SerK2R-HA apikal von NRX-IV::GFP (Abbildung 20, C, C’, blaue Pfeilkdpfe). Zusatzlich
zu der apikalen SerK2R-HA-Lokalisation wird eine kleinere Fraktion an der basalen Membran
beobachtet (Abbildung 20, C’, blaue Pfeilkopfe), HA-positive Vesikel sind hingegen nicht zu sehen
(Abbildung 20, C, C" und D, D). All dies spricht dafiir, dass SerK2R-HA nicht endozytiert werden
kann. Andererseits ware es moglich, dass SerK2R-HA weniger oder langsamer endozytiert wird.
So kénnte das Verhaltnis zwischen dem membranassoziierten und dem vesikularen HA-Signal zu

grofd sein, um das vesikuldre HA-Signal detektieren zu konnen. Um diese Moglichkeit zu
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tberpriifen, werden Ser-HA und SerK2R-HA in einem trpml-mutanten Hintergrund exprimiert.
Trpml (transient receptor potential-mucolipin) wird fiir die Fusion des spaten Endosoms mit dem
Lysosom benotigt [99]. Beim Verlust der trpml-Funktion wird diese Fusion unterdriickt und es
kommt zu keinem lysosomalen Abbau der Liganden. Werden die Liganden endozytiert, so sollten
sie in spaten Endosomen detektierbar sein. Bei der Ser-HA-Expression im trpml-mutanten
Hintergrund kénnen vergrofierte HA- und NECD-positive Vesikel detektiert werden (Abbildung
51, A, A°, B, B’, gelbe Pfeilkopfe). SerK2R-HA dagegen lokalisiert ausschliefRlich an der
Zellmembran (Abbildung 51, C, C’, D, D") und wird somit nicht endozytiert.

Sub-apikale Region: Crb
B Adherens junctions: E-Cad
Septate junctions: Dlg: Nrx-IV

a

UAS-Ser-HA

|eJale|

NRX-1V::GFP

UAS-SerK2R-HA

Abbildung 20: Analyse der subzelluldaren Lokalisation von Ser-HA und SerK2R-HA. Die Untersuchung der
subzelluldren Lokalisation der Liganden erfolgte mithilfe des Zellpolarititsmarkers NRX-IV::GFP. NRX-IV
lokalisiert in der Region der septate Junctions und markiert die basolaterale Doméne (C). Fiir die
Darstellung der apiko-basalen Lokalisation beider Liganden wurden Z-Stapel der Fliigelimaginalscheiben
aufgenommen (A’-D"). In der X/Y-Ebene sind Liganden auf der Hohe der lateralen Region dargestellt (A-D).
Die transgenen Liganden wurden mittels ptcGAL4 exprimiert (A”, C'). Ser-HA lokalisiert dabei sowohl an
der apikalen Membran, als auch in den vesikularen Strukturen (A", gelbe Pfeilképfe), die mit Rab7-positiven
Endosomen ko-lokalisieren (B-B”, gelbe Pfeilkdpfe). SerK2R-HA lokalisiert an der apikalen und partiell an
der basalen Membran (C’, blaue Pfeilkopfe). Es sind dabei keine HA-positiven Vesikel zu beobachten (D, D).
Die Fliigelimaginalscheiben sind in A” und C”* 100-fach und in A-D 630-fach vergrofiert dargestellt. B” zeigt
einen vergrofderten Ausschnitt aus B.

fl basal
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Bei der Analyse der subzelluldren Lokalisation von SerAICD-HA kann kein HA-Signal detektiert
werden (nicht gezeigt). Was damit erkldrt werden kann, dass entweder das HA-Epitop durch die
Faltung des verkiirzten Proteins fiir den Antikdrper nicht mehr zuganglich ist oder, dass SerAICD-

HA fiir eine Detektion nicht ausreichend vorhanden ist.

Flr den Antikorper-,Uptake“-Assay (Abbildung 21) in den S2-Zellen, wurden UAS-Ser-HA und
UAS-SerK2R-HA unter Kontrolle des pMT-Gal4-Treibers exprimiert. Parallel zur alleinigen
Transfektion von Ser-HA und SerK2R-HA wurden die Liganden mit dem UAS-V5-Dmib1 ko-
transfiziert, weil Mib1 die Endozytose von Ser in S2-Zellen einleiten kann [100]. Nach einer 24-
stiindigen Expression der UAS-Konstrukte bei 25°C wurden die Zellen mit einem aSer-ECD-
Antikorper bei 4°C inkubiert. Dieser bindet an die extrazellulare Domane von Ser. Durch die
Inkubation der Proben bei 4°C sollte die Endozytose unterbunden werden. Auf diese Weise
werden nur die Liganden durch den oSer-ECD-Antikorper gebunden, die sich auf der
Zelloberflache befinden. Danach wurde der nicht gebundene Antikérper ausgewaschen und die
Zellen bei 25°C inkubiert. Durch diese Temperaturerh6hung sollte die Endozytose wieder
ausgelost und die Liganden mitsamt dem gebundenen aSer-ECD-Antikérper internalisiert
werden. Anschliefdend wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit dem zweiten Antikérper
gefarbt (Abbildung 21). Um die reifenden Endosomen und Dmib1 zu detektieren, wurde eine
Antikorperfarbung gegen Rab7 und V5 durchgefiihrt. Fiir einen zeitlichen Verlauf der Liganden-

Endozytose wurden die Zellen fiir verschiedene Zeitintervalle bei 25°C inkubiert und danach

fixiert und gefarbt.
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Abbildung 21: Vorgehensweise bei dem Antikérper ,Uptake” Assay in S2-Zellen. Die UAS-Konstrukte
wurden unter Kontrolle des pMT-Gal4-Treibers exprimiert. Nach der Liganden-Expression wurden die S2-
Zellen mit dem ersten Antikdrper bei 4°C inkubiert. Dieser Antikorper ist gegen die extrazellulire Doméane
des Liganden gerichtet (1). Danach wurden die Zellen gewaschen, um den nicht gebundenen Antikdrper zu
entfernen (2). Anschliefend wurden die Zellen bei 25°C inkubiert, um die Endozytose der Liganden und des
gebundenen Antikérpers einzuleiten (3). Nach einer bestimmten Zeit wurden die Zellen fixiert, die
Zellmembran permeabilisiert und mit dem zweiten Antikérper gefarbt (4).

Als Zeitpunkte wurden 0, 30, 60, 120 und 180 Minuten nach der Initiierung der Endozytose
ausgewahlt. Zum Zeitpunkt 0 lokalisieren Ser-HA und SerK2R-HA sowohl bei alleiniger
Expression als auch bei Ko-Expression mit V5-Dmib1 an der Zellmembran (Abbildung 22; A, A’, B,
B”, C, C’, D, D”). Dies zeigt, dass bei 4°C keine Endozytose stattfindet. Dabei ist eine gleichméafiige

Verteilung des Ser-Signals entlang der gesamten Zellmembran bei alleinigen Expressionen von
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Ser-HA und SerK2R-HA zu beobachten (Abbildung 22, A, A’, C, C’, hellblaue Pfeilkdpfe). Ahnlich
dazu scheint das Ser-Signal bei Ko-Expression von SerK2R-HA mit V5-Dmib1 gleichmifiig entlang
der Zellmembran verteilt zu sein (Abbildung 22, D, D""). Bei der Ko-Expression von Ser-HA mit V5-
Dmib1 dagegen wird eine punktartige Verteilung des Liganden entlang der Zellmembran
beobachtet (Abbildung 22, B, B”, griine Pfeilkdpfe). Bei alleiniger Expression verbleiben sowohl
Ser-HA als auch SerK2R-HA tiber einen ldngeren Zeitraum an der Zellmembran. So wird nach 60-
und sogar 180-miniitiger Endozytose ein membranstindiges Ser-Signal fiir beide Liganden
beobachtet (Abbildung 22, I, I’ und K, K" und Abbildung 53, A, C, E, G). Dabei werden vereinzelt
Ser-ECD- und Rab7-positive Endosomen beobachtet, wobei das stirkste Ser-Signal an der
Zellmembran zu beobachten ist (Abbildung 22, E, I, K, gelbe Pfeilkdpfe und Abbildung 53, A", E’,
G"). Eine zusatzliche Expression von V5-Dmib1 fiihrt bereits nach 30 Minuten zu einer effizienten
Internalisierung von Ser-HA (Abbildung 22, F, F”’, gelbe Pfeilkdpfe und |, ], lilafarbene Pfeilkopfe).
Das endozytierte Ser-HA ko-lokalisiert dabei mit den Rab7-positiven Endosomen (Abbildung 22,
F, F”, gelbe Pfeilkdpfe und ], ], lilafarbene Pfeilkopfe). Zu spateren Zeitpunkten kann aufierdem
beobachtet werden, dass das Ser-HA sich innerhalb der Rab7-positiven Endosomen befindet. Dies
deutet darauf hin, dass der Ligand moglicherweise in die reifenden Endosomen fiir den spateren
Abbau inkorporiert (Abbildung 22, ], ], lilafarbene Pfeilkopfe). Im Gegensatz zu Ser-HA verbleibt
SerK2R-HA bei einer Ko-Expression mit V5-Dmib1 nach 60- und sogar 180-miniitiger Endozytose
an der Zellmembran und wird nicht internalisiert (Abbildung 22, H, H” und L, L”" und Abbildung
53,D-D”, H-H").

Die Ergebnisse des Antikorper-,Uptake“-Assays zeigen deutlich, dass Dmib1 in der Lage ist die
Endozytose von Ser-HA in S2-Zellen effizient einzuleiten. Dmib1 ist dagegen zu keinem Zeitpunkt
fahig die Endozytose von SerK2R-HA auszulosen. Diese Beobachtungen korrelieren mit den
Ergebnissen in Fliigelimaginalscheiben, bei denen Ser-HA endozytiert und SerK2R-HA nicht
endozytiert wird.

Aufgrund der gestérten Endozytose von SerK2R-HA widre zu erwarten, dass auch dessen
Proteinabbau gestort ist. Aus diesem Grund wurde in der Zusammenarbeit mit S. Akgiin
(Bachelorarbeit, 2017) ein Pulse-Chase Experiment zur Analyse der Degradationszeit von Ser-HA
und SerK2R-HA durchgefiihrt. Bei dem Pulse-Chase Experiment wird das temperatursensitive
GALBO0t verwendet. In der ersten Phase (Pulse) sollten die Tiere bei 29°C gehalten werden. Unter
diesen Bedingungen ist GAL80t inaktiv und die Gal4-vermittelte Expression der Transgene kann
erfolgen. Somit werden in der Pulse-Phase die gewiinschten Proteine synthetisiert. Nach einer
bestimmten Expressionsdauer wird die Haltungstemperatur auf 18°C gesenkt. Bei dieser
Temperatur ist GAL80t aktiv und reprimiert die Neusynthese der transgenen Liganden. In dieser
Phase (Chase) werden die bereits vorhandenen Proteine abgebaut und keine neuen mehr

synthetisiert.
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Abbildung 22: Antikoérper-,Uptake“-Assay zur Analyse der Endozytose von Ser-HA und SerK2R-HA in S2-
Zellen. Die Konstrukte UAS-Ser-HA, UAS-SerK2R-HA und UAS-V5-Dmib1 wurden mit dem pMT-Gal4 fiir 24
Stunden bei 25°C exprimiert. Anschliefdend wurden die S2- Zellen mit einem aSer-ECD-Antikorper bei 4°C
inkubiert. Nach dem Entfernen des ersten Antikérpers folgte eine Inkubation fiir 0, 30 oder 60 Minuten bei
25°C, um die Endozytose der Liganden und des gebundenen Antikorpers einzuleiten. Darauf folgten eine
Fixierung, Permeabilisierung der Zellen und eine Antikdrperfirbung mit dem zweiten Antikérper. Zum
Zeitpunkt 0 lokalisieren sowohl Ser-HA als auch SerK2R-HA an der Plasmamembran (A, A’, B, B”, C, C’, D,
D”’). Dabei scheinen die Liganden nach alleinigen Expressionen gleichmaflig entlang der Zellmembran
verteilt zu sein. Bei Ko-Expression der Liganden mit V5-Dmib1 bleibt SerK2R-HA weiterhin gleichmafiig
verteilt (A, A’, C, C', D, D”, hellblaue Pfeilkdpfe), Ser-HA zeigt eine punktartige Verteilung entlang der
Plasmamembran (B, griine Pfeilkopfe). Bei den alleinigen Expressionen von Ser-HA und SerK2R-HA nach
30- und sogar 60-miniitiger Endozytose verbleiben beide Liganden an der Zellmembran (E, E, G, G',, I, K,
K’, hellblaue Pfeilkopfe). Eine Ko-Expression von Ser-HA mit V5-Dmib1l bewirkt eine effiziente
Internalisation von Ser, das auf den Rab7-positivien Endosomen lokalisiert (F, F”, gelbe Pfeile). Zu den
spateren Zeitpunkten wird das Ser-Signal innerhalb der Rab7-positiven Endosomen detektiert (], ],
lilafarbene Pfeile). Eine Ko-Expression von SerK2R-HA mit V5-Dmib1 beeinflusst nicht die Lokalisation von
SerK2R-HA, auch nicht nach 60-miniitiger Endozytose (H, H”, L, L").
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Um den Abbau von Ser-HA und SerK2R-HA zu untersuchen, wurden zunachst verschiedene

Expressionszeitpunkte (Pulse-Phasen) getestet und 16 Stunden als optimale Dauer der
Expression ausgewdhlt (S. Akgiin, Bachelorarbeit 2017). Nach einer 16-stiindigen Expression der
transgenen Liganden folgten die Chase-Phasen fiir je 2 bis 72 Stunden. Nach der jeweiligen Chase-
Phase erfolgte eine Antikorperfarbung gegen HA, um die transgenen Liganden zu detektieren. Auf
diese Weise konnte festgestellt werden, dass Ser-HA nach 24 Stunden komplett degradiert wird,
wahrend SerK2R-HA nach 72 Stunden noch detektierbar ist (Abbildung 23, vgl. D mit [ und J) (in
Zusammenarbeit mit S. Akgilin, Bachelorarbeit 2017). Die Ergebnisse des Pulse-Chase-

Experimentes demonstrieren, dass die Degradation von SerK2R-HA deutlich verlangsamt ist.

ciGAL4, tubGAL8O0ts; 16 Stunden Pulse
Chase: Oh Chase: 6h Chase: 12h Chase: 24h Chase: 72h

UAS-Ser-HA

UAS-Serk2R-HA

Abbildung 23: Pulse-Chase Experiment zur Analyse der Degradationszeit von Ser-HA und SerK2R-HA. Die
Expression von Ser-HA und SerK2R-HA erfolgte unter Kontrolle des ciGal4-Treibers mit dem tubGAL80*.
Die transgenen Liganden wurden zuerst fir 16 Stunden bei 29°C in der Pulse-Phase exprimiert.
Anschlieflend folgten die Chase-Phasen, bei denen keine Neusynthese mehr stattfinden sollte und die
vorhandenen Liganden abgebaut werden. Nach einer 16-stiindigen Expression erfolgten verschiedene
Chase-Zeitpunkte, zu denen die Fliigelimaginalscheibe prdpariert und mit dem HA-Antikorper gefarbt
werden. Zum Zeitpunkt 0 konnen beide Liganden in der ganzen ci-Expressionsdoméne detektiert werden
(A und F). Nach einer 12-stiindigen Degradation ist ca. die Halfte des Ser-HA-Signals nicht mehr
detektierbar (C). Das SerK2R-HA-Signal hingegen ist auch nach 24-stiindiger Degradation vergleichbar mit
der Situation zum Zeitpunkt 0 (vgl. F mit I). Wahrend Ser-HA nach 24-stiindiger Degradation nicht mehr zu
detektieren ist (D), wird eine deutliche Reduktion des SerK2R-HA-Signals erst nach einer 72-stiindigen
Chase-Phase beobachtet (]J). Alle Fliigelimaginalscheiben sind 100-fach vergréfiert dargestellt. Diese
Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit S. Akgiin (Bachelorarbeit, 2017) generiert.

3.2.3 Die transgenen Ser-Liganden beeinflussen die Lokalisation des endogenen N-
Rezeptors

Die Beobachtung der gestorten Endozytose von SerK2R-HA, fiihrte zu der Frage, ob die

Lokalisation des endogenen Notch-Rezeptors durch die Expression dieses Liganden

beeintrachtigt wird. Glittenberg et al. 2006 beschrieben, dass die kontinuierliche Expression von

Ser zu einer Entfernung des endogenen N-Rezeptors von der apikalen Membran fiihrt. Im
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Gegensatz akkumuliert der Rezeptor an der apikalen Membran bei der Expression eines nicht
inaktiven Ser2int-Liganden [100]. Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit analysiert
werden, welchen Einfluss die Expression des dominant negativen SerK2R-HA auf die Lokalisation
des N-Rezeptors hat. Die Detektion des N-Rezeptors erfolgte hierbei entweder mithilfe einer
Antikorperfairbung gegen die NECD oder durch die Verwendung von Notch-YFP und Ni-
GFP4Cherry5. Bei N-YFP handelt es sich um ein ,protein-trap“ des endogenen Notch-Rezeptors,
hierbei befindet sich das YFP in der ECD des Rezeptors. Dieser Rezeptor ist funktional [101, 102].
Das Ni-GFP4Cherry5 ist ein genomisches BAC-Konstrukt, das zusatzlich zum endogenen Notch
vorliegt. Dieser N-Rezeptor tragt eine GFP und Cherry-Markierung in der intrazelluldren Domane.
Die Besonderheit dieses Konstruktes ist, dass Cherry fiir die Reifung ldnger benétigt als GFP.
Dadurch werden die membranstdndigen Rezeptoren anhand der GFP- und die endozytierten
anhand der Cherry-Fluoreszenz sichtbar [103]. Die Ergebnisse der Expressionen mit Ni-
GFP4Cherry5 sind im Anhang dargestellt (Abbildung 58).

Eine kontinuierliche Expression von Ser-HA fiihrt zu einer Entfernung des N-Rezeptors von der
apikalen Membran, dhnlich wie in der Publikation (Abbildung 24, B, B’, gelbe Klammer und
Abbildung 58, A, A") [25]. Dabei kann eine Ko-Lokalisation bei den HA- und Notch-positiven
Vesikeln beobachtet werden (Abbildung 24, A’-C’, gelbe Pfeilkopfe). Bei der Expression von
SerK2R-HA wird hingegen eine Akkumulation des N-Rezeptors an der apikalen Membran
beobachtet (Abbildung 24, E, E” und Abbildung 58, B, B’, B”, blaue Klammer). Dabei scheint die
Verteilung des N-Rezeptors entlang der apikalen Membran verandert zu sein. Es werden Bereiche
beobachtet, in denen der Rezeptor konzentrierter vorliegt (Abbildung 24, E”, F” und Abbildung
58, B”, blaue Pfeile), was auf eine beeintrachtigte Endozytose des Rezeptors hindeuten kénnte.
Gleichzeitig werden zahlreiche N-positive Vesikel detektiert (Abbildung 24, E’, gelbe Pfeilkopfe).
Somit ist die Endozytose des N-Rezeptors nicht komplett unterdriickt. Aufierdem ware es
moglich, dass es infolge der Expression von SerK2R-HA zu einer Hochregulation der endogenen
Notch-Expression kommt. In diesem Fall ware eine Akkumulation des N-Rezeptors aufgrund der
hoheren Expressionsrate und nicht aufgrund der beeintrachtigten Endozytose zu erklaren. Bei
der Expression von SerA-ICD-HA konnte ebenfalls eine Akkumulation an der apikalen Membran
beobachtet werden (Abbildung 58, C, C’, blaue Klammer).

Zusammengefasst, fiihrt die Expression von Ser-HA zur Entfernung des N-Rezeptors von der
apikalen Membran, wihrend bei einer SerK2R-HA-Expression dieser an der apikalen Membran

akkumuliert.

Eine kontinuierliche Expression von SerK2R-HA mit ptcGAL4 verursacht eine Narbenbildung und
starkere Veranderung der Scheibenmorphologie, was die Analyse der subzelluldren Lokalisation
erschwert. Aus diesem Grund wurden Ser-HA und SerK2R-HA mit enGAL4, tubGAL80t fiir 24
Stunden exprimiert und die Lokalisation des endogenen N-Rezeptors untersucht. Hierbei hat eine

24-stiindige Ser-HA-Expression noch keinen Einfluss auf die Lokalisation des Rezeptors

60



Ergebnisse
(Abbildung 52, B, B’, C, C"), wahrend eine SerK2R-HA-Expression dessen Akkumulation an der

apikalen Membran bewirkt (Abbildung 52, E-E”, F-F”"). Somit scheinen die transgenen Ser-
Liganden die Konzentration des endogenen N-Rezeptors an der apikalen Membran in einer

Konzentration-abhangigen Weise zu beeinflussen.

I
UAS-Ser-HA

—£10-

UAS-SerK2R-HA

Abbildung 24: Subzelluldre Lokalisation des endogenen N-Rezeptors bei Expression von Ser-HA oder
SerK2R-HA. Die transgenen Liganden wurden mit ptcGAL4 exprimiert und anschlieffend eine anti-HA
Antikorperfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des Rezeptors erfolgte mithilfe von N-YFP. Fiir die
Darstellung der apiko-basalen Lokalisation der Liganden und des N-Rezeptors wurden Z-Stapel der
Fliigelimaginalscheiben aufgenommen. In der X/Y-Ebene sind die Liganden und der endogene N-Rezeptor
auf der Hohe der apikalen Region gezeigt. Ser-HA lokalisiert an der apikalen Membran und in vesikuldren
Strukturen (A, A’, gelbe Pfeilkopfe). Die Expression von Ser-HA fiihrt zum Entfernen des N-Rezeptors von
der apikalen Membran (B, gelbe Klammer). Es konnen dabei zahlreiche N-YFP-positive Vesikel beobachtet
werden, einige davon ko-lokalisieren mit Ser-HA (A’, B’, C’, gelbe Pfeilkdpfe). SerK2R-HA lokalisiert
hauptsachlich an der apikalen Membran. Es kann aufderdem ein schwacheres HA-Signal an der basalen
Membran detektiert werden (D, D). Die Expression von SerK2R-HA bewirkt eine Akkumulation von N-YFP
an der apikalen Membran (E, blaue Klammer). Dabei scheint der Rezeptor in einigen Bereichen an der
Membran konzentrierter vorzuliegen (E”’, blaue Pfeile). Neben dem starken apikalen Signal sind zahlreiche
N-YFP-positive Vesikel sichtbar (E’, gelbe Pfeilkopfe). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A-F 630-fach
vergrofert dargestellt. Die Bilder E”, F”* zeigen je einen vergrofRerten Ausschnitt aus E und F.
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3.2.4 Die K-freie ICD von Ser interagiert mit Mib1
Wie oben gezeigt, ist die Endozytose und Degradation von SerK2R-HA gestort. Da Mib1 die
Liganden ubiquitiniert und ihre anschlieffende Endozytose einleitet, stellte sich die Frage, ob
SerK2R-HA in der Lage ist mit Mib1 zu interagieren. Zum einen kénnte die fehlende Endozytose
damit erklart werden, dass ahnlich, wie bei DIK2R, die K-freie ICD von SerK2R-HA nicht
ubiquitiniert werden kann [28]. Zum anderen ware nicht ausgeschlossen, dass es durch einen
Austausch aller Ks gegen Rs zu einer stirkeren strukturellen Verdnderung der ICD kommt,
wodurch die Bindung von SerK2R-HA und Mib1 nicht mehr méglich ware. Um diese Moglichkeit
auszuschliefien, sollte eine Co-Immunoprazipitation (Co-IP) von SerK2R-HA mit Dmib1l
durchgefiihrt werden (Abbildung 16). Dafiir wurde eine Mib1-Variante (Mib1AR) verwendet, die
keine RING-Domaéne besitzt. Mib1AR ist nicht in der Lage zu ubiquitinieren, so dass die Liganden
verzogert abgebaut werden, was die Prazipitation ermoglichen sollte. Mib1AR ist am N-terminus
mit His und Myc markiert, um es als Interaktionspartner nachweisen zu kénnen (UAS-HisMyc-
Mib1AR). Fiir die Co-IP wurden die UAS-Konstrukte Ser-HA, SerK2R-HA und HisMyc-Mib1AR mit
pMT-Gal4 in S2-Zellen fiir 24 Stunden bei 25°C exprimiert. Die Co-IP erfolgte mittels anti-HA
gekoppelter Agarose. Dadurch sollten alle mit Ser-HA/SerK2R-HA im Komplex vorliegenden
Proteine prazipitiert werden (Abbildung 16). Nach der SDS-PAGE und dem Western Blot erfolgte
eine anti-His-Farbung, um HisMyc-Dmib1AR als Interaktionspartner nachzuweisen. Im Anschluss
wurde die Membran gestrippt und mit dem anti-HA-Antikorper gefarbt, um die Liganden sichtbar
zu machen. Ser-HA/SerK2R-HA haben eine vorhergesagte Grofde von ca. 152 kDa, wahrend
Mib1AR ca. 125 kDa grof3 sein sollte. Nach der anti-HA-Farbung kénnen sowohl fiir Ser-HA als
auch fiir SerK2R-HA je drei Banden detektiert werden (Abbildung 25, WB:HA, Linien 4, 5, 6, 7, 9,
10). Dabei entspricht die mittlere Bande der erwarteten Grofde von ca. 150 kDa. Bei der Ko-
Expression von Ser-HA oder SerK2R-HA mit HisMyc-Dmib1AR wird je eine Bande mithilfe des
anti-His-Antikodrpers bei ca. 130 kDa detektiert (Abbildung 25, Linien 9 und 10). Dabei ist die
Bande nach der Co-IP von SerK2R-HA mit HisMyc-Dmib1AR deutlich schwacher, als nach der Co-
IP von Ser-HA mit HisMyc-Dmib1AR (Abbildung 25, vgl. Linie 10 mit 9). Dieses Experiment wurde
mehrmals (n=5) durchgefiihrt und jedes Mal eine viel schwichere His-Bande nach der IP von
SerK2R-HA mit HisMyc-Dmib1AR beobachtet. Demnach zeigen diese Ergebnisse, dass SerK2R-HA
in der Lage ist mit HisMyc-Dmib1AR zu interagieren (Abbildung 25, Linie 9, markiert mit rotem
Stern). Hierbei scheint SerK2R-HA eine geringere Bindung an HisMyc-Dmib1AR als Ser-HA
aufzuweisen. Es ist allerdings zu beachten, dass die Co-IP als Methode fiir eine quantitative

Analyse weniger geeignet ist.
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Abbildung 25: Co-Immunoprazipitation von Ser-HA und SerK2R-HA mit HisMyc-Dmib1AR. Die Konstrukte
Ser-HA, SerK2R-HA und HisMyc-Mib1AR wurden jeweils einzeln und in Kombinationen in S2-Zellen
exprimiert. Fiir den Input wurden 15ul der Proteinlysate aufgetragen. Die Immunoprazipitation erfolgte
mithilfe der anti-HA gekoppelten Agarose. Um Proteine zu detektieren, wurden die Membranen mit anti-
HA und anti-His-Antikdrpern gefarbt. Dabei wurde fiir Ser-HA und SerK2R-HA eine Gréfe von ca. 152 kDa
und fiir HisMyc-Mib1AR von 125 kDa erwartet. Sowohl fiir Ser-HA als auch fiir SerK2R-HA kénnen drei
Banden detektiert werden. Dabei entspricht die mittlere Bande der erwarteten Grofie (WB:HA; Linien 4, 5,
6, 7, 9,10). Nach der anti-His-Farbung im Input werden neben den spezifischen Banden (WB:His, Linien 3,
4, 5) schwache unspezifischen Banden detektiert (WB:His, Linien 1 und 2). Es wird eine deutliche Bande
mit dem anti-His Antikorper detektiert, nach der Prazipitation von Ser-HA mit HisMyc-Mib1AR (WB:His,
Linie 9), wahrend nach der Co-IP von SerK2R-HA mit HisMyc-Mib1AR eine viel schwachere Bande zu sehen
ist (WB:His, Linie 10, markiert mit rotem Stern). Diese beiden Banden entsprechen der erwarteten Grofde
fiir HisMyc-Mib1AR von ca. 125 kDa.
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3.2.5 Ubiquitin-interagierende Motive von Lqf werden fiir die Ser-Aktivitit benotigt
Die vorherigen Resultate demonstrieren, dass ein Ligand ohne Ks in der ICD komplett funktionslos
ist. Ks werden fiir die Ubiquitinierung und anschlief}ende Endozytose des Liganden benotigt.
Dabei resultiert nur die Lgf-vermittelte Endozytose in einer effektiven Aktivierung des Notch-
Signalweges [72]. Das Adaptorprotein Lqf besitzt zwei Ubiquitin-interagierende Motive (UIM;
Ubiquitin Interacting Motifs), die eine Interaktion mit dem ubiquitinierten Liganden vermitteln
koénnen [74]. Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob die UIMs und folglich die
Ubiquitinierung fiir die Ser-vermittelte Aktivierung des Notch-Signalwegs benotigt werden.

Ein kompletter Ausfall von lgf verursacht eine Unterbrechung der endogenen Wg-Expression an
der d/v-Grenze ([72] und (Abbildung 26, A’-A”, weifde Pfeile)), wahrend die Igf~-mutanten Zellen,
die an die wildtypischen Zellen angrenzen, die Wg-Expression einschalten ([72] und (Abbildung
26, A”, gelbe Pfeile)). Demnach sind Igf~mutante Zellen nicht in der Lage das aktivierende Signal
zu senden, wahrend der Empfang des Signals aus benachbarten wildtypischen Zellen nicht gestort
ist. Wang und Struhl 2005 zeigten, dass die Endozytose vom endogenen Ser in Igf-mutanten Zellen
leicht beeintrachtigt ist [43]. Im Rahmen dieser Arbeit konnten allerdings keine deutlichen
Veranderungen der Endozytose vom endogenen Ser in den Igf-mutanten Zellklonen detektiert
werden (Abbildung 26, B, gelbe Pfeilkdpfe; in Zusammenarbeit mit T. Troost, unveroffentlichte

Daten, AG Klein).

Lgf-FL-GFP

Abbildung 26: Induktion homozygot mutanter Zellklone fiir Igfin der Fliigelimaginalscheibe. Die homozygot
mutanten Igf-Zellen sind durch eine fehlende GFP-Fluoreszenz markiert (A”, B; -/-). Ein kompletter Verlust
von Igf fiithrt zu einer nicht zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (A-A”, weifde
Pfeile). Dabei exprimieren die Igf~-mutanten Zellen Wg, die an die wildtypischen Zellen angrenzen (A", gelbe
Pfeile). In den Igf-mutanten Zellklonen (B, -/-, markiert durch fehlendes GFP-Signal) kann eine vesikulare
Lokalisation des endogenen Ser-Liganden beobachtet werden (B, gelbe Pfeilkopfe). Die
Fliigelimaginalscheiben sind in A und A" 250-fach vergrofiert und in B 630-fach vergrofiert dargestellt. A™
zeigt einen vergrofderten Ausschnitt aus A. Die in B gezeigten Ergebnisse wurden von T. Troost generiert.

Um die Rolle der UIMs von Lgf fiir die Ser-Aktivitit zu analysieren, wurden zuerst Lgf-
Rettungskonstrukte: Lqgf-FL-GFP, Lqf-UIM1EEE-AAA-GFP, Lqf-AUIM2-GFP und Lqf-UIM1EEE-AAA-
AUIM2-GFP in die attP site 22A inseriert. Die Plasmide mit den Rettungskonstrukten wurden in

der AG von ]. Fischer generiert [74] und zur Verfiigung gestellt. Um die Rettungskonstrukte auf

64



Ergebnisse

einem endogenen Level exprimieren zu kénnen, wurde zuerst ein 16 kb grofdes Fragment
genomischer Region von Igf am 3’-Ende mit einer GFP-Sequenz fusioniert. Anschlief3end wurden
die erwdhnten Deletionskonstrukte hergestellt und in den sog. pCaSper4-attB-Expressionsvektor
kloniert [74]. Das Rettungskonstrukt Lqf-FL-GFP besitzt die vollstindige genomische Region von
lqf mit einer C-terminalen GFP-Markierung (Abbildung 27). Es rettet bereits in einer Kopie die
homozygot mutante Situation fiir Iqf vollstandig. Hierbei wird eine wildtypische Wg-Expression
an der d/v-Grenze in den Fliigelimaginalscheiben beobachtet ((Abbildung 28, A) und [74]). Eine
Antikorperfarbung gegen Ser zeigte, dass endogenes Ser in diesem genetischen Hintergrund
endozytiert wird (Abbildung 28, E, gelbe Pfeilkopfe). Die adulten Fliegen sehen wildtypisch aus
((nicht gezeigt) und [74]). In dem Konstrukt Lqf-UIM1EEE-AAA-GFP wurden drei konservierte
Glutaminsduren im UIM1 durch Alanine ausgetauscht (Abbildung 27). Fiir diese drei
Glutaminsduren wurde gezeigt, dass sie fiir die Interaktion mit Ubiquitin notwendig sind [79].
Daher sollten diese Mutationen die Bindung mit dem Ubiquitin verhindern. Bei dem
Rettungskonstrukt Lqf-AUIM2-GFP wurde das zweite UIM komplett deletiert. Das Konstrukt Lqf-
UIM1EEE-AAA-AUIM2-GFP beinhaltet sowohl die Mutationen im UIM1 als auch die Deletion von
UIM2 (Abbildung 27). Demnach fehlt dieser Lqgf-Variante die Funktion der beiden Ubiquitin-

interagierenden Motive [74].

GFP  Lqgf-FL-GFP

6P Lgf-UIM1EEEAA_GFP

Grp Lgf-AUIM2-GFP

GFP  Lgf-UIM1EEEAMLAUIM2-GFP

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Lqf-Rettungskonstrukte. Alle Rettungskonstrukte wurden in
die attP-site 22A integriert. Fiir diese Rettungskonstrukte wurde 16kb der genomischen Region von Igfin
ein pCaSper4-attB-Vektor kloniert. Lqf-FL-GFP beinhaltet die vollstindige Sequenz von Igfin voller Lange
und tragt eine C-terminale GFP-Markierung. Bei dem Konstrukt Lqf-UIM1EEE-AAA-GFP wurden drei
konservierten Glutaminsduren im UIM1 durch Alanine ersetzt. Dadurch sollte die Bindung an Ubiquitin
nicht mehr moglich sein. Bei dem Rettungskonstrukt Lqf-AUIM2-GFP wurde das UIM2 deletiert, wahrend
Lqgf-UIM1EEE-AAAL AUIM2-GFP die Mutation im UIM1 und die Deletion des zweiten UIMs besaf. Dadurch
fehlen dieser Lqf-Variante die Funktionen beider Ubiquitin-interagierenden Motive.

Durch die Expression von Lqf-UIM1EEE-AAA-GFP oder Lqf-AUIM2-GFP kann der Igf-mutante
Hintergrund gerettet werden. Dabei sehen die Gesamtmorphologie der Fliigelimaginalscheiben
und die Wg-Expression wildtypisch aus (Abbildung 28, B und C). Wie bereits in Xie et al. 2012
gezeigt, sehen die geschliipften Fliegen nach der Rettung mit Lqf-AUIM2-GFP wildtypisch aus
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((Abbildung 57, C) und [74]). Nach der Rettung mit Lqf-UIM1EEE-AAA-GFP wurden dagegen im
Rahmen dieser Arbeit Fliegen mit defekten Fliigeln (Abbildung 57, B) und zum Teil kleineren
Augen (nicht gezeigt) beobachtet. Die Fliigel besitzen dabei unregelmafdige Venen und grofiere
Bereiche ohne Rdnder (Abbildung 57, B, schwarze Pfeile). In der Publikation dagegen sind
wildtypische Fliegen beschrieben [74]. Demnach scheint UIM1 eine wichtigere Rolle zu spielen.
Ein Verlust beider UIMs fiihrt zu einer partiellen Rettung des Igf-mutanten Hintergrundes. Diese
Tiere sterben als ,pharate Adults“ und zeigen typische Notch-abhadngige Defekte, wie z.B. kleinere
bis gar keine Augen oder viel kleinere bis gar keine Fligel [28, 74]. Wie bereits in [28, 74]
beschrieben, sind die Fliigelimaginalscheiben der L3-Larven deutlich kleiner und zeigen keine
Aktivierung des Notch-Signalwegs entlang der d/v- Grenze ((Abbildung 28, D) und [28, 74]). In
allen Fallen scheint die Endozytose vom endogenen Ser nicht gestort zu sein. Wobei keine
Quantifizierung durchgefiihrt wurde und nur eine qualitative Aussage gemacht werden kann
(Abbildung 28, F-H, gelbe Pfeilkopfe; H, H" gezeigt von T. Troost).

Es wurde bereits gezeigt, dass Ser nicht in der Lage ist in den Igf~-mutanten Zellen den Notch-
Signalweg ektopisch zu aktivieren [72]. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit getestet werden, ob
Ser eines der beiden UIMs bevorzugt benotigt, um den Notch-Signalweg ektopisch aktivieren zu
konnen. Hierfiir wurden die oben beschriebenen Lgf-Rettungskonstrukte mit ptcGAL4
rekombiniert. Dadurch ist es moglich UAS-Konstrukte im Igf-mutanten und durch die Lgf-
Varianten geretteten Hintergrund zu exprimieren. Ser-HA induziert eine ektopische Aktivierung
des Notch-Signalwegs im Ilgf~mutanten Hintergrund, der durch Lqf-FL-GFP gerettet wurde
(Abbildung 28, I, I, gelbe Pfeile). Hierbei scheint die ektopische Wg-Expression etwas schwacher
zu sein als bei der Ser-HA-Expression im wildtypischen Hintergrund. Moglicherweise ist eine
Kopie des Lqf-FL-GFP-Rettungskonstruktes nicht ausreichend, um bei einer Liganden-
Uberexpression die Lqf-Funktion vollstindig zu erfiillen. Des Weiteren wirkt Ser-HA cis-
inhibitorisch und unterdriickt die endogene Wg-Expression an der d/v-Grenze (Abbildung 28, I,
rosafarbener Pfeil). Ser-HA lokalisiert in diesem genetischen Hintergrund in Vesikeln (Abbildung
28, M, gelbe Pfeilkopfe). Die Expression von Ser-HA im Igf-mutanten Hintergrund gerettet durch
entweder Lqf-UIM1EEE-AAA -GFP oder Lqf-AUIM2-GFP fiihrt zu keiner ektopischen Aktivierung des
Notch-Signalwegs (Abbildung 28, vgl. [, I’ mit ], ]" und K, K). Es kommt zu einer Unterbrechung
der endogenen Wg-Expression entlang der d/v-Grenze (Abbildung 28, ] und K, rosafarbene Pfeile)
und einer erhohter Cis-Inhibition im ptc-Streifen, die anhand einer grofieren Unterbrechung der
endogenen Wg-Expression und einer fehlenden Gbe+Su(H)-Expression sichtbar wird (Abbildung
28, ], ]" und K, K’, rosafarbene Pfeile). Dies fiihrt zu einer Narbenbildung und Deformation des
Fliigelfeldes. Nach dem Funktionsverlust beider UIMs ist das ektopisch exprimierte Ser-HA nicht
in der Lage den Notch-Signalweg zu aktivieren (Abbildung 28, vgl. D und [, I’ mit L, L"). Diese
Ergebnisse zeigen, dass fiir die Aktivitdt von Ser-HA beide UIMs gleichermaf3en benétigt werden,

da ein Verlust von UIM1 oder UIM2 zu einer fehlenden Aktivierung des Notch-Signalwegs fiihrt.
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Abbildung 28: Rolle der Ubiquitin-interagierenden Motive von Lqf fiir die Aktivitit von Ser. Die
Rettungskonstrukte Lqf-FL-GFP, Lqf-UIM1EEE-AAA-GFP, Lqf-AUIM2-GFP und Lqf-UIM1EEE-AAA+AUIM2-GFP
wurden im Igf~mutanten Hintergrund exprimiert. Dabei retten Lqf-FL-GFP, Lqf-UIM1EEE-AAA-GFP und Lqf-
AUIM2-GFP die Igf-mutante Situation und fithren zu einer wildtypischen Wg-Expression in den
Fliigelimaginalscheiben (A, B, C). Lqf-UIM1EEE-AAMAL AUIM2-GFP rettet die embryonale Letalitdt von Igf,
hierbei sind die Fliigelimaginalscheiben deutlich kleiner und weisen keine Notch-Aktivitit in der
Fligeltasche auf (D). Es kann in allen genetischen Hintergriinden eine vesikuldre Lokalisation von
endogenem Ser beobachtet werden (E-H, gelbe Pfeilkopfe). Ser-HA wurde mit ptcGAL4 im Igf-mutanten
Hintergrund exprimiert, der durch die beschriebenen Lqf-Varianten gerettet wurde. Bei der Ser-HA-
Expression im Hintergrund gerettet durch eine Kopie Lqf-FL-GFP wird eine ventrale ektopische Aktivierung
des Notch-Signalwegs induziert (I, I’, gelbe Pfeile). Bei der Expression von Ser-HA im Hintergrund gerettet
durch Lqf-UIM1EEE-AAA.GFP oder Lqf-AUIM2-GFP wird keine ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs
beobachtet. Dariiber hinaus kommt es zu einer Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitat infolge einer
verstirkten Cis-Inhibition (], |, K, K’, rosafarbene Pfeile). Bei der Rettung mit Lqf-UIM1EEE-AAA+ AUIM 2-GFP
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ist Ser-HA ebenfalls nicht in der Lage den Notch-Signalweg zu aktivieren (L, L"). In allen vier genetischen
Hintergriinden kann eine vesikulare Ser-HA-Lokalisation detektiert werden (M, M’-P, P’, gelbe Pfeilkopfe).
Hierbei wird bei den Rettungen mit Lqf-UIM1EEE-AAA-GFP, Lqf-AUIM2-GFP und Lqf-UIM 1EEE-AAA+ AUIM 2-GFP
zusatzlich ein verstarktes HA-Signal an der Membran beobachtet (M, M’-P, P’, hellblaue Pfeilkopfe). Die
Fliigelimaginalscheiben sind in A-C und I-K 100-fach; in D, L und I’-L" 250-fach; in E, E"-H, H  und M, M’-P,
P’ 630-fach vergrofdert.

Interessanterweise konnen Unterschiede zwischen den Rettungsexperimenten ohne und mit
ektopisch exprimiertem Ser-HA festgestellt werden. So istin den Rettungsexperimenten ohne Ser-
HA-Expression nur eines der beiden UIMs fiir die Aktivitdt der endogenen Liganden ausreichend.
Bei einer Uberexpression von Ser-HA hingegen werden beide UIMs benétigt, um eine ektopische
Aktivierung des Notch-Signalwegs zu induzieren. Diese Beobachtung kénnte darauf zuriick zu
fiihren sein, dass durch die Uberexpression von Ser-HA die méglichen negativen Auswirkungen
des Verlustes von einem UIM nicht mehr kompensiert werden kénnen. Dabei wird eine vesikulare
Lokalisation fiir Ser-HA nach der Rettung durch alle drei Konstrukte beobachtet (Abbildung 28,
N, O und P, gelbe Pfeilkopfe). Gleichzeitig wird aber auch ein verstiarktes HA-Signal an der
Zellmembran beobachtet (Abbildung 28, N, O, P, hellblaue Pfeilkopfe), was auf eine
beeintrachtigte Endozytose hindeuten kénnte. Es wurde keine quantitative Analyse durchgefiihrt.
Daher ist nicht auszuschlief3en, dass ein Verlust der Lqf-UIMs zu einer Reduktion der Liganden-
Endozytose flihrt. Moglicherweise wird beim Ausfall eines oder beider UIMs nur eine bestimmte
Fraktion der Liganden nicht mehr endozytiert, die in diesem Experiment nicht identifiziert
werden konnen. Zusammenfassend bestitigen diese Ergebnisse die bereits frither beschriebenen
Daten, dass Ser auch Lqf-unabhingig endozytiert wird [43] und dass die Ser-vermittelte

Aktivierung des Notch-Signalwegs Lqf benoétigt [43, 72].
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3.3 Die Rolle einzelner Ks in der ICD fiir die Aktivitit von Ser

Die oben beschriebenen Ergebnisse verdeutlichen, dass die intrazelluliren Ks von Ser und die
Ubiquitin-interagierenden Motive von Lgf fiir die volle Aktivitit des Liganden notwendig sind. Aus
diesem Grund wurde die Rolle einzelner Ks in der Ser-ICD untersucht. Zu diesem Zweck wurde
zuerst ein Aminosduresequenzenvergleich der Ser-ICDs aus verschiedenen Arthropoden-Spezies
erstellt, um konservierte Ks zu identifizieren (Abbildung 29). Die ICD von Drosophila
melanogaster (D. melanogaster) Ser enthalt zehn Ks, fiinf davon (K1276, K1294, K1362, K1381,
K1385) scheinen besonders stark und ein weiteres K1370 weniger stark konserviert zu sein
(Abbildung 29, markiert durch roten und schwarzen Rahmen). Um die Rolle dieser fiinf am
starksten konservierten Ks fiir die Ser-Funktion zu analysieren, wurden diese in der
wildtypischen ICD von Ser-HA einzeln oder in unterschiedlichen Kombinationen gegen Rs (K zu
R) ausgetauscht (siehe 2.2.1). Als Pendant dazu wurden in die K-freie ICD von SerK2R-HA die
entsprechenden Ks (R zu K) wieder eingefiihrt. Die Wiedereinfithrung der Ks erfolgte ebenfalls
einzeln oder in Kombinationen (siehe 2.2.1). Die hergestellten Konstrukte wurden, wie Ser-HA
und SerK2R-HA, mit einem C-terminalen HA-Tag markiert und in die attP-site 51C inseriert.
Anschliefdend wurden diese mit ptcGAL4 exprimiert und die Auswirkungen auf die Aktivierung
des Notch-Signalwegs analysiert. Um zu untersuchen, ob ein K zu R- bzw. R zu K- Austausch die
subzelluldre Lokalisation des jeweiligen Liganden beeinflusst, wurde bei der Auswahl der

Konstrukte zusatzlich eine Antikorperfirbung gegen HA durchgefiihrt und Z-Stapel

aufgenommen.

K1276 K1294
D. melanogaster KQRLAYRTS- SGMNLTP-SL DALR-HEE SNNLONEENL B L L] S TSSLRAATGM
D. yakuba KQRLAYRTS- SGMNLTP-SL DALR-HEE SNNLQNEENL L R S TSSLRAATGM
AJ?Phﬂmﬁ5 LKTMRHRSNL TATTSSETSL HRHRSDLD SNNLONEENL DQ DS-E-----+ -eccec-n- PR VSVVRPLSGT
A.gambmq RQKVHSHSG- SGTNLSP-HL DLSRGMDE SNNLQNEENF RRYANPLKA- ------c--c-- coocoaoao S SSSLRGA--M
A. aegypti RQKLQSHSG- SGTNLTP-HM DLSRSHEE SNNLQNEENF = emeesmeece ssecee~e- S ASSLRGA--M
A. mellifera LRTVRQRSSL TATTSSETSL HRHRSDLD SNNLQNEENL EQ DQGE---=-== «ecewenu- PR VSVVRPLSGT
N.wnmennB LRSTRQRSGL TATTSSETSL HRHRSDLD SNNLONEENL DQ D-GE------ -------- PR VSVVRPLSGT
T. castaneum VRQRRRNLGL SGMNLSPSSD TCHRNHED SNNLQNEENL D- DGGSMASINS AGACGLDLPK VSVVRPLS--

C. quinquefasciatus RQKLQSHSG- SGMNLSP-HL DLSRGHEE SNNLQNEENF - eeeeececes ceeceeeo- S ASSLRGA--M
B. mori VRRRRVAAA- -« -ccuonnn ERSRRCDE SNNLQNEENL RRYANPLREE RGG-=---== =ecccmccnan coeccannns
K1370
D. melanogaster gl -SLNPAPE LAASAASSSA LHRSQPLFP- -PC----- DF ERELDSSTGL KQAHKRSSQI LLHKTQNSD- MRKNTVGSLD
D. yakuba EL-SLNPAPE LAASAASSSA LHRSQPLFP- -PC----- DF ERELDSSTGL KQAHKRSSQI LLHKTQNSD- MRKNTVGSLD
A. cephalotes SLGTLTGTEE SLEMVSE--- -=-e-semce momccoeooe momenonoan -EGRHRLPP- -LYKPPSAEA RNNTASFSYE
A. gambiae EL-SLNPAPE INQIAGPSSV HHRSQQLYP- -PCTPDGAEF EKDPDK QKAANRNSHI LLHKTQNADI M IVGAID
A. aegypti EL-SLNPAPE INQIAGPSTV H-RSQQLYP- -SCGND-AEF EKDPEK QKAANRNSHI LLHKTQNSDI - IVSSIE
A. mellifera SLGALGATEE SLEMVSD- -+ ---cccccnn mmmnmnnnn comnnn -ESRHRLPP- -LYKAPSAEA RNNTASFTYE

N. vitripennis SLGPLGPGEE SLEMVSE--- ------o-uan ..
T. castaneum SMLPHDGSSE MLEMISEVDC PGSRKTMLVV PGT-

- -EGRHRLPP- -LYKPPCAEM RNNTASFSYE
EANSMKLGDG LSPAHRSSQI MLYKAQNPDV RKNTAAFDDS

C. quinquefasciatus EL-SLNPAPE INQIAGPSTL HRSQQHLYPG GPAG-DVTEY EKDPDKA--- -KAANRNSHI LLHKTQNADI ITKNIAAAID
B.mori ----- TRGED LPRAHS - - - ceccmciaae i iiiiae ciiiiccnans mmmmmmnaan -LYKAQNADA RNDT------
K1381K1385
D. melanogaster RKDFGKR S INCKSMP-- ------- PS5 GDEG--coia: Scomecems o Seissaiesmas “SDVLATTVM Veccvecn--
D. yakuba SINCKSMP-- --wu--- PES GDEG==smas 5 v = s ses i Siw 55 & 5 -SDVLATTVM V------n--
A. cephalotes RLQEPMY--P HQQPGTSQTS GPevvvveve cocecoacen soeecoonan “HQVL--TVH Ve=enmmn-n-
A. gambiae SINDHTASSA AANVSGVAAS GTQSVGATSG TVAAHPVPDA PAAGSTLAP- ESDVL--TVH Va-cvcon---
A. aegypti SINEHTAPGG VAMPPSTPSS ASV-VMPVNG AVVVSSVATA PSSTAPTAMI DSDVL--TVH V---con---
A. mellifera RLQEPTY--S -QQASSSQTS GPe-vvvvcocn cocmcoacon somacoonan “HQVL--TVH V-----un--
N. vitripennis RLQEPTYNSS HHQPGTSQTP NP-v-v-oemon ccmeecmcce smmmmmmmmn -QQML--TVH V-ceonmmnnn
T. castaneum TINV-=----- NKQRTSQNTS GS--==---= === oemon —ooooomna- “NDVL-=TVL Ve-emeenn-
C. quinquefasciatus SINECTAATP PAPAPPSAST GTPVTG--SN VATAATAPSS TQLATSPSSP DSDVL--TVH V---------
B. mori ALPAPEPPPP ARHPPPERL- == cccccccn ceccmocncn cacecocnnn memnonn TV Vews wisis winn
konservierung: [
0% 100%

Abbildung 29: Aminosaduresequenzenvergleich der intrazelluliren Domanen von Ser aus unterschiedlichen
Insektenspezies. Die am stiarksten konservierten Ks sind mit einem roten Rahmen markiert und oben
nummeriert. Die Nummer entspricht der Position des K in der ganzen Aminosduresequenz von Ser aus
Drosophila melanogaster. Die Aminosduren sind im Ein-Buchstaben-Code abgekiirzt. Die Farbe der
jeweiligen Aminosduren entspricht dem Grad der Konservierung, dabei sind die am starksten konservierten
Aminosduren in Rot dargestellt.
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3.3.1 Der Austausch von K1362 beeintrichtigt die Aktivitit von Ser

Um die Rolle jedes einzelnen der flinf konservierten Ks zu analysieren, wurden die Ser-Varianten
SerR1276-HA, SerR1294-HA, SerR1362-HA, SerR1381-HA und SerR1385-HA generiert und analysiert.
SerR1276.HA, SerR1294-HA, SerR1381-HA und SerR1385-HA sind in der Lage den Notch-Signalweg
ektopisch zu aktivieren, vergleichbar mit Ser-HA (Abbildung 30, vgl. C, C" mit D, E, G, H, gelbe
Pfeile). Dabei wirken SerR1381-HA und SerR1385-HA etwas starker cis-inhibitorisch als Ser-HA
(Abbildung 30, vgl. C" mit G’, H’, rosafarbene Pfeile). Serk1276-HA, SerR1294-HA, SerR1381-HA und
SerR1385-HA lokalisieren sowohl an der apikalen Membran (Abbildung 30, D”, G”, hellblaue
Pfeilkopfe) als auch in Vesikeln (Abbildung 30, D™, G”, gelbe Pfeilkopfe). In dieser Arbeit ist die
subzelluldre Lokalisation von SerR1276-HA und SerRi381-HA reprasentativ fiir alle oben
beschriebenen Konstrukte dargestellt. Interessanterweise ist SerR1362-HA nicht in der Lage den
Notch-Signalweg zu aktivieren, sondern verursacht eine Unterbrechung der endogenen Wg-
Expression (Abbildung 30, F, F’, rosafarbene Pfeile). Diese Unterbrechung geht nicht tiber die ptc-
Domane hinaus und ist somit zellautonom (Abbildung 30, F, rosafarbener Pfeil). Dieser Effekt
konnte mit einer starken cis-inhibitorischen Eigenschaft ohne Trans-Aktivierung von SerR1362-HA
erklart werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Ks 1276, 1294, 1381, 1385 in der Ser-ICD
fiir die Aktivierung des Notch-Signalwegs einzeln nicht essentiell sind. K1362 dagegen wird
bendotigt. Ahnlich wie SerK2R-HA, lokalisiert Serk1362-HA ausschliefRlich an der apikalen Membran
und in keinen Vesikeln (Abbildung 31, A", hellblauer Pfeilk6pf). Um die mdgliche cis-
inhibitorische Wirkung von SerR1362-HA zu unterdriicken, wurde eine Ko-Expression mit UAS-N
durchgefiihrt. Diese Ko-Expression resultiert in einer starken ektopischen zellautonomen
Aktivierung der Wg-Expression entlang der gesamten ptc-Domane (Abbildung 31, vgl. A, A" mit B,
B’, hellblaue Pfeile). Aus diesem Ergebnis kann abgeleitet werden, dass SerR1362-HA eine starke
cis-inhibitorische und keine trans-aktivierende Eigenschaft besitzt. Um zu testen, ob SerR1362-HA,
dhnlich wie SerK2R-HA, einen Einfluss auf die Lokalisation des endogenen N-Rezeptors hat,
wurde dieser Ligand mit Ni-GFP4Cherry5 ko-exprimiert. Dabei kann eine Akkumulation des N-
Rezeptors an der apikalen Membran beobachtet werden, dhnlich wie bei der SerK2R-HA-
Expression (Abbildung 58, vgl. B-B” mit D-D”’). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass SerR1362-
HA die Endozytose des endogenen N-Rezeptors beeintrachtigt.
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Abbildung 30: Ubersicht der Expressionen von Ser-R-Varianten mit einzelnen K zu R- Austauschen in der
ICD. Die Konstrukte wurden mit ptcGAL4 exprimiert (A). Die Aktivierung des Notch-Signalwegs wurde
mithilfe der Wg-Expression nachgewiesen (B). Die Expression von Ser-HA fiihrt zu einer ektopischen
ventralen Aktivierung des Notch-Signalwegs (C, gelber Pfeil). Innerhalb der ptc-Domane wirkt Ser-HA cis-
inhibitorisch und unterdriickt die endogene Wg-Expression an der d/v-Grenze (C’, rosafarbener Pfeil).
Ahnlich wie Ser-HA, aktivieren SerR1276-HA; SerR1294-HA; SerR1381-HA und SerR1385-HA ektopisch den Notch-
Signalweg im ventralen Kompartiment (vgl. C, C" mit D, D', E, E’, G, G, H, H’, gelbe Pfeile). Dabei scheinen
SerR1381.HA und SerR1385-HA etwas stirker cis-inhibitorisch zu wirken, als Ser-HA (vgl. C" mit G" und H’,
rosafarbene Pfeile). Die Expression von SerR1362-HA fiihrt zu keiner ektopischen Aktivierung und zu einer
Unterbrechung der endogenen Wg-Expression in einer zellautonomen Weise (F, F’, rosafarbene Pfeile). Die
Analyse der subzelluldren Lokalisation der Liganden zeigt, dass sowohl SerR1276-HA als auch SerR1381-HA an
der apikalen Membran und in den Vesikeln lokalisieren (D" und G, gelbe Pfeilkopfe). Die
Fliigelimaginalscheiben sind in A, B, C’-H" 100-fach vergrofert und in C-H 250-fach vergrofiert dargestellt.
Die Abbildungen D" und G”" zeigen je einen vergrofierten Ausschnitt aus der Schnittansicht des Z-Stapels.

Da einzelne Austausche von Ks 1276, 1294, 1381, 1385 zu Rs keinen Einfluss auf die Aktivitat von
Ser hatten, sollte untersucht werden, ob ein gleichzeitiger Austausch von zwei Ks die Funktion
von Ser beeinflussen kann. So wurde im Jahr 2006 gezeigt, dass ein Austausch zweier Ks gegen
Alanine zu einem komplett inaktiven Ser-Liganden fiihrt [25]. Diese zwei Ks entsprechen den
Positionen 1276 und 1294 der fiinf konservierten Ks in der Ser-ICD (Abbildung 29). Auf
struktureller Ebene unterscheiden sich Alanine von Ks starker als Rs. Aus diesem Grund wurden

Ks 1276 und 1294 im Rahmen dieser Arbeit durch Rs ersetzt (Serk1276.1294-HA) und analysiert. Die
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Expression von SerR1276.1294-HA resultiert in einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs,
die etwas schwacher als bei der Ser-HA-Expression ist (vgl. Abbildung 30, C, C" und Abbildung 31,
C, C’, gelbe Pfeile). Gleichzeitig zeigt SerR1276.1294-HA einen starkeren cis-inhibitorischen Effekt als
Ser-HA (vgl. Abbildung 30, C, C" und Abbildung 31, C, rosafarbener Pfeil). Der cis-inhibitorische
Effekt von SerRr12761294-HA kann durch die Ko-Expression mit UAS-N unterdriickt werden, was in
einer starken ektopischen zellautonomen Aktivierung des Notch-Signalwegs resultiert
(Abbildung 31, D, D’, blaue Pfeile). Dabei lokalisiert Serk1276.1294-HA, dhnlich wie Ser-HA, an der
apikalen Membran (Abbildung 31, C”, hellblauer Pfeilkopf) und in den Vesikeln (Abbildung 31,
C”, gelbe Pfeilkopfe). Daher scheint der Effekt, der in Glittenberg et al. 2006 beschrieben ist, durch
einen Ks-Austausch gegen Alanine zustande zu kommen. Ein Austausch dieser Ks gegen Rs hat
einen geringeren Einfluss und zeigt, dass Ks 1276 und 1294 fiir die Ser-Aktivitit nicht essentiell

sind. Aufderdem deutet dies auf eine mogliche Struktur in der Ser-ICD hin.

UAS-SerR1362.HA UAS-SerR1362.HA UAS-SerR1276,1294_H{ A UAS-SerR1276,1294_y o
+ UAS-N + UAS-N

Abbildung 31: Expression von SerR1362-HA und SerR1276.1294-HA, sowie deren Ko-Expression mit UAS-N. Bei
den Konstrukten SerR1362-HA und SerR12761294-HA wurden an den jeweiligen Positionen Ks durch Rs
ausgetauscht. Die transgenen Liganden wurden mit ptcGAL4 exprimiert. SerR1362-HA wirkt stark cis-
inhibitorisch und fiihrt zu einer zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (A, A’
rosafarbene Pfeile). Der Ligand lokalisiert dabei fast ausschliefdlich an der apikalen Membran (A”, A",
hellblaue Pfeilk6pf). Nach der Ko-Expression von SerR1362-HA mit UAS-N kann der cis-inhibitorische Effekt
des Liganden unterdriickt werden und es kommt zu einer starken zellautonomen Aktivierung des Notch-
Signalwegs (B, B’, blaue Pfeile). SerR12761294.HA ist in der Lage den Notch-Signalweg im ventralen
Kompartiment zu aktivieren (C, C’, gelbe Pfeile). Es weist eine verstarkte Cis-Inhibition auf (C, rosafarbener
Pfeil), die durch die Ko-Expression mit UAS-N unterdriickt werden kann, was zu einer starken ektopischen
Aktivierung von Notch in der gesamten ptc-Doméne fiihrt (D, D’, blaue Pfeile). SerR1276.1294-HA lokalisiert
sowohl an der apikalen Membran (C”, hellblaue Pfeilk6pf) als auch in Vesikeln (C”, gelbe Pfeilképfe). Die
Fliigelimaginalscheiben sind in A-D 100-fach und in A’- D" 250-fach vergrofiert dargestellt. In A, A" und
C” sind vergrofierte Ausschnitte aus der Schnittansicht des Z-Stapels dargestellt.
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Da ein gleichzeitiger Austausch von zwei konservierten Ks sich nur geringfiigig auf die Aktivitat
von Ser auswirkte, sollte als Nachstes untersucht werden, ob ein Austausch von finf
konservierten Ks gleichzeitig die Ser-Funktion beeinflussen kann. Hierfiir wurde
SerR127612941362,1381,1385-HA (Ser-5R-HA) generiert. Ser-5R-HA agiert wie SerK2R-HA dominant
negativ und verursacht eine Narbenbildung mit einer nicht zellautonomen Unterdriickung der
endogenen Notch-Aktivitit an der d/v-Grenze (Abbildung 54, vgl. C, C’ mit D, D"). Ahnlich wie bei
SerK2R-HA, wird der dominant negative Effekt von Ser-5R-HA durch die Ko-Expression mit UAS-
N unterdriickt, es findet aber weiterhin keine ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs statt
(Abbildung 54, E-E”"). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die fiinf konservierten Ks
gemeinsam agieren und zur Aktivierung des Notch-Signalwegs beitragen. Es ware aber auch
moglich, dass ein gleichzeitiger Austausch von vier oder drei Ks zu einem SerK2R-HA-Phanotyp
fiihrt. Daher wurden folgende Ser-4R-Varianten hergestellt: SerR1294.1362,1381,1385.HA (SerkRRRR-HA),
SerR1276,1362,1381,1385-H A (SerRKRRR-HA); SerR1276,1294,1381,1385_ A (SerRRKRR-HA); SerR1276,1294,1362,1385_ H A
(SerRRRKR-HA) und SerR1276,1294,1362,1381.HA (SerRRRRK-HA). Alle exprimierten Ser-4R-Varianten sind
nicht in der Lage den Notch-Signalweg zu aktivieren und wirken, wie SerK2R-HA, in einer
dominant negativen Weise (Abbildung 32, vgl. C, C" mit D-H und D’-H’, griine Pfeile). Dabei
lokalisieren SerkRRRR-HA und SerRRRKR-HA an der apikalen und partiell an der basalen Membran. Es
sind sehr wenige bis gar keine Vesikel zu sehen (Abbildung 32, D", G”, hellblaue Pfeile). Die
restlichen Ser-4Rs lokalisieren in einer dhnlichen Weise und weisen kaum vesikulare Strukturen
auf (nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der K zu R-Austausche zeigen also, dass Ks 1276, 1294, 1381, 1385 fiir die Ser-
Aktivitat einzeln nicht essentiell sind, wahrend K1362 benotigt wird. Ein gleichzeitiger Austausch
von Ks 1276 und 1294 verstarkt die cis-inhibitorische Eigenschaft des Liganden, welcher jedoch
weiterhin in der Lage ist den Notch-Signalweg ektopisch zu aktivieren. Bei einem gleichzeitigen
Austausch von vier oder fiinf konservierten Ks, wirken alle transgenen Liganden in einer
dominant negativen Weise, selbst die SerRRKRR-Variante, in der K1362 noch vorhanden ist. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass K1362 fiir die Funktion von Ser essentiell ist. Es kann jedoch nur in
Verbindung mit weiteren konservierten Ks zu einer effizienten Aktivierung des Notch-Signalwegs
beitragen. Es ware nicht ausgeschlossen, dass bereits ein Austausch von drei Ks gleichzeitig zu
einem SerK2R-dhnlichen Phanotyp fiihrt. Diese Moglichkeit wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
tberpriift.
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Abbildung 32: Ubersicht der Expressionen von Ser-4R-Varianten mit vier gleichzeitigen K zu R-Austauschen
in der Ser-I1CD. SerR1294,1362,1381,1385_HA (SerKRRRR_HA)’ SerR1276,1362,1381,1385_HA (SerRKRRR_HA)’
SerR1276,1294,1381,1385_HA (SerRRKRR_HA)’ SerR1276,1294,1362,1385_HA (SerRRRKR_HA) und SerR1276,1294,1362,1381.H A
(SerRRRRK-HA) wurden mit ptcGAL4 exprimiert (A). Als Aktivititsmarker fiir die Aktivierung des Notch-
Signalwegs wurde die Wg-Expression untersucht (B). SerK2R-HA agiert in einer dominant negativen Weise
und fiihrt zu einer nicht zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (C, C’, griiner Pfeil).
Ahnlich dazu wirken alle Ser-4R-Varianten dominant negativ und verursachen eine Unterbrechung der
endogenen Wg-Expression in einer nicht zellautonomen Weise (vgl. C, C’ mit D, D’-H, H’, griine Pfeile). Dabei
lokalisieren SerkRRRR-HA und SerRRRKR-HA hauptsachlich an der apikalen Membran und partiell an der
basalen Membran (D" und G, hellblaue Pfeile). Es sind kaum HA-Vesikel zu sehen (D" und G™). Die
Fliigelimaginalscheiben sind in A, B, C’-H"100-fach, in C-H 250-fach vergrofiert dargestellt. Die Bilder D
und G” zeigen je Ausschnitt aus der Schnittansicht des Z-Stapels.
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3.3.2 Es werden mindestens fiinf Ks in der ICD fiir die volle Ser-Aktivitat benotigt

Die vorherigen Resultate zeigen die Abhadngigkeit der Ser-Funktion von den intrazelluldren Ks.
Dabei scheint nur K1362 einzeln essentiell zu sein. Aus diesem Grund sollte getestet werden, ob
die Wiedereinfiihrung einzelner konservierten Ks in die SerK2R-ICD zu einem aktiven Liganden
fithren kann. Hierfiir wurden Ks an den entsprechenden Positionen in die SerK2R-ICD wieder
eingefiihrt und SerK2RK1276-HA, SerK2RKk1294-HA, SerK2RK1362-HA, SerK2RK1381-HA sowie
SerK2RK1385-HA generiert (SerK2R-K). Die Expression aller SerK2R-K-Varianten fiihrt zu einem
SerK2R-dhnlichen Phanotyp mit einer nicht zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-
Expression infolge der dominant negativen Wirkung des Liganden (Abbildung 33, vgl. C, C" mit D,
D’-H, H’, griine Pfeile). Alle SerK2R-K-Varianten lokalisieren an der apikalen Membran. In dieser
Arbeit ist die Lokalisation von SerK2RK1276-HA und SerK2RK1381-HA reprasentativ dargestellt
(Abbildung 33, D, G”, hellblaue Pfeile).
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Abbildung 33: Ubersicht der Expressionen von den SerK2R-K-Varianten, bei denen eines der fiinf
konservierten Ks in die SerK2R-ICD wieder eingefithrt wurden. Alle SerK2R-Ks wurden mit ptcGAL4
exprimiert (A). Wie SerK2R-HA wirken SerK2RX1276-HA, SerK2Rk1294-HA, SerK2Rk1362-HA, SerK2RK1381-HA
und SerK2RK1385-HA dominant negativ und verursachen eine nicht zellautonome Unterbrechung der
endogenen Wg-Expression (vgl. B mit C, C’-H, H’, griine Pfeile). SerK2RK1276-HA und SerK2RX1381-HA
lokalisieren ausschliefilich an der apikalen Membran (D" und G”, hellblaue Pfeilképfe). In A, B, C"-H" sind
die Fliigelimaginalscheiben 100-fach und in C-H 250-fach vergrofiert dargestellt. Bilder D”” und G” zeigen
je einen vergrofierten Ausschnitt aus der Schnittansicht des Z-Stapels.
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Demnach ist keines der fiinf Ks einzeln ausreichend, um dem inaktiven SerK2R-Konstrukt eine
Aktivierungsfahigkeit zu verleihen. Gleichzeitig scheint die Endozytose aller SerK2R-K-Varianten
gestort zu sein, dhnlich wie bei SerK2R-HA.

Aus diesem Grund sollte im Anschluss untersucht werden, ob das Wiedereinfithren von zwei oder
drei Ks gleichzeitig fiir die Aktivitat des SerK2R-Liganden ausreicht. Hierfiir wurden Konstrukte
SerK2RK12761294-HA (Soya Kim, unveroffentlichte Daten AG Klein), SerK2RK127612941362.HA
(Seer RKKKRR-HA)’ SerK2RK1362,1381,1385-H A (Seer RRRKKK-HA) und SerK2RK1276,1294,1385_.H A
(SerK2RKKRRK-HA) generiert und analysiert. All diese transgenen Liganden sind nicht in der Lage
den Notch-Signalweg zu aktivieren (Abbildung 56), was darauf hindeutet, dass auch drei
konservierte Ks fiir die Funktion von Ser nicht ausreichend sind. Daher wurden vier der fiinf Ks
in die ICD von SerK2R-HA eingefiihrt und folgende SerK2R-4K-Varianten hergestellt:
SerK2RK1294,1362,1381,1385-H A (SerKZRRKKKK-HA)’ SerK2RK1276,1362,1381,1385-H A (SerKZRKRKKK-HA)’
SerK2RK1276,1294,1381,1385-H A (Seer RKKR](](_HA), SerK2RK1276,1294,1362,1381-H A [SerKZRKKKKR_HA)’
SerK2RK12761294,1362,1385-HA (SerK2RKKKRK-HA). Bei der Expression von SerK2RRKKKK-HA wird eine
sehr schwache ektopische Wg-Expression im ventralen Kompartiment beobachtet (Abbildung 34,
D, D’, gelber Pfeil). Die endogene Wg-Expression ist in diesen Fliigelimaginalscheiben weiterhin
unterbrochen, allerdings in einer zellautonomen Weise. Auch bei der Expression von SerK2 RKRKKK-
HA und SerK2RKKKRK-HA wird kein dominant negativer Effekt mehr beobachtet, da es diesmal zu
einer zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-Expression kommt (Abbildung 34, E und
G, rosafarbene Pfeile). Die Beobachtung, dass die Wg-Expression bei diesen Genotypen
zellautonom unterbrochen wird, lasst vermuten, dass SerK2RRKKKK-HA und SerK2RKRKKK-HA cijs-
inhibitorisch und nicht mehr dominant negativ wirken. Die exprimierten SerK2RKKRKK-HA und
SerK2RKKKKR-HA zeigen dagegen einen SerK2R-dhnlichen Phénotyp und wirken dominant negativ
(Abbildung 34, F, F" und H, H’, hellgriine Pfeile). Die Varianten SerK2RRKKKK-HA und SerK2RKKKRK-
HA lokalisieren hauptsachlich an der apikalen Zellmembran (Abbildung 34, D" und G”, hellblaue
Pfeilkopfe). Die restlichen Konstrukte zeigen eine dhnliche Lokalisation (nicht gezeigt).
Zusammenfassend flihrt die Wiedereinfiihrung von vier Ks in die SerK2R-ICD zu keinem aktiven
Liganden. Aus diesem Grund wurden alle fiinf konservierten Ks in die SerK2R-ICD zurtickgebracht
und SerK2RK1276,1294,1362,1381,1385-HA (SerK2R-5K-HA) generiert. Ahnlich wie Ser-HA kann SerK2R-
5K-HA den Notch-Signalweg ektopisch aktivieren und cis-inhibieren (Abbildung 35, vgl. A, A" mit
E, E°, gelbe und rosafarbene Pfeile). Durch die Ko-Expression mit UAS-N kann der cis-
inhibitorische Effekt von SerK2R-5K-HA unterdriickt werden und es kommt zu einer starken
ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs in der gesamten ptc-Domane (Abbildung 35, F, F’,
hellblaue Pfeile). Dabei lokalisiert SerK2R-5K-HA an der Zellmembran (Abbildung 35, E”,
hellblaue Pfeilkopfe) sowie in den Vesikeln (Abbildung 35, E”, gelbe Pfeilképfe).
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Abbildung 34: Ubersicht der Expressionen von SerK2R-4K-Varianten, bei denen vier der fiinf konservierten
Ks in die SerK2R-ICD wieder eingefithrten wurden. Die Konstrukte SerK2RK1294136213811385.HA
(SerK2RRKKKK-HA), SerK2RK1276,13621381,1385-H A (SerK2RKRKKK-HA), SerK2RK127612941381,1385. A (SerK2RKKRKK-
HA)’ SerKZRK1276,1294,1362,1385_HA (SerKZRKKKRK_HA) und SerK2RK1276,1294,1362,1381_H A (SerKZRKKKKR_HA)
wurden mit ptcGAL4 exprimiert und die Wg-Expression als Aktivititsmarker fiir die Notch-Aktivierung
analysiert (A). Die Expression von Ser-HA fiihrt zu einer ektopischen Wg-Expression im ventralen
Kompartiment (B, B’, gelber Pfeil), wiahrend SerK2R-HA dominant negativ agiert und eine nicht
zellautonome Unterbrechung der endogenen Wg-Expression verursacht (C, C’, griiner Pfeil). Bei der
Expression von SerK2RRKKKK-HA wird eine sehr schwache ektopische Wg-Expression nach ventral
detektiert (D, D’, gelbe Pfeile). Die endogene Wg-Expression ist hierbei in einer zellautonomen Weise
unterbrochen (D, D, rosafarbener Pfeil). Ahnlich dazu bewirken SerK2RKRKKK-HA und SerK2RKKKRK-HA eine
zellautonome Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (E, E’, G, G’, rosafarbene Pfeile). Ahnlich wie
SerK2R-HA, agieren SerK2RKKRKK-HA und SerK2RKKKKR-HA dominant negativ und induzieren eine nicht
zellautonome Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (vgl. F, F" und H, H" mit C, C’, griine Pfeile).
SerK2RRKKKK-HA und SerK2RKKKRK-HA ]okalisieren hauptsachlich an der apikalen Zellmembran (D" und G,
hellblaue Pfeilkdpfe). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A, B, C’-H"100-fach, in C-H 250-fach vergrofiert
dargestellt. Die Bilder D”" und G”* zeigen je Ausschnitt aus der Schnittansicht des Z-Stapels in der 630-er
Vergrofierung.

Wie in der Einleitung erwdhnt, induzieren in den spateren Stadien der Fliigelentwicklung die
Liganden DI und Ser die Aktivierung des Notch-Signalwegs entlang der d/v-Grenze, worauf die
Expression von wg eingeschaltet wird. Wg aktiviert seinerseits die Expression der Liganden in

den benachbarten Zellen (Abbildung 6). Durch diese DIl/Ser/Wg-Schleife werden die wg-
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Expression in den Grenzzellen und die Liganden-Expression in den angrenzenden Zellen
aufrechterhalten. Daher wire es moglich, dass eine leichte ektopische Aktivierung des Notch-
Signalwegs indirekt zu einer Hochregulation der endogenen Liganden fiihren kann. Diese
wiederum konnten zur ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs beitragen, was zu einer
ektopischen wg-Expression fiihren kénnte. Aus diesem Grund sollte ausgeschlossen werden, dass
die bei der SerK2R-5K-HA-Expression beobachtete ektopische Wg-Expression indirekt durch die
endogenen Liganden induziert wird. Hierfiir wurde SerK2R-5K-HA mithilfe des MARCM-Systems
in den DI und Ser doppelmutanten Zellen exprimiert. Ein Ausfall beider Liganden resultiert in
einer nicht zellautonomen Unterbrechung der Wg-Expression an der d/v-Grenze ((Abbildung 35,
I, I, weifde Pfeile und weife Klammer) und [24]). Dabei schalten die DI, Ser-mutanten Zellen die
Wg-Expression ein, wenn sie an die wildtypischen Zellen angrenzen. Diese Beobachtung lasst sich
dadurch erklaren, dass die DI, Ser-mutanten Zellen keine Liganden exprimieren, die N-Rezeptoren
aber noch besitzen. Daher kommt es innerhalb der Klone zu freien N-Rezeptoren, die nicht durch
die Liganden cis-inhibiert werden. Diese Rezeptoren konnen durch die Liganden der
benachbarten wildtypischen Zellen transaktiviert werden [23, 24] . Umgekehrt verhalt es sich,
wenn Ser-HA in einem wildtypischen Zellklon iiberexprimiert wird. Der ektopisch exprimierte
Ligand kann die N-Rezeptoren in einem Zelldurchmesser aufierhalb der Zellklone trans-
aktivieren (Abbildung 35, D, D’, gelber Pfeil). Innerhalb der Zellklone kommt es infolge einer
hohen Liganden-Konzentration zur Cis-Inhibition und somit zu einer Unterdriickung der Wg-
Expression (Abbildung 35, D, D’, rosafarbener Pfeil). Der gleiche Effekt wird beobachtet, wenn
Ser-HA in DI, Ser-mutanten Zellklonen exprimiert wird (Abbildung 35, C, C’). Diese Ergebnisse
zeigen, dass Ser-HA auch in Abwesenheit von den endogenen Liganden sowohl trans-aktivierend
als auch cis-inhibierend wirken kann (Abbildung 35, C, C* gelbe und rosafarbene Pfeile). Dieselbe
Situation kann auch beobachtet werden, wenn SerK2R-5K-HA exprimiert wird. Es wird eine
Trans-Aktivierung des Notch-Signalwegs in einem Zelldurchmesser aufierhalb der Zellklone
(Abbildung 35, G, G" und H, H’, gelbe Pfeile) sowie eine Unterdriickung der Notch-Aktivitat
innerhalb der Zellklone beobachtet (Abbildung 35, G, G" und H, H’, rosafarbene Pfeile). Diese
Beobachtungen legen nahe, dass die Ks 1276, 1294, 1362, 1381, 1385 in der Ser-ICD fiir die volle
Funktion des Liganden notwendig und ausreichend sind. Somit werden mindestens fiinf Ks in der

ICD von Ser fiir eine effektive Signaltransduktion des Notch-Signalwegs bendétigt.
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Abbildung 35: Ubersicht der Expressionen von SerK2RK127612941362,13811385.HA (SerK2R-5K-HA). Bei
SerK2R-5K-HA wurden alle fiinf am stiarksten konservierten Ks in die SerK2R-ICD wieder eingefiihrt. Die
Expressionen von Ser-HA und SerK2R-5K-HA resultieren in einer ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalwegs im ventralen Kompartiment (A, A" und E’, E, gelbe Pfeile). SerK2R-5K-HA lokalisiert an der
apikalen Membran (E”, hellblaue Pfeilképfe) und in den Vesikeln (E”, gelbe Pfeilkopfe). Die Ko-Expression
von Ser-HA und SerK2R-5K-HA mit UAS-N fiihrt zu einer starken zellautonomen ektopischen Wg-
Expression in der gesamten ptc-Domane (B, B” und F,F’, hellblauen Pfeile). Um zu analysieren, ob SerK2R-
5K-HA in Abwesenheit von den endogenen DI- und Ser-Liganden trans-aktivieren kann, wurden Ser-HA und
SerK2R-5K-HA mittels des MARCM-Systems in DI Ser-doppelmutanten Zellklonen exprimiert. Die
doppelmutanten Zellklone sind dabei durch eine GFP-Fluoreszenz markiert (C, C’, G, G*). Als Kontrolle
wurden DI, Ser-doppelmutante Zellklone mit dem FLP-FRT-System generiert. Die mutanten Zellen sind
hierbei durch fehlende GFP-Fluoreszenz markiert (I, gekennzeichnet durch -/-). Ein kompletter Verlust
beider Liganden resultiert in einer nicht zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (1, I,
weifde Pfeile und weifde Klammer). Die DI, Ser-doppelmutanten Zellen, die an die wildtypischen Zellen
angrenzen, schalten dabei die Wg-Expression ein (I). Ahnlich wie in der wildtypischen Situation, induzieren
die in den DI, Ser-doppelmutanten Zellklonen exprimierten Ser-HA und SerK2R-5K-HA eine ektopische Wg-
Expression in den benachbarten wildtypischen Zellen (G, G" und H, H’, gelbe Pfeile). Die ektopische Wg-
Expression bei der SerK2R-5K-HA-Expression ist dabei vergleichbar mit der ektopischen Wg-Expression
bei der Ser-HA-Expression (vgl. C, C" und D, D" mit G, G" und H, H" gelbe Pfeile). Aufgrund der cis-
inhibitorischen Wirkung beider Liganden, findet innerhalb der DI Ser-mutanten Zellklone keine
Aktivierung der Wg-Expression statt (C,C’, D, D", G, G, H, H’, rosafarbene Pfeile). Die Fliigelimaginalscheiben
sind in A", B’, E’, F" 100-fach, in A-I und C’, D°, G’-I" 250-fach und in E”* 630-fach vergrofiert dargestellt.
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3.3.3 K1370 kann den Verlust eines der konservierten Ks kompensieren
Die Unfahigkeit aller SerK2R-4K-Varianten das Notch-Signal auszuldsen, lasst schlussfolgern, dass
vier der flinf konservierten Ks fiir die volle Funktion von Ser nicht ausreichend sind. Gleichzeitig
sind jedoch Ser-Rs, Varianten mit einzelnen K zu R- Austauschen, in der Lage den Notch-Signalweg
ektopisch zu aktivieren. Die einzige Ausnahme stellt SerR1362-HA dar, das zu keiner Aktivierung
des Notch-Signalwegs fahig ist. Somit sind bei den Ser-R-Varianten, dhnlich wie bei den SerK2R-
4K-Varianten, nur vier der fiinf konservierten Ks vorhanden (Zusammengefasst in der Abbildung
55). Dies bedeutete, dass Ser-HA ein weiteres K fiir die volle Funktion besitzt, welches in den ICDs
von SerK2R-4K-Varianten fehlt. Daher wurde im weiteren Verlauf ein K an der Position 1370
ausgesucht, das weniger stark konserviert ist (Abbildung 29). K1370 wurde anschliefRend in die
SerK2R-4K-Varianten wieder eingefiihrt und dadurch weitere SerK2R-5K-Varianten generiert.
Des Weiteren wurden alle fiinf konservierten und K1370 in die ICD von SerK2R-HA
zuriickgebracht und ein SerK2R-6K-HA hergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit konnten nur die
Varianten SerK2RK1294,1362,1370,1381,1385-H A (SerK2RRKKKK+K1370-HA) und
SerK2RK12761294,1362,1370,1381-HA (SerK2RKKKKR+K1370-HA) analysiert werden. Fiir die restlichen
Konstrukte war die Transgenese ohne Erfolg. Die Expression von SerK2RRKkKK+K1370-HA und
SerK2RKKKKR+K1370-HA resultiert in einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs, die mit
der Aktivierung durch Ser-HA vergleichbar ist (Abbildung 36, vgl. B, B’ mit C, C" und D, D’, gelbe
Pfeile). Dabei scheinen die Varianten SerK2RRKKKK+K1370-HA und SerK2RKKKKR+K1370-HA etwas
starker cis-inhibitorisch als Ser-HA zu wirken (Abbildung 36, vgl. B mit C und D, rosafarbene
Pfeile). Somit sind auch diese fiinf Ks fiir die Aktivitit von Ser ausreichend. Es ware nicht
auszuschliefden, dass ein K an einer anderen Position ebenfalls zur Aktivitidt von Ser beitragen
konnte. Diese Moglichkeit wurde aber in dieser Arbeit nicht tiberpriift, aufgrund eines niedrigeren

Konservierung-Grades der restlichen Ks.

Zusammenfassend demonstrieren die Untersuchungen von den eingefiihrten Rs in die Ser-ICD
und wieder eingefiihrten Ks in die SerK2R-ICD, dass von den fiinf konservierten Ks nur K1362 fiir
die volle Ser-Funktion essentiell ist. Gleichzeitig ist es allein nicht ausreichend, um die sonst K-
freie ICD zu aktivieren und es werden mindestens fiinf Ks fiir die volle Ser-Aktivitit benotigt. Die
restlichen vier Ks sind hierbei nicht alle gleichbedeutend. So sind K1381 und K1385 fiir die Ser-
Aktivitat wichtiger als K1276 und K1294. Aufserdem kann ein weniger stark konserviertes K1370
den Verlust einzelner konservierter Ks kompensieren.

Dariiber hinaus kann eine Abhadngigkeit der Liganden-Aktivitit von der Endozytose der Ser-
Varianten festgestellt werden. Dabei konnen die Liganden, die nicht endozytiert werden, den

Notch-Signalweg nicht aktivieren und wirken cis-inhibitorisch oder dominant negativ.
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Abbildung 36: Ubersicht der Expressionen von SerK2R-4Ks+K1370-Varianten. Bei diesen Konstrukten
wurden vier der fiinf konservierten Ks und K1370 in die SerK2R-ICD wieder eingefiihrt. Die transgenen
Liganden wurden mit ptcGAL4 exprimiert (A). Sowohl SerK2RK12941362,1370,1381,1385_.H A (Ser K2RRKKKK+K1370-
HA) als auch SerK2RK127612941362,1370,1381.HA (SerK2RKKKKR+K1370-HA) sind in der Lage den Notch-
Signalweg im ventralen Kompartiment ektopisch zu aktivieren, vergleichbar mit Ser-HA (vgl. B-B” mit C-C”
und D-D’, gelbe Pfeile). Dabei scheinen diese Varianten etwas stirker cis-inhibitorisch als Ser-HA zu wirken
(vgl. B mit C und D, rosafarbene Pfeile). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A-D 100-fach, in B’- D* 250-fach
vergrofiert dargestellt.
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3.4 Analyse der Expression von Neur auf die Aktivitidt von Ser

In der Fliigelimaginalscheibe ist Mib1 ubiquitdr und Neur nur in den Sensorischen Mutterzellen
exprimiert [45]. In der vorigen Publikation wurde gezeigt, dass Neur die Mib1l-unabhingige
Restaktivitdit von Dl und von DIK2R deutlich steigern kann. Dariiber hinaus erfolgt diese
Steigerung der DI-Aktivitiat durch Neur unabhangig von der RING-Doméne von Neur, sie ist jedoch
abhingig von der Bindung an den Liganden [28].

Daher sollte tiberpriift werden, ob Neur das inaktive SerK2R-HA, dhnlich wie DIK2R, aktivieren
kann. Anschlief3en sollte untersucht werden, welche Doméanen von Neur hierfiir benotigt werden.
Fir diese Fragestellung wurde SerK2R-HA mit Neur und mit modifizierten Neur-Varianten ko-
exprimiert. Alle Neur-Varianten sind UAS-Konstrukte (Abbildung 37). Dabei beinhaltet Neur-Myc
die vollstindige Aminosduresequenz von Neur. Bei den Konstrukten NeurANHR1-V5 und
NeurANHR2-V5 wurden jeweils die NHR1- oder die NHR2-Domanen deletiert. NeurANHR1-V5 ist
nicht in der Lage an den Liganden zu binden, da die deletierte NHR1-Domane fiir die Liganden-
Bindung notwendig ist [53]. Wahrend NeurANHR2-V5 noch in der Lage ist mit dem Liganden zu
interagieren, ist es jedoch nicht v6llig funktional [55]. Bei dem Konstrukt NeurAR-GFP wurde die
katalytische RING-Domane deletiert. Diese Neur-Variante ist nicht mehr in der Lage das Substrat
zu ubiquitinieren [46]. Bei dem Konstrukt Neur5Q-V5 wurden Punktmutationen in das PIP»-
Bindemotiv eingefiihrt, so dass diese Neur-Variante im Zytoplasma, und nicht an der

Zellmembran, in S2-Zellen fehllokalisiert [57].

]:E:E: Neur-Myc
]: ,,,,,,,, { E NeurANHR1-V5
]:E] ,,,,,,,, NeurANHR2-V5
]:E:E: """" [ NeurAR-GFP

-----

QalqQQ

Abbildung 37:Schematische Darstellung der Neur-Varianten. Alle Konstrukte sind UAS-Konstrukte. Dabei
handelt es sich bei Neur-Myc um ein vollstindiges Myc-markiertes Protein. Bei den Deletionskonstrukten
NeurANHR1-V5, NeurANHR2-V5 und NeurAR-GFP wurden jeweils die NHR1-, NHR2- oder RING- Domédnen
deletiert. Das Konstrukt Neur5Q-V5 enthalt ein mutiertes PIPz-Bindemotiv. Die Konstrukte NeurANHR1,
NeurANHR2 und Neur5Q tragen eine V5-Markierung, wahrend NeurAR mit einem GFP versehen ist. Alle
Markierungen befinden sich auf dem C-Terminus der jeweiligen Variante.

Alle Neur-Konstrukte sind mit einem C-terminalen Tag versehen. Das vollstindige Neur ist hierbei
mit einem Myc-Tag, wihrend NeurANHR1-V5, NeurANHR2-V5 und Neur5Q-V5 mit einem V5-Tag

markiert sind. NeurAR-GFP tragt eine GFP-Markierung. Alle Neur-Varianten wurden durch
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zufallige Insertionen ins Genom der Fliege integriert und kénnen daher durch unterschiedliche
Positionseffekte nicht direkt miteinander verglichen werden.

3.4.1 Neur kann Ser Mib1-und Ks-unabhingig aktivieren
Die transgenen Ser-HA und SerK2R-HA-Liganden wurden mittels ptcGAL4 mit Neur und den
Neur-Varianten kontinuierlich ko-exprimiert. Im wildtypischen Hintergrund hat die alleinige
Expression von allen Neur-Varianten keine Auswirkung auf die endogene Notch-Aktivitit
(Abbildung 38, vgl. A mit B-F und Abbildung 59, vgl. A mit B-F).
Die Ko-Expression von Ser-HA mit Neur-Myc, NeurANHR1-V5, NeurANHR2-V5 und Neur5Q-V5
resultiert in einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs im ventralen Kompartiment,
vergleichbar mit der alleinigen Ser-HA-Expression (Abbildung 38, vgl. G mit H-] und L, gelbe Pfeile
und Abbildung 59, vgl. G mit H-]). Eine Ko-Expression von Ser-HA mit NeurAR-GFP fiihrt hingegen
zu einer Suppression, sowohl der ektopischen als auch der endogenen Notch-Aktivitit (Abbildung
38, K, rosafarbene Pfeile und Abbildung 59, K).
Interessanterweise induziert eine Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur-Myc eine ektopische
Wg-Expression im ventralen Kompartiment (Abbildung 38, vgl. M mit N, gelber Pfeil). Diese
ektopische Wg-Expression ist etwas schwicher als nach der Ko-Expression mit Ser-HA
(Abbildung 38, vgl. H mit N, gelbe Pfeile), dennoch stellt sie eine deutliche Steigerung der Aktivitat
des ansonsten dominant negativen SerK2R-HA dar (Abbildung 38, vgl. M mit N und Abbildung 59,
vgl. M mit N). Um auszuschlief3en, dass diese ektopische Wg-Expression durch die endogenen
Liganden indirekt induziert wird, wurden SerK2R-HA mit Neur in den DI, Ser-doppelmutanten
Klonen exprimiert (Abbildung 60, B, B). Fiir diesen Zweck wurden zuerst SerK2R-HA mit UAS-
Neur auf einem Chromosom rekombiniert (in Zusammenarbeit mit Jessica Langenbach,
Masterarbeit 2015). Bei der Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur in den DI, Ser-mutanten
Zellklonen wird eine ektopische Wg-Expression in den wildtypischen an den Klon angrenzenden
Zellen beobachtet (Abbildung 60, B, B’, gelbe Pfeile). Innerhalb der mutanten Zellklone kommt es
infolge der Cis-Inhibition zu einer Unterbrechung der Wg-Expression (Abbildung 60, B, B’
rosafarbene Pfeile). Demzufolge wird die ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs direkt
durch die Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur eingeleitet und nicht indirekt durch die
endogenen Liganden. Die Ko-Expression von SerK2R-HA mit allen weiteren Neur-Varianten,
NeurANHR1-V5, NeurANHR2-V5, NeurAR-GFP und Neur5Q-V5, fiihrt zu keiner Aktivierung des
Notch-Signalwegs und weist den dominant negativen Effekt von SerK2R-HA auf (Abbildung 38,
vgl. M mit O-R, griine Pfeile und Abbildung 59). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass fiir die
Aktivierung von SerK2R-HA durch Neur die NHR1-, NHR2 und die RING-Domaénen, sowie das PIP,-

Bindemotiv von Neur bendtigt werden.
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Abbildung 38: Ko-Expressionen von Ser-HA und SerK2R-HA mit Neur-Varianten im wildtypischen
Hintergrund. Alle Konstrukte wurden mit ptcGAL4 exprimiert (A, visualisiert durch die GFP-Fluoreszenz).
Die alleinige Expression von Neur-Myc, NeurANHR1-V5, NeurANHR2-V5, NeurAR-GFP sowie Neur5Q-V5
hat keinen Einfluss auf die endogene Wg-Expression (vgl. A mit B-F). Eine Ko-Expression von Ser-HA mit
allen Neur-Varianten, mit der Ausnahme von NeurAR-GFP, resultiert in einer ektopischen ventralen
Aktivierung des Notch-Signalwegs (H-] und L, gelbe Pfeile). Ko-Expression von Ser-HA und NeurAR-GFP
fithrt zu einer Repression sowohl der ektopischen als auch der endogenen Wg-Expression (vgl. A und G mit
K, rosafarbene Pfeile). Ko-Expression von SerK2R-HA mit dem Neur-Myc resultiert in einer ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalwegs im ventralen Kompartiment, die ein wenig schwécher ist als nach der
Ko-Expression mit Ser-HA (vgl. H mit N, gelbe Pfeile). Im Gegensatz zur Trans-Aktivierung ist die cis-
inhibitorische Eigenschaft von SerK2R-HA vergleichbar mit der von Ser-HA (vgl. H und N, rosafarbene
Pfeile). Nach der Ko-Expression von SerK2R-HA mit allen weiteren Neur-Varianten kann der dominant
negative Effekt von SerK2R-HA und keine Aktivierung des Notch-Signalwegs beobachtet werden (vgl. M mit
O-R, griine Pfeile). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A-R 100-fach vergrofiert dargestellt.

Um eine Beeinflussung der zuvor gezeigten Ergebnisse durch die E3-Ubiquitin-Ligase Mib1
auszuschlief3en, wurden Ser- und SerK2R-HA mit Neur-Varianten anschliefflend im mib1-
mutanten Hintergrund ko-exprimiert.

Wie bereits in voriger Publikation beschrieben, sind die mib1-mutanten Fliigelimaginalscheiben
deutlich kleiner als wildtypische und weisen keine Aktivierung des Notch-Signalwegs an der d/v-
Grenze auf ([28] und (Abbildung 39, A, A")). Die alleinigen Expressionen von Ser-HA und SerK2R-
HA in mib1-mutanten Fliigelimaginalscheiben haben keine Auswirkung auf diese fehlende Notch-
Aktivitat ([28] und (Abbildung 39, vgl. A, A" mit G, G’, M, M")). Die Expression von Neur-Myc,
NeurANHR2-V5 und Neur5Q-V5 im mibI-mutanten Hintergrund resultiert in einer Aktivierung
des Notch-Signalwegs, die mit Hilfe des sensitiven Gbe+Su(H)-Reporters detektiert wird
(Abbildung 39, B, D, F, gelbe Pfeile). Diese Aktivierung ist bei der Expression von Neur-Myc und
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NeurANHR2-V5 sogar stark genug, um die endogene Wg-Expression an der d/v-Grenze innerhalb
der ptc-Doméane wiederherzustellen ([28] und (Abbildung 39, B’, D’, gelbe Pfeile)). Im Gegensatz
dazu resultiert die Expression von NeurANHR1-V5 und NeurAR-GFP in keiner Aktivierung des
Notch-Signalwegs in mibI-mutanten Fliigelimaginalscheiben (Abbildung 39, C, C" und E, E’). Da
dem Konstrukt NeurANHR1-V5 die Liganden-bindende Domane fehlt, kann es mit den endogenen
Liganden nicht interagieren und daher nicht zu einer Aktivierung beitragen. NeurAR-GFP besitzt
keine katalytische RING-Domaéane und kann daher den Liganden nicht ubiquitinieren und folglich
dessen Endozytose nicht einleiten.

Durch Ko-Expression mit Neur-Myc oder NeurANHR2-V5 kann Ser-HA im mibI-mutanten
Hintergrund den Notch-Signalweg ektopisch aktivieren (Abbildung 39, H, H  und ], ]). Hierbei ist
die ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs sogar stark genug um eine ektopische Wg-
Expression zu induzieren (Abbildung 39, H" und J’, gelbe Pfeile). Wahrend bei der Ko-Expression
von Ser-HA mit Neur5Q-V5 eine schwache Aktivierung des Notch-Signalwegs anhand der
Gbe+Su(H)-Expression zu sehen ist (Abbildung 39, L, gelber Pfeil), hat eine Ko-Expression mit
NeurANHR1-V5 oder mit NeurAR-GFP hingegen keinen Einfluss auf die fehlende Notch-Aktivitat
an der d/v-Grenze (Abbildung 39, vgl. G, G" mit I, I’ und K, K").

Ahnlich wie in der wildtypischen Situation kommt es bei einer Ko-Expression von SerK2R-HA mit
Neur-Myc auch im mib1-mutanten Hintergrund zur ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalwegs (Abbildung 39, N, N” gelbe Pfeile). Diese ektopische Aktivierung ist sogar ausreichend,
um eine ektopische Wg-Expression einzuleiten (Abbildung 39, N’, gelber Pfeil). Die Ko-Expression
von SerK2R-HA mit den restlichen Neur-Varianten, NeurANHR1-V5, NeurANHR2-V5, NeurAR-
GFP und Neur5Q-V5, fithrt dagegen zu keiner Aktivierung des Notch-Signalwegs (Abbildung 39,
vgl. M, M" mit O, O"-R, R").

Diese Ergebnisse bestitigen die bereits beschriebenen Beobachtungen, dass Neur Mib1l
funktionell ersetzen kann [28, 43], wofiir die Bindung an den Liganden bendtigt wird [28].
Dariiber hinaus demonstrieren die Ergebnisse der Ko-Expressionen, dass Neur nicht nur Ser,
sondern auch SerK2R-HA aktivieren kann. Somit ist Neur in der Lage das inaktive und dominant
negative SerK2R-HA in einen aktiven Liganden zu transformieren. Diese Transformation bendtigt
sowohl die beiden NHR- sowie die RING-Domanen als auch das PIP;-Bindemotiv von Neur.
Interessanterweise wird fiir die Aktivierung von Ser-HA keine NHR2-Doméne benotigt, wahrend
sie fiir die Aktivierung von SerK2R-HA notwendig ist. Zusammenfassend, wird fiir die K-
unabhédngige Aktivierung von Ser durch Neur die Bindung an den Liganden, eine Assoziation mit

der Membran und die E3-Ligase Aktivitat von Neur benotigt.
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Abbildung 39: Ko-Expressionen von Ser-HA und SerK2R-HA mit Neur-Varianten im mibI-mutanten
Hintergrund. Die mib1-mutanten Fliigelimaginalscheiben sind deutlich kleiner als die wildtypischen und
zeigen keine Notch-abhingige Wg- und keine Gbe+Su(H)-Expression an der d/v-Grenze (A, A’). Alle
transgenen Konstrukte wurden mit ptcGAL4 exprimiert (A"). Eine alleinige Expression von Neur-Myc,
NeurANHR2-V5 und Neur5Q-V5 fiihrt zu einer leichten ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs, die
mit Hilfe des sensitiveren Gbe+Su(H)-Expression sichtbar wird (B, D, F, gelbe Pfeile). Dartiber hinaus fiihrt
die Expression von Neur-Myc und NeurANHR2-V5 zu Wiederherstellung der endogenen Wg-Expression an
der d/v-Grenze in der ptc-Expressionsdomine (B” und D’, gelbe Pfeile). Die alleinige Expression von
NeurANHR1-V5 und NeurAR-GFP fithrt hingegen zu keiner Aktivierung des Notch-Signalwegs in der
Fliigeltasche (vgl. Amit C, C" und E, E). Die alleinige Expression von Ser-HA oder SerK2R-HA zeigt ebenfalls
keinen Effekt auf die Aktivierung des Notch-Signalwegs (vgl. A mit G, G" und M, M"). Ko-Expression von Ser-
HA mit Neur-Myc oder NeurANHR2-VS5 fiihrt zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs, die in
einer ektopischen Wg-Expression resultiert (H, H" und ], |°, gelbe Pfeile). Nach Ko-Expression von Ser-HA
mit NeurANHR1-V5 oder NeurAR-GFP dagegen wird keine Aktivierung des Notch-Signalwegs detektiert (I,
[ und K, K’). Die Ko-Expression von Ser-HA mit Neur5Q-V5 fiihrt zu einer schwachen Aktivierung, die nur
anhand der Gbe+Su(H)-Expression detektiert werden kann (L, L', gelber Pfeil). Wahrend Ko-Expression von
SerK2R-HA mit Neur-Myc eine ektopische Wg-Expression induziert (N, N’, gelbe Pfeile), wird nach den Ko-
Expressionen von SerK2R-HA mit NeurANHR1-V5, NeurANHR2-V5, NeurAR-GFP oder Neur5Q-V5 keine
Aktivierung des Notch-Signalwegs beobachtet (O, O’- R, R"). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A-R 100-
fach und in A’-R” 250-fach vergrofiert dargestellt.

Die Notwendigkeit der RING-Domane von Neur fiir die Aktivierung von SerK2R-HA deutet darauf
hin, dass eine Neur-vermittelte Ubiquitinierung essentiell ist. Andererseits ware es moglich, dass
die RING-Domane selbst und nicht die katalytische E3-Ligase Aktivitat von Neur ben6tigt wird.

Daher sollte untersucht werden, ob die RING-Domaéne per se oder die Ubiquitinierung durch Neur
bendtigt wird. Um dies zu untersuchen, wurde SerK2R-HA mit Neur im Igf-heterozygot mutanten

Hintergrund ko-exprimiert. Dabei kann die Abhdngigkeit der ektopischen Notch-Aktivierung bei
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einer Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur von der Lgf-Funktion festgestellt werden (in
Zusammenarbeit mit J. Langenbach, Masterarbeit 2015). So resultiert die Ko-Expression von
SerK2R-HA mit Neur im wildtypischen Hintergrund in einer ektopischen Wg-Expression,
wahrend in Igf-heterozygot mutanter Situation keine ektopische Wg-Expression mehr zu sehen
ist (Abbildung 40, vgl. D, D’ mit E, E’, gelbe und rosafarbene Pfeile).

Um eine Abhangigkeit von der Ubiquitinierung fiir die SerK2R-HA-Aktivierung durch Neur zu
untersuchen, wurden diese Transgene im Igf-mutanten Hintergrund ko-exprimiert. Zusatzlich
wurde das Konstrukt Lqf-UIM1EEE-AAA + AUIM2-GFP exprimiert, welches tliber keine funktionalen
Ubiquitin-interagierenden Motive verfligt. Wie zuvor beschrieben ist Lqf-UIM 1EEE-AAA+ AUIM 2-GFP
in der Lage die Igf~-mutante Situation partiell zu retten (3.2.5). Die Fliigelimaginalscheiben zeigen
dabei keine Aktivierung des Notch-Signalwegs innerhalb des Fliigelfeldes ([28] und (Abbildung
40, C)). Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur in diesem genetischen Hintergrund fiihrt zu
keiner Aktivierung des Notch-Signalwegs (Abbildung 40, vgl. C mit F). Hierbei ist zu beachten, dass
in diesem genetischen Hintergrund keine HA-Detektion moglich ist (nicht gezeigt). Die
Fliegenstdmme wurden mehrmals neu etabliert und iberpriift. Wéahrend bei den
Kontrollkreuzungen ein HA-Signal zu beobachten ist, kann im Igf-mutanten Hintergrund, der
durch Lqf-UIM1EEE-AAA + AUIM2-GFP gerettet wurde, kein HA-Signal detektiert werden.

Dennoch deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die UIMs von Lqf und somit die Ubiquitinierung
fiir die SerK2R-Aktivierung durch Neur bendtigt werden. Dies bedeutet, dass Neur die Aktivierung
von Ser in einer K-unabhingigen, jedoch Ubiquitin-abhdngigen Weise initiieren kann. Dabei
werden die Bindung an den Liganden, die katalytische E3-Ligase-Aktivitit und die
Membranassoziation von Neur benétigt. Die Fahigkeit das inaktive SerK2R-HA in einen aktiven
Liganden zu transformieren scheint fiir Neur spezifisch zu sein, da eine Ko-Expression von
SerK2R-HA mit UAS-mib1 oder mit UAS-hMIB1 zu keiner Veranderung des SerK2R-HA-Phanotyps
fithrt (Abbildung 61).
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GFP
Laf-UIM1EEE-AA + AUIM2-GFP
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Abbildung 40: Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur im Igf~homozygot mutanten Hintergrund, der durch
die Expression von Lqf-UIM1EEE-AAA + AUIM2-GFP gerettet wurde. Lqf-UIM1EEE-AAA L AUIM2-GFP ist eine Lqf-
Variante, die iiber keine funktionalen UIMs verfiigt. Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur erfolgte mit
ptcGAL4 (A). Im wildtypischen Hintergrund fiihrt die Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur zu einer
ektopischen Wg-Expression im ventralen Kompartiment (D, D’, gelbe Pfeile). Diese ektopische Wg-
Expression fehlt nach Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur im Igf-heterozygot mutanten Hintergrund
(vgl. D, D’ gelber Pfeil mit E, E"). Ahnlich wie in der Kontrollsituation, kann bei einer Ko-Expression von
SerK2R-HA mit Neur im Igffmutanten Hintergrund gerettet durch Lqf-UIM1EEE-AAA +AUIM2-GFP, keine
Aktivierung des Notch-Signalwegs innerhalb des Fliigelfeldes detektiert werden. (vgl. C mit F). Die
Fliigelimaginalscheiben sind in A-F 100-fach und in A’, B, D’, F* 250-fach vergrofiert dargestellt. Das in E,
E’ dargestellte Ergebnis wurde von . Langenbach generiert (Masterarbeit, 2015).

3.4.2 Die Neur-vermittelte Aktivierung von Ser wird durch die Ks in der ICD gesteigert
Es wurde gezeigt, dass K742 in der ICD von DI fiir die Neur-vermittelte Ubiquitinierung wichtig
ist [58]. Von der Position her entspricht K1362 in der ICD von Ser dem K742 von DI und wird fiir
die Mib1-vermittelte Aktivierung von Ser benétigt. Die Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur-
Myc lasst darauf schlief3en, dass Neur SerK2R-HA aktivieren kann (Abbildung 41, D, D’). Hierbei
ist die ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs sogar stark genug, um eine ektopische Wg-
Expression zu induzieren (Abbildung 41, D’, gelber Pfeil), sie ist jedoch schwéacher als nach der
Ko-Expression mit Ser-HA (Abbildung 41, vgl. A, A" mit D, D’, gelbe Pfeile). Diese Beobachtung
deutet darauf hin, dass die Ks in der Ser-ICD fiir die effektive Aktivierung durch Neur benotigt

werden. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob Neur bestimmte Ks in der
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ICD von Ser fiir die ektopische Aktivierung des-Notch-Signalwegs bevorzugt. Um dies zu testen,
wurde Neur-Myc mit einer Auswahl von Ser-R- und SerK2R-K-Varianten im mib1-mutanten
Hintergrund ko-exprimiert. Es wurden SerR1276.1294-HA (SerRR-HA) und SerR1362-HA mit den K zu R-
Austauschen in der Ser-ICD sowie SerK2RK1294-HA, SerK2RK1362-HA, SerK2RK13621381,1385.HA
(SerK2RRRKKK-HA) und SerK2R-5K-HA mit wieder eingefiihrten Ks in der SerK2R-ICD ausgesucht.
Ko-Expression von allen getesteten Ser-R- und SerK2R-Varianten mit Neur-Myc im mib1-
mutanten Hintergrund fiihrt zur ventralen ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs, die in
einer ektopischen Wg-Expression resultiert (Abbildung 41, A’-H’, gelbe Pfeile). Dabei scheint die
ektopische Wg-Expression bei SerR12761294-HA und SerR1362-HA etwas schwacher als bei Ko-
Expression mit Ser-HA zu sein (Abbildung 41, vgl. A, A" mit B, B" und C, C’, gelbe Pfeile). Dies wird
daran erkennbar, dass bei Ser-HA die ektopische Wg-Expression auch auf der anterioren Seite der
Expressionsdomdne zu beobachten ist (Abbildung 41, A, A’, griiner Pfeilkopf). Um zu testen, ob
einzelne wiedereingefithrte Ks die Aktivierung von SerK2R-HA durch Neur steigern konnen,
wurden SerK2RK1294¢-HA und SerK2RK1362-HA mit Neur-Myc ko-exprimiert. Uberraschenderweise
scheint K1362 keinen Effekt auf die Aktivitat des Liganden zu haben (Abbildung 41, vgl. D, D" mit
F, F’, gelbe Pfeile). Das eingefiihrte K1294 in der SerK2R-ICD ruft dagegen eine deutliche
Steigerung der Aktivitat des Liganden hervor. In diesem Fall ist die ektopische Wg-Expression
deutlich starker als bei einer Ko-Expression von Neur mit SerK2R-HA (Abbildung 41, vgl. D" mit
E’, gelbe Pfeile). Auch bei einer Ko-Expression mit SerK2RRRKKK-HA wird eine stiarkere Wg-
Expression beobachtet (Abbildung 41, vgl. D’ mit G’, gelbe Pfeile). Ahnlich wie Ser-HA, scheint
SerK2R-5K-HA das stiarkste Notch-Signal auszulésen (Abbildung 41, vgl. A, A" mit H, H’, gelbe
Pfeile), da die ektopische Wg-Expression auch auf der anterioren Seite der Expressionsdoméne
beobachtet wird (Abbildung 41, vgl. A" mit H’, griine Pfeilkopfe).

Die Resultate der Ko-Expressionen legen nahe, dass die Ks in der Ser-ICD die Aktivitiat des
Liganden bei der Ko-Expression mit Neur steigern konnen. Hierbei sind die Ks nicht alle
gleichbedeutend. So steigert K1294 die ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs signifikant,
wahrend K1362 keinen Einfluss darauf hat. Es ware moglich, dass auch weitere Ks die Aktivitat
des Liganden beeinflussen konnen. Diese Moglichkeit wurde in dieser Arbeit nicht tiberpriift.
Zusammenfassend, vermittelt Neur die Aktivierung von Ser in einer K-unabhingigen und K-
abhingigen Weise. In beiden Fallen wird die Ubiquitinierung benétigt. Dies deutet daraufhin, dass

moglicherweise die Ser-ICD oder ein weiterer unbekannter Faktor durch Neur ubiquitiniert wird.
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Abbildung 41: Ko-Expression von Ser-R- und SerK2R-K-Varianten mit Neur-Myc im mibI-mutanten
Hintergrund. Neur-Myc wurde mit den Varianten SerR12761294-HA- (SerRR-HA), SerR1362-HA, SerK2RK1294-HA,
SerK2RK1362-HA, SerK2RK13621381,1385.HA (SerK2RRRKKK-HA) und SerK2R-5K-HA mittels ptcGAL4 ko-
exprimiert. Die Ko-Expression von Neur-Myc mit allen transgenen Liganden im mibI-mutanten
Hintergrund fiihrt zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs, die in einer ektopischen
Gbe+Su(H)- und Wg-Expression resultiert (A, A’- H, H’, gelbe Pfeile). Hierbei induziert SerK2R-5K-HA die
ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs, vergleichbar mit Ser-HA (vgl. A" mit H’, gelbe Pfeile und
griine Pfeilkdpfe). SerRR-HA, SerR1362-HA, SerK2RK1294-HA und SerK2RRRKKK-HA aktivieren dagegen etwas
schwicher, als Ser-HA (vgl. A" mit B, C’, E’, G’, H" gelbe Pfeile und griiner Pfeilkopf). Ko-Expression von
SerK2R-HA oder SerK2RK1362.HA mit Neur resultiert in der schwachsten ektopischen Aktivierung des
Notch-Signalwegs (vgl. A*- C, E’, G', H" mit D, D" und F, F’, gelbe Pfeile). Die Fliigelimaginalscheiben sind in
A-H 100-fach und in A’-H" 250-fach vergrofiert dargestellt.

3.4.3 Neur induziert die Endozytose und Degradation von Ser unabhingig von Ks in
der ICD

Die Tatsache, dass Neur das ansonsten dominant negativ agierende SerK2R-HA in einen aktiven
Liganden transformieren kann, warf die Frage nach dem Mechanismus dieser Transformation auf.
Es wurde in zahlreichen Experimenten gezeigt, dass eine Neur-Uberexpression zu einer
verstarkten Endozytose des Liganden fiihrt [46, 53, 55-57]. Da die Endozytose des Liganden fiir
die Aktivierung des Notch-Signalwegs notwendig ist (Ubersicht in [81]), wire es moglich, dass
Neur die Endozytose von SerK2R-HA ermoglicht. Um diese Vermutung zu testen, wurde zunéchst
der in 3.2.2 beschriebene Antikorper-,Uptake“-Assay in S2-Zellen durchgefiihrt. Anschlief3end

wurde die subzelluliare Lokalisation von Ser-HA und SerK2R-HA nach Ko-Expression mit Neur-
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Myc sowie mit Neur5Q-V5 in den Fliigelimaginalscheiben analysiert (in Zusammenarbeit mit M.
Kerkhoff, Masterarbeit 2018).

Flir den Antikorper-,Uptake“-Assay wurden UAS-Ser-HA, UAS-SerK2R-HA und UAS-Neur-V5 mit
pMT-GAL4 fiir 24 Stunden bei 25°C exprimiert. Zum Zeitpunkt 0 kénnen beide Liganden an der
Zellmembran detektiert werden (Abbildung 42, A, C). Bei den alleinigen Expressionen beider
Liganden sowie bei der Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur-V5 wird eine gleichmafiige
Verteilung der Liganden entlang der Zellmembran beobachtet (Abbildung 42, A, C, D, hellblaue
Pfeilkopfe). Ko-Expression von Ser-HA mit Neur-V5 hingegen resultiert in einer punktuellen
Verteilung des Liganden an der Zellmembran (Abbildung 42, B, griine Pfeilkdpfe). Nach 30-
miniitiger Endozytose (sowie nach 120-miniitiger Endozytose) befinden sich sowohl Ser-HA als
auch SerK2R-HA deutlich an der Zellmembran (Abbildung 42, E, G, hellblaue Pfeilkopfe und
Abbildung 62, A, A’, C, C, E, E’, G, G), wadhrend die zusatzliche Expression von Neur-V5 eine
effektive Internalisation beider Liganden bewirkt (Abbildung 42, F, F” und H, H”, gelbe
Pfeilkopfe). Dabei kann eine Ko-Lokalisation beider Ser-Varianten mit den Rab7-positiven
Endosomen beobachtet werden. Neur-V5 scheint ebenfalls auf den Rab7-positiven Endosomen
mit Ser-HA oder SerK2R-HA zu ko-lokalisieren (Abbildung 42, F',F"" und H’, H”, gelbe Pfeilkopfe).
Hierbei ist zu beachten, dass der anti-V5 Antikérper nicht sehr spezifisch ist und daher keine
genauere Aussage iiber die Lokalisation von Neur-V5 getroffen werden kann.

Zusammenfassend fiihrt die zusatzliche Expression von Neur-V5 zu einer raschen Endozytose von
Ser-HA und SerK2R-HA. Die Einzelexpressionen der Liganden fithren hingegen zu einem ldngeren

Verbleiben von Ser und SerK2R an der Membran und zu keiner effizienten Endozytose der beiden.

Die Analyse der subzelluldren Lokalisation von Ser-HA und SerK2R-HA bei der Ko-Expression mit
Neur in Fliigelimaginalscheiben wurden von M. Kerkhoff im Rahmen seiner Masterarbeit
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Ser-Liganden mit ptcGAL4 mit Neur-Myc oder Neur5Q-V5 ko-
exprimiert. Danach wurden die Fliigelimaginalscheiben gegen HA, Myc und V5 gefarbt und Z-
Stapel aufgenommen. Wie oben beschrieben, ist bei dem Konstrukt Neur5Q-V5 das PIP»-
Bindemotiv mutiert. Es lokalisiert im Zytoplasma in S2-Zellen und nicht an der Zellmembran [57].
Das allein exprimierte Neur-Myc lokalisiert grofitenteils am apikalen Kortex sowie entlang der
lateralen Membran (Abbildung 43, A). Neur5Q-V5 dagegen zeigt eine Fehllokalisation entlang der
gesamten Zellmembran, bei der zusdtzlich zum apikalen ein basolaterales V5-Signal zu sehen ist
(Abbildung 43, B). Wie bereits in 3.2.2 gezeigt, lokalisiert Ser-HA sowohl an der apikalen Membran
als auch in den Endosomen (Abbildung 43, C, gelbe Pfeilkopfe), wiahrend SerK2R-HA fast
ausschliefdlich an der apikalen Membran detektiert wird (Abbildung 43, D). Bei Ko-Expression von
Ser-HA mit Neur-Myc als auch mit Neur5Q-V5 wird der Ligand an der apikalen Membran und in
Vesikeln detektiert (Abbildung 43, E, E" und F, F’, gelbe Pfeile). Bei Ko-Expression von SerK2R-HA
mit Neur-Myc kann eine effiziente Internalisation des Liganden festgestellt werden (Abbildung

43, G, gelbe Pfeile). Neur5Q-V5 scheint hingegen keinen Einfluss auf die subzellulare Lokalisation

91



Ergebnisse

von SerK2R-HA zu haben, der Ligand lokalisiert dabei nicht in den Vesikeln, wie bei der alleinigen
SerK2R-HA-Expression (Abbildung 43, vgl. D mit H, H").
Zusammengefasst kann Neur die Endozytose von SerK2R-HA einleiten. Es werden dafiir keine Ks

in der Ser-ICD bendétigt, jedoch das PIP,-Bindemotiv von Neur.

+UAS-Neur-V5

UAS-Ser-HA
uSINUIA 0

UAS-SerK2R-HA

Ser-HA
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usINUIN 0€

UAS-SerkK2R-HA

Abbildung 42: Analyse der Endozytose von Ser-HA und SerK2R-HA bei Ko-Expression mit Neur in S2-Zellen.
Die Konstrukte Ser-HA, SerK2R-HA und Neur-V5 wurden mit pMT-Gal4 fiir 24 Stunden bei 25°C exprimiert.
Anschlieflend wurde ein Antikorper-,Uptake“-Assay durchgefiithrt. Zum Zeitpunkt 0 lokalisieren beide
Liganden an der Membran sowohl bei alleiniger Expression als auch bei Ko-Expression mit Neur-V5 (A-D,
hellblaue Pfeilkopfe). Hierbei wird bei der Ko-Expression von Ser-HA mit Neur-V5 eine punktuelle
Verteilung des Ser-ECD-Signals entlang der Membran beobachtet (B, griine Pfeilkdpfe). Nach einer 30-
miniitigen Endozytose verbleiben die allein exprimierten Ser-HA und SerK2R-HA an der Membran (E, E’
und G, G’, hellblaue Pfeilkdpfe), wahrend nach der Ko-Expression mit Neur-V5 gar kein membranstindiges
Ser-Signal mehr zu beobachten ist. Hierbei lokalisieren beide Liganden auf den Rab7-positiven Endosomen.
Neur-V5 scheint mit diesen Endosomen ebenfalls zu ko-lokalisieren (F, F”" und H, H”, gelbe Pfeilkopfe).

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob Neur neben der SerK2R-HA-Endozytose auch dessen Abbau
einleiten kann. Zur Untersuchung des Abbaus wurde das bereits in 3.2.3 beschriebene Pulse-
Chase-Experiment durchgefiihrt (in Zusammenarbeit mit M. Kerkhoff, Masterarbeit 2018).
Hierfiir wurden die Konstrukte zuerst in der Pulse-Phase fiir 16 Stunden bei 29°C exprimiert.
Anschliefend folgten die Chase-Phasen fiir je 4 bis 48 Stunden, in der die Degradation der
Proteine stattfinden sollte. Mit Hilfe des Pulse-Chase-Experiments wurde gezeigt, dass Ser-HA
nach einer 8-stlindigen Chase-Phase zum grofdten Teil abgebaut wird (Abbildung 63, A1-A5).

Dabei scheint die zusétzliche Expression von Neur-Myc oder Neur5Q-V5 die Degradationszeit
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nicht zu verandern, da auch bei den Ko-Expressionen das meiste HA-Signal nach 8 Stunden nicht
mehr vorhanden ist (Abbildung 63, vgl. A1-A5 mit B1-B5 und C1-C5). Allein exprimiertes SerK2R-
HA ist nach einer 48-stiindigen Chase-Phase noch deutlich an der apikalen Membran zu sehen
(Abbildung 63, D1-D7), wahrend das ko-exprimierte Neur-Myc die Abbauzeit des K2R-Liganden
von iiber 48 Stunden auf nur 8 Stunden verkiirzt (Abbildung 63, E1-E5). Somit dauert die
Degradation von SerK2R-HA bei Ko-Expression mit Neur genauso lange, wie die Ser-HA-
Degradation (Abbildung 63, vgl. A1-A5 mit E1-E5). Diese deutet darauf hin, dass Neur nicht nur
die Endozytose, sondern auch einen effizienten Abbau von SerK2R-HA vermittelt. Neur5Q-V5
kann dagegen die Degradation von SerK2R-HA nicht beschleunigen. Es wird stets ein HA-Signal
nach der 48-stiindigen Chase-Phase detektiert (Abbildung 63, F1-F7).
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Abbildung 43: Analyse der subzelluldren Lokalisation von Ser-HA und SerK2R-HA bei der Ko-Expression
mit Neur-Myc und Neur5Q-V5. Hierfiir wurden Z-Stapel der Fliigelimaginalscheiben aufgenommen. Neur-
Myc lokalisiert am apikalen Kortex und entlang der lateralen Membran (A). Die Neur5Q-V5-Variante, mit
dem mutierten PIP2-Bindemotiv, lokalisiert hingegen entlang der gesamten Zellmembran. Zusatzlich zur
apikalen Lokalisation wird ein V5-Signal an der basolateralen und basalen Membran detektiert (B). Bei der
alleinigen Expression von Ser-HA und bei Ko-expression mit Neur oder Neur5Q-V5 lokalisiert der Ligand
an der apikalen Membran und in den vesikuldren Strukturen (C, E, E’, F, F’, gelbe Pfeile). SerK2R-HA
lokalisiert fast ausschliefilich an der apikalen Membran (D), wahrend die Ko-Expression mit Neur-Myc zu
einer effizienten Endozytose von SerK2R-HA fiihrt (G, G, gelbe Pfeile). Bei einer Ko-Expression von SerK2R-
HA mit Neur5Q-V5 lokalisiert der Ligand grofitenteils an der apikalen Membran (H, H'). Alle Abbildungen
zeigen Ausschnitte aus der Schnittansicht der Z-Stapeln bei der 630-iger Vergrofierung. Die Ergebnisse
wurden von M. Kerkhoff generiert.
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Die Beobachtung, dass Neur die Endozytose von SerK2R-HA einleiten kann, fithrte zu der Frage,

ob sich die Lokalisation des endogenen N-Rezeptors als Folge der SerK2R-HA-Endozytose
verandert. Wie in 3.2.3 beschrieben, bewirkt die Ser-HA-Expression eine Entfernung des
endogenen N-Rezeptors von der apikalen Membran (Abbildung 24, A, A~ C, C’), wahrend
exprimiertes SerK2R-HA eine Akkumulation des Rezeptors an der apikalen Membran verursacht
(Abbildung 24, D, D’- F, F"). Allein exprimiertes Neur-Myc hat keinen Einfluss auf die Lokalisation
des N-Rezeptors (nicht gezeigt). Ahnlich wie bei der Ser-HA-Expression, wird der Rezeptor bei
Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur-Myc von der apikalen Membran entfernt (Abbildung 44,
B, gelbe Klammer). Dabei wird eine Ko-Lokalisation von HA- und NECD-positiven Vesikeln
beobachtet (Abbildung 44, A’-C’, gelbe Pfeilkopfe). Der Effekt der Entfernung des N-Rezeptors von
der apikalen Membran scheint etwas schwacher, als bei Ser-HA, zu sein (vgl. Abbildung 24, B, B’
und Abbildung 44, B,). Zusammenfassend, kann Neur die Endozytose von SerK2R-HA vermitteln,
was vermutlich die Trans-Endozytose der NECD zur Folge hat. Die Trans-Endozytose des

Rezeptors konnte in einer Trans-Aktivierung des Notch-Signalwegs resultieren.

UAS-SerK2R-HA; UAS-Neur-Myc

X X X

Abbildung 44: Subzellulare Lokalisation des endogenen N-Rezeptors nach Ko-Expression von SerK2R-HA
mit Neur-Myc. Die Transgene wurden mit ptcGAL4 exprimiert. Flir die Darstellung der apiko-basalen
Lokalisation des N-Rezeptors wurden Z-Stapel der Fliigelimaginalscheiben aufgenommen. In der X/Y-
Ebene sind SerK2R-HA und der endogene N-Rezeptor auf der Hohe der apikalen Region gezeigt. Bei Ko-
Expression mit Neur-Myc lokalisierte SerK2R-HA an der apikalen Membran und in Endosomen (A, A, gelbe
Pfeilkopfe). Die Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur-Myc resultiert in einer Entfernung des endogenen
N-Rezeptors von der apikalen Membran (B, gelbe Klammer). Dabei ko-lokalisieren die HA- und Notch-
positiven Vesikel (A", B’, C’, gelbe Pfeile). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A, A’-C, C” 630-fach vergrofiert
dargestellt.
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3.5 Die putativen N- und C-Boxen in der ICD sind nicht essentiell fiir die Ser-
Aktivitat
Es wurde bereits mehrmals demonstriert, dass die Ser-vermittelte Aktivierung des Notch-
Signalwegs die Mib1-Funktion benétigt [28, 42, 43]. Die N-terminale Region von MIB1 besitzt zwei
Domanen, MZM und REP, die fiir die Interaktion mit der Jag1-ICD bendtigt werden. Die Jag1-ICD
beinhaltet wiederum zwei Interaktionsmotive, die sog. N- und C-Box, die jeweils mit der MZM-
und REP-Doméne interagieren. Untersuchungen mit Jagl und MIB1 deuten darauf hin, dass
sowohl die N- als auch die C-Box fiir die Interaktion mit MIB1 benétigt werden [48]. Ahnlich zu
Jag1l wurden in der ICD von Drosophila D] solche Interaktionsmotive beschrieben [58]. Basierend
auf dem Aminosauresequenzenvergleich wurden in den weiteren DSL-Liganden mogliche N- und
C-Boxen vorhergesagt ([48] und (Abbildung 45 und Abbildung 46, B)). Dabei wurde fiir Ser eine
N-Box vorhergesagt, die sich in ihrer Sequenz deutlich von den restlichen Liganden unterscheidet.
Die Aminosiuresequenz der méglichen C-Box von Ser weist hingegen eine stirkere Ahnlichkeit
zu den C-Boxen anderer Liganden auf (Abbildung 45 und Abbildung 46, B). Die Experimente mit
mutierten N- und C-Boxen von Drosophila DI, deuten auf die Notwendigkeit der N-Box fiir die DI-
vermittelte Aktivierung des Notch-Signalwegs hin und somit fiir die genetische Interaktion mit
Dmib1. Die C-Box hingegen scheint eine untergeordnete Rolle zu spielen ([58], N. Viillings,
unveroffentlichte Daten). Im Gegensatz dazu ist nicht bekannt, ob die vermeintlichen N- und/oder
C-Boxen in der ICD von Ser fiir die Mib1-vermittelte Aktivierung des Notch-Signalwegs benotigt
werden. Um dies zu testen, wurden die Aminosduren der putativen N- und/oder C- Boxen von Ser

durch Alanine (Ala) ersetzt.
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Abbildung 45: Aminosduresequenzenvergleich der intrazelluliren Doméane von Ser aus verschiedenen
Insektenspezies. Die putativen N- und C-Box sind jeweils mit einem hellblauen und griinen Rahmen
markiert. Das Neur-Bindemotiv (NBM) ist mit einem orangefarbenen Rahmen markiert. Die Aminosduren
sind im Ein-Buchstabe-Code abgekiirzt. Die Farbe der jeweiligen Aminosduren entspricht dem Grad der
Konservierung, hierbei sind die am héchsten konservierten Aminosauren in Rot dargestellt.
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Wiein 3.3.1 gezeigt, ist K1362 fiir die Aktivitadt von Ser essentiell. Dieses K befindet sich am Anfang
der vermeintlichen C-Box. Aus diesem Grund wurden neben den Varianten mit den komplett
mutierten Boxen auch Varianten generiert, bei denen die Ks in der entsprechenden Box erhalten
wurden (Abbildung 46, D). So wurde bei den Konstrukten Ser-NB2Ala-HA bzw. Ser-CB2Ala-HA
alle Aminosaduren der vermeintlichen N- bzw. der C- Box durch Ala ersetzt, wahrend in den
Varianten Ser-NB2Ala+K-HA und Ser-CB2Ala+K-HA die Ks nicht mutiert sind. Bei dem transgenen
Liganden Ser-N&CB2Ala+K-HA wurden alle Aminosauren, bis auf die Ks, sowohl in der N- als auch
in der C-Box mutiert (Abbildung 46, D). Diese transgenen Liganden tragen einen C-terminalen HA-

Tag. Sie wurden in die attP-site 51C inseriert und anschliefdend mit dem ptcGAL4 exprimiert.

™
A D
HA> Ser-HA
Dmib1
MZM REP Ankyrin-Wdh. RING1&2 RING3 O\ Ser-
NB2Ala-HA
B C Ligand-ICD
hDII1 [TRNTNKK } o Ser-
hDII4 | LKNTNQK ; NB2Ala+K-HA
DI | IKNTWDK [KQLNTD ﬁ Ser-
Ser | YTNPLKG ||KTQNSD ) } A
hJag1 [IKNPIEK [kapnrp| MZM CB2Ala-HA
hJag2 | IRNPIER || KVDNRA S
N-Box C-Box 7
CB2Ala+K-HA
REP » o\ Ser-
; ‘ N&CB2Ala+K-HA
Mib1

Abbildung 46: Schematische Darstellung von Drosophila Mib1 (A). Dmib1 besitzt eine MZM- und eine REP-
Doménen, die fiir die Interaktionen mit DSL-Liganden benétigt werden. Ein Aminosiduresequenzen-
vergleich der putativen N- und C-Boxen in den ICDs der DSL-Liganden (B). Dabei wurden die N- und C-
Boxen von Jagl und DI auf der experimentellen Ebene verifiziert. Die Aminosduresequenzen der mogliche
N-Box von Ser zeigen wenig Homologien mit den Aminosduresequenzen der moglichen N-Boxen restlicher
Liganden (B). Vorgeschlagenes Interaktionsmodel zwischen dem N-terminalen Teil vom Dmib1 und der N-
und C-Boxen des DSL-Liganden, basierend auf den Ergebnissen von der Untersuchung an Jagl (C).
Schematische Darstellung der ICDs von hergestellten Ser-Varianten, um die Rolle der méglichen N- und C-
Box zu analysieren (D). (C) nach [48].

Ahnlich wie Ser-HA, konnen Ser-NB2Ala-HA, Ser-NB2Ala+K-HA, Ser-CB2Ala+K-HA und Ser-
N&B2Ala+K-HA den Notch-Signalweg im ventralen Kompartiment ektopisch aktivieren
(Abbildung 47, vgl. B, B" mit C, C"-E, E’, gelbe Pfeile und Abbildung 64, vgl. B, B" mit C, C’, gelbe
Pfeile). Hierbei weisen SerCB2Ala+K-HA und SerN&CB2Ala+K-HA eine starkere Cis-Inhibition auf
als Ser-HA (Abbildung 47, vgl. B, B’ mit D, D" und E, E’, rosafarbene Pfeile). Ser-CB2Ala-HA ist im
Gegensatz zu den restlichen Ser-Varianten nicht in der Lage ein ektopisches Notch-Signal
auszuldsen und bewirkt eine zellautonome Unterbrechung der endogenen Wg-Expression an der
d/v-Grenze (Abbildung 64, vgl. B, B" mit D, D, rosafarbener Pfeil). Bei dieser Ser-Variante wurde
auch das K1362 gegen Ala ausgetauscht. Da bereits ein Austausch von K1362 zu R zu einem
inaktiven Liganden fiihrt, ware die fehlende Aktivitdt von Ser-CB2Ala-HA mit dem Verlust des

wichtigen K und nicht mit der Mutation der C-Box zu erklaren.
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Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass sowohl die vorhergesagte N- als auch
die C-Box fiir die Ser-vermittelte Aktivierung des Notch-Signalwegs nicht bendétigt werden. Da in
den Fliigelimaginalscheiben die meiste Aktivierung des Notch-Signalwegs iiber Mib1 erfolgt [41],
ist davon auszugehen, dass diese Bereiche der Ser-ICD fiir die genetische Interaktion mit Dmib1
ebenso nicht essentiell sind. Aus diesem Grund wurde nach weiteren Motiven in der Ser-ICD

gesucht, die die Interaktion mit Mib1 vermitteln kénnten.

Ser-HA Ser-NB2Ala+K-HA Ser-CB2Ala+K-HA | Ser-N&CB2Ala+K-HA
YTNPLKG ... KTONSD  AAAAAKA .. KTONSD = YTNPLKG ... KAAAAA | AAAAAKA ... KAAAAA

L)
UASGFP

Abbildung 47: Ubersicht der Expressionen von Ser-Varianten mit mutierten N- und C-Boxen. Bei den
Varianten Ser-NB2Ala+K-HA und Ser-CB2Ala+K-HA wurden die Aminosaduren der N- oder C-Box jeweils
gegen Alanine ausgetauscht. Bei Ser-N&CB2Ala+K-HA wurden beide Boxen gleichzeitig mutiert. In allen
Fallen wurden die Ks in der jeweiligen Box erhalten. Die Expression dieser Ser-Varianten mit ptcGAL4(A")
fiihrt zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs, die in einer ektopischen Wg-Expression
resultiert (vgl. A, A" mit B, B'-E, E’, gelbe Pfeile). Ser-CB2Ala+K-HA und Ser-N&CB2Ala+K-HA wirken dabei
starker cis-inhibitorisch als Ser-HA (vgl. B, B’ mit D, D", E, E’, rosafarbene Pfeile). Die Fliigelimaginalscheiben
sind in A-E 100-fach und in A"-E” 250-fach vergrof3ert.

Ein Aminosduresequenzenvergleich der ICDs von Ser aus verschiedenen Insektenspezies zeigte,
dass Ser eine stark konservierte Region besitzt (Abbildung 45, schwarze Klammer). Ein Teil dieser
Region wurde bereits von Glittenberg etal. 2006 als sog. ,int“-Region beschrieben [25]. Aufserdem
beinhaltet diese konservierte Region ein Teil der vermeintlichen N-Box (Abbildung 45, hellblaue
Box) und das vorhergesagte Neur-Bindemotiv (NBM) von Ser (Abbildung 45, orangefarbene Box)
[59]. Des Weiteren besitzt die ,int“-Region ein Di-Asparagin-Motiv (-NN-), das im Zebrafisch DID
neben der N-Box fiir die Interaktion mit dem Mib1 wichtig ist [25]. Eine Deletion der ,int“-Region
fiihrt zu einem komplett inaktiven Liganden (Ser2int) ([25] und (Abbildung 48, B, B")). Da grofere
Deletionen die Gesamtstruktur eines Proteins stark verdndern konnten, wurde der bei Seraint
deletierte Bereich in kleinere Bereiche aufgeteilt und die entsprechenden Aminosauren gegen
Alanine ausgetauscht. Auf diese Weise wurden die Varianten Ser-EKSN2Ala-HA, Ser-NLQ2Ala-HA,
Ser-NEEN2Ala-HA und Ser-EKSNNLQZ2Ala-HA generiert. Die generierten Liganden wurden mit
einem C-terminalen HA-Tag markiert und in die attP-site 51C inseriert. Fiir das Konstrukt Ser-
EKSNNLQZ2Ala-HA war die Transgenese nicht erfolgreich.

Wie bereits beschrieben, fithrt die Expression von Serint zu einer zellautonomen Unterbrechung

der endogenen Wg-Expression und zu keiner ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs
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([25] und (Abbildung 48, vgl. A, A" mit B, B’, gelber und rosafarbener Pfeile)). Hierbei ist zu
beachten, dass das Konstrukt Ser2int durch zuféllige Insertion ins Genom von Drosophila integriert
wurde [25]. Aus diesem Grund wire es moglich, dass das Expressionsniveau von Ser2int sich von
den restlichen Konstrukten unterscheidet. Sowohl Ser-EKSN2Ala-HA, Ser-NLQ2Ala-HA als auch
Ser-NEEN2Ala-HA sind in der Lage den Notch-Signalweg ektopisch zu aktivieren. Hierbei
aktivieren Ser-NLQZ2Ala-HA und Ser-NEEN2Ala-HA vergleichbar mit Ser-HA (Abbildung 48, vgl. A,
A’ mit D, D" und E, E’, gelbe Pfeile), wahrend Ser-EKSN2Ala-HA deutlich schwacher aktiviert und
hochstwahrscheinlich stirker cis-inhibitorisch als Ser-HA wirkt (Abbildung 48, vgl. A, A" mit 'C, C’,
gelbe Pfeile). Obwohl bei der Expression von Ser-EKSN2Ala-HA eine deutliche Reduktion der
Liganden-Aktivitit im Vergleich zu Ser-HA zu beobachten ist, fiihrt die Mutation dieser
Aminosauren zu keinem komplett inaktiven Liganden (Abbildung 48, vgl. B, B" mit ‘C, C’,
rosafarbener und gelber Pfeil). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass Ser-EKSN2Ala-HA
weitere wichtige Aminosduren beinhaltet, die bei Serdint deletiert wurden. Moglicherweise kdnnte
ein gleichzeitiger Austausch von zusatzlichen weiteren Aminosduren, wie bei der Ser-
EKSNNLQZ2Ala-Variante, die genetische Interaktion mit Mib1 unterbinden.

Dennoch legt dieses Ergebnis nahe, dass die Aminosduren EKSN in der ,int“-Region fir die
genetische Interaktion mit Mib1 eine Rolle spielen, wahrend die Aminosdauren NLQ und NEEN

dafiir nicht wichtig sind.

Ser-HA SerAint Ser-EKSN2Ala-HA Ser-NLQ2Ala-HA Ser-NEEN2Ala-HA
wE[] . AAAANLONEENLRRYTNP... ...EKSNAAANEENLRRYTNP... ..EKSNNLOAAAALRRYTNP...

UAS-GFP

Abbildung 48: Ubersicht der Expressionen von Ser-Varianten mit Mutationen in der stark konservierten
»int“-Region. Die Konstrukte wurden mit ptcGAL4 exprimiert (A’). Die Expressionen von Ser-HA, Ser-
NLQZ2Ala-HA, Ser-NEEN2Ala-HA fiihren zu einer ektopischen ventralen Aktivierung des Notch-Signalwegs,
die in einer ektopischen Wg-Expression resultiert (A, A’, D, D', E, E’, gelbe Pfeile). Im Vergleich dazu
induziert Ser-EKSN2Ala-HA eine deutlich schwichere ektopische Wg-Expression (vgl. A, A" mit C, C’, gelbe
Pfeile) und wirkt stark cis-inhibitorisch (C, rosafarbene Pfeile). Ser2int ist nicht in der Lage die ektopische
Aktivierung des Notch-Signalwegs einzuleiten. Dariiber hinaus reprimiert Ser2int die endogene Notch-
Aktivitdt (vgl. A, A" mit B, B’, rosafarbene Pfeile). Die Fliigelimaginalscheiben wurden in A-E 100-fach und
in A’-E” 250-fach vergrofiert.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Suche nach den Interaktionsmotiven mit Mib1 in der
Ser-ICD, dass keine der getesteten Mutationen in der Ser-ICD zu einem vollstindig inaktiven
Liganden fiihrt. Die Mutationen der vorhergesagten N- und C-Boxen resultieren in einer leichten
Reduktion der Liganden-Aktivitit. Bei den Mutationen in der konservierten Ser-,int“-Region ist

nur bei der SerEKSN2Ala-Variante ein deutlicher Effekt zu beobachten. Somit sind weitere
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Mutationen notig, oder eventuell Kombinationen aus bereits mutierten Bereichen, um die

genetische Interaktion von Ser und Mib1 unterbinden zu kénnen.

In voriger Publikation wurde mit Hilfe einer Co-IP gezeigt, dass Ser2int nicht mehr mit Neur
interagieren kann [25]. Wie oben erwdhnt, beinhaltet die Ser-,int“-Region das vorhergesagte
Bindemotiv fiir Neur [59], das bei Ser-NEEN2Ala-HA mutiert wurde. Um zu testen, ob das
vorhergesagte NBM fiir eine genetische Interaktion von Ser mit Neur in vivo bendtigt wird, wurde
Ser-NEEN2Ala-HA mit Neur-Myc im mib1-mutanten Hintergrund ko-exprimiert. Im Gegensatz zur
Ko-Expression mit Ser-HA konnte bei der Ko-Expression von Neur-Myc mit Serdint oder mit Ser-
NEEN2Ala-HA im miblI-mutanten Hintergrund keine ektopische Aktivierung des Notch-
Signalwegs beobachtet werden (Abbildung 49, vgl. B, B’ mit C, C" und D, D’, gelber Pfeil). Dariiber
hinaus kommt es zum Verlust der endogenen Aktivierung des Notch-Signalwegs, die infolge der
ektopischen Neur-Expression an der d/v-Grenze wiederhergestellt wurde (Abbildung 49, vgl. A,
A’, gelbe Pfeile mit C, C" und D, D).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das vorhergesagte NBM in vivo fiir die genetische Interaktion von
Ser mit Neur essentiell ist. Die Mutation des NBM in der Ser-ICD fiihrte dazu, dass die Wg-
Expression an der d/v-Grenze, die durch die Neur-Expression wiederhergestellt wurde, wieder
unterdriickt wird. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die transgenen Liganden dominant

iiber die endogenen Liganden agieren.

Ser-HA SerAint Ser-NEEN2Ala-HA

.EKSNNLOMNEENLRRY... s E[ ] «EKSNNLOAAAALRRY...

A
ptcGALA

mibl1-mutant
+ Neur-Myc

Abbildung 49: Ubersicht der Ko-Expressionen von Neur-Myc mit Ser4int und Ser-NEEN2Ala-HA im mib1-
mutanten Hintergrund. Bei dem transgenen Liganden Ser2int wurde die hoch konservierte Region in der Ser-
ICD deletiert, wahrend bei Ser-NEEN2Ala-HA das vorhergesagte Neur-Bindemotiv mutiert ist. Alle
Konstrukte wurden mit ptcGAL4 exprimiert. Die Expression von Neur-Myc in mib1-mutanten Hintergrund
fithrt zur Wiederherstellung der endogenen Notch-Aktivitit, die anhand der Expressionen von Gbe+Su(H)
und Wg zu sehen ist (A, A’, gelbe Pfeile). Ko-Expression mit Ser-HA resultiert in einer ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalwegs (B, B’, gelbe Pfeile), wahrend eine Ko-Expression mit Ser2int und Ser-
NEEN2Ala-HA zu keiner ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs fiihrt (vgl. B, B’ mit C, C" oder D, D).
Die Fliigelimaginalscheiben sind in A-D 100-fach und in A’-D” 250-fach vergrofiert.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle der Ks in der ICD fiir die Aktivitat, die Endozytose und Degradation
von Ser
Der Notch-Signalweg ist in zahlreiche Prozesse wahrend der Entwicklung und Homdoostase eines
Organismus involviert, so werden u.a. Hamotopoese, Somitogenese, Myogenese sowie
Kardiogenese durch die Aktivitit des Notch-Signalwegs reguliert. Dariiber hinaus gehort dieser
Signalweg zu den zehn Signalwegen, die in den meisten Krebsarten dereguliert sind (Ubersicht in
[104]). Aus diesem Grund bedarf die Aktivierung des Notch-Signalwegs einer strengen
regulatorischen Kontrolle. Die Ubiquitinierung der Liganden stellt ein solcher
Regulationsmechanismus dar. Dabei werden die Liganden-ICDs an den Ks durch die RING-E3s,
Mib1 oder Neur ubiquitiniert und dadurch fiir die Epsin/Lqgf-vermittelte Endozytose markiert
(Ubersicht in [11]). Studien mit Drosophila D1 und Siuger DII1 demonstrierten, dass die
Endozytose des Liganden per se nicht immer in einer effektiven Aktivierung des Notch-
Signalwegs resultiert und die Ubiquitinierung der ICD fiir die volle Funktion des Liganden
bendtigt wird [28, 36, 37]. Dartiiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die ICDs von Jag1l und DI
eine Bindung an die E3-Ligase MIB1/Mib1 benotigen, um den Notch-Signalweg effektiv aktivieren
zu kénnen [48, 58]. Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit die Rolle der Ubiquitinierung

und insbesondere der Ks in der Ser-ICD fiir die Aktivitdt des Liganden untersucht.

4.1.1 DieKsin der ICD und Ubiquitinierung sind essentiell fiir die Aktivitit von Ser
In einer kiirzlich veréffentlichten Studie wurde gezeigt, dass eine DI-Variante ohne Ks in der ICD
eine schwache transaktivierende Eigenschaft besitzt. Dies deutet auf eine Ubiquitinierungs-
unabhédngige Restaktivitdt von DI hin [28]. Im Gegensatz zu DIK2R-HA kann eine Ser-Variante
ohne Ks in der ICD (SerK2R-HA) den Notch-Signalweg nicht aktivieren. Dariiber hinaus wirkt
SerK2R-HA dominant negativ und reprimiert die endogene Notch-Aktivitit in einer nicht
zellautonomen Weise (Abbildung 19). Dabei dhnelt die Wirkungsweise von SerK2R-HA der
Wirkungsweise einer Ser-Variante ohne ICD. Somit scheint ein Verlust aller intrazelluldren Ks
dem Verlust der gesamten ICD von Ser zu entsprechen und in einem funktionslosen Liganden zu
resultieren. Die dominant negative Wirkung des Liganden unterscheidet sich von den cis-
inhibitorischen Eigenschaften eines wildtypischen Ser-Liganden. Hierbei bewirkt die Ser-
vermittelte Cis-Inhibition eine zellautonome Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitat,
wahrend die dominant negativ agierenden Ser-Liganden den Notch-Signalweg auch in den
benachbarten, nicht exprimierenden Zellen reprimieren (Abbildung 19). Des Weiteren kann die
Cis-Inhibition durch Ko-Expression mit UAS-N unterdriickt und eine starke ektopische
Aktivierung des Notch-Signalwegs induziert werden, wiahrend bei den dominant negativen

Liganden weiterhin keine Aktivierung des Notch-Signalwegs stattfindet (Abbildung 19). Einen
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weiteren Hinweis auf die dominant negative Wirkungsweise von SerK2R-HA lieferte die Analyse
von SerK2RAEGF6-HA (hergestellt in Zusammenarbeit mit P. Schmidt, AG Klein). Dieses Konstrukt
tragt zusatzlich zur K-freien ICD eine Deletion des sechsten EGFs von Ser. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass eine Deletion von EGF6 in einem nicht cis-inhibitorischen Ser-Liganden
resultiert [27]. Auch ein Ser-HA-Ligand ohne EGF6 (Ser2E¢Fe-HA) wirkt nicht mehr cis-
inhibitorisch. Eine Deletion des sechsten EGF bei dem SerK2R-HA-Liganden hingegen hat keinen
Einfluss auf die dominant negative Wirkung von SerK2R-HA hat (AG Klein, unveroéffentlichte
Daten). Folglich unterscheidet sich die Wirkungsweise von SerK2R-HA von einem stark cis-

inhibitorischen Liganden.

Die Notwendigkeit der intrazelluldren Ks fiir die Ser-Aktivitat impliziert, dass die Ubiquitinierung
von Ser fir eine produktive Signaltransduktion benotigt wird. Diese Vermutung wird anhand der
Ergebnisse der Ser-Expression im mib1-mutanten Hintergrund unterstiitzt. Wahrend DI eine
leichte Mib1- und Ubiquitinierungs-unabhdngige Restaktivitat besitzt [28], ist Ser in Abwesenheit
von Mib1 inaktiv ((Abbildung 39) und [28, 43]). Analog dazu wurde bei Untersuchungen des
Maus-Myokardiums gezeigt, dass ein Ausfall von MIB1 in diesem Gewebe in einem Phanotyp
resultiert, der dem Jagl-Ausfallphdnotyp gleicht [105]. In einer weiteren Publikation wurde die
Abhéangigkeit der Aktivitat der Jag1-ICD von der Bindung an MIB1 demonstriert [48].

Die Notwendigkeit von mindestens einem UIM des Adapterproteins Lqf in Rettungsexperimenten,
weist ebenfalls auf die Abhangigkeit von der Ubiquitinierung fiir die Aktivierung des Notch-
Signalwegs hin ((Abbildung 28) und [74]). In den Uberexpressionsstudien hingegen scheinen
sowohl UIM1 als auch UIM2 von Ldf fiir die Ser-Aktivitit gleichbedeutend zu sein (Abbildung 28).
Maoglicherweise besitzen die Lgf-Rettungskonstrukte, mit je einem funktionalen UIM eine
schwichere Aktivitat, die allerdings noch ausreicht, um die Endozytose der endogenen Liganden
einzuleiten. Wird die Konzentration der Liganden durch eine zusitzliche Ser-HA-Expression
erhoht, reicht die Aktivitat dieser Lqf-Rettungskonstrukte fiir eine produktive Signalweiterleitung
nicht mehr aus. Analoge Untersuchungen mit DI-HA im gleichen genetischen Hintergrund
demonstrierten, dass fiir die Dl-vermittelte ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs UIM1
eine wichtigere Rolle spielt. Hierbei scheint das UIM1 den Verlust vom UIM2 bei der DI-HA-
Expression noch kompensieren zu kénnen und zu einer leichten ektopischen Aktivierung des
Notch-Signalwegs beizutragen. Ein Verlust der UIM1-Funktion resultiert hingegen in einer
fehlenden Aktivierung des Notch-Signalwegs (M. Kerkhoff, Masterarbeit 2018). Die Beobachtung,
dass DI-HA die UIM1-Funktion bevorzugt benoétigt, deutet aufderdem darauf hin, dass es sich bei
der Ser-HA-Expression um kein Uberexpressionsartefakt handelt und die Notwendigkeit von
beiden UIMs Ser-spezifisch sein konnte. Zusatzlich deutet dies darauf hin, dass Ser eine wichtigere
Rolle bei der Fliigelentwicklung als DI spielt. In einer vorigen Publikation konnte auch gezeigt

werden, dass Ser bei der Fliigelentwicklung der wichtigere Ligand ist [34].
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Auflerdem wird sowohl bei der Ser-HA- als auch bei der DI-HA-Expression im Igf-mutanten
Hintergrund, der mit nur einer Kopie von Lqf-FL-GFP gerettet wurde, eine schwachere ektopische
Aktivierung des Notch-Signalwegs im Vergleich zur wildtypischen Situation beobachtet ((vgl
Abbildung 19 mit Abbildung 28) und (M. Kerkhoff, Masterarbeit 2018)). Diese Resultate legen
nahe, dass Lgf als limitierender Faktor bei der Aktivierung des Notch-Signalwegs agiert.
Interessanterweise ist die Endozytose der Liganden bei einem kompletten Lgf-Ausfall nicht
vollstandig unterdriickt ([72] und (Abbildung 26)). Dies deutet darauf hin, dass Lqf nur bei einer
bestimmten Fraktion der Liganden die Endozytose vermittelt [72]. Das konnte wiederum
bedeuten, dass die Aktivitat von Lgfletztendlich die Starke der Aktivierung des Notch-Signalwegs
reguliert. In diesem Zusammenhang ware interessant zu untersuchen, ob eine zusatzliche Anzahl
von Iqf-Kopien zu einer starkeren Aktivierung des Notch-Signalwegs fiihren kann.

Dartber hinaus legen diese Ergebnisse nahe, dass Ser iiber zwei verschiedene Mechanismen Lqf-
abhingig und -unabhdngig internalisiert wird. Dabei scheint die Endozytose von Ser in beiden
Fallen Ubiquitinierungs-abhéngig zu sein. Es wire daher vorstellbar, dass neben Lqf ein weiteres
Adapterprotein existiert, das nur ubiquitiniertes Ser binden und dessen Endozytose einleiten
kann. Allerdings resultiert diese Endozytose in keiner produktiven Signalweiterleitung. Diese
konnte eher dazu dienen das Gesamtlevel von Ser auf der Zelloberflache zu regulieren, um bspw.
die Liganden von der Zellmembran zu entfernen, die mit dem N-Rezeptor in cis-interagieren und
diesen inhibieren konnten. Es wére aufderdem denkbar, dass der Ser-Ligand zusammen mit dem
N-Rezeptor als ,Cis-Paar” Lqf-unabhangig internalisiert wird, um anschlief3end separiert und an
die Zelloberflache einzeln wiedergebracht zu werden. Auf der Suche nach einem moglichen
Adapterprotein, das die alternative, Lqf-unabhéngige Endozytose vermitteln konnte, ware ein
,Proximity Biotinylation“ -Assay mit z. B. APEX2 hilfreich. Hierfiir sollten Ser und SerK2R mit
APEX2 fusioniert werden. Anschlieffend wire eine Expression dieser Konstrukte und der
Biotinylierungsassay moglich, um die moglichen Interaktionspartner zu isolieren. Da SerK2R-HA
keine Ks in der ICD besitzt und somit nicht ubiquitiniert werden kann, wire das mogliche
Adapterprotein nicht in der Lage mit SerK2R zu interagieren. Daher sollten bei dem Proximity

Biotinylation“ -Assay Unterschiede im Interaktom von Ser-HA und SerK2R-HA festzustellen sein.

4.1.2 Die Endozytose und Degradation von Ser sind abhingig von den Ks in der ICD
Es wurde bereits gezeigt, dass bei einem Ausfall von mib1 Ser an der apikalen Plasmamembran
akkumuliert, wiahrend die DI-Endozytose unverdndert bleibt [41, 43]. Auch bei einer
Herunterregulation von MIB1 in Saugerzellkultur wird keine Endozytose fiir Jagl mehr
beobachtet [87]. Fiir DIK2R und DII1K2R hingegen konnte Endozytose beobachtet werden,
obwohl diese nicht ubiquitiniert werden [28, 36].
Die Analyse der Endozytose der transgenen Ser-Liganden in den Fliigelimaginalscheiben und in

S2-Zellen ergab, dass SerK2R-HA nicht endozytiert wird, wahrend fiir Ser-HA eine effiziente
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Endozytose beobachtet wird (Abbildung 20 und Abbildung 51). Da Mib1l in der
Fliigelimaginalscheibe ubiquitir exprimiert wird, sollte die meiste Ubiquitinierung und die
Endozytose des Liganden in diesem Gewebe durch Mib1 vermittelt werden [41]. Daher weisen
die Ergebnisse dieser Untersuchung darauf hin, dass Mib1 nicht in der Lage ist die Endozytose
eines Ser-Liganden ohne Ks in der ICD einzuleiten. Auch bei dem Antikérper-,Uptake“-Assay in
S2-Zellen wurde die Unfihigkeit von Mib1 die Endozytose von SerK2R-HA einzuleiten bestatigt.
So lokalisiert sowohl SerK2R-HA als auch Ser-HA iiber lingere Zeit an der Zellmembran
((Abbildung 22) und (Abbildung 53)), eine Ko-Expression beider Liganden mit Mib1 bewirkt
hingegen eine rasche Internalisierung von Ser-HA, jedoch nicht von SerK2R-HA (Abbildung 22).
Diese Ergebnisse stimmen mit den publizierten Daten iiberein, dass Mib1 eine Entfernung von Ser
von der Zellmembran in S2-Zellen bewirkt [25] und bestitigen aufierdem die bereits friither

beschriebene Abhdngigkeit der Ser-Endozytose von der Mib1-Funktion [41, 43].

Transmembranproteine, die flir den Abbau bestimmt sind, werden nach der Endozytose liber den
endosomalen/lysosomalen Transportweg degradiert (Ubersicht in [70]). Die Ubiquitinierung der
Transmembranproteine wird hierbei neben der Endozytose auch fiir eine effiziente Verpackung
dieser Proteine in intraluminalen Vesikel fiir den anschliefenden Abbau im Lysosom benétigt. Da
SerK2R-HA keine Ks in der ICD besitzt, wére zu erwarten, dass die Degradation von SerK2R-HA
gestortist. In Untersuchungen an DIK2R konnte bspw. gezeigt werden, dass der Abbau von DIK2R-
HA verlangsamt ist [28]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mithilfe eines Pulse-Chase-
Experimentes fiir SerK2R-HA ebenfalls eine deutliche Verzogerung der Degradation festgestellt
(Abbildung 23; in Zusammenarbeit mit S. Akgiin, Bachelorarbeit 2017). Somit, werden die Ks in
der ICD von Ser fiir die Mib1-vermittelte Endozytose und die Degradation des Liganden benotigt.

Wie in 3.5 beschrieben, befinden sich Ks in den putativen Bindeboxen fiir Mib1. Aus diesem Grund
ware es moglich, dass die Ks in der Ser-ICD bei der Interaktion mit Mib1 eine Rolle spielen. Mit
Hilfe einer Co-IP konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass SerK2R-HA in der Lage ist
mit Mib1 zu interagieren. Die Interaktion scheint im Vergleich zu Ser-HA allerdings schwéacher zu
sein (Abbildung 25). Mit Hilfe der schwiacheren Bindung von SerK2R-HA an Mib1 konnte die
Inaktivitat von SerK2R-HA erklart werden. Denn ein Verlust der Interaktion mit Mib1 wiirde zu
einer dhnlichen Situation fiihren, wie im mibI-mutanten Hintergrund, bei der ein Ser-Ligand
funktionslos ist [41, 43]. Um genauere Aussagen iiber die Affinitaten der transgenen Liganden zu
Mib1 zu treffen, sollten allerdings in zukiinftigen Experimenten quantitative Methoden, wie MST
(,Microscale thermophoresis“), verwendet werden. Sollte eine schwiachere Bindung von SerK2R-
HA an Mib1 bestaitigt werden, ware es aufderdem ein Hinweis auf strukturelle Eigenschaften von
der Ser-ICD. Nach dem heutigen Wissenstand ist nicht genau bekannt, ob die ICD von Ser eine
bestimmte Proteinkonformation aufweist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht mit Hilfe der

Internetseiten ,SWISS-MODEL“ und ,,UniProt“ eine mogliche Struktur der Ser-ICD vorherzusagen.
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Es konnte allerdings keine besondere Struktur vorhergesagt werden. Dennoch weisen die
Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die ICD von Ser eine bestimmte Konformation aufweist,
die fiir die Aktivitiat von Ser und fiir die Interaktion mit Mib1 essentiell sein konnte. Daher wiare
eine geringere Bindung von SerK2R-HA an Mib1 auf stiarkere strukturelle Veranderungen der Ser-

ICD infolge der Austausche aller Ks zu Rs zuriickzufiihren.

4.1.3 Die transgenen Ser-Liganden verandern die Lokalisation des N-Rezeptors

In einer vorigen Publikation wurde gezeigt, dass bei einer ektopischen Expression eines
wildtypischen Ser-Liganden der endogene N-Rezeptor von der apikalen Membran entfernt wird
[25]. Diese Beobachtung fiihrte zu der Frage, ob die Lokalisation des endogenen N-Rezeptors als
Konsequenz der gestorten SerK2R-Endozytose beeinflusst wird. Wahrend die Expression von Ser-
HA eine Entfernung des endogenen N-Rezeptors von der apikalen Membran bewirkt, fithrt die
Expression von SerK2R-HA zu einer Anreicherung des N-Rezeptors in einigen Bereichen entlang
der apikalen Membran (Abbildung 24). Diese apikale Akkumulation des N-Rezeptors kénnte ein
Indiz dafiir sein, dass der dominant negative SerK2R-Ligand, der nicht endozytiert wird, die
Endozytose des Rezeptors beeintrachtigt. Auch bei den Expressionen der inaktiven Ser- (SerAint)
und DI- (Dli1/2) Varianten wird eine Akkumulation des endogenen N-Rezeptors an der apikalen
Membran beobachtet [25, 58]. Somit scheinen die Liganden, die nicht in der Lage sind den Notch-
Signalweg zu aktivieren, die Endozytose des N-Rezeptors zu beeintrachtigen. Ein Antikdrper-
»,Uptake“-Assay mit einem anti-NECD-Antikérper in den Fliigelimaginalscheiben ware hierbei
hilfreich, um die Endozytose des N-Rezeptors bei den Expressionen der transgenen Ser-Liganden
genauer zu untersuchen.

Die Beobachtungen, dass der Ligand und der Rezeptor ihre Lokalisation gegenseitig beeinflussen
konnen, sind in mehreren Studien beschrieben. Es wurde bspw. in der Zellkultur gezeigt, dass die
Lokalisation von Jagl in der Zelle vom N-Rezeptor abhingig ist. Hierbei lokalisiert eine Jagl-
Variante, die nicht in der Lage ist mit dem N-Rezeptor zu interagieren, vermehrt an der
Plasmamembran [87]. Untersuchungen im Zebrafisch demonstrierten, dass die Endozytose des
DI-Orthologs, DID, vom N-Rezeptor abhdngig ist [106]. In einer weiteren Untersuchung
demonstrierten Nichols et al. 2007 in Sduger-Zellkultur, dass bei der Expression von DII1AICD die
ECD des N-Rezeptors an der apikalen Membran akkumuliert. Die Expression vom wildtypischen
DIl1 hingegen flihrt zu einer Trans-Endozytose von NECD [13]. Ein dhnlicher Effekt wurde in
dieser Arbeit bei der Expression einer Ser-Variante ohne ICD beobachtet. Hierbei akkumuliert der
endogene N-Rezeptor an der apikalen Membran in den Fliigelimaginalscheiben (Abbildung 58),
dhnlich wie bei der SerK2R-HA-Expression, was auf eine beeintrachtigte Endozytose des
endogenen N-Rezeptors hindeutet.

Zusammen deuten diese Resultate darauf hin, dass ein Verlust aller Ks in der Ser-ICD zu einer

gestorten Endozytose des Liganden fiihrt, was wiederum eine beeintrachtigte N-Endozytose
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sowie eine fehlende Trans-Aktivierung des Notch-Signalwegs zur Folge hat. Es wére denkbar, dass
infolge der gestorten Endozytose und Degradation von SerK2R-HA der Ligand an der apikalen
Membran stark akkumuliert. Die Akkumulation des Liganden wiirde zu einer vermehrten
Bindung an die endogenen N-Rezeptoren fiihren. Hierbei sollten die N-Rezeptoren nicht nur in cis,
sondern auch in trans gebunden werden. Diese Vermutung wird durch die Beobachtung einer
nicht zellautonomen Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitit unterstiitzt. Die durch
SerK2R-HA gebundenen N-Rezeptoren konnten dann nicht mehr endozytiert und nicht aktiviert
werden.

Um die Beeinflussung der gegenseitigen Endozytose von Ser/SerK2R und vom N-Rezeptor weiter
zu untersuchen, wire eine Ko-Expression mit Deltex hilfreich. Deltex ist eine E3-Ligase, die den
N-Rezeptor ubiquitiniert und dessen Endozytose steigert (Bjorn Schnute, Dissertation 2019). Es
ware interessant herauszufinden, ob dadurch die Endozytose von SerK2R-HA induziert wird, was
fiir die Beeinflussung der gegenseitigen Endozytose sprache.

Andererseits scheint die vesikuldre Lokalisation des N-Rezeptors bei den Expressionen der
transgenen Ser-Liganden nicht signifikant verandert zu sein. Vor diesem Hintergrund ware nicht
ausgeschlossen, dass die ektopische Expression der Liganden eine veranderte Transkriptionsrate
von Notch zur Folge hat. In diesem Fall wére die vermehrte Lokalisation des N-Rezeptors an der
apikalen Membran nur indirekt beeinflusst. Von daher ware eine Ko-Expression von Ser-HA und
SerK2R-HA mit N-lacZ hilfreich, um transkriptionelle Veranderungen von Notch zu detektieren.
Die Akkumulation von SerK2R-HA an der apikalen Membran ist vergleichbar mit der apikalen
Akkumulation von Ser in mib1-mutanten Zellen [41]. Aus diesem Grund wdre es interessant die
Lokalisation des endogenen N-Rezeptors in mibI-mutanten Zellklonen zu analysieren. Hierbei
ware es denkbar, dass der endogene N-Rezeptor in mibI-mutanten Zellen an der apikalen

Membran akkumuliert.

Dariiber hinaus ware es interessant zu wissen, ob die beeintrachtigte Endozytose des N-Rezeptors
zu dem dominant negativen Effekt von SerK2R-HA fiihrt. Einerseits unterstiitzen die Ergebnisse
der Ko-Expression von Ser-K2R-HA mit UAS-N diese Vermutung, da als Folge der Ko-Expression
der dominant negative Effekt von SerK2R-HA unterdriickt wird. Andererseits bleibt die endogene
Notch-Aktivitdt in diesem Fall nach wie vor reprimiert (Abbildung 19). Im Gegensatz zu der nicht
zellautonomen Unterdriickung der Notch-Aktivitat infolge der SerK2R-HA-Expression, fiihrt eine
Herunterregulation des N-Rezeptors mit Hilfe einer RNAi zu einer zellautonomen Unterdriickung
der endogenen Notch-Aktivitit (nicht gezeigt). Diese Beobachtungen konnten darauf hinweisen,
dass SerK2R-HA moglicherweise noch weitere Faktoren beeintrachtigen konnte. Um zwischen
diesen Moglichkeiten unterscheiden zu kdnnen, ware ein SerK2R-Ligand hilfreich, der zu keiner
Interaktion mit dem N-Rezeptor fahig ist, wie bspw. ein Ligand ohne die DSL-Domaéne. Dieser

Ligand sollte den Rezeptor weder in trans noch in cis binden konnen. Es wurde bereits gezeigt,

105



Diskussion

dass eine Ser-Variante mit mutierter DSL-Doméane weder cis-inhibitorisch noch trans-aktivierend
wirkt, wahrend es zu einer effizienten Expression und Endozytose des Konstruktes kommt [25].
Auch ein Drosophila Dl-Ligand ohne DSL-Doméane wird exprimiert und endozytiert, wirkt aber
weder cis-inhibitorisch noch trans-aktivierend (N. Viillings, unverodffentlichte Daten). Eine
Deletion oder Mutation der DSL-Domaéne sollte demnach in einem SerK2R-Liganden resultieren,
der nicht an den N-Rezeptor binden kann. Sollte die Expression von SerK2R4DSL-HA zu einem
SerK2R-HA-dhnlichen Phanotyp fiihren, wéire der dominant negative Effekt von SerK2R-HA
hochstwahrscheinlich nicht als Konsequenz der beeintrachtigten N-Endozytose zu erkldren. In
diesem Fall kime die dominant negative Wirkung eher als Folge einer Interaktion mit Mib1 oder
mit anderen Proteinen z. B. der endozytotischen Maschinerie zustande. So wurde in
Zellkulturexperimenten gezeigt, dass MIB1 die Rekrutierung von Dynamin2 via Sorting Nexin 18
(SNX18) moduliert, was fiir eine effiziente Endozytose von DII1 und anschliefende Aktivierung
des Notch-Signalwegs benotigt wird. Hierbei vermittelt ektopisch exprimiertes MIB1 eine
Interaktion zwischen Dynamin2 und SNX18 in einer E3-Ligase-Aktivitits-abhdngigen Weise
[107]. Um die mogliche Rolle von SNX18 fiir die Ser-Endozytose zu analysieren, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Herunterregulation von SNX18 mittels RNAi durchgefiihrt. Die kontinuierliche
Expression von SNX18-RNAi hat keine Auswirkung sowohl auf die Aktivierung des Notch-
Signalwegs entlang der d/v-Grenze der Fliigelimaginalscheibe als auch auf die subzelluldre
Lokalisation von endogenem Ser (nicht gezeigt). Bei dieser Untersuchung konnte jedoch die

Effizienz der RNAIi aufgrund eines fehlenden Antikérpers gegen SNX18 nicht verifiziert werden.

Um auszuschliefRen, dass die Expression von SerK2R-HA zu einer allgemeinen Beeintrachtigung
der Endozytose oder endozytotischer Faktoren fiihrt, wurde bei der SerK2R-HA-Expression eine
Antikorperfarbung gegen Crumbs (Crb) durchgefiihrt. Crb ist ein Transmembranprotein, das flr
die apiko-basale Zellpolaritit essentiell ist. Es wurde gezeigt, dass bei einer gestorten Endozytose
die subzelluldre Lokalisation von Crb stark verdandert wird [108]. Bei der SerK2R-HA-Expression
wurde keine Verdanderung der Lokalisation von Crumbs festgestellt (nicht gezeigt), was darauf
hindeutete, dass eine SerK2R-HA-Expression keine Auswirkung auf die allgemeine Endozytose
hat. Bei diesem Experiment sollte allerdings beachtet werden, dass es fiir Crb und Notch eine
genetische Interaktion gezeigt wurde, bei der Crb an der Lokalisation des Rezeptors an der
apikalen Zellmembran eine Rolle spielt [109]. Von diesem Hintergrund sollte der Einfluss der
SerK2R-Expression auf die Endozytose eines anderen Proteins analysiert werden, das in keinem
direkten Zusammenhang mit dem Notch-Signalweg steht. Dennoch zeigen diese Ergebnisse, dass
die SerK2R-HA-Expression keine Auswirkung auf die allgemeine Endozytose hat. Aus diesem
Grund ware es wahrscheinlicher, dass SerK2R-HA-Expression eine Auswirkung auf Mib1 hat. So
wurde demonstriert, dass eine ektopische Expression von Dmib1AR, einer Mib1-Variante ohne

E3-Ligase-Aktivitat, eine nicht zellautonome Unterbrechung der endogenen Wg-Expression und
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eine Narbenbildung entlang der Expressionsdomane verursacht ([42] und Bachelorarbeit E. Seib,
2011). Dabei akkumulieren beide endogenen Liganden an der apikalen Membran [42]. Somit fiihrt
ein Verlust der E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt von Mib1 zu einem Phanotyp, der dem SerK2R-HA-
Phinotyp ahnelt. Die Ahnlichkeit der Phdnotypen bei den SerK2R-HA- und DmibAR-Expressionen
konnte ein Hinweis darauf sein, dass SerK2R-HA neben der Lokalisation des N-Rezeptors die
Aktivitait von Mib1l beeintrachtigt. Die Phanotypen scheinen dabei mit der unterdriickten
Ubiquitinierung zusammen zu hingen und nicht damit, dass als Konsequenz der SerK2R-HA-
Expression Mib1 austitriert wird und somit nicht ausreichend zur Verfiigung steht. Denn eine
zusatzliche Expression von UAS-Dmib1l war nicht ausreichend, um die dominant negative
Wirkung von SerK2R zu unterdriicken (Abbildung 61). In diesem Zusammenhang ware eine
Detektion der subzellularen Lokalisation von Mib1 bei der Expression von SerK2R-HA hilfreich.
Sollte die SerK2R-HA-Expression einen Effekt auf Mib1 haben, ware eine verdanderte subzellulare
Lokalisation von Mib1 vorstellbar.

Da bei der Dmib1lAR-Expression beide endogene Liganden an der apikalen Membran
akkumulieren, wire es interessant zu untersuchen, ob die Expression von SerK2R-HA die
subzelluldre Lokalisation der endogenen Liganden, D] und Ser, beeinflussen kann. AufRerdem
konnte eine Beeinflussung der Endozytose vom endogenen N-Rezeptor durch die Expression von
einem transgenen N-Rezeptor beobachtet werden (B. Schnute, Dissertation 2019). Es ware daher

vorstellbar, dass die transgenen Ser-Liganden die Endozytose von endogenem Ser beeinflussen.

4.1.4 Die Identifizierung essentieller Ks in der ICD von Ser

Die Ergebnisse der Analyse von SerK2R-HA demonstrieren eine absolute Abhangigkeit von den
intrazellularen Ks fiir die Ser-Aktivitat. Die ICD von Ser enthdlt zehn Ks, fiinf davon an den
Positionen 1276, 1294,1362, 1381 und 1385 sind stark konserviert (Abbildung 29). Aus diesem
Grund stellte sich die Frage, welche dieser Ks fiir die Funktion von Ser essentiell und ausreichend
sind. Um dieser Frage nachzugehen, wurden die fiinf konservierten Ks entweder in der ICD von
Ser-HA durch Rs ausgetauscht (K zu R-Austausch) oder in die K-freie ICD von SerK2R-HA wieder
eingefiihrt (R zu K-Austausch).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung ergaben, dass fiir die Ser-Aktivitit nur K1362 einzeln wichtig
ist (Abbildung 30 und Ubersicht in Abbildung 55). Gleichzeitig ist keines der fiinf konservierten
Ks einzeln ausreichend, um die sonst K-freie [CD von SerK2R-HA zu aktivieren (Abbildung 33 und
Ubersicht in Abbildung 55). Dabei befindet sich das K1294 in der putativen N-Box von Ser und
konnte von der Position her dem K613 von DII1 entsprechen. Es wurde in Zellkultur-
Experimenten mit Sduger DIl1 gezeigt, dass K613 fiir die Ubiquitinierung und die Aktivitat des
Liganden essentiell ist [37]. Im Gegensatz zu DII1 ist das entsprechende K in den ICDs von DI und
Jagl fiir die ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs nicht essentiell, ahnlich wie bei Ser ((N.

Viillings, unveroffentlichte Daten) und [48]). K742 in der ICD von DI entspricht dem essentiellen
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K1362 von Ser und scheint ebenfalls eine wichtige Rolle fiir die Aktivitdt von DI zu spielen (N.

Viillings, unverdffentlichte Daten).

Aufierdem ergab die Analyse der multiplen K zu R-Austausche in der Ser-ICD, dass sobald vier der
fiinf konservierten Ks fehlen der Ligand nicht mehr aktiv ist. Dariiber hinaus wirken alle Ser-4R-
Varianten dominant negativ, wie SerK2R-HA. Dabei kann kein Unterschied in Abhangigkeit von
fehlenden Ks festgestellt werden. In diesem Fall scheinen alle fiinf Ks wichtig zu sein, sobald die
restlichen vier mutiert sind (Abbildung 32 und Ubersicht in Abbildung 55). Hierbei gilt zu
beachten, dass ein SerK2R-HA vergleichbarer Phdnotyp bereits bei drei ausgetauschten Ks
auftreten konnte. Diese Mdglichkeit wurde in dieser Arbeit nicht tiberpriift. Ein gleichzeitiger
Austausch von Ks 1276 und 1294 fiihrt zu einer starkeren Cis-Inhibition des Liganden, der jedoch
den Notch-Signalweg noch aktivieren kann (Abbildung 31). Ein Austausch dieser Ks gegen Alanine
fiihrt hingegen zu einem inaktiven Liganden [25]. Da Rs den Ks strukturell dhnlicher als Alanine
sind, wire es vorstellbar, dass der in der Publikation beschriebene Funktionsverlust von Ser

infolge einer starkeren strukturellen Verdnderung der ICD auftritt.

Die Ergebnisse der Wiedereinfilhrung von mehreren Ks in die SerK2R-ICD legen nahe, dass
mindestens fiinf Ks fiir die volle Funktion von Ser erforderlich sind (Abbildung 35 und Ubersicht
in Abbildung 55). Hierbei konnte beobachtet werden, dass sobald eines der fiinf konservierten Ks
mutiert ist, ein weiteres weniger stark konserviertes K1370 den Verlust kompensieren kann
(Abbildung 36). Untersuchungen der SerK2R-4K-Varianten, mit vier gleichzeitig eingefiihrten Ks,
deuten auf eine gewisse Hierarchie zwischen diesen fiinf konservierten Ks hin. In Abhangigkeit
von der Kombination der eingefiihrten und fehlenden Ks wirken die SerK2R-4K-Liganden
entweder cis-inhibitorisch oder dominant negativ. So scheint ein Verlust von Ks 1362 und 1385
zu einem dominant negativen Effekt zu fiihren, selbst wenn die restlichen vier konservierten Ks
noch vorhanden sind. Im Gegensatz dazu fiihrt ein Verlust der Ks 1276, 1294 oder 1381 zu einer
verstarkten Cis-Inhibition des Liganden und zu keiner dominant negativen Wirkungsweise
(Abbildung 34). Diese Beobachtungen waren damit zu erklaren, dass bestimmte Kombinationen

aus Ks die Effizienz der Endozytose und der Degradation von Ser beeinflussen kénnen.

Um die Beziehung zwischen der Endozytose und der Aktivitat der transgenen Ser-Rs- und SerK2R-
Ks-Varianten zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit eine Analyse der subzellularen Lokalisation
von einigen Varianten durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Analyse deuten auf eine Abhangigkeit
der Aktivitiat des Ser-Liganden von dessen Endozytose hin. Dabei konnte beobachtet werden, dass
alle getesteten Ser-Varianten, die nicht endozytiert werden, keine trans-aktivierenden
Eigenschaften aufweisen. Die cis-inhibitorischen Eigenschaften dieser transgenen Liganden
werden hingegen gesteigert. Dariiber hinaus zeigen einige Ser-Varianten, die nicht endozytiert

werden, einen starken dominant negativen Effekt. Somit scheint sowohl die verstarkte cis-
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inhibitorische Eigenschaft als auch die dominant negative Wirkungsweise mit der gestorten
Endozytose des Ser-Liganden zu korrelieren. Ahnliche Situation wird in der mibI-mutanten
Situation beobachtet, bei der keine Endozytose und keine Aktivitat flir Ser beobachtet werden.
Ahnlich dazu wurden in Glittenberg et al. 2006 inaktive Ser-Varianten, Ser2int, Ser'kk sowie
Ser"™NNL/NPL heschrieben, fiir die keine Endozytose beobachtet wurde. Interessanterweise wird eine
weitere Ser-Variante Ser'll ebenfalls nicht endozytiert, sie ist jedoch in der Lage den Notch-
Signalweg zu aktivieren [25]. Dies deutet darauf hin, dass nicht immer eine fehlende Endozytose
von Ser mit einer fehlenden Aktivitat des Liganden einhergeht. Aufderdem ware es moglich, dass
die Endozytose bei manchen Ser-Varianten ineffizient oder verzogert und daher nicht
detektierbar ist. Um die Korrelation zwischen der Endozytose der Ser-Varianten und der Aktivitat
des Liganden weiter zu untersuchen, wire eine Expression der cis-inhibitorischen sowie
dominant negativen Ser-Varianten im trpml/ mutanten Hintergrund hilfreich. Wie oben
beschrieben, wird bei dem Ausfall von trpml die Fusion des spaten Endosoms mit dem Lysosom
unterdriickt [99]. Dadurch kann die Endozytose fiir den Liganden selbst dann nachgewiesen
werden, wenn dieser verzogert oder ineffizient endozytiert wird.

Um zu untersuchen, ob eine bestimmte Kombination der Ks die Degradation von Ser beeinflusst,
ware ein Western Blot mit Proteinlysaten aus Larven mit den Ser-Rs- und SerK2R-Ks-Varianten
hilfreich. Des Weiteren konnte ein Pulse-Chase-Experiment mit den SerK2R-4K-Varianten
Aufschliisse dartiber geben, wie effizient diese Varianten degradiert werden. Dariiber hinaus wére
es interessant, die Ks zu identifizieren, die ubiquitiniert werden. Hierfiir ware eine Analyse einer
Auswahl der Ser-R- und SerK2R-K-Varianten mittels Massenspektrometrie hilfreich. Dadurch
ware es eventuell moglich, eine Korrelation zwischen der Aktivitdt einer Ser-Variante und der
Kombination der ubiquitinierten Ks festzustellen. Um ausreichende Mengen an ubiquitinierten
Proteinen fiir die Massenspektrometrie und dhnliche Analysen produzieren zu kénnen, ware ein

E. coli-basiertes Selektion- und Expressionssystem hilfreich [110].

4.1.5 Vergleich der Wirkungsweise von SerK2R-HA und SerR1362-HA
Die Beobachtung, dass von den fiinf konservierten Ks nur das K1362 fiir die Ser-Aktivitét einzeln
essentiell ist, fiihrte zu der Frage nach der Wirkungsweise des SerR1362-HA-Liganden. Ahnlich, wie
bei dem Verlust aller Ks in der Ser-ICD, fiihrt ein Verlust von K1362 zu einer Unterdriickung der
endogenen Notch-Aktivitit entlang der d/v-Grenze und zur Ausbildung einer Narbe im Fliigelfeld
(Abbildung 30). Im Gegensatz zu SerK2R-HA, das nicht zellautonom agiert, reprimiert Serk1362-HA
die endogene Notch-Aktivitit strikt zellautonom (Abbildung 50), was auf eine starke cis-
inhibitorische Wirkung von SerR1362-HA hindeutet. Dabei wird der starke cis-inhibitorische Effekt
von SerR1362-HA durch Ko-Expression mit UAS-N unterdriickt und eine starke ektopische
Aktivierung des Notch-Signalwegs festgestellt, dhnlich wie bei Ser-HA (Abbildung 31). Somit

resultiert ein Verlust von K1362 in einem stark cis-inhibitorischen Ser-Liganden. Um zu
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untersuchen, ob der starke cis-inhibitorische Effekt von SerR1362-HA unterdriickt werden kann,
ware eine Expression einer SerR1362AEGF6-HA-Variante sinnvoll. Wie zuvor erwahnt, fiihrt die
Deletion von EGF6 zu einem nicht cis-inhibitorischen Liganden [27]. Es ware daher interessant zu
untersuchen, ob SerR1362AEGF6-HA weiterhin cis-inhibitorisch wirken kann, wenn EGF6 deletiert ist.
Das entsprechende Konstrukt wurde bereits durch P. Schmidt im Rahmen seiner Bachelorarbeit

hergestellt. Die Transgenese war jedoch bisher nicht erfolgreich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf3erdem mit Hilfe der tempordren Expression von transgenen
Liganden die Moglichkeit untersucht, ob SerR1362-HA bei einer niedrigeren Konzentration zuerst
trans-aktivierend und erst spater aufgrund der hohen Konzentration cis-inhibierend wirken kann.
Sollte diese Vermutung zutreffend sein, ware bei einer kurzen Expression von SerRi362-HA
zunachst eine ektopische Aktivierung des Notch-Signalwegs zu erwarten. Es wird hingegen direkt
eine zellautonome Unterdriickung der endogenen Notch-Aktivitit beobachtet, sobald ein HA-
Signal detektierbar ist (Abbildung 50). Somit ist es méglich, dass Serk1362-HA bereits bei niedriger
Liganden-Konzentration stark cis-inhibitorisch wirkt.

Es ist jedoch nicht auszuschlieflen, dass selbst bei kiirzerer Expression die Liganden-
Konzentration bereits zu hoch ist. Daher wire eine Expression von SerR1362-HA auf endogenem
Expressionsniveau sinnvoll. Dadurch wére es moglich zu bestimmen, ob die cis-inhibitorische
Eigenschaft eines Liganden nur durch seine Konzentration in der Zelle bestimmt wird oder ob
moglicherweise noch weitere Faktoren eine verstarkte cis-Inhibitorische Wirkung eines Liganden
bewirken konnen. So werden im Western Blot drei Banden fiir Ser beobachtet. Hierbei ist eine
Bande deutlich grofder als erwartet (Abbildung 25). Diese Bande konnte eine modifizierte Ser-
Variante darstellen. Es konnte sich z. B. um eine Glykosylierung der ECD von Ser handeln, in der
mehrere mogliche Glykosylierungsmotive vorhanden sind [111]. Deswegen konnte ein
Glykosylierungsassay zur Aufklarung beitragen, ob es sich bei der detektierten gréfieren Ser-
Bande um die Glykosylierung von Ser handelt. Um zu untersuchen, ob diese mogliche
Modifizierung von Ser durch Mib1 vermittelt wird, ware eine Expression von Ser-HA, SerK2R-HA
und SerR1362-HA in S2-Zellen mit oder ohne zusitzliche Dmib1-Expression hilfreich. Sollte Mib1
zur Modifikation von Ser beitragen, wire ein verdndertes Bandenmuster bei Ko-Expression mit
Mib1 fiir Ser-HA im Western Blot zu erwarten. Sollten den SerK2R-HA- und SerR1362-HA-Varianten
die fiir die mogliche Modifikation notwendigen Ks fehlen, ware fiir diese Varianten keine
Verdnderung des Bandenmusters zu erwarten. Dariiber hinaus kdnnten die Proben der einzeln
exprimierten Liganden und der Ko-Expression mit Mib1l mithilfe von Massenspektrometrie
analysiert werden. Dabei ware wichtig zu beachten, dass Ser in Anwesenheit von Mib1 schnell
degradiert wird. Aus diesem Grund sollte die Degradation verhindert werden, um ausreichende

Proteinmengen fiir die Analyse gewinnen zu kénnen.

Interessanterweise wurde bei der Analyse der subzelluldaren Lokalisation von SerR1362-HA in
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Fliigelimaginalscheiben ausschlief3lich membranstdandiges HA-Signal detektiert (Abbildung 31).
Diese Lokalisation dhnelt der Lokalisation von SerK2R-HA, was darauf hindeutete, dass die
Endozytose und der anschlief}ende Abbau von SerR1362-HA moglicherweise auch gestort sind.
Dieses Ergebnis legt nahe, dass Mib1 nicht in der Lage ist die Endozytose von Ser beim Austausch
von K1362 einzuleiten. Dies konnte damit erklart werden, dass ein Autausch von K1362 zur
Storung der Interaktion mit Mib1 fiihrt. Um diese Moglichkeit zu testen, ware eine Co-IP von
SerR1362-HA mit Dmib1 hilfreich. Des Weiteren waren ein Pulse-Chase-Experiment und eine
Expression von SerR1362-HA im trpml-mutanten Hintergrund hilfreich. Das Pulse-Chase-
Experimentes sollte eine Bestimmung der Degradationsdauer von SerR1362-HA ermdglichen,
wahrend eine Expression im trpml-mutanten Hintergrund eine Detektion der endozytierten

SerR1362-HA-Liganden selbst bei einer ineffizienten Endozytose ermoglichen kénnte.

Ahnlich wie bei der SerK2R-HA-Expression akkumuliert der endogene N-Rezeptor bei der
SerR1362-HA-Expression an der apikalen Membran (Abbildung 58). Es ware daher interessant zu
wissen, ob beide Liganden auf dieselbe Weise die Akkumulation des N-Rezeptors an der apikalen
Membran bewirken. Moglicherweise konnte hierfiir ein Pulse-Chase-Experiment mit kurzen
Pulse-Phasen hilfreich sein. Eine kurze Pulse-Phase fiihrt dazu, dass nur einzelne Zellen das
transgene Konstrukt exprimieren und dadurch eine genauere Detektion der subzelluldren
Lokalisation des gewiinschten Proteins ermoglicht wird (Bjorn Schnute, Dissertation 2019). Ein
weiterer Vorteil einer kurzen Pulse-Phase waire, dass nur einzelne Zellen den transgenen
Liganden exprimieren und dadurch eventuell eine Unterscheidung zwischen der trans- und cis-
Interaktion der transgenen Liganden mit dem Rezeptor moglich ware. Moglicherweise konnte
eine Expression von SerK2R-HA und SerR1362-HA in der Keimbahn von Drosophila hilfreich sein.
Dadurch sollte es méglich sein zwischen einzelnen Zellen zu unterscheiden und den Unterschied
auf die Rezeptor-Lokalisation zu verdeutlichen. So wurde in der Keimbahn gezeigt, dass der N-
Rezeptor in DI-mutanten Zellklonen an der Membran akkumuliert und die Cis-Inhibition durch
den Liganden dafiir benotigt wird, die Liganden-unabhingige Aktivierung von Notch zu
unterdriicken [112]. Hierbei ware jedoch wichtig zu beachten, dass kein endogenes Ser in der
Keimbahn exprimiert wird. Daher konnte eine ektopische Ser-Expression in diesem Gewebe zu

artifiziellen Effekten fiihren.

In Glittenberg et al. 2006 wurde eine SerAT-Variante beschrieben, bei der alle Aminosduren
deletiert wurden, die sich nach der konservierten sog. ,int“-Region befinden [25]. Durch diese
Deletion wurde auch das K1362 aus der Ser-ICD entfernt. Ser®T kann den Notch-Signalweg noch
schwach ektopisch aktivieren. Diese ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges ist schwacher
als die Ser-vermittelte ektopische Aktivierung [25], ist jedoch deutlich stdrker als diejenige bei
der Expression von SerR1362-HA. Diese Beobachtungen legen nahe, dass nicht der Verlust von

K1362 per se zu einem Funktionsverlust des Ser-Liganden fiihrt, sondern der K zu R-Austausch
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innerhalb der sonst wildtypischen Ser-HA-ICD. Des Weiteren deuten die unterschiedlichen
Aktivitaten von SerAT und SerR1362-HA darauf hin, dass strukturelle Verdnderungen in der ICD von
Ser die Aktivitat des Liganden beeintrachtigen. Auf der anderen Seite wurde SerAT zufillig ins
Genom von Drosophila integriert [25] und ein direkter Vergleich von SerR1362-HA mit SerT ist

daher nicht moglich.
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4.2 Die putativen Mib1-Bindemotive sind nicht essentiell fiir die Ser-Aktivitit

Mit Hilfe der Untersuchungen der ICDs von DI, DIl1 und Jagl konnten sog. N- und/oder C-Boxen
als Bindemotive fiir Mib1/MIB1 identifiziert werden ([48, 58], N. Viillings; AG Klein und AG
Gossler, unvero6ffentlichte Daten). Dabei konnte demonstriert werden, dass die Jag1-ICD sowohl
die N- als auch die C-Box fiir eine vollstindige Aktivitat benotigt [48]. In den [CDs von DI und DIl1
scheint hingegen nur die N- Box eine wichtige Rolle zu spielen ([58], N. Viillings; AG Klein und AG
Gossler, unveroffentlichte Daten). Basierend auf dem Aminosauresequenzenvergleich konnte in
der ICD von Ser eine N- und eine C-Box vorhergesagt werden ([48] und (Abbildung 46, B und
Abbildung 45)). Hierbei unterscheidet sich die Sequenz der putativen N-Box von Ser deutlich von
den N-Boxen anderer DSL-Liganden, wahrend die vorhergesagte C-Box den C-Boxen anderer
Liganden sehr dhnlich ist ((Abbildung 46, B und Abbildung 45) und [48]). Um die Rolle der
vorhergesagten N- und C-Boxen in der Ser-ICD in vivo zu untersuchen, wurden die Aminosduren
der putativen N- und/oder C- Box durch Alanine ersetzt (Abbildung 46, D).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung ergaben, dass sowohl die vorhergesagte N- als auch die C-
Box fiir die Ser-Aktivitdt nicht essentiell sind (Abbildung 47). Wie zuvor erwéhnt, ist die meiste
Aktivierung des Notch-Signalwegs in der Fliigelimaginalscheibe abhdngig von Mib1 [42]. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass diese Bereiche in der Ser-ICD fiir die genetische
Interaktion mit Dmib1 ebenfalls nicht essentiell sind. Vor diesem Hintergrund wurde in der ICD
von Ser nach weiteren moglichen Interaktions-Motiven mit Mib1 gesucht. Hierbei wurde mit Hilfe
eines Aminosduresequenzvergleiches eine stark konservierte Region identifiziert (Abbildung 45).
Ein Teil dieser Region wurde von Glittenberg et al. 2006 bereits als , int“-Region beschrieben [25].
Dariiber hinaus befindet sich ein Teil der vermeintlichen N-Box und das vorhergesagte Neur-
Bindemotiv (NBM) von Ser (Abbildung 45) in dieser Region [59]. Eine Deletion der konservierten
»int“- Region fiihrt zu einem inaktiven Ser-Liganden (Serint) [25]. Es ware jedoch vorstellbar, dass
grofiere Deletionen eine strukturelle Verdnderung der Gesamtstruktur eines Proteins bewirken
koénnen. Aus diesem Grund wurde die oben beschriebene konservierte Region in kleinere
Bereiche aufgeteilt und die entsprechenden Aminosauren gegen Alanine ausgetauscht um Ser-
EKSN2Ala-HA, Ser-NLQ2Ala-HA und Ser-NEEN2Ala-HA zu generieren.

Die Untersuchung der auf diese Weise mutierten Ser-Varianten ergab, dass keine der analysierten
Aminosauren fiir die Aktivitit von Ser und somit fiir die genetische Interaktion mit Mib1
erforderlich sind. Dabei weist nur die Ser-EKSN2Ala-HA-Variante eine deutliche Reduktion der
Liganden-Aktivitit auf (Abbildung 48). Im Gegensatz zum inaktiven Ser2int kann Ser-EKSN2Ala-
HA den Notch-Signalweg noch ektopisch aktivieren ([25] und (Abbildung 48)). Aus diesem
Ergebnis kann abgeleitet werden, dass der EKSN-Bereich in der ICD zur Ser-Aktivitit beitragt,
jedoch einzeln nicht essentiell ist. Es ist allerdings wichtig zu beachten, dass Ser2int zufallig ins
Genom von Drosophila inseriert wurde und von daher mit den mutierten Ser-Varianten nicht

direkt verglichen werden kann.
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Die Ergebnisse der Suche nach den Bindemotiven fiir Mib1 in der Ser-ICD indizieren, dass die
vorhergesagten N- und C-Boxen sowie weitere einzeln mutierten Bereiche in der ICD fiir die
genetische Interaktion mit Mib1 nicht essentiell sind. Es bedarf also weiterer Mutationen oder
Kombinationen aus bereits mutierten Bereichen, um die Motive zu identifizieren, die die
genetische Interaktion mit Mib1 vermitteln.

Dartiber hinaus konnte mit Hilfe dieser Untersuchung gezeigt werden, dass das vorhergesagte
Neur-Bindemotiv fiir die Mibl-vermittelte Ser-Aktivierung und somit fiir die genetische
Interaktion mit Mib1 nicht bendtigt wird. Analog dazu wurde bei den Analysen der DI-ICD
beobachtet, dass Mibl und Neur unterschiedliche Bereiche in der Liganden-ICD fiir die
Aktivierung des Notch-Signalwegs und somit fiir die genetische Interaktion bendtigen (N.

Viillings, unveroffentlichte Daten, [58]).

114



Diskussion

4.3 Neur aktiviert Ser K- und Mib1-unabhangig

In der Fliigelimaginalscheibe ist die Expression der E3-Ubiquitin-Ligase Neur auf die sensorischen
Mutterzellen beschrankt [45]. Neur ist allerdings in der Lage die Funktion von Dmib1 an der d/v-
Grenze zu iibernehmen ((Abbildung 39) und [28, 41]). Untersuchungen mit einer DI-Variante
ohne Ks in der ICD zeigten, dass Neur DI K-unabhéngig in Abwesenheit von Mib1 aktivieren kann.
Um zu untersuchen, ob Neur auch den Ser-Liganden Mib1-unabhingig aktivieren kann, wurden
die transgenen Ser-Liganden mit Neur und mit Neur-Varianten ko-exprimiert. Die Ergebnisse der
Ko-Expressionen von Ser- HA mit Neur sowie mit den Neur-Varianten legen nahe, dass Neur die
Aktivierung von Ser in einer Mib1-unabhdngigen Weise vermitteln kann (Abbildung 39).
Dariiber hinaus demonstrieren die Ergebnisse der Ko-Expressionen mit SerK2R-HA, dass Neur in
der Lage ist den sonst dominant negativen SerK2R-Liganden zu aktivieren und zur ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalwegs beizutragen. Diese ektopische Aktivierung ist sogar stark
genug, um eine ektopische Wg-Expression einzuleiten (Abbildung 38 und Abbildung 39). Sie ist
jedoch schwécher als bei der Ko-Expression mit Ser-HA und kann durch die Wiedereinfiithrung
der Ks in die SerK2R-ICD gesteigert werden. Hierbei sind nicht alle Ks gleichbedeutend. So steigert
K1294 die Aktivitdt von SerK2R-HA deutlich, wahrend K1362 hierfiir unwichtig ist. Anders als bei
Ser, wurde das entsprechende K742 in der DI-ICD als bevorzugtes Ubiquitinierung-Substrat fiir
Neur beschrieben [58]. Die stirkste Aktivitit wird bei einer SerK2R-5K-Variante mit fiinf
konservierten Ks beobachtet (Abbildung 41). Also, scheint die Aktivierung von Ser durch Neur
einerseits K-unabhangig zu sein, andererseits sind die Ks fiir eine effektive Aktivierung wichtig.
Hierbei scheinen einige Ks wichtiger zu sein als andere. Um die Rolle einzelner Ks in der Ser-ICD
fiir die Aktivierung durch Neur zu untersuchen, ware eine Ko-Expression mit den SerK2R-K- und
Ser-R-Varianten mit einzelnen Austauschen hilfreich.

Im Gegensatz zu Neur-Myc ist keine der anderen Neur-Varianten in der Lage die K-freie ICD von
SerK2R-HA zu aktivieren (Abbildung 39). Dies deutet darauf hin, dass fiir die Ser-Aktivierung
durch Neur die Bindung an Ser, die katalytische RING-Domane und das PIP;-Bindemotiv fiir die
Membranassoziation von Neur benotigt werden. Die Notwendigkeit der Bindung von Neur an den
Liganden konnte von der Seite des Liganden ebenfalls bestatigt werden. So fiihrte eine Mutation
des vorhergesagten NBM zur fehlenden Aktivierung des Notch-Signalwegs im mibI-mutanten
Hintergrund (Abbildung 49) [59]. Ahnliche Resultate wurden fiir die DIK2R-HA-vermittelte
Aktivierung des Notch-Signalwegs iiber Neur beschrieben. Hierbei wurde gezeigt, dass ein DIK2R-
Ligand mit einem mutierten NBM nicht in der Lage ist den Notch-Signalweg zu aktivieren [28]. Im
Gegensatz zu SerK2R-HA wird fiir die Aktivierung von Ser-HA die NHR2-Domaéne nicht benotigt
(Abbildung 38 und Abbildung 39). Die genaue Rolle der NHR2-Domane ist bislang nicht ganz klar.
Zusammen mit der NHR1-Domaéne ist die NHR2-Domaéne ausreichend, jedoch nicht notwendig fiir
die Oligomerisation von Neur [55]. Es wurde aufderdem in vitro und in Sdugerzellkultur gezeigt,

dass Neurl1 mit Jagl bevorzugt via NHR2 interagiert [113].
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Die Abhangigkeit der Ser-Aktivierung durch Neur von der RING-Domédne kénnte zum einen
bedeuten, dass die E3-Ligase-Aktivitdt und somit die Ubiquitinierung benotigt wird. Alternativ
ware es jedoch moglich, dass die RING-Domaéne per se essentiell ist. In einigen Studien konnte
gezeigt werden, dass die RING-Doméanen der Oligomerisation von Proteinen dienen kénnen
(Ubersicht in [40]). Um zwischen diesen Méglichkeiten unterscheiden zu kénnen, wurde SerK2R-
HA mit Neur im Igf~mutanten Hintergrund ko-exprimiert, der durch das Lqf-Konstrukt ohne
funktionale UIMs gerettet wurde. In diesem Experiment konnte keine Aktivierung des Notch-
Signalwegs beobachtet werden (Abbildung 40). Diese Beobachtungen legen also nahe, dass bei
der Neur-vermittelten Aktivierung von Ser die Ubiquitinierung bendtigt wird. Somit ist Neur in
der Lage die Aktivierung von Ser in einer K-unabhingigen und einer K-abhiangigen Weise zu

vermitteln. Die Ubiquitinierung scheint in beiden Fallen notwendig zu sein.

4.3.1 Neur kann die Endozytose und Degradation von Ser K-unabhangig einleiten

Die Tatsache, dass Neur den sonst inaktiven SerK2R-HA-Liganden in einen aktiven
transformieren konnte, warf die Frage nach dem Mechanismus dieser Transformation auf.
Zahlreiche Publikationen demonstrierten, dass Neur in der Lage ist die Endozytose der DSL-
Liganden einzuleiten [41, 46, 51, 53, 56]. Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Neur
die Endozytose von Ser-HA und SerK2R-HA induziert. Hierbei wurde mit Hilfe eines Antikorper-
»,Uptake“-Assays beobachtet, dass Neur in der Lage ist eine rasche Internalisierung von Ser-HA
und SerK2R-HA zu bewirken (Abbildung 42). Dies deutet darauf hin, dass Neur die Endozytose
sowohl von Ser-HA als auch von SerK2R-HA vergleichbar effizient vermitteln kann. Diese
Beobachtungen wurden mit Hilfe der Ko-Expressionen von Ser-HA oder SerK2R-HA mit Neur in
den Fliigelimaginalscheiben bestétigt. So zeigte M. Kerkhoff im Rahmen seiner Masterarbeit, dass
Neur die Endozytose von SerK2R-HA genauso effizient einleiten kann, wie die Endozytose von
Ser-HA (Abbildung 43). Dartiiber hinaus wurde im Rahmen dieser Untersuchung festgestellt, dass
Neur nicht nur die Endozytose, sondern auch die Degradation von Ser in einer PIP;-Bindemotiv
abhingigen und K-unabhdngigen Weise ermoglicht ((Abbildung 63) und (M. Kerkhoff,
Masterarbeit 2018)). Anschlief3end konnte gezeigt werden, dass als Folge der SerK2R-Endozytose
sich die Lokalisation des endogenen N-Rezeptors verdndert. Hierbei wird, dhnlich wie bei der
alleinigen Expression von Ser-HA, eine Entfernung des N-Rezeptors von der apikalen Membran
beobachtet. Zusatzlich wird eine Ko-Lokalisation bei den HA- und NECD-positiven Vesikeln
festgestellt (Abbildung 44). Vermutlich ist Neur in der Lage die Trans-Endozytose des N-
Rezeptors tiber SerK2R-HA zu bewirken, was wiederum in der Aktivierung des Notch-Signalwegs
resultieren kann (Abbildung 38).

Da SerK2R-HA keine Ks in der ICD besitzt wire davon auszugehen, dass dieser Ligand, dhnlich zu
DIK2R-HA, nicht ubiquitiniert werden kann. Aus diesem Grund stellt sich die Frage nach dem

Mechanismus, bei dem Neur in der Lage ware die Endozytose und den Abbau der K-freien Ser-ICD
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zu ermdoglichen. Eine mogliche Erklarung ware, dass Neur die Funktion eines Adapterproteins
tibernimmt. Hierbei konnte Neur via die NHR1-Doméne an das NEEN-Motiv in der Ser-ICD binden.
Es ware vorstellbar, dass Neur anschlieflend sich selbst ubiquitiniert. Es wurde bereits
demonstriert, dass Neur zur Selbst-Ubiquitinierung in der Lage ist [55]. In diesem Fall konnte Lqf
iiber UIMs mit dem ubiquitinierten Neur interagieren und die Invaginierung der Clathrin-
beschichteten Bereiche einleiten. So wurde in vitro gezeigt, dass Lqfin der Lage ist die Ausbildung
von Clathrin-beschichteten Invaginationen zu vermitteln [80]. Auflerdem besitzt Neur am N-
terminus ein konserviertes Glycin, das in Sduger-Orthologen auch konserviert ist und als
potenzielles Motiv flir eine Myristoylierung dienen konnte. Die Myristoylierung ermoglicht
schwache Interaktionen mit der Zellmembran oder mit anderen Proteinen (Ubersichten in [114]).
Diese Interaktionen sind reversibler Natur, wodurch ein Transport und eine Verdnderung der
Lokalisation der myristoylierten Proteine moglich ist (Ubersichten in [114]). Untersuchungen in
vitro und in Sdugerzellkultur demonstrierten, dass Neurll myristoyliert wird. Die Myristoylierung
wird fiir die Lokalisation von Neurl1 an der Plasmamembran benétigt, was fiir die Aktivitit von
Jagl essentiell ist [113].

Anderseits ware nicht ausgeschlossen, dass Neur nicht selbst als Adapterprotein agiert, sondern
ein weiteres mogliches Adapter-Protein ubiquitiniert und dadurch die Verbindung zum Lqf
ermoglicht. Um diese Maoglichkeit auszuschliefden, wire ein NeurK2R-Konstrukt hilfreich.
NeurK2R konnte die Ubiquitinierungsreaktion katalysieren, jedoch nicht selbst ubiquitiniert
werden. Sollte Neur die Selbst-Ubiquitinierung fiir die Aktivierung von Ser bendtigen, ware
NeurK2R nicht in der Lage im mibl-mutanten Hintergrund zu der Aktivierung des Notch-
Signalwegs beizutragen.

Ein alternativer Mechanismus ware, dass Neur in der Lage ware Lqf zu ubiquitinieren. Es wurde
in vitro demonstriert, dass Epsinl - ein Lqf-Ortholog aus der Hefe - am N-terminalen Teil
ubiquitiniert wird [115]. Die Autoren dieser Publikation vermuten, dass die Ubiquitinierung des
N-terminalen Teils der Dissoziation von Epsinl von den ubiquitinierten Liganden dient, damit
Epsinl anschliefdend fiir weitere Zyklen zur Verfiigung stehen kann [115]. Neur kdnnte in diesem
Zusammenhang zum einen die Liganden zum anderen den N-terminalen Teil von Lqf
ubiquitinieren. Hierbei ist wichtig zu beachten, dass die Untersuchungen zur Ubiquitinierung des
N-terminalen Teils mit Epsinl aus der Hefe durchgefiihrt wurden. Es wire daher nicht
auszuschlief3en, dass in Drosophila keine &dhnliche Regulation erfolgt. Aufierdem waire ein
Aminosauresequenzenvergleich fiir Lqf/Epsin aus verschiedenen Organismen hilfreich, um
potentielle Ks zu identifizieren, die dem ubiquitinierten K aus der Publikation entsprechen

konnten [115].
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5 Zusammenfassung

Die Endozytose der DSL-Liganden ist flir die Aktivierung des Notch-Signalwegs essentiell und wird in
der Regel durch die Ubiquitinierung an Lysinen (Ks) der intrazelluliren Doméne (ICD) ausgelost. In
Drosophila wird die Ubiquitinierung der Liganden Delta (DI) und Serrate (Ser) durch die E3-Ubiquitin-
Ligasen, Mind bomb1 (Mib1) und Neuralized (Neur), vermittelt [11].

In vorherigen Verdffentlichungen konnte gezeigt werden, dass der Austausch der intrazellularen Ks
bei dem Sduger Delta-like 1 (DIl1) und dem Drosophila DI-Liganden zu einer Unterdriickung der
Ubiquitinierung fiihrt. Bei DII1 kommt es durch den Verlust aller Ks zu einer Inaktivitit des Liganden,
wahrend DI eine Ubiquitinierungs-unabhdngige Restaktivitat aufweist [28, 36].

In dieser Arbeit wurde die Funktion der Ubiquitinierung des Drosophila Ser-Liganden und
insbesondere der intrazelluldren Ks untersucht. Hierfiir wurde ein transgener Ser-Ligand analysiert,
bei dem alle intrazelluliren Ks durch strukturell dhnliche Arginine (Rs) ausgetauscht wurden
(SerK2R). Die Untersuchungen des K2R-Liganden ergaben, dass die Aktivitit sowie die Endozytose
und die Degradation von Ser von den Ks in der ICD abhédngig sind.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die Rolle einzelner intrazelluldrer Ks untersucht. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass der Austausch eines konservierten K an der Position 1362 zu einem inaktiven
Ser-Liganden fithrt. Umgekehrt ist K1362 ausschliefdlich in Verbindung mit vier weiteren Ks in der

Lage eine Aktivierung des Notch-Signalwegs auszulosen.

Zuvor veroffentlichte Experimente demonstrierten, dass Neur die Aktivierung von Dl in einer Mib1-
und K-unabhdngigen Weise vermitteln kann [28]. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass Neur
den Ser-Liganden ebenfalls Mib1-unabhdngig aktivieren kann. Eine weitere Analyse brachte Hinweise
darauf, dass die Ser-Aktivierung durch Neur auf zwei Weisen und zwar 1) K-abhangig und 2) K-
unabhédngig erfolgt. In beiden Fillen wird die Bindung an den Liganden, die Neur-vermittelte
Ubiquitinierung, sowie die Membranassoziation von Neur benétigt. Dariiber hinaus wurde mit Hilfe

dieser Untersuchung ein funktionales Neur-Bindemotiv in der ICD von Ser in vivo bestatigt.

In den ICDs der Liganden DI und Jaggedl (Jagl - Saugetier Ser Ortholog) wurden zwei
Interaktionsmotive, sog. N- und C-Boxen, fiir Mib1 und MIB1 (Saugetier Mib1 Ortholog) identifiziert.
Wahrend fiir die Jagl-Aktivitdat beide Boxen benotigt werden, ist fiir D1 die N-Box wichtiger ([48, 58]
und N. Viillings, unverdoffentlichte Daten). Basierend auf den Sequenzhomologien wurden in der ICD
von Ser die N- und C-Boxen vorhergesagt [48]. In dieser Arbeit wurde die Notwendigkeit der
vorhergesagten N- und C-Boxen fiir die Ser-Funktion untersucht. Die Analyse der putativen N- und C-

Boxen ergab, dass beide Boxen fiir die Aktivitit des Liganden nicht essentiell sind.
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6 Summary

Endocytosis of DSL-ligands is required for the activation of Notch signalling and is usually initiated
through ubiquitination of lysines (K) in the intracellular domain (ICD) of the ligands. In Drosophila, the
E3-ligases, Mind bomb1 (Mib1) and Neuralized (Neur) mediate ubiquitination of the ligands Delta (DI)
as well as Serrate (Ser) [11].

It has been shown that replacement of Ks in the ICD of mammalian Delta-like 1 (DI11) and Drosophila
Dl suppresses ubiquitination of the ligands. Whereas this modification interrupts DII1 mediated Notch
signalling, D1 possesses an ubiquitination-independent residual activity [28, 36].

In this thesis, the role of Drosophila Ser ubiquitination and in particular the role of its intracellular Ks
was investigated. For this purpose, a transgenic Ser-ligand was analyzed in which all Ks of the ICD were
replaced by structurally similar arginines (Rs) (SerK2R). These results suggest that Ks in the ICD of Ser
are required for the activity, endocytosis and degradation of Ser.

Furthermore, the role of individual intracellular Ks of Ser was investigated. In this study a highly
conserved K at the position 1362 was identified. Replacement of K1362 leads to suppression of the Ser
mediated Notch signalling. Vice versa, K 1362 alone is not sufficient and requires four additional Ks to

activate Ser mediated Notch signalling.

Previous work showed that Neur can activate DI independently of Mib1 and of Ks in the ICD of DI [28].
The results of this thesis suggest that Neur is able to activate Ser independent of Mib1. Further
experiments demonstrated that activation of Ser by Neur occurs in a K-independent as well as in a K-
dependent manner. In both cases, binding to the ligand, Neur-mediated ubiquitination and membrane

association of Neur are required. Moreover, the results confirm the putative Neur binding motif in vivo.

In previous investigations two Mib1l/MIB1-interaction motifs, so-called N- and C-boxes, were
identified in the ICD of the DSL-ligands D1 and Jagged1 (Jagl - mammalian Ortholog of Ser). It has been
shown that Jag1 requires both the N- and the C-box for ligand activity. In contrast, DI requires the N-
box ([48, 58] and N. Viillings, unpublished results). Based on sequence homology, the putative N- and
C-boxes were predicted in the ICD of Ser [48]. In this thesis the requirement of the putative N- and C-
boxes for the Ser function was examined. The results suggest that both boxes are not essential for Ser

mediated Notch signalling.
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epidermal growth factor
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Transmembrandomaéne

Balancher fur das 3. Chromosom

transient receptor potential-mucolipin
Tubulin
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Ubiquitin
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Abbildung 50: Zeitlich gesteuerte Expression von Ser-HA, SerK2R-HA, SerAICD-HA und SerR1362-HA. Die
Expression erfolgte unter Kontrolle des engrailed-Promoters mit zusatzlicher Expression von GAL80t. Die
24-stiindige Expression aller Transgene hat keine Auswirkungen auf die Gesamtmorphologie der
Fliigelimaginalscheiben (A, E, I, M). Die Expression von Ser-HA resultiert in einer leichten ektopischen nicht
zellautonomen Aktivierung des Notch-Signalwegs (C, D, gelbe Pfeile). Die Expressionen von SerK2R-HA,
SerAICD-HA oder SerR1362-HA fiihren zu einer Unterbrechung der meisten endogenen Wg-Expression in der
en-Domane (G, K, O weifde Klammer). Die Unterbrechung der Wg-Expression bei der SerK2R-HA-Expression
war nicht zellautonom (H, griiner Pfeil), bei der SerR1362-HA- Expression dagegen zellautonom (P,
rosafarbener Pfeil). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A, E, I, M 100-fach; in B, C, F, G, ], K, N, O 250-fach; in
D, H, L, P 630-fach
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UAS-Ser-HA

UAS-SerK2R-HA

Abbildung 51: Subzelluldre Lokalisation von Ser-HA und SerK2R-HA bei der Expression im trpml-mutanten
Hintergrund. Der Ausfall der Trpml-Funktion fithrt dazu, dass die Fusion des spaten Endosoms mit dem
Lysosom unterdriickt wird. Die Expression von Ser- und SerK2R-HA erfolgte mit ptcGAL4 (A, A", C,C”). Fiir
die Darstellung der apiko-basalen Lokalisation beider Liganden wurden Z-Stapel der
Fliigelimaginalscheiben aufgenommen (A’, B, C", D"). In der X/Y-Ebene ist Ser-HA auf der Hohe der lateralen
und SerK2R-HA der apikalen Region dargestellt (A, B, C, D). Ser-HA lokalisiert im trpml-mutanten
Hintergrund an der apikalen Membran (A’, blauer Pfeilkopf) und in vergrofierten Vesikeln (A", gelbe
Pfeilkopfe). Diese vergrofierten HA-Vesikel ko-lokalisieren mit den NECD-positiven Vesikeln (A", B’, gelbe
Pfeilkopfe). SerK2R-HA dagegen lokalisiert ausschlieflich an der apikalen und partiell an der basalen
Membran (C’, D” blaue Pfeilkopfe). Es konnen keine HA-positive Vesikel beobachtet werden (C, C°, D, D).
Die Fliigelimaginalscheiben sind in A” und C** 100-fach und in A, A"-D, D 630-fach vergrofert dargestellt.
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Abbildung 52: Detektion des endogenen Notch-Rezeptors nach einer 24-stiindigen Expression von Ser-HA
und SerK2R-HA. Die transgenen Liganden wurden fiir 24 Stunden unter Kontrolle des en-Promoters mit
zusatzlicher Expression von GAL80t exprimiert. Anschlieféend wurde die subzellulare Lokalisation von Ser-
HA, SerK2R-HA und des endogenen N-YFP detektiert. Fiir die Darstellung der apiko-basalen Lokalisation
der Proteine wurden Z-Stapel aufgenommen (A’- F’) Dabei lokalisiert Ser-HA sowohl an der apikalen
Membran als auch in den Vesikeln (A, A’, C, C’), wahrend SerK2R-HA ausschliefdlich an der apikalen
Membran lokalisierte (D, D, F, F"). Die Expression von Ser-HA hat zu diesem Zeitpunkt noch keine
Auswirkung auf die Lokalisation des endogenen N-YFP (B, B, C, C"). Bei der Expression von SerK2R-HA kann
eine Anreicherung von N-YFP an der apikalen Membran detektiert werden, das in bestimmten Bereichen
konzentrierter vorliegt (E-E”*, F-F”*, blaue Pfeile). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A" und D”* 100-fach in
A - F 630-fach vergrofiert dargestellt. E” und F”” zeigen je einen vergrof3erten Ausschnitt aus E und F.
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Abbildung 53: Antikorper-,Uptake“-Assay fiir die Analyse der Endozytose von Ser-HA und SerK2R-HA in
S2-Zellen. Die Konstrukte UAS-Ser-HA, UAS-SerK2R-HA und UAS-V5-Dmib1 wurden mit pMT-Gal4 fiir 24
Stunden bei 25°C exprimiert. Um die Endozytose der transgenen Liganden zu analysieren, wurden die
Proben mit dem oaSer-ECD-Antikorper bei 4°C inkubiert. Daraufhin wurde der erste Antikorper
ausgewaschen und die Zellen bei 25°C fiir 120, 180 Minuten bei 25°C inkubiert. Durch die Inkubation bei
25°C sollte die Endozytose der Liganden und des gebundenen Antikorpers initiiert werden. Danach wurden
die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit dem zweiten Antikorper gefarbt. Bei alleiniger Expression sowohl
von Ser-HA als auch von SerK2R-HA werden die Liganden nach 120 und 180 Minuten hauptsachlich an der
Zellmembran detektiert (A, A", C, C, E, E’, G, G"). Hierbei sind, besonders bei Ser-HA, vereinzelt HA- und
Rab7-positive Vesikel zu sehen (A, A’, G, G). Bei der Ko-Expression von Ser-HA mit dem V5-Dmib1 wird
eine ausschliefdlich vesikuldre Lokalisation des Liganden beobachtet (B-B”* und F-F"). Wahrend die Ko-
Expression von SerK2R-HA mit UAS-Dmib1 keinen Einfluss auf die Lokalisation des Liganden hat (D-D”" und
H-H""). SerK2R-HA lokalisiert an der Membran sogar nach 180 Minuten Endozytose.
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Abbildung 54: Ubersicht iiber die Expression von SerR127612941362,1381,1385.HA (Ser-5R-HA). Bei der Ser-5R-
HA-Variante wurden die Ks K1276,1294,1362,1381,1385, die am stirksten konserviert sind, durch R
ersetzt. Der transgene Ligand wurde unter Kontrolle des ptc-Promoters exprimiert (A). Als
Aktivitdtsmarker fiir den Notch-Signalweg dient die Expression von Wg und des Reportergens Gbe+Su(H)
(A, A"). Wahrend die Expression von Ser-HA zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalwegs im
ventralen Kompartiment fiihrt (B-B””, gelber Pfeil), resultiert die Expression von Ser-5R-HA in einem
SerK2R-HA-dhnlichen Phénotyp (vgl. C-C””" mit D-D"""). Hierbei wird die endogene Aktivierung des Notch-
Signalwegs in einer nicht zellautonomen Weise unterbunden (D-D’”, griiner Pfeil). Ser-5R-HA lokalisiert
ausschliefdlich an der apikalen Membran (D", blauer Pfeilkopf). Bei der Ko-Expression von Ser-5R-HA mit
UAS-N wird der dominant negative Effekt des Liganden unterdriickt. Die endogene Aktivierung des Notch-
Signalwegs wird weiterhin reprimiert, allerdings in einer zellautonomen Weise (E-E””*, rosafarbener Pfeil).
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Abbildung 55: Ubersicht der Expressionen von Ser-R- und SerK2R-K-Varianten, um die Rolle der Ks 1276,
1294, 1362, 1381 und 1385 zu analysieren. Alle Liganden wurden unter Kontrolle des ptc-Promoters
exprimiert (A"). Zum Nachweis der Notch-Aktivitit wurde die Wg-Expression analysiert (A). Ser-HA ist in
der Lage den Notch-Signalweg ektopisch zu aktivieren (B, B’). Es besitzt zehn Ks in der ICD, fiinf davon sind
hoch konserviert. SerK2R-HA ist ein Ligand mit einer K-freien ICD und es wirkt in einer dominant negativen
Weise (C, C). In der ICD von Ser-5R-HA wurden fiinf konservierte Ks gleichzeitig gegen Rs ausgetauscht.
Die Expression von Ser5R-HA verursacht einen SerK2R-dhnlichen Phanotyp (vgl. C, C" mit D, D*). Durch die
Wiedereinfithrung der fiinf konservierten Ks in die SerK2R-ICD wurde ein SerK2R-5K-HA generiert. Dieser
Ligand ist in der Lage den Notch-Signalweg zu aktivieren, dhnlich wie Ser-HA (vgl. B, B mit E, E"). Ein K zu
R-Austausch von K1276, 1294, 1381, 1385 einzeln hat keine Auswirkungen auf die Aktivitit des Liganden
(vgl.B,B'mitF, F’,G, G, [,I"und ], ]"). Ein Austausch des K1362 zu R fiihrt zu einem stark cis-inhibitorischen
Liganden (vgl. B, B’ mit H, H"). Ein K zu R-Austausch von vier Ks gleichzeitig fithrt in jeder Kombination zu
einem inaktiven dominant negativen Liganden (vgl. B, B’ und C, C" mit K, K’-O, 0"). Die Wiedereinfithrung
der einzelnen konservierten Ks in die ICD von SerK2R-HA reicht fiir die Aktivitiat des Liganden nicht aus
(vgl. C, C" mit P, P’-T, T"). Die Wiedereinfiihrung der Ks an vier Positionen gleichzeitig fithrt dazu, dass drei
SerK2R-4K-Varianten nicht mehr dominant negativ wirken (U, V, X). Zwei SerK2R-4K-Varianten bleiben
dagegen dominant negativ, ahnlich wie SerK2R-HA (vgl. C, C' mit W, W", Y, Y")

UAS-Ser-HA UAS-SerK2R-HA

UAS-SerK2RKKRR_-HA UAS-SerK2RKKRRE_HA UAS-SerK2RRREKE_-HA

SerK2RKKKRR_HA
R1381

R g |K1385
{R R1362|| R

" SerK2RKKRRK_HA

SerK2RRRKKK.HA

Abbildung 56: Expression der SerK2R-Varianten mit drei gleichzeitig wiedereingefiihrten Ks. Alle
transgenen Liganden wurden mit dem ptcGal4 exprimiert (A, GFP). Zum Nachweis der Notch-Aktivitat
wurde die Wg-Expression analysiert (A). Die Expression von Ser-HA fiihrt zu einer Aktivierung des Notch-
Signalwegs im ventralen Kompartiment (B, B”). Gleichzeitig wirkt Ser-HA cis-inhibitorisch und induziert
eine zellautonome Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (B, B’). Die Expression von SerK2R-HA
resultiert in einem dominant negativen Effekt und fiihrt zu einer nicht zellautonomen Unterbrechung der
Wg-Expression (C, C’). Die Expression der getesteten SerK2R-3K-Varianten, SerK2RK127612941362.HA,
SerK2RK1276,12941385.HA  SerK2RK1362,138L1385.HA  fiihrt ebenfalls zu einer nicht zellautonomen
Unterbrechung der endogenen Wg-Expression (D, D’-F, F’).
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Abbildung 57: Phanotyp der Fliigel nach der Rettung der Igf-homozygot mutanten Situation mit den
Varianten Lqf-UIMI1EEE-AAA-GFP und Lqf-AUIM2-GFP. Ein wildtypischer Fliigel von Drosophila besitzt finf
Langsvenen (L1-L5) und zwei Quervenen (ACV und PCV) (A). Nach der Rettung mit dem Lqf-VIMIEEE-AAA_GFP,
eine Lqf-Variante ohne erstes funktionales Ubiquitin-bindendes Motiv, schliipfen Fliegen mit verkleinerten
Fliigeln. Dabei fehlt das meiste Gewebe an den Randern (vgl. A mit B, schwarze Pfeile). Lqf-AUIM2-GFP, eine
Variante mit deletiertem zweitem Ubiquitin-interagierenden Motiv, ist in der Lage den Igf~mutanten
Hintergrund vollstandig retten. Es schliipfen wildtypisch aussehende Fliegen (C).
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Abbildung 58: Subzelluldre Lokalisation des Notch-Rezeptors bei der Expression von Ser-HA, SerK2R-HA,
SerAICD-HA und SerR1362-HA. Die transgenen Liganden wurden mit ptcGal4, Ni-GFP4Cherry5 exprimiert
und anschliefSend die Fliigelimaginalscheiben fixiert. Die Expression von Ser-HA resultiert in einer
Entfernung des N-Rezeptors von der apikalen Membran (A, A’, griine Klammer). Die Expression von
SerK2R-HA, SerAICD-HA und SerR1362-HA fiihrt zu einer Anreicherung des N-GFP-Signals an der apikalen
Membran (B, B’, B”-D, D’, D", gelbe Klammer und hellgriine Pfeile). Fiir die Darstellung der apiko-basalen
Lokalisation der Proteine wurden Z-Stapel aufgenommen. In der X/Y-Ebene ist N-GFP auf der Hohe der
apikalen Region gezeigt. Die Fliigelimaginalscheiben sind 630-fach vergrofiert dargestellt.
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Neur-Myc NeurANHR1-V5 NeurANHR2-V5 NeurAR-GFP Neur5Q-V5

Ser-HA

UAS-Ser-HA

UAS-SerK2R-HA

Abbildung 59: Ko-Expression von Ser-HA und SerK2R-HA mit Neur-Varianten im wildtypischen
Hintergrund. Alle Konstrukte sind UAS-Konstrukte und wurden mit ptcGal4 ektopisch exprimiert (A"). Zum
Nachweis der Aktivierung des Notch-Signalwegs wurden die Expression des Reportergens Gbe+Su(H)
analysiert (A). Die Expressionen von Neur-Myc, NeurANHR1-V5, NeurANHR2-V5, NeurAR-GFP, Neur5Q-V5
hat keinen Einfluss auf die Gbe+Su(H)-Expression (vgl. A mit B-F). Die Ko-Expression von Ser-HA mit allen
Neur-Varianten, mit der Ausnahme von NeurAR-GFP, resultiert in einer ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalwegs (H-], L). Des Weiteren wird ein cis-inhibitorischer Effekt innerhalb der ptc-Doméane beobachtet
H-J, L). Bei der Ko-Expression von Ser-HA mit dem NeurAR-GFP wird ein diffuses Signal fiir Gbe+Su(H)
detektiert (K). Die Ko-Expression von SerK2R-HA mit dem Neur-Myc fiihrt zu einer Aktivierung des Notch-
Signalwegs, die schwacher ist als bei der Ko-Expression von Ser-HA mit Neur-Myc (vgl. H mit N). Hierbei ist
die cis-inhibitorische Eigenschaft von SerK2R-HA vergleichbar mit der von Ser-HA (vgl. H und N). Die Ko-
Expression von SerK2R-HA mit allen weiteren Neur-Varianten fithrt zu keiner Aktivierung des Notch-
Signalwegs. Dariiber hinaus wird ein dominant negativer Effekt von SerK2R-HA beobachtet (vgl. M mit O-
R). Alle Fliigelimaginalscheiben sind 100-fach vergrofiert dargestellt.
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Abbildung 60: Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur7 im DI, Ser-doppelmutanten Hintergrund. Um zu
untersuchen, ob SerK2R-HA mit Neur7 in Abwesenheit von den endogenen Liganden den Notch-Signalweg
ektopisch aktivieren konnen, wurden SerK2R-HA mit Neur-Myc mittels des MARCM-Systems in den DI, Ser-
doppelmutanten Zellen ko-exprimiert. Die DI, Ser-doppelmutanten Zellen sind dabei anhand der GFP-
Fluoreszenz sichtbar (B"). In der Kontrollkreuzung wurden DI, Ser-doppelmutante Zellklone mit dem FLP-
FRT-System generiert, wobei mutante Zellen durch das Fehlen des GFP-Signals markiert sind (A"). Ein
Ausfall beider Liganden induziert eine nicht zellautonome Unterbrechung der endogenen Wg-Expression
(A, A"). Die DI, Ser-mutanten Zellen, die an die wildtypischen angrenzen, schalten die Wg-Expression ein.
Die Ko-Expression von SerK2R-HA mit Neur in den DI, Ser-doppelmutanten Zellklonen fiihrt zu einer
ektopischen Wg-Expression in den benachbarten Zellen (B, B’, gelbe Pfeile). Innerhalb der DI, Ser-mutanten
Zellklone wird keine Wg-Expression beobachtet, infolge der Cis-Inhibition (B, rosafarbener Pfeil).

UAS-SerkK2R-HA UAS-SerK2R-HA

UAS-Serk2R-HA +UAS-Mib1 +UAS-hMIB1

ptcGALA|B

]

UAS-GFP

Abbildung 61: Ko-Expression von SerK2R-HA mit UAS-Mib1 und UAS-hMIB1 im wildtypischen Hintergrund.
Die Expression der UAS-Konstrukte erfolgte unter Kontrolle des ptc-Promoters (A, visualisiert durch GFP).
Zum Nachweis der Notch-Aktivitdt wurde die Expression von Wg untersucht (A). Die alleinige Expression
von SerK2R-HA resultiert in einer Unterbrechung der endogenen Wg-Expression in einer nicht
zellautonomen Weise (B, B"). Ahnlich dazu fithrt die Ko-Expression von SerK2R-HA sowohl mit Drosophila
Mib1 als auch mit dem humanen MIB1 zu einer nicht zellautonomen Unterbrechung der endogenen Wg-
Expression (vgl. B, B"mit C, C’, D, D"). In A, B, C’, D" sind die Fliigelimaginalscheiben 100-fach und in B, C, D
250-fach vergrofiert dargestellt.
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Abbildung 62: Antikorper-,Uptake“-Assay zur Analyse der Endozytose von Ser-HA und SerK2R-HA bei der
Ko-Expression mit Neur in S2-Zellen. Die Konstrukte UAS-Ser-HA, UAS-SerK2R-HA und UAS-Neur-V5
wurden mithilfe von pMT-Gal4 fiir 24 Stunden bei 25°C exprimiert. Anschliefend wurden die Proben mit
dem aSer-ECD Antikorper bei 4°C inkubiert. Danach wurde der aSer-ECD Antikoérper entfernt und die Zellen
fir 60 und 120 Minuten bei 25°C inkubiert, um die Endozytose der transgenen Liganden und des
gebundenen Antikérpers auszuldsen. Zum Schluss wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit dem
zweiten Antikorper gefarbt. Bei alleiniger Expression von Ser-HA und SerK2R-HA lokalisieren beide
Liganden sowohl nach 60-miniitiger als auch nach 120-miniitiger Endozytose an der Zellmembran (A, A’, C,
C’, E, E’, G, G). Bei der Ko- Expression von Ser-HA oder SerK2R-HA mit dem Neur-V5 lokalisieren beide
Liganden ausschlief3lich in Vesikeln, die Rab7- und V5-positiv zu sein scheinen (B-B”*, D-D”’, F-F”*, H-H™).
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Chase: Oh Chase: 4h Chase: 8h Chase: 12h Chase: 16h Chase:36h Chase:48h

UAS-Ser-HA + UAS-Ser-HA +
UAS-Neur-Myc UAS-Ser-HA

UAS-Neur5Q-V5

UAS-SerK2R-HA

UAS-SerK2R-HA +
UAS-Neur-Myc

UAS-SerK2R-HA +
UAS-Neur5Q-V5

Abbildung 63: Pulse-Chase-Experiment zur Bestimmung der Degradationszeit von SerK2R-HA bei den Ko-
Expressionen mit Neur-Myc und Neur5Q-V5. Alle UAS-Konstrukte wurden unter Kontrolle des ci-Promoters
mit zusatzlichem GAL80t exprimiert. Zuerst wurden die Transgene fiir 16 Stunde bei 29°C in der Pulse-
Phase exprimiert. Darauf folgten die Chase-Phasen, in denen keine neuen Proteine synthetisiert und die
bereits vorhandenen degradiert werden sollten. Zu folgenden Chase-Zeitpunkten wurden die
Fliigelimaginalscheiben prapariert und eine anti-HA Antikérperfairbung durchgefiihrt: Oh, 4h, 8, 12, 16h,
36h, 48h. Zum Zeitpunkt 0 wird sowohl Ser-HA als auch SerK2R-HA in der ganzen ci-Doméne detektiert
(A1-F1). Nach einer 8-stiindigen Degradation ist das meiste Ser-HA-Signal nicht detektierbar (A1-A5). Die
Ko-Expression mit Neur-Myc oder Neur5Q-V5 hat keine Auswirkung auf die Degradationsdauer von Ser-
HA (vgl. A1-A5 mit B1-B5 und C1-C5). Im Gegensatz zu Ser-HA bleibt SerK2R-HA-Signal deutlich langer
detektierbar, auch nach 48 Stunden Degradation (D1-D7). Ko- Expression mit Neur-Myc verkiirzt die
Degradationszeit von SerK2R-HA auf unter 12 Stunden (vgl. D1-D7 mit E1-E5). Die Ko-Expression von
SerK2R-HA mit Neur5Q-V5 ist hingegen nicht in der Lage den Abbau von SerK2R-HA zu beschleunigen (vgl.
D1-D7 mit F1-F7).
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Ser-HA Ser-NB2Ala-HA Ser-CB2Ala-HA Ser-ICD
YTNPLKG ... KTQNSD AAAAAAA ... KTONSD YTNPLKG ... AAAAAA MZM

REP

UAS-BFP Mib1
Abbildung 64: Ubersicht der Expressionen von Ser-Varianten mit mutierten N- und C-Boxen. Bei den
transgenen Liganden Ser-NB2Ala-HA und Ser-CB2Ala-HA wurden die Aminosiduren der N- oder C-Box
jeweils gegen Alanine ausgetauscht. Die Expression von Ser-HA und SerNB2Ala-HA unter Kontrolle des ptc-
Promoters (A") fithrt zu einer ektopischen ventralen Aktivierung des Notch-Signalwegs, die in einer
ektopischen Wg-Expression resultiert (vgl. A, A" mit B, B" und C, C’, gelbe Pfeile). Ser-CB2Ala-HA wirkt
hingegen cis-inhibitorisch und ist nicht in der Lage den Notch-Signalweg zu aktivieren (D, D’, rosafarbener
Pfeil). Die Fliigelimaginalscheiben sind in A-D 100-fach und in A’-D” 250-fach vergrofiert dargestellt.
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