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Einleitung

1 Einleitung

Die prazise Regulation von Signalwegen ist von fundamentaler Bedeutung fiir einen
Organismus. [hre Deregulation ist mit zahlreichen Krankheiten assoziiert, darunter eine

Vielzahl an Krebsarten (Sanchez-Vega et al. 2018).

1.1 Der Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg ist ein evolutiondar hochkonservierter Signalweg, der in allen
Metazoen vorhanden ist. Uber ihn werden viele verschiedene Prozesse wie
Zellproliferation, Zelldifferenzierung/-schicksal und Apoptose reguliert (Ubersicht in
Artavanis-Tsakonas et al. 1999). Voraussetzung fiir den Notch-Signalweg ist ein direkter
Zell-Zellkontakt, da sowohl Ligand als auch Rezeptor Transmembranproteine sind. Die
kanonische, ligandenabhingige Aktivierung des Notch-Signalweges erfolgt durch
Bindung eines DSL-Liganden (Delta, Serrate, Lag-2) der signalsendenden Zelle an den
Notch-Rezeptor einer signalempfangenden Zelle (Abb. 1-1) (Ubersicht in Bray 2016).

Die Endozytose und der sich ihr anschliefende endosomale Transportweg (siehe 1.2)
sind fiir die Regulation des Notch-Signalweges von entscheidender Bedeutung. Durch ihr
Zusammenspiel wird die Konzentration und Verteilung des Notch-Rezeptors und seiner
Liganden an der Zelloberflache reguliert. Es herrscht ein Gleichgewicht aus konstanter
Synthese, Recycling und konstitutivem, endosomalem Abbau dieser Kernkomponenten
im Lysosom (Ubersicht in Yamamoto et al. 2010, Ubersicht in Schnute et al. 2018). Eine
Deregulation des Notch-Signalweges hat fatale Auswirkungen fiir den Organismus und
steht in Verbindung mit der Entstehung von zahlreichen Krankheiten wie beispielsweise

Krebs (Ubersicht in Aster et al. 2017).

Der Notch-Rezeptor wird im rauen endoplasmatischen Retikulum als Vorlauferprotein
synthetisiert und im trans-Golgi-Apparat durch die Furin-dhnliche Konvertase
prozessiert (S1-Schnitt) (Logeat et al. 1998). Durch zusatzliche posttranslationale
Modifizierungen, wie Glykosylierungen, wird seine Liganden-Bindungsaffinitat
beeinflusst (Sakamoto et al. 2002). Der fertige Notch-Rezeptor gelangt anschliefsend als
Heterodimer an die Plasmamembran (Blaumueller et al. 1997). Seine Aktivierung erfolgt
durch die Bindung des DSL-Liganden in trans (Abb. 1-1). Dies fiihrt zu zwei unmittelbar

aufeinanderfolgenden proteolytischen Schnitten des Notch-Rezeptors.
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung des Notch-Signalweges: (1) Der Notch-Rezeptor gelangt nach
seiner Synthese und Prozessierung [S1-Schnitt (nicht gezeigt)] als Heterodimer an die Plasmamembran. (2)
Bei einer kanonischen Aktivierung des Notch-Signalweges bindet ein DSL-Ligand der signalsendenden Zelle
an einen Notch-Rezeptor der signalempfangenden Zelle. Es kommt zu zwei konsekutiven, proteolytischen
Spaltungen des Notch-Rezeptors (S2- und S3-Schnitt). Der S2-Schnitt erfolgt durch die Metalloprotease
Kuzbanian in der extrazelluliren Doméne des Rezeptors (NECD - Notch extracellular domain). Dieser
Prozess wird auch als ectodomain shedding bezeichnet. (3) Hierbei wird NECD vom Notch-Rezeptor
getrennt und zusammen mit dem Liganden von der signalsendende Zelle endozytiert. Das verbleibende
Fragment, auch als NEXT (Notch extracellular truncation)-Fragment bezeichnet, wird im nachsten Schritt
durch den y-Sekretase-Komplex erkannt und durch diesen innerhalb seiner Transmembrandomaéane
geschnitten (S3-Schnitt). (4) Hierbei wird die intrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors (NICD) ins
Zytoplasma freigesetzt. (5) NICD transloziert in den Zellkern und bindet dort an Su(H) (Suppressor of
Hairless). (6) Zusammen mit Mastermind (Mam) und weiteren Co-Aktivatoren (CoA) bilden sie einen
transkriptionsaktivierenden Komplex, der die Expression der Notch-Zielgene auslost. (7) In Abwesenheit
von NICD bildet Su(H) zusammen mit Co-Repressoren (CoR) einen Repressorkomplex, welcher die
Expression der Notch-Zielgene unterdriickt. (8) Es findet eine permanente, konstitutive Fluktuation des
Notch-Rezeptors an der Plasmamembran statt. (9) Ein Teil der endozytierten Rezeptoren wird hierbei
recycelt. (10) Der Grofdteil der Rezeptoren verbleibt allerdings im endosomalen System, da die Rezeptoren

fiir den lysosomalen Abbau bestimmt sind und degradiert werden. (11) Defekte im endosomalen Transport,
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wie beispielsweise bei einem Ausfall der ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required For Transport)-
Maschinerie (siehe 1.4) oder einem Funktionsverlust des Tumorsuppressors lethal (2) gaint disc (lgd)
(siehe 1.5) fiihren zu einer unkontrollierten ligandenunabhdngigen, ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalweges wihrend des endosomalen Transports. Hier kommt es zu einem alternativen ectodomain
shedding, so dass der y-Sekretase Komplex, der auch an der endosomalen und auch lysosomalen Membran
aktiv ist, das NEXT-dhnliche Fragment schneidet. Als Konsequenz wird NICD frei, transloziert in den

Zellkern und aktiviert dort die Transkription von Notch-Zielgenen.

Der erste Schnitt (S2) wird durch die Metalloprotease ADAM10/Kuzbanian (Kuz)
vermittelt (Mumm et al. 2000). Ohne Bindung des Liganden ist die Schnittstelle in der
extrazellularen Domédne des Notch-Rezeptors fiir die Protease unzuginglich. Grund
hierfiir ist die Struktur der negativ-regulatorischen Region (NRR - negative regulatory
region) des Rezeptors. Durch sie wird die S2-Schnittstelle geschiitzt und eine
ligandenunabhdngige Aktivierung verhindert (Greenwald und Seydoux 1990, Sanchez-
Irizarry et al. 2004, Gordon et al. 2007). Es wird vermutet, dass diese Schnittstelle erst
durch eine mechanische Zugkraft, ausgeiibt auf den Notch-Rezeptor durch die
beginnende Endozytose des Liganden, freigelegt wird (Meloty-Kapella et al. 2012). Erfolgt
der S2-Schnitt durch Kuzbanian, fithrt dieser zur Freisetzung der extrazelluliren Domane
des Rezeptors (NECD - Notch ExtraCellular Domain) und zum Verbleib eines
membrangebundenen NEXT (Notch EXtracellular Truncation)-Fragmentes. Dieser
Prozess wird auch als ectodomain shedding bezeichnet. Nach dem S2-Schnitt wird NECD
zusammen mit dem Liganden von der signalsendende Zelle endozytiert (Parks et al.
2000). Das verbleibende NEXT-Fragment fungiert als Substrat fiir den y-Sekretase-
Komplex. Der vy-Sekretase-Komplex vermittelt den S3-Schnitt innerhalb der
Transmembrandomédne des NEXT-Fragments und setzt dadurch die intrazelluldre
Domaine des Rezeptors (NICD - Notch IntraCellular Domain) in das Zytoplasma frei
(Lecourtois und Schweisguth 1998, De Strooper et al. 1999, Struhl und Greenwald 1999,
Ye et al. 1999). NICD transloziert in den Zellkern und fungiert dort als Transkriptions-
aktivator (Kidd et al. 1998, Schroeter et al. 1998, Struhl und Adachi 1998, Struhl und
Greenwald 1999). Dieser S3-Schnitt durch den y-Sekretase-Komplex kann nicht nur an
der Plasmamembran stattfinden, sondern auch an Endosomen und Lysosomen
(Pasternak et al. 2003, Vaccari et al. 2008).

Im Zellkern bindet NICD an einen Transkriptionsfaktor der CSL-Familie (CBF1/RBP-Jk in

Vertebraten, Su(H) in D. melanogaster, Lagl in C. elegans) und bildet zusammen mit
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Mastermind (Mam) und weiteren Co-Aktivatoren einen transkriptionsaktivierenden
Komplex, der die Expression der Notch-Zielgene auslost (Furriols und Bray 2000). In
Abwesenheit von NICD ist Su(H) zusammen mit weiteren Co-Repressoren (H), darunter
Hairless, Teil eines Repressorkomplexes, welcher die Expression der Notch-Zielgene
reprimiert (Morel und Schweisguth 2000, Furriols und Bray 2001).

Eine Storung im endosomalen Transportweg durch den Ausfall der ESCRT (Endosomal
Sorting Complex Required For Transport)-Maschinerie (siehe 1.4) oder Funktionsverlust
des Tumorsuppressors lethal (2) gaint disc (lgd) (siehe 1.5) verursacht eine
ligandenunabhdngige Aktivierung des Notch-Signalweges. Dabei kommt es aufgrund
eines Abbaudefekts zur unkontrollierten Freisetzung der intrazelluliren Domdne von

Notch, welche im Zellkern Notch-Zielgene aktiviert.

1.2 Der endosomale Transportweg

Der endosomale Transportweg spielt wie bereits angedeutet eine essentielle Rolle bei der
Regulation von Signalwegen. Durch ihn wird die Anzahl, Konzentration und auch
Verteilung von Rezeptoren und Liganden an der Zelloberfliche reguliert. Dies hat
wiederum Einfluss auf die Sensitivitat der Zelle fiir externe Stimuli. Zudem bestimmt der
endosomale Transportweg, neben anderen Faktoren, auch die Dauer und Stirke der
Signalweiterleitung. Defekte wahrend dieses Prozesses beeinflussen daher, sowohl direkt
als auch indirekt, das Zusammenspiel von Signalwegen und verursachen Krankheiten wie
Krebs (Ubersicht in Platta und Stenmark 2011, Ubersicht in Engedal und Mills 2014).

Deswegen ist der Abbau von Transmembranproteinen, darunter Rezeptoren und
Liganden, durch das endosomale System ein fundamentaler und streng regulierter
Prozess. Ausgangspunkt ist die Endozytose dieser Transmembranproteine an der Plasma-
membran (Abb. 1-2). Hierbei wird ein Teil der Plasmamembran zusammen mit den
Transmembranproteinen eingestiilpt und anschlieRend abgeschniirt (Ubersicht in
Huotari und Helenius 2011). Die dabei entstehenden Vesikel fusionieren, durch die
GTPase Rab5 vermittelt, miteinander oder mit bereits existierenden frithen Endosomen
(Gorvel et al. 1991, Rubino et al. 2000). Von diesen frithen oder auch sortierenden
Endosomen werden die Proteine je nach Bestimmung beispielsweise recycelt und zuriick
zur Plasmamembran transportiert, im trans-Golgi-Apparat modifiziert oder im Lysosom
abgebaut (Ubersicht in Jovic et al. 2010). Transmembranproteine, die fiir den

endosomalen Abbau bestimmt sind, sind durch Ubiquitin markiert (Katzmann etal. 2001)
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und verbleiben im Endosom (Abb. 1-2). Zu diesem Zeitpunkt befindet sich zwar die
extrazellulare Domdadne der Transmembranproteine im endosomalen Lumen, die
intrazellulire Domane ist jedoch immer noch in Kontakt mit dem Zytoplasma (Abb. 1-2).
Wahrend des Reifungsprozesses des Endosoms werden die Transmembranproteine,
durch die ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required For Transport)-Maschinerie
(siehe 1.3) vermittelt, von der endosomalen Membran in intraluminale Vesikel (ILVs)
inkorporiert (Ubersicht in Frankel und Audhya 2018). Hierdurch wird die intrazellulire
Domédne vom Zytoplasma getrennt, sodass die Transmembranproteine vollstandig
abgebaut werden kénnen (Abb. 1-2). Dieser Schritt terminiert im Fall von aktivierten
Rezeptoren die Signalweiterleitung und verhindert auch eine unkontrollierte ektopische
Aktivierung wahrend des weiteren endosomalen Transports, wie sie beispielsweise beim
Notch-Signalweg auftreten kann (Felder et al. 1990, Vaccari et al. 2008, Ubersicht in

Sorkin und von Zastrow 2009).

Transmembranproteine I

- T
e

Recycling-
Endosom
Vesikel

) (3)
\ /

frGhes/ sortierendes
Endosom

reifendes
Endosom/ MVB

Lysosom

Abb. 1-2: Endosomaler Transportweg mit Fokus auf den lysosomalen Abbau. (1) Endozytose der
Transmembranproteine an der Plasmamembran. (2) Die dabei entstehenden Vesikel fusionieren
miteinander oder mit bereits existierenden frithen Endosomen. Von diesen friithen oder auch sortierenden

Endosomen koénnen die Proteine beispielsweise (3) recycelt und daher zuriick zu Plasmamembran
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transportiert werden oder (4) sie verbleiben im endosomalen Transportsystem und werden im Lysosom
abgebaut. Proteine, die fiir den endosomalen Abbau bestimmt sind, sind durch Ubiquitin markiert. Zu
diesem Zeitpunkt ist die intrazellulire Domine der Transmembranproteine noch in Kontakt mit dem
Zytoplasma. Thre vollstindige Inkorporation in das endosomale Lumen der Endosomen und damit ihre
Trennung vom Zytoplasma wird durch die ESCRT-Maschinerie vermittelt. Durch diese Maschinerie werden
die Transmembranproteine in ILVs verpackt. Dieser Schritt ist essentiell fiir den vollstindigen Abbau der
Proteine und daher im Fall von aktivierten Rezeptoren entscheidend fiir die Terminierung der
Signalweiterleitung. Zusatzlich erfolgt wahrend des Reifungsprozess der Endosomen eine Ansduerungihres
Lumen. (5) Die reifenden Endosomen fusionieren letztendlich mit dem Lysosom. Dort werden die Proteine

durch die lysosomalen Hydrolasen abgebaut.

Aufgrund der ILVs innerhalb des reifenden Endosoms wird dies auch als MVB
(Multivesicular Body) bezeichnet. Wahrend des Reifungsprozesses erhoht sich die Anzahl
an ILVs innerhalb des endosomalen Lumens. Zusatzlich wird die GTPase Rab5 durch Rab7
ersetzt. Dieser Austausch wird auch als Rab5/Rab7 Konversion bezeichnet (Rink et al.
2005). Aufserdem kommt es durch vakuoldre H*-ATPasen (vATPasen) zur Ansduerung
des endosomalen Lumens (Yamashiro et al. 1983, Maxfield und Yamashiro 1987).
Abschliefdend erfolgt, durch Rab7 vermittelt, die Fusion mit dem Lysosom (Futter et al.
1996, Bucci et al. 2000, Vanlandingham und Ceresa 2009). Hier werden die
Transmembranproteine durch die lysosomalen Hydrolasen vollstindig abgebaut

(Ubersicht in Hu et al. 2015).

1.3 Die ESCRT-Maschinerie

Die evolutiondr konservierte ESCRT-Maschinerie wurde benannt nach ihrer zentralen
Rolle in der ILV-Biogenese wahrend des lysosomalen Abbaus von Transmembran-
proteinen (Babst etal. 1997, Katzmann et al. 2001, Bilodeau et al. 2002, Babst et al. 20023,
Babst et al. 2002b). Identifiziert wurden die einzelnen Komponenten dieser Maschinerie
mit Hilfe von genetischen Screens in S. cerevisiae (Bankaitis et al. 1986, Rothman und
Stevens 1986, Raymond et al. 1992, Kranz et al. 2001). Dabei wurde nach Genen
gefahndet, deren Ausfall einen Defekt im endosomalen Transport von Transmembran-
proteinen verursacht. Dieser Defekt wird auch durch die drastische Verdnderung der
Morphologie der Endosomen sichtbar. Es kommt aufgrund einer Hyperaktivitat von Rab5

zu einer Anhdufung von Membranen und einer Akkumulation von endozytierten
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Transmembranproteinen und Hydrolasen in anormal, vergrofierten Endosomen, den
sogenannten Class E-Kompartimenten (Russell et al. 2012).

Mit der Zeit stellte sich heraus, dass die ESCRT-Maschinerie auch an weiteren Prozessen
beteiligt ist. Dazu zdhlen u.a. die Cytokinese (Carlton und Martin-Serrano 2007), die Virus-
Knospung (Garrus et al. 2001), die Reparatur der Plasmamembran (Jimenez et al. 2014)
und die Kernmembranreformierung bei der Zellteilung (Olmos et al. 2015, Vietri et al.
2015). All diese Prozesse zeichnen sich durch Membranabschniirungen weg vom

Zytoplasma aus (Ubersicht in Schéneberg et al. 2017).
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©  Ubiquitin ESCRT-III:
3 ESCRT-0 = Vps20/CHMP6
3 ESCRT-I < Vps32/Shrub/Snf7/CHMP4

@2 ESCRT-I = Vps24/CHMP3

S Vps4 = Vps2/CHMP2

Abb. 1-3: Zusammenspiel der ESCRT-Maschinerie wiahrend der ILV-Bildung an der endosomalen
Membran. (1) Transmembranproteine, die fiir den lysosomalen Abbau bestimmt sind, sind durch Ubiquitin
markiert. Durch diese Markierung erkennen und binden die ersten drei Komplexe (ESCRT-0 bis -1I) die
Transmembranproteine (endosomale Fracht) und konzentrieren sie auf. Hierbei wird durch ESCRT-I und
ESCRT-II eine erste Einstiilpung der endosomalen Membran induziert, in die sie die endosomale Fracht
sortieren. (2) ESCRT-III assembliert an der limitierenden Membran des Endosoms in Spiralen, die die
endosomale Fracht umschlieffen. (3) Zusammen mit Vps4 vermittelt ESCRT-III die
Deformierung/Remodellierung der Membran und den Abschniirungsprozess des ILVs. Zusatzlich
disassembliert Vps4 ESCRT-III von der limitierenden Membran. (4) Im Anschluss liegen die ESCRT-III
Untereinheiten wieder als Monomere im Zytosol vor und konnen fiir eine erneute ILV-Bildung zur

endosomalen Membran rekrutiert werden.
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Die ILV-Bildung basiert auf der Erkennung und Konzentrierung der mit Ubiquitin-
markierten Transmembranproteine (endosomale Fracht) in Clustern, gefolgt von ihrer
anschlieffenden Internalisierung von der limitierenden Membran in das endosomale
Lumen (Abb. 1-3). Beteiligt an diesem Prozess sind fiinf in Serie agierende Komplexe, die
als ESCRT-0 bis ESCRT-III und Vps4 (Vacuolar protein sorting-4) bezeichnet werden
(Babst et al. 1997, Katzmann et al. 2001, Bilodeau et al. 2002, Babst et al. 2002a, Babst et
al. 2002b). Ausgangspunkt ist der ESCRT-0-Komplex, der iiber seine Untereinheit Hrs
(Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate) an das Endosomen-
spezifische Phospholipid, Phosphatidylinositol(3)-Phosphat (PI(3)P), bindet (Gaullier et
al. 2000, Gillooly et al. 2000, Raiborg et al. 2001). An der endosomalen Membran
interagiert dieser Komplex zudem mit den ubiquitinierten Membranproteinen, wodurch
er diese erfasst, sortiert und aufkonzentriert (Wollert und Hurley 2010). Das durch den
ESCRT-0-Komplex rekrutierte Gertistprotein Clathrin unterstiitzt diesen Prozess. Zudem
wird angenommen, dass durch Clathrin die ESCRT-Maschinerie auf bestimmte
Mikrodomanen begrenzt wird (Raiborg et al. 2001, Clague 2002, Sachse et al. 2002,
Raiborg et al. 2006).

Zusatzlich rekrutiert ESCRT-0 ESCRT-I (Katzmann et al. 2003, Lu et al. 2003), welches
wiederrum ESCRT-II rekrutiert (Teo et al. 2006, Gill et al. 2007). Die ersten drei ESCRT-
Komplexe sind alle in der Lage an die ubiquitinierte Fracht zu binden (Bilodeau et al.
2002, Pornillos et al. 2002, Raiborg et al. 2002, Mizuno et al. 2003, Alam et al. 2004,
Slagsvold et al. 2005, Hirano et al. 2006, Shields et al. 2009). Jedoch interagieren nur
ESCRT-0 und ESCRT-II direkt mit dem Endosomen-spezifischen Phospholipid, PI(3)P
(Raiborgetal. 2001, Slagsvold et al. 2005, Kostelansky et al. 2007). Gemeinsam vermitteln
ESCRT-Iund -1l eine erste Einstiilpung und sortieren die ubiquitinierte Fracht durch ihren
sequentiellen Transfer von einem ESCRT-Komplex zum nachsten ESCRT-Komplex in
diese Einstiilpung (Abb. 1-3, (1)) (Wollert und Hurley 2010). Der ESCRT-II Komplex
induziert aufderdem die Assemblierung des ESCRT-III Komplex an der limitierenden
Membran des Endosoms (Abb. 1-3, (2)) (Babst et al. 2002b, Teo et al. 2004, Teis et al.
2010).

Die Untereinheiten von ESCRT-III liegen als inaktive Monomeren im Zytoplasma vor (Lata
et al. 2008b, Saksena et al. 2009, Xiao et al. 2009, Bajorek et al. 2009b, Henne et al. 2012,

Tang et al. 2015). Erst an der endosomalen Membran assemblieren sie zu einem Komplex
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(Teis et al. 2008, Saksena et al. 2009). Im Gegensatz dazu, liegen ESCRT-0 bis ESCRT-II als
stabile Komplexe vor (Ubersicht in Henne et al. 2011). ESCRT-III ist ein Heteropolymer,
das sich aus vier Kernkomponenten Vps20/CHMP6, Shrub/Snf7/Vps32/CHMP4,
Vps24/CHMP3 und Vps2/CHMP2 zusammensetzt (Babst et al. 2002a). Es assembliert an
der limitierenden Membran des Endosoms in Spiralen. Obwohl alle ESCRT-III
Untereinheiten einen dhnlichen Aufbau aufweisen und daher zur CHMP (Charged
Multivesicular Body Protein)-Familie gezdhlt werden, haben sie alle eine spezifische

Aufgabe im Polymer (Ubersicht in Schéneberg et al. 2017).

Die ESCRT-II Untereinheit Vps25 aktiviert die ESCRT-III Komponente Vps20 (Im et al.
2009, Teis et al. 2010). Vps20 induziert die Homooligomerisation der ESCRT-III
Untereinheit Shrub/Snf7, der am haufigsten vorkommenden Untereinheit im ESCRT-III
Polymer. Dabei umschlieféen die sich bildenden, spiralférmigen ESCRT-III Hetero-
polymere die aufkonzentrierte Fracht. Diese ESCRT-III Assemblierung wird durch Vps24
und Vps2 beendet (Teis et al. 2008, Henne et al. 2012). ESCRT-III und vor allem seine
Untereinheit Shrub/Snf7/CHMP4 sind entscheidend fiir die Membranmodeliierung und
den Abschniirungsprozess des ILVs an sich (Abb. 1-3 (2)-(3)) (Wollert et al. 2009). Uber
die ESCRT-III Untereinheiten wird die ATPase Vps4 rekrutiert, wobei Vps2 eine zentrale
Rolle spielt (Obita et al. 2007, Adell et al. 2014). Vps4 bildet bei seiner Rekrutierung ein
Hexamer (Monroe et al. 2014, Caillat et al. 2015).

Die ATPase Vps4 scheint nicht nur fiir die Disassemblierung des ESCRT-III Komplexes
essentiell zu sein (Babst et al. 1998, Lata et al. 2008a, Saksena et al. 2009, Yang et al. 2015),
sondern auch fiir die Membranremodellierung und die Abschniirung des ILVs durch
ESCRT-III (Abb. 1-3 (3)) (Adell et al. 2014, Mierzwa et al. 2017, Schoneberg et al. 2018).
Neuste Studien deuten an, dass der Prozess dynamischer ist als urspriinglich
angenommen (Adell et al. 2017, Mierzwa et al. 2017). Ihre Daten deuten darauf hin, dass
die Aktivitat von Vps4 fiir eine stindige Assemblierung/Disassemblierung der ESCRT-III
Polymere verantwortlich ist. Durch diesen dynamischen Prozess wird die Kriimmung und
Deformierung der Membran vorangetrieben. Der genaue Mechanismus hinter der
Membrandeformierung/-remodellierung, der dann zur Abschniirung des ILVs fiihrt, ist
jedoch noch nicht aufgeklart (Ubersicht in Chiaruttini und Roux 2017, Ubersicht in
Schoneberg et al. 2017).
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Vor der endgiiltigen Abschniirung der ILVs wird die endosomale Fracht deubiquitiniert.
Die Deubiquitinasen werden hierbei durch verschiedene ESCRT-III Untereinheiten und
iiber Brol/ALIX (BCK1-like resistance to osmotic shock protein-1/Apoptosis-Linked
gene-2 Interacting protein X) ein ESCRT-III Adapterprotein rekrutiert (Amerik et al. 2000,
Dupre und Haguenauer-Tsapis 2001, Luhtala und Odorizzi 2004).

Neben den Haupt-Komponenten des ESCRT-III Komplexes existieren noch weitere
assoziierte ESCRT-III Proteine, auch Hilfs-ESCRTs genannt. Sie scheinen mit Blick auf ihre
Ausfallphdnotypen, die von keinem bis zu einem schwachen endosomalen Transport-
defekt reichen, weniger bedeutend fiir die grundlegende Funktion von ESCRT-III und
Vps4 zu sein (Dimaano et al. 2008, Rue et al. 2008, Agromayor et al. 2009, Baumers et al.
2019). Zusammen sind sie jedoch u.a. ausschlaggebend fiir die vollstdndige Aktivitdt und
auch die Rekrutierung von Vps4 (Azmi et al. 2006, Lottridge et al. 2006, Nickerson et al.
2006, Azmi et al. 2008, Dimaano et al. 2008, Rue et al. 2008)

Ein assoziiertes ESCRT-III Protein, welches unter den CHMP-Proteinen des ESCRT-III
Komplexes einzigartig ist und zu Beginn dieser Arbeit erst ansatzweise charakterisiert
war, ist CHMP?7. Es scheint durch eine Duplikation des Vorfahren von Snf7 entstanden und
rasch evolviert zu sein (Horii et al. 2006). Es fungiert als eine Art Membranadapter fiir
ESCRT-III Assemblierung wahrend der Reformierung der Kernhiille bei der Zellteilung.
(Vietri et al. 2015, Olmos et al. 2016).

Bei den verschiedenen ESCRT-vermittelten Prozessen variiert zwar die Komposition der
ESCRT-Maschinerie, jedoch ist immer der ESCRT-III Komplex, abgesehen von seiner
Untereinheit Vps20/CHMP6, zusammen mit der ATPase Vps4 fiir die Membran-
remodellierung und den Abschniirungsprozess verantwortlich. Nur die Startermolekiile
und damit die Adapter fiir die ESCRT-III Assemblierung variieren (Ubersicht in
Schoneberg et al. 2017).

1.4 Die ESCRT-III Komponente Shrub

Eine Schliisselkomponente des ESCRT-III Komplexes ist Shrub. Sie ist die am haufigsten
vorkommende Untereinheit im ESCRT-III Polymer (Teis et al. 2008). Ihre Polymerisation
an der endosomalen Membran ist entscheidend fiir die Bildung und Abschniirung von

intraluminalen Vesikeln (ILVs) wahrend der Reifung von Endosomen (Teis et al. 2008,
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Wollert et al. 2009). Durch eine erfolgreiche Kristallisation der N-terminalen Kernregion
von Shrub (Abb. 1-4), die eine langgestreckte helikale Haarnadelstruktur bildet, konnte
bereits die strukturelle Basis fiir die Homopolymerisation von Shrub in Drosophila
aufgeklart werden (McMillan et al. 2016). Sie basiert auf elektrostatischen
Wechselwirkungen. Im Polymer bindet die positiv geladene Kopfregion eines Monomers
an die negativ geladene Region des vorherigen Monomers (Abb. 1-4). Fast zeitgleich zur
Kristallstruktur der N-terminalen Kernregion von Shrub [10-143 aavon 226 aa (McMillan
etal. 2016)] wurde auch eine Struktur von Snf7 [12-150 aa von 240 aa (Tangetal. 2015)],
dem Shrub-Ortholog aus Saccharomyces cerevisiae, publiziert. Hierbei zeigte sich, dass die
Homopolymerisation von Snf7 vorrangig auf hydrohoben Interaktionen (Tangetal. 2015)
beruht.

Wie diese Homopolymerisation in Saugern ablduft, ist hingegen erst ansatzweise
untersucht worden. Hier kodnnten ebenfalls elektrostatische Wechselwirkungen im

Polymer entscheidend sein (Martinelli et al. 2012).

A B

Helix 1

Helix 2
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Abb. 1-4: Struktur und Homopolymerisation der ESCRT-III Untereinheit Shrub. Die N-terminale
Kernregion von Shrub zeichnet sich durch eine helikale Haarnadelstruktur aus (rainbow coloring: blau N-
Terminus und rot C-Terminus) PDB Eintrag: 5J45 (McMillan et al. 2016). (B) Elektrostatische
Wechselwirkungen im Shrub-Polymer: Die positiv geladene Kopfregion eines Shrub-Monomers bindet an

die negativ geladene Oberflache des vorherigen Monomers [(B) aus (McMillan et al. 2016)].
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Shrub/Snf7 scheint wie die anderen ESCRT-III Untereinheiten zwischen einer
geschlossenen, inaktiven Konformation und einer offenen, aktiven Form, die fahig ist zu
polymerisieren, zu wechseln. Bei der geschlossenen Konformation blockiert die
autoinhibitorische Region (Abb. 1-5) eine der Polymerisationsoberflichen (Muziol et al.
2006, Lata et al. 2008b, Saksena et al. 2009, Xiao et al. 2009, Bajorek et al. 2009b, Henne
etal. 2012, Tang et al. 2015).

autoinhibitorische
Region

MIM

Kernregion

6

]

a1 a2

[ i L H

Abb. 1-5: Aufbau der ESCRT-III Untereinheit Shrub. Basierend auf der veréffentlichten Kristallstruktur
von Shrub (McMillan et al. 2016), die die ersten 10-143 aa von Shrub (226 aa) umfasst, setzt sich die
Kernregion von Shrub wahrscheinlich aus zwei a-Helices und nicht wie urspriinglich angenommen aus vier
zusammen. Die Kernregion liegt am N-Terminus. Uber sie erfolgt die Polymerisation der ESCRT-III
Untereinheit (McMillan et al. 2016) und die Bindung an die endosomale Membran (Henne et al. 2012,
Buchkovich etal. 2013). Am C-Terminus befindet sich die autoinhibitorische Region (Zamborlini et al. 2006,
Shim et al. 2007, Lata et al. 2008b, Bajorek et al. 2009b). Sie zeichnet sich durch eine MIM (MIT Interacting
Motif)-Domane (blau) aus. Diese ist verantwortlich fiir die Bindung der ATPase Vps4 (Obita et al. 2007,
Stuchell-Brereton et al. 2007, Bajorek et al. 2009a). Die fiinfte a-Helix (a5, gelb) ist entscheidend fiir die
Autoinhibition, indem sie bei der geschlossenen Konformation von Shrub eine der Polymerisations-
oberflichen blockiert (Lata et al. 2008b, Henne et al. 2012). Uber die sechste a-Helix (a6) interagiert Shrub
mit Bro1/ALIX (McCullough et al. 2008).

In Drosophila fiihrt der Funktionsverlust von shrub, wie auch der von anderen ESCRT-I
bis ESCRT-III Komponenten, zu einer Deregulierung von Signalwegen. Betroffen sind
unteranderem der EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)-, der BMP (Bone
Morphogenetic  Protein)/Dpp  (Decapentaplegic)- und der Wnt (Wingless-
INT)/Wg (Wingless)-Signalweg. Aufderdem verursacht ein solcher Funktionsverlust eine
ligandenunabhangige, ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges. Zusatzlich geht die
epitheliale Integritat/Polaritit verloren. Dies fiihrt in Kombination mit der auftretenden
Zell-Uberproliferation zur Bildung von mehrschichtigem unorganisiertem Gewebe

(neoplastischer Phanotyp). (Moberg et al. 2005, Thompson et al. 2005, Vaccari und Bilder
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2005, Herz et al. 2006, Vaccari et al. 2009, Hori etal. 2011, Aoyama et al. 2013, Morawa et
al. 2015). Aus diesem Grund werden Gene, welche fiir Komponenten von ESCRT-I bis -III
codieren, auch als neoplastische Tumorsuppressorgene bezeichnet (Vaccari et al. 2009).
Summa summarum ist es aufgrund dieser Pleiotropie nicht verwunderlich, dass ein
Funktionsverlust von shrub in Drosophila bereits embryonal letal ist (Sweeney et al.

2006).

Im Gegensatz zu Drosophila umfasst das humane Genom nicht nur ein Snf7-Ortholog,
sondern drei: CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C (Katoh et al. 2003, Peck et al. 2004).
Grundsatzlich weisen bereits publizierte Studien nicht daraufthin, dass es eine distinkte
Aufteilung der CHMP4-Proteine auf verschiedene ESCRT-vermittelte Abschniirungs-
prozesse gegeben hat. Im Gegenteil alle drei CHMP4-Proteine scheinen gemeinsam zu
agieren. So gibt es Hinweise, dass beispielsweise alle drei an der Cytokinese (Carlton et al.
2012) und HIV-1-Knospung beteiligt sind (Morita etal. 2011, Carlton et al. 2012). Alle drei
CHMP4-Proteine konnten unter anderem wahrend der Cytokinese am Midbody detektiert
werden (Morita et al. 2007, Elia et al. 2011, Carlton et al. 2012, Capalbo et al. 2016). Bei
einer Uberexpression von YFP-CHMP4-Fusionsproteinen zeigt sich bei allen dreien ein
negativer Effekt auf die HIV-Knospung und die Cytokinese. Dabei hat YFP-CHMP4C die
starkste inhibitorische Wirkung auf die Cytokinese, YFP-CHMP4B hingegen auf die HIV-
Knospung (Carlton et al. 2008). Zudem offenbart sich erst bei einer simultanen Reduktion
aller drei CHMP4-Proteine mittels RNA-Interferenz der starkste Defekt bei der Knospung
von Herpes-simplex-Viren 1 (HSV-1) (Arii et al. 2018). Dariiber hinaus konnten alle drei
bei ihrer Uberexpression in Zellkultur an Endosomen detektiert werden (Peck et al. 2004,
Dissertation Migdal 2016). Zusatzlich scheint zumindest auch CHMP4A, neben CHMP4B
fahig zu sein, Membranen zu modellieren. Bei einer Uberexpression von CHMP4A oder
CHMP4B in COS-7 Zellen bilden sich membrangebundene zirkuldre Filamente. Diese
kriimmen die Plasmamembran der Zellen nach aufien, sodass sich Ausstiilpungen formen

konnen (Lin et al. 2005, Hanson et al. 2008).

Einige Studien deuten auch auf eine partielle Spezialisierung der einzelnen CHMP4-
Proteine wahrend der ESCRT-vermittelten Prozesse hin. Eine solche Spezialisierung
konnte vor allem bei Cytokinese beobachtet werden. CHMP4B scheint hier entscheidend

fiir den eigentlichen Abschniirungsprozess zu sein, wohingegen liber CHMP4C der
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Prozess reguliert und eine zu friithe Teilung der Zellen verhindert wird (Elia et al. 2011,
Carlton et al. 2012, Christ et al. 2016). Hierbei handelt es sich um einen
Sicherheitsmechanismus, der eine DNA-Schadigung und Aneuploidie verhindert (Sadler
et al. 2018). Beides sind Phidnomene die mit Karzinogenese assoziiert sind (Ubersicht in
Holland und Cleveland 2012, Ubersicht in Hayashi und Karlseder 2013).

Auch unterschiedlich starke Bindungsaffinitdten zur ESCRT-Komponente ALIX konnten
zwischen den CHMP4-Proteinen bereits aufgedeckt werden (Katoh et al. 2004). Mit Hilfe
einer Northern Blot-Analyse konnte des Weiteren gezeigt werden, dass die einzelnen
CHMP4-mRNAs ein unterschiedliches Expressionsmuster im menschlichen Gewebe
besitzen. Das Expressionslevel von CHMP4B ist hierbei in allen untersuchten

menschlichen Geweben hoher als das von CHMP4A und CHMP4C (Katoh et al. 2004).

Insgesamt haben jedoch erst wenige Studien funktionelle Unterschiede oder auch
Redundanzen zwischen den drei Homologen herausgearbeitet. Ungeklart ist, ob eine
solche Spezialisierung, wie sie bei der Cytokinese beobachtet wurde, ebenfalls bei
anderen ESCRT-vermittelten Prozessen existiert. Vor allem fehlt eine getrennte
Charakterisierung der einzelnen Funktionen von CHMP4A/B und C waihrend des

endosomalen Transportweges.

1.5 Der Tumorsuppressor Lethal (2) giant discs (Lgd)

Der Tumorsuppressor Lethal (2) gaint disc (Lgd) ist ein direkter Interaktionspartner der
ESCRT-III Komponente Shrub. Diese Interaktion scheint wichtig fiir die vollstdndige
Shrub-Aktivitdt zu sein (Troost et al. 2012). Lgd gehort zu einer evolutionar konservierten
Protein-Familie, die Vertreter in allen Metazoen hat (Jaekel und Klein 2006).
Charakteristisch fiir Lgd-Proteine sind vier einzigartige N-terminale DM14 Domanen
(Drosophila melanogaster 14) und eine C2 Domane (Ponting et al. 2001, Childress et al.
2006, Gallagher und Knoblich 2006, Jaekel und Klein 2006). Die DM14 Domaéanen sind
entscheidend fiir die Funktionalitit, denn sie vermitteln beispielsweise die direkte
Interaktion mit der ESCRT-III Komponente Shrub. Zudem erhéhen diese vier Doménen
die funktionale Robustheit von Lgd (Troost et al. 2012). So wirken jeweils die
ungeradzahligen (DM14 1 und DM14 3) und die geradzahligen DM14 Domanen (DM14 2
und DM14 4) untereinander funktional redundant. Hierbei sind vor allem die

ungeradzahligen DM14 Domanen entscheidend fiir die Funktion von Lgd in Drosophila.
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(Troost et al. 2012, McMillan et al. 2017, Dissertation Tibbe 2019). Die C2 Domane ist
fundamental fiir die Protein-Lokalisation und -Stabilitit von Lgd (Troost et al. 2012).
Zudem konnen die Mitglieder der Familie liber sie an spezifische Phospholipide binden

(Gallagher und Knoblich 2006, Ventimiglia et al. 2018).

Abb. 1-6: Elektrostatische Wechselwirkung bei der Interaktion von Lgd mit Shrub und bei der
Homopolymerisation von Shrub. (A-B) Darstellung der molekularen Oberfliche der N-terminalen
Kernregion der ESCRT-III Untereinheit Shrub mit entsprechendem elektrostatischen Potential (in rot
negativ, in blau positiv). (A) Die dritten DM14 Domane von Lgd, die eine helikale Haarnadelstruktur bildet
(tiirkis), bindet tiber ihre positiv geladene Oberflache (nicht gezeigt) an die negativ geladene Oberflache der
N-terminalen Kernregion von Shrub. PDB Eintrag: 5V0O5 (McMillan et al. 2017). (B) An dieselbe negativ
geladene Oberflache bindet im Shrub-Polymer auch das ndchste Shrub-Monomer (griin). PDB Eintrag: 5J45
(McMillan et al. 2016).

Mit Hilfe einer Kristallstrukturanalyse konnte nicht nur die Struktur der dritten DM14
Domane von Lgd entschliisselt werden, sondern auch die genaue Interaktionsschnittstelle
dieser Domane mit Shrub (McMillan et al. 2017). Die dritte DM14 Domane formt eine
kurze helikale Haarnadel, die eine konservierte, positiv geladene Oberfliche enthilt
(Abb. 1-6).

Sowohl die Homopolymerisation von Shrub als auch die Bindung von Lgd und Shrub
beruhen auf elektrostatischen Wechselwirkungen (McMillan et al. 2016, McMillan et al.

2017). Eine gleichzeitige Homopolymerisation von Shrub und eine Interaktion von Shrub
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mit Lgd schliefien sich gegenseitig aus. Grund hierfiir ist, dass die positiv geladene
Oberflache der dritten DM14 Domaéane von Lgd an die negativ geladene Oberflache von
Shrub bindet, die gleichzeitig essentiell fiir die Homopolymerisation von Shrub ist
(Abb. 1-6). Dabei sind die Aminosduren eines Shrub-Monomer, die Salzbriicken-
bindungen mit basischen Aminosauren der dritten DM14 Domane von Lgd ausbilden,
dieselben, die wahrend der Homopolymerisation auch mit dem benachbarten Shrub-

Monomer interagieren (McMillan et al. 2017).

In Drosophila ist ein vollstandiger Funktionsverlust von Ilgd nach einer verlangerten
larvalen Phase im frithen Puppenstadium letal (Bryant und Schubiger 1971). Der Ausfall
von [gd fiihrt zu einer ligandenunabhédngigen und ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalweges und seiner Zielgene (Buratovich und Bryant 1995, Klein 2003, Childress et
al. 2006, Gallagher und Knoblich 2006, Jaekel und Klein 2006). Eine Konsequenz dieser
ektopischen Aktivierung ist eine Uberproliferation der Imaginalscheiben der Larven
(Klein 2003).

Imaginalscheiben sind undifferenzierte, einschichtige Epithelien, aus denen sich der
grofdte Teil der Epidermis sowie die Korperanhange (Fliigel, Beine, Antennen etc.) des
Imagos entwickeln. Sie werden bereits wahrend der Embryogenese angelegt (Bate und
Arias 1991).

Die epitheliale Organisation der Imaginalscheiben wird bei einem Funktionsverlust von
lgd nicht beeintrachtigt, weshalb Lgd auch den hyperplastischen Tumorsuppressorgenen
zuzuordnen ist (hyperplastischer Phanotyp) (Bryant und Schubiger 1971, Schneider et al.
2013). Ferner verursacht ein Funktionsverlust von Igd nicht nur eine ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges, sondern auch des Dpp/BMP-Signalweges
(Buratovich und Bryant 1995, Buratovich und Bryant 1997, Klein 2003, Morawa et al.
2015). Eine verlangerte Aktivitat des Dpp/BMP-Signalweges tritt beispielsweise wahrend
der Oogenese von Drosophila auf (Morawa et al. 2015).

Die ektopische Aktivierung bzw. Deregulierung dieser Signalwege ist auf einen Defekt im
allgemeinen  endosomalen  Transport und Abbau von  Transmembran-
proteinen/Rezeptoren zuriickzufiihren (Childress et al. 2006, Gallagher und Knoblich
2006, Jaekel und Klein 2006, Schneider et al. 2013). Dieser Defekt dufdert sich in einer
moderaten Vergroflerung der Endosomen, vermutlich verursacht durch einen

verzogerten lysosomalen Abbau der Transmembranproteine (Schneider et al. 2013). Es
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wird vermutet, dass bei einem Funktionsverlust von Igd die Aktivitit der ESCRT-III
Komponente Shrub reduziert ist (Troost et al. 2012, Schneider et al. 2013). Als
Konsequenz verbleibt ein Teil der Rezeptoren an der limitierenden Membran des
Endosoms und damit ihre intrazelluliren Domanen, die entscheidend fur die
Signalweiterleitung sind (siehe 1.1), in Kontakt mit dem Zytoplasma (Schneider et al.

2013, Couturier et al. 2014).

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die ektopische Aktivierung des
Notch-Signalweges in Ilgd mutanten Zellen zwar ligandenunabhangig erfolgt, aber
abhdngig vom y-Sekretase Komplex ist (Childress et al. 2006, Gallagher und Knoblich
2006, Jaekel und Klein 2006). Dieser Komplex vermittelt bei der kanonischen Aktivierung
des Notch-Signalweges den sogenannten S3-Schnitt des NEXT-Fragments, der zur
Freisetzung der intrazelluliren Doméne von Notch (NICD) fiihrt (siehe 1.1). Dartiber
hinaus bendétigt die ektopische Aktivierung die Fusion des reifenden Endosoms mit dem
Lysosom und sie ist abhdngig von der Aktivitit der vATPase (Schneider et al. 2013). Die
vATPase sduert das Lumen des Endosom an, was wiederum Voraussetzung fiir die
Aktivierung der sauren Hydrolasen im Lumen ist (Ubersicht in Huotari und Helenius
2011).

All dies zusammen bildet die folgende Arbeitshypothese (Abb. 1-7 und (Schneider et al.
2013)): Aufgrund des Funktionsverlusts von lgd verbleibt ein Teil der Notch-Rezeptoren
an der endosomalen Membran und wird nicht in die ILVs inkorporiert. Nach der Fusion
mit dem Lysosom wird die extrazellulire Domane dieser Notch-Rezeptoren durch die
aktivierten Hydrolasen und das saure Milieu degradiert. Dadurch entsteht ein NEXT-
ahnliche Fragment, das durch den y-Sekretase-Komplex erkannt und geschnitten werden
kann. Dabei kommt es zur Freisetzung der intrazellularen Domane des Notch-Rezeptors
(NICD) in das Zytoplasma. NICD transloziert in den Zellkern und verursacht die fiir den
Funktionsverlust von Igd charakteristische, ektopische Aktivierung des Notch-
Signalweges (Abb. 1-7).

Ungeklart ist bisher, wieso trotz stattfindender ILV-Bildung (Schneider et al. 2013) in lgd
mutanten Zellen eine Fraktion der Notch-Rezeptoren an der endosomalen Membran

verbleibt.
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Abb. 1-7: Modellvorstellung zur Aktivierung des Notch-Signalweges in Igd mutanten Zellen.
Endosomaler Abbau des Notch-Rezeptors in wildtypischen Zellen (links): Endozytierte Notch-Rezeptoren,
die sich an der limitierenden Membran des Endosoms befinden, werden durch ihre Internalisierung in ILVs
vollstandig vom Zytoplasma getrennt und anschlief;end im Lysosom abgebaut (siehe 1.3). Wildtypisches
Expressionsmuster des Notch-Zielgens wingless (wg) in einer Fliigelimaginalscheibe des dritten
Larvenstadiums von Drosophila melanogaster. Die Expression ist auf einen schmalen Streifen entlang der
dorsoventralen Grenze (D/V-Grenze) begrenzt (Pfeil). Aktivierung des Notch-Signalweges wahrend des
endosomalen Abbaus in Igd mutanten Zellen (rechts): Als Folge des Funktionsverlusts von Igd ist die
Aktivitait von Shrub reduziert. Ein Teil der Notch-Rezeptoren verbleibt daher an der limitierenden Membran
des reifenden Endosoms und wird nicht in ILVs inkorporiert. Nach der Fusion mit dem Lysosom, wird ihre
extrazelluldre Doméane durch die aktivierten Hydrolasen, vermutlich in Kombination mit dem sauren Milieu,
degradiert. Dadurch entsteht ein NEXT-dhnliches Fragment, das durch den y-Sekretase-Komplex erkannt
und prozessiert werden kann. Als Folge wird die intrazelluldre Doméne der Notch-Rezeptoren (NICD) in
das Zytoplasma freigesetzt, transloziert in den Zellkern und aktiviert dort unkontrolliert Notch-Zielgene.
Ligandenunabhangige, ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in einer Igd mutanten
Fliigelimaginalscheibe. Die Expressionsdomane des Notch-Zielgens wingless ist stark verbreitert und zeigt

daher eine ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges an (Pfeil).

In Sdugetieren existieren zwei Orthologe von Lgd, LGD2/CC2D1A und LGD1/CC2D1B
(CC2D1-Coiled-coil and C2 Domain-containing protein 1). Lgd2/Cc2d1a mutante Mause
sterben kurz nach der Geburt aufgrund eines Atemdefekts (Zhao et al. 2011, Al-Tawashi
et al. 2012, Chen et al. 2012, Drusenheimer et al. 2015). Ein Funktionsverlust von

18



Einleitung

Lgd1/Cc2d1b zeigt hingegen keine offensichtlichen Konsequenzen beziglich der
Entwicklung oder Lebensdauer homozygot mutanter Tiere (Drusenheimer et al. 2015).
Doppelmutante Mduse sterben dagegen bereits vor der Geburt (E11,5) (Zamarbide et al.
2018). Dieser verfriihte Todeszeitpunkt impliziert eine gewisse funktionelle Redundanz
zwischen den beiden Lgd-Orthologen. Die Diskrepanz in der Letalitat deutet jedoch
zusatzlich auf funktionelle Unterschiede hin.

Interessanterweise ist ein Funktionsverlust von LGD2/CC2D1A im Menschen nicht letal,
fiihrt aber zu einer ,nonsyndromic intellectual disability“ (NSID) und zu einer Autismus-
Spektrum-Stérung (ASD - autism spectrum disorder) (Basel-Vanagaite et al. 2006,
Manzini et al. 2014).

Im Gegensatz zu LGD1/CC2D1B wurde fiir LGD2/CC2D1A bereits eine Vielzahl an
Funktionen beschrieben. Diese scheinen jedoch in erster Linie nicht mit einer
endosomalen Funktion verbunden zu sein. Ferner ist LGD2/CC2D1A an der Regulation
diverser Signalwegen beteiligt. So ist LGD2/CC2D1A ein positiver Regulator des NFkB
Signalweges (Matsuda et al. 2003, Zhao et al. 2010) und des cAMP/PKA Signalweges (Al-
Tawashi et al. 2012, Al-Tawashi und Gehring 2013) und fungiert wahrend des EGFR-
Signalweges als Geriistprotein, um PDK1/Akt zu rekrutieren und aktivieren (Nakamura
et al. 2008, Yamada et al. 2013). Aufderdem reguliert LGD2/CC2D1A wdahrend der
angeborenen Immunantwort neben dem TLR- auch den RLR-Signalweg (Chang et al.
2011, Chen et al. 2012). Zumindest beim TLR- und EGFR-Signalweg lassen sich Effekte,
die mit einer Reduktion oder Funktionsstorung von LGD/CC2D1-Proteinen einhergehen,
teilweise auf einen Defekt in der ESCRT-Funktion oder zumindest auf eine mogliche

Storung des endosomalen Systems zuriickfiihren (Chang et al. 2011, Deshar et al. 2016).

Zusatzlich konnten weitere zelluldre Prozesse mit LGD2/CC2D1A in Verbindung gebracht
werden. Centrosom-assoziiertes CC2D1A soll beispielsweise die Kohasion der Zentriolen
regulieren, indem es eine vorzeitige Trennung dieser verhindert (Nakamura et al. 2009).
Uberraschenderweise scheint LGD2/CC2D1A auch als transkriptioneller Repressor des
Dopamin-D2 Rezeptors-Gens (DRDZ2) zu fungieren und so Einfluss auf die
Neurotransmission von Dopamin zu nehmen (Rogaeva et al. 2007). Zudem scheinen beide
humanen Orthologe (LGD/CC2D1) als Repressoren des Serotonin Rezeptor-Gens (5-
HT1A) zu agieren (Ou et al. 2003, Rogaeva und Albert 2007).
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Fiir LGD1/CC2D1B konnte kiirzlich gezeigt werden, dass es an einem ESCRT-vermittelten
Prozess beteiligt ist. Es ist essentiell fiir den korrekten zeitlichen Ablauf bei Reformierung

und Schlief3ung der Kernmembran wahrend der Zellteilung (Ventimiglia et al. 2018).

Dariiber hinaus deuten einige wenige vorangegangene Studien bereits an, dass eine
endosomale Funktion, die fiir Drosophila Lgd beschrieben wurde, auch in Sdugern
konserviert sein konnte. So konnte bei einer Reduktion von LGD2/CC2D1A in HeLa-Zellen
mit Hilfe einer quantitativen Multiparameteranalyse ein schwach negativer Effekt auf die
EGF- und TF- (Transferrin) Endozytose bzw. ihren endosomalen Transport detektiert
werden (Collinet et al. 2010). Zudem sind die Endosomen von Cc2d1a-mutanten MEF
(Mouse Embryonic Fibroblasts)-Zellen wie auch die Endosomen in [gd mutanten Zellen in
Drosophila signifikant vergrofiert (Schneider et al. 2013, Drusenheimer et al. 2015). Des
Weiteren kann endogenes LGD2/CC2D1A an der endosomalen Membran detektiert
werden, sobald beispielsweise die ESCRT-Maschinerie durch Reduktion von Vps4 dort
arretiert wird (Drusenheimer et al. 2015). Aufderdem interagieren beide humanen Lgd-
Orthologe mit allen drei Shrub-Orthologen, CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C (Tsang et al.
2006, Usami et al. 2012). Zusatzlich interagiert LGD1/CC2D1B mit Vps2/CHMP2A und
CHMP7, zwei weiteren Mitgliedern der CHMP-Familie (Ventimiglia et al. 2018).
Auflerdem konnen beide humane LGD/CC2D1-Proteine Drosophila Lgd, welches
erwiesenermafien im endosomalen Transportweg agiert, funktional ersetzen
(Drusenheimer et al. 2015). Zusammen deuten diese bereits publizierten Daten an, dass
die endosomale Funktion von Lgd-Proteinen auch in héheren Organsimen konserviert

sein konnte.
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1.6 Ziele der Arbeit

Der Tumorsuppressor Lgd ist ein direkter Interaktionspartner der ESCRT-III
Komponente Shrub. Uber Shrub nimmt Lgd direkten Einfluss auf die ESCRT-Maschinerie
und spielt daher in Drosophila eine entscheidende Rolle im lysosomalen Abbau von
Transmembranproteinen der Plasmamembran (Troost et al. 2012, Schneider et al. 2013).
Gegenstand dieser Arbeit ist eine genetische Analyse des Zusammenspiels von Lgd und
Shrub im endosomalen Transportweg. Hierbei stehen u.a. die Auswirkungen des
Funktionsverlusts von Igd auf Shrub und die ESCRT-vermittelte MVB-Biogenese im
Mittelpunkt der Untersuchung. Die Analyse erfolgt u.a. mittels Transmissionselektronen-
mikroskopie. Es gilt zu klaren, wie sich der Funktionsverlust von lgd auf den dynamischen

Prozess der ILV-Bildung auswirkt.

Das humane Genom umfasst drei Shrub-Orthologe, CHMP4A, CHMP4B und CHM4C (Katoh
et al. 2003, Peck et al. 2004). Thre direkte Interaktion mit den humanen Lgd-Orthologen
(hLGD1/CC2D1B und hLGD2/CC2D1B) konnte bereits nachgewiesen werden (Tsang et
al. 2006, Usami et al. 2012). Eine biologische Relevanz dieser Interaktionen vor allem im
endosomalen Transportweg ist fiir hohere Metazoen unbekannt. Ferner sind moégliche
Praferenzen und funktionale Unterschiede nur ansatzweise erforscht. Gegenstand dieser
Arbeitist daher nicht nur eine Charakterisierung der humanen CHMP4-Proteine und ihrer
Funktionsweise im endosomalen Transportweg in vivo, sondern auch die Analyse ihres
Zusammenspiels mit den beiden humanen Lgd-Orthologen. Hier gilt es zu klaren, ob die
hLGD1 und hLGD2 auf die gleiche Art und Weise im endosomale Transportweg agieren
wie ihr Drosophila Ortholog. Eine Expression der humanen Orthologe auf
physiologischem Level unter Kontrolle des endogenen Promotors von shrub oder Ilgd

ermoglicht in dieser Arbeit eine Analyse der humanen Komponenten in vivo in Drosophila.

Zusatzlich soll das assoziierte ESCRT-III Protein Dchmp7, welches unter den CHMP-
Proteinen des ESCRT-III Komplexes einzigartig ist, charakterisiert werden. Da die ESCRT-
Maschinerie u.a. die ILV-Biogenese vermittelt, stellt sich hier die Frage, ob DChmp7, als
Teil dieser Maschinerie, ebenfalls eine Rolle im endosomalen Transportweg spielt. Seine
Funktionsanalyse erfolgt u.a. mit Hilfe von CRISPR/Cas9 in Drosophila. Hierdurch konnte
zum ersten Mal der Funktionsverlust von Dchmp7 in einem Organismus analysiert

werden.
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2 Ergebnisse

Gegenstand dieser Arbeit ist eine detaillierte, genetische Analyse der Interaktion von Lgd
und Shrub (siehe 2.2). Zudem erfolgt mit Hilfe des Modelorganismus Drosophila eine
ausfihrliche Charakterisierung ihrer humanen Orthologe in vivo (siehe 2.3). Dabei wird
nicht nur ihre jeweilige Funktion analysiert, sondern auch ihr Zusammenspiel im
endosomalen Transportweg. Entscheidend fiir die Analyse von Lgd und Shrub sowie ihrer
humanen Orthologe ist ihre physiologische Expression auf endogenem Level (siehe 2.1).
Zusatzlich erfolgt eine Charakterisierung des assoziierten ESCRT-III Proteins DChmp7

(siehe 2.5).

2.1 Expressionssysteme zur endogenen Expression von Shrub-Varianten

Die perfekte Abstimmung der einzelnen ESCRT-Komponenten aufeinander und ihr
zeitliches Zusammenspiel sind entscheidend fiir die Funktionsfihigkeit der ESCRT-
Maschinerie (Wenzel et al. 2018). In dieser Arbeit wurde daher fiir die Analyse der
ESCRT-III Komponente Shrub und ihres Zusammenspiels mit dem Tumorsuppressor Lgd
eine Uberexpression vermieden. Es wurde auf eine physiologische Expression auf
endogenem Level unter Kontrolle des shrub-Promotors zuriickgegriffen. So wird das
Risiko fiir mogliche Effekte aufgrund einer zu hohen bzw. niedrigen, zeitlich und raumlich

inkorrekten Expression minimiert.

In fritheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass der Funktionsverlust von shrub
durch das Transgen shrubP-shrub gerettet werden kann. Dieses Transgen umfasst die
cDNA von shrub, die auf dem endogenen Level von Shrub exprimiert wird (Abb. 2-1 A).
Hierfiir wurde sie mit den genomischen Sequenzen, welche upstream bzw. downstream
des Start- bzw. Stopp-Codons des shrub Gens liegen, flankiert und zielgerichtet mit Hilfe
des attB/attP Systems in das Genom von Drosophila inseriert (Bischof et al. 2007). Diese
Sequenzen (im folgenden shrubP) umfassen jeweils 510 bp, enthalten die 5 und 3’'UTR
und anscheinend alle notwendigen regulatorischen Elemente des shrub Gens (Abb. 2-1 A
und (Masterarbeit Baumers 2015, McMillan et al. 2016)).

Ein weiteres, zeitgleich entwickeltes System zur physiologischen Expression auf
endogenem Level basiert auf einem BAC (Bacterial Artificial Chromosome) (Abb. 2-1 B)
der den Genlocus von shrub enthalt (BACshrub, CH322-47020 (Venken et al. 2009)). Er
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wurde ebenfalls mit Hilfe des attB/attP System zielgerichtet ins Genom inseriert (Bischof
etal. 2007).

Anzumerken ist, dass weder eine Insertion des Transgens shrubP-shrub noch des BAC-
klons, BACshub, in die landing site attP 86Fb (drittes Chromosom), einen erkennbaren
Einfluss auf die Entwicklung und Lebensfiahigkeit der Fliegen hat. Fliegen, die homozygot
fiir shrubP-shrub oder BACshrub sind, also zusatzlich zwei Kopien shrubP-shrub oder
BACshrub exprimieren, zeigen keine offensichtlichen Defekte.

Des Weiteren sind alle im Verlauf dieser Arbeit analysierten shrubP- oder BACshrub-
Transgene in die landing site attP 86Fb inseriert. Dadurch sollten Positionseffekte
neutralisiert und eine identische Expressionsstarke zwischen den verschiedenen shrubP-

aber auch zwischen den BACshmub-Konstrukten erreicht werden.

A) shrubP-shrub

3’UTR shrub-cDNA 5°UTR
—
|
510 bp 510 bp
~1,75 kbp
B) BACshrub
HH—
- —— HEE—E L
— — alc = Shrub CG30344 s+ —sunss
—— ' m— CG30345
i CcG8788 K
-
CG18659 S — S .
e — —
Hydr1 CG44286
~ 22,5 kbp

Abb. 2-1: Graphische Darstellung der zwei verschiedenen Expressionssysteme, (A) shrubP-shrub
und (B) BACshrub, (A) Aufbau des kleineren, reduzierten Transgens shrubP-shrub: Es besteht aus der cDNA
von shrub (dunkelrot), flankiert von jeweils 510 bp der genomischen Sequenz upstream bzw. downstream
des Start- bzw. Stopp-Codons des shrub Gens. Diese Sequenzen umfassen die 5 UTR und die 3 UTR des shrub
Gens (grau) (Masterarbeit Baumers 2015, McMillan et al. 2016). (B) BAC-basiertes Expressionssystem: Der
BAC-Klon (BACshrub, CH322-47020) ist Teil der “CHORI“ BAC-Bibliothek, die durch einen partiellen
Restriktionsverdau des Genoms von Drosophila melanogaster mit dem Enzym Mbol und anschliefRender
Klonierung in den attB-P[acman]-Vektor entstanden ist (Venken et al. 2009). BACshub enthalt nicht nur die
gesamte genomische von shrub (dunkelrot), sondern auch noch angrenzende Bereiche. Insgesamt umfasst

dieser angrenzende Bereich die genomischen Sequenzen von sechs annotierten Genen. Darunter befinden
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sich vier bereits zum Teil charakterisierte Gene [(1) Hydrl (a/fB hydrolase 1, CG8058), (2) alicorn (alc,
CG8057), (3) Prp38 (CG30342) und (4) CG30344] und zwei bisher nicht charakterisierte Gene [CG8788 und
CG44286]. CG18659 und CG30345 sind an den jeweiligen Enden der genomischen Sequenz des BAC-Klons.

Sie sind nicht vollstandig vorhanden. (Anmerkungen zu den einzelnen Genen siehe 6.1.5).

Die Funktionsfahigkeit dieser beiden Expressionssysteme, shrubP-shrub und BACshrub;
lasst sich anhand ihrer Rettungsfahigkeit gegentiber der shrub mutanten Situation fest-
machen (Abb. 2-2). Ein Funktionsverlust von shrub in Drosophila fiihrt zur ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalweges, zum Verlust der epithelialen Integritiat und zu einer
Letalitit wahrend der Embryogenese (Thompson et al. 2005, Sweeney et al. 2006, Vaccari
et al. 2009, Hori et al. 2011). Fiir die folgenden Rettungsexperimente wurde auf das
amorphe shrub*I-Allel zuriickgegriffen (Sweeney et al. 2006). Dieses Allel ist in
Homozygose embryonal letal, in Heterozygose sind die Fliegen lebensfahig und haben
keine duferlichen phdnotypischen Auffilligkeiten (Abb. 2-2). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass eine Kopie des Transgens BACshrub den shrub*! mutanten Phdanotyp komplett
retten kann (Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015). Die geretteten
Fliegen erscheinen aufderlich wildtypisch und sind fertil. Die Entwicklung von fertilen,
adulten Fliegen bestatigt, dass alle notwenigen regulatorischen Elemente vorhanden sind
(Abb. 2-2).

Auch die Expression des kleineren und daher reduzierten Transgens shrubP-shrub flihrt
in zwei Kopien zur kompletten Rettung (Masterarbeit Baumers 2015). Allerdings konnte
wahrend dieser Arbeit gezeigt werden, dass Fliegen, die nur eine Kopie dieses Transgens
in sich tragen, als sogenannte pharate adults im spdten Puppenstadium sterben. Die
ausdifferenzierten Fliegen verbleiben hierbei in der Puppe und schliipfen nicht.
Vereinzelt sind adulte Tiere, sogenannte escapers zu finden, die aber zeitnah sterben
(Abb. 2-2).

Dies impliziert, dass bei einer erh6hten Anzahl von shrubP-Transgenen im Genom eine
erh6hte Shrub-Expression vorliegt (vgl. das Rettungsvermogen von einer Kopie mit dem
von zwei Kopien shrubP-shrub, Abb. 2-2). Andernfalls ware eine verbesserte Rettung
nicht erkldrbar. Auch nachfolgende Experimente mit dem BACs"ub-System legen den
Schluss nahe (siehe beispielsweise 2.2.1), dass bei einer Erhohung von einer Kopie auf
zwei Kopien des BACshub-Transgens mehr Protein exprimiert wird. Zur genauen
Bestimmung der Veranderung des Expressionslevels sollte in einem zukiinftigen

Experiment jedoch eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt werden.
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Wildtyp (wt)

shrub*'/ +

2x BACshrub**
1x BACshrub**
shrub*' | 2x shrubP-shrub*

1x shrubP-shrub

Embryo spétes I"-‘uppen- Adult
stadium
pharate adults

Abb. 2-2: shrubP-shrub und BACshvb kénnen den shrub*! mutanten Hintergrund retten. Die
Funktionalitat der beiden Systeme ldsst sich anhand des Rettungsvermogens gegeniiber der shrub null-
mutanten Situation (shrub*!) festmachen. Das Nullallel shrub*! verursacht in Heterozygose keinen
auflerlich erkennbaren Defekte (fertile adulte Fliegen), in Homozygose ist es hingegen embryonal letal
(Sweeney et al. 2006). Bereits eine Kopie BACsb ist ausreichend um den Funktionsverlust von shrub
(shrub*! homozygot) vollstdndig zu retten. Im Gegensatz dazu benoétigt es zwei Kopien des reduzierten
Transgens shrubP-shrub. Bei nur einer Kopie sterben die Fliegen meist als pharate adults. Es gibt zwar
vereinzelt escapers, diese sterben jedoch zeitnah. Bereits veroffentlichte Daten: * (Masterarbeit Baumers

2015), ** (Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Biumers 2015).

Mit Hilfe der beiden Expressionssysteme kénnen auch verschiedener Shrub-Varianten
(siehe 2.2) oder -Orthologe (siehe 2.3,2.4) auf dem endogenen Level von Drosophila
Shrub exprimiert werden. Beide Systeme ermdglichen fiir sich jeweils eine vergleichbare,
physiologische Expression unter Kontrolle des shrub-Promotors und seiner regulator-

ischen Elemente.

Seit Jahren existiert im Feld der ESCRT-Forschung eine grofse Kontroverse dartber, ob
durch einen Protein-Tag die Funktionalitit der ESCRT-III Untereinheiten gestort wird
oder nicht. Auch ist umstritten, ob hierbei eine C- oder N-terminale Markierung sinnvoller
ist. Oft basieren die durchgefiihrten Studien auf Zellkultur-Experimenten, kombiniert mit
einer Uberexpression des zu untersuchenden ESCRT-III Proteins. Dies erschwert eine
solide Bewertung der Funktionalitit. An dieser Stelle bietet sich Drosophila melanogaster

als in vivo Testsystem an. Durch Rettungsexperimente kann iiberprift werden, ob Shrub
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trotz Protein-Tag funktional ist. Fiir diese Analyse wurde eine Vielzahl an unterschiedlich
markierten Shrub-Varianten generiert (Anhang, Abb. 9-1). Der Fokus lag vor allem auf
einer N-terminalen Markierung, da am C-Terminus von Shrub eine autoinhibitorische
Region ist (Zamborlini et al. 2006, Shim et al. 2007, Lata et al. 2008b, Bajorek et al. 2009b).
Ihre Flexibilitit/Beweglichkeit ist entscheidend fiir die Konformationsdnderung des
ESCRT-III Proteins (Lata et al. 2008b, Saksena et al. 2009, Henne et al. 2012, Tang et al.
2015). Zudem haben mehre Studien bereits gezeigt, dass eine Markierung am C-Terminus
der ESCRT-III Proteine, die Funktion negativ beeinflusst. Es wird u.a. die richtige
Polymerisierung an der endosomalen Membran verhindert (Ward et al. 2005, Sweeney et
al. 2006, Zamborlini et al. 2006). Die Funktionalitidt der generierten Shrub-Konstrukte
(Anhang, Abb. 9-1) wurde mit Hilfe von in vivo Rettungsexperimenten untersucht. Alle
analysierten = Shrub-Konstrukte wurden dafiir mit Hilfe des reduzierten
Expressionssystems (shrubP) auf endogenen Level im shrub null-mutanten Hintergrund
(shrub#1) exprimiert. So konnte aufgedeckt werden, ob die exprimierten Shrub-Varianten
den Verlust des endogenen Proteins kompensieren kénnen, indem sie dessen Funktion
iibernehmen (Anhang, Tabelle 9-1). Drei der acht generierten Shrub-Konstrukte sind
funktional, darunter Myc-Shrub, V5-Shrub und HA-Shrub (Anhang, Tabelle 9-1).

Alle Drei zeichnen sich durch einen kleinen N-terminalen Protein-Tag ohne eine
Linkersequenz aus (Myc-Tag 10 Aminosduren (aa); HA-Tag und V5-Tag 9 aa). Eine
Markierung am C-Terminus, ein grofderer Protein-Tag am N-Terminus oder auch nur ein
flexibler Linker zwischen HA-Tag und Protein sind schadlich fiir die Funktion von Shrub

(Anhang, Tabelle 9-1).
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2.2 Lgdreguliert die Aktivitiat der ESCRT-III Komponente Shrub

Zentrales Element dieser Arbeit ist die Analyse von Lgd und seiner Funktion im
endosomalen Transportweg. Hierbei soll der Einfluss von Lgd auf die ESCRT-Maschinerie
insbesondere auf die ESCRT-III Untereinheit Shrub untersucht werden. Dabei wird auf die
in 2.1 beschriebenen, endogenen Expressionssysteme von Shrub (BACs"ub und shrubP)
zurlckgegriffen. Da die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung in ihrer Auflésung
begrenzt ist, erfolgt zusatzlich eine Analyse der Auswirkungen, u.a. auf Morphologie und
ILV-Bildung der Endosomen, auf ultrastruktureller Ebene mittels Transmissions-

elektronenmikroskopie (TEM).

2.2.1 Eine Erhohung der Shrub Konzentration rettet den Funktionsverlust von lgd

Bei einem Funktionsverlust des Tumorsuppressor Ilgd kommt es zu einer ektopischen,
ligandenunabhdngigen Aktivierung des Notch-Signalweges und seiner Zielgene
(Buratovich und Bryant 1995, Klein 2003, Childress et al. 2006, Gallagher und Knoblich
2006, Jaekel und Klein 2006). Dies ist auf einen Defekt im endosomalen Transportweg
zurlckzufiihren. Ursache hierfiir scheint eine Reduktion der Aktivitit der ESCRT-III
Komponente Shrub zu sein (Troost et al. 2012, Schneider et al. 2013). Experimente,
basierend auf einer Erhohung der endogenen Shrub-Konzentration in lgd mutanten
Fliegen, stiitzen diese Annahme (Masterarbeit Baumers 2015). Hierbei konnte bereits
gezeigt werden, dass, durch die Expression von zwei zusatzlichen Kopien des endogenen
Genlocus von shrub (BACshrub), der Funktionsverlust von lgd kompensiert werden kann
(Abb. 2-3). Die Fliegen sterben nicht mehr wie fiir den Funktionsverlust von Igd
charakteristisch, wahrend des frithen Puppenstadiums nach verlangerter larvaler
Lebensphase (Bryant und Schubiger 1971), sondern entwickeln sich zu adulten Tieren.
Diese adulten Tiere sind jedoch steril (beide Geschlechter) (Abb. 2-3 und (Masterarbeit
Baumers 2015)).

Die fiir den Igd-Funktionsverlust typische ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges
(Klein 2003) lasst sich in der Fliigelimaginalscheibe von spaten L3-Larven mit Hilfe des
endogenen Notch-Zielgens wingless und dem sensitiveren, synthetischen Notch-
Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H) detektieren (siehe 6.6.8) (Furriols und Bray 2001). Im
Wildtyp (wt) ist die Notch-abhidngige Wg-Expression (Abb.2-4 A, Pfeil) auf einen
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schmalen Streifen entlang der D/V-Grenze beschrankt. Zusatzlich wird wg Notch-
unabhangig im Notum (Abb. 2-4 A, Stern) und in zwei Kreisen (Abb. 2-4 A, Pfeilkopf),
welche das Fliigelfeld einrahmen, exprimiert (Ubersicht in Klein 2001). Die Expression
kann mittels indirekter Antikorperfirbung gegen Wg detektiert werden. Bei einem
Funktionsverlust von lgd, wie es unter Verwendung des amorphen Allel lgd?” (Jaekel und
Klein 2006) der Fall ist, kommt es zur deutlichen Verbreiterung der wg-
Expressionsdomdne an dieser Grenze im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 2-4, vgl. B mit A)
(Buratovich und Bryant 1995, Buratovich und Bryant 1997). Auch Gbe+Su(H) hat in
wildtypischen Fliigelimaginalscheiben ein charakteristisches Expressionsmuster, mit
einer starken Expression entlang der D/V-Grenze (Abb. 2-4 A) (Furriols und Bray 2001).
Hier fiihrt der Verlust von Igd zu einer ubiquitaren Expression von Gbe+Su(H) in der
Fliigelimaginalscheibe ohne spezifisches Muster (Abb. 2-4 B) (Jaekel und Klein 2006). Als
Konsequenz der ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges kommt es zudem zur
Uberproliferation der Imaginalscheibe (Abb. 2-4 B, B‘) (Klein 2003).

Diese ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges kann durch die zusatzliche
Expression von zwei Kopien BACs""ub unterbunden werden (Masterarbeit Biumers 2015).
Hierbei zeigen sowohl das endogene Notch-Zielgen wg als auch Gbe+Su(H) ein
wildtypisches Expressionsmuster (Abb. 2-4 D, D). Bereits die Expression von nur einer
Kopie BACshrub unterdriickt in der Fliigelimaginalscheibe die ektopische Aktivierung des
Notch-Signalweges beinahe vollstandig (Abb. 2-4 C, C‘). Die Expression von wg ist auf den
schmalen Streifen entlang der D/V-Grenze begrenzt (Abb. 2-4 C). Nur das sensitivere
Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H) zeigt noch eine schwache ektopische Aktivierung
(Abb. 2-4 C). Die Tiere sterben als pharate adults und schliipfen nicht, wie es bei zwei

Kopien BACshrub der Fall ist (Abb. 2-3) (Masterarbeit Baumers 2015).

Die Beobachtung, dass eine Erhéhung der Shrub-Konzentration den Funktionsverlust von
lgd rettet, wird durch neue Erkenntnisse in dieser Arbeit gestiitzt.

BACshrub-muyt2 ist eine BACshub-Variante, bei der nur durch den Austausch von drei
Aminosauren (E86R, E90R und E93R in Shrub, angelehnt an CHMP4Bmut2 (E90R, E94R,
E97R (Martinelli et al. 2012)), die negative Oberflache von Shrub zerstort und damit ihre
Fahigkeit zu polymerisieren unterbunden ist (Martinelli et al. 2012, Diplomarbeit Bohnen
2014, McMillan et al. 2016). Eine Expression von BACsh™wb-mut2, zusatzlich zum

endogenen shrub, rettet den Ilgd mutanten Phanotyp nicht (Abb. 2-3). Im Gegenteil, die
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Fliegen sterben in Anwesenheit von zwei Kopien BACshrub-mut2 sogar frither und zwar
schon vor dem dritten Larvenstadium (L3) (vereinzelt frithe L3 Larven, wie lgd?’,
shrub*1/ lgd?’, + (Troost et al. 2012)) (Abb. 2-3). Dies unterstreicht, dass die Trans-
kriptionseinheit von shrub in BACsh™b fiir die Rettung von [gd?’ verantwortlich ist.
Anzumerken ist hier, dass adulte Fliegen, die rein homozygot fiir BACs""vb-mut2 sind, keine

offensichtlichen Defekte aufweisen.

wt

2x BACshrub*

2x shrubP-shrub

1x BACshrub*

2x shrubP-Myc-shrub

Igd?” | 1x shrubP-Myc-shrub

1x BACvPs20

2x BAC'Ps20

2x BACshb-mut2

Iefal Pupben- spates Puppen-  Adult
vor L3 stadium stadium
pharate adults

Abb. 2-3: Graphische Ubersicht iiber die Entwicklungsstadien, die Igd?” mutante Fliegen aufgrund
einer Insertion verschiedener Transgene erreichen. [gd mutante Tiere sterben wéhrend des frithen
Puppenstadiums (Bryant und Schubiger 1971). Eine Erhohung der Proteinkonzentration der ESCRT-III
Komponente Shrub durch BACshub oder durch das reduzierte System shrubP hat einen positiven Einfluss auf
die Entwicklung. Hierbei werden mehrere Abstufungen des Igd? mutanten Phdnotyps bis zu einer
vollstdndigen Rettung der Letalitit sichtbar. Bei zwei zusatzlichen Kopien shrubP-shrub werden vereinzelt
adulte Tiere gesichtet. Meist sterben sie jedoch vor dem Schliipfen als pharate adults. Eine Erh6hung der
Konzentration der ESCRT-III Komponente Vps20 hat hingegen einen negativen Einfluss auf die Entwicklung
von Igd? mutanten Fliegen. In Anwesenheit von zwei Kopien BAC's20 sterben sie vor dem dritten
Larvenstadium (L3) und damit frither als fiir den Funktionsverlust von Igd charakteristisch. Die Expression
einer nicht-funktionalen Shrub-Variante, Shrubmu2 (Diplomarbeit Bohnen 2014), hat ebenfalls einen
negativen Einfluss auf die Entwicklung. Aufgrund einer Ladungsumkehr der urspriinglich negativ

geladenen Oberflache von Shrub, kann diese Shrub-Variante nicht mehr polymerisieren (Martinelli et al.
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2012, McMillan et al. 2016) und die lgd?” mutanten Tiere sterben vor dem spaten dritten Larvenstadium.

Die mit * markierten Ergebnisse wurden bereits veroffentlicht (Masterarbeit Biumers 2015).

Weiterhin reicht auch nur die Expression von shrubPNA mit Hilfe des alternativen und
reduzierten Expressionssystems shrubP (siehe 2.1) aus, um den Funktionsverlust von lgd
beinahe vollstindig zu retten. Bei einer Expression von zwei Kopien des Transgens
shrubP-shrub sind vereinzelt adulte Tiere zu beobachten (Abb. 2-3). Meist sterben die
Fliegen jedoch in der Puppe, da sie scheitern zu schliipfen. Auch N-terminal markiertes
Myc-Shrub (siehe 2.1) ist in der Lage den [gd?” mutanten Phanotyp partiell zu retten. In
Anwesenheit von zwei Kopien des Transgens shrubP-Myc-shrub sterben die Fliegen nicht
mehr, wie flir den Igd-Verlust charakteristisch wahrend des Puppenstadiums, sondern
entwickeln sich zu pharate adults (Abb. 2-3). Zudem ist keine ektopische Aktivierung mit
Hilfe des endogenen Notch-Zielgens wg in der Fliigelimaginalscheibe detektierbar
(Abb. 2-4 F). Auch im Fall von nur einer Kopie shrubP-Myc-shrub zeigt sich bereits eine
Unterdriickung der ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges (Abb. 2-4 E, E). Das
endogene Zielgen wg ist nur noch in einigen wenigen Zellen unterhalb der D/V-Grenze
aktiv (Abb. 2-4 E, Pfeil), wohingegen Gbe+Su(H) weiterhin verstarkt in der gesamten
Scheibe exprimiert wird (Abb. 2-4, E). Diese Expression ist jedoch schwacher als in lgd
mutanten Fliigelimaginalscheiben (Abb. 2-4, vgl. E‘ mit B‘). Es ist bereits das fiir
Gbe+Su(H) spezifische Expressionsmuster zu erahnen. Eine Konsequenz dieser
reduzierten ektopischen Aktivitit ist die schwichere Uberproliferation der
Imaginalscheibe. Allerdings sterben die Tiere, mit nur einer zusatzlichen Kopie shrubP-

Myc-shrub, im frithen Puppenstadium, wie fiir lgd?” mutante Tiere typisch (Abb. 2-3).

Zusatzlich stellt sich die Frage, ob auch durch Erh6hung der Konzentration einer anderen
ESCRT-III Untereinheit der Funktionsverlust von lgd kompensiert werden kann. Hierfiir
wurde wiederum auf einen BAC zuriickgegriffen, der den Genlocus von vpsZ20 enthalt
(BACvrs20, CH322-09008) (Venken et al. 2009). Vps20 ist die erste ESCRT-III Untereinheit
und der Initiator fiir die Shrub-Polymerisation an der endosomalen Membran (Teis et al.
2008).

Zunachst wurde tiberpriift, ob BAC"s20 den Funktionsverlust von vps20 kompensieren
kann und daher funktional ist. Zu diesem Zweck wurde auf zwei bereits publizierte Allele
von vps20 zurlickgegriffen. Dabei handelt es sich zum einen um das Allel vps20!3 (Vaccari

et al. 2009), ein potenzielles Nullallel aufgrund einer Leserasterverschiebung durch eine
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Punktmutation nach Aminosdure 61 (Vps20 212 aa), und zum anderen um das Allel
vps20r¢270 (Kahsai et al. 2016). Wahrend vps20'3 mit Hilfe von EMS (Ethylmethansulfonat)-
Mutagenese erzeugt wurde (Vaccari et al. 2009), basiert vps2076270 auf einer P-Element
Transposition/Insertion (Kahsai et al. 2016). vps20?3 ist sowohl in Homozygose also auch
in Hemizygose iiber einer entsprechenden Deletion, die den vps20 Lokus umfasst, im L1
Larvenstadium letal (Vaccari et al. 2009). Fliegen, die homozygot fiir vps20r6270 oder
hemizgot fiir vps2076270 {iber der passenden Deletion (Df{2R)X58-12) sind, sterben
ebenfalls friither und erreichen daher nicht das adulte Stadium (Kahsai et al. 2016).
BACvps20 kann bereits in einer Kopie (attP 68E) den vps2076270 mutanten Hintergrund
retten. Es finden sich adulte Tiere, wobei ein Teil der ausdifferenzierten Tiere nicht
schliipft. Liegt vps20!3/ vps20r¢270 in Transheterozygose vor, ist ebenfalls die Expression
von einer Kopie flir die Rettung ausreichend. Hier schliipfen alle Tiere und sterben nicht
wie flr vps2013/ vps2 076270 charakteristisch bereits vor dem friithen dritten Larvenstadium
(L3). Folglich ist BACvrs20 funktional, da es den Funktionsverlust von vps20 retten kann.
Aufbauend auf diesem Ergebnis wurde anschliefend BACs20 im Igd null-mutanten
Hintergrund (lgd?’/ lgdd’) exprimiert. Im Gegensatz zu BACshrub zeigt die Expression von
einer Kopie BAC's20 keine Rettung des Igd?” mutanten Phanotyps (Abb. 2-3). Es ist
weiterhin eine starke ektopische Aktvierung des Notch-Signalweges zu beobachten
(Abb. 2-4 G, GY). Im Fall des Zielgens wg scheint die ektopische Aktivierung sogar minimal
starker zu sein. Hier reicht die Wg-Expression bis an den Rand der Imaginalscheibe
(Abb. 2-4 G, Peil). Die Expression von zwei Kopien BAC's20 fiihrt hingegen zu einer
verfrithten Letalitdt (Abb. 2-3). Die Larven sterben vor Erreichen des dritten Larven-
stadiums (L3) und somit vor dem frithen Puppenstadium wie es fiir den Verlust von lgd
allein charakteristisch ist.

Dies zeigt, dass hier eine Spezifitat fiir die ESCRT-III Untereinheit Shrub vorliegt und eine
Erh6hung der Konzentration einer anderen Komponente wie Vps20 den lgd mutanten

Phanotyp verschlechtert.
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Abb. 2-4: Eine Erh6hung der Shrub-Konzentration verhindert eine, durch den Igd-Funktionsverlust
verursachte, ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges. (A-F) Rettung des lgd?” mutanten
Hintergrundes durch Expression verschiedener shrub-Transgene oder (G-H) durch die Anwesenheit eines
BACs, der den endogenen Genlocus von vps20 enthélt. Die Analyse der Notch-Aktivitat erfolgt mit Hilfe von
Fliigelimaginalscheiben des dritten Larvenstadiums von Drosophila melanogaster. (A-H) Detektion der Wg
Expression mittels indirekter Antikorperfarbung. (A‘-H‘) Nachweis der Notch-Aktivitat durch Verwendung
des Reportergenkonstrukts Gbhe+Su(H). (A, A) Abbildung einer wildtypischen Imaginalscheibe. Die Pfeile
zeigen auf die Expressionsdominen entlang der D/V-Grenze. (A) Zusatzliche Kennzeichnung der
Ausrichtung und Orientierung der Imaginalscheiben und Markierung der Notch-unabhingigen Aktivierung
von wg im Notum (Stern) und im Fliigelfeld (Pfeilspitze). (B, B) Bei einem Funktionsverlust von Ilgd (lgd?’)
kommt es zu einer Verbreiterung der Notch-abhingigen Expressionsdomane von Wg (B, Pfeil) und einer
gleichmafiigen Aktivierung von Gbe+Su(H) (B) in der gesamten Imaginalscheibe. (C-D‘) Rettung des Igd
mutanten Phanotyp durch zusatzliche Expression einer Kopie BACshub (C, C) oder zwei Kopien BACshrub
(D, DY). Nur in Anwesenheit von einer Kopie BACsh"b ist noch eine leichte ektopische Aktivierung von
Gbe+Su(H) sichtbar (C), ansonsten sind wg (C, D) und Gbe+Su(H) (D) wildtypisch exprimiert. (E, F)
Expression von einer oder zwei Kopien des reduzierten shrub-Transgens shrubP-Myc-shrub im lgdd’
mutanten Hintergrund. Hier zeigt sich eine Reduktion der ektopischen Aktivierung (E, E‘, 1x shrubP-Myc-
shrub) und eine wildtypische Expression von wg in Anwesenheit von zwei Kopien des Transgens shrubP-
Myc-shrub (F). (G-H) Konsequenzen einer schrittweisen Erhéhung der Konzentration der ESCRT-III
Untereinheit Vps20 auf die ektopische Notch-Aktivitit bei Funktionsverlust von Igd. (G, G*) Expression von
einer Kopie BAC"s20 oder (H, HY) zwei Kopien BAC"Ps20 im Igd?’ mutanten Hintergrund. (G, G‘) In Gegenwart
von einer Kopie BACrs20 zeigt sich keine Reduktion der ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges. Im
Gegenteil, eine Antikérperfarbung gegen Wg offenbart eher eine minimale Verschlechterung, da dessen
ektopische Expression nun bis zum Rand der Imaginalscheibe reicht (G, Pfeil, vergleiche mit B). (H, H) In
Anwesenheit von zwei Kopien BAC"Ps20 sterben die Tiere vor Erreichen des dritten Larvenstadiums. (A, A',
C-D* aus der eigenen Masterarbeit iibernommen (Masterarbeit Bdaumers 2015)). Maf3stabsbalken: (A-G)
200 pm.

Insgesamt bestatigen diese Ergebnisse, dass der Funktionsverlust von [gd durch eine
spezifische Erh6hung der Shrub-Konzentration in der Zelle kompensiert werden kann.
Dies unterstiitzt die Annahme, dass Lgd fiir die vollstindige Aktivitit der ESCRT-III

Untereinheit Shrub gebraucht wird.
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2.2.2 Ilgd?7 mutante Endosomen sind vergrofiert, weisen aber einen unver-

anderten ILV-Anteil auf

Fir eine Aktivierung des Notch-Signalweges ist es notwendig, dass die intrazellulare
Domane des Notch-Rezeptors (NICD) in Kontakt mit dem Zytosol ist. Anderenfalls kann
diese Doméne nicht ins Zytosol freigesetzt werden, in den Zellkern translozieren und dort
Notch-Zielgene wie wg aktivieren (siehe 1.1). Wahrend des reguldaren endosomalen
Transports wird Notch jedoch in ILVs verpackt (siehe 1.2). Die intrazellulare Domane
kann dann nicht mehr in den Zellkern gelangen und dort als Transkriptionsaktivator
fungieren (Ubersicht in Schnute et al. 2018). Allein diese Tatsache deutet bereits an, dass
in Igd?” mutanten Zellen ein Teil der Notch-Rezeptoren an der limitierenden Membran
der Endosomen verbleiben muss. Andernfalls wire eine ektopische Aktivierung des
Notch-Signalweges wahrend des lysosomalen Abbaus, wie sie in Ilgd?” mutanten Zellen
beobachtet wird (siehe 1.5 (Schneider et al. 2013)), nicht moglich. Bereits durchgefiihrte
Experimente, basierend auf einer Notch-Rezeptor-Variante, die simultan mit GFP und
mCherry markiert wurde, unterstiitzen, diese Annahme (Couturier et al. 2014). Dort
konnte gezeigt werden, dass eine Fraktion von Notch in I[gd¢” mutanten Zellen an der
endosomalen Membran verbleibt, anstatt in das Lumen inkorporiert zu werden (ILV-
Biogenese). Eine Erklarung fiir den Verbleib dieser Fraktion ist, dass aufgrund einer
reduzierten Shrub-Aktivitdt bei Funktionsverlust von Ilgd (Troost et al. 2012) keine,
beziehungsweise eine reduzierte ILV-Bildung stattfindet oder ein Teil der Notch-
Rezeptoren nicht in die sich bildende ILVs inkorporiert wird.

Bisherige elektronenmikroskopische (EM-) Analysen haben bereits gezeigt, dass eine ILV-
Bildung in lgd-RNAi exprimierenden Zellen weiterhin stattfindet, aber die Endosomen
signifikant vergrofdert sind (Schneider et al. 2013, Dissertation Troost 2013). Um daher
eine mogliche reduzierte ILV-Bildung aufzudecken, wurde in dieser Arbeit der Anteil an
elektronendichtem Material innerhalb der reifenden Endosomen in den EM-Aufnahmen
mit Hilfe eines Makros fiir die Bildbearbeitungs-Software ,Fiji“ quantifiziert (Abb. 2-5)
(siehe 6.5). Da sich das elektronendichte Material aus den inkorporierten ILVs
zusammensetzt, fungiert die Erfassung und Quantifizierung dieses Materials innerhalb
der reifenden Endosomen als Indikator fiir die ILV-Bildung. Aufgrund dieser ILVs werden

diese reifenden Endosomen auch als MVBs bezeichnet (siehe 1.2).
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A

Multivesicular Body (MVB)

Abb. 2-5: Quantifizierung des ILV-Anteils am Beispiel eines wildtypischen MVBs. (A) Schematische
Darstellung eines MVBs inklusive Notch-Rezeptoren (NICD - Intrazellulire Doméine von Notch;
NECD - Extrazellulire Doméane von Notch). (B-B“) Funktionsweise des entwickelten Makros (neu
entwickelte Analysetechnik) anhand eines reprasentativen, wildtypischen MVBs: Ziel ist die Erfassung und
Quantifizierung des elektronendichten Materials innerhalb des MVBs. Das elektronendichte Material dient
als Indikator fiir die ILV-Bildung. (B‘) Bindre Maske des von der Umgebung abgegrenzten MVBs. Basis ist
der ,Huang-Algorithmus“. Mit diesem Algorithmus wird ein Schwellenwert bzw. ein Graustufenwert
festgelegt, ab den ein Pixel innerhalb des endosomalen Lumens zum elektronendichten Material gezdhlt
wird. In Schwarz eingezeichnet ist hier der als elektronendicht erfasste Bereich. (B“) Uberlagerung des
MVBs mit seiner bindren Maske. In rot eingefarbt ist der Bereich der nicht als elektronendicht erfasst wurde.
Angegeben ist der berechnete ILV-Anteil des MVBs. In diesem Fall machen 49,5 % der Gesamtflache des
MVBs elektronendichtes Material /ILVs aus. Mafdstabsbalken: (B) 250 nm.

Zunachst wurde die Anwendbarkeit der selbstentwickelten Analysetechnik (Abb. 2-5) zur
Bestimmung des elektronendichten Materials innerhalb der MVBs tberprift. Hierfiir
wurde eine genetische Situation generiert, bei der eine Verdnderung des ILV-Anteils
aufgrund einer direkten Manipulation der ESCRT-III Komponente Shrub zu erwarten ist.
Diese Manipulation erfolgte durch eine Uberexpression von N-terminal Myc-markiertem
Shrub oder ShrubAauto (Abb. 2-6) fiir 13 h durch das Gal4/UAS-System (siehe 6.6.4). Fiir
eine Expression im posterioren Kompartiment der Fliigelimaginalscheibe wurde auf die

Gal4-Treiberlinie hedgehogGal4 (hhGal4) zurilickgegriffen. Diese ermdoglicht einen
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direkten Vergleich von wildtypischen Zellen anterior und Konstrukt-exprimierenden

Zellen posterior in derselben Imaginalscheibe.

] autoinhibitorische
Kernregion Region
al a2 a5 MIM a5
@R ) (300 Mye-shrub
‘[ H + Myc-ShrubAauto

Abb. 2-6: Graphische Darstellung von Myc-Shrub und Myc-ShrubAauto. Die Kernregion von Shrub liegt
am N-Terminus und ist entscheidend fiir die Polymerisation der ESCRT-III Untereinheit (McMillan et al.
2016). Am C-Terminus befindet sich die autoinhibitorische Region (Zamborlini et al. 2006, Shim et al. 2007,
Lata et al. 2008b, Bajorek et al. 2009b). Sie zeichnet sich durch eine MIM-Domane aus, iber welche die
ATPase Vps4-bindet (Obita et al. 2007, Stuchell-Brereton et al. 2007, Bajorek et al. 2009a). Sowohl Myc-
Shrub als auch Myc-ShrubAauto weisen am N-Terminus einen Myc-Tag auf, jedoch besteht Myc-
ShrubAauto, im Gegensatz zu Myc-Shrub, nur noch aus der Kernregion und besitzt keine autoinhibitorische

Region (Dissertation Jackel 2010).

Myc-ShrubAauto hat im Gegensatz zum vollstandigen Myc-Shrub keinen auto-
inhibitorischen C-Terminus (Abb. 2-6), ist daher permanent aktiv (Zamborlini et al. 2006,
Shim et al. 2007, Lata et al. 2008b) und wird zur endosomalen Membran rekrutiert
(Buchkovich et al. 2013). Dort akkumuliert es (Masterarbeit Briiser 2013), da aufgrund
der fehlenden MIM-Domane, die Teil des autoinhibitorischen C-Terminus ist, die
Rekrutierung von Vps4 beeintrachtigt ist (Obita et al. 2007, Bajorek et al. 2009a). Da die
Aktivitat von Vps4 jedoch nicht nur fiir die Disassemblierung der ESCRT-III Komponenten
von der endosomalen Membran notwendig ist, sondern auch fiir den
Abschniirungsprozess des [LVs an sich (Adell et al. 2014, Mierzwa et al. 2017, Schéneberg
et al. 2018), ist anzunehmen, dass die ILV-Bildung gestort ist.

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ist bereits eine Vergrofderung der Rab7- und Notch-
positiven Endosomen bei einer Uberexpression von Myc-ShrubAauto zu beobachten
(Abb. 2-7 B, B‘) (Bachelorarbeit Baumers 2013, Masterarbeit Briiser 2013). Hierfiir
wurde eine Antikorperfarbung gegen die extrazellulire Domdne von Notch (NECD)
durchgefiihrt und als Marker fiir reifende Endosomen Rab7-YFP unter Kontrolle des a-

tubulin-Promotors exprimiert (tub-rab7-YFP) (Marois et al. 2006).
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Die Vergrofderung der Endosomen kdnnte bereits auf eine beeintrachtigte ILV-Bildung
hindeuten. Bei jeder ILV-Bildung wird ein Teil der Membran von der endosomalen
Membran inkorporiert. Prinzipiell kdnnten daher MVBs, die weniger ILVs bilden, grof3er
sein. Die vergroflerten Endosomen konnten aber auch eine Konsequenz einer beein-
trachtigten Fusion mit dem Lysosom sein. Eine Studie in S. cerevisiae deutet an, dass eine
Fehlfunktion in der ESCRT-Maschinerie eine Stérung der Rab5/Rab7 Konversion
verursacht (Russell et al. 2012) (siehe 1.2). Die Endosomen kénnten daher mehr homo-
typische Fusionen untereinander durchlaufen und gréfier werden, bevor sie mit einem
Lysosom fusionieren.

Bei einer Uberexpression von Myc-Shrub finden sich hingegen nur sehr weit apikal
vergrofderte Akkumulationen, die Rab7 und Notch-positiv sind (Abb. 2-7 A, A’, Pfeile).
Basaler haben die Endosomen weiterhin eine fiir den Wildtyp charakteristische Grofde

(Abb. 2-7 A, AY) (Bachelorarbeit Biumers 2013, Masterarbeit Briiser 2013).

Eine Analyse der EM-Aufnahmen bestatigt, dass die Endosomen bei einer Expression von
Myc-ShrubAauto signifikant vergrofiert sind (Abb. 2-7 D, DY, E). Zudem zeigt die neu
entwickelte Analysetechnik (Abb. 2-5) auch, dass das elektronendichte Material inner-
halb dieser Endosomen und somit ihr ILV-Anteil wie erwartet verringert ist (Abb. 2-7 F).
Eine Analyse der EM-Aufnahmen bei der Expression von Myc-Shrub offenbart keinen
signifikanten Effekt auf die Endosomengréfie und ihren ILV-Anteil (Abb. 2-7 E, F). Dies ist
liberraschend, da zumindest apikal mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie vergrofierte
Endosomen zu detektieren sind (Abb. 2-7 A, A’, Pfeile). Bei der EM-Analyse finden sich
jedoch sowohl apikal als auch basal keine vergrof3erten MVBs. Daher wird in der Statistik
keine Unterscheidung zwischen apikalen und basalen MVBs vorgenommen (Abb. 2-7 E,
F). Zu beachten ist hierbei jedoch, dass nur eine 13-stiindige Expression vorliegt, die
aufgrund von vermehrt auftretendem Zelltod bei einer langeren Expression von Myc-
ShrubAauto (Dissertation Jackel 2010) gewahlt wurde. Eine ldngere Expression von Myc-
Shrub kénnte moglicherweise einen Effekt auf beide Parameter, Endosomengréfie und

ILV-Anteil, haben.
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Abb. 2-7: Die Uberexpression des dominant-negativ wirkenden Deletionskonstrukts Myc-
ShrubAauto fiihrt zu einer Vergroéfierung der Endosomen und zu einer Stérung der ILV-Bildung.
Vergleichende Analyse der Konsequenzen einer Uberexpression von Myc-Shrub und Myc-ShrubAauto in
Fliigelimaginalscheiben. Eine auf das posteriore (post.) Kompartiment begrenzte Expression der beiden
Shrub-Varianten, UAS Myc-shrub (A, A’, C-C*) und UAS Myc-shrubAauto (B, B, D-D*) fiir 13 h, wird durch
hhGal4 kombiniert mit tubGal80t erreicht. (B, B) Bereits die Fluoreszenzmikroskopie offenbart bei der
Expression von Myc-ShrubAauto im gesamten posterioren Bereich vergréfRerte Rab7 und Notch-positive
Endosomen. Hierfiir wurde eine Antikdrperfarbung gegen die extrazelluldire Domdne von Notch (NECD)
durchgefiihrt und als Marker fiir reifende Endosomen Rab7-YFP, exprimiert unter Kontrolle des a-tubulin-
Promotors (tub-rab7-YFP), verwendet (Marois et al. 2006) [Aufnahmen in (B, B) aus (Bachelorarbeit
Biaumers 2013)]. (A, A) Bei einer Uberexpression von Myc-Shrub finden sich hingegen nur stark apikal
vergrofierte Rab7- und Notch-positive Akkumulationen in vesikelartigen Strukturen (A, A‘, Pfeile).
(C-F) EM-Analyse der Uberexpression von Myc-Shrub und Myc-ShrubAauto: (C, D) Semidiinnschnitt durch
das Fliigelfeld einer Imaginalscheibe entlang der dorsoventralen Achse (vgl. mit Abb. 2-4 A), die im
posterioren (post.) Kompartiment jeweils Myc-Shrub (C) oder Myc-ShrubAauto (D) exprimiert. Die Schnitte
sind mit TuloidinBlau angefarbt. Das Gewebe zeigt, trotz Uberexpression der Shrub-Varianten, keinen
vermehrten Zelltod. (C, C“ D D) Reprasentative MVBs aufgenommen mit dem Transmissions-
elektronenmikroskop (TEM) der wildtypischen Kontrollzellen (anterior(ant.)) und der Zellen, die Myc-
Shrub (C“) oder Myc-ShrubAauto (D) exprimieren (posterior (post.)). (E) Quantifizierung der GréfRe der
reifenden Endosomen/MVBs. Die durchschnittliche MVB-Grofde von Myc-ShrubAauto exprimierenden
Zellen (blau, post.) ist gegeniiber der von wildtypischen Zellen (blau gestreift, ant.) signifikant vergrofiert.
Jedoch ist die durchschnittliche MVB-Grofde von Zellen, die Myc-Shrub (hellgriin, post.) fiir 13 h exprimieren
unverdndert gegeniiber der von wildtypischen Zellen im anterioren Kompartiment (hellgriin gestreift, ant.).
(F) Statistische Analyse des elektronendichten Material innerhalb der MVBs als Indikator fiir die ILV-
Bildung. Der Anteil an elektronendichten Material (C'-D“, Pfeile) relativ zur Gesamtgrofie eines MVBs wurde
erfasst (Abb. 2-5) und in einem Box-Whisker-Plot dargestellt. Der ILV-Anteil der MVBs in Zellen, die Myc-
Shrub exprimieren ist vergleichbar mit dem der wildtypischen Zellen, wohingegen er in Zellen, die Myc-
ShrubAauto exprimieren signifikant reduziert ist. [(E, F) Uberexpression von Myc-Shrub (hellgriin): wt-
Kontrolle (ant.) n=52 MVBs, Myc-Shrub (post.) n=46 MVBs. Uberexpression von Myc-ShrubAauto (blau):
wt-Kontrolle (ant.) n=25 MVBs, Myc-ShrubAauto (post.) n=33 MVBs. (E) Uberexpression von Myc-Shrub
(hellgriin): Mann Whitney Test, zweiseitig; Uberexpression von Myc-ShrubAauto (blue): ungepaarter,
zweiseitiger t-Test, p<0,001 (***). (F) Uberexpression von Myc-Shrub und Myc-ShrubAauto: jeweils
ungepaarter, zweiseitiger t-Test, p<0,001 (***). (E, F) Box-Whisker-Plot: 5-95 Perzentile; Mittelwert durch
ein ”"+” markiert]. Maf3stabsbalken: (A-B‘) 10 um; (C, C* und D, D*) 250 nm.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass auch in Drosophila bei einer Storung der

ESCRT-Maschinerie die ILV-Bildung negativ beeinflusst wird und, dass durch die neu
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entwickelte Analysetechnik die ILV-Bildung quantifiziert werden kann. Sie ermdglicht es

daher elektronendichtes Material als Indikator fiir die ILV-Bildung zu erfassen.

Eine Analyse von Igd?” mutanten Endosomen bestitigt zundchst, dass es bei einem
Funktionsverlust von Igd zu einer signifikanten Vergrofderung der durchschnittlichen
MVB-Grofee kommt und dass weiterhin eine ILV-Bildung stattfindet (Abb. 2-8 B, D)
(Schneider et al. 2013). Die statistische Analyse des ILV-Anteils in lgd?’ mutanten
Endosomen mit Hilfe des neu entwickelten Assays deutet daraufhin, dass der ILV-Anteil
in lgd?” mutanten MVBs gegeniiber dem in wildtypischen MVBs unverdandert ist
(Abb. 2-9 D). Das elektronendichte Material (ILVs) im endosomalen Lumen macht im
Durchschnitt 46,2 % (wt) und 46,4 % (lgd?”) der Gesamtflache der MVBs aus (Abb. 2-9 D).
Es scheint daher keine Reduktion der ILV-Bildung in lgd?” mutanten MVBs vorzuliegen,
die einen Verbleib des Notch-Rezeptors an der endosomalen Membran (Couturier et al.

2014) erklaren wiirde.

Um zu untersuchen, inwiefern eine Erhohung der Shrub-Konzentration in lgd?” mutanten
Zellen Einfluss auf die Endosomengrofde hat, erfolgte ebenfalls eine elektronen-
mikroskopische Analyse. lgd?” mutante Zellen, die zusatzlich zwei Kopien von BA(shrub
exprimieren, haben im Vergleich zu lgd?” mutanten Zellen durchschnittlich kleinere MVBs
(Abb. 2-8 D). Hier scheint also nicht nur eine Aufhebung der ektopischen Aktivierung des
Notch-Signalweges (siehe 2.2.1, Abb. 2-4 D, D) und der pupalen Letalitit (siehe 2.2.1,
Abb. 2-3) vorzuliegen, sondern auch eine partielle Rettung des endosomalen Phanotyps
in [gd?” mutanten Zellen. Im Durchschnitt liegt die Endosomengrofie von den geretteten
lgd?” mutanten MVBs (lgd?’; 2x BACshrub) zwischen der von wildtypischen und der von
lgd?” mutanten Zellen (Abb. 2-8 D). Allerdings gibt es auch hier, wie in lgd?” mutanten
Zellen, einen grofderen Anteil an Endosomen, die eine Flache von mehr als 0,3 pm?
aufweisen (Abb. 2-8 E). Im Wildtyp erreichen nur 3,3 % der erfassten Endosomen eine
solche Grofle. Im Vergleich dazu besitzen 19,1 % der analysierten MVBs im [gdd”
mutanten Hintergrund und immerhin noch 16,2 % in lgd?’; 2x BACshrub-Zellen eine solche
Grofde (Abb. 2-8 E). In I[gd?” mutanten Zellen ist der Anteil an MVBs, die kleiner als 0,1 pm?
sind, von 50 % im Wildtyp auf die Halfte gesunken. In geretteten [gd?” mutanten Zellen
(lgdd7; 2x BACshrub) macht er hingegen wieder 40 % der MVBs aus.
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Ferner haben lgd?” mutante Zellen eine MVB-Fraktion (ca. 5,2 %), die eine Grofe
(> 0,4 um?) aufweisen, die nicht im Wildtyp gefunden werden kann?. Diese MVB-Fraktion

umfasst in den geretteten Ilgd?” mutanten Zellen sogar 7,6 % der analysierten MVBs.

wt lgd® lgd?’; 2x BACshmb
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Abb. 2-8: Igd1” mutante Endosomen sind im Vergleich zum Wildtyp vergrofert. Ultrastrukturelle
Analyse des endosomalen Phanotyps von [gd?” mutanten Zellen und der Konsequenzen ihrer Rettung durch
eine erhohte Shrub-Expression (lgd?’; 2x BACsub), Reprasentative TEM-Aufnahmen von wildtypischen (A),
lgd?” mutanten (B) und geretteten [gd¢” mutanten MVBs (C): Die Morphologie der MVBs in [gd?” mutanten
Zellen (B) und in den geretteten lgd?” mutanten Zellen (C) der Fliigelimaginalscheibe scheint nicht

beeintrachtigt zu sein. (D) Statistische Auswertung der Endosomengrofe in wildtypischen (blau), Igdd”

1 Hierbei nicht eingerechnet, eins von 212 wildtypischen MVBs, welches eine Gréfie von 0,422 pm? erreicht
hat und damit weit iiber der durchschnittlichen wildtypischen MVB-Grof3e liegt.
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mutanten (rot) und geretteten Zellen (griin): [gd?” mutante Endosomen sind im Vergleich zu wildtypischen
signifikant vergrofiert. Diese Vergrofderung der Endosomen ist in [gd?” mutanten Zellen partiell gerettet, die
zusatzlich zwei Kopien von BACswb exprimieren (lgd?’; 2x BACsh'b, griin). Jedoch finden sich wie bei lgdd”
mutanten Zellen (blau) noch vergréfierte Endosomen, die eine Grofde aufweisen, die im Wildtyp nicht bzw.
sehr selten gefunden werden kann. (E) Einteilung der quantifizierten MVBs in drei verschiedene
Groflenkategorien: (1) MVBs kleiner als 0,1 pm?, (2) MVBs zwischen 0,1 und 0,3 um? und (3) MVBs grofier
als 0,3 um?2. Hierbei zeigt sich, dass die dritte Kategorie, welche MVBs grofier als 0,3 pmZ2beinhaltet, bei lgdd”
mutanten Zellen um ca. das 5,8-fache vergrofiert ist und sie daher nicht nur 3,3 % der quantifizierten MVBs
wie beim Wildtyp umfasst, sondern 19,1 %. Auch bei den geretteten Zellen gehéren noch 16,2 % der
erfassten MVBs zu dieser Kategorie. In [gd?” mutanten Zellen ist der Anteil an der ersten Kategorie, die MVBs
kleiner als 0,1 um? umfasst, von 50 % im Wildtyp auf die Hélfte gesunken. In geretteten [gd?” mutanten
Zellen macht er hingegen wieder 40 % der MVBs aus. [(D, E) wt n=212 MVBs; lgd?” n= 230 MVBs; lgd?’; 2x
BACshrubn= 277 MVBs. (D) Kruskal-Wallis Test, Dunn’s Multiple Comparison Test, p<0,001 (***), p<0,01 (**);
Box-Whisker-Plot: 5-95 Perzentile; Mittelwert durch ein ”"+” markiert]. Mafdstabsbalken: (A-C) 500 nm.

Diese Ergebnisse bestatigen erstens, dass die Endosomen in Igd?” mutanten Zellen im
Mittel signifikant vergrofiert sind und zweitens, dass durch eine Erh6hung der Shrub-
Konzentration dieser endosomale Phinotyp partiell gerettet werden kann (Abb. 2-8).
Jedoch sind in den geretteten [gd?” mutanten Zellen (lgd?’; 2x BACsh™b) immer noch 16,2 %
der analysierten Endosomen grofier als 96,7 % aller erfassten MVBs im Wildtyp (Abb. 2-8
E). Daher sind die Endosomen im Vergleich zum Wildtyp weiterhin signifikant vergrofiert
(Abb. 2-8 D). Die verzogerte Fusion der Endosomen mit dem Lysosom, wie sie fiir l[gd?”
mutante Zellen charakteristisch ist, scheint in den geretteten [gd?” mutanten Zellen (Ilgd<’;

2x BACshrub) nur partiell aufgehoben zu sein.

Interessanterweise ist der ILV-Anteil der geretteten lgd?” mutanten MVBs (lgd?’; 2x
BACshrub) sowohl im Vergleich zu den wildtypischen MVBs also auch zu den lgd¢” mutanten
MVBs signifikant reduziert (Abb.2-9 D). Im Mittel machen bei den geretteten lgdd’
mutanten MVBs nur 40,7 % der Flache elektronendichtes Material aus, wohingegen
wildtypische und Igdd” mutante MVBs ca. einen Anteil von je 46,2 % und 46,4 %

aufweisen.
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Abb. 2-9: Ein Funktionsverlust von Igd hat keinen Effekt auf den ILV-Anteil der reifenden
Endosomen. Ultrastrukturelle Analyse und Quantifizierung des ILV-Anteils von wildtypischen (A- A“) [gd?”
mutanten (B-B“‘) und geretteten [gd?” mutanten (lgd?’; 2x BACshrub; C-C““) MVBs. Beispielhafte Darstellung
der Erfassung und Quantifizierung des elektronendichten Material als Indikator fiir die ILV-Bildung anhand
von drei reprasentativen MVBsin (A, A', B, B'und C, C*). (A", B“ und C*) Bindre-Maske des von der Umgebung
abgegrenzten MVBs nach Verwendung des ,Huang-Algorithmus“ zur Festlegung eines distinkten
Schwellenwertes bzw. Graustufenwertes. Ab diesem Wert wird ein Pixel innerhalb des endosomalen
Lumens als Teil des elektronendichten Material erfasst. Schwarz dargestellt ist der als elektronendicht
erkannte Bereich im Lumen des jeweiligen MVBs in (A, A', B, B und C, C*). (A*“, B und C) Uberlagerung

des jeweiligen MVBs mit seiner bindren-Maske. In rot eingefdrbt ist der Bereich der nicht als
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elektronendicht und somit nicht als ILVs identifiziert wurde. Angegeben ist der berechnete ILV-Anteil der
reprasentativen MVBs. (D) Statistische Analyse der ILV-Bildung durch Berechnung des Anteils an
elektronendichtem Material innerhalb des Lumens von wildtypischen (blau) und lgd?” mutanten (rot) und
geretteten [gd?” mutanten MVBs (griin). Die Quantifizierung erfolgte wie anhand von (A‘-C*‘) bespielhaft
dargestellt. Der ILV-Anteil an der Gesamtgrofie des MVBs ist in einem Box-Whisker-Plot dargestellt. Der
ILV-Anteil von Ilgd?” mutanten MVBs ist gegeniiber dem von wildtypischen MVBs unverdndert. Allerdings
ist dieser Anteil in den geretteten [gd¥’mutanten MVBs gegeniiber dem wildtypischen als auch dem [gd?’-
mutanten Anteil reduziert. Im Mittel weisen die reifenden Endosomen nur noch einen ILV-Anteil von 40,7 %
auf. Im Wildtyp betréagt er 46,2 % und bei Funktionsverlust von lgd?” 46,4 %. [(E) wt n=212 MVBs; [gd?’ n=
230 MVBs; lgd?7; 2x BACshrub n= 276 MVB. (D) Kruskal-Wallis Test, Dunn’s Multiple Comparison Test,
p<0,001 (***); Box-Whisker-Plot: 5-95 Perzentile; Mittelwert durch ein "+” markiert]. Maf3stabsbalken: (A-
C) 250 nm.

2.2.3 Eine Erhohung der Shrub-Konzentration (2xBACshub) hat keinen Einfluss auf

die Morphologie und Grofse der Endosomen

Der Funktionsverlust von Igd kann durch die Expression von zwei zusatzlichen Kopien
des endogenen Genlocus von shrub (BACs"ub) kompensiert werden (siehe 2.2.1)
(Masterarbeit Baumers 2015). Dabei werden die pupale Letalitit und die ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges aufgehoben (siehe 2.2.1, Abb. 2-3 u. Abb. 2-4), jedoch
sind die Endosomen im Vergleich zum Wildtyp weiterhin signifikant vergrofdert (siehe
2.2.2, Abb. 2-8).

Um auszuschlief3en, dass die zusatzliche Expression von BACshub bei der Rettung (lgd’;
2x BACshrub) die vergrofderten Endosomen verursacht, wurden in einem weiteren
Experiment zwei zusatzliche Kopien BACshmub im wildtypischen Hintergrund exprimiert.
Als Kontrolle dient dabei BACshrub-mut2 (siehe 2.2.1). Es codiert im Gegensatz zu BACshrub
fiir eine nicht funktionale Shrub-Variante (Shrubmut2).

Dabei zeigt eine statistische Analyse der TEM-Aufnahmen weder bei zusatzlicher
Expression von Shrub (2x BACs""vb) noch von Shrubmut2 (2x BACshrub-mut2) einen Einfluss
auf die Morphologie (Abb. 2-10 A-C) und Gréfde der Endosomen (Abb. 2-10 D). Folglich
verursacht nicht die zusatzliche Expression von BACshrub die vergrofRerten Endosomen bei
der Rettung des lgd?” mutanten Hintergrundes. Dementsprechend ist die Vergrof3erung
Resultat einer nur partiellen Rettung des endosomalen [gd¢” mutanten Phanotyps (siehe
2.2.2, Abb. 2-8 D, E).

Zudem ist anzumerken, dass eine zusatzliche Expression von Shrub oder Shrubmut fiir die

Fliegen nicht letal ist. In beiden Fillen werden die etablierten Stdimme homozygot fiir
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BACshrub oder BACshrub-mut2 (nicht gezeigt). Interessanterweise verringert sich jedoch
sowohl bei zusatzlicher Expression von Shrub als auch Shrubmut2 der durchschnittliche
ILV-Anteil der Endosomen gegeniiber dem Wildtyp signifikant (Abb. 2-10 E). Dies istauch
bei den geretteten Igd?’-mutanten Endosomen (lgd?’; 2x BACshrub) der Fall (vgl. mit
Abb. 2-9 D).
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Abb. 2-10: Die Expression von zwei Kopien BACshub in wildtypischen Fliegen hat keinen Einfluss auf
die durchschnittliche GréofRe der Endosomen, fithrt aber zu einer Reduktion ihres ILV-Anteils.
(A-E) Ultrastruktureller TEM-Analyse wildtypischer Zellen und Zellen, die zusétzlich zwei Kopien BACshrub
und BACshrub-mut2 exprimieren. EM-Aufnahmen eines wildtypischen MVBs (A), eines MVBs in Anwesenheit
von zwei zusétzlichen Kopien BACshub (B) oder BACshmub-mut2 (C). (D, E) Statistische Analyse der MVB-Grofie

(D) und des ILV-Anteils (E) der Endosomen in wildtypischen Zellen (blau), sowie in Zellen mit zwei Kopien
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BACshub (lila) oder BACshwb-mut2 (grau). (D) Die statistische Auswertung der MVB-Grofden [um?], dargestellt
in einem Box-Whisker-Plot, zeigt keinen sichtbaren GréfRenunterschied zwischen den wildtypischen MVBs
und den MVBs in Anwesenheit von BACshrub oder BACshub-mut2. (E) Quantifizierung des elektronendichten
Materials innerhalb des MVBs relativ zu dessen Gesamtgrofie als Indikator fiir die ILV-Bildung. Der
durchschnittliche ILV-Anteil von MVBs in Zellen, die zusdtzlich Shrub oder Shrubmu2 exprimieren, ist
verringert. Im Wildtyp liegt er bei ca. 46 % in den beiden anderen Fallen (BACshrub und BACshub-mut2) bei ca.
41 %. [(D, E) wtn=212 MVBs; 2x BACshrub n= 240 MVBs; (D) 2x BACs"vb-mut2 n=229 und (E) 2x BACshrub-mut2
n=218 (bei 11 MVBs ist die Qualitdt der EM-Aufnahme zur Berechnung des ILV-Anteils nicht gut genug). (D,
E) Kruskal-Wallis Test, Dunn’s Multiple Comparison Test p<0,001 (***); (D) Werte grofder als 0,5 pm2 sind
nicht gezeigt (2x BACshrub-mut2: eins von 229 MVBs ist grofler als 0,5 um?). Box-Whisker-Plot: 5-95
Perzentile; Mittelwert durch ein ”"+” markiert]. Maf3stabsbalken: (A-C) 500 nm.

Die gewonnenen Daten zeigen, dass bei einer zusatzliche Expression von zwei Kopien
BACshrub die MVB-Grofde unverandert gegeniiber dem Wildtyp ist (Abb. 2-10 D). Dabei
scheint jedoch die ILV-Bildung negativ beeinflusst zu werden. Eine solche
Beeintrachtigung zeigt sich auch bei einer Expression von zwei Kopien BACsh™b-mut2
(Abb. 2-10 E). Shrubmut2 kann aufgrund einer Ladungsumkehr nicht mehr polymerisieren
(McMillan et al. 2016). Dies deutet an, dass bereits allein durch eine Erhéhung der Shrub-
Konzentration das Zusammenspiel der ESCRT-Maschinerie beeinflusst wird. Dafiir muss
Shrub scheinbar nicht einmal polymerisationsfahig sein.

Erstaunlicherweise ist bei einer Uberexpression von Myc-Shrub mit Hilfe des Gal4/UAS-
System kein Effekt auf die ILV-Bildung detektierbar (siehe 2.2.2, Abb. 2-7 F). Dort wurde
Myc-Shrub jedoch auch nur fiir 13 h exprimiert und auch nicht wie hier unter Kontrolle

des endogenen shrub-Promotors.

2.2.4 Die ESCRT-invagination sites von Igdi” mutanten Endosomen sind

vergrofdert

Wahrend der fortwahrenden EM-Analysen in dieser Arbeit konnten regelmafdig
Einstilpungen an der limitierenden Membran einiger MVBs beobachtet werden
(Abb. 2-11 A-B‘). Diese zeichnen sich durch eine hohe Konzentration an elektronen-
dichtem Material aus. Bei diesen Einstiilpungen handelt es sich mit hoher Wahrscheinlich-
keit um Regionen an denen, durch die ESCRT-Maschinerie vermittelt, zum Zeitpunkt der
Fixierung, neue ILVs entstanden wdaren. Diese charakteristischen ,Plaques” auf der
zytosolischen Seite der endosomalen Membran wurde bereits in mehreren Studien

beschreiben (Raiborg et al. 2002, Sachse et al. 2002, Murk et al. 2003). Mit Hilfe von Kryo-
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Immunelektronenmikroskopie (Kryo-EM) konnte in diesen Plaques neben dem
Gertustprotein Clathrin auch Hrs, eine Komponente des ESCRT-0-Komplexs, identifiziert
werden. Zusatzlich fanden sich dort auch durch Ubiquitin markierte und somit fiir den
Abbau bestimmte Transmembranproteine wie der EGF (Epidermal Growth Factor)-
Rezeptor und der humane Transferrin Rezeptor (Raiborg et al. 2002, Sachse et al. 2002).
Neuste Untersuchungen unterstiitzen zudem die Annahme, dass diese elektronendichten
Plaques nicht nur durch Clathrin definiert werden, sondern auch ein Resultat der
Akkumulation von ESCRT-Proteinen und der zu internalisierenden Transmembran-

proteine sind (Wenzel et al. 2018).

Bei einer Analyse der Grofie dieser Regionen, im Folgenden als ESCRT-invagination sites
(EIS) bezeichnet, zeigt sich, dass Igd?” mutante MVBs signifikant vergrofierte EIS im
Vergleich zum Wildtyp besitzen (Abb. 2-11, C). Weiterhin ist der Anteil an EIS, die grofier
als 150 nm sind, in lgd?” mutanten Zellen um das 5,5-fache gegeniiber dem Wildtyp
gestiegen (Abb. 2-11, D). In [gd?” mutanten Zellen erreichen ca. 36,9 % der EIS eine Lange
von mehr als 150 nm. Im Wildtyp sind es nur 6,7 %. Dementsprechend weisen nur noch
17,1 % der erfassten [gd?” mutanten ESCRT-invagination sites eine Lange von weniger als
100 nm auf. Im Fall des Wildtyps sind es jedoch 1/3 aller gemessenen EIS (Abb. 2-11, D).
Insgesamt ist bei [gd?” mutanten MVBs im Vergleich zu wildtypischen eine Verschiebung

in Richtung grofderer ESCRT-invagination sites (EIS) zu beobachten.

47



Ergebnisse

g 0,31 Fkkk O\:.'IOO'
» ' 2
o) L
= % 801
- C =
$S &2 go- 3>150 nm
0 8 T o 3 100-150 nm
2 -5 o <100 nm
e © <C © 40-
G =
£ =
K 204
o &)
O N
CLB 0 T T L 0-
A
& § «
) S ¢

Abb. 2-11: Die ESCRT-Invagination sites der Ilgd?” mutanten MVBs sind signifikant vergrofert.
(A-B‘) Reprasentative TEM-Aufnahmen von wildtypischen (4, A*) und lgd?” mutanten (B, B‘) MVBs. In Rot
eingezeichnet sind hier die identifizierten und gemessenen ESCRT-invagination sites (EIS) der MVBs. Die
Morphologie der MVBs ist in Igd?¥ mutanten Zellen der Fliigelimaginalscheibe nicht verdndert.
(C-D) Statistische Auswertung der Grofie dieser ESCRT-invagination sites von wildtypischen und Igdd”
mutanten Endosomen. (C) Die durchschnittliche Gréfde der ESCRT-invagination sites [um] von Igdd”
mutanten MVBs istim Vergleich zu der im Wildtyp signifikant vergréf3ert. (D) Einteilung der quantifizierten
EIS in drei verschiedene Grofdenkategorien: (1) EIS kleiner als 100 nm, (2) EIS zwischen 100 und 150 nm
und (3) EIS grofder als 150 nm. Hierbei zeigt sich, dass die dritte Kategorie (>150 nm) bei [gd?” mutanten
Zellen um ca. das 5,5-fache vergrofiert ist und sie daher nicht nur 6,7 % der quantifizierten MVBs wie beim
Wildtyp umfasst, sondern 36,9 %. In [gd?” mutanten Zellen ist der Anteil an der ersten Kategorie (<100 nm)
von 33,3 % im Wildtyp auf 17,1 % gesunken. [(C, D) wt n= 72 MVBs (90 ESCRT-invagination sites); l[gd?” n=
87 MVBs (111 ESCRT-invagination sites); (C) Mann Whitney Test, zweiseitig p< 0,0001 (****);
Streudiagramm, Mittelwert durch eine "Linie” markiert]. Maf3stabsbalken: (A-B‘) 250 nm.

Eine Vergrofderung der ESCRT-invagination sites konnte einerseits ein nicht-spezifischer
Effekt der generell vergrofderten MVBs sein, andererseits ein spezifischer Effekt, der von

einer beeintrachtigten ESCRT-Maschinerie bei einem Funktionsverlust von [gd herriihrt.
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Um herauszufinden, ob die Vergrof3erung der EIS spezifisch oder nicht spezifisch fiir den
Funktionsverlust von Igd ist, wurde in dieser Arbeit eine genetische Situation generiert,
bei der zwar vergrofierte MVBs auftreten, aber die ESCRT-vermittelte ILV-Bildung nicht
gestort wird. Dafiir wurde mit Hilfe von RNA-Interferenz (RNAi) die Genaktivitdt von rab7
posttranskriptionell unterdriickt (siehe 6.6.5). Die GTPase Rab7 vermittelt die Fusion der
reifenden Endosomen/MVBs liber den HOPS Komplex mit dem Lysosom (Balderhaar et
al. 2010, Ubersicht in Huotari und Helenius 2011, Ubersicht in Balderhaar und
Ungermann 2013). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Reduktion von Rab7 zu
vergrofderten MVBs fiihrt (Vanlandingham und Ceresa 2009, Yousefian et al. 2013),
dahnlich wie sie bei einem Funktionsverlust von lgd zu beobachten ist (siehe 2.2.2,
Abb. 2-8). Es kommt allerdings in diesen Rab7-reduzierten Zellen zu keiner ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalweges und auch zu keinem offensichtlichen Defekt bei der
[LV-Bildung (Vanlandingham und Ceresa 2009, Russell et al. 2012, Yousefian et al. 2013).
Der Vorteil einer auf dem Gal4/UAS-System basierenden Expression der rab7-RNAi liegt
hier wieder in der raumlichen Begrenzung der Expression (siehe 6.6.4 und 6.6.5). Fiir eine
konstitutive Expression auf 29°C im posterioren Kompartiment der Fliigelimaginal-
scheibe wurde abermals auf die Gal4-Treiberlinie hedgehogGal4 (hhGal4) zuriickgegriffen
(Abb. 2-12). Eine Antikoérperfiarbung gegen Rab7 bestatigt die Effizienz der rab7-RNAi-
Linie (#VDRC 40337) (Abb. 2-12 A‘, A). Die erkennbare Akkumulation von Notch in
vesikularen Strukturen im posterioren Kompartiment in den fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen deutet bereits auf eine Vergrofderung der Endosomen hin
(Abb. 2-12 B, B, Pfeil). Eine ultrastrukturelle Analyse (Abb. 2-12 C-F) bestatigt nicht nur,
dass die MVBs von Rab7-reduzierten Zellen wie erwartet vergrofiert sind, sondern auch,
dass sie im Durschnitt minimal mehr [LVs aufweisen (Abb. 2-12 D, E). Der Anteil der ILVs
an der jeweiligen Gesamtfliche des MVBs ist grofder. Bei Rab7-reduzierten MVBs (post.)
machen durchschnittlich 50,5 % ihrer Gesamtflache elektronendichtes Material aus. Im
Vergleich dazu sind es beim Wildtyp (ant.) nur 45,8 % (Abb. 2-12 E). Rab7-reduzierte
MVBs, die eine hohe Anzahl an ILVs aufweisen, wurden auch in HeLa-Zellen beobachtet
(Vanlandingham und Ceresa 2009). Die Vergrofierung und der erhohte ILV-Anteil der
MVBs in Rab7-redudzierten Zellen lasst sich durch die gestorte Fusion mit dem Lysosom
erklaren. Die MVBs fusionieren miteinander anstatt mit dem Lysosom. Aus diesem Grund
akkumulieren iiber die Zeit mehr und mehr ILVs. Entscheidend ist, dass die gemessenen

ESCRT-invagination sites dennoch gleich grofd wie im Wildtyp sind (Abb. 2-12 F).
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Abb. 2-12: Die aus einer Reduktion von Rab7 resultierende Vergroéf3erung der reifen Endosomen
geht nicht mit einer Vergréfierung der ESCRT-invagination sites einher. Fluoreszenzmikroskopische
(A-B‘) und ultrastrukturelle (C-F) Analyse der Konsequenzen einer Reduktion von Rab7 auf die MVB-
Biogenese. Eine auf das posterior (post.) Kompartiment begrenzte, konstitutive Expression (29 °C) der
rab7-RNAi wird durch die Treiberlinie hhGal4 erreicht. Fiir einen direkten Vergleich befinden sich daher

anterior wildtypische und posterior rab7-RNAi exprimierende Zellen. (A) Nachweis der Effektivitat der
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verwendeten rab7-RNAi-Linie (#VDRC 40337) durch eine Antikérperfirbung gegen das Protein Rab7.
Zusehen ist eine starke Reduktion von Rab7 im posterioren Kompartiment (A, A Pfeil). (B, B) Eine
Antikorperfarbung gegen die extrazellulire Doméane von Notch (NECD) offenbart eine Akkumulation des
Notch-Rezeptors in vergrofierten vesikelartigen Strukturen (B, B, Pfeil), bei denen es sich um Endosomen
handelt. (C-F) Vergleichende Analyse auf ultrastrukturellem Level von wildtypischen und Rab7-reduzierten
Zellen: (C) Semidiinnschnitt durch das Fliigelfeld einer Imaginalscheibe entlang der dorsoventralen Achse
(eingezeichnet in A), die im posterioren Kompartiment rab7-RNAi exprimiert. Die Schnitte sind mit der
Farbelosung nach Richardson angefarbt (siehe 6.4.2). Posterior finden sich vereinzelt tote Zellen, zu
erkennen an der stirkeren Blaufirbung (C, Pfeil). Reprasentative MVB-Aufnahmen von wildtypischen
Kontrollzellen anterior (C‘) und Rab7-reduzierten Zellen posterior (C*). (D-F) Statistische Analyse der MVB-
Grofie (D), des ILV-Anteils (E) und der Grofde der ESCRT-invagination sites (F) von wildtypischen (hellgriin)
und Rab7-reduzierten Zellen (blau): Wahrend die durchschnittliche MVB-Grof3e [um?2] in Rab7-reduzierten
Zellen signifikant gegeniiber dem Wildtyp vergrofiert ist, gibt es keinen Unterschied und somit keine
Verdanderung beziiglich der Grofie der EISs. (D) Die durchschnittliche Gesamtfliche der analysierten
wildtypischen MVBs (ant.) betragt 0,18 um?2. Die der Rab7-reduzierten MVBs (post.) ist mit 0,36 pm?2
doppelt so grof3. (E) Das elektronendichte Material und somit der ILV-Anteil der Rab7-reduzierten MVBs
(post.) ist marginal hoher als der der wildtypischen MVBs (ant.). Im Mittel machen bei Rab7-reduzierte
Zellen 50,5 %, der Gesamtfliche eines MVB elektronendichtes Material bzw. ILVs aus, wohingegen
wildtypische MVBs nur einen ILV-Anteil von 45,8 % besitzen. (F) Das Streudiagramm zeigt eine dhnliche
Verteilung der EIS-Grofde von wildtypischen und Rab7-reduzierten MVBs. Im Mittel sind wildtypische EISs
(0,124 pum) gleich grofd wie EISs von Rab7-reduzierten Zellen (0,122 um). [(D, E) wt (ant.) n= 253 MVBs;
(D) rab7-RNAiI (post.) n= 282 MVBs; (E) rab7-RNAi (post.) n= 280 MVBs (bei zwei MVBs ist die Qualitit der
EM-Aufnahme zur Berechnung des ILV-Anteils nicht gut genug); (D, E) Mann Whitney Test, zweiseitig;
p<0,0001 (****); Box-Whisker-Plot: 5-95 Perzentile; Mittelwert durch ein "+” markiert. (D) Werte gréfier
als 1 pm? werden nicht gezeigt (rab7-RNAi (post.): 8 von 282 MVBs nicht gezeigt). (F) wt (ant.) n=86 MVBs
(114 ESCRT-invagination sites); rab7-RNAi (post.) n= 92 MVBs (110 ESCRT-invagination sites) Mann
Whitney Test, zweiseitig; Streudiagramm; Mittelwert durch eine "Linie” markiert”]. Maf3stabsbalken: (A)

200 pm; (A’, B) 50 pm; (B’) 10 um; (C’, C”) 250 nm.

Die Vergrofderung der EIS ist also ein spezifischer Effekt fiir den Funktionsverlust von lgd
und nicht ein genereller Effekt, der mit einer Vergrofderung von MVBs einhergeht. Diese
Vergrofderung deutet auf eine Storung der ESCRT-Maschinerie in l[gd?” mutanten Zellen
hin. Da Lgd ein direkter Interaktionspartner von Shrub ist (Troost et al. 2012), konnte die
Dynamik bei der Assemblierung von Shrub und somit die der ESCRT-Maschinerie

betroffen sein.
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2.2.5 Eine Reduktion der Shrub-Aktivitat verursacht einen Phanotyp der einer lgd

mutanten Situation dhnelt

Ein Defekt im endosomalen Abbau von Transmembranproteinen der Plasmamembran ist
charakteristisch flir den Funktionsverlust von Igd (Schneider et al. 2013, Dissertation
Troost 2013). Diese Storung aufdert sich in einer Vergroflerung der Endosomen
(siehe 2.2.2, Abb. 2-8) und ihrer ESCRT-invagination sites (siehe 2.2.4, Abb. 2-11) und
fiihrt wiederum zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges. Eine
Konsequenz dieser ektopischen Aktivierung ist eine Uberproliferation der
Imaginalscheiben in Drosophila (Klein 2003).

Ursache fiir diesen hyperplastischen Phinotyp bei einem Funktionsverlust von lgd
(siehe 1.5) scheint eine Reduktion der Aktivitat der ESCRT-III Komponente Shrub zu sein
(siehe 2.2.1) (Troost et al. 2012, Schneider et al. 2013). Eine Erklarung fiir den
Unterschied zwischen den Phanotypen bei Funktionsverlust von shrub und von Igd
konnte der Grad des Aktivitatsverlusts von Shrub sein. Es ist vorstellbar, dass eine
Reduktion der Shrub-Aktivitdt, im Gegensatz zu einem kompletten Verlust der shrub-
Funktion, nur zu einem hyperplastischen Phanotyp fiihrt, der durch die ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges verursacht wird. Erst bei einem kompletten
Funktionsverlust von shrub wiirde es dann zu einem neoplastischen Phanotyp kommen,
bei dem zusatzlich die epitheliale Integritit verloren geht (Thompson et al. 2005, Vaccari
und Bilder 2005, Vaccari et al. 2009).

Um diese Annahme zu iberpriifen, wurde in dieser Arbeit eine hypomorphe shrub
mutante Situation kreiert. Dafiir wurde die Tatsache genutzt, dass das humane Ortholog
von Shrub, CHMP4B, bei einem Funktionsverlust von shrub, Shrub nicht vollstandig
ersetzen kann (Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015). Fiir eine
endogene Expression von CHMP4B auf dem physiologischen Level von Shrub wurde
hierbei die Transkriptionseinheit von shrub zwischen Start- und Stopp-Codon (CDS
(Coding Sequence) plus Introns) in BACshrub (siehe 2.1) durch die cDNA von CHMP4B
(BACshrub-CHMP4B) oder als Kontrolle durch die cDNA von shrub (BACshmub-cDNA) ersetzt
(Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015). Durch BACshrub-cDNA sollten
mogliche Enhancer-Elemente innerhalb der Introns von shrub ausgeschlossen werden.
shrub*! mutante Fliegen sterben wiahrend der Embryogenese (Sweeney et al. 2006). Eine
Kopie von BACs"ub oder von BACshub-cDNA kann den shrub*! mutanten Phdnotyp

komplett retten. Die Fliegen sehen wildtypisch aus und sind fertil. Zwei Kopien von
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BACshrub-CHMP4B retten ebenfalls den shrub*! mutanten Hintergrund, obwohl beide
Geschlechter der adulten Tiere steril sind. Allerdings zeigt sich bei einer Kopie von
BACshrub-CHMP4B nur eine partielle Rettung (Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit
Baumers 2015). Die Fliegen erreichen nur, nach einer um ca. zwei Tage verldngerten
larvalen Phase, das frithe Puppenstadium und sterben dann (Masterarbeit Baumers
2015). Dies impliziert, dass nicht genug ,Shrub“- Aktivitat flir die komplette Entwicklung

vorhanden ist und es sich daher um eine hypomorphe shrub mutante Situation handelt.

Bemerkenswerterweise sterben nicht nur shrub hypomorphe (shrub*!, 1x BACshrub-
CHMP4B), sondern auch lgd mutante Fliegen nach einer verldngerten larvalen Phase im
frithen Puppenstadium. Sie kommen in ihrer Entwicklung also gleich weit (Bryant und

Schubiger 1971, Masterarbeit Baumers 2015).

Im ersten Schritt wurde die Aktivitat des Notch-Signalweges in dieser neu generierten
shrub hypomorphen Situation analysiert. Bei Fliegen, die durch eine Kopie BACshrub-cDNA
oder zwei Kopien BACshrub-CHMP4B gerettet wurden, ist sie wildtypisch (Abb. 2-13 C-D).
Allerdings resultiert die partielle Rettung durch nur eine Kopie BACsh"ub-CHMP4B in einer
ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges (Abb. 2-13 E, E‘) (Diplomarbeit Bohnen
2014, Masterarbeit Baumers 2015), die vergleichbar ist mit der einer lgd hypomorphen
Situation, z.B. lgdsH495/ [gdd7 (Abb. 2-13 F, F) (Jaekel und Klein 2006, Troost et al. 2012,
Dissertation Troost 2013). In beiden Fallen zeigt sich nur eine leichte ektopische
Expression des Notch-Zielgens wg (Abb. 2-13 E und F), gleichwohl eine stiarkere ekto-
pische Aktivierung des sensitiveren Reportergenkonstrukts Gbe+Su(H) (Abb. 2-13 E’, F).
Folge dieser ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges ist sowohl bei der partiellen
Rettung durch BACshrub-CHMP4B als auch bei lgdSi#95/ gdd7 eine leichte Uberproliferation
der Fligelimaginalscheibe (Abb. 2-13 E-F*).
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wt shrub*'; BACshb

| Gbe+SuH) — |wyg | Gbe+Su(H) —

Abb. 2-13: Eine Reduktion der Shrub-Aktivitiat (shrub#!, 1x BACsh'ub-CHMP4B) verursacht einen

Phénotyp der einer Igd hypomorphen Situation (Igds#495/ Igd??) dhnelt. (A, A) Expression von wg und
Gbe+Su(H) in einer wildtypischen Kontroll-Imaginalscheibe des dritten Larvenstadiums von Drosophila. Wg
wird entlang der D-V Grenze Notch-abhingig exprimiert (Pfeil). Gbe+Su(H) offenbart neben einer
deutlichen Aktivitdt von Notch an der D/V-Grenze, eine schwichere aber definierte Expression in der
gesamten Fliigelimaginalscheibe. (B-D‘) Rettung der shrub*! mutanten Situation durch eine Kopie BACshrub

(B, B), BACshrub -¢cDNA (C, C*) oder zwei Kopien BACshub-CHMP4B (D, D). (B, C und D) Die Expression von wg
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ist wie im Wildtyp auf einen schmalen Streifen entlang der D/V-Grenze beschrankt und (B‘, C* und D) auch
die Expression des kiinstlichen Reportergenkonstrukts Gbe+Su(H) ist wildtypisch. (E, E) Partielle Rettung
des shrub*! Phanotyps durch eine Kopie BACsh"wb-CHMP4B. Wg ist einigen Zellen neben der D/V-Grenze
exprimiert (Pfeil), wohingegen Gbe+Su(H) deutlich ektopisch aktiviert ist. Diese ektopische Aktivierung
dhnelt der Aktivierung in einer lgd hypomorh mutanten Situation (Ilgds#4°5/ Igd?’) (vgl. E, E‘ mit F, F‘). Die
ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges fiihrt sowohl bei partieller Shrub-Funktion (E, E) als auch
bei einer [gd hypomorphen Situation (F, F) zur leichten Uberproliferation der Fliigelimaginalscheibe. [(A-
B, D-E) aus der eigenen Masterarbeit ibernommen (Masterarbeit Baumers 2015)]. Maf3stabsbalken: (A-

F') 200 pm.

Im zweiten Schritt wurde die epitheliale Integritat analysiert. Ein Verlust dieser wiirde
fiir einen neoplastischen Phanotyp sprechen, wie er bei einem Funktionsverlust der
ESCRT-I-IIT Komponenten zu beobachten ist (Moberg et al. 2005, Thompson et al. 2005,
Vaccari und Bilder 2005, Vaccari et al. 2009, Aoyama et al. 2013), und gegen einen
hyperplastischen Phanotyp, wie er bei einem Verlust von lgd zu beobachten ist.

Die Zellen zeigen bei der partiellen Rettung (shrub*1; 1x BACshrub-CHMP4B) und somit
einer shrub hypomorphen Situation keinen Defekt in der epithelialen Polaritit. Dies ist
anhand der wildtypischen Lokalisation des basolateralen Markers Discslarge (Dlg)
(Woods et al. 1996) und des Markers fiir die Adherens Junctions, E-cadherin (E-cad),
(Ubersicht in Perez-Moreno et al. 2003) zu sehen (Abb. 2-14).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass durch eine Reduktion der Shrub-Aktivitit nur eine
ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges verursacht wird (Abb. 2-13 E, E). Sie geht
nicht mit einem Verlust der epitheliale Polaritat einher (Abb. 2-14). Dies trifft auch auf
den Funktionsverlust von lgd zu. Hier bleibt die epitheliale Integritdt ebenfalls erhalten
und es kommt nur zu einer ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges (Klein 2003,

Troost et al. 2012, Schneider et al. 2013).
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Abb. 2-14: Eine reduzierte Shrub-Funktion (shrub hypomorph), wie bei der partiellen Rettung des
shrub*! mutanten Phinotyps durch CHMP4B, hat augenscheinlich keinen Effekt auf die apikobasale
Polaritit. Vergleichende Analyse der apikobasalen Polaritit von wildtypischen (A-A“) und shrub*!
mutanten (B-B“) Fliigelimaginalscheiben, die durch eine Kopie von BACsub-CHMP4B partiell gerettet
wurden (shrub*!; 1x BACs""wb-CHMP4B). E-Cad ist im Wildtyp (A-A“) apikal in den Adherens Junctions
lokalisiert und zeigt auch bei der reduzierten Shrub-Funktion (B-B“) keine Verdnderung in seiner
Lokalisation. DIg offenbart ebenfalls eine wildtypische basolaterale Lokalisation in den partiell geretteten
Fliigelimaginalscheiben (vgl. A-A“ mit B-B“). (A-B‘) apikale Aufsicht auf die Fliigelimaginalscheibe. (A’, BY)
Vergrofierung der durch ein weifdes Kastchen markierten Region in (A) und (B). Die weif3e Linie in (A‘) und
(BY) gibt die Position des optischen Querschnitts in (A“) und (B‘) an. Maf3stabsbalken: (A, B) 50 pm, (A*-B*)
10 pm.
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Um weitere Ahnlichkeiten zum Igd mutanten Phinotyp aufzudecken, wurde als nichstes
der endosomale Transportweg in den partiell geretteten shrub*! mutanten Zellen
genauer betrachtet. Grund hierfiir ist die Tatsache, dass es bei einem Funktionsverlust
von lgd zu einer VergrofRerung der Endosomen aufgrund eines verzégerten Fusion dieser
mit dem Lysosom kommt (siehe 2.2.2) (Schneider et al. 2013). Um auch minimale
Unterschiede beispielsweise in der Endosomengrofie aufdecken zu konnen, wurde
hierfiir zunachst auf die klonale Analyse mit Hilfe des FLP/FRT Systems zuriickgegriffen
(siehe 6.6.6) (Xu und Rubin 1993).

shrub-mutante Zellklone sind sehr selten und klein, da der Funktionsverlust von shrub
Zell-letal ist (Schneider et al. 2013, Baumers et al. 2019). Meist werden shrub#! mutante
Zellen aufgrund ihrer stark reduzierten Zellfitness durch Zellkompetition in der
Fliigelimaginalscheibe aus dem Gewebe entfernt (Ubersicht in Levayer und Moreno
2013), bevor grofdere Klone entstehen kénnen. Daher finden sich nach Induktion der
Klone, wenn tiberhaupt nur sehr kleine shrub-mutante Zellklone. Sie umfassen nur einige
wenige Zellen. Stattdessen sind meist nur sogenannte wildtypische Zwillingsklone
(markiert durch zwei Kopien GFP) zu beobachten (Abb. 2-15 A-E). Im Gegensatz dazu
kénnen grofde und hdufig vorkommende shrub*! mutante Zellklone gesichtet werden,
sobald zusatzlich eine Kopie von BACshub-CHMP4B im Hintergrund exprimiert wird. Die
Zellen in diesen geretteten Zellklonen zeigen eine erhohte Anzahl an Notch-positiven
vesikelartigen Strukturen im Vergleich zum umgebenden Gewebe (Abb.2-15 F-H).
Zusatzlich erscheinen sie vergrofiert. Dies ist auch bei einem Funktionsverlust von lgd zu
beobachten (Abb. 2-15 I-K‘). Bei diesen vesikelartigen Strukturen handelt es sich um
Endosomen (Ubersicht in Schnute et al. 2018).
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shrub*'Klone

shrub*' Klone
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Abb. 2-15: Notch-positive Endosomen treten, sowohl bei einer partiellen Rettung der shrub-
Funktion (shrub*l; 1x BACshrub-CHMP4B) als auch bei einem Funktionsverlust von Igd (lgd?’),
vermehrt auf und sind zudem vergrofiert. Vergleichende klonale Analyse des endosomalen Phanotyps
einer shrub hypomorphen Situation (F-H) mit dem bei einem Funktionsverlust von Igd (I-K‘). (A-K)
Homozygot-mutante Zellklone sind durch die Abwesenheit von GFP markiert und in den VergréofRerungen
(D, E, G, H und J-K) gelb umrandet. (A-E) shrub*! mutante Klone sind selten und klein. (A, B) Notum einer
Fliigelimaginalscheibe, die neben einem shrub*! mutanten Klon, bestehend aus nur wenigen Zellen, einen

grofRen wildtypischen Zwillingsklon aufweist (markiert durch zwei Kopien GFP, Pfeil (A, B), umrandet von
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einer griinen Linie (D, E)). Der weifl umrandete Ausschnitt in (A, B) ist vergrofiert in (C-E). (C-E) Eine
Vergroflerung des shrub*! mutanten Zellklons (weifles Kastchen) befindet sich rechts oben in der
jeweiligen Aufnahme. (E) Die wenigen iiberlebenden Zellen des shrub*! mutanten Klons zeigen eine
verstirkte Akkumulation des Notch-Rezeptors (Antikdrperfirbung gegen NECD). Im Gegensatz dazu
weisen die verwaisten wildtypischen Zwillingsklone (markiert durch zwei Kopien GFP, Pfeil in A und B,
umrandet von einer griinen Linie in (D und E)), sowie die shrub*!-heterozygoten Zellen (markiert durch
eine Kopie GFP) eine entsprechend wildtypische Grofle und Verteilung von Notch in vesikelartigen
Strukturen/Endosomen auf. (C) Die Zellkerne wurden durch Hoechst-33258 markiert (rot). Hierdurch wird
sichtbar, dass im Fall des shrub-mutanten Klons, Zellen vorhanden sind und keine Liicke im Gewebe
vorliegt. (F-H) shrub*! mutante Zellklone, die durch die Anwesenheit von einer Kopie BACsh"b-CHMP4B
partiell gerettet wurden. (F) Das Vorhandensein von grofden shrub*! mutanten Zellklonen impliziert, dass
durch eine Kopie BACshrub-CHMP4B, die fiir den Funktionsverlust von shrub charakteristische Zellletalitat
unterdriickt wird. (G, H) Vergrofderung der weifd umrandeten Region in (F), die einen homozygot mutanten
Zellklon enthalt. Die partiell geretteten Zellen der shrub*! mutanten Klone zeigen einen endosomalen
Defekt, der sich durch eine erhéhte Anzahl an Notch-positiven Endosomen dufdert, die zudem vergrofiert
sind. Dieser endosomale Defekt ahnelt dem der Zellen eines [gd?” mutanten Klons (I-K*). (J-K) Auch hier sind
die Notch-positiven Endosomen vergrofiert. (1) Fliigelfeld einer Imaginalscheibe, die einige [gd?” mutante
Zellklone aufweist. Die wildtypischen Zwillingsklone sind hier kleiner als die mutanten Klone, was auf eine
Uberproliferation der Igd?” mutanten Zellklone hindeutet. Dies ist auch bei der partiellen Rettung der
shrub*! mutanten Zellklone (F) der Fall. Der weif umrandete Ausschnitt in (I) ist vergrofiert in (J, K). Eine
Vergrofierung zur detaillierten Ansicht des endosomalen Phanotyps in (], K) (weifles Quadrat) ist jeweils in

(J9 und (K) zu sehen. Maf3stabsbalken: (A, B, F und I) 50 pm, (C-E, G, H, J, K) 10 pm.

Eine anschliefiende Ultrastrukturelle Analyse der shrub hypomorphen Situtation
(Abb. 2-16), wie sie zuvor bei einem Funktionsverlust von [gd durchgefiihrt wurde
(siehe 2.2.2), bestatigt, dass die Endosomen der partiell geretteten shrub*! mutanten
Zellen gegentiber dem Wildtyp vergrofiert sind (Abb. 2-16 C). Auf3erdem enthalten sie
trotz reduzierter Shrub-Aktivitat ILVs. Zudem ist der Anteil an ILVs, erfasst durch eine
Quantifizierung des elektronendichten Material innerhalb der Endosomen (Abb. 2-5 und
siehe 6.5), wie bei Igd?” mutanten MVBs nicht verringert (vgl. Abb. 2-16 D mit Abb. 2-9).
In diesem Versuchsaufbau haben wildtypische MVBs im Durchschnitt einen ILV-Anteil
von 41,2 %. und MVBs bei einer partiellen Rettung durch BACsh"ub-CHMP4B 42,8 %.

Diese Untersuchung zeigt, dass eine reduzierte Shrub-Aktivitit in den partiell geretteten
Zellen (shrub*1; 1x BACshrub-CHMP4B) nicht mit einer Reduktion der ILV-Bildung einher-
geht. Der endosomale Phanotyp in dieser shrub hypomorphen Situation dhnelt daher in
beiden gemessenen Parametern, MVB-Grofle und ILV-Anteil, dem Igd mutanten

Phanotyp.
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Abb. 2-16: Eine Reduktion der Shrub-Aktivitit resultiert in einer signifikanten VergréfRerung der
MVBs, hat aber keinen negativen Einfluss auf die ILV-Bildung. Ultrastrukturelle Analyse von shrub*
mutanten Zellen, die durch die Anwesenheit von einer Kopie BACshrub-CHMP4B partiell gerettet wurden
(shrub*1; 1x BACshrb-CHMP4B). Reprasentative TEM-Aufnahmen von wildtypischen (A) und partiell
geretteten shrub*! mutanten (B) Zellen (Fliigelimaginalscheiben). (B‘, B“) Beispielhafte Bestimmung des
ILV-Anteils anhand des MVBs in (B). Die Uberlagerung in (B“) zeigt den Bereich, der nicht als-
elektronendichtes Material innerhalb des MVBs erkannt wurde, in rot unterlegt. Bei diesem MVB machen
50,6 % der Gesamtfldche elektronendichtes Material und somit ILVs aus. (C) Statistische Analyse der Grofde
von wildtypischen (blau) und partiell geretteten shrub*! mutanten Zellen (rot). Die durchschnittliche MVB-
Grofie von den geretteten shrub*! mutanten Zellen ist signifikant vergrofert im Vergleich zum Wildtyp.
(D) Quantifizierung des elektronendichten Material im Lumen von wildtypischen MVBs (blau) und MVB mit
reduzierter Shrub-Aktivitdt (rot), um einen mdglichen Einfluss auf die ILV-Bildung aufzudecken. Der

durchschnittliche ILV-Anteil ist in der shrub hypomorphen Situation (shrub*!; 1x BACshb-CHMP4B) nur
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marginal gegeniiber dem Wildtyp erhoht. Er betragt 42,8 % anstatt der wildtypischen 41,2 %. [(C-D) wt
n=337 MVBs; (C) shrub*!; 1x BACshrub-CHMP4B n=271, (D) shrub*!; 1x BACshb-CHMP4Bn=263 (bei acht
MVBs ist die Qualitat der EM-Aufnahme zur Berechnung des ILV-Anteils nicht gut genug); (C) Mann Whitney
test, zweiseitig p< 0,0001 (****). (C) Werte grofier als 0,5 pm? werden nicht gezeigt (wt: 1 von 337 MVBs;
shrub*1; 1x BACsh"wb-CHMP4B: 10 von 271 MVBs); (D) Ungepaarte, zweiseitiger t-Test, p< 0,05 (*); Box-
Whisker-Plot: 5-95 Perzentile; Mittelwert durch ein ”+” markiert]. Maf3stabsbalken: (A, B) 500 nm; (B, B“)
250 nm.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass der Phanotyp einer shrub hypomorphen Situation
(reduzierte Shrub-Aktivitat: shrub*1; 1x BACshrub-CHMP4B) dem bei einem Funktions-
verlust von [gd adhnelt. In beiden genetischen Situation kommt es erstens zu einer
ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges (Abb. 2-13), zweitens zu keiner Stérung
der apikobasale Polaritat (Abb. 2-14) (Troost et al. 2012), drittens zu einer Vergrof3erung
der Endosomen (Abb. 2-15 und vgl. Abb. 2-16 mit Abb. 2-8) und viertens zu keiner
Reduzierung des ILV-Anteils (vgl. Abb. 2-16 mit Abb. 2-9).

2.2.6 Lgd reguliert die Aktivitat von Shrub und nicht dessen Expressionslevel

Der lgd mutante Phanotyp ist auf einen allgemeinen Defekt im endosomalen Abbau von
Transmembranproteinen der Plasmamembran zuriickzufiihren (Schneider et al. 2013,
Dissertation Troost 2013). Ursache hierfiir scheint eine Reduktion der Aktivitit der
ESCRT-III Komponente Shrub wahrend der ILV-Bildung zu sein (siehe 2.2.1 und 2.2.5)
(Troost et al. 2012, Schneider et al. 2013). Diese, beobachtete unzureichende Aktivitat,
(siehe 2.2.1 und 2.2.5) kénnte jedoch auch durch eine reduzierte Genexpression von shrub
in lgd mutanten Zellen verursacht werden und nicht wie vermutet durch eine
posttranslationale Reduktion der Aktivitiat des Proteins Shrub. Letztere Theorie beruht
unteranderem darauf, dass Lgd ein direkter Interaktionspartner von Shrub ist und durch
seine Bindung Einfluss auf die Polymerisation von Shrub nimmt (Troost et al. 2012,
McMillan et al. 2017).

Um daher einen Effekt auf das Expressionslevel von Shrub bei einem Funktionsverlust
von Igd auszuschliefden, wurde an dieser Stelle eine klonale Analyse (siehe 6.6.6 (Xu und
Rubin 1993)) in Fliigelimaginalscheiben durchgefiihrt (Abb. 2-17 A-D‘). Dabei zeigt eine
Antikoperfarbung gegen Shrub keinen erkennbaren Unterschied im Expressionslevel von

Shrub zwischen den [gd mutanten Zellen und den wildtypischen angrenzenden Zellen
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(Abb. 2-17 D, D). Folglich scheint der Tumorsuppressor Lgd notwendig fir die

vollstandige Aktivitat des Shrub-Proteins zu sein und nicht fiir seine Expression.

Igd?” Klone

Abb. 2-17: Der Funktionsverlust von Igd hat keinen Einfluss auf das Expressionslevel von Shrub.
Zudem zeigt sich keine verdnderte Lokalisation von Shrub/CHMP4B in lgd?” mutanten Zellen oder
bei der partiellen Rettung des shrub*! mutanten Phinotyps. (A-D‘) Klonale Analyse des Expressions-

levels von Shrub in lgd? mutanten Zellen im Vergleich zu wildtypischen Zellen. Homozygot-mutante
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Zellklone sind durch die Abwesenheit von GFP markiert (A, A) und gelb umrandet (A-D). (B-C‘) In lgd?’
mutanten Zellklonen sind die Notch-positiven Endosomen im Vergleich zu denen in den angrenzenden
wildtypischen Zellen (GFP positive) vergroflert. (D, D) Entscheidend ist, dass es keinen erkennbaren
Unterschied zwischen dem Expressionslevel von Shrub in [gd? mutanten Zellklonen und in den
angrenzenden wildtypischen Zellen gibt. (B, B) Zudem ist keine klare Akkumulation von Shrub an Notch-
positiven Endosomen bei einem Funktionsverlust von Igd zu erkennen. (A‘-D‘) Vergrofierung des
weiflumrandeten Ausschnitts in (A-D). (E-H") Klonale Analyse der CHMP4B Lokalisation bei der partiellen
Rettung des Funktionsverlusts von shrub durch humanes CHMP4B (shrub*!; 1x BACsh"wb-CHMP4B). Auch
hier sind homozygot-mutante Zellklone durch die Abwesenheit von GFP markiert (E, E‘) und gelb umrandet
(E-H. (G, G") Die partiell geretteten Zellen des shrub*! mutanten Klons weisen eine erh6hte Anzahl an
Notch-positiven Endosomen auf, die zudem vergrofiert sind. (H, H) Des Weiteren zeigt sich bei einer
Antikorperfarbung eine zytoplasmatische Lokalisation von CHMP4B und (F, F) keine Akkumulation von
CHMP4B an Notch-positiven Endosomen. Interessanterweise gibt es keinen erkennbaren Unterschied
zwischen der CHMP4B Lokalisation in shrub*! mutanten Zellen und in den angrenzenden Zellen. (E-H")

Vergrofierung des weifdumrandeten Ausschnitts in (E-H). Maf3stabsbalken: (A-H) 10 pm.

Zudem stellte sich die Frage, ob der Funktionsverlust von lgd einen Einfluss auf die
Lokalisation von Shrub im Gewebe hat. Wahrend der klonalen Analyse zeigt sich hier
keine offensichtliche Veranderung in der Lokalisation von Shrub in l[gd mutanten Zellen
gegeniiber der in wildtypischen Zellen (Abb. 2-17 B, D). In Igd mutanten Zellen scheint
Shrub weiterhin vorwiegend diffus im Zytoplasma lokalisiert zu sein. Es zeigt sich keine
distinkte Kolokalisation mit den vergrofierten Notch-positiven Endosomen (Abb. 2-17
B, BY) (Masterarbeit Briiser 2013). Eine solch diffuse Verteilung, einer an der
endosomalen Membran agierenden ESCRT-III Untereinheit, wurde bereits fiir Shrub
(Sweeney et al. 2006) aber auch fiir sein Orthologs aus Saccharomyces cerevisiae, Snf7
(Babst et al. 2002a), in wildtypischen Epithelzellen bzw. Hefezellen beobachtet.

Interessanterweise zeigt sich auch bei reduzierter Shrub-Funktion (shrub hypomorph),
wie bei der partiellen Rettung des Funktionsverlusts von shrub durch CHMP4B (siehe
2.2.5), bei einer Antikorperfirbung eine zytoplasmatische Lokalisation von CHMP4B
(Abb. 2-17 F, H). Auch hier ist keine klare Assoziation mit den vergrofierten Notch-
positiven Endosomen zu erkennen (Abb. 2-17 F, F‘) und auch kein Unterschied in der
Lokalisation von CHMP4B in shrub*! mutanten Zellklonen und den angrenzenden Zellen
(Abb. 2-17 H' H). Folglich, dhnelt auch in diesem Aspekt die shrub hypomorphe Situation
einer [gd mutanten Situation. Bei beiden ist keine offensichtliche Verdnderung in der

Lokalisation der ESCRT-III Komponente Shrub/CHMP4B detektierbar.
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2.3 Analyse der funktionalen Beziehung der humanen Orthologe von Shrub

und Lgd

Das humane Genom umfasst drei Shrub-Orthologe, CHMP4A, CHMP4B und CHM4C (Katoh
et al. 2003, Peck et al. 2004). Ihre bisherige Analyse ist meist auf Zellkultur- und in vitro-
Experimente beschrankt. Zwar konnte bereits die Interaktion von allen drei humanen
CHMP4-Proteinen mit den humanen Lgd-Orthologen, hLGD1/CC2D1B und
hLGD2/CC2D1B (im Folgenden nur noch hLGD1 und hLGD2), nachgewiesen werden
(Tsang et al. 2006, Usami et al. 2012), jedoch ist die biologische Relevanz dieser
Interaktionen u.a. im endosomalen Transportweg unbekannt. Ferner sind mogliche
Praferenzen bei den Interaktionen nur ansatzweise erforscht. Ziel dieser Arbeit ist daher
nicht nur eine Charakterisierung der humanen CHMP4-Proteine und ihrer
Funktionsweise in vivo, sondern auch die Analyse ihrer Interaktion mit den beiden
humanen Lgd-Orthologen.

Hierbei wurde unteranderem auf das unter 2.1 beschriebene endogene Expressions-
system BACshrub zurlickgegriffen. Fiir eine endogene Expression der humanen Shrub-
Orthologe wurde dabei die Transkriptionseinheit von shrub zwischen Start und Stopp-
Codon (CDS (Coding Sequence) plus Introns) in BACs"ub durch die cDNA der humanen
Orthologe ersetzt. Dies fiihrt zu einer vergleichbaren, endogenen Expression der drei
Shrub-Orthologe unter Kontrolle des Drosophila shrub Promotors und seiner
regulatorischen Elemente (Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015). Fiir
jedes der drei humanen Shrub-Orthologe gibt es daher jeweils einen BAC: Fiir CHMP4A
ist es BACshmub-CHMP4A, fiir CHMP4B BACstub-CHMP4B und fiir CHMP4C BACshrub-CHMPA4C.
Um auszuschlief3en, dass mogliche Enhancer-Elemente in den Introns der Transkriptions-
einheit von shrub Einfluss auf die Expression nehmen, wurde als Kontrolle in den

folgenden Experimenten BACshub-cDNA (siehe 2.2.5) verwendet.

2.3.1 Charakterisierung der drei humanen Orthologe von Shrub

Hinweise auf funktionelle Unterschiede, aber auch Redundanzen zwischen den drei
humanen Shrub-Orthologen wurden erst in wenigen Zellkulturstudien gefunden
(siehe 1.4). Oft wird allgemein von CHMP4-Proteinen gesprochen oder nur eins der drei

in einer Studie analysiert. Beliebte molekulare Werkzeuge sind hierbei die einfache
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Uberexpression der ESCRT-Proteine und RNA-Interferenz. Eine detaillierte Analyse in

einem vielzelligen Organismus steht noch aus.

Seit Ende Februar 2020 findet sich in der Datensammlung von NCBI (National Center for
Biotechnology Information), neben der urspriinglichen Aminosduresequenz von
CHMP4A, eine weitere Sequenz. Bei dieser fehlt der fiir CHMP4A charakteristische,
verlangerte N-Terminus. Das in den folgenden Experimenten vorkommende CHMP4A
beruht auf der urspriinglichen CHMP4A-Isoform (265 aa, NP_054888.2), einschliefilich

des verlangerten N-Terminus.

Tabelle 2-1: Bioinformatische Analyse (EMBOSS Needle). Ubersicht iiber die Sequenzidentititen
und -adhnlichkeiten (angegeben in Klammern) zwischen Drosophila Shrub und den humanen CHMP4-
Orthologen. Analyse mit CHMP4A ohne (222 aa, NP_05888.2) und mit verlangertem N-Terminus (265 aa,

NP_05488.3). In rot markiert ist jeweils die hochste Sequenzidentitat pro Spalte.

Shrub CHMP4B CHMP4C

CHipaA 44,5 % 52.2 % 442%
NP_054888.2 (59,5 %) (67,0 %) (62,1 %)

e 52,8 % 62,1% 52,1 %
NP_054888.3 (70,6 %) (79,7 %) (73,1 %)
NP _789782.1 (70,9 %)

C';;‘g,‘;‘:c 49,6 % 61,0 %
NP_689497.1 (67,5 %) (76,3 %)

Ein erster Vergleich aller drei humanen Orthologe untereinander zeigt, dass CHMP4A
(265 aa, NP_054888.2) am starksten von den anderen humanen Orthologen abweicht
(Tabelle 2-1). Grund hierfiir ist sein verlangerter N-Terminus. Ohne diesen N-Terminus
(CHMP4A, 222 aa, NP_054888.3) dhneln CHMP4A und CHMP4C dem dritten Ortholog
CHMP4B gleich stark. Beide haben dann eine Sequenzidentitit von tiber 60 % gegeniiber
CHMP4B (Tabelle 2-1). Die geringere Sequenzidentitit der beiden untereinander

impliziert, dass sie zumindest zum Teil in unterschiedlichen Position mit CHMP4B
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iibereinzustimmen. CHMP4B &hnelt aufgrund seiner Sequenz unter den humanen

Orthologen am starksten Shrub (Tabelle 2-1).

Im Vorfeld dieser Arbeit offenbarte bereits eine erste in vivo Studie in Drosophila mogliche
funktionelle Unterschiede zwischen den beiden humanen CHMP4-Proteinen, CHMP4B
und CHMP4C (Masterarbeit Baumers 2015). Hierbei wurde das Rettungsvermoégen der
humanen Orthologe gegeniiber dem shrub mutanten Phanotyp analysiert. Die Grundlage
bildet dabei das Nullallel shrub*! (Sweeney, Brenman et al. 2006). Humanes CHMP4B
ahnelt mit einer Identitat von 58,1 % unter den drei humanen Orthologen am starksten
Shrub (Tabelle 2-1). Es konnte bereits gezeigt werden, dass es in der Lage ist, den
Funktionsverlust von Shrub zu kompensieren und dabei dessen Funktion zu tibernehmen.
Fiir eine Expression von CHMP4B auf dem endogenen Level von Shrub wurde dabei auf
BACshrub-CHMP4B zuriickgegriffen. In Anwesenheit von zwei Kopien BACshrub-CHMP4B ist
beinahe eine vollstindige Rettung des Funktionsverlusts von shrub sichtbar. shrub*1
mutante Fliegen, die eigentlich wahrend der Embryogenese sterben (Sweeney et al.
2006), entwickeln sich dann zu adulten Fliegen. Hier sind jedoch beide Geschlechter steril
(Abb. 2-18). In Anwesenheit von nur einer Kopie erreichen 75 % der genetisch zu
erwartenden Tiere in ihrer Entwicklung noch das frithe Puppenstadium (Abb. 2-18)

(Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Biumers 2015).

Humanes CHMP4C dhnelt mit einer Sequenzidentitat von 49,6 % und einer -dhnlichkeit
von 67,5% Shrub weitaus weniger als CHMP4B. Es zeigt kein offensichtliches
Rettungsvermogen gegeniiber der shrub*! mutanten Situation. Sogar in Anwesenheit von
zwei Kopien BACshrub-CHMP4C sterben die Tiere vor dem spaten zweiten bzw. frithen
dritten Larvenstadium (Abb. 2-18) (Masterarbeit Baumers 2015).

In dieser Arbeit konnte dariiber hinaus das dritte Shrub-Ortholog, CHMP4A
(NP_054888.2), hier mit verlangertem N-Terminus und daher der niedrigsten
Sequenzidentitit gegeniiber Shrub, analysiert werden (Tabelle 2-1). Genauso wie
CHMP4C scheint CHMP4A nicht in der Lage zu sein, die Funktion von Shrub in Drosophila
zu libernehmen. Auch hier kann der Funktionsverlust von shrub nicht kompensiert
werden. shrub*I mutante Fliegen mit zwei Kopien BACs""ub-CHMP4A sterben auch vor dem

spaten zweiten bzw. frithen dritten Larvenstadium (Abb. 2-18). Eine weitere Eingrenzung
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der Entwicklung auf Stadien vor dem spaten zweiten Larvenstadium (L2) ist aufgrund des

verwendeten Markers (Tubby) in diesem Versuchsaufbau nicht méglich.

1x BAC*">-cDNA fertil |

2x BACs>_CHMP4B** steril |

1x BAC*""**-CHMP4B*

2x BACstb-CHMP4A
2x BACs"b-CHMP4C*
- N

shrub*’

Embryo vor friihes Adult
spatem Puppenstadium
L2

Abb. 2-18: Graphischer Vergleich der Entwicklung von shrub*! mutanten Fliegen in Anwesenheit
eines der drei verschiedenen humanen Shurb-Orthologe. shrub*! mutante Fliegen sterben wahrend der
Embryogenese (Sweeney et al. 2006). Eine Expression einer Kopie BACs""ub-cDNA zeigt eine vollstandige
Rettung und hebt diese embryonale Letalitiat auf. Beim humanen Ortholog CHMP4B miissen hingegen zwei
Kopien BACsh™b-CHMP4B vorhanden sein. Hier sind jedoch beide Geschlechter der adulten Tiere steril. In
Anwesenheit von nur einer Kopie BACs"ub-CHMP4B sterben die Fliegen nach einer verlangerten larvalen
Phase von ca. zwei Tagen im fiihren Puppenstadium. CHMP4A und CHMP4C zeigen kein offensichtliches
Rettungsvermogen gegeniiber der shrub*! mutanten Situation. Die Fliegen sterben in Anwesenheit von
zwei Kopien BACshub-CHMP4A oder BACshrub-CHMP4BC vor dem spaten zweiten Larvenstadium (L2). Bereits
veroffentlichte Daten: * (Masterarbeit Baumers 2015), ** (Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit
Baumers 2015).

Um auszuschlieflen, dass aufgrund des vorherigen Versuchsaufbaus, eine mogliche
Aktivitat von CHMP4A und CHMP4C in Drosophila iibersehen wurde, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine klonale Analyse durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Analyse besteht die
Moglichkeit auch ein marginales Rettungsvermoégen von CHMP4A und CHMP4C
aufzudecken.

shrub*! mutante Zellklone sind sehr selten und bestehen nur aus wenigen Zellen (siehe
2.2.5, Abb. 2-15 A-E). Ursache hierfiir ist der Funktionsverlust von shrub. Er ist stark Zell-
letal. Nach einer Kloninduktion sind daher meist nur wildtypische Zwillingsklone vor-
handen (siehe 2.2.5, Abb. 2-15 A-E). Sobald zusatzlich eine Kopie BACs""wb oder als

Kontrolle BACsub-cDNA exprimiert wird, entwickeln sich grofle shrub*! mutante
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Zellklone (Abb. 2-19 A-C' und Anhang, Abb. 9-2 A-C‘). Die Zellen der geretteten Klone
unterscheiden sich nicht von den Zellen des angrenzenden wildtypischen Epithels der
Fliigelimaginalscheibe. Eine Antikorperfarbung gegen die extrazellulare Doméne von
Notch zeigt auch keinerlei Vergrofierung der Notch-positiven Endosomen. Auch bei einer
Kopie BACshrub-CHMP4B konnen shrub*! mutante Zellklone beobachtet werden (siehe
2.2.5, Abb. 2-15 F-H). Hier offenbaren die partiell geretteten Zellen des shrub*! mutanten
Klons jedoch eine Stérung im endosomalen Transport (siehe 2.2.5), die sich durch

vergrofderte Endosomen dufdert (siehe 2.2.5, Abb. 2-15 F-H und Abb. 2-16).

Im Fall der beiden humanen Shrub-Orthologe, CHMP4A und CHMP4C, ist auch mit Hilfe
der klonalen Analyse keinerlei Rettungsvermogen gegeniiber der shrub?! mutanten
Situation detektierbar. Es finden sich wie bei einem kompletten Funktionsverlust von
shrub nur vereinzelt shrub*! mutante Zellklone in den Fliigelimaginalscheiben. Diese
bestehen auch nur aus wenigen Zellen und unterscheiden sich nicht von Zellen, die
homozygot mutant fiir shrub sind (vgl. Abb. 2-19 D-G und H-K mit 2.2.5, Abb. 2-15 A-E).
Durch Expression der beiden humanen Orthologe wird die Zellletalitdt nicht aufgehoben.
Demzufolge kénnen CHMP4A und CHMP4C auch nicht ansatzweise die Funktion von
Shrub in Drosophila tibernehmen. Ansonsten waren bei ihrer Expression grofiere Klone
zu beobachten (Abb. 2-19, vgl. D-K mit A-C‘). Denn nur durch Kompensation des shrub
Verlusts kann die stark reduzierte Fitness der shrub4! mutanten Zellen angehoben und
ein Zelltod verhindert werden. Die mutanten Klone wiirden dann nicht mehr aufgrund

der Zellkompetition aus dem epithelialen Gewebe entfernt.

Diese Ergebnisse implizieren, dass, im Gegensatz zu CHMP4B, die humanen Orthologe,
CHMP4A und CHMP4C, nicht die Funktion von Shrub iibernehmen konnen. Es scheint
daher funktionale Unterschiede zwischen den drei humanen Orthologen zu geben.
CHMP4B ist, nicht nur wegen seiner Aminosauresequenz (Tabelle 2-1), sondern auch

aufgrund seiner Funktionalitat in Drosophila, Shrub am dhnlichsten.
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shrub*?Klone; 1x BACs">-cDNA

Abb. 2-19: CHMP4A und CHMP4C koénnen nicht den Funktionsverlust von shrub in Drosophila
kompensieren und daher nicht die Funktion von Shrub iibernehmen. Klonale Analyse des
Rettungsvermogens von humanen CHMP4A (D-G) und CHMP4C (H-K) gegeniiber der shrub*! mutanten
Situation. Homozygot mutante Zellklone sind durch den Verlust von GFP markiert und in den
Vergrofierungen (B-C', F, G, ], K) gelb umrandet. Die Zwillingsklone zeichnen sich hingegen durch zwei
Kopien GFP aus und sind in (F, G) und (J, K) griin umrandet. shrub*! heterozygote Zellen, die weiterhin die
genetische Ausgangssituation fiir eine Kloninduktion besitzen, sind durch eine Kopie GFP markiert.

(A-C) Fluigelfeld einer Imaginalscheibe, das aufgrund der Expression einer Kopie BACs'"ub-cDNA mehrere
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shrub*! mutante Zellklone beherbergt, darunter einen grof3en zentralgelegenen Klon. Vergréfierung dieses
Zellklons in (B, C). Im Gegensatz dazu bestehen shrub*! mutante Zellklone sonst, aufgrund der hohen
Zellletalitat, nur aus einigen wenigen Zellen (nicht gezeigt, siehe 2.2.5, Abb. 2-15. A-E). Es liegt hier eine
vollstdndige Rettung vor. Die fiir den Funktionsverlust von shrub charakteristische Zellletalitat ist
aufgeboben. (C, C) Die Grofle der Notch-positiven Endosomen in den geretteten shrub*! mutanten
Zellklonen ist wildtypisch. (D-K) Expression der beiden humanen Orthologe, CHMP4A (D-G) und CHMP4C
(H-K), in einer Kopie mit Hilfe des BAC-Systems: Die shrub-mutante Zellklone bestehen aufgrund einer zu
hohen Zellletalitdt nur aus wenigen Zellen. Die geringe Zellzahl ist charakteristisch fiir den kompletten
Funktionsverlust von shrub (siehe 2.2.5, Abb.2-15. A-E). Oft ist auch hier nur noch der wildtypische
Zwillingsklon auffindbar (griin umrandet). (E, I) Die Zellkerne wurden durch Hoechst-33258 markiert (rot).
Zudem zeigen die shrub*! mutanten Zellklone weiterhin eine Akkumulation von Notch, wie sie ebenfalls fiir
einen kompletten Verlust von shrub typisch ist. Es offenbart sich demnach keine Aktivitdt und damit auch
kein Rettungsvermogen von CHMP4A und CHMP4C. Eine detaillierte VergrofRerung des shrub*! mutanten
Zellklons (weifles Quadrat) in Anwesenheit von CHMP4A (E-G) und CHMP4C (I-K) befindet sich rechts oben
in der jeweiligen Aufnahme. Maf3stabsbalken: (A, D, H) 50 um, (B, C, E-G, [-K) 10 pm.

2.3.2 Analyse der CHMP4B-Polymerisation in vivo

Die Polymerisation der ESCRT-III Untereinheit Shrub an der endosomalen Membran ist
essentiell fiir Bildung und Abschniirung von intraluminalen Vesikeln (ILVs) wahrend der
Reifung von Endosomen (Teis et al. 2008). Durch eine erfolgreiche Kristallisation der N-
terminalen Kernregion von Shrub (10-143 aa) konnte bereits die strukturelle Basis fiir
diese Polymerisation in Drosophila aufgeklart werden (siehe 1.4 (McMillan et al. 2016)).
Sie basiert auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der positiv geladenen Kopf-
Region eines Shrub-Monomers und der negativ geladenen Region des benachbarten
Monomers (McMillan et al. 2016). Eine Kristallisation der Kernregion von Snf7, dem
Shrub-Ortholog aus der einzelligen Hefe (Saccharomyces cerevisiae), zeigt hingegen, dass
dessen Homopolymerisierung vorrangig auf hydrophoben Interaktionen beruht (Tang et
al. 2015).

Das Netzwerk aus elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen zwei Shrub-
Monomeren, das mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse aufgedeckt wurde, beinhaltet
einige Salzbriickenbindungen (Abb. 2-20). Diese, dank der Kristallisation identifizierten,
elektrostatischen Interaktionen im Shrub-Polymer wurden bereits mit Hilfe eines in vivo
Rettungsassays, der auf dem reduzierten Expressionssystem shrubP (siehe 2.1) beruht,
evaluiert und bestatigt. Hierfiir wurden einzelne Aminosduren in der basischen oder

sauren Polymerisationsoberfliche von Shrub ausgetauscht und das Rettungsvermogen
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der einzelnen shrubP-Transgene gegeniiber der shrub%! mutanten Situation analysiert

(McMillan et al. 2016, Dissertation Tibbe 2019).

Hier stellte sich nun die Frage, wie die Polymerisierung der jeweiligen Shrub-Orthologe
in hoheren Organismen ablduft und, ob sie auf den gleichen elektrostatischen Wechsel-
wirkungen wie in Drosophila beruht. Fiir eine grundlegende in vivo Analyse bietet sich

hier das in Drosophila funktionsfahige humane Shrub-Ortholog CHMP4B (siehe 2.3.1) an.

“1 ”

al a2

40 59 70 79 86 90
Shrub | KKQEFL[EJAK 1EDELNIARK NASK-NKRVA LOALKKKKRL EKQLQQIDGT LSTI[EMQREA 91
° ) e o

“2” —————————————— @ —-—-——-"""""" .::::::::::::"’
40 59 70 79 86 90

Shrub | KKQEFL|E/AK TEDELNIARK NASK-NKRVA LQALKKKKRL EKQLQQIDGT L-‘STIEMCIRA 91

CHMP4B SKKQEFL|EKK TEQELTAAKK HGTK-NKRAA LOALKRKKRY EKQLAQIDGT LSTIEFQREA 95

Snf7 SKKQSHLRTQ I TNQENEARI FLTKGNKVMA KNALKKKKTI EQLLSKVEGT MESMEQQLFS 93
Konsensus SKKQEFLEXK IEXELNXARK XXTK-NKRXA LQALKKKKRX EKQLXQIDGT LSTIEXQREA

100%

Konservierund MAMNNARN =N NinRN=ANN snlliefRN=N ARCNNRRAN. HARR-AREEN ARARE-SEA

Abb. 2-20: Graphische Darstellung der Homopolymerisation von Shrub anhand der Aminosaure-
sequenz. Sequenzvergleich der Kopfregion der N-terminalen helikale Haarnadelstruktur von Drosophila
Shrub (33-91 aa), von humanem CHMP4B (37-95 aa) und von Snf7 (34-93 aa) aus Saccharomyces cerevisiae.
Aminosduren, die Salzbriickenbindungen zwischen zwei Shrub-Monomeren (zwischen “1“ und “2“)
ausbilden, sind mit ihrer entsprechenden Position im vollstdndigen Shrub-Protein angegeben und durch
einen farbigen Punkt markiert (McMillan et al. 2016). Salzbriicken zwischen den zwei Monomeren sind
durch gestrichelte Linien dargestellt. Unterhalb des Sequenzvergleichs ist die Konsensussequenz und die
Hohe der Konservierung in Prozent angegeben. Die Aminosiduren sind im Ein-Buchstabencode
wiedergegeben. Die Farbe der Aminosdure in diesem Sequenzvergleich entspricht ihrer Polaritit, griin =

polar, schwarz = unpolar, blau = basisch und rot = sauer.

Ein erster Vergleich der Aminosauresequenzen von humanem CHMP4B und Drosophila
Shrub zeigt, dass die fiir die Polymerisation als entscheidend identifizierten Aminosauren
konserviert sind (Abb.2-20) (McMillan et al. 2016). Im Shrub-Ortholog aus
Saccharomyces cerevisiae, Snf7, ist hingegen nur die Glutaminsdure an Position 86
wiederzufinden. Interessanterweise, ist diese im Snf7-Polymer auch an der einzig
identifizierten Salzbriickenbindung beteiligt (Tang et al. 2015). Ein Vergleich der

Kristallstrukturen der Kopfregion der N-terminalen Kernregion von Shrub (19-93 aa) und
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CHMP4B (23-97 aa (Martinelli et al. 2012)) offenbart zusatzlich ein vergleichbares
elektrostatisches Oberflichenpotential (Abb. 2-21). Auffillig ist zudem die Ahnlichkeit in
der rdumlichen Anordnung der konservierten Aminosauren, die im Shrub-Polymer, die

Salzbriickenbindungen ausbilden.

Abb. 2-21: Struktur der Kopfregion der N-terminalen, helikalen Haarnadelstruktur von (A) Shrub
(19-93aa) und (B) CHMP4B (23-97aa). (A) Darstellung der molekularen Oberflache von Shrub (19-93aa)
mit entsprechendem elektrostatischen Potential ((-10;+10) in rot negativ, in blau positiv) [PDB Eintrag 5j45
(McMillan et al. 2016)]. (AY) ,open book“-Darstellung der elektrostatisches Wechselwirkungen zwischen
zwei interagierenden Shrub-Monomeren Die gestrichelten Linien geben die Salzbriickenbindungen,
basierend auf den Kristallisationsergebnissen, zwischen den positiv geladenen Aminosauren des einen
Shrub-Monomers und negativ geladenen Aminosdureresten des Anderen wider [PDB Eintrag 5j45
(McMillan et al. 2016)]. Die jeweilige molekulare Oberfldche der Kristallstruktur ist transparent dargestellt.
(B) Darstellung der molekularen Oberfliche der Kristallstruktur von CHMP4B (23-97aa) mit
entsprechendem elektrostatischen Potential ((-10;+10) in rot negativ, in blau positiv) [PDB Eintrag 4ABM
(Martinelli et al. 2012)]. (B) lllustration zweier CHMP4B Monomere, dhnlich ausgerichtet und orientiert
wie die Shrub-Proteine in (A®). Die jeweiligen Reste der konservierten und fiir die Shrub-Polymerisation als

entscheidend identifizierten Aminosauren sind hier in den zwei CHMP4B-Monomeren angezeigt. Es handelt
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sich bei diesen basischen und sauren Aminosduren um diejenigen, die im Shrub-Polymer, die

Salzbriickenbindungen ausbilden.

Die Polymerisation von humanen CHMP4B wurde aufgrund der hohen Konservierung
(Abb. 2-20) mit Hilfe des zuvor beschriebene in vivo Rettungsassays (McMillan et al.
2016) analysiert. Ausgangpunkt ist die auffdllige embryonale Letalitit bei einem
Funktionsverlust von shrub (Sweeney et al. 2006). Fiir eine endogene Expression von
CHMP4B auf dem physiologischen Level von Shrub wurde zwischen 5° UTR und 3‘ UTR
von shrubP die cDNA von CHMP4B Kloniert. Es wurde fiir die folgenden Experimente auf
dieses reduzierte Expressionssystem shrubP (2.1) zuriickgegriffen, da sich hier CHMP4B
leichter manipulieren lasst (siehe 6.2.1, Mutagenese PCR). Voraussetzung fiir diesen
Assay ist, dass CHMP4B exprimiert mit Hilfe von shrubP den Funktionsverlust von shrub
merklich kompensieren kann. Dies ist der Fall. Die Letalitdt kann durch die Expression
von zwei Kopien des Transgens shrubP-CHMP4B oder shrubP-Myc-CHMP4B soweit
aufgehoben werden, dass zeitweise vereinzelt pharate adults gesichtet werden konnten.
Erstaunlicherweise treten in den etablierten Stammen, shrub#1; shrubP-CHMP4B/ SMé6a-
TM6b und shrub*1; shrubP-Myc-CHMP4B/ SM6a-TM6b, nach einiger Zeit keine pharate
adults mehr auf. Stattdessen sterben die Fliegen meist schon vor dem dritten
Larvenstadium. Die Etablierung wurde daher dreimal unabhangig durchgefiihrt und zwar
mit transgenen Fliegen, die auf zwei unterschiedlich Insertionsevents zuriickgehen.
Jedoch wiederholte sich dieses Phanomen. Nur direkt nach der Etablierung der Stimme
konnte eine Rettung durch die Anwesenheit von zwei Kopien shrubP-CHMP4B oder
shrubP-Myc-CHMP4B beobachtet werden. Anzumerken ist, dass aufgrund des Markers
Tubby (Th) bei diesem Versuchsaufbau eine Eingrenzung der Entwicklung auf Stadien vor

dem spaten zweiten Larvenstadium nicht moglich ist.

In einem ersten Schritt wurden die entsprechend konservierten sauren Aminosduren der
negativen Polymerisations-Oberflache von Shrub (E40, D79, E86) in CHMP4B (E44, D83
und E90) jeweils einzeln durch ein basisches Lysin ausgetauscht (Tabelle 2-2). Hierbei
zeigten zu keinem Zeitpunkt weder shrubP-Myc-CHMP4B E44K, shrubP-Myc-CHMP4B
D83K noch shrubP-Myc-CHMP4B E90K, ein offensichtliches Rettungsvermdgen gegentiber
der shrub*! mutanten Situation (Tabelle 2-2). Selbst in Anwesenheit von zwei Kopien
sterben die Fliegen vor dem dritten Larvenstadium. Sie scheinen den Funktionsverlust

von shrub nicht ausgleichen zu konnen. Folglich fiihrt eine Ladungsumkehr durch
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Austausch einer der sauren Aminosduren in der negativ geladenen, potenziellen
Polymerisations-Oberflache von CHMP4B, wie bei Shrub (McMillan et al. 2016), zu einem

Funktionsverlust.

Als nachstes wurden die entsprechenden konservierten basischen Aminosduren (R59
und R70 in Shrub) in der positiv geladenen, potenziellen Polymerisation-Oberfliche von
CHMP4B (R63 und R74) unabhangig voneinander durch saure Glutaminsauren ersetzt
(Tabelle 2-2).

Ein Austausch des Arginins an Position 63 in CHMP4B (59 in Shrub) durch eine
Glutaminsdaure hat keinen offensichtlichen, negativen Einfluss auf die
Polymerisationsfahigkeit von CHMP4B. Im Gegenteil, shrub*! mutante Fliegen die zwei
Kopien des Transgens shrubP-Myc-CHMP4B R63E tragen entwickeln sich zu adulten,
jedoch sterilen Fliegen. Sie kommen also in ihrer Entwicklung weiter als Fliegen die zwei
Kopien des Transgens shrubP-Myc-CHMP4B tragen. Selbst bei einer Kopie erreicht ein Teil
der Fliegen das frithe Puppenstadium, wohingegen bei einer Kopie shrubP-Myc-CHMP4B
die Fliegen vor dem frithen dritten Larvenstadium (L3) sterben (Tabelle 2-2). Eine
Ladungsumkehr durch Austausch dieses Arginins (Shrub R59 und CHMP4B R63) in der
basischen Region verursacht also weder bei Shrub (Dissertation Tibbe 2019) noch
CHMP4B einen Funktionsverlust und damit eine Defekt in der Polymerisation.

Im Fall des Arginins an Position 74 in CHMP4B zeigt sich der erste grofée Unterschied
zwischen CHMP4B und Shrub. Der Austausch dieses Arginins (in Shrub R70) durch eine
Glutaminsaure fiihrt im Fall von CHMP4B zu einem Verlust der Funktion. Das Transgen
shrubP-Myc-CHMP4B R74E ist auch in zwei Kopien nicht in der Lage die shrub*! mutante
Situation zu retten. Die Fliegen sterben vor dem frithen dritten Larvenstadium. Im
Vergleich dazu, kann shrubP-Myc-shrub R70E den Ausfall des endogenen shrub in zwei
Kopien vollstandig retten (Dissertation Tibbe 2019).

Tabelle 2-2: Ubersicht iiber das Rettungsvermégen verschiedener shrubP-Transgene, in einer und
zwei Kopien, gegeniiber dem shrub null-mutanten Hintergrund (shrub#?). Links in der Tabelle
befinden sich die Ergebnisse fiir Drosophila Shrub und rechts die entsprechenden Ergebnisse fiir das
humane Ortholog CHMP4B. In einer Zeile befinden sich daher die Ergebnisse fiir einen
Aminosaureaustausch in Shrub (links) und fiir den entsprechenden Austausch der konservierten

Aminosaure in CHMP4B (rechts). Rot unterlegt sind die Ergebnisse fiir die sauren Aminosauren, in blau, die
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fiir die basischen Aminosauren. Bereits veroffentlichte Daten: * (Masterarbeit BAumers 2015), ** (McMillan

etal. 2016), *** (Dissertation Tibbe 2019).

shrubP-... | 1Kopie | 2 Kopien | shrubP-.. | 1Kopie | 2 Kopien
pharate : vereinzelt
fertile
shrub adults, CHMP4B - pharate
Adulte*
Escapers adults
pharate fertile vereinzelt
Myc-shrub adults Adulte Myc-CHMP4B | Vor frith L3 pharate
adults
ek ) vor frihem | Myc-CHMP4B ) vor frithem
shrub E40K 13 E44K 13
ek ) vor frihem | Myc-CHMP4B ) vor frithem
shrub D79K 13 D83K 13
ek ) vor frihem | Myc-CHMP4B ) vor frithem
shrub E86K 13 E90K 13
Myc-shrub " fertile Myc-CHMP4B | Puppen- sterile
R59E++ | VOrfrihL3 |y qiee R63E stadium |  Adulte
Myc-shrub " fertile Myc-CHMP4B vor frithem
R7oE*++ | VOrfrahL3 |y jite R74E L3

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Polymerisation von CHMP4B wahrscheinlich auf
ahnlichen elektrostatischen Wechselwirkungen beruht wie die von Shrub. Hierbei ist, wie
bei Drosophila Shrub, die negativ geladene molekulare Oberfliche der verlangerten
helikalen Haarnadelstruktur entscheidend fiir die Funktion von CHMP4B in vivo. Auch
scheint die positive geladene Kopfregion eines CHMP4B-Monomers, wie die von Shrub,
robuster zu sein, was eine Ladungsumkehr durch den Austausch einer einzelnen
Aminosdure angeht. Dennoch gibt es hier einen Unterschied zwischen CHMP4B und
Shrub. Der Austausch des Arginins an Position 74 in CHMP4B (in Shrub R70) fiihrt im
Gegensatz zu einem Austausch bei Shrub zu einem kompletten Funktionsverlust von

CHMP4B und nicht nur zu einer Reduktion der Funktionalitit.
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2.3.3 Genetische Hinweise filir eine Heteropolymerisation zwischen den drei

humanen Shrub-Orthologen in einem Organismus

Im Rahmen dieser Arbeit konnten bereits Hinweise auf funktionale Unterschiede
zwischen den drei humanen Shrub-Orthologen, CHMP4A, CHMP4B und CHMPA4C,
gesammelt werden (siehe 2.3.1) Im Gegensatz zu CHMP4B kénnen CHMP4A und CHMP4C
nicht den Funktionsverlust von shrub kompensieren. Sie scheinen daher Shrub nicht
funktional in Drosophila ersetzen zu konnen (siehe 2.3.1).

Ein genauerer Blick auf die Aminosduresequenzen (Abb. 2-22) und die vorhergesagte
molekulare Oberflaiche von CHMP4A und CHMP4C (Anhang, Abb. 9-3) offenbart jedoch
eine hohe Konservierung, der fiir die Shrub-Polymerisation und die Lgd-Interaktion
entscheidenden Regionen. Es lassen sich sogar die einzelnen Aminosduren, die zwischen
den Shrub-Monomeren und mit der dritten DM14 Domidne von Lgd Salzbriicken-
bindungen ausbilden (McMillan et al. 2016, McMillan et al. 2017), wiederfinden
(Abb. 2-22).

al a2
40 59 70 79 86 90
° ° ° ° e o
Shrub | KKQEFL[E[AK TEDELNIARK NASKNKRVAL QALKKKKRILE KQLQQIDGTL STIEMQREA 91
CHMP4B SKKQEFLEKK ITEQELTAAKK HGTKNKRAAL OALKRKKR|YE KQLAQIDGTL STIEFQRENA 95
CHMP4C GKKQEYLIENR IQREIALAKK HGTQONKRAAL QALKRKKRIFE KQLTQIDGTL STIEFQRIEA 95
CHMP4A | KKQEFLIEQK 1QQELQTAKK YGTKNKRAAL QALRRKKRIFE QQLAQTDGTL TLIEIFQRIEIA 135

Konsensus | KKQEFLEEXK | XQELXXAKK HGTKNKRAAL QALKRKKRFE KQLAQIDGTL STIEFQREA

conseniorrs NI Ml ol mNNl il il

Abb. 2-22: Aminosauresequenzvergleich eines Ausschnitts der N-terminalen Kernregion der drei
humanen CHMP4-Orthologe [CHMP4B (37-95 aa), CHMP4C (37-95 aa) und CHMP4A (77-135 aa)]
mit der von Drosophila Shrub (33-91 aa). Aminosduren, die wahrend der Homopolymerisation
Salzbriicken zwischen den Shrub-Monomeren ausbilden (McMillan et al. 2016), sind mit ihrer
entsprechenden Position im Shrub-Protein angegeben und durch einen farbigen Punkt markiert. Die sauren
Aminosduren (roter Punkt) bilden zusatzlich auch die Salzbriicken mit der dritten DM14 von Lgd aus
(McMillan et al. 2017). Eine gleichzeitige Homopolymerisation von Shrub und eine Interaktion von Shrub
mit Lgd schliefRen sich daher gegenseitig aus. Es zeigt sich, dass alle Aminosauren, die als entscheidend fiir
die Interaktion mit dem benachbarten Shrub-Monomer und der dritten DM14 von Lgd identifiziert wurden,
in allen drei humanen Orthologen konserviert sind. Oberhalb des Sequenzvergleich sind passend zur Shrub-
Sequenz die zwei in der Kristallstruktur identifizierten Helices eingezeichnet (a1 und «2). Unterhalb des
Sequenzvergleichs ist die Konsensussequenz und die Hohe der Konservierung in Prozent angegeben. Die

Aminosduren sind im Ein-Buchstabencode wiedergegeben. Die Farben der Aminosduren im

76



Ergebnisse

Sequenzvergleich entsprechen ihrer Polaritdt: griin = polar, schwarz = unpolar, blau =basisch und

rot = sauer.

Aufgrund der Konservierung, der fiir die Shrub-Polymerisation entscheidenden
Aminosauren, ist es vorstellbar, dass die beiden humanen Orthologe CHMP4A und
CHMPA4C zwar auf dhnliche Weise wie Shrub polymerisieren (siehe 2.3.2), jedoch nicht
mit den restlichen Komponenten der ESCRT-Maschinerie in Drosophila interagieren
konnen. So konnte beispielsweise eine fehlende Interaktion mit der ESCRT-III
Komponente Vps20 ausschlaggebend fiir das nicht vorhandene Rettungsvermdégen von
CHMP4A und CHMP4C sein. Vps20 ist der Initiator fiir die Shrub-Polymerisation an der
endosomalen Membran (Teis et al. 2008, Teis et al. 2010). Dies wiirde erkldren warum
CHMP4A und CHMP4C kein Rettungsvermdgen gegeniiber dem Funktionsverlust von
shrub zeigen (siehe 2.3.1). Um diese Annahme zu iiberpriifen, wurde daher eine
genetische Situation generiert, die es CHMP4A und CHMP4C ermoglicht mit der ESCRT-
Maschinerie in Drosophila zu interagieren. Da das humane Ortholog CHMP4B in
Drosophila funktional ist, wurde in den folgenden Experimenten als Ausgangspunkt eine
Kopie BACshrub-CHMP4B im shrub*! mutanten Hintergrund exprimiert. Hier war der
Grundgedanke, dass CHMP4A und CHMP4C aufgrund der hohen Konservierung zwischen
den drei humanen Orthologen (siehe 2.3.1, Tabelle 2-1) tiber CHMP4B mit der ESCRT-
Maschinerie in Drosophila interagieren konnen.

Eine Expression von nur einer Kopie BACs"wb-CHMP4B resultiert in der bereits
beschriebenen, partiellen Rettung des shrub*! mutanten Phdnotyps (siehe 2.3.1 und
(Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015)). Diese partielle Rettung
zeichnet sich durch eine pupale Letalitit (Abb.2-24) und eine leichte ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges aus (Abb. 2-23 C, C‘). Eine zusatzliche Expression von
CHMP4A (+ 1x BACshrub-CHMP4A, Abb. 2-23 F, F‘) oder CHMP4C (+ 1x BACshwb-CHMPA4C,
Abb. 2-23 G, G') fiihrt bei dieser partiellen Rettung zu einer Reduktion der ektopischen
Notch-Aktivitit und der Uberproliferation der Imaginalscheibe (Abb. 2-23, vgl. C, C* mit F-
G‘). Im Fall vom humanen CHMP4C zeigt sich eine wildtypische Aktivitit von wg und
Gbe+Su(H) (Abb. 2-23 G, G*). Bei CHMP4A ist hingegen in einigen wenigen Imaginal-
scheiben eine marginale ektopische Aktivierung von Gbhe+Su(H) direkt an der D/V-Grenze
sichtbar (nicht gezeigt). Die meisten Imaginalscheiben zeigen jedoch ein wildtypisches

Expressionsmuster von wg und Gbe+Su(H) (Abb. 2-23 F, F).
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shrub*’

1x BAC*"*-cDNA 2x BAC*""*-CHMP4B

Gbe+Su(H)
2X B ACshrub 2X B ACshrub
-CHMP4A -CHMP4C

letal letal

vor spatem L2 vor spatem L2

1x BAC*""*-CHMP4B/ 1x BAC*""*-CHMP4B/
1x BAC*""*-CHMP4A 1x BAC*'*-CHMP4C

— | Gbe+Su(H) ——— | Wg — | Gbe+Su(H) ——

Abb. 2-23: Rettung des shrub*! mutanten Phinotyps durch Kombination der drei humanen Shrub-
Orthologe, CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C. (A-G‘) Rettungsvermégen der humanen Orthologe gegen-
iiber der shrub null-mutanten Situation (shrub#?!). Ein vollstindiger Funktionsverlust von shrub ist
embryonal letal (nicht gezeigt (Sweeney et al. 2006)). Eine Detektion der Notch-Aktivitit erfolgt zum einen
mit Hilfe einer Antikoérperfirbung gegen Wg (A-G) und zum anderen durch das sensitivere

Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H) (A'-G‘). Rettung der shrub*! mutanten Situation durch eine Kopie
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BACshrub-cDNA (A, A) oder zwei Kopien BACshrub-CHMP4B (B, B). Die Expression von Wg (A, B) ist auf einen
schmalen Streifen entlang der D/V-Grenze begrenzt und auch das Expressionsmuster von Gbe+Su(H) ist
wildtypisch (A, BY). (C, C*) Die partielle Rettung des shrub*! Phanotyps durch eine Kopie BACshrub-CHMP4B
verursacht eine ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges. (D, E) shrub*! mutante Tiere sterben trotz
zwei Kopien BACshrub-CHMP4A (D) oder zwei Kopien BACshub-CHMP4C (E) vor dem spaten zweiten
Larvenstadium (L2). (F-GY) Zusatzliche Expression von CHMP4A (+ 1x BACshrub-CHMP4A (F, F)) oder
CHMPAC (+ 1x BACshrub-CHMPA4C, (G, G)) in den partiell geretteten shrub*! mutanten Fliegen. Die ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges ist unterdriickt (vgl. mit C, C*). (F-G) Zudem sind die Imaginalscheiben
nicht tiberproliferiert (vgl. mit C, C*). [(A-C") aus der eigenen Masterarbeit iibernommen (Masterarbeit

Baumers 2015)]. Maf3stabsbalken: (A-F) 200 pm.

Ein Blick auf die Entwicklung der Fliegen bestétigt, dass die partiell geretteten shrub*!
mutanten Tiere (shrub*l; 1x BACsh"b-CHMP4B) in ihrer Entwicklung weiterkommen,
wenn zusatzlich eine Kopie BACshub-CHMP4A oder BACshrub-CHMP4C im Genom vorhanden
ist (Abb. 2-24). Hierbei offenbart sich jedoch ein Unterschied zwischen dem Rettungs-
vermogen von CHMP4A und CHMP4C.

In Anwesenheit von CHMP4C entwickeln sich die Fliegen zu pharate adults, in
Anwesenheit von CHMP4A erreichen sie hingegen nur eine Zwischenstufe zwischen
frihem und spatem Puppenstadium (Abb. 2-24). Es sind hier bereits morphologische
Strukturen in der Puppe erkennbar, jedoch noch keine vollstiandig entwickelte Fliege wie
es bei pharate adults der Fall ist. Auffallig ist dennoch, dass CHMP4A und CHMP4C auch
in Anwesenheit von CHMP4B ein schlechteres Rettungsvermogen als eine zweite Kopie
CHMP4B zeigen (Abb. 2-24). shrub*! mutante Fliegen entwickeln sich zu adulten Fliegen,
wenn zwei Kopien BACshub-CHMP4B vorhanden sind. Die Fliegen sterben jedoch friiher
sobald eine Kopie von BACshub-CHMP4B durch BACshrub-CHMP4A oder BACshrub-CHMP4C
ersetzt wird (Abb. 2-24).

Die humanen Orthologe CHMP4A und CHMP4C scheinen also iiber CHMP4B mit den
restlichen Komponenten der ESCRT-Maschinerie in Drosophila funktional interagieren zu
konnen.

Um diese Annahme zu bestatigen, wurden weitere in vivo Rettungsexperimente mit Hilfe
einer nicht-funktionalen CHMP4B-Variante (CHMP4B™ut2) durchgefiihrt (Martinelli et al.
2012, Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015). CHMP4Bmut2 basiert auf
einer Variante bei der die Glutaminsiduren an Position 90, 94 und 97 in der zweiten «o-
Helix durch Arginine ersetzt wurden. Diese Ladungsumkehr fiihrt vermutlich zu einer

Storung der Polymerisationsfahigkeit von CHMP4B (siehe 2.3.2) (Martinelli et al. 2012).
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Wie zu erwarten, zeigt eine Expression von zwei Kopien BACshrub-CHMP4B-mut2 aufgrund
der Ladungsumkehr in der sauren Oberfliche von CHMP4B kein offensichtliches
Rettungsvermogen gegeniiber dem shrub*! mutanten Phanotyp (Masterarbeit Baumers
2015). Die Fliegen sterben vor Erreichen des spaten zweiten bzw. frithen dritten
Larvenstadiums (Abb. 2-24). Zudem hat eine zusatzliche Expression von einer Kopie
BACshrub-CHMP4B-mut2 bei der partiellen Rettung des shrub*! mutanten Hintergrundes
durch eine Kopie von BACshtb-CHMP4B keinen offensichtlichen Einfluss auf das
Rettungsvermogen des funktionalen CHMP4Bs. Dies impliziert, dass die Funktionalitat
des humanen Orthologs CHMP4B nicht negativ beeinflusst wird und es weiter mit der
ESCRT-Maschinerie in Drosophila interagieren kann. Entscheidend ist, dass CHMP4A und
CHMP4C hingegen, bei gleichzeitiger Expression mit dem nichtfunktionalen CHMP4Bmut2
anstatt mit dem Funktionalen, kein Rettungsvermoégen mehr gegeniiber dem
Funktionsverlust von shrub zeigen. Hier sterben die shrub*! mutanten Tiere, trotz einer
Kopie BACshrub-CHMP4A oder BACshmub-CHMP4C, vor dem spaten zweiten Larvenstadium
(Abb. 2-24). In Gegenwart des funktionsfihigen CHMP4B koénnen sie, wie bereits
beschrieben, teilweise die Funktion von Shrub tibernehmen. Dies ldsst sich anhand eines
positiven Effekts auf die Entwicklung festmachen (Abb. 2-24). Weder CHMP4A noch
CHMP4C sind, ohne ein funktionsfihiges und damit polymerisationsfahiges CHMP4B, in
der Lage den Funktionsverlust von shrub zu kompensieren.

Folglich scheinen CHMP4A und CHMP4C tiber CHMP4B mit der ESCRT-Maschinerie in
Drosophila funktional interagieren zu konnen. Jedoch haben sie auch in Anwesenheit von
CHMP4B ein schlechteres Rettungsvermogen als CHMP4B (Abb. 2-24).

Insgesamt sind diese Ergebnisse dennoch ein erster Hinweis auf Heteropolymere
zwischen CHMP4-Proteinen in einem Organismus. Zudem ist diese Rettung ein Beweis
dafiir, dass die drei humanen Orthologe wenigstens partiell eine redundante molekulare

Funktion haben, die sie gemeinsam mit Shrub in Drosophila teilen.
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BACs"*-Expressionssystem

2x CHMP4B**
1x CHMP4C + 1x CHMP4B
1x CHMP4A + 1x CHMP4B

1x CHMP4B*

2x CHMP4cC*

shrub*' 2x CHMP4A

1x CHMP4B + 1x CHMP4B™-

1x CHMPA4C + 1x CHMP4Bm:2

1x CHMP4A + 1x CHMP4Bm:22

2x CHMP4Bmu2*

Embryo vor Puppen- spéates Puppen-  Adult
spatem stadium stadium
L2 pharate adults

Abb. 2-24: Graphische Ubersicht iiber die Entwicklung von shrub*! mutanten Fliegen bei
zusatzlicher Expression der drei humanen Shrub-Orthologe, CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C.
Rettung des shrub null-mutanten Hintergrundes (shrub#!) durch Kombination der drei humanen Shrub-
Orthologe. Das humane Ortholog CHMP4B kann die Funktion von Shrub in Drosophila iibernehmen, jedoch
nicht eins zu eins ersetzen. Deutlich wird dies im Vergleich mit shrub#*! mutanten Fliegen, die durch eine
Kopie BACshrub-cDNA vollstandig gerettet werden (nicht gezeigt, siehe 2.3.1, Abb. 2-18). Sie entwickeln sich
zu fertilen adulten Fliegen, wiahrend shrub*! mutante Tiere gerettet durch eine Kopie BACshrub-CHMP4B im
frithen Puppenstadiums sterben. Zwei Kopien BACshub-CHMP4B retten die embryonale Letalitét vollstandig.
Im Gegensatz dazu zeigen CHMP4A und CHMP4C kein offensichtliches Rettungsvermégen gegeniiber der
shrub*! mutanten Situation. Die Fliegen sterben vor Erreichen des spdten zweiten Larvenstadiums.
CHMP4A und CHMP4C kénnen nur in Anwesenheit des funktionalen CHMP4B ein Teil der Shrub-Funktion
iibernehmen. IThre Nachkommen kommen in ihrer Entwicklung weiter und sterben nicht wie fiir die
partielle Rettung (shrub*!; 1x BACshub-CHMP4B) charakteristisch im frithen Puppenstadium. In Gegenwart
der nichtfunktionalen CHMP4B-Variante, CHMP4Bmut2, st dieser positive Einfluss auf die Entwicklung der
shrub*! mutanten Fliegen nicht mehr vorhanden. Erstaunlicherweise hat die Expression der vermutlich
nicht polymerisationsfahigen CHMP4B-Variante, BACshrub-CHMP4B-mut2, bei der partiellen Rettung durch
eine Kopie BACshub-CHMP4B keinen offensichtlichen negativen Einfluss auf die Rettungsfihigkeit des
funktionalen CHMP4Bs. Hier finden sich immer noch vereinzelt frithe Puppen. Bereits veroffentlichte Daten:

* (Masterarbeit Baumers 2015), ** (Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015).
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2.3.4 Rekrutierung der humanen CHMP4-Proteine zur endosomalen Membran in

Drosophila

Die ILV-Bildung an Endosomen ist entscheidend fiir den endosomalen Abbau von
Transmembranproteinen (siehe 1.2 und 1.3). Hierfiir werden die, im Zytoplasma als
inaktive Monomere vorliegenden, ESCRT-III Untereinheiten (Zamborlini et al. 2006, Shim
et al. 2007) zur endosomalen Membran rekrutiert, wo sie polymerisieren. Zusammen mit
der ATPase Vps4 vermittelt ESCRT-III anschlief3end die Abschniirung des ILVs in das
endosomale Lumen (Adell et al. 2014, Schoneberg et al. 2018). Gleichzeitig werden dabei
die Untereinheiten des ESCRT-III Komplexes durch Vps4 von der endosomalen Membran

disassembliert (Babst et al. 1998, Lata et al. 2008a, Saksena et al. 2009, Yang et al. 2015).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die humanen Orthologe,
CHMP4A und CHMPA4C, nur in Kombination mit CHMP4B ein Rettungsvermoégen
gegeniiber der shrub#! mutanten Situation zeigen (siehe 2.3.3). Ohne CHMP4B kénnen sie
die Funktion von Shrub in Drosophila nicht iibernehmen (siehe 2.3.1). Es scheint daher,
dass CHMP4A und CHMP4C tiber CHMP4B mit der ESCRT-Maschinerie in Drosophila
funktional interagieren (siehe 2.3.3). Hier stellt sich die Frage, ob die humanen Orthologe,
CHMP4A und CHMP4C, zur endosomalen Membran in Drosophila rekrutiert werden und

falls ja, ob dies nur in Anwesenheit von CHMP4B passiert.

In wildtypischen Epithelzellen kann Shrub nicht eindeutig an Endosomen detektiert
werden. Hier ist Shrub vorwiegend diffus im Zytoplasma lokalisiert (Sweeney et al. 2006),
genauso wie sein Ortholog, Snf7, in Hefezellen (Babst et al. 2002a). Eine wahrscheinliche
Erklarung ist, dass Shrub zwischen Zytoplasma und endosomaler Membran zirkuliert
und, dass dabei nur ein kleiner Pool von Shrub, fiir eine kurze Zeit, an der endosomalen
Membran zur ILV-Bildung verbleibt (Babst et al. 20023, Teis etal. 2008, Adell et al. 2017).
Es ist daher fiir eine eindeutige Detektion vorteilhaft, die ESCRT-Maschinerie an der
endosomalen Membran zu arretieren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Snf7 (Babst
et al. 1998) und Shrub (Baumers et al. 2019) an Endosomen akkumulieren, sobald eine
Vps4-Reduktion oder ein Funktionsverlust von vps4 vorliegt.

Daher wurde in den folgenden Experimenten mit Hilfe von RNA-Interferenz (RNAi) die
Genaktivitdt von vps4 posttranskriptionell herunterreguliert (siehe 6.6.5). Fiir eine

rdumlich und zeitlich begrenzte RNAi-Expression wurde auf das Gal4/UAS-System in
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Kombination mit Gal80% zuriickgegriffen (siehe 6.6.4). Die Expression erfolgte im
posterioren Kompartiment der Fliigelimaginalscheibe durch die Gal4-Treiberlinie
engrailedGal4 (enGal4) fiir 29 h. Anterior befinden sich daher weiterhin Zellen, die eine
wildtypische Lokalisation der ESCRT-III Proteine zeigen. Eine langere Expression der
vps4-RNAi fiihrt zu vermehrtem Zelltod und zum Verlust der Integritit des Gewebes
(nicht gezeigt).

Bei diesem Versuchsaufbau ist das endogene Shrub weiterhin vorhanden.
Lokalisationsstudien von CHMP4A und CHMP4C im shrub*! mutanten Hintergrund sind
in der Fliigelimaginalscheibe, aufgrund der embryonalen Letalitat bei einem Funktions-
verlust von shrub, nicht durchftiihrbar.

Fiir eine Expression der humanen Orthologe wurde auf das reduzierte Expressionssystem
(shrubP) zuriickgegriffen (siehe 2.1). CHMP4A und CHMP4C wurden N-terminal mit
einem Myc-Tag versehen, CHMP4B hingegen mit einem HA-Tag. Eine Voraussetzung fiir
das nachfolgende Experiment ist, dass die Expressionsmenge von einer Kopie des
jeweiligen shrubP-Transgens fiir eine sichtbare Lokalisation der einzelnen Shrub-
Orthologe am Endosomen ausreichend ist.

In einem ersten Schritt wurde daher tiberpriift, ob Myc-Shrub, exprimiert mit Hilfe des
Expressionssystems (shrubP), wie erwartet bei einer Reduktion des Proteinlevels von
Vps4 an der endosomalen Membran arretiert. Dies ist der Fall. Myc-Shrub akkumuliert an
vergrofderten Notch-positiven Endosomen (Anhang, Abb.9-4 A-D). Die Expressions-
menge von shrubP reicht also prinzipiell fiir eine Detektion am Endosom aus. Leider ist
aufgrund des starken Hintergrundsignals bei der Myc-Antikérperfirbung eine genaue
Bestimmung der Lokalisation von Myc-Shrub anterior, in den wildtypischen Zellen, nicht
zweifelsfrei moglich.

Den Erwartungen entsprechend akkumuliert bei einer Reduktion von Vps4 auch humanes
HA-CHMP4B an vergrofierten Endosomen (Abb. 2-25 B-B*“‘). Im Gegensatz dazu, zeigt sich
im anterioren Kompartiment, ohne vps4-RNAi-Expression, eine diffuse Verteilung von
HA-CHMP4B im Zytoplasma (Abb. 2-25 B“‘), wie sie bereits fiir Snf7 (Babst et al. 2002a)
und Shrub (Sweeney et al. 2006) beobachtet wurde. Dies impliziert, dass HA-CHMP4B
auch in Drosophila zwischen Zytoplasma und endosomaler Membran zirkuliert.

Zudem kolokalisieren Myc-Shrub und HA-CHMP4B bei einer Vps4-Reduktion in

vesikelartigenen Strukturen (Abb. 2-25 A-A“). Diese Kolokalisation ist ein erster
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Hinweise auf eine mogliche Heteropolymerisation zwischen Shrub und CHMP4B an der

endosomalen Membran (siehe 2.3.5).

Erstaunlicherweise akkumulieren bei einer Reduktion des Vps4-Proteinlevels nicht nur
Shrub und CHMP4B (Abb. 2-25 B-B“‘ u. Anhang, Abb. 9-4 A-D), sondern auch die humanen
Orthologe, CHMP4A und CHMP4C, an vergrofderten Notch-positiven Endosomen
(Abb. 2-25 C-D). Diese Akkumulationen treten bereits ohne zusatzlich Expression von
CHMP4B auf. Dies impliziert, dass beide Orthologe CHMP4B-unabhingig zur
endosomalen Membran rekrutiert werden koénnen und an dieser aufgrund der
reduzierten Vps4-Konzentration arretieren. In Anbetracht des starken Hintergrund-
signals bei der Myc-Antikorperfarbung ist nicht auszuschlief3en, dass bereits, ohne Vps4-
Reduktion CHMP4A und CHMP4C an den Endosomen akkumulieren und, dass dies bei
einer Reduktion einfach verstarkt wird. Eine mégliche Akkumulation von CHMP4A und
CHMP4C an Endosomen in den wildtypischen Zellen, spricht jedoch ebenfalls fiir eine
Rekrutierung dieser zur endosomalen Membran.

Hier stellt sich daher als nachstes die Frage, wie CHMP4A und CHMP4C zur endosomalen
Membran gelangen. In den Experimenten zuvor bendtigt es CHMP4B um ein
Rettungsvermogen von CHMP4A oder CHMP4C gegeniiber dem Funktionsverlust von
shrub zu beobachten. Ohne CHMP4B konnen sie die Funktion von Shrub in Drosophila
nicht iibernehmen (siehe 2.3.3). Bei den vps4-RNAI basierten Lokalisationsexperiment in
diesem Kapitel ist jedoch endogenes Shrub vorhanden.

Es ist daher vorstellbar, dass die humanen Orthologe, CHMP4A und CHMPA4C(, liber das
endogene Shrub zur endosomalen Membran rekrutiert werden. In einem nachsten
Experiment wurde daher untersucht, oo CHMP4A und CHMP4C in Anwesenheit von
endogenem Shrub in Drosophila funktionsfahig sind. Um diese Annahme zu tiberpriifen,
wurde daher eine genetische Situation generiert, die es erlaubt, eine mdgliche
Funktionalitit von CHMP4A und CHMP4C in Anwesenheit von endogenem Shrub zu

detektieren.
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enGal4 > vps4-RNAi 29 h

1x HA-CHMP4B/
1x Myc-Shrub

1x HA-CHMP4B/
1x Myc-Shrub

1x Myc-CHMP4A

1x Myc-CHMP4C

Abb. 2-25: Die humanen Shrub-Orthologe, CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C, arretieren, bei einer
Reduktion von Vps4 an der limitierenden Membran der vergréfierten Notch-positiven Endosomen.
(A-C") Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Auswirkungen einer Reduktion des Vps4-Proteinlevels auf
die Lokalisierung der drei humanen Shrub-Orthologe, CHMP4B (A-B‘“), CHMP4A (C-C*“‘), CHMP4C (D-D*):
Die Expression der vps4-RNAi (29 h) ist auf das posteriore Kompartiment begrenzt (Pfeile in (A), (B), (C)
und (D)). Anterior finden sich daher fiir einen direkten Vergleich wildtypische Zellen, die keine vps4-RNAi
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exprimieren. Zusatzlich wird mit Hilfe des Expressionssystems shrubP jeweils eins der humanen Orthologe
CHMP4B (A-B“), CHMP4A (C-C“) oder CHMP4C (D-D‘“) exprimiert (in der gesamten Fliigelimaginal-
scheibe). (A-B““) Expression von je einer Kopie shrubP-Myc-shrub und einer Kopie shrubP-HA-CHMP4B:
(A*-A") Zeitgleicher Nachweis von Myc-Shrub und HA-CHMP4B bei einer Reduktion von Vps4. Myc-Shrub
und HA-CHMP4B kolokalisieren gemeinsam in vesikelartigen Strukturen. (B-B“‘) Detektion von HA-
CHMP4B und NECD (extrazelluliren Doméane von Notch) mittels Antikorperfirbungen. NECD wurde hier
als Marker fiir Endosomen verwendet. Aufgrund der Reduktion von Vps4 akkumuliert HA-CHMP4B an

e

vergrofierten Notch-positiven Endosomen. (B“‘) Ohne eine Reduktion von Vps4 (siehe anterior) offenbart

sich eine diffuse zytoplasmatische Verteilung von HA-CHMP4B. (C-C"‘) Expression von humanem CHMP4A
(1x shrubP-Myc-CHMP4A): Als Folge der Vps4 Reduktion im posterioren Kompartiment (C, Pfeil)
akkumuliert rekrutiertes Myc-CHMP4A distinkt an vergroflerten Notch-positiven Endosomen. (D-D“)
Zusatzlich zur Vps4-RNAi, wird hier eine Kopie shrubP-Myc-CHMP4C exprimiert. Hier akkumuliert Myc-
CHMP4C nach seiner Rekrutierung aufgrund der Reduktion von Vps4 ebenfalls an den vergrofderten Notch-
positiven Endosomen. (A-A*, B*-B*, C’-C*, D-D*‘) Eine Ausschnittsvergroflerung (weifles Quadrat) des
endosomalen Phanotyps findet sich oben rechts in der jeweiligen Aufnahme. Maf3stabsbalken: (A, B, C, D)
50 um; (A*-A, B-B*“, C*-C*“, D*-D“‘) 10 pm.

Der Funktionsverlust von shrub wird bereits durch die Expression einer Kopie BACshrub
bzw. shrubP-shrub vollstindig bzw. grofdtenteils gerettet (siehe 2.1). Auch shrub*!
heterozygot-mutante Fliegen (Reduktion von shrub um 50 %) sind lebensfahig und zeigen
aufderlich keine phanotypischen Auffalligkeiten (siehe 2.1). Diese drei genetischen
Situationen sind daher nicht sensitiv genug. Sie eignen sich nicht als Ausgangspunkt, um
eine direkte genetische Interaktion von CHMP4A/C mit shrub anhand eines in vivo
Rettungsexperiments zu analysieren. Da jedoch eine Erh6hung der Shrub-Konzentration
den lgd?’” mutanten Phanotyp rettet (lgd?’; 2x BACsh'ub) (siehe 2.2.1 und (Masterarbeit
Baumers 2015)), bietet sich der [gd?” mutante Hintergrund als Basis zur Detektion von

moglichen Heteropolymeren zwischen Shrub und CHMP4A/C an.

Im Vorfeld dieser Arbeit, konnte bereits gezeigt werden, dass auch das humane Shrub-
Ortholog CHMP4B, exprimiert mit Hilfe des BAC-Expressionssystem (BACshrub-CHMP4B),
den [gd?” mutanten Phanotyp partiell retten kann (Masterarbeit Baumers 2015). Die
charakteristische ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges bei einem
Funktionsverlust von lgd (Abb.2-26 A, A‘) (Klein 2003) wird durch die zusatzliche
Expression von zwei Kopien BACshub-CHMP4B wirksam reduziert (Abb. 2-26 C, C*). Im Fall
des endogenen Notch-Zielgens wg exprimieren nur noch einige wenige Zellen unterhalb

der D/V-Grenze wg ektopisch (Abb.2-26 C, Pfeil). Beim sensitiveren Notch-
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Reportergenkonstrukt ist die ektopische Aktivierung soweit reduziert, dass sich bereits
das urspriingliche wildtypische Expressionsmuster abzeichnet (Abb. 2-26 C', Pfeil). Die
Fliegen sterben nicht mehr wie fiir den Ausfall von Ilgd charakteristisch, wahrend des
frithen Puppenstadiums nach verldangerter larvaler Lebensphase (Bryant und Schubiger
1971), sondern sie erreichen eine Entwicklungsstufe zwischen frithem und spatem
Puppenstadium (Abb. 2-26 E). Es sind bereits morphologische Strukturen in der Puppe
erkennbar, jedoch noch keine vollstandig entwickelte Fliege wie es im spaten
Puppenstadium der Fall ist (Masterarbeit Baumers 2015). Bereits bei einer Expression
von nur einer Kopie BACshmub-CHMP4B wird die ektopische Aktivierung des Notch
Signalweges minimal abgeschwacht (Abb. 2-26 B, BY) (Masterarbeit Baumers 2015).

Um nun eine Funktionalitit von CHMP4C in Anwesenheit von endogenem Shrub zu
detektieren, wurde das Rettungsvermogen von CHMP4C gegeniiber dem [gd¢” mutanten
Phanotyp analysiert. Dabei zeigt sich selbst bei einer Expression von zwei Kopien
BACshrub-CHMP4C keine offensichtliche Reduktion der ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalweges in lgd?” mutanten Imaginalscheiben (Abb. 2-26 D, D). Dementsprechend
sterben die lgd?” mutanten Tiere weiterhin im frithen Puppenstadium (Abb. 2-26 E).
Insgesamt zeigt sich kein erkennbarer Effekt auf den Igd?” mutanten Phanotyp

(Abb. 2-26).

Humanes CHMP4C ist in den bisherigen Experimenten nur in Anwesenheit von CHMP4B
(siehe 2.3.3) funktional. Die Experimente im [gd?” mutanten Hintergrund legen nahe, dass
endogenes Shrub nicht als alternativer Adapter fiir eine funktionale Interaktion von
CHMP4C mit den restlichen Komponenten der ESCRT-Maschinerie fungieren kann. Dies
bekraftigt folglich weiter die Theorie von funktionalen Heteropolymeren zwischen den

CHMP4-Proteinen (CHMP4A, CHMP4B, CHMP4().

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass alle drei humanen Orthologe zur endosomalen
Membran in Drosophila rekrutiert werden (Abb. 2-25). Hierbei ist fiir eine Rekrutierung
von CHMP4A und CHMP4C das humane CHMP4B, welches zuvor in den Experimenten fiir
die funktionale Interaktion von CHMP4A/C mit der ESCRT-Maschinerie bendétigt wurde
(siehe 2.3.3), nicht erforderlich.
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Igde”

1x BACsb-CHMP4B

Igd*”

2X B A Cshrub*

1X BA Cshrub*

2x BACs"b-CHMP4B*

1x BACs"**-CHMP4B*

2x BACsh-CHMP4C

steril |

friilhes spéates Puppen-  Adult
Puppen- stadium
stadium pharate adults

Abb. 2-26: Eine zusitzliche Expression von CHMP4B in Igd?’” mutanten Fliigelimaginalscheiben

reduziert die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges, wohingegen eine zusitzliche

Expression von CHMP4C keine Auswirkungen auf den Igd?’ mutanten Phinotyp hat.
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(A-D) Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Rettungsvermdgens von humanem CHMP4B (B-C‘) und
CHMP4C (D-Df) gegeniiber dem Igd null-mutanten Hintergrund (Igd?’): (A, A‘) Bei einem Funktionsverlust
von Igd kommt es zu einer Verbreiterung der Notch-abhéngigen Expressionsdoméane von Wg (4, Pfeil) und
einer gleichmafiigen Aktivierung von Gbe+Su(H) (A‘) in der gesamten Fliigelimaginalscheibe. Diese
ektopische Aktivierung resultiert in einer Uberproliferation der Imaginalscheibe. (B-C‘) Rettung des lgd?’
mutanten Phinotyps durch die Expression von einer (B, B‘) oder zwei Kopien (C, C*) BACs""ub-CHMP4B:
(B, BY) In Anwesenheit von einer Kopie sind Gbe+Su(H) und wg weiterhin stark ektopisch aktiviert, wobei
die Expression von wg dorsal der D/V-Grenze gegeniiber der [gd?” mutanten Situation schwacher ist (B,
Stern). Insgesamt ist die Fliigelimaginalscheibe dennoch weiterhin stark iiberproliferiert. (C, C) Im
Gegensatz dazu, ist diese Aktivierung bei einer Expression von zwei Kopien BACs'"ub-CHMP4B starker
reduziert. Hier zeigt sich nur eine leichte ektopische Aktivierung von wg (C, Pfeil) in einigen Zellen
unterhalb der D/V-Grenze. (C) Das sensitivere Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H) offenbart hingegen noch
eine ektopische Aktivierung in der gesamten Imaginalscheibe. Diese ist jedoch im Vergleich zu (A)
schwacher. (D, D) Expression von zwei Kopien BACshub-CHMP4C im lgd?” mutanten Hintergrund: Es zeigt
sich keine Reduktion der ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges. (B, B und C, C* aus der eigenen
Masterarbeit {ibernommen (Masterarbeit Biumers 2015)). (E) Graphische Ubersicht iiber die Entwicklung
von [gd? mutanten Fliegen bei zusitzlicher Expression von Drosophila Shrub, humanem CHMP4B oder
CHMPA4C: Igd?” mutante Tiere sterben wahrend des frithen Puppenstadiums (Bryant und Schubiger 1971).
Eine schrittweise Erhohung der Konzentration von Drosophila Shrub durch eine Kopie oder zwei BACshrub
hat einen positiven Einfluss auf die Entwicklung der [gd?” mutanten Tiere. Hierbei wird eine Abstufung des
lgd?” mutanten Phdnotyps bis zur vollstindigen Rettung der Letalitit sichtbar. Eine Expression des
humanen Shrub-Orthologs CHMP4B in Igd? mutanten Fliegen zeigt ebenfalls einen, wenn auch
schwiacheren, positiven Effekt auf die Entwicklung der Tiere. Humanes CHMP4C offenbart kein
offensichtliches Rettungsvermoégen gegeniiber der [gd?” mutanten Situation. Sogar in Anwesenheit von zwei
Kopien BACshwb-CHMP4BC sterben die Fliegen weiter wahrend des frithen Puppenstadiums. Die mit *
markierten Ergebnisse wurden bereits verodffentlicht (Masterarbeit Baumers 2015). Maf3stabsbalken:

(A-D) 200 pm.

2.3.5 Heteropolymerisation zwischen humanem CHMP4B und Drosophila Shrub

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe von in vivo Rettungsexperimenten gezeigt
werden, dass die Funktionalitit der ESCRT-III Komponente Shrub bereits durch einen
kleineren Protein-Tag am C-Terminus gravierend gestort wird (siehe 2.1 und Anhang,
Tabelle 9-1).

Bereits publizierte Experimente mit Snf7, dem Shrub-Ortholog aus Saccharomyces
cerevisiae, deuten an, dass sich funktionelle Heteropolymere, bestehend aus endogenem
Snf7 und Snf7-LAP-GFP, formieren kdnnen (Adell et al. 2017). Basierend auf vorherigen
Untersuchungen des Snf7-Polymers (Shen et al. 2014, Tang et al. 2015) wird hier
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angenommen, dass sich mindestens zwei endogene Snf7-Monomere zwischen zwei GFP-
Markierten befinden miissen, um eine sterische Beeintrachtigung durch das GFP auf die

Snf7-Polymerisation zu vermeiden (Adell et al. 2017).

Diese Theorie eines funktionalen Heteropolymers aus Snf7 und Snf7-LAP-GFP (Adell et al.
2017), ermoglicht im Rahmen dieser Arbeit einen neuen Ansatz zur Charakterisierung
der CHMP4-Polymerisation. Eine mogliche funktionale Heteropolymerisation zwischen
humanen CHMP4B und eGFP markierten Shrub in Drosophila, wiirde ebenfalls fiir eine
Konservierung der Polymerisationsweise sprechen (siehe 2.3.2). Dies wiirde die
Annahme bekraftigen, dass die Homopolymerisation in héheren Organismen auf den
gleichen elektrostatischen Wechselwirkungen wie in Drosophila beruht (siehe 2.3.2).
Ausgangspunkt fiir die Detektion von moglichen Heteropolymeren ist die partielle
Rettung durch eine Kopie BACH"vwb-CHMP4B (siehe 2.3.1) und das fehlende
Rettungsvermogen von shrubP-eGFP-LAP-shrub (Anhang, Tabelle 9-1).

Ein Ausfall von shrub (shrub*1) fiihrt in Drosophila zur Letalitat im Embryonalstadium
(Sweeney et al. 2006). Im Gegensatz zu Myc-markiertem Shrub ist eine Shrub-Variante
mit einem eGFP-LAP-Tag am N-terminus nicht in der Lage diesen shrub*! mutanten
Phanotyp zu retten. Hier sterben die mutanten Fliegen vor Erreichen des spaten zweiten
Larvenstadiums (Abb. 2-27). Eine weitere Eingrenzung der Entwicklung auf Stadien vor
dem spaten zweiten Larvenstadium (L2) ist aufgrund des verwendeten Markers Tubby

(Th) in diesem Versuchsaufbau nicht moglich.
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shrub*’
2x shrubP- 2x shrubP- shrub
Myc-shrub eGFP-LAP-shrub 2x BAC*"*-CHMP4B

letal
vor spatem L2

Gbe+Su(H) ——

1x BACshmb_CHMP4B/
1x shrubP-eGFP-LAP-shrub

shrub*’

2x shrubP-Myc-shrub

2x BAC*"*-CHMP4B*

1x BACs""».CHMP4B
1x shrubP-eGFP-LAP-shrub

1x BACs™t-CHMP4B*

2x shrubP-eGFP-LAP-shrub

-

]

Embryo

vor
spatem
L2

Puppen- spétes Puppen- Adult
stadium stadium
pharate adults

Abb. 2-27: Funktionale Heteropolymerisation zwischen CHMP4B und eGFP-LAP-Shrub. (A-F) Rettung

des shrub null-mutanten Hintergrundes

(shrub*?) durch Expression verschiedener Transgen-

Kombinationen. Ein vollstindiger Verlust von shrub ist embryonal letal (Sweeney et al. 2006).

(A-E") Fluoreszenzmikroskopische Analyse: Nachweis der Notch-Aktivitdt mit Hilfe des endogenen Notch-
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Zielgens wingless (wg) (A, C-E) und durch Verwendung des Reportergenkonstrukts Gbe+Su(H) (C'-E).
(A) Vollstandige Rettung des shrub*! mutanten Hintergrundes durch Expression von zwei Kopien shrubP-
Myc-shrub. (B) In Anwesenheit von zwei Kopien shrubP-eGFP-LAP-shrub sterben die shrub*! mutanten Tiere
vor dem spaten zweiten Larvenstadium (L2). (C-D) Rettung des shrub*! mutanten Phanotyps durch zwei
Kopien (C, C) oder eine Kopie (D, D) BACs"ub-CHMP4B. (D, D) Bei der partiellen Rettung des shrub*1
mutanten Hintergrundes durch Expression von einer Kopie BACs'"ub-CHMP4B ist eine ektopische Aktvierung
von Gbe+Su(H) detektierbar (D). Auch Wg wird in einigen Zellen unterhalb der D/V-Grenze ektopisch
exprimiert (Pfeil, D). (E, E) Expression von je einer Kopie shrubP-eGFP-LAP-shrub und einer Kopie BACshrub-
CHMP4B im shrub*! mutanten Hintergrund. Die ektopische Aktivierung, die bei der partiellen Rettung des
shrub*! mutanten Phanotypsin (D, D) zu sehen ist, ist hier aufgrund der zusétzlichen Expression von eGFP-
LAP-Shrub aufgehoben. [C, C* und D, D* aus der eigenen Masterarbeit iibernommen (Masterarbeit Biumers
2015)]. (F) Graphischer Vergleich der unterschiedlichen Entwicklung von shrub*! mutanten Fliegen in
Anwesenheit verschiedener Transgen-Kombinationen, darunter shrubP-eGFP-LAP-shrub. Eine Expression
von zwei Kopien shrubP-Myc-shrub kompensiert den Funktionsverlust von shrub vollstindig, wohingegen
eGFP-LAP-Shrub kein offensichtliches Rettungsvermdgen zeigt. Trotz Expression von zwei Kopien shrubP-
eGFP-LAP-shrub sterben die shrub*! mutanten Fliegen vor dem spiten zweiten Larvenstadium (L2).
Humanes CHMP4B kann Shrub in Drosophila funktional ersetzen. Eine Expression von nur einer Kopie
BACshrub-CHMP4B fiithrt jedoch nur zu einer partiellen Rettung. Die Fliegen sterben im frithen
Puppenstadium. Bei einer zusitzlichen Expression von einer Kopie shrubP-eGFP-LAP-shrub in dieser
partiell geretteten Situation kommen die shrub*! mutanten Tiere in ihrer Entwicklung weiter und erreichen
das spate Puppenstadium (pharate adults). Die mit * markierten Ergebnisse wurden bereits verdffentlicht

(Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015). Maf3stabsbalken: (A-E) 200 um.

Humanes CHMP4B kann den Funktionsverlust von shrub in Drosophila kompensieren. Es
ist jedoch nicht in der Lage Shrub komplett (eins zu eins) zu ersetzen (siehe 2.3.1 und
(Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015)). In Anwesenheit von einer
Kopie BACshmub-CHMP4B kommt es nur zu einer partiellen Rettung des shrub*! mutanten
Phanotyps. Die Fliegen sterben nach einer verlangerten larvalen Phase im frithen Puppen-
stadium (Abb. 2-27 F). Hierbei offenbart sich eine deutliche ektopische Aktivierung des
Notch-Signalweges (Abb. 2-27 D, D). Diese ektopische Aktivierung ist bei einer zusatz-
lichen Expression von einer Kopie shrubP-eGFP-LAP-shrub aufgehoben (shrub*l; 1x
BACshrub-CHMP4B/ 1x shrubP-eGFP-LAP-shrub). Wg wird hier entlang der D/V-Grenze in
einem schmalen Streifen exprimiert (Abb.2-27 E). Auch das sensitivere Notch-
Reportergenkonstrukt Ghe+Su(H) zeigt keine ektopische Aktivierung an (Abb. 2-27, vgl.
E‘ mit D). Zudem entwickeln sich die Fliegen zu pharate adults. Sie kommen also in ihrer

Entwicklung weiter als shrub*! homozygot mutante Tiere mit nur einer Kopie
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BACshrub-CHMP4B. Sie sterben dennoch frither als shrub*! mutante Tiere, die zwei Kopien
BACshrub-CHMP4B exprimieren (Abb. 2-27 F).

Folglich scheint eine funktionelle Heteropolymerisation zwischen humanem CHMP4B
und Drosophila Shrub stattzufinden. Anderenfalls ware die spdtere Letalitit nicht
erklarbar, denn eGFP-LAP-Shrub ist alleine nicht funktional (Anhang, Tabelle 9-1).
Dementsprechend unterstiitzt diese Beobachtung die Annahme, dass die Art und Weise
wie die ESCRT-III Untereinheit Shrub polymerisiert liber die Metazoen hinweg
konserviert ist (siehe 2.3.2). Sie scheint in hoéheren Organismen auf den gleichen
elektrostatischen Wechselwirkungen wie in Drosophila zu beruhen.

Zudem unterstiitzt dieses Ergebnis die Theorie von funktionalen Heteropolymeren
zwischen nicht-markiertem und markiertem Snf7/Shrub (Adell et al. 2017). eGFP-LAP-
Shrub scheint daher zwar prinzipiell funktional zu sein, doch verhindert sein eGFP-Tag
eine funktionale Polymerisation. Aufgrund der Gréfie von eGFP kommt es vermutlich zu
einer sterischen Beeintrachtigung bei der Assemblierung des Polymers. Humanes
CHMP4B scheint daher, wie Snf7 im Snf7/ Snf7-LAP-GFP-Polymer (Adell et al. 2017), als
Abstandshalter zu fungieren und die einzelnen eGFP-LAP-Shrub-Monomere im Polymer
voneinander zu trennen.

Eine solch funktionale Heteropolymerisation ermdéglicht eine ndhere Untersuchung der
Polymerisation wahrend der ILV-Bildung an der endosomalen Membran. Daher wurde in
einem anschliefSenden Experiment die Lokalisation von eGFP-LAP-Shrub im epithelialen
Gewebe analysiert. In Anwesenheit von endogenem Shrub lokalisiert eGFP-LAP-Shrub
diffus im Zytoplasma (Abb. 2-28 A-H). Hierbei macht es scheinbar keinen Unterschied, ob
eine (Abb. 2-28 A-D) oder zwei (Abb. 2-28 E-H) zusatzliche Kopien shrubP-eGFP-LAP-
shrub exprimiert werden. eGFP-LAP-Shrub bleibt gleichmaf3ig im Zytoplasma verteilt und
zeigt keine distinkte Kolokalisation mit Notch (Abb. 2-28 B, D u. F, H). Ferner hat die
Expression von eGFP-LAP-Shrub keinen offensichtlichen Einfluss auf die Entwicklung der
Fliegen. Adulte Fliegen, die homozygot oder heterozygot fiir shrubP-eGFP-LAP-shrub sind,
zeigen augenscheinlich keinerlei Defekte.

Bei der partiellen Rettung des shrub*! mutanten Phdnotyps durch eine Kopie
BACshrub-CHMP4B, akkumuliert eGFP-LAP-Shrub hingegen in punktartigen Strukturen
(Abb. 2-28 L).Diese kolokalisieren grofdtenteils mit Notch, was auf Endosomen schlief3en
lasst (Abb. 2-28 J-L). eGFP-LAP-Shrub ist also nicht, wie in Anwesenheit des endogenen
Shrub, diffus im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 2-28, vgl. L mit D, H).
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1x shrubP-eGFP-LAP-shrub

Abb. 2-28: Bei der partiellen Rettung des shrub#! mutanten Phinotyps durch humanes CHMP4B
lokalisiert eGFP-LAP-Shrub an Endosomen. Detektion von eGFP-LAP-Shrub in den Epithelzellen der
Fliigelimaginalscheibe in Gegenwart von endogenem Shrub (A-H) oder humanem CHMP4B (I-L). Eine
Vergroflerung des quadratischen Ausschnitts in (B-D, F-H, ]J-L) befindet sich jeweils oben rechts in der
Aufnahme. (A-H) Expression von shrubP-eGFP-LAP-Shrub in einer (A-D) oder zwei (E-H) Kopien. In beiden
Fallen ist eGFP-LAP-Shrub gleichmiflig im Zytoplasma verteilt und zeigt keine spezifische Kolokalisation
mit Notch (Antikérperfirbung gegen NECD). (I-L) Bei der partiellen Rettung, also in Gegenwart von
humanem CHMP4B und in Abwesenheit von endogenem Shrub, akkumuliert eGFP-LAP-Shrub in
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punktartigen Strukturen, die mit dem Notch-Rezeptor kolokalisieren (J-L). Maf3stabsbalken: (A, E, 1) 50 um,
(B-D, F-H, J-L) 10 pm.

Da eGFP-LAP-Shrub bei der partiellen Rettung durch CHMP4B an Endosomen arretiert
(Abb. 2-28 J-L), scheint die Disassemblierung des ESCRT-III Polymers beeintrachtigt zu
sein. Ursache hierflir konnte einerseits das humane CHMP4B, andererseits der eGFP-Tag
von eGFP-LAP-Shrub sein. Ware der eGFP-Tag verantwortlich, wiirde eGFP-LAP-Shrub
nicht in die endogenen Shrub-Polymere eingebaut werden. Andernfalls miisste eGFP-
LAP-Shrub auch in Anwesenheit von endogenem Shrub an Endosomen arretieren und
nicht nur im Zytoplasma lokalisiert sein (Abb. 2-28 A-H).

Daher gilt es zu klaren, ob eGFP-markiertes Shrub funktional in die Shrub-Polymere
eingebaut wird. Es bendotigt eine genetische Situation, die es erlaubt, funktionelle
Heteropolymere aufzudecken. Hier bietet sich der lgd?” mutante Phanotyp an, da dieser
durch Erhohung der Shrub-Konzentration gerettet werden kann (siehe 2.2.1 und
(Masterarbeit Biumers 2015)). Eine Rettung durch eine zusatzliche Expression von eGFP-
LAP-Shrub wiirde fiir eine funktionale Heteropolymerisation zwischen Shrub und eGFP-
LAP-Shrub sprechen.

Myc-markiertes Shrub ist in der Lage den lgd?” mutanten Phanotyp partiell zu retten
(Abb. 2-29 C). In Anwesenheit von zwei Kopien des Transgens shrubP-Myc-shrub sterben
die Fliegen nicht mehr wie fiir den Funktionsverlust von lgd charakteristisch im frithen
Puppenstadium, sondern sie entwickeln sich zu pharate adults (Abb. 2-29). Zudem ist die
ebenfalls typische ektopische Aktivierung in der Fliigelimaginalscheibe aufgehoben
(siehe 2.2.1, Abb.2-4 F). Auch bei nur einer Kopie ist bereits eine Reduktion zu
detektieren (siehe 2.2.1, Abb.2-4 E, E‘). Entgegen der Erwartung zeigt sich keine
Verminderung der ektopischen Aktivierung, wenn eGFP-LAP-Shrub im lgd?” mutanten
Hintergrund exprimiert wird (Abb. 2-29 A, A‘). Im Gegenteil Ilgd?” mutanten Fliegen
sterben bei der Expression von zwei Kopien des Transgens shrubP-eGFP-LAP-shrub sogar
frither und zwar bereits vor dem friihen dritten Larvenstadium (Abb. 2-29 B, C). Dies legt
nahe, dass Shrub und eGFP-LAP-Shrub keine funktionsfahigen Heteropolymere bilden
konnen. Im Gegenteil im Igd?” mutanten Hintergrund wirkt eGFP-LAP-Shrub dominant-

negativ.
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Igd?”

1x shrubP-eGFP-LAP-shrub
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Abb. 2-29: eGFP-LAP-Shrub wirkt bei einem Funktionsverlust von Ilgd dominant-negativ. Ein
Funktionsverlust von [gd verursacht eine ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges (nicht gezeigt,
siehe 2.3.4, Abb. 2-26 A, A"). (A, AY) Eine solche Aktivierung bleibt trotz der zusatzlichen Expression von
einer Kopie shrubP-eGFP-LAP-shrub erhalten. (B) Zwei Kopien verursachen eine verfrithte Letalitit.
(C) Graphische Ubersicht tiber die Entwicklungsstadien die lgd?’ mutante Fliegen bei der Expression
verschiedener shrub-Transgene erreichen. I[gd? mutante Tiere sterben wéahrend des frithen
Puppenstadiums (Bryant und Schubiger 1971). Eine Erhohung des Expressionslevels der ESCRT-III
Kompontente Shrub durch shrubP-Myc-shrub hat einen positiven Einfluss auf die Entwicklung. Bei der
Expression von zwei Kopien des Transgens shrubP-Myc-shrub entwickeln sich die mutanten Tiere zu
pharate adults und kommen damit in ihrer Entwicklung weiter. Die Expression von eGFP-LAP-Shrub hat
einen negativen Einfluss auf die Entwicklung. In Gegenwart von zwei Kopien des Transgenes shrubP-eGFP-
LAP-shrub sterben die Fliegen vor dem frithen dritten Larvenstadium (L3). Diese verfriihte Letalitat der
Fliegen zeigt, dass eGFP-LAP-Shrub bei einem Funktionsverlust von Igd dominant-negativ wirkt.

Maf3stabsbalken: (A-D) 200 pm.

96



Ergebnisse

2.3.6  Humanes CHMP4B benotigt Lgd/hLGD fiir seine vollstandige Aktivitat

Die humanen Proteine hLGD1 und hLGD2 gehoren zu einer evolutiondr konservierten
Lgd-Protein Familie, die in allen Metazoen Vertreter hat (Jaekel und Klein 2006). Dabei ist
vor allem hLGD?2 in verschiedene biologische Prozesse involviert, von der Zentrosomen-
spaltung (Nakamura et al. 2009) tiber die Imnmunantwort (Chang et al. 2011) bis zu einer
Vielzahl von Signalwegen (siehe 1.5). Dariiber hinaus deuten einige wenige, voran-
gegangene in vitro und in vivo Studien bereits an, dass eine endosomale Funktion von Lgd
auch in Sdugern konserviert sein konnte (Collinet et al. 2010, Drusenheimer et al. 2015).
Zudem wurde bereits eine direkte Interaktion zwischen allen drei humanen CHMP4-
Proteinen und den zwei humanen Lgd-Orthologen nachgewiesen (Tsang et al. 2006,
Usami et al. 2012). Die biologische Relevanz dieser Interaktion in Sdugern ist jedoch
bisher nur ansatzweise erforscht.

In Drosophila konnte hingegen gezeigt werden, dass Lgd eine Funktion im endosomalen
Transportweg hat. Lgd wird fiir die vollstandige Aktivitit der ESCRT-III Komponente
Shrub bendétigt (siehe 2.2 und (Troost et al. 2012, Masterarbeit Baumers 2015)). Es stellt
sich daher die Frage, ob diese Funktionsweise konserviert ist und die humanen Lgd-
Orthologe auch iiber Shrub/CHMP4 Einfluss auf den ESCRT-III Komplex im endosomalen
Transportweg nehmen.

Drosophila, als Modellsystem, ermdglicht an diesem Punkt eine funktionale Charakter-

isierung des Zusammenspiels der humanen Lgd- und Shrub-Orthologe in vivo.

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass sich die ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges in den partiell durch eine Kopie BACshrub-CHMP4B
geretteten shrub*! mutanten Zellen verstarkt, sobald zusatzlich eine Kopie von Igd
entfernt wird (shrub*?, Igd?’/ shrub*1, +; BACshmub-CHMP4B/+) (Masterarbeit Baumers
2015). Folglich scheint zumindest CHMP4B wie Shrub mit Lgd in vivo zu interagieren,
wobei diese Interaktion auch fiir die Aktivitidt von CHMP4B notwendig zu sein scheint.

Zudem haben friithere Studien bereits gezeigt, dass die zwei humanen Orthologe hLGD1
und hLGD2 die Lgd-Funktion in Drosophila ibernehmen kénnen (Drusenheimer et al.
2015). Sie wurden dabei unter Kontrolle des endogenen lgd Promotors (lgdP) exprimiert.
Hierfiir wurde auf das Transgen IgdP-lgd-HA zuriickgegriffen (Troost et al. 2012). Es
umfasst die codierende Sequenz (CDS) von Igd sowie ca. 550 bp der umliegenden

genomischen Region. Die Expression einer Kopie dieses Transgens reicht bereits aus, um
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den lgd?” mutanten Phanotyp vollstandig zu retten (Troost et al. 2012). Fiir eine endogene
Expression der humanen Orthologe auf dem physiologischen Level von Lgd, wurde
zwischen die 5° UTR und 3° UTR von IgdP die cDNA von hLGD1 oder hLGDZ Kkloniert
(Drusenheimer et al. 2015, Dissertation Schulz 2015). Die Expression einer Kopie des
Transgens lgdP-hLGD1-HA, inseriert in die landing site attP 86Fb, rettet den Igdd’
mutanten Phdnotyp vollstindig. Die lgd?” mutanten Tiere entwickeln sich zu fertilen,
adulten Fliegen, wohingegen IgdP-hLGD2-HA att86Fb nicht komplett den Igd-
Ausfallphanotyp aufhebt. Selbst wenn zwei Kopien inseriert sind, sterben die Tiere als
pharate adults im spdaten Puppenstadium. Dies impliziert neben funktionellen
Unterschieden, dass humanes LGD1 dem Drosophila Lgd funktional dhnlicher ist als
hLGD2 (Drusenheimer et al. 2015). Passend zu diesen Ergebnissen, stimmt hLGD1 auch
von der Aminosauresequenz in Bezug auf Sequenzidentitat und -dhnlichkeit starker mit

Drosophila Lgd tiberein als hLGD2 (Dissertation Schulz 2015).

Um weitere Hinweise auf eine Konservierung der Lgd-Funktion im endosomalen
Transportweg zu erhalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit, untersucht, ob und in
welchem Umfang, die humanen Orthologe einen simultanen Funktionsverlust von shrub
und Igd in Drosophila kompensieren konnen. Hierdurch soll die Funktionsweise der
einzelnen humanen Orthologe und natiirlich auch ihr funktionales Zusammenspiel
analysiert werden.

Aufgrund des Aufbaus der folgenden Rettungsexperimente mussten die Transgene IgdP-
hLGD1-HA und lgdP-hlgd2-HA neu in die landings site attP 68E auf dem Chromosom III
(3L linker Arm) inseriert werden. In einem ersten Schritt wurde daher tiberpriift, ob die
Transgene IgdP-lgd-HA, lgdP-hLGD1-HA und lgdP-hLGDZ2-HA, inseriert in attP 68E, das
gleiche Rettungsvermogen gegeniiber dem Igd?’ mutanten Phanotyp zeigen, wie
dieselben Transgene zuvor in attP 86FDb (s.o.).

Eine Kopie des Transgens lgdP-lgd-HA att68E oder des Transgens lgdP-hLGD1-HA att68E
rettet ebenfalls den Igd?” mutanten Hintergrund vollstandig. Bereits bei einer Kopie des
Transgens lgdP-hLGD2-HA att68E entwickeln sich die [gd?” mutanten Fliegen zu pharate
adults (nicht bekannt fiir [gdP-hLGD2-HA attP 86Fb (Dissertation Schulz 2015)).

Die etablierten Stimme wurden nicht homozygot, weder im wildtypischen noch im lgd?”

mutanten Hintergrund. Die Tiere sterben vor dem friithen dritten Larvenstadium. Ursache
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hierfiir ist vermutlich die landing site attP 68E. An dieser Stelle kann daher keine Aussage

tiber die Rettungsfahigkeit der jeweiligen Transgene in zwei Kopien getroffen werden.

Anschliefend wurde das gemeinsame Rettungsvermogen von hLGD1/2 und CHMP4B
gegenlber dem simultanen Funktionsverlust von lgd und shrub analysiert. Hier bestand
die Hoffnung weitere Hinweise auf eine Konservierung der Lgd-Funktion zu erlangen. Es
sollte aufgedeckt werden, ob Lgd auch in hoéheren Metazoen als Regulator der
Shrub/CHMP4-Aktivitit fungiert.

Ein simultaner Funktionsverlust von Igd und shrub ist vermutlich schon aufgrund der
Homozygose von shrub*! embryonal letal. Eine Expression von zwei Kopien
BACshrub-CHMP4B hebt diese embryonale Letalitit auf. Trotzdem sterben die Fliegen
bereits im spaten zweiten Larvenstadium (L2) (Abb. 2-31) (Masterarbeit Biumers 2015).
Zwei Kopien von BACs""wb-CHMP4B zusammen mit zwei Kopien IgdP-hLGD1-HA
(Masterarbeit Baumers 2015) oder als Kontrolle lgdP-lgd-HA retten den lgd?’, shrub*!
mutanten Hintergrund wiederum beinahe vollstindig. Die geretteten Ilgd?’, shrub*!
mutanten Tiere entwickeln sich in beiden Fillen zu sterilen adulten Fliegen (Abb. 2-31).
Zudem ist keine ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges, wie sie typisch fiir einen
Funktionsverlust von Ilgd (Klein 2003) oder auch von shrub (Thompson et al. 2005,
Vaccari et al. 2009, Hori et al. 2011) ware, sichtbar (Abb. 2-30 C u. D, D). In Anwesenheit
von zwei Kopien IlgdP-hLGD2-HA ist der Notch-Signalweg ebenfalls nicht ektopisch
aktiviert (Abb.2-30 E, E°). Allerdings schliipfen die ausdifferenzierten Fliegen nicht
(pharate adults) (Abb. 2-31).
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Igd?’, shrub*’

2x BAC® 2x IgdP-lgd-HA
-CHMP4B 2x BAC*">-CHMP4B

embryonal letal im

letal spaten L2

2x IgdP-hLGD1-HA 2x IgdP-hLGD2-HA
2x BACs""*-CHMP4B 2x BAC*""*-CHMP4B

Gbe+Su(H) —— | Wg — | Gbe+Su(H) ——
1x IgdP-Igd-HA 1x IgdP-hLGD1-HA
2x BACs'"*-CHMP4B 2x BACs'"*-CHMP4B

— | Gbe+Su(H) — | Wg — | Gbe+Su(H) ———

Abb. 2-30: Rettung des simultanen Funktionsverlusts von Igd und shrub durch humanes CHMP4B
zusammen mit hLGD1 oder hLGD2. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Rettung des lgd shrub
mutanten Hintergrundes (shrub?! I[gd?’) durch Expression von CHMP4B in Kombination mit Drosophila
Lgd (C), hLGD1 (D, D) oder hLGD2 (E, E‘). Nachweis der Notch-Aktivitdt durch das Zielgen wg und das
sensitivere Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H). (A) Ein simultaner Funktionsverlust von Ilgd und shrub ist

vermutlich schon aufgrund der Homozygose von shrub*! embryonal letal. (B) Eine Expression von zwei
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Kopien BACs"wb-CHMP4B hebt diese embryonale Letalitat auf. Trotzdem sterben die Fliegen bereits im
spaten zweiten Larvenstadium (L2) (Masterarbeit Biumers 2015). (C) Rettung des lgd?” shrub*! mutanten
Phanotyps durch Expression von jeweils zwei Kopien BACs"ub-CHMP4B und lgdP-lgd-HA (Kontrolle). Die
Expression von Wg ist auf einen schmalen Streifen entlang der D/V Grenze beschrankt. (D-E) Expression
von jeweils zwei Kopien BACshrub-CHMP4B mit zwei Kopien IgdP-hLGD1-HA (D, D) oder lgdP-hLGD2-HA (E,
EY) im Igd?” shrub*! mutanten Hintergrund. In beiden Fillen ist die Expression des Notch-Zielgens wg und
auch die von Gbe+Su(H) wildtypisch. Diese Notch-Aktivitét bleibt unverandert, auch wenn eine Kopie lgdP-
lgd-HA (F, F‘) oder eine Kopie lgdP-hLGD1-HA (G, G*) entfernt wird. [D, D aus der eigenen Masterarbeit
iibernommen (Masterarbeit Baumers 2015)]. Maf3stabsbalken: (A-E‘) 200 pum.

Humanes CHMP4B kann zusammen mit hLGD1 oder hLGDZ den simultanen
Funktionsverlust von Igd und shrub in Drosophila kompensieren. Beide Kombinationen
koénnen jeweils deren Funktionen iibernehmen. Allerdings erfolgt dies in einem
unterschiedlichen Umfang. Die Kombinationen weisen ein ungleich gutes Rettungs-
vermogen gegeniiber lgd?’ shrub*! mutanten Zellen auf. Dies legt nahe, dass es
funktionale Unterschiede zwischen der genetischen Interaktion von CHMP4B mit hLGD1
und der von CHMP4B mit hLGDZ2 gibt. CHMP4B kann besser mit hLGD1 als mit hLGD2 die
Funktionen von Shrub und Lgd tibernehmen. Unter Einbeziehung der Entdeckung, dass
auch humanes CHMP4B Drosophila Lgd fiir seine vollstindige Aktivitit bendtigt
(Masterarbeit Baumers 2015), impliziert dieses Ergebnis, dass hLGD1 besser als hLGD2
die Aktivitdt von CHMP4B erhoht. Trotzdem sind die gewonnenen Daten auch ein Beweis
dafiir, dass die genetische Interaktion von CHMP4B mit hLGD1 und die von CHMP4B mit
hLGDZ2 eine redundante molekulare Funktion haben. Diese teilen sie mit der genetischen
Interaktion von shrub und lgd in Drosophila. Insgesamt bekraftigen die Ergebnisse die
Annahme, dass es eine funktionale Beziehung zwischen den humanen Komponenten
CHMP4B und hLGD1/2 im endosomalen Transportweg gibt. Deutlich wird dies durch die
ausbleibende ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in den Igd?’ shrub*!
mutanten Zellen (Abb. 2-30 D-E‘) und durch den positiven Effekt auf die Entwicklung der
lgd?” shrub*1 mutanten Fliegen (Abb. 2-31).

In Drosophila konnte bereits gezeigt werden, dass Lgd tiber Shrub Einfluss auf den
endosomalen Abbau von Transmembranproteinen nimmt. Hierbei scheint Lgd wichtig fiir
die vollstandige Aktivitat von Shrub zu sein (siehe 2.2 (Dissertation Troost et al. 2012,
Schneider et al. 2013, Troost 2013)). Das folgende in vivo Experiment gibt nun Hinweise

darauf, dass dies auch auf hLGD1 und CHMP4B zutrifft.
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lgd?” shrub*! mutante Tiere, die durch die Expression von jeweils zwei Kopien
BACshrub-CHMP4B und lgdP-hLGD1-HA gerettet wurden, sterben als pharate adults und
entwickeln sich nicht mehr zu adulten Tieren, sobald eine Kopie [gdP-hLGD1-HA entfernt
wird (shrub*1, lgdd’; BACshrub-CHMP4B, lgdP-hLGD1-HA/BACshrub-CHMP4B, +) (Abb. 2-31).
Hier ist zu beachten, dass shrub*! mutante Tiere, die durch zwei Kopien BACsh™b CHMP4B
gerettet wurden, und auch lgd?” mutante Tiere, die durch eine Kopie lgdP-hLGD1-HA
gerettet wurden, vital sind und keine offensichtlichen dufderlichen Defekte zeigen (s.o.
und (Diplomarbeit Bohnen 2014, Drusenheimer et al. 2015)). Folglich deutet diese
verfrithte Letalitdt daraufhin, dass humanes LGD1 fiir die vollstandige Aktivitit von
humanem CHMP4B notwendig ist. Wird eine Kopie lgdP-hLGD1-HA entfernt, sinkt
scheinbar die Aktivitdit von CHMP4B. Allerdings nicht so stark, dass es zur ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalweges kommt (Abb. 2-30 G, G‘). Ungeachtet dessen deutet
dieses Ergebnis zum ersten Mal an, dass ein humanes LGD-Protein funktional auf diese

Weise mit einem humanen CHMP4-Protein in einem Organismus interagiert.

IgdP- .... BACs"»-....

2x Igd-HA, 2x CHMP4B
1x Igd-HA, 2x CHMP4B

2x hLGD1-HA, 2x CHMP4B*
Igd?”,

shrub*" 1x hLGD1-HA, 2x CHMP4B

2x hLGD2-HA, 2x CHMP4B

2x CHMP4B*

Embryo spétes spéates Puppen-  Adult
L2 stadium
pharate adults

Abb. 2-31: Graphische Ubersicht iiber das Rettungsvermégen von humanem CHMP4B zusammen
mit hLGD1 oder hLGD2 gegeniiber dem Igd?” shrub*! mutanten Phanotyp. Ein simultaner
Funktionsverlust von Ilgd und shrub ist vermutlich bereits aufgrund der Homozygose von shrub*!
embryonal letal. Eine Expression von zwei Kopien BACsh"ub-CHMP4B hebt diese embryonale Letalitat auf.
Trotzdem sterben die Fliegen schon im spaten zweiten Larvenstadium (L2). Es zeigt sich kein Unterschied
im Rettungsvermogen von CHMP4B in Anwesenheit von Drosophila Lgd oder humanem LGD1. Die

mutanten Tiere entwickeln sich in beiden Féllen zu sterilen adulten Fliegen. Sobald eine Kopie lgdP-lgd-HA
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oder [gdP-hLGD1-HA entfernt wird, kommt es auch in beiden Fallen zu einer verfriihten Letalitat. Die
ausdifferenzierten Fliegen schliipfen nicht mehr, sondern sterben bereits im spaten Puppenstadium als
pharate adults. In Anwesenheit von jeweils zwei Kopien BACshmub-CHMP4B und IgdP-hLGD2-HA sterben die
ausdifferenzierten Fliegen ebenfalls in der Puppe (pharate adults). Es zeigen sich daher funktionelle
Unterschiede zwischen dem Rettungsvermogen von CHMP4B in Anwesenheit von hLGD1 oder hLGD2
gegeniiber dem Igd shrub mutanten Hintergrund (Igd?’, shrub*1). Die mit * markierten Ergebnisse wurden

bereits veroffentlicht (Masterarbeit Biumers 2015).

Eine verfriihte Letalitdt ist auch bei IgdP-lgd-HA zu beobachten. Wird eine Kopie
lgdP-lgd-HA bei der Rettung von lgd?” shrub*! mutanten Tieren durch BACs"ub-CHMP4B
und IgdP-lgd-HA entfernt, sterben die Tiere ebenfalls als pharate adults (Abb. 2-31). Sie
entwickeln sich nicht mehr zu adulten Tieren und das obwohl bereits eine Kopie
lgdP-lgd-HA zur vollstindigen Rettung des lgd mutanten Phanotyps ausreicht (s.o. und
(Troost et al. 2012)). Allerdings ist bei (shrub*i, lgd?’; BACshrb-CHMP4B, lgdP-lgd-
HA/BACshrub-CHMP4B, +)-mutanten Tieren keine ektopische Aktivierung des Notch-
Signalweges zu detektieren (Abb. 2-30 F, F‘). Ungeachtet dessen unterstreicht dieses
Ergebnis dennoch nochmals, dass humanes CHMP4B fiir seine vollstindige Aktivitat

Lgd/hLGD1 bendtigt.

2.3.7 Analyse der Interaktion zwischen hLGD1 und CHMP4B - Mutation des
potenziellen Shrub/CHMP4-Bindemotivs in hLGD1

Die elektrostatische Interaktion zwischen Lgd und Shrub, wurde bereits eingehend
untersucht (siehe 1.5). Hier stellt sich die Frage, ob diese Interaktion in hoheren
Organismen auf den gleichen elektrostatischen Wechselwirkungen wie in Drosophila
beruht (siehe 1.5).

Fiir eine erste grundlegende in vivo Analyse bieten sich das humane Shrub-Ortholog
CHMP4B und das humane Lgd-Ortholog LGD1 an. Beide sind in Drosophila funktionsfahig.
Sie konnen den Funktionsverlust ihres Drosophila Orthologs unter den humanen
Homologen am besten kompensieren (siehe 2.3.1, 2.3.6 und (Masterarbeit Biumers 2015,
Drusenheimer et al. 2015)).

Vier Aminosduren in der dritten DM14 Domé&ne von Lgd offenbarten sich in
vorangegangen Experimenten als entscheidend fiir die Interaktion mit Shrub (Abb. 2-32)
(McMillan et al. 2017, Dissertation Tibbe 2019). Sie bilden bei der Interaktion

Salzbriickenbindungen aus. Ein Vergleich der Aminosduresequenzen des humanen LGD1
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mit Drosophila Lgd bestatigt, dass drei dieser vier identifizierten Aminosauren in der
dritten DM14 Doméane von hLGD1 konserviert sind (Abb. 2-32). Nur das Arginin an
Position 390 in Lgd findet sich in der dritten DM14 Doméane von hLGD1 nicht wieder. Dort
ist anstelle einer basischen Aminosaure ein unpolares Methionin. In CHMP4B sind
hingegen alle relevanten Aminosduren von Shrub fiir die Interaktion mit Lgd konserviert

(Abb. 2-32).

al a2

n\ RUNNSH DRl ARl AR s NSRRI RN AR \

Konsensus XKKQEFLEXK [|EXELXXAXK XXXKNKRXAL QALKXKKRXE KQLXQIDGTL STIEXQREA

w© 5 ? Q ®  »

CHMP4B «JKKOEFLKK IEQELTAAKK HGTKNKRAAL QALKRKKRYE KQLAQI G\L &TlFuRA 95
Shrub | KKOEFLIEAK IEDELNIARK NASKNKRVAL QALKKKKRLE KQLQQIDGTL ST IEMQRE

()

381 401

Lgd DM14 3 LEALQQRLEK "’“”VEAAAKA ENN ”G IVK’ﬁ EDA IKLYKAGKPY PYDELPVPP 420
hLGD1 DM14 3 LDALQQRLNK YREAGIQARS GGDER IAK"‘\ODA IRAHRAGRKY NFAELPVPP 443
c9°?90 %5
Konsensus L XALQQRLXK YXXXXXXAXX XXXXXKARXX XRIXKQYXDA |XXXXAGXXV XXXELPVPP

consernens [T NN Mammmollon sl MRl Hampolllnall molIAARE

Abb. 2-32: Graphische Darstellung der Interaktion von Shrub und Lgd anhand ihrer Aminosiure-

sequenz. Aminosauresequenzvergleich zwischen der dritten DM14 Domane von Drosophila Lgd (362-
420 aa) und der des humanen LGD1s (385-443 aa). Sequenzvergleich der Kopfregion der N-terminalen
Haarnadelstruktur von Drosophila Shrub (33-91aa) und der des humanen CHMP4Bs (37-95 aa).
Aminosauren, die Salzbriicken zwischen der dritten DM14 Domaéne von Lgd und der Kernregion von Shrub
ausbilden, sind mit ihrer entsprechenden Position im jeweiligen Protein angegeben und durch einen
farbigen Punkt markiert (McMillan et al. 2017). Salzbriicken zwischen den zwei Proteinen sind durch Linien
dargestellt. Unter- bzw. oberhalb des jeweiligen Sequenzvergleichs ist die Konsensussequenz und die
Starke der Konservierung in Prozent angegeben. Die Aminosduren sind im Ein-Buchstabencode
wiedergegeben. Die Farbe der Aminosauren in dem jeweiligen Sequenzvergleich entspricht ihrer Polaritat:

grin = polar, schwarz = unpolar, blau = basisch und rot = sauer.

Fiir eine Analyse der Interaktion zwischen hLGD1 und Shrub/CHMP4B wurden Ladungs-
umkehrmutationen in der potenziellen Interaktionsschnittstelle von hLGD1
vorgenommen und anschlief3end Rettungsexperimente durchgefiihrt. Mutationen in der
Bindestelle von Shrub/CHMP4B wurden hierbei vermieden, da tiber diese Bindestelle

auch die Homopolymerisation der ESCRT-III Komponente erfolgt (siehe 1.4, 1.5 und 2.3.2,
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Abb. 2-20). In den folgenden Experimenten lag daher der Fokus auf der dritten DM14
Domaéne von hLGD1.

Frithere Analysen mit hLGD1-Deletionskonstrukten deuten bereits auf mogliche
funktionelle Redundanzen zwischen den DM14 Domanen hin (Dissertation Schulz 2015).
Zudem sind in Drosophila jeweils die ungeradzahligen (DM14 1 und DM14 3) und die
geradzahligen (DM14 2 und DM14 4) DM14 Domainen von Lgd funktional redundant
(Troost et al. 2012, McMillan et al. 2017, Dissertation Tibbe 2019). In den folgenden
Rettungsexperimenten @ wurde daher als Basis das  Deletionskonstrukt
hLGD1ADM14 1-2-HA verwendet. Bei diesem Konstrukt fehlen die ersten beiden DM14
Domaéanen (lgdP-hLGD1ADM14 1-2-HA) (Abb.2-33). Es ist aufgebaut wie das Lgd-
Deletionskonstrukt, welches bei den Interaktionsanalysen von Drosophila Lgd verwendet
wurde (McMillan et al. 2017, Dissertation Tibbe 2019). Durch diese Deletion sollte
vermieden werden, dass mogliche Effekte durch die Anwesenheit einer anderen
funktionsfahigen DM14 Domaéne verschleiert werden. Denn ein Blick auf die Aminosaure-
sequenz zeigt, dass nicht nur die dritte, sondern auch die erste DM14 Domaéane von
Lgd/hLGD1 ein potenzielles Shrub-Interaktionsmotiv besitzt (Dissertation Tibbe 2019).
Mogliche Folgen einer Unterbrechung der Interaktion mit Shrub iiber die dritte DM14

Domane konnten daher von der ersten DM14 Domane verdeckt werden.

DM14

1 2 3 4 C2 HA
— >~ >—@—@) """} hLGD1-HA*
i (S (@ hLGD1-ADM14 1-2-HA*

Abb. 2-33: Graphische Darstellung der analysierten hLGD1-Deletionskonstrukte. Die vier DM14
Doménen befinden sich N-terminal. Die ungeradzahligen DM14 Doménen (1+3) sind griin, die gerad-
zahligen (2+4) blau unterlegt. C-terminal liegt die C2 Doméne (gelb). Ein HA-Tag befindet sich am C-
Terminus. Bei hLGD1ADM14 1-2-HA fehlen die ersten beiden DM14 Domanen. Es bildet die Grundlage fiir
die hLGD1-Mutationskonstrukte, bei denen durch einen Aminosidureaustausch in der konservierten

basischen Interaktionsstelle der dritten DM14 Doméne das Oberflichenpotential verdndert wurde.
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hLGD1ADM14 1-3-HA besteht nur noch aus der vierten DM14 Doméine und der C2 Domaéane. Die mit *

markierten Konstrukte wurden bereits publiziert (Drusenheimer et al. 2015, Dissertation Schulz 2015).

In einem ersten Schritt wurde die genetische Interaktion zwischen dem humanem lgdP-
hLGD1 und Drosophila shrub analysiert. Hierbei sollte sich zeigen, ob hLGD1 tiber die
gleichen elektrostatischen Wechselwirkungen wie Drosophila Lgd mit der ESCRT-III
Komponente Shrub interagiert. Daher wurde eine Kopie der verschiedenen I[gdP-
Transgene im lgd null-mutanten Hintergrund (lgd?”) exprimiert.

Das vollstandige Transgen lgdP-hLGD1-HA rettet den lgd?” mutanten Phanotyp komplett
(Drusenheimer et al. 2015). Es ist keine ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges
erkennbar. wg und Gbe+Su(H) werden wildtypisch exprimiert (Abb. 2-34 B, B). Zudem
entwickeln sich fertile adulte Fliegen.

Ein hLGD1-Deletionskonstrukt, bei dem die ersten beiden DM14 Domaénen fehlen (IlgdP-
hLGD1ADM14 1-2-HA) (Abb. 2-33), unterdriickt die fiir den Funktionsverlust von Ilgd
charakteristische ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges annahernd vollstandig
(Abb. 2-34, vgl. C, C* mit A, A") (Dissertation Schulz 2015). Das Notch-Zielgen wingless ist
nur noch in einigen wenigen Zellen unterhalb der D/V-Grenze ektopisch aktiviert
(Abb. 2-34 C, Pfeil). Das Reportergenkonstrukt Ghe+Su(H) ist zwar weiterhin ektopisch
aktiviert, jedoch im Vergleich zum kompletten Verlust der lgd-Funktion viel schwacher
(Abb. 2-34, vgl. C’ mit A‘). Im Gegensatz zu [gd?” mutanten Fliegen ohne Rettungskonstrukt

sterben die Fliegen nicht im friithen, sondern im spaten Puppenstadium als pharate adults.

In den folgenden Experimenten wurde durch Austausch einzelner Aminosduren in der
dritten DM14 Domdne von hLGD1ADM14 1-2-HA die Funktion dieser Domane
beeintrachtigt. Als Kontrolle wurde daher zusatzlich das Rettungsvermégen von
hLGD1ADM14 1-3-HA analysiert. Dieses Konstrukt hat keine dritte DM14 Domane mehr.
Es umfasst nur noch die vierte DM14 und die C2 Domane (lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA)
(Abb. 2-33). Es zeigt kein offensichtliches Rettungsvermogen gegeniiber dem Funktions-
verlust von [gd. Die Imaginalscheiben sind tberproliferiert und bei einer Antikérper-
farbung gegen Wg zeigt sich eine Verbreiterung der wg-Expressionsdoméane an der D/V
Grenze nach dorsal und ventral (Abb. 2-34 D). Zudem ist Gbe+Su(H) in jeder Zelle stark
aktiviert (Abb. 2-34 D). Die Fliegen sterben wie fiir den lgd-Funktionsverlust charakte-

ristisch im Puppenstadium. Demzufolge verhalt sich das humane LGD1 auch hier wie
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Drosophila Lgd. Nur die vierte DM14 Doméne reicht nicht aus, um den Igd-

Funktionsverlust zu retten (Troost et al. 2012).

Igdd7

1x hLGD1-HA

1x hLGD1ADM14 1-2-HA

S
— | Gbe+SUH) ——

Abb. 2-34: Rettung des lgd?” mutanten Phinotyps durch hLGD1, darunter verschiedene hLGD1-

Deletionskonstrukte. Zwei der Konstrukte haben Ladungsumkehrmutationen in der potenziellen
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Shrub-Interaktionsstelle der dritten DM14 Domine. (A-F) Rettungsvermégen des humanen Lgd-
Orthologs LGD1 und verschiedener hLGD1-Deletionskonstrukte gegeniiber der Igd null-mutanten Situation
(Igd?”). Die Expression erfolgt auf einem vergleichbaren Level unter Kontrolle des endogenen Igd Promotors
(IgdP). Die landing site der hLGD1-Transgene ist attP 68E. Nachweis der Notch-Aktivitit durch das
endogene Notch-Zielgen wg sowie durch Gbe+Su(H). (A, A) Der Funktionsverlust von Igd resultiert in einer
ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges und in einer Uberproliferation der Imaginalscheibe.
(B, BY) Rettung des Igd?” mutanten Phanotyps durch eine Kopie des vollstindigen hLGD1-Transgens (lgdP-
hLGD1-HA): Die Expression von Wg und Gbe+Su(H) ist wildtypisch. (C, C) Partielle Rettung des Funktions-
verlusts von Igd durch Expression von einer Kopie I[gdP-hLGD1ADM14 1-2-HA: Die Fliigelimaginalscheibe
ist aufgrund einer leichten ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges weiterhin tiberproliferiert. Wg
wird ektopisch in einigen Zellen unterhalb der D/V Grenze exprimiert (C, Pfeil). Gbe+Su(H) zeigt ebenfalls
eine erhohte Notch-Aktivitat (C*). (D, D) Rettungsvermoégen von IgdP-hLGD1ADM14 1-3 gegeniiber der lgd?”
mutanten Situation: Ein Konstrukt nur aus vierter DM14 Domane und C2 Domane reicht nicht aus, um den
lgd?” mutanten Hintergrund zu retten. (E-F) Rettung des Igd?” mutanten Hintergrundes durch eine Kopie
lgdP-hLGD1ADM14 1-2 R412E-HA oder IgdP-hLGD1ADM14 1-2 R416E-HA. Beide Deletionskonstrukte
weisen eine Ladungsumkehr durch den Austausch eines Arginins mit einer Glutaminsdure in der
potenziellen Shrub-Interaktionsstelle der dritten DM14 Domaine auf. Beide Konstrukte zeigen kein
signifikantes Rettungsvermogen gegeniiber dem Funktionsverlust von Igd, sondern dhneln dem Igd?”
mutanten Phanotyp bei Expression einer Kopie lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA (vgl. mit D, D). Maf3stabsbalken:
(A-F) 200 pm.

Basis fiir die folgenden Ladungsumkehrmutationen ist, wie oben beschrieben, das
Deletionskonstrukt hLGD1ADM14 1-2-HA (Abb. 2-33). Es besitzt nur noch eine der
beiden als entscheidend fiir die Funktion von Drosophila Lgd identifizierten,
ungeradzahligen DM14 Doméanen und zwar DM14 3 (Dissertation McMillan et al. 2017,
Tibbe 2019). Der Austausch einer Aminosdure, die Teil des potenziellen Shrub-
Interaktionsmotivs dieser dritten DM 14 Domane ist, konnte daher zu einem Verlust der
Interaktion von hLGD1ADM14 1-2-HA und Shrub und somit der Funktionalitit von
hLGD1ADM14 1-2-HA fiihren. In den Rettungsexperimenten ware dann ein Phanotyp wie
bei der Rettung durch hLGD1ADM14 1-3-HA zu beobachten.

Eine Ladungsumkehr durch Austausch eines einzelnen basischen Arginins mit einer
Glutaminsaure (E) (R412 und R416 in hLGD1, R389 und R393 in Lgd (Abb. 2-32) in
diesem mutmafilichen Interaktionsmotiv fiihrt wie erwartet zu einem Verlust des
Rettungsvermogens. Entlang der D/V-Grenze ist bei beiden Konstrukten
lgdP-hLGD1ADM14 1-2 R412E-HA und lgdP-hLGD1ADM14 1-2 R416E-HA eine starke,
ektopische Aktivierung von Wg zu beobachten und auch Gbe+Su(H) ist in jeder Zelle der
Imaginalscheibe aktiviert (Abb.2-34 E-F). Es kommt zu Uberproliferation der
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Imaginalscheibe. Der Phdnotyp ahnelt dem bei einer Rettung durch
lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA (Abb. 2-34, vgl. E-F* mit D, D). Die dritte DM14 Domaéne von
LGD1 ist durch den Austausch des Arginins an Position R412 oder R416 funktionslos. Die
Fliegen sterben hier, wie bei nur der vierten DM14 Domane (lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA),
im Puppenstadium.

Folglich fiihrt wie bei Lgd eine Ladungsumkehr in der potenziellen Shrub-Interaktions-
schnittstelle der dritten DM14 Domane von hLGD1ADM14 1-2-HA zum Funktionsverlust.
Dies deutet an, dass zumindest die Interaktion zwischen humanen LGD1 und Drosophila
Shrub auf den gleichen elektrostatischen Wechselwirkungen beruht wie die zwischen Lgd

und Shrub.

Um weitere Hinweise auf eine Konservierung der elektrostatischen Interaktionen von Lgd
und Shrub in héheren Organismen zu erhalten, wurden als nachstes die verschiedenen
hLGD1-Konstrukte (Abb. 2-33) in Kombination mit humanem CHMP4B analysiert. Dafiir
wurde untersucht, ob und in welchem Umfang der simultane Funktionsverlust von shrub
und lgd kompensiert werden kann.

Eine Kopie des Transgens IgdP-hLGD1-HA rettet zusammen mit zwei Kopien
BACshrub-CHMP4B den [gd?’ shrub*! mutanten Hintergrund soweit, dass die Fliegen sich
innerhalb der Puppe ausdifferenzieren konnen (pharate adults). Es liegt keine ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges in der Fliigelimaginalscheibe vor (Abb. 2-35 B, B).
Eine Kopie des Transgens lgdP-hLGD1ADM14 1-2-HA rettet in Kombination mit zwei
Kopien BACshub-CHMP4B partiell (Abb.2-35 D, D). Es ist eine leichte ektopische
Aktivierung von wg in einigen wenigen Zellen unterhalb der D/V Grenze erkennbar
(Abb. 2-35 D, Pfeil). Zudem ist das Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H) ektopisch aktiviert
(Abb. 2-35 D). Die Fliegen sterben im frithen Puppenstadium und zwar selbst wenn zwei
Kopien lgdP-hLGD1ADM14 1-2-HA vorliegen.

Wie zu erwarten zeichnet sich bei lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA in Kombination mit zwei
Kopien BACshub-CHMP4B kein offensichtliches Rettungsvermogen gegeniiber dem
simultanen Funktionsverlust von Igd und shrub ab. Die lgd?7 shrub*! mutanten Fliegen
sterben vor dem dritten Larvenstadium (L3) (Abb. 2-35 C). Daran andert sich auch nichts,

wenn zwei Kopien [gdP-hLGD1ADM14 1-3-HA exprimiert werden.
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Abb. 2-35: Rettung des Igd?’ shrub*! mutanten Phianotyps durch humanes CHMP4B in Kombination
mit hLGD1 oder verschiedenen hLGD1-Deletionskonstrukten, darunter zwei mit Ladungsumkehr-
mutation in der potenziellen CHMP4B-Interaktionsstelle der dritten DM14 Domane. (A-F) Rettungs-
vermogen des humanes Lgd-Orthologs LGD1 und verschiedener hLGD1-Deletionskonstrukte zusammen
mit humanem CHMP4B gegeniiber der Igd?” shrub*! mutanten Situation. Die Expression von hLGD1 und
seiner Deletionskonstrukte erfolgt auf einem vergleichbaren Level unter Kontrolle des endogenen Igd
Promotors (IgdP) (attP 68E). Bei allen gezeigten Rettungsexperimenten (A-F) sind anstatt des endogenen
shrub zwei Kopien BACs""ub-CHMP4B attP 86Fb im Genom vorhanden. Eine Detektion der Notch-Aktivitat
erfolgt durch eine Antikdrperfarbung gegen Wg und durch das Reportergenkonstrukt Ghe+Su(H). (A) Ohne
hLGD1 sterben die lgd?” shrub*! mutanten Fliegen bereits im spaten zweiten Larvenstadium (L2). (B, B)
Rettung durch die zusatzliche Expression von einer Kopie lgdP-hLGD1-HA. Es ist keine ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges erkennbar, weder wg noch Gbe+Su(H) sind ektopisch exprimiert. (C)
Rettungsvermogen von einer Kopie lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA. Trotz hLGD1ADM14 1-3-HA sterben die
lgd?7 shrub*! mutanten Fliegen, die zusatzlich zwei Kopien BACs™ub-CHMP4B exprimieren vor dem dritten
Larvenstadium (L3). (D, D) Partielle Rettung des Funktionsverlusts von lgd und shrub durch Expression

von einer Kopie lgdP-hLGD1ADM14 1-2-HA und zwei Kopien BACs'"b-CHMP4B. Wg wird in einigen Zellen
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unterhalb der D/V-Grenze ektopisch exprimiert (D, Pfeil). Das Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H) ist
ebenfalls verstarkt aktiv (D). (E, F) Rettung des Igd?” shrub*! mutanten Hintergrundes durch eine Kopie
lgdP-hLGD1ADM14 1-2 R412E-HA oder lgdP-hLGD1ADM14 1-2 R416E-HA zusammen mit zwei Kopien
BACshrub-CHMP4B. Beide Deletionskonstrukte weisen eine Ladungsumkehrmutation (Arginin zu
Glutaminséure) in der potenziellen CHMP4B-Interaktionschnittstelle der dritten DM14 Doméne auf. Beide
Konstrukte zeigen kein erkennbares Rettungsvermogen. Der Phianotyp dhnelt dem bei einer Expression von

einer Kopie IgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA (vgl. mit C). Maf3stabsbalken: (A-F) 200 um.

Ein Austausch einer der als entscheidend fiir die Interaktion mit Shrub identifizierten
Aminosduren (Abb.2-32) in hLGD1ADM14 1-2-HA konnte zu einem Verlust der
Interaktion zwischen hLGD1ADM14 1-2-HA und CHMP4B fiihren. Die dritte DM14
Domane von hLGD1ADM14 1-2-HA héatte dann ihre Funktion verloren. Ware dies der Fall,
ware in den Rettungsexperimenten ein Phanotyp zu erwarten, wie er bei der Rettung des
lgd?” shrub*! mutanten Hintergrundes durch zwei Kopien BACshrub-CHMP4B und eine
Kopie lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA zu beobachten ist. Dies ist auch der Fall. Aufgrund der
Ladungsumkehr sind beide Konstrukte hLGD1ADM14 1-2 R412E-HA und
hLGD1ADM14 1-2 R416E-HA nicht in der Lage zusammen mit humanem CHMP4B den
lgd?” shrub*! mutanten Phinotyp zu retten (Abb. 2-35 E, F). Beide Konstrukte zeigen
aufgrund des Austauschs eines Arginins in der potenziellen Interaktionsoberflache einen
Verlust des Rettungsvermogens. Die lgd?” shrub*! mutanten Tiere sterben vor dem
dritten Larvenstadium. Am Zeitpunkt der Letalitat andert sich auch nichts, wenn zwei
Kopien IgdP-hLGD1ADM14 1-2 R412E-HA oder IgdP-hLGDIADM141-2 R41E-HA
exprimiert werden.

Diese Ergebnisse deutet an, dass durch Ladungsumkehr in der dritten DM14 Doméane von
hLGD1 die Interaktion mit humanem CHMP4B unterbunden wird. Vermutlich beruht
daher die Interaktion zwischen humanem LGD1 und CHMP4B auf den gleichen

elektrostatischen Wechselwirkungen wie die zwischen Lgd und Shrub.

2.3.8 Heteropolymerisation von CHMP4 in Anwesenheit von hLGD in vivo

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass es funktionelle
Unterschiede zwischen den zwei humanen Lgd-Orthologen (siehe 2.3.6), aber auch
zwischen den drei humanen Shrub-Orthologen gibt (siehe 2.3.1). Zusatzlich offenbarten
in vivo Rettungsexperimente jedoch auch, dass die analysierten Orthologe teilweise eine

redundante Funktion besitzen, die sie gemeinsam mit ihren jeweiligen Orthologen in
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Drosophila teilen (siehe 2.3.3 und 2.3.6). Dabei konnte u.a. gezeigt werden, dass CHMP4B
sowohl mit hLGD1 als auch mit hLGD2 die Funktion von Shrub und Lgd iibernehmen kann,
jedoch in einem unterschiedlichen Ausmaf3 (siehe 2.3.6 und 2.3.7).

Hier stellt sich nun die Frage, ob weitere Praferenzen bei den Interaktionen zwischen den

humanen Orthologen existieren.

Es bietet sich daher auch hier an mit Hilfe von Rettungsexperimenten gegeniiber der lgd?”
shrub*! mutanten Situation mogliche Tendenzen in vivo aufzudecken. Es gilt zu klaren, ob
CHMP4A oder CHMP4C ein hoheres Rettungsvermégen und damit eine hohere Aktivitat
zeigen, sobald an Stelle von Drosophila Lgd eins seiner humanen Orthologe (hLGD1 oder
hLGD2) exprimiert wird.

Eine Expression von zwei Kopien IgdP-hLGDI1-HA zusammen mit zwei Kopien
BACshrub-CHMP4B rettet den lgd?” shrub*! mutanten Hintergrund (Masterarbeit Biumers
2015). Die mutanten Tiere entwickeln sich zu sterilen adulten Fliegen (Abb. 2-37).
Auflerdem ist keine ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges, wie sie
charakteristisch fiir den Funktionsverlust von Igd (Klein 2003) oder shrub (Thompson et
al. 2005, Vaccari et al. 2009, Hori et al. 2011) ware, in der Fligelimaginalscheibe
erkennbar (Abb. 2-36 A, A‘) (Masterarbeit Baumers 2015). In Anwesenheit von zwei
Kopien lgdP-hLGD2-HA und zwei Kopien BACshmub-CHMP4B differenzieren sich die Igdd”
shrub*! mutanten Fliegen in der Puppe, schliipfen jedoch nicht (pharate adults)
(Abb. 2-37).

Im Gegensatz dazu, zeigen CHMP4A und CHMP4C auch in Anwesenheit von humanen
LGD1 oder LGD2 kein offensichtliches Rettungsvermogen. Hier sterben die lgd?” shrub*1
mutanten Fliegen trotz einer Expression von je zwei Kopien BACsh™wb-CHMP4A oder
BACshrub-CHMP4C zusammen mit zwei Kopien lgdP-hLGD1/2-HA vor dem spdten zweiten
bzw. frithen dritten Larvenstadium (Abb.2-37). Es offenbart sich in diesem
Versuchsaufbau daher nicht, ob die humanen Orthologe hLGD1/2 einen positiven Effekt
auf die Funktionalitdt bzw. Aktivitat von CHMP4A und CHMP4C haben.
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Abb. 2-36: Rettung des Igd?’” shurb*! mutanten Phianotyps durch Kombination der drei humanen
Shrub-Orthologe (CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C) und hLGD1. Ein simultaner Funktionsverlust von
lgd und shrub ist vermutlich bereits aufgrund der Homozygose von shrub*! embryonal letal (nicht gezeigt).
Bei allen gezeigten Rettungsexperimenten (A-F) werden anstatt des endogenen Igd zwei Kopien
lgdP-hLGD1-HA (attP 68Fb) exprimiert. Ein Nachweis der Notch-Aktivitat erfolgt zum einen durch eine

Antikorperfarbung gegen Wg (A, D, D, E, F) und zum anderen durch das sensitivere Reportergenkonstrukt
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Gbe+Su(H) (A, DY, D, E', F). (A, A") Vollstindige Rettung der lgd?’ shrub*! mutanten Situation durch
Expression von jeweils zwei Kopien BACshub-CHMP4B und IgdP-hLGD1-HA. Es zeigt sich eine wildtypische
Aktivitdit des Notch-Signalweges. (B, C) Trotz Expression von zwei Kopien BACshwb-CHMP4A oder
BACshrub-CHMP4C zusammen mit humanem LGD1 sterben lgd?” shrub*! mutanten Fliegen vor dem spaten
zweiten Larvenstadium (L2). (D-D“‘) Rettung des lgd?” shrub*! mutanten Phanotyps durch nur eine Kopie
BACshrub-CHMP4.B in Anwesenheit von zwei Kopien l[gdP-hLGD1-HA. Hier erreichen die Fliegen nur vereinzelt
das friithe dritte Larvenstadium (L3). Die Fligelimaginalscheiben sind daher deutlich kleiner als die der
spaten L3 Larven (vgl. mit A, A“). (D, D) Es zeigt sich trotzdem eine wildtypische Expression von wg entlang
der D/V. (D D“‘) Gbe+Su(H) offenbart ein wildtypisches Expressionsmuster, deutlich zu sehen in der
Vergrofierung. (E-F) Zusatzliche Expression von CHMP4A (+ 1x BACshub-CHMP4A (E, E)) oder CHMP4C (+
1x BACshrub-CHMP4C, (F, FY)) in den durch eine Kopie BACshub-CHMP4B und zwei Kopien lgdP-hLGD1-HA
partiell geretteten lgd?’ shrub*! mutanten Fliegen. Auch hier zeigen wg und Gbe+Su(H) ein wildtypisches
Expressionsmuster. Zudem sind die Imaginalscheiben der spiten L3 Larven aufgrund der starken
Proliferation wahrend des L3-Stadiums deutlich grofier als bei nur einer Kopie BACshrub-CHMP4B (vgl. mit
D, DY). [(A, AY) aus der eigenen Masterarbeit iibernommen (Masterarbeit Biumers 2015)]. Mafdstabsbalken:
(A-D, E-F) 200 pm. (D, D) 50 um.

Ferner konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass CHMP4A und CHMP4C tiber
CHMP4B mit der restlichen ESCRT-Maschinerie in Drosophila funktional interagieren
kénnen (siehe 2.3.3). Sie sind in Anwesenheit eines funktionsfahigen CHMP4B-Proteins
in der Lage zu einem gewissen Teil den Funktionsverlust von shrub zu kompensieren.
Hier stellt sich die Frage, ob CHMP4A und CHMP4C auch in Verbindung mit humanem
LGD in Anwesenheit von CHMP4B in Drosophila aktiv sind. Diese Aktivitat liegt vor, wenn
der Funktionsverlust des endogenen shrub zumindest partiell kompensiert wird.
Zunichst stand das humane Ortholog LGD1 aufgrund seiner Ahnlichkeit zu Drosophila
Lgd im Zentrum der Untersuchung. Ausgangspunkt fiir diese Analyse ist der simultane
Funktionsverlust von Ilgd und shrub gerettet durch zwei Kopien IgdP-hLGD1-HA in
Kombination mit einer Kopie BACs""ub-CHMP4B. Hier erreichen die Fliegen nur vereinzelt
das frithe dritte Larvenstadium (L3) (Abb. 2-37). Dies ist ein deutlicher Riickgang des
Rettungsvermogens. In Anwesenheit von zwei Kopien BACs"ub-CHMP4B konnen noch
adulte Fliegen beobachtet werden (Abb. 2-37). Die Fliigelimaginalscheiben dieser frithen
L3-Larven sind deutlich Kkleiner als die von spaten L3 Larven (Abb. 2-36 D-D“‘). Dies ist
nicht lberraschend, da die Proliferation dieses einschichtigen Epithels hauptsachlich
wahrend des dritten Larvenstadiums stattfindet, nachdem die wg Expression im
Fliigelfeld an der D/V-Grenze durch den Notch-Signalweg ab dem frithen L3 Stadium

etabliert wurde (Ubersicht in Klein 2001). Dariiber hinaus ist die Expression von wg bei
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der Rettung des Ilgd?’ shrub*! mutanten Hintergrundes wie im Wildtyp auf einen
schmalen Streifen entlang der D/V-Grenze beschrankt (Abb. 2-36 D, D*). Zudem offenbart
auch das sensitivere Notch-Reportergenkonstrukt keine ektopische Aktivierung des
Notch-Signalweges (Abb. 2-36 D, D).

Bereits bei einer zusdtzlichen Expression von einer Kopie BACshmub-CHMP4A im lgd?”
shrub*! mutanten Hintergrund zusammen mit hLGD1 und CHMP4B erreichen die Fliegen
vereinzelt das friithe Puppenstadium (Genotyp: Igd?’ shrub*1; 2x lgdP-hLGD1-HA, 1x
BACshrub-CHMP4B/ 1x BACshrub-CHMP4A). Sie kommen damit in ihrer Entwicklung weiter
als Fliegen ohne CHMP4A-Expression (Abb. 2-37). Ein Blick auf die Fliigelimaginal-
scheiben des dritten Larvenstadiums zeigt ein wildtypisches Expressionsmuster des
Notch-Zielgens wg und des Notch-Reportergenkonstrukts Gbe+Su(H) (Abb. 2-36 E, E). Im
Fall einer zusatzlichen Expression von BACshub-CHMP4C, entwickeln sich einige Fliegen zu
pharate adults und sterben nicht im frithen dritten Larvenstadium (Abb. 2-37). Auch hier
zeigt sich keine ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges wie sie charakteristisch
fiir einen Funktionsverlust von lgd oder shrub ware (Abb. 2-36 F, F).

Folglich zeigen die beiden Orthologe, CHMP4A und CHMP4C(, auch in Anwesenheit von
humanen LGD1 ein Rettungsvermogen, sobald CHMP4B exprimiert wird. Sie scheinen
liber CHMP4B mit der ESCRT-Maschinerie in Drosophila funktional interagieren zu
konnen. Dies ist ein weiterer Hinweis auf Heteropolymere zwischen CHMP4-Proteinen in

einem Organismus und zwar in Anwesenheit von hLGD1.

Als nachstes wurde hLGD2 und sein Einfluss auf die CHMP4-Proteine untersucht. Hierfiir
wurde das Rettungs-vermogen von CHMP4C zusammen mit hLGD2 in Anwesenheit von
CHMP4B gegeniiber dem simultanen Funktionsverlust von Igd und shrub analysiert.

Ausgangspunkt ist der simultane Funktionsverlust von lgd und shrub gerettet durch zwei
Kopien lgdP-hLGDZ2-HA zusammen mit einer Kopie BACshrub-CHMP4B. Hier zeigt sich keine
offensichtliche Rettung. Die Larven sterben vor dem spéaten zweiten bzw. frithen dritten
Larvenstadium. Auch bei hLGD2 verschlechtert sich also das Rettungsvermdégen gegen-
tiber dem Igd?’ shrub*! mutanten Phanotyp dramatisch, sobald nur noch eine Kopie
BACshrub-CHMP4B exprimiert wird (Abb. 2-37). Entscheidend ist, dass eine zusatzliche
Expression von BACshub-CHMP4C keinerlei positiven Effekt auf die Entwicklung der
Fliegen in diesem Versuchsaufbau hat. Sie sterben weiterhin vor dem spaten L2 bzw.

frithen L3 (Abb. 2-37).
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Dieses Ergebnis legt nahe, dass CHMP4C in Gegenwart von hLGD2Z trotz CHMP4B-
Expression in Drosophila nicht funktional ist. Im Gegensatz dazu zeigt CHMP4C in
Anwesenheit von Lgd oder hLGD1 ein deutliches Rettungsvermdégen, sobald es zusammen
mit CHMP4B exprimiert wird. Allerdings lasst sich nicht auszuschliefien, dass unter den
vorliegenden Bedingungen ein mdgliches Rettungsvermoégen von CHMP4C in

Anwesenheit von hLGD2 zu schwach ist, um detektiert zu werden.

lgd?’, shrub*’

IgdP- ... BACs-....
2x CHMP4B*

1x CHMP4C + 1x CHMP4B

2% 1x CHMP4A + 1x CHMP4B
hLGD1-HA 1x CHMP4B
2x CHMP4C

2x CHMP4A

2x CHMP4B*

1x CHMP4C + 1x CHMP4B

2x

hLGD2-HA 1x CHMP4B

2x CHMP4C

2x CHMP4A

vor frilhes Puppen- spéates Puppen- Adult
spiatem L3  stadium stadium
L2 pharate adults

Abb. 2-37: Graphische Ubersicht iiber das Rettungsvermogen der humanen CHMP4- und LGD-
Proteine gegeniiber dem Igd?’ shrub*! mutanten Phianotyp. CHMP4B hebt in Kombination mit hLGD1
oder hLGD2 den Funktionsverlust von Igd und shrub auf, jedoch unterschiedlich stark. Im Gegensatz dazu
zeigen CHMP4A und CHMPA4C trotz der humanen Orthologe LGD1 und LGD2 keinerlei offensichtliches
Rettungsvermogen gegeniiber dem lgd?” shrub*! mutanten Phdnotyp. Nur in Anwesenheit von CHMP4B und
hLGD1 offenbart sich ein leichtes Rettungsvermdégen der beiden Shrub-Orthologe. Sie scheinen dabei iiber

CHMP4B funktional mit der ESCRT-Maschinerie in Drosophila interagieren zu konnen. Dies dufiert sich in
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einem positiven Effekt auf die Entwicklung der Fliegen. In Gegenwart von hLGD2 zeigt zumindest CHMP4C

trotz CHMP4B kein Rettungsvermogen.

2.4 Funktionsanalyse des Shrub-Orthologs Snf7 aus Saccharomyces

cerevisiae

Die Homopolymerisation von Snf7, dem Shrub-Ortholog aus S. cerevisiae, beruht nicht wie
die von Shrub auf elektrostatischen Wechselwirkungen (McMillan et al. 2016), sondern
vorrangig auf hydrophoben Interaktionen (Tang et al. 2015) (siehe 1.4).

Moglicherweise kann Snf7 dennoch Shrub in Drosophila ersetzen, indem es funktional mit
dem Rest der ESCRT-Maschinerie interagiert.

In einem ersten Experiment wurde daher das Rettungsvermdégen von Snf7 gegeniiber der
shrub*! mutanten Situation analysiert. Fiir eine endogene Expression von Snf7 auf dem
physiologischen Level von Shrub wurde auch hier auf das BACshrub-Expressionssystem
zurlckgegriffen (siehe 2.1). Dafiir wurde die Transkriptionseinheit von shrub zwischen
Start und Stopp-Codon (CDS (Coding Sequence) plus Introns) in BACshb durch die cDNA
des Hefe-Orthologs Snf7 ersetzt (BACshurb-snf7) (Masterarbeit Baumers 2015). Eine
Western Blot-Analyse bestatigt, dass Snf7 mit Hilfe dieses BACs in Drosophila exprimiert
wird (Abb. 2-38 G). Dennoch zeigt sich bei einer Expression von zwei Kopien BACshrub-snf7,
im Gegensatz zu der von BACshrub-cDNA (siehe 2.2.5, Abb. 2-13 C, C‘), keinerlei erkenn-
bares Rettungsvermogen gegeniiber dem Funktionsverlust von shrub (Abb. 2-38 C, H).
Die Fliegen sterben vor dem spaten zweiten bzw. frithen dritten Larvenstadium. Sie
entwickeln sich nicht wie bei der Expression von einer Kopie BACs"ub-cDNA zu fertilen
adulten Fliegen (siehe 2.3.1, Abb. 2-18). Folglich ist Snf7 in Drosophila nicht funktional

und kann daher nicht die Shrub-Funktion tibernehmen.
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Abb. 2-38: Snf7, das Shrub-Ortholog aus Saccharomyces cerevisiae, ist in Drosophila melanogaster
nicht funktional. (A-C, H) Rettungsvermogen von Snf7 gegeniiber dem shrub*! mutanten Phanotyp.
(B, H) Eine Expression von einer Kopie BACs"'ub reicht aus, um den shrub*! mutanten Phanotyp vollstandig
zu retten. Die embryonale Letalitit bei einem Funktionsverlust von shrub (Sweeney et al. 2006) ist
aufgehoben. Es entwickeln sich fertile adulte Fliegen. Es zeigt sich eine wildtypische Expression von Wg (B,
Pfeil) und somit eine wildtypische Notch-Aktivitat in der Fliigelimaginalscheibe. (C, H) Im Gegensatz dazu,

ist keinerlei Rettungsvermaogen bei einer Expression von zwei Kopien BACs'"b-snf7 erkennbar. Die Fliegen
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sterben vor dem spaten zweiten Larvenstadium (L2). Eine weitere Eingrenzung der Entwicklung auf
Stadien vor dem spéten L2 ist aufgrund des verwendeten Markers (Tubby) in diesem Versuchsaufbau nicht
moglich. (D-F, 1) Rettung des Igd? mutanten Hintergrundes durch Expression von BACshub oder
BACshrub-gnf7: (D) Charakteristisch fiir den Funktionsverlust von Igd ist die ektopische Aktivierung des
Notch-Signalweges, hier anhand der verbreiterten Expressionsdomdne des Notch-Zielgens wg zu sehen
(Pfeil). (I) Die Fliegen sterben aufgrund des Verlusts von [gd im frithen Puppenstadium. (E, I) Rettung des
lgd?” mutanten Phanotyps durch die Expression von zwei zusatzlichen Kopien des endogenen Genlocus von
shrub (BACshwb), (E) Die ektopische Aktivierung ist hier aufgehoben und (I) die lgd?” mutanten Fliegen
entwickeln sich zu sterilen adulten Tieren. (F, I) Eine Expression von zwei zusatzlichen Kopien BACshub-snf7
hat keinen positiven Effekt auf den Ilgd?” mutanten Phanotyp. (I) Die Fliegen sterben unverandert im frithen
Puppenstadium. (F) Die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in den Igd?’ mutanten
Imaginalscheiben scheint sogar marginal verstarkt zu sein. Hier reicht die Wg-Expression bis an den Rand
der Imaginalscheibe (vgl. mit D). (G) Nachweis der Expression von Snf7 (BACshub-Snf7) mit Hilfe einer
Western Blot-Analyse. Im Vergleich zum Wildtyp (wt) ist eine distinkte Bande auf der zu erwartenden Hohe
erkennbar. Als Ladekontrolle dient das Haushaltsprotein Peanut. [B, D und E aus der eigenen Masterarbeit
iibernommen (Masterarbeit Baumers 2015)]. Bereits veroffentlichte Daten: ** (Diplomarbeit Bohnen

2014), * (Masterarbeit Baumers 2015). Maf3stabsbalken: 200 pm.

Snf7 kann den Ausfall von shrub nicht kompensieren. Um zu iiberpriifen, ob das Hefe-
Ortholog moglicherweise in Anwesenheit von endogenem Shrub funktionsfahig ist,
wurde es im [gd?” mutanten Hintergrund exprimiert. Denn eine Erhéhung des Shrub-
Protein-Levels rettet den Funktionsverlust von Igd (siehe 2.2.1 und (Masterarbeit
Baumers 2015)).

Es zeigt sich bei einer Expression von zwei Kopien BACshub-snf7 Keinerlei
Rettungsvermogen gegeniiber dem Igd?” mutanten Phanotyp. Im Gegenteil, wenn
tiberhaupt scheint sich die ektopische Aktivierung von wg in den Ilgd?” mutanten
Imaginalscheiben sogar zu verstarken. Die Expressionsdomaéne reicht hier bis zum Rand
der Imaginalscheibe (Abb. 2-38 F, Pfeil). Trotzdem sterben die Fliegen wie fiir lgd
charakteristisch wahrend des frithen Puppenstadiums. Dies spricht fiir eine fehlende
funktionale Interaktion von Snf7 mit Shrub und dem Rest der ESCRT-Maschinerie in
Drosophila. Demnach ist Snf7 auch in Anwesenheit von endogenem Shrub in Drosophila

nicht funktional.
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2.5 DChmp7 und seine mogliche Funktion im endosomalen Transportweg

DChmp?7 ist unter den CHMP-Proteinen des ESCRT-III Komplexes einzigartig, da es ca.
doppelt so grofd wie die anderen CHMP-Proteine ist. Dabei scheint es durch eine
Duplikation des Vorfahren von Snf7 entstanden und rasch evolviert zu sein (Horii et al.
2006). Da die ESCRT-Maschinerie entscheidend fiir die MVB-Biogenese wahrend des
endosomalen Abbaus von Transmembranproteinen ist und sie dort auch zuerst entdeckt
wurde (Raymond et al. 1992, Odorizzi et al. 1998, Katzmann et al. 2001), stellt sich hier

die Frage, ob DChmp7 auch eine Rolle im endosomalen Transportweg spielt.

In einem ersten Schritt wurde daher mit Hilfe des Gal4/UAS-Systems HA-DChmp7
exprimiert. Trotz konstitutiver Expression mit hhGal4 (29 °C) sind adulte Fliegen zu
beobachten. Als Marker fiir reife Endosomen wurde Rab7-YFP verwendet (tub-rab7-YFP)
(Marois et al. 2006). Hierbei zeigt sich aufgrund der Expression von HA-DChmp7 eine
Vergrofierung der Endosomen. Zudem scheint ihre Anzahl erhoht (Abb. 2-39 B, C, F, G).
Zusatzlich kolokalisiert HA-DChmp7 mit einem Teil dieser vergrofderten Rab7- und/oder
Notch-positiven Endosomen (Abb. 2-39 E-H'). Dies konnte ein Hinweis auf eine Funktion

im endosomalen Transportweg sein.

Da eine Uberexpression von HA-DChmp?7 den endosomalen Transport von Notch zu
storen scheint (Abb. 2-39), stellt sich Frage, ob es zu einer ektopischen Aktivierung des
Notch-Signalweges aufgrund eines Abbaudefekts kommt. Hierbei zeigt sich allerdings,
weder bei einer konstitutiven Expression (25 °C), noch bei einer Expression fiir 48 h auf
29 °C, ein Effekt auf den Notch-Signalweg in der Fliigelimaginalscheibe des dritten
Larvenstadiums (Anhang, Abb.9-5). Dies impliziert, dass die Aktivitit des Notch-
Signalweges durch eine Uberexpression von HA-DChmp7 nicht verdndert wird.
Interessanterweise, zeigt sich bei einer Uberexpression von HA-DChmp7, wihrend der
Mitose von Zellen der apikal gelegenen Peripodialmembran der Fliigelimaginalscheibe,
eine Relokalisierung von HA-DChmp7 gegeniiber den Zellen in der Interphase (Anhang,

Abb. 9-6).
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hhGal4 > HA-Dchmp7/ tub-Rab7-YFP (29 °C)

Rab7-YFP

Abb. 2-39: Uberexpression von HA-DChmp?7 fiihrt zu vergréf3erten Endosomen. (A-H‘) Fluoreszenz-
mikroskopische Analyse der Konsequenzen einer Uberexpression von HA-DChmp7 auf den endosomalen
Transportweg. Hierfiir wurde eine Antikérperfarbung gegen die extrazellulire Doméne von Notch (NECD)
durchgefithrt und als Marker fiir spate Endosomen Rab7-YFP (tub-rab7-YFP) verwendet (Marois et al.
2006). Eine auf das posteriore Kompartiment begrenzte, konstitutive Expression (29 °C) von HA-DChmp7
wird durch die Gal4-Treiberlinie hhGal4 erreicht (siehe D, H). Die Uberexpression von HA-DChmp?7 fiihrt zu

vergrofierten Endosomen. HA-DChmp7 kolokalisiert dabei teilweise mit Notch- und Rab7-positiven
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Endosomen (E-H', ausgefiillter Pfeilkopf). Dabei finden sich auch Endosomen, die nicht HA-DChmp7-positiv
sind, sondern nur Notch- und Rab7-positiv (E-H’, Pfeil, nur Kontur), oder auch apikale Endosomen, die
distinkt Notch und HA-DChmp7-positiv sind, jedoch nicht eindeutig Rab7 (E‘-H', ausgefiillte Pfeile). Jedoch
gibt es auch HA-DChmp?7-positive Strukturen, die weder eindeutig Notch noch Rab7-positiv sind (E-H,
Pfeilkopf, nur Kontur). Maf3stabsbalken: (A-D) 50 um; (E-H) 10 pm.

Um auch den Funktionsverlust von Dchmp?7 in Drosophila analysieren zu konnen, wurden
durch CRISPR/Cas9 induziertes ,non-homologous end joining“ (NHE]) Dchmp7-mutante
Allele erzeugt (Abb. 2-40) (siehe 6.6.7). Da der Genlocus von Dchmp7 sehr nah am
Centromer liegt, wurden die Allele fiir eine nachfolgende klonale Analyse direkt auf dem
FRT-Chromosom (FRT2A, flybase ID: FBti0002046 (Golic und Lindquist 1989)) generiert.
Eine zeitaufwendige und in diesem Fall schwierige meiotische Rekombination aller
generierten Allele mit einer FRT-Erkennungssequenz lief$ sich somit vermeiden.

Die Genom-Editierung mittels CRISPR/Cas9 wurde zweimal unabhangig voneinander
durchgefiihrt. Hierbei wurde auf zwei verschiedene single guide RNAs (sgRNA)
zurlckgegriffen (Abb. 2-40). Dadurch konnte bei den anschliefienden Experimenten die
Wahrscheinlichkeit einer Fehlinterpretation durch potenzielle Hintergrundmutationen
(off-targets) minimiert werden. Es konnte eine Vielzahl unterschiedlicher Allele generiert
werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit Null-Allele sind. Eine Sequenzierung ihres
jeweiligen Dchmp7 Genlocus, zeigt bei allen Allelen eine Leserasterverschiebung
aufgrund einer Deletion oder Insertion von einer bis zu flinf Basenpaaren. Diese fiihrt in

allen Fallen zu einem vorzeitigen Translationsabbruch (Stopp-Codon) (Abb. 2-40).
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Abb. 2-40: Graphische Ubersicht iiber die mit Hilfe von CRISPR/Cas9 generierten Dchmp7-Allele.
Darstellung der genomischen Region von Dchmp?7 (CG5498), Vergrofierung der Transkriptionseinheit von
DChmp?7 und Skizzierung des DChmp7-Proteins (448 aa). Eingezeichnet ist zudem die Snf7-Domaéne (gelb,
CDD [(Conserved Domain Database) accession number cI21588]. Beim Transkript von Dchmp?7 sind die vier
Exons durch griine Kastchen, die drei Introns durch schwarze Linien und die 5‘und 3 UTR durch graue
Kastchen dargestellt. Zweimal unabhingig voneinander wurde eine Vielzahl von Dchmp?7-Allelen durch
Genom-Editierung mittels CRISPR/Cas9 generiert (unabhiangige CRISPR/Cas9-Ereignisse). Dabei basiert
ein Teil der Allele auf der single guide RNA (sgRNA) T1 und ein anderer Teil auf der sgRNA T18. Die roten
Dreiecke oberhalb von Dchmp7 symbolisieren, die Position der jeweiligen Zielsequenz der beiden sgRNAs.
Bei den Allelen zeigen sie die Position der Basenpaar-Insertion oder -Deletion an. Ab dieser Position dndert
sich aufgrund einer Leserasterverschiebung die Aminosauresequenz bei der Translation (rotes Kastchen).
Dchmp 7370 und Dchmp 799 gehen auf T1 zuriick und Dchmp 726, Dchmp 756 sowie Dchmp 768 basieren auf der
sgRNA T18. Bei allen Allelen kommt es aufgrund einer Leserasterverschiebung zu einem vorzeitigen
Translationsabbruch. Hinter den Allelen ist die jeweilige Aminosdureposition in schwarz angegeben, nach
der es zu einer Deletion oder Insertion von Basenpaaren gekommen ist. In rot markiert sind die
nachfolgenden und somit von der Sequenz abweichenden Aminosauren bis zum Translationsabbruch. Bei
T1 kam es zu einer Deletion von jeweils fiinf (Dchmp7379) oder vier (Dchmp7°Y) Basenpaaren. Bei T18
erfolgte im Fall von Dchmp768 eine Deletion von einem Basenpaar. Dchmp726und Dchmp73¢ gehen auf eine

Insertion von 2 bp (Dchmp726) oder 1 bp (Dchmp736) zuriick.
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Erstaunlicherweise sind Dchmp?7 null-mutante Fliegen tiberlebensfahig, fertil und zeigen
keine offensichtlichen Musterbildungsdefekte (18°C und 25°C). Eine klonale Analyse zeigt
zudem keinen erkennbaren Defekt im endosomalen Transportweg (Anhang, Abb. 9-7). Es
offenbart sich auch keine ligandenunabhdngige ektopische Aktivierung des Notch-
Signalweges (Anhang, Abb. 9-8), wie sie bei einem Funktionsverlust von ESCRT-I bis -III
aber auch von Dchmpb, einem weiteren assoziierten ESCRT-III Protein, auftritt

(Thompson et al. 2005, Vaccari et al. 2008, Vaccari et al. 2009, Baumers et al. 2019).

Ein Storung der ESCRT-Funktion flihrt zudem auch zu einer Deregulierung von anderen
Signalwegen wie dem Dpp/BMP-Signalweg (Moberg et al. 2005, Thompson et al. 2005,
Vaccari und Bilder 2005, Vaccari et al. 2009) (siehe 1.4). Unteranderem kommt es
aufgrund des Funktionsverlust der ESCRT-Maschinerie wahrend der Oogenese in
Drosophila zu einer ektopischen Aktivierung dieses Signalweges. Sie fiihrt in den
Keimzellen zu einer zusatzlichen Teilungsrunde, sodass die betroffenen Eikammern 32
statt 16 Keimzellen aufweisen (Morawa et al. 2015). Daher kann die Anzahl der
Keimzellen in den Eikammern als Indikator fiir eine ektopische Aktivierung des
Dpp/BMP-Signalweges verwendet werden. So weisen Eikammern von shrub*!
heterozygoten Weibchen in 29 % der Falle 32 statt der 16 Keimzellen auf (Morawa et al.
2015). Eine Analyse von Dchmp7 mutanten weiblichen Fliegen zeigt jedoch keinerlei
Verdopplung der Keimzellen in den Eikammern (Dchmp 7379, Eikammern: n=47) (Anhang,
Abb. 9-8 B, BY). Dies spricht gegen eine ektopische Aktivierung des Dpp/BMP-Signalweges

bei einem Funktionsverlust von Dchmp7 wahrend der Oogenese.

In der Hoffnung eine genetische Interaktion von Dchmp?7 mit den Kernkomponenten der
ESCRT-Maschinerie aufzudecken, wurde im Dchmp?7 mutanten Hintergrund jeweils eine
Kopie eines der Gene von ESCRT-O, -II oder -III entfernt. Hierbei offenbart sich weder
eine genetische Interaktion von Dchmp7 mit hrs [ESCRT-0 (hrsP?8/+)], vps25 [ESCRT-II
(vps25Pb2931 /+)] oder shrub [ESCRT-III (shrub#1/+)]. Die Fliegen sind in allen drei Fallen

weiterhin vital und zeigen keinerlei erkennbare dufierliche Defekte.

Bereits 2011 wurde in einem genetischen Screen in Drosophila eine Defizienz isoliert, die
einen Genlocus einschliefst der funktional mit dem Tumorsuppressor Lgd interagiert

(Bachelorarbeit Briiser 2011). Diese Defizienz umfasst u.a. den Genlocus von Dchmp7
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(CG5498). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die genetische Interaktion von Dchmp7
und [gd analysiert. Hierbei zeigt sich, dass I[gd Dchmp7 mutante Fliegen deutlich frither
sterben als rein Ilgd mutante Fliegen (Abb.2-41, Anhang, Abb.9-9). Diese verfriihte
Letalitat tritt auch bei der Kombination von Allelen auf, die auf unterschiedlichen sgRNA
beruhen (Anhang, Abb. 9-9). Hierdurch lassen sich mégliche Hintergrundmutationen auf
den Chromosomen als Ursache ausschliefden.

Grundsatzlich bestétigt die verfriihte Letalitdt eine funktionale Beziehung zwischen den
zwei Proteinen Lgd und DChmp7. Uberraschenderweise zeigt sich kein Effekt bei der
Vitalitat der Fliegen, wenn Dchmp7 mutante Fliegen gleichzeitig heterozygot mutant fiir
lgd und shrub sind (Genotyp: lgd?’, shrub*!1/+; Dchmp7°9/ Dchmp7379). Hier ware
aufgrund der Beobachtung, dass Lgd fiir die vollstindige Aktivitdt von Shrub bendétigt
wird (siehe 2.2 und (Troost et al. 2012, Schneider et al. 2013, Masterarbeit Baumers

2015)), ein Effekt zu erwarten gewesen.

Erstaunlicherweise hat der zusatzliche Funktionsverlust von Dchmp?7 in I[gd?” mutanten
Zellen weder einen Effekt auf die ektopische Notch-Aktivierung (Abb. 2-41 F-F*) noch auf
den endosomalen Phanotyp (Abb. 2-41 G-G*). Die ektopische Aktivierung ist unverandert
und auch die Notch-positiven Endosomen sind weiterhin vergrofdert. Dies impliziert, dass
die verfriihte Letalitdt bei lgd Dchmp7 mutanten Fliegen von einem Entwicklungsdefekt
herriihrt. Sie scheint nicht auf einer Verstirkung des endosomalen Defekts zu beruhen,
der bereits in [gd mutanten Fliegen beobachtet wird.

Eine Uberexpression von HA-Dchmp7 in [gd?” mutanten Fliegen unterdriickt hingegen die
ektopische Aktivierung des Notch Signalweges, die durch einen Defekt in der
endosomalen Funktion verursacht wird (Abb. 2-41 E). Diese Entdeckung unterstiitzt

wiederum die Annahme, dass DChmp7 in den endosomalen Transportweg involviert ist.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass es eine funktionelle Beziehung zwischen dem
Tumorsuppressor Lgd und dem ESCRT-Protein DChmp?7 gibt. Jedoch konnte bis hierher
nur bei einer Uberpression HA-DChmp7 ein Effekt auf den endosomalen Transportweg
festgestellt werden. Es ist daher weiterhin unklar, ob Lgd und DChmp7 im endosomalen

Transportweg zusammen agieren.
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Igd”; Igd”;
Dchmp73-%/ + Dchmp7°7°

letal

vor frthem L3

Jggz_[’;gr?;l:7 Igd?”; Dchmp7°"°-Klone (GFP-negativ)

Abb. 2-41: Genetische Interaktion von Dchmp7 und Igd in Drosophila. Fluoreszenzmikroskopische
Analyse der funktionalen Beziehung zwischen der assoziierten ESCRT-III Komponente DChmp7 und dem
Tumorsuppressor Lgd. (A-F*) Eine Analyse der Notch-Aktivitdt in den Fliigelimaginalscheiben erfolgt durch
eine Antikorperfairbung gegen Wg. (A) Aufnahme einer wildtypischen Imaginalscheibe. Die Notch-
abhdngige Expression von Wg ist auf die D/V-Grenze beschrankt (4, Pfeil). (B) Bei einem Funktionsverlust
von Ilgd kommt es zu einer Verbreiterung der Notch-abhangigen Expressionsdoméane von Wg an dieser D/V-
Grenze (B, Pfeil). (C) Es zeigt sich kein Effekt auf die ektopische Aktivierung in Ilgd?” mutanten Zellen bei

zusatzlicher Heterozygose von Dchmp7379. Die ektopische Aktivierung von wg ist gegeniiber der bei einem
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Funktionsverlust von lgd (lgd?’) unverandert und die Fliigelimaginalscheibe ist weiterhin iiberproliferiert
(vgl. Cmit B). (D) lgd?” Dchmp 7372 mutante Fliegen sterben bereits vor dem dritten Larvenstadium (L3) und
damit friher als [gd?” mutante Fliegen, die noch das frithe Puppenstadium erreichen (nicht gezeigt). (E) Eine
konstitutive Uberexpression von HA-DChmp7 mit Hilfe von hhGAL4 (29 °C) im posterioren Kompartiment
(Pfeil) wunterdriickt die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in Igd? mutanten
Fliigelimaginalscheiben. (F-G“‘) Klonale Analyse der Auswirkungen eines Funktionsverlusts von Dchmp7
auf den endosomalen Phanotyp (G-G*“) und die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges (F-F“) in
lgd?” mutanten Fliigelimaginalscheiben. Dchmp7379 homozygot mutante Zellklone sind durch den Verlust
von GFP markiert (-/-, umrandet). Die Zwillingsklone, bei denen Dchmp7 wildtypisch ist, zeichnen sich
durch zwei Kopien GFP aus (markiert durch +/+). Dchmp757.0 heterozygote Zellen, die weiterhin die
genetische Ausgangsituation fiir die Kloninduktion besitzen, sind durch eine Kopie GFP markiert (markiert
durch +/-). (F-F“) Ein zusatzlicher Verlust von Dchmp?7 in lgd?” mutanten Zellen hat keinen Effekt auf die
ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges. Hier zeigt sich zudem kein Unterschied zwischen der
Heterozygose (+/-) und der Homozygose (-/-) von Dchmp 7379, Das Notch-Zielgen wg ist weiterhin ektopisch
aktiviert. (G-G*“) Der endosomale Phanotyp in lgd?” mutanten Zellen (+/+, GFP-negativ) ist weder bei einer
zusatzlichen Heterozygose von Dchmp737¢ (+/-, eine Kopie GFP) noch bei einem kompletten
Funktionsverlust von Dchmp?7 (-/-, GFP-negativ) verdndert. Die fiir [gd?’-charakteristische Vergrofierung
der Endosomen bleibt weiterhin bestehen [A und B aus der eigenen Masterarbeit iibernommen

(Masterarbeit Baumers 2015)]. Mafdstabsbalken: (A-E) 200 um, (F-G) 50 pm;(G‘-G*‘) 10 pm.
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3 Diskussion

3.1 Eine reduzierte Shrub-Aktivitit in [gd mutanten Zellen beeintrachtigt

wahrscheinlich die dynamische Assemblierung der ESCRT-III Polymere

Waiahrend des endosomalen Abbaus von Transmembranproteinen ist vor allem bei
Rezeptoren die Trennung vom Zytoplasma entscheidend. Durch diese Trennung wird
eine Signalweiterleitung terminiert und eine mogliche ektopische Aktivierung der
Signalwege verhindert (Ubersicht in Huotari und Helenius 2011). Sie erfolgt durch die
Inkorporation der ubiquitinierten Transmembranproteine von der endosomalen
Membran in [LVs und somit in das Lumen der Endosomen (Haigler et al. 1979, Katzmann
et al. 2001). Bei diesem durch die ESCRT-Maschinerie vermittelten Prozess spielt die
dynamische Assemblierung des ESCRT-III Polymers an der endosomalen Membran eine
bedeutende Rolle (Babst et al. 2002a, Adell et al. 2017, Mierzwa et al. 2017).
Hauptkomponente des ESCRT-III Polymers ist dabei Shrub (Teis et al. 2008).

Ein direkter Interaktionspartner dieser ESCRT-III Kernkomponente ist der evolutionar
konservierte Tumorsuppressor Lgd (Jaekel und Klein 2006, Troost et al. 2012, McMillan
et al. 2017). In Drosophila fiihrt ein Funktionsverlust von Igd zu einer unkontrollierten
ektopischen Aktivierung des Notch-Signalweges (Klein 2003). Ursache hierfiir ist ein
Defekt im endosomalen Abbau von Transmembranproteinen der Plasmamembran. Er
tritt wahrend der endosomalen Reifung auf und dufdert sich u.a. in einem verzoégerten
Abbau der Transmembranproteine (Schneider et al. 2013, Dissertation Troost 2013).
Eine Voraussetzung fiir die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in Igd
mutanten Zellen ist, dass ein Teil der Notch-Rezeptoren widhrend des endosomalen
Abbaus nichtin ILVs inkorporiert wird. Andernfalls konnte die intrazellulire Domane von
Notch (NICD), die als Transkriptionsfaktor fungiert, nicht ins Zytoplasma freigesetzt
werden, in den Zellkern gelangen und dort Notch-Zielgene wie wg ektopisch aktivieren.
Bereits veroffentlichte Ergebnisse, basierend auf einer Notch-Rezeptor-Variante, die
simultan mit GFP und mCherry markiert wurde, unterstiitzen diese Annahme. Dort
konnte gezeigt werden, dass eine Fraktion von Notch in [gd¢” mutanten Zellen an der
endosomalen Membran verbleibt anstatt ins Lumen inkorporiert zu werden (Couturier et
al. 2014).

Dies und zusatzliche Daten (siehe 1.5) bilden die Arbeitshypothese, dass in lgd mutanten

Zellen wahrend des endosomalen Transports, ein Teil der Notch-Rezeptoren nicht in die

128



Diskussion

ILVs inkorporiert wird und an der endosomalen Membran verbleibt. Nach der Fusion mit
dem Lysosom wird die extrazellulare Doméane dieser Notch-Rezeptoren durch die
aktivierten Hydrolasen in Kombination mit dem sauren Milieu degradiert. Dadurch
entstehen NEXT-ahnliche Fragmente, die durch den y-Sekretase-Komplex erkannt und
prozessiert werden konnen. Als Konsequenz wird die intrazellulire Domane dieser
Notch-Rezeptoren (NICD) in das Zytoplasma freigesetzt. Es kommt zur ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalweges, die sich in der ektopischen Aktivierung der Notch-
Zielgene dufdert (siehe 1.5, Abb. 1-7) (Schneider et al. 2013).

Allerdings war bisher unklar, wieso eine Fraktion von Notch an der endosomalen
Membran verbleibt und nicht wahrend der ILV-Bildung, die trotz Funktionsverlust von
lgd stattfindet, ins endosomale Lumen gelangt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese
komplexe Frage partiell beantwortet werden. Hierfiir erfolgte neben einer fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchung, eine Analyse auf ultrastruktureller Ebene mittels

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).

3.1.1 Ein Funktionsverlust von Igd verursacht eine Reduktion der Shrub-Aktivitat

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bestétigt werden, dass bei einem Funktionsverlust von
lgd eine reduzierte Aktivitit der ESCRT-III Komponente Shrub vorliegt. Denn eine
Erh6hung der Shrub-Konzentration in den Zellen rettet den /[gd mutanten Phanotyp (siehe
2.2.1, Abb. 2-3 u. Abb. 2-4). Dies scheint spezifisch fiir Shrub zu sein. Denn eine Erh6hung
der Konzentration der ESCRT-III Komponente Vps20 verschlechtert den [gd mutanten
Phanotyp dramatisch (siehe 2.2.1, Abb. 2-3 u. Abb. 2-4). Vps20 ist die erste ESCRT-III
Untereinheit und der Initiator fiir die Shrub-Polymerisation an der endosomalen
Membran (Teis et al. 2008, Teis et al. 2010).

Es gibt anscheinend einen Schwellenwert an Shrub-Aktivitdt, der fiir eine einwandfreie
Durchfithrung der ESCRT-vermittelten Prozesse (u.a. ILV-Bildung) notwendig ist. Dieser
Schwellenwert kann durch Erhéhung der Shrub-Konzentration in Ilgd mutanten Zellen
erreicht werden. Im Umkehrschluss scheint Lgd im Wildtyp die Netto-Aktivitédt des in der
Zelle vorhandenen Shrub anzuheben. Zumal mit Hilfe einer klonalen Analyse in dieser
Arbeit gezeigt wurde, dass das Expressionslevel von Shrub und somit die Shrub-
Konzentration in Ilgd mutanten Zellen gegeniiber wildtypischen Zellen unverandert ist

(siehe 2.2.6, Abb. 2-17).
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Zudem offenbart sich bei einer hypomorphen shrub mutanten Situation, die durch die
partielle Rettung des shrub*! mutanten Hintergrundes mit einer Kopie BACsh"ub-CHMP4B
generiert wurde, ein Phanotyp der dem [gd mutanten Phanotyp dhnelt (siehe 2.2.5). Diese
Ahnlichkeit spiegelt sich in einer vergleichbaren ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalweges wider (siehe 2.2.5, Abb. 2-13), zeigt sich jedoch auch auf ultrastrukturellem
Level in einer Vergrofderung der Endosomen (siehe 2.2.5, Abb. 2-15 u. Abb. 2-16) und in
einem ebenfalls gegeniiber dem Wildtyp unverdnderten ILV-Anteil (siehe 2.2.5,
Abb. 2-16). Auch bleibt die epitheliale Integritit erhalten (siehe 2.2.5, Abb. 2-14), die bei
einem kompletten Funktionsverlust von shrub oder einer starkeren Reduktion von Shrub
(siRNA) zusatzlich betroffen ware (Vaccari et al. 2009, Hori et al. 2011, Masterarbeit
Pannen 2016). Dies trennt den Igd mutanten Phanotyp von einem kompletten
Funktionsverlust von shrub, mit seinem neoplastischen Phanotyp, und unterstreicht, dass

Lgd zwar zur Aktivitiat von Shrub beitragt, jedoch nicht absolut dafiir gebraucht wird.

Hier stellt sich daher die Frage, wie Lgd die Aktivitiat von Shrub erhéht. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass sich die Homopolymerisation von Shrub-Monomeren und die
Bindung dieser Monomere an Lgd gegenseitig ausschlieffen (McMillan et al. 2016,
McMillan et al. 2017). Grund hierfiir ist, dass die negativ geladene Polymerisations-
oberflaiche von Shrub nicht nur an das ndchste Shrub-Monomer im Polymer bindet,
sondern auch an die dritte DM14 Domane von Lgd. Hierbei sind die Aminosauren der
negativ geladenen Polymerisationsoberflache, die mit dem benachbarten Monomer Salz-
briickenbindungen ausbilden, dieselben die auch Salzbriickenbindungen mit den
basischen Aminosduren in der dritten DM14 Domadne von Lgd ausbilden.
Dementsprechend inhibiert Lgd die spontane Polymerisation einer gekiirzten und
aktivierten Variante von Shrub (10-143 aa) in vitro (McMillan et al. 2016, McMillan et al.
2017). Ein dhnliches Zusammenspiel wurde auch zwischen den humanen Lgd-Orthologen
LGD/CC2D1 und dem Shrub-Ortholog CHMP4B beobachtet. Hier konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass die beiden humanen Orthologe hLGD2 und hLGD1 die Polymerisation von
CHMP4B verhindern und daher als negative Regulatoren der ESCRT-III Polymerisation in
vitro fungieren (Martinelli et al. 2012, Ventimiglia et al. 2018). Zudem blockiert eine
Uberexpression von LGD2 die CHMP4-abhingige HIV-Knospung in Zellkultur (Usami et
al. 2012).
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Diese Entdeckungen sind auf den ersten Blick widerspriichlich zu den in vivo Daten. Denn
die in vivo Daten zeigen, dass Lgd die Aktivitat von Shrub erhéht (siehe 2.2) (Troost et al.
2012, Schneider et al. 2013). In vitro inhibiert Lgd/hLGD wie beschrieben jedoch die
Polymerisation von Shrub/CHMP4B (Martinelli et al. 2012, Usami et al. 2012, McMillan et
al. 2016, McMillan et al. 2017, Ventimiglia et al. 2018).

Eine Erklarung lasst sich hierflir in der dynamischen Assemblierung des ESCRT-III
Polymers finden. Shrub scheint wie die anderen ESCRT-III Untereinheiten zwischen einer
geschlossenen inaktiven Konformation und einer offenen aktiven Form, die fahig ist zu
polymerisieren, zu wechseln (Lata et al. 2008b, Saksena et al. 2009, Henne et al. 2012,
Shen et al. 2014, Schuh et al. 2015). Bereits veroffentlichte Ergebnisse deuten zudem an,
dass Snf7, das Shrub-Ortholog aus S. cerevisiae, nicht nur wie zuvor allgemein
angenommen im Zytoplasma in der geschlossenen Konformation vorliegt, sondern dort
dynamisch zwischen geschlossener und offener Konformation wechselt (Tang et al.
2015). Zusatzlich zeigen Studien mit Vps32, dem Shrub-Ortholog aus C. elegans, dass
Vps32 in einem dynamischen Monomer-Oligomer Gleichgewicht in Losung vorliegt und
dabei spontan ohne einen weiteren Faktor polymerisieren kann (Shen et al. 2014). All dies
zusammen erhoht die Wahrscheinlichkeit einer moglichen unproduktiven Poly-
merisation von Shrub im Zytoplasma.

Hierzu wurden bereits zwei mogliche Szenarien publiziert (McMillan et al. 2017). In
einem ersten Szenario ist, aufgrund der moglichen Gefahr das Shrub im Zytoplasma
polymerisiert, vorstellbar, dass Lgd eine vorzeitige Polymerisation von Shrub im
Zytoplasma verhindert, indem es an die negativ geladene Polymerisationsoberflache von
Shrub bindet. In einem zweiten Szenario, dass dem Ersten nicht widerspricht, kénnte Lgd
Shrub zum Wirkungsort eskortieren, somit dort die Konzentration von zur Verfiigung
stehendem Shrub vor Ort erhéhen und eine produktive Polymerisation stimulieren bzw.
unterstitzen. Folglich ist bei beiden Szenarien in [gd mutanten Zellen die Netto-Aktivitat
von Shrub reduziert, obwohl sich die Proteinkonzentration von Shrub bei einem

Funktionsverlust von Igd in der Zelle nicht dndert (siehe 2.2.6, Abb. 2-17).

Das erste Szenario wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass eine Erhohung der Shrub-
Konzentration in den Zellen den Funktionsverlust von lgd kompensiert (siehe 2.2.1,
Abb. 2-3 u. Abb. 2-4). In diesem Szenario ist ohne Lgd, der Pool an monomerem Shrub,

welches fiir eine produktive Polymerisation an der endosomalen Membran zur Verfliigung
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steht, reduziert. Im Umkehrschluss ist daher vorstellbar, dass durch die Bindung von Lgd
das Gleichgewicht aus monomerem Shrub und Shrub, das in nichtfunktionalen Polymeren
im Zytoplasma vorliegt, in Richtung des Ersteren verschoben (Abb. 3-1, A). Ohne Lgd
waren diese beiden Populationen vermutlich im Gleichgewicht, genauso wie es bei den
zwei Populationen von Vps32 (Monomer-0Oligomer) in Losung beobachtet wurde
(Abb. 3-1, B) (Shen et al. 2014). Durch eine Erh6hung der Shrub-Konzentration in diesen
lgd mutanten Zellen wiirde sich daher der gesamte Pool an Shrub und damit beide
Populationen vergrofiern (Abb. 3-1, C u. D). Ab einer gewissen Konzentration von Shrub
wird dann wieder der oben beschriebene Schwellenwert an notwendiger Shrub-Aktivitat
erreicht. Dieser Schwellenwert wird durch eine ausreichende Menge an Shrub, das fiir die
produktive Polymerisation wahrend der ILV-Bildung zur Verfligung steht, definiert
(Abb. 3-1). Dies ist zudem im Einklang mit der Beobachtung, dass der Ilgd mutante
Phanotyp durch eine schrittweise Erhohung der Shrub-Konzentration schrittweise
gerettet werden kann (Abb. 3-1, C u. D) (siehe 2.2.1, Abb. 2-3 u. Abb. 2-4) (Masterarbeit
Baumers 2015).

Eine Vollstandige Rettung des shrub mutanten Phanotyps kann bereits durch eine Kopie
des Genlocus von shrub (BACshrub) erreicht werden (siehe 2.1, Abb. 2-2) (Diplomarbeit
Bohnen 2014, Masterarbeit Baumers 2015). Im Gegensatz dazu bendtigt es zwei Kopien,
zusatzlich zu den bereits endogenen vorhandenen Kopien des shrub Genlocus (vier shrub
Kopien im Genom), um den Funktionsverlust von lgd anndhrend vollstindig kompen-
sieren zu konnen (siehe 2.2.1, Abb. 2-3 u. Abb. 2-4) (Masterarbeit Bdumers 2015). Dies
unterstreicht, dass ohne endogenes Lgd eine deutlich hohere Shrub-Konzentration fiir die
vollstandige Funktionalitit der ESCRT-Maschinerie in den Zellen benotigt wird. Hier
scheint der Anteil von Shrub, der nicht fiir eine produktive Polymerisation zur Verfiigung
steht, da er in zytosolischen nicht-funktionale Polymeren vorliegt, ausgeglichen bzw.
kompensiert werden zu miissen (Abb. 3-1).

Zu diesem ersten Szenario passt auch, dass es bei einer starken Uberexpression von Lgd,
wie bei einem Funktionsverlust von Igd, zur ektopischen Aktivierung des Notch-
Signalweges in Drosophila kommt (Gallagher und Knoblich 2006, Jaekel und Klein 2006).
Vermutlich liegt in dieser Situation Shrub verstarkt gebunden an Lgd vor und steht daher
auch nicht fiir eine produktive Polymerisation am Wirkungsort zur Verfiigung.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten in /[gd mutanten Zellen jedoch keine Shrub-Aggregate

bzw. -Akkumulationen, wie sie bei einer vorzeitigen Polymerisation von Shrub im
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Zytoplasma (Szenario 1) zu erwarten waren, beobachtet werden (siehe 2.2.6, Abb. 2-17).
Hierfiir lassen sich zwei Erklarungen finden. Einerseits kdnnten mégliche Aggregate von
der Zelle zu schnell abgebaut werden. Andererseits konnten diese Akkumulationen zu
klein sein, um bei einer Antikorperfarbung gegen Shrub als solche identifiziert zu werden.
Um Beweise fiir diese nichtfunktionale Polymerisation von Shrub in [gd mutanten Zellen
zu finden, bietet sich die Analyse der Shrub-Lokalisation in den geretteten lgd mutanten
Zellen an (Igdd’; BACshrub), Zwar liegt hier eine Rettung des lgd mutanten Phanotyps vor,
jedoch ist auch die Konzentration von Shrub erhéht und daher die Wahrscheinlichkeit
hoher diese Shrub-Aggregate im Zytoplasma zu detektieren (Abb. 3-1 D). Zur Detektion
kénnten auch die neu generierten und funktionalen Shrub-Varianten verwendet werden
(siehe 2.1, Anhang, Abb. 9-1 u. Tabelle 9-1). Sie zeichnen sich durch eine N-terminale

Markierung mit einem Protein-Tag wie HA, Myc oder V5 aus.
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Abb. 3-1: Modell fiir das Zusammenspiel von Lgd und Shrub (Szenario 1). (A) Durch seine Bindung an
Shrub verhindert Lgd dessen spontane, nichtfunktionale Polymerisation im Zytoplasma. Lgd bindet dabei
an die saure Polymerisationsoberflache von Shrub. In dieser Darstellung interagiert nicht nur ein Shrub-
Monomer mit einem Lgd-Protein. Basierend auf neusten in vivo Rettungsexperimenten scheinen prinzipiell
sogar zwei anstatt nur ein Shrub-Monomer an ein Lgd zu binden und zwar iiber die erste und dritte DM14
Domane von Lgd (McMillan et al. 2017, Dissertation Tibbe 2019). (B) Ohne Lgd herrscht ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen monomerem Shrub und oligomerem Shrub, welches in nichtfunktionalen
Polymeren im Zytoplasma vorliegt. Dadurch ist der Anteil an Shrub, welches fiir eine produktive
Polymerisation an der endosomalen Membran zur Verfiigung steht, reduziert und liegt unterhalb des
notwendigen Schwellenwerts. Die Netto-Aktivitit von Shrub ist in [gd mutanten Zellen reduziert.
(C, D) Durch eine Erhéhung der Shrub-Konzentration in den I[gd mutanten Zellen ((C) lgd?’; 1x BACshrub und

(D) Igd?7; 2x BACshub) vergrofiern sich beide Populationen. Dabei verdndert sich jedoch nichts am
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Gleichgewicht. Ab einer gewissen Erhohung der Shrub-Konzentration wird der beschriebene
Schwellenwert an Netto-Aktivitit, der durch eine ausreichende Menge an Shrub, das fiir die produktive
Polymerisation zur Verfiigung steht, definiert wird, erreicht. Hierbei muss der Anteil an Shrub der nicht zur
Verfiigung steht, da er in nichtfunktionalen Polymeren im Zytoplasma vorliegt, ausgeglichen bzw.
kompensiert werden. Dies zeigt, dass ohne Lgd eine hohere Konzentration von Shrub fiir die vollstindige

Aktivitdt der ESCRT-Maschinerie benétigt wird.

Fiir das zweite Szenario spricht, dass die C2 Doméane der Lgd/CC2D1-Proteinfamilie an
Phospholipide binden kann. Die erfassten Phospholipide sind u.a. fiir die endosomale
Membran oder die Plasmamembran charakteristisch. Hier haben jedoch verschiedene
Studien unterschiedliche Phospholipide identifiziert (Gallagher und Knoblich 2006,
Ventimiglia et al. 2018). Aufderdem bestitigen Fraktionierungsexperimente, dass
Lgd/CC2D1-Proteine in vivo sowohl im Zytoplasma als auch membrangebunden vorliegen
(Gallagher und Knoblich 2006, Drusenheimer et al. 2015). Zudem konnte im Vorfeld
dieser Arbeit gezeigt werden, dass sobald die ATPase Vps4 reduziert wird, Lgd zusammen
mit Shrub an der limitierenden Membran der Endosomen akkumuliert (Masterarbeit
Kniebel 2016, Masterarbeit Géhrlich 2017). Denn durch die Reduktion von Vps4 mittels
RNAi in den Zellen wird die ESCRT-Maschinerie aufgrund einer reduzierten
Disassemblierung an der limitierenden Membran arretiert (Babst et al. 1998, Babst et al.
2002a). Ohne eine Reduktion von Vps4 ist Lgd wie Shrub gleichmafiig diffus im
Zytoplasma verteilt (Childress et al. 2006, Sweeney et al. 2006). Dies spricht daftir, dass
Lgd zusammen mit Shrub zwischen Zytoplasma und endosomaler Membran zirkuliert.
Auch LGD2/CC2D1A, eins der zwei humanen Orthologe von Lgd, scheint zwischen
endosomaler Membran und Zytoplasma zu kreisen (Drusenheimer et al. 2015).

Um jedoch einen stichhaltigen Beweis fiir das zweite Szenario zu finden und so
nachzuweisen, dass Lgd fiir eine Rekrutierung von Shrub zum Wirkungsort
verantwortlich ist, konnte beispielsweise eine klonale Analyse durchgefiihrt werden. Bei
dieser sollten [gd mutante Zellklone bei gleichzeitiger Reduktion von Vps4 beispielsweise
im posterioren Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben generiert werden. So lief3e sich
zeigen, ob moglicherweise eine geringere Konzentration von Shrub an der endosomalen
Membran in [gd mutanten Zellen vorhanden ist.

Basierend auf diesen Uberlegungen ist vorstellbar, dass beide Szenarien gleichzeitig
zutreffen. Sie schliefden sich nicht gegenseitig aus. Lgd konnte also sowohl eine vorzeitige

Polymerisation von Shrub im Zytoplasma durch seine Bindung verhindern, als auch Shrub
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zum Wirkungsort eskortieren, dort die Konzentration von Shrub erhéhen und eine
produktive Polymerisation stimulieren. Wiirde es namlich beispielsweise nur die
Polymerisation von Shrub im Zytoplasma verhindern, stellt sich die Frage wie Shrub zur

endosomalen Membran gelangt ohne auf dem Weg dorthin bereits zu polymerisieren.

3.1.2 Ein Defekt bei der Inkorporation der Transmembranproteine in ILVs
verursacht den Verbleib von Notch an der endosomalen Membran in Igd

mutanten Zellen

Eine reduzierte Shrub-Aktivitat ist wahrscheinlich die Ursache fiir das Verbleiben einer
Fraktion von Notch-Rezeptoren an der endosomalen Membran in Ilgd mutanten Zellen
(siehe 3.1.1). Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass als
Konsequenz dieser reduzierten Shrub-Aktivitit die ILV-Bildung messbar reduziert ist
(siehe 2.2.2, Abb. 2-9). Es ist kein Unterschied zwischen dem Anteil an elektronendichtem
Material innerhalb der Ilgd mutanten und der wildtypischen MVBs mit Hilfe der
neuentwickelten Analysetechnik (siehe 2.2.2, Abb. 2-5 und siehe 6.5) quantifizierbar und
das trotz der signifikanten Vergrofderung der MVBs in [gd mutanten Zellen (siehe 2.2.2,
vgl. Abb. 2-8 mit Abb. 2-9). Jedoch wurde bei der Quantifizierung des elektronendichten
Materials innerhalb des endosomalen Lumens nicht zwischen Material direkt unterhalb
der limitierenden Membran und Material im Zentrum des MVBs ohne Kontakt zur
Membran unterschieden. Hier konnten natiirlich Unterschiede existieren.

Trotzdem scheint insgesamt eine reduzierte ILV-Bildung nicht der Grund fiir den Verbleib
an der endosomalen Membran zu sein. Aufschlussreich ist dariber hinaus, dass auch bei
einer shrub hypomorphen Situation (shrub*l; 1x BACsh'b-CHMP4B) die Endosomen
vergrofdert sind und die ILV-Bildung ebenfalls nicht reduziert ist (siehe 2.2.5, Abb. 2-16).
Dies beweist, dass zumindest bis zu einem gewissen Grad eine Reduktion der Shrub-
Aktivitat nicht zwangslaufig mit einer Reduktion der ILV-Bildung einhergeht.

Folglich scheint die Inkorporation der Transmembranproteine in ILVs und die ILV-
Bildung an sich wenigstens teilweise trennbar. Fiir die Bildung eines ILVs miissen nicht
zwangslaufig alle Transmembranproteine inkorporiert werden. Umgekehrt hingegen
kann ohne eine ILV-Bildung keine Inkorporation der Transmembranproteine in das

endosomale Lumen erfolgen.
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Die Ergebnisse deuten daher daraufhin, dass die Inkorporation der Transmembran-
proteine in ILVs bei einem Funktionsverlust von Igd gestort ist, die ILV-Bildung jedoch an
sich weiterhin stattfindet. Diese Entdeckung erinnert an die kiirzlich beschriebene Rolle
von humanem LGD1/CC2D1B in der Koordination der ESCRT-III Polymerisation wahrend
der Wiederherstellung der Kernmembran bei der Zellteilung (Ventimiglia et al. 2018).
Auch hier kommt es trotz Reduktion von LGD1 mittels RNAi schlieRlich zu einer
Reformierung der Membran, wenn auch verzogert und mit geringen morphologischen

Veranderungen.

Passend zu dem Defekt in der Inkorporation der Transmembranproteine in ILVs, konnte
in dieser Arbeit eine Vergrofderung der ESCRT-invagination sites (EIS) in [gd mutanten
Zellen beobachtet werden (siehe 2.2.4, Abb.2-11). Hierbei zeigte sich, dass eine
Vergrofderung dieser EIS ein spezifischer Effekt bei einem Funktionsverlust von Igd ist
und nicht ein genereller Effekt, der gemeinhin mit einer Vergréfderung von MVBs
einhergeht (siehe 2.2.4, vgl. Abb. 2-11 mit Abb. 2-12). Neuste Arbeiten deuten an, dass die
ILV-Bildung dynamischer ist als urspriinglich angenommen (Adell et al. 2017). Es scheint
eine standige Assemblierung und Disassemblierung mehrerer Snf7/Shrub Polymere
gleichzeitig stattzufinden. Dieser dynamische Prozess scheint die Transmembranproteine
zu Clustern zusammenzudringen, wobei eine Einstiilpung entsteht, gefolgt von einer
Verengung am Hals des neu entstehenden ILVs bis hin zu seiner Abschniirung (Adell et al.
2017). Die Vergrofierung der EIS in lgd mutanten Zellen konnte ein Hinweis auf eine
Storung im dynamischen Prozess der ESCRT-III Polymerisation sein. Diese Stérung
konnte das Clustern der Transmembranproteine durch die ESCRT-III Polymere
beeinflussen und dazu fiihren, dass einige der Transmembranproteine nicht in das
entstehende ILV inkorporiert werden. Ursache fiir diese Storung ware wiederum die
reduzierte Shrub-Aktivitit in lgd mutanten Zellen (siehe 3.1.1). Dabei ist zu bedenken,
dass Shrub Hauptbestandteil des ESCRT-III Polymers ist (Teis et al. 2008). Eine reduzierte
Shrub-Aktivitat, bedingt durch eine Reduktion der Shrub-Monomere, die zeitgleich fiir
eine produktive Polymerisation zur Verfiigung stehen (siehe 3.1.1), konnte daher ohne
Weiteres diesen dynamischen Prozess beeintrachtigen.

ESCRT-III Polymere scheinen generell durch das Einkreisen/Umschliefden der Trans-
membranproteine als physikalische Barriere zu fungieren, die eine laterale Diffusion der

Transmembranproteine verhindert (Teis et al. 2008, Teis et al. 2010, De Franceschi et al.
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2018, Ubersicht in Frankel und Audhya 2018). Ein Defekt im zeitlich perfekt aufeinander
abgestimmtem Zusammenspiel bei der Assemblierung der ESCRT-III Untereinheiten
konnte dazu fiihren, dass eine Fraktion der Transmembranproteine vom Wirkungsort
wegdiffundiert und nicht in die ILVs inkorporiert wird. Vor allem unter dem Aspekt, dass
die Transmembranproteine vor ihrer Inkorporation in das endosomale Lumen
deubiquitiniert werden (Amerik et al. 2000, Richter et al. 2007). In diesem Moment
verliert die ESCRT-Maschinerie den direkten Kontakt zu den einzelnen Transmembran-
proteinen und zwar bevor die ILV-Bildung abgeschlossen ist. Zudem besitzen nur
Untereinheiten von ESCRT-O0 bis -1l Domanen mit denen sie direkt an die ubquitinierten
Transmembranproteine binden koénnen (Bilodeau et al. 2002, Pornillos et al. 2002,
Mizuno et al. 2003, Alam et al. 2004, Slagsvold et al. 2005, Hirano et al. 2006, Ren und
Hurley 2010). Die ESCRT-III Untereinheiten scheinen hingehen nicht direkt mit den

Transmembranproteinen zu interagieren.

Des Weiteren deuten bereits veroffentlichte Daten an, dass humanes LGD1/CC2D1B fiir
eine zeitlich korrekte Rekrutierung der ESCRT-III Untereinheit CHMP4B zu der sich
neubildenden Kernmembran wahrend der Mitose entscheidend ist. Bei diesem Prozess
scheint LGD1/CC2D1B die Polymerisierung von CHMP4B an der Kernmembran zu
regulieren und zeitlich zu begrenzen (Ventimiglia et al. 2018). Diese Beobachtung
unterstiitzt die Theorie, dass in lgd mutanten Zellen bei einer ILV-Bildung der dynamische
Prozess der Shrub-Polymerisierung gestort ist. Zumal in beiden Fallen trotz Stoérung der
Prozess letztendlich stattfindet. Es kommt ungeachtet des lgd Funktionsverlusts zur ILV-
Bildung (siehe 2.2.2, Abb. 2-9) bzw. ungeachtet der Reduktion von LGD1/CC2D1B zur
Reformierung der Kernmembran (Ventimiglia et al. 2018). Im Fall der Reformierung der
Kernmembran gibt es zusatzlich Hinweise, dass sie verzogert stattfindet. Aufierdem
zeigen sich leichte Defekte in der Morphologie der Kernmembran (Ventimiglia et al.
2018). Eine Verzogerung bei der ILV-Bildung und/oder auch morphologische
Veranderungen der ILVs selbst waren daher in [gd mutanten Zellen auch vorstellbar.

Es gibt bereits Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Grofie der ESCRT-III
Filamente und der Grofe der ILVs. Denn bei einer Uberexpression von Snf7 in
Saccharomyces cerevisiae entstehen langere Snf7 /Shrub-Filamente, die untereinander in
ihrer Gesamtlange variieren (Teis et al. 2010). Diese fithren wiederum zu einer Bildung

von wenigeren aber grofieren ILVs, wobei sie auch beziiglich ihrer Grof3e untereinander
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heterogener gegentiber den wildtypischen ILVs sind (Teis et al. 2010). Im Umkehrschluss
wiére also vorstellbar, dass, im Fall eines Funktionsverlusts von [gd aufgrund der
reduzierten Shrub-Aktivitat, MVBs entstehen, die sich durch kleinere aber dafiir mehr
ILVs auszeichnen. In diesem Szenario wiirde sich theoretisch der ILV-Anteil selbst nicht
andern, sondern nur die Morphologie der ILVs. Dies ware im Einklang mit dem scheinbar
gleichbleibenden ILV-Anteil in lgd mutanten Zellen (siehe 2.2.2, Abb. 2-9). Natiirlich

miisste dieses Szenario in zukiinftigen Experimenten verifiziert werden.

Interessanterweise deuten die gewonnene Daten wahrend der Mitose auch daraufhin,
dass bei einer Reduktion von LGD1/CC2D1B die ESCRT-III Komponente CHMP4B zu friih
zu der sich neubildenden Kernmembran gelangt (Ventimiglia et al. 2018). Diese
Beobachtung widerspricht ebenfalls nicht den unter 3.1.1 beschriebenen Szenarien. Lgd
konnte daher nicht nur eine unproduktive, vorzeitige Polymerisierung im Zytoplasma
(Szenario 1) inhibieren und die Konzentration am Wirkungsort erhéhen, indem es Shrub
dorthin eskortiert (Szenario 2), sondern dadurch auch eine zu frithe unproduktive
Polymerisierung an der endosomalen Membran verhindern (Szenario 3). Zumal in
Saccharomyces cerevisiae, wo ein Lgd-Ortholog scheinbar fehlt, gezeigt werden konnte,
dass wahrscheinlich 20 % der Vps4 und ESCRT-III Rekrutierungsereignisse nicht
produktiv sind und daher nicht zur ILV-Bildung fiihren (Adell et al. 2017).

All dies deutet zudem daraufhin, dass Lgd eine regulatorische Rolle einnimmt und nicht
fiir die grundlegende Assemblierung des Polymers und die ESCRT-Funktion entscheidend
ist. Dies wird auch durch die Tatsache unterstiitzt, dass die ILV-Bildung an sich weiter in
lgd mutanten Zellen stattfindet (siehe 2.2.2, Abb. 2-9). Lgd scheint daher die Effizienz der
ESCRT-Maschinerie zu erhohen. Es ist prinzipiell vorstellbar, dass in Metazoen ein
vollstandiger Abbau der Rezeptoren kritischer als in Einzellern ist. In Metazoen ist es von
entscheidender Bedeutung, dass Rezeptoren vom Zytosol getrennt werden, um die
Signalweiterleitung zu terminieren und eine mogliche unkontrollierte Aktivierung zu
verhindern (Ubersicht in Huotari und Helenius 2011, Ubersicht in Platta und Stenmark
2011, Ubersicht in Engedal und Mills 2014). Dies konnte auch erklaren, warum sich Lgd
scheinbar erst in den Metazoen entwickelt hat (Jaekel und Klein 2006). Zudem ist der
Wechsel von hydrophoben Interaktionen bei der Homopolymerisation des Shrub-

Orthologs Snf7 in der einzelligen Hefe (Tang et al. 2015) zu elektrostatischen
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Wechselwirkungen bei der von Shrub/CHMP4B in Metazoen (McMillan et al. 2016)
auffallig. Durch einen solchen Wechsel konnte Lgd erst notwendig geworden sein.
Basierend auf diesen Uberlegungen lisst sich folgendes Modell skizzieren (Abb. 3-2), das
einen Verbleib einer Fraktion von Notch an der endosomalen Membran bei einem
Funktionsverlust von Igd erklart. Grundlage ist hierbei die reduzierte Aktivitit der
ESCRT-III Komponente Shrub in [gd mutanten Zellen.

Drei bereits ausfiihrlich diskutierte Szenarien (s.0.) konnten eine reduzierte Netto-
Aktivitit von Shrub bei einem Funktionsverlust von Igd verursachen: (1) eine
unproduktive Polymerisation von einer Teil-Population von Shrub im Zytoplasma, (2)
eine reduzierte Rekrutierung von Shrub zur endosomalen Membran und/oder (3) eine
vorzeitige unkoordinierte Polymerisation einer Teil-Population von Shrub an der
endosomalen Membran. Bei allen drei Szenarien ist als Konsequenz des
Funktionsverlusts von Ilgd die Shrub-Konzentration fiir eine produktive Polymerisation
am Wirkungsort und damit fir die ILV-Bildung reduziert. Dies verursacht wahrscheinlich
eine Storung in der dynamischen Assemblierung und Disassemblierung der ESCRT-III
Polymere wahrend der ILV-Bildung.

Zu Beginn der ILV-Bildung binden die ersten drei Komplexe der ESCRT-Maschinerie,
ESCRT-0-1I, unbeeinflusst vom Funktionsverlust von Igd, die ubquitinierten Trans-
membranproteine und konzentrieren diese auf (siehe Abb. 3-2). Die ESCRT-III Polymere,
die die ubiquitinierten Transmembranproteine umschliefsen, fungieren auch in der lgd
mutanten Situation als physikalische Barriere und umfassen einen Grofdteil der
Transmembranproteine. Jedoch diffundieren wahrscheinlich einzelne der zuvor
erfassten Transmembranproteine aufgrund einer unkoordinierten und beeintrachtigten
Polymerisation von Shrub aus diesem Bereich. Uber verschiedene ESCRT-III
Untereinheiten werden direkt oder indirekt auch Deubiquitierungs-Enzyme rekrutiert.
(Amerik et al. 2000, Luhtala und Odorizzi 2004, Agromayor und Martin-Serrano 2006,
Kyuuma et al. 2007, Richter et al. 2013). Ein Defekt in der dynamischen ESCRT-III
Polymerisation aufgrund einer reduzierten Shrub-Aktivitit konnte daher das zeitliche
Zusammenspiel zwischen Deubquitinierung und vollstindiger Umschlief3ung
beeintrachtigen. Eine zu frithe Deubquitinierung einzelner Transmembranproteine
konnte auch erklaren, warum diese Transmembranproteine nicht bei anschlief3enden
ILV-Bildungen erfasst werden, sondern weiter an der endosomalen Membran verbleiben.

Eine Studie in S. cerevisiae deutet zudem daraufhin, dass ubiquitinierte
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Transmembranproteine von der limitierenden Membran verschwunden sein miissen,
bevor eine Fusion mit der Vakuole/ dem Lysosom stattfindet (Russell et al. 2012). Eine
Deubiquitinierung konnte erkldren, warum es trotz der Transmembranproteine an der

limitierenden Membran zu einer Fusion mit dem Lysosom in [gd mutanten Zellen kommt.
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Lgd » Shrub

o [ Notch ©Ubiquitin @ —Vps4

Abb. 3-2: Modell zum Verbleib von Notch an der endosomalen Membran in Ilgd mutanten Zellen.
Diese Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der verschiedenen Stufen der ILV-Bildung in
wildtypischen (A-E‘) und lgd mutanten (F-]‘) Zellen. Hierbei ist jeweils eine Draufsicht auf die endsomale

Membran und eine Seitenansicht skizziert. ESCRT-0-II (nicht gezeigt) binden an die ubiquitinierten
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Transmembranproteine, konzentrieren diese auf und initiieren die rapide Assemblierung verschiedener
ESCRT-III Filamente. Dabei zeigt sich in wildtypischen Zellen (A-E‘) eine dynamische Assemblierung und
Disassemblierung der ESCRT-III Polymere wihrend der ILV-Bildung. Mehrere Vps4-Hexamere sind
wahrend der ILV-Bildung vorhanden, wobei ihre ATPase Aktivitit bereits in frithen Stadien und beim
endgiiltigen Abschniirungsprozess benétigt wird. Durch Vps4 vermittelt, fithrt die ESCRT-III Filament-
bewegung zu einem Zusammendriangen der Transmembranproteine, zu einer Invagination der
endosomalen Membran und schliefdlich zur Abschniirung des ILVs (Adell et al. 2017). Wahrend der ILV-
Bildung werden die einzelnen Transmembranproteine deubiquitiniert. In wildtypischen Zellen erhéht Lgd
die Konzentration von Shrub an der endosomalen Membran, indem es wahrscheinlich eine unproduktive
Polymerisation von Shrub im Zytoplasma verhindert (vgl. B mit G', H, I, siehe Pfeilkopf), (2) Shrub zum
Wirkungsort eskortiert (vgl. B-D‘ mit G'-I) und mdglicherweise dadurch (3) auch eine vorzeitige
unkoordinierte Polymerisation von Shrub verhindert (siehe G, H Pfeile). (F-]) Bei einem Funktionsverlust
von Igd scheint der dynamische Prozess der ESCRT-Polymerisation aufgrund einer geringeren
Konzentration von aktivem Shrub am Wirkungsort beeintrachtigt zu sein. Auch hier blockieren ESCRT-III
Polymere die laterale Diffusion eines Grofiteils der Transmembranproteine. Jedoch diffundieren
wahrscheinlich einzelne der zuvor erfassten bereits deubiqutinierten Transmembranproteine aufgrund
einer unkoordinierten und maglicherweise verzégerten produktiven Polymerisation von Shrub aus dem
Bereich der ILV-Bildung. Letztendlich findet jedoch die ILV-Bildung statt, da Lgd nicht fiir die grundlegende
Funktionalitit der ESCRT-Maschinerie benétigt wird, sondern durch eine Erhéhung der Shrub-
Konzentration am Wirkungsort die produktive Polymerisation stimuliert und dadurch fiir eine

Inkorporation aller Transmembranproteine sorgt.

Letztendlich findet die ILV-Bildung in lgd mutanten Zellen statt, da Lgd nicht fiir die
grundlegende Funktionalitat der ESCRT-Maschinerie benotigt wird, sondern den Prozess
an sich effizienter macht. Es erhoht die Effizienz bei der Inkorporation der

Transmembranproteine in ILVs.

3.1.3 Lgd und seine Interaktionspartner

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand bei der Charakterisierung der Lgd-Funktion im
endosomalen Transportweg die Interaktion mit Shrub. Jedoch interagiert Lgd nicht nur
direkt mit dieser ESCRT-III Schliisselkomponente (Troost et al. 2012), sondern auch mit
weiteren Mitgliedern der CHMP-Familie. So konnte eine direkte Interaktion von Lgd mit
DChmp5, einem assoziierten ESCRT-III Protein, nachgewiesen werden (Dissertation
Migdal 2016) (Sven Klose - AG Klein unveroéffentlicht). DChmp5 erhoht in Kooperation
mit Vtal (Vps twenty associated) die Aktivitat von Vps4 (Shiflett et al. 2004, Azmi et al.
2006, Azmi et al. 2008, Xiao et al. 2008). Aufderdem konnte kiirzlich gezeigt werden, dass
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das humanen Lgd-Orthologe LGD1/CC2D1B tiiber seine vierte DM14 Domane direkt mit
CHMP7 interagiert (Ventimiglia et al. 2018). Diese Interaktion tritt wiahrend der Zell-
membranreformierung bei der Mitose auf. Dabei scheint CHMP7 ein Startmolekiil fiir die
CHMP4-Polymerisation zu sein (Vietri etal. 2015). Zudem interagiert LGD1/CC2D1B auch
direkt mit CHMP2A (Ventimiglia et al. 2018). Diese ESCRT-III Komponente terminiert
zusammen mit CHMP3/Vps24 die Shrub-Polymerisation (Teis et al. 2008, Saksena et al.
2009), wobei CHMP2 /Vps2 wiederum eine zentrale Rolle in der Rekrutierung von Vps4
einnimmt (Obita et al. 2007, Adell et al. 2014).

Die Bedeutung dieser Interaktionen wurde bisher vernachldssigt, da diese
Interaktionspartner, wie Lgd selbst, Einfluss auf die Shrub-Polymerisation und daher auf
die Aktivitat von Shrub zu nehmen scheinen. Um jedoch Lgd und seine Funktion besser
zu verstehen, muss zukiinftig auch die genaue Bedeutung dieser Interaktionen fiir das
Zusammenspiel von Lgd und der ESCRT-Maschinerie entschliisselt werden. In einem
ersten Experiment konnte daher beispielsweise die Konzentration dieser ESCRT-III
Komponenten in [gd mutanten Zellen erh6éht werden und dadurch ein méglicher positiver

oder auch negativer Einfluss auf die reduzierte Shrub-Aktivitat aufgedeckt werden.

3.2 Zusammenspiel der humanen Orthologe von Lgd und Shrub im

endosomalen Transportweg

Die humanen Proteine LGD2/CC2D1A und LGD1/CC2D1B gehéren zu einer evolutionar
konservierten Proteinfamilie, die scheinbar Vertreter in allen Metazoen hat (Jaekel und
Klein 2006). Dabei scheinen sie eine gewisse funktionale Redundanz untereinander zu
besitzen (Drusenheimer et al. 2015). Dartliber hinaus deuten einige wenige voran-
gegangene in vitro und in vivo Studien bereits an, dass eine endosomale Funktion von Lgd
auch in Sdugern konserviert sein konnte (Collinet et al. 2010, Drusenheimer et al. 2015,
Desharetal. 2016). Im Gegensatz zu LGD1/CC2D1B wurde fiir LGD2/CC2D1A bereits eine
Vielzahl an Funktionen beschrieben. Diese scheinen jedoch in erster Linie nicht unbedingt
mit einer endosomalen Funktion verbunden zu sein. So ist LGD2/CC2D1A u.a. in
verschiedene Signalwege involviert, an der Immunantwort beteiligt und scheint
iiberraschenderweise in zwei Fallen auch als transkriptioneller Repressor zu fungieren

(siehe 1.5). Jedoch konnte bereits eine direkte Interaktion von beiden Lgd-Orthologen mit
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allen drei humanen CHMP4-Proteinen nachgewiesen werden (Tsang et al. 2006, Usami et

al. 2012, Drusenheimer et al. 2015).

In Drosophila ist hingegen eine Funktion von Lgd im endosomalen Transportweg
ausfihrlich analysiert worden. Hierbei konnte Lgd als positiver Regulator der Aktivitat
der ESCRT-III Komponente Shrub in vivo identifiziert werden. Durch seine direkte
Interaktion mit Shrub nimmt Lgd dabei Einfluss auf die ESCRT-vermittelte ILV-Bildung
wahrend des lysosomalen Abbaus von Transmembranproteinen (siehe 3.1) (Troost et al.
2012, Schneider et al. 2013).

Hier stellt sich daher die Frage, ob diese endosomale Funktion von Lgd auch in héheren
Organismen konserviert ist und, ob die humanen Lgd-Orthologe, auf die gleiche Art und

Weise wie Drosophila Lgd, die Netto-Aktivitiat von Shrub/CHMP4 erhéhen.

3.2.1 Konservierung der endosomalen Funktion von Lgd

Im Rahmen dieser Arbeit konnten weitere Beweise fiir eine Konservierung der
endosomalen Funktion der Lgd-Proteine in Metazoen gesammelt werden. Zudem konnte
zum ersten Mal das Zusammenspiel aller humanen Orthologe von Lgd und Shrub in
diesem Ausmaf in einen Organismus analysiert werden.

Zunachst konnte bestdtigt werden, dass beide humanen LGD/CC2D1 Proteine Lgd
funktional ersetzen kénnen (siehe 2.3.6) (Drusenheimer et al. 2015, Dissertation Schulz
2015). In Drosophila ist Lgd erwiesenermafden in den endosomalen Transport von
Transmembranproteinen involviert (Troost et al. 2012, Dissertation Troost 2013). Ein
Funktionsverlust von Igd kann durch hLGD1 vollstindig und durch hLGD2 teilweise
gerettet werden (siehe 2.3.6) (Drusenheimer et al. 2015). Dementsprechend miissen
beide Proteine in der Lage sein, Lgd auch im endosomalen Transportweg funktional zu
ersetzen, zumal da durch ihre Expression in [gd mutanten Zellen eine ektopische
Aktivierung des Notch-Signalweges im endosomalen Transportweg unterbunden wird
(Drusenheimer et al. 2015, DissertationSchulz 2015). Daher passt es auch ins Bild, dass
die Endosomen in MEF-Zellen (mouse embryonic fibroblasts) bei einem Funktionsverlust
von Cc2dla genauso wie die Endosomen in Ilgd mutanten Fliigelimaginalscheibenzellen
signifikant vergrofdert sind (siehe 2.2.2, Abb. 2-8) (Schneider et al. 2013, Drusenheimer et
al. 2015).
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Zusatzlich konnten hierbei die bereits beobachteten funktionalen Unterschiede
(Drusenheimer et al. 2015) zwischen den beiden humanen Lgd-Orthologen bestatigt
werden. Diese dufdern sich bei den Rettungsexperimenten in Drosophila durch die
unterschiedlich starke Rettungsfihigkeit gegeniiber dem Funktionsverlust von [gd.
Hierbei zeigt hLGD1/CC2D1B ein starkeres Rettungsvermogen gegeniiber der Ilgd
mutanten Situation als hLGD2/CC2D1A (siehe 2.3.6) (Drusenheimer et al. 2015,
Dissertation Schulz 2015). Mit verantwortlich, aber nicht ausschlaggebend fiir das
geringere Rettungsvermogen ist scheinbar der verlingerte C-Terminus von
hLGD2/CC2D1A (Dissertation Schulz 2015). Er koénnte, wie bereits vermutet
(Drusenheimer et al. 2015), fiir die zusatzlichen nicht-redundanten Funktionen, die fiir
hLGD2/CC2D1A identifiziert wurden, essentiell sein (siehe 1.5).

Neben den Unterschieden in der Rettungsfahigkeit, bestatigen die Experimente in dieser
Arbeit jedoch auch das hLGD1 und hLGD2 iiberlappende Funktionen im endosomalen
Transportweg haben und daher auch hier eine funktionale Redundanz besitzen (siehe
2.3.6) (Drusenheimer et al. 2015, Dissertation Schulz 2015)

Dariiber hinaus zeigte sich, dass das humane Shrub-Ortholog CHMP4B nicht nur
funktional mit Lgd, sondern auch mit den beiden humanen Orthologen LGD1 und LGD2 in
Drosophila interagieren kann (siehe 2.3.6, Abb. 2-30 u. Abb. 2-31) (Masterarbeit Biumers
2015). Im Vorfeld wurde bereits aufgedeckt, dass die Interaktion von Drosophila Lgd mit
humanem CHMP4B essentiell fiir vollstindige Aktivitit von CHMP4B ist (Masterarbeit
Baumers 2015). Vor diesem Hintergrund impliziert die Beobachtung, dass CHMP4B
zusammen mit LGD1 den simultanen Funktionsverlust von Igd und shrub besser
kompensiert als mit LGD2 (siehe 2.3.6, Abb. 2-31), dass LGD1 die Aktivitit von CHMP4B
starker anheben kann als LGD2.

Zusatzlich zeigte sich in dieser Arbeit, dass auch die zwei anderen humanen Shrub-
Orthologe in Anwesenheit von LGD1 funktional sind (siehe 2.3.8, Abb. 2-36 u. Abb. 2-37).
Uberraschenderweise offenbart zumindest CHMP4C in Anwesenheit von hLGD2 jedoch
kein offensichtliches Rettungsvermogen (siehe 2.3.8, Abb. 2-37). Diese Beobachtung
deutet zum ersten Mal an, dass es grofdere funktionelle Unterschiede zwischen hLGD1 und

hLGD2 auch bei ihrer Interaktion mit den humanen Shrub-Orthologen gibt.

Ferner konnte in dieser Arbeit die genetische Interaktion zwischen humanen LGD1 und

humanen CHMP4B genauer analysiert werden. Es bestdtigte sich, dass hLGD1 fiir die
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vollstandige Aktivitdit von CHMP4B benotigt wird (siehe 2.3.6). Seine Aktivitat ist bereits
reduziert, sobald nur eine Kopie IlgdP-hLGD1-HA anstatt zwei Kopien im Genom
vorhanden sind (siehe 2.3.6, Abb. 2-31). Im Vorfeld dieser Arbeit stellte sich bereits
heraus, dass lgdP-hLGD2/CC2D1A genetisch mit shrub in Drosophila interagiert. Auch
hLGD2/CC2D1A scheint daher zumindest liber Shrub Einfluss auf Aktivitat der ESCRT-
Maschinerie im endosomalen Transportweg nehmen zu kénnen (Drusenheimer et al.
2015).

Zusammen implizieren diese Ergebnisse, dass die humanen Lgd-Orthologe ebenfalls als
positive Regulatoren der Aktivitait der ESCRT-III Komponente Shrub/CHMP4B in

Drosophila fungieren und daher scheinbar auch diese Funktion konserviert ist.

3.2.2 CHMP4-Polymerisation und CHMP4B-LGD1 Interaktion in vivo

Die Art und Weise wie Lgd und Shrub interagieren, ist entscheidend fiir ihr
Zusammenspiel im endosomalen Transportweg. Sie verrat auch wie Lgd die Aktivitat von
Shrub wahrscheinlich erh6éht. Vermutlich verhindert Lgd durch seine Bindung eine
unproduktive nichtfunktionale Polymerisation von Shrub und erhéht dadurch den Pool
an monomeren Shrub, der fiir eine produktive Polymerisation am Wirkungsort zur
Verfiigung steht (siehe 3.1.1 und 3.1.2).

Ob die endosomale Funktion von Lgd und seine Rolle als positiver Regulator der Aktivitat
von Shrub wirklich konserviert ist, spiegelt sich daher auch in der Polymerisation der
humanen Orthologe von Shrub und in ihrer Interaktion mit den humanen Lgd-Orthologen
wider. Interagieren sie auf die gleiche Art und Weise, erhoht dies die Wahrscheinlichkeit,
dass die humanen Lgd-Orthologe die Aktivitit von CHMP4B iiber den gleichen

Mechanismus erhohen, wie Lgd die Aktivitat von Shrub in Drosophila anhebt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Funktion und auch die
Polymerisation der humane Shrub-Orthologe in einem Organismus analysiert. Hierbei
fanden sich mehrere Hinweise, dass deren Homopolymerisation méglicherweise auf den
gleichen elektrostatischen Wechselwirkungen wie bei Shrub beruht.

Erstens die elektrostatischen Oberflichen, die als entscheidend fiir die Shrub-
Homopolymerisation identifiziert wurden (McMillan et al. 2016), sind in allen drei
humanen Orthologen konserviert (siehe 2.3.2, 2.3.3 und Anhang, Abb. 9-3). Zweitens
CHMP4B kann Shrub in Drosophila funktional ersetzen (siehe 2.3.1 und 2.3.3). Im
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Gegensatz dazu, ist Snf7, das Shrub-Ortholog aus S. cerevisiae, dessen Polymerisation
vorwiegend auf hydrophoben Interaktionen beruht (Tang et al. 2015), in Drosophila nicht
funktional und kann die Funktion von Shrub nicht iibernehmen (siehe 2.4, Abb. 2-38).
Drittens es konnten funktionale Heteropolymere zwischen CHMP4B und Shrub in
Drosophila beobachtet werden (siehe 2.3.5, Abb. 2-27). Viertens ist bei humanen CHMP4B
wie bei Drosophila Shrub die konservierte, negativ geladene Oberflache, tiber die Shrub
nachgewiesener Weise im Polymer interagiert, entscheidend fiir die Funktionalitat in vivo
(siehe 2.3.2, Tabelle 2-2) (McMillan et al. 2016). Eine Ladungsumkehr in dieser Region
(E44K, D83K oder E90K) fiihrt wie bei Shrub (E40K, D79K oder E86K) zu einem Verlust
der Rettungsfahigkeit gegeniiber der shrub mutanten Situation (siehe 2.3.2, Tabelle 2-2)
(McMillan et al. 2016). Ursache hierfiir ist vermutlich eine gestérte Homopolymerisation
von CHMP4B. Bereits veroffentlichte Daten unterstiitzen diese Annahme. Sie deuten
ebenfalls an, dass diese negativ geladene Oberfliche essentiell fiir die Homo-
polymerisation von CHMP4B ist (Martinelli et al. 2012). Sie implizieren, dass bei einer
Ladungsumkehr durch den simultanen Austausch der drei Aminosauren (E90R, E94R und
E97R) in CHMP4B die Homopolymerisation beeintrachtigt wird. Dies daufdert sich in den
durchgefiihrten Experimenten dadurch, dass eine C-terminal verkiirzte CHMP4B-
Variante, deren Expression sich erwiesenermafien dominant-negativ auf die HIV-
Knospung auswirkt, nach dem Aminosdureaustausch keinerlei negativen Effekt mehr
zeigt. Entscheidend ist hierbei, dass die Variante trotz Ladungsumkehr weiterhin an die
Plasmamembran binden kann und so eine fehlende Bindung als Ursache fiir den
ausbleibenden negativen Effekt ausgeschlossen werden kann (Martinelli et al. 2012).

All dies zusammen impliziert, dass die Art und Weise wie die ESCRT-III Untereinheit
Shrub polymerisiert tiber die Metazoen hinweg konserviert ist und in hodheren
Organismen auf den gleichen elektrostatischen Wechselwirkungen wie in Drosophila

beruht.

Erste in vivo Rettungsexperimente innerhalb dieser Arbeit signalisieren aufderdem, dass
die Interaktion zwischen humanen LGD1 und CHMP4B auf den gleichen elektrostatischen
Wechselwirkungen wie bei Lgd und Shrub beruht (siehe 2.3.7).

Drei der vier basischen Aminosaduren, die als entscheidend fiir die Interaktion von Lgd
und Shrub identifiziert wurden, sind in der dritten DM4 Domane von hLGD1 konserviert

(siehe 2.3.7, Abb. 2-32). Eine Ladungsumkehr in der positiv geladenen Oberflache der
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dritten Doméane von hLGD1 durch den einzelnen Austausch von zwei dieser konservierten
Aminosauren fiihrt wie bei Lgd zu einem Funktionsverlust der dritten DM14 Domane
(siehe 2.3.7, Abb. 2-34 u. Abb. 2-35) (McMillan et al. 2017). Hier ist entscheidend, dass der
Funktionsverlust nicht nur im Zusammenspiel mit Shrub (Abb. 2-34), sondern auch mit
dessen humanen Ortholog CHMP4B (Abb. 2-35) auftritt. Die dritte DM14 Domane kénnte
daher auch bei hLGD1 die potenzielle Shrub/CHMP4B-Interaktionsschnittstelle
umfassen. Dennoch ware es sinnvoll in einem zukiinftigen Rettungsexperiment als
Kontrolle eine basische Aminosdaure in der dritten DM14 Domdne von hLGD1
auszutauschen, die nicht in der potenziellen Interaktionsschnittelle liegt. Dadurch kénnte
ausgeschlossen werden, dass eine Ladungsumkehr in der dritten Domane zwangslaufig
mit einem Funktionsverlust einhergeht. Dies wurde bereits fiir Drosophila Lgd
ausgeschlossen (Dissertation Tibbe 2019).

Bereits veroffentlichte Daten bekraftigen, dass die humanen Lgd-Orthologe tiber ihre
dritte DM14 Domane mit CHMP4-Proteinen interagieren. Beispielsweise konnte mit Hilfe
eines Pulldown-Assays gezeigt werden, dass ein hLGD1-Deletionskonstrukt (162-493),
welches nur die erste bis dritte DM14 Domdane umfasst, CHMP4B weiterhin bindet
(Ventimiglia et al. 2018). Zudem signalisieren auch veroéffentlichte Daten zu hLGD2, dass
die Interaktion mit CHMP4-Proteinen in hoéheren Organismen auf gleichen
elektrostatischen Wechselwirkungen wie in Drosophila beruht. Erstens konnte gezeigt
werden, dass die Interaktion zwischen hLGD2/CC2D1A und CHMP4B gestort wird, sobald
die Salzkonzentration erhoht wird. Dies spricht fiir elektrostatische Interaktionen
zwischen den zwei Proteinen (Martinelli et al. 2012). Zweitens bestdtigen verschiedene
in vitro Experimente, dass die dritte DM14 Domane von hLGD2/CC2D1A die
Bindungsstelle von CHMP4B beinhaltet (Martinelli et al. 2012). Viertens unterbindet auf
Seiten von CC2D1A eine Neutralisation der Ladung durch Austausch von sieben
konservierten, geladenen Aminosduren durch Alanin in der dritten DM14 Domane die
Interaktion mit CHMP4B (Martinelli et al. 2012). Dies spricht dafiir, dass nicht nur Lgd
iiber diese Region in der dritten DM14 Domane mit Shrub interagiert, sondern auch seine
beiden humanen Orthologe mit CHMP4B.

Ausschlaggebend ist zudem, dass die Interaktion von CHMP4B und CC2D1A/LGD2 auch
von CHMP4B her unterbunden werden kann. Hierfiir muss nur die negativ geladene,
elektrostatische Oberflaiche der N-terminalen Haarnadelstruktur von CHMP4B

aufgehoben werden. Eine Ladungsumkehr in dieser Oberflache von CHMP4B (E90R, E94R
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und E97R) verhindert scheinbar also nicht nur eine Homopolymerisation, sondern hebt

auch die Interaktion mit der dritten DM14 von CC2D1A auf (Martinelli et al. 2012).

Insgesamt deuten all diese Ergebnisse an, dass sowohl die Polymerisation von CHMP4B
als auch die Bindung zwischen hLGD/CC2D1 und CHMP4B jeweils auf den gleichen
elektrostatischen Wechselwirkungen beruhen wie bei ihren Orthologen in Drosophila.
Prinzipiell wiaren die humanen Lgd-Orthologe damit in der Lage auf gleiche Art und Weise
eine nichtfunktionale Polymerisation von CHMP4B zu verhindern und im Umkehrschluss
wahrscheinlich dessen Aktivitat zu erh6hen. Zumal die humanen Lgd-Orthologe bei ihrer
Bindung scheinbar ebenfalls die negativ geladene Oberfliche von CHMP4B blockieren, die
auch entscheidend fiir dessen Homopolymerisation zu sein scheint. Unterstiitzt wird
diese Annahme dadurch, dass in verschiedenen in vitro Experimenten, durch Bindung der
humanen Lgd-Orthologe (hLGD) an CHMP4B, die CHMP4B-Polymerisation unterbunden
wird (Martinelli et al. 2012, Usami et al. 2012, Ventimiglia et al. 2018).

3.2.3 Funktionelle Unterschiede zwischen den humanen CHMP4-Proteinen

Im Gegensatz zu Drosophila umfasst das humane Genom nicht nur ein Snf7-Ortholog,
sondern drei, CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C (Katoh et al. 2003, Peck et al. 2004). Ihre
Analyse ist meist auf in vitro- und Zellkulturexperimente beschrankt. Beliebte molekulare
Werkzeuge sind hierbei die Uberexpression von ESCRT-Proteinen und RNA-Interferenz.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten funktionelle Unterschiede zwischen den humanen
Shrub-Orthologen, CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C, erstmals auf einem physiologischem
Level in einem Organismus aufgedeckt werden (siehe 2.3.1). Im Gegensatz zu CHMP4B
zeigen CHMP4A und CHMP4C auf den ersten Blick kein Rettungsvermogen gegeniiber der
shrub mutanten Situation. Erst in Anwesenheit von CHMP4B konnen sie die Funktion von
Shrub teilweise tibernehmen (siehe 2.3.1 u. 2.3.3) (Masterarbeit Baumers 2015). Folglich
scheinen sie liber CHMP4B indirekt mit der ESCRT-Maschinerie in Drosophila funktional
interagieren zu konnen. Dies ist ein erster Hinweis auf eine funktionale
Heteropolymerisation zwischen CHMP4-Proteinen in einem Organismus.

Nattirlich lassen sich Unterschiede im CHMP4-Expressionslevel trotz Verwendung des
endogenen Expressionssystems (BACs""vb) nicht per se ausschlief3en. Jedoch wiirden sie
nicht das fehlende Rettungsvermégen von CHMP4A und CHMP4C(, welches sich nur in

Abwesenheit von CHMP4B dufert, erklaren.

149



Diskussion

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CHMP4A und CHMP4C prinzipiell in der Lage
sind die Funktion von Shrub im endosomalen Transportweg zu tibernehmen (siehe 2.3.3,
Abb. 2-23). Dies offenbart sich bei der partiellen Rettung des shrub*! mutanten
Hintergrundes durch eine Kopie BACshub-CHMP4B. Hier fiihrt die reduzierte Shrub-
Aktivitat, die einen Defekt im endosomalen Abbau verursacht, zu einer ektopischen
Aktivierung des Notch-Signalweges (siehe 2.3.1 und 2.3.3). Durch die zusatzliche
Expression von CHMP4A oder CHMP4C wird in dieser shrub hypomorphen Situation die
ektopische Aktivierung von Notch aufgehoben (siehe 2.3.3, Abb. 2-23). Zusammen mit
CHMP4B konnen CHMP4A und CHMP4C daher auch Shrub wahrend der ILV-Bildung
teilweise ersetzen.

Insgesamt scheinen daher alle drei humanen Orthologe wenigstens partiell eine
redundante molekulare Funktion zu haben, die sie gemeinsam mit Shrub in Drosophila
teilen. Die grundlegende Funktionsweise ist also trotz einer moglichen Spezialisierung
erhalten geblieben. Diese Erkenntnis stimmt mit den bereits publizierten Daten tliberein.
Grundsatzlich bestitigen diese, dass die humanen Shrub-Orthologe an ESCRT-
vermittelten Abschniirungsprozessen beteiligt sind, die auf denselben topologischen
Prinzipen beruhen und zwar auf einer Membranabschniirung weg vom Zytoplasma

(Ubersicht in Schéneberg et al. 2017, Ubersicht in McCullough et al. 2018).

Die Ergebnisse in dieser Arbeit unterstiitzen ein Szenario, bei dem CHMP4B die
Schliisselkomponente fiir die ESCRT-vermittelten Abschniirungsprozesse ist. Von den
drei humanen Orthologen ist nur CHMP4B ohne Einschrankungen in der Lage Shrub in
Drosophila zu ersetzen. Dabei scheint CHMP4B die Funktion von Shrub in den
verschiedenen ESCRT-abhdngigen Abschniirungsprozessen zu iibernehmen. CHMP4B
kompensiert den embryonal letalen Funktionsverlust von shrub beinahe vollstandig. Es
entwickeln sich adulte, wenn auch sterile Fliegen ohne Musterbildungsdefekte (siehe
2.3.1, Abb. 2-18) (Diplomarbeit Bohnen 2014, Masterarbeit Bdumers 2015). Dem
Szenario entsprechend zeigen CHMP4A und CHMP4C auch erst in Anwesenheit von
CHMP4B eine Aktivitit in Drosophila. Moglicherweise sind sie aufgrund ihrer
Spezialisierung nicht mehr in der Lage ohne CHMP4B den Abschniirungsprozess zu
vermitteln. Dies erklart auch wieso CHMP4A und CHMPA4C trotz ihrer Rekrutierung zur
endosomalen Membran in Drosophila (siehe 2.3.4, Abb. 2-25) erst in Anwesenheit von

CHMP4B (siehe 2.3.3, Abb. 2-23 u. Abb. 2-24) und scheinbar auch nicht in Anwesenheit
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von Shrub (siehe 2.3.4, Abb.2-26) eine Aktivitit in Drosophila zeigen. Denn die
Rekrutierung spricht eigentlich dafiir, dass sie zumindest teilweise funktional mit dem
Rest der ESCRT-Maschinerie in Drosophila interagieren.

Zudem ist auffdllig, dass CHMP4A und CHMP4C auch in Anwesenheit von CHMP4B ein
schlechteres Rettungsvermogen als CHMP4B aufzeigen (siehe 2.3.3, Abb. 2-24). Daher
beruht das unterschiedliche Rettungsvermogen vermutlich nicht nur auf einer fehlenden
Interaktion von CHMP4A und CHMP4C mit der ESCRT-Maschinerie in Drosophila, sondern
deutet auch auf eine Evolution/Spezialisierung von CHMP4A und CHMP4C weg von der
urspriinglichen Funktion hin. Dies unterstiitzt daher auch das Szenario, in dem CHMP4B
die Schliisselkomponente bei den Abschniirungsprozessen ist. CHMP4A und CHMP4C
konnten in dieser Situation als ,Zwischenmonomere” im CHMP4B-Polymer fungieren,
iiber die beispielsweise die Kriimmung der Spirale modifiziert wird. So kénnte auch je
nach Prozess (ILV-Biogenese, Cytokinese etc.) das Polymer an die Gegebenheiten
angepasst werden. Vor allem CHMP4A (265 aa, NP_054888.2) mit seinem verlangerten N-
Terminus konnte dabei eine besondere Rolle zuteilwerden. Dieses Szenario wird zum
einen durch die Hinweise auf eine funktionale Heteropolymerisation zwischen den
CHMP4-Proteinen unterstiitzt (siehe 2.3.3 und 2.3.8), zum anderen konnte bereits mit
Hilfe einer Nothern Blot-Analyse gezeigt werden, dass die CHMP4-mRNAs ein unter-
schiedliches Expressionsmuster aufweisen (Katoh et al. 2004). Entscheidend ist, dass in
dieser Studie das mRNA-Level von CHMP4B in allen untersuchten menschlichen Geweben
hoher ist als das von CHMP4A und CHMP4C. Dies spricht ebenfalls dafiir, dass CHMP4B
unter den drei CHMP4-Proteinen die Schliisselkomponente flir die ESCRT-vermittelten
Abschniirungsprozesse ist.

Vor allem Studien, die ihren Fokus auf der Cytokinese haben, unterstiitzen diese Theorie.
Hier wird der letzte Schritt, bei dem zwei Tochterzellen voneinander getrennt werden,
durch die ESCRT-Maschinerie vermittelt (Carlton und Martin-Serrano 2007, Morita et al.
2007, Guizetti et al. 2011). Die ESCRT-III Untereinheit CHMP4B scheint dabei die
Schliisselkomponente fiir den eigentlichen Abschniirungsprozess zu sein, wohingegen
tiber CHMP4C der Prozess reguliert und eine zu frithe Teilung der Zellen verhindert wird
(Elia et al. 2011, Carlton et al. 2012, Christ et al. 2016). Ob das zum Midbody rekrutierte
CHMP4A (Morita et al. 2007, Elia et al. 2011) ebenfalls eine spezifische Aufgabe wahrend
der Zellteilung iibernimmt, die sich von der von CHMP4B unterscheidet, ist bisher unklar.

Im Gegensatz zu CHMP4B und CHMP4A weist CHMP4C dementsprechend ein Motiv auf,
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dessen Phosphorylierung durch die Kinase Aurora B eine vorzeitige Teilung der Zellen
verhindert (Capalbo et al. 2012, Carlton et al. 2012).

Unterstiitzt wird das Szenario auch durch siRNA-basierte Experimente. Diese bekraftigen,
dass CHMP4A und CHMP4C im Gegensatz zu CHMP4B entbehrlich fiir die eigentliche
Durchfithrung der Zellteilung sind und, dass bei ihrer Reduktion auch nur marginal bis
moderat die ESCRT-vermittelte HIV-1-Knospung beeintrachtigt wird (Morita et al. 2011,
Carlton et al. 2012). Die Effizienz der siRNAs wurde hier mit Hilfe einer Western Blot-
Analyse sichergestellt (Morita et al. 2011, Carlton et al. 2012). Zusatzlich konnte bereits
gezeigt werden, dass tiber CHMP4C sogar ein vorzeitiger Abschniirungsprozess blockiert
wird (Capalbo et al. 2012, Carlton et al. 2012).

Insgesamt scheint es also auch keine Aufteilung der einzelnen CHMP4-Proteine auf die
ESCRT-vermittelten Prozesse zu geben, so sind alle drei wie beschrieben an der
Cytokinese beteiligt (Carlton et al. 2012). Dabei konnten jedoch Unterschiede in der
zeitlichen und rdaumlichen Rekrutierung von CHMP4-Proteinen aufgedeckt werden
(Carlton et al. 2012).

Basierend auf all diesen Daten ist also vorstellbar, dass CHMP4B prinzipiell die
entscheidende Komponente fiir den jeweiligen ESCRT-vermittelten Abschniirungs-
prozess ist und daher die Basis bildet. Die beiden anderen Homologe, CHMP4C und
CHMP44, sind hierbei Komponenten, liber die Einfluss auf den jeweiligen Prozess
genommen wird. Sie ermoglichen vielleicht, wie CHMP4C bei der Cytokinese, eine prazise
Regulierung, oder modifizieren die Kriimmung der CHMP4B-Polymere, sind aber nicht

entscheidend fiir die Abschniirung an sich.

Alle drei humanen CHMP4-Proteine gehen auf einen gleichen Ursprung zurtick. Aufgrund
seiner hohen Aktivitat in Drosophila scheint CHMP4B noch funktional am dhnlichsten zum
Ursprungsprotein zu sein und daher wahrscheinlich, wie beschrieben, am wichtigsten fiir
den grundlegenden Prozess der Abschniirung. Dennoch kann CHMP4B Shrub nicht eins
zu eins ersetzen. Es benotigt die Expression zwei Kopien BACsh"wb-CHMP4B um den
shrub*! mutanten Hintergrund zu retten und nur eine von BACshrub-cDNA (siehe 2.3.1,
Abb. 2-18) (Masterarbeit Baumers 2015). CHMPA4C riickte in den letzten Jahren hingegen
erst aufgrund seiner distinkten Funktion bei der Cytokinese in den Fokus (Carlton et al.
2012). CHMP4A wurde wiederum wahrend verschiedener ESCRT-vermittelter Prozesse

detektiert, beispielweise wahrend der Cytokinese am Midbody (Morita et al. 2007, Elia et
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al. 2011) und auch bei der Reparatur der endolysosomalen Membran (Skowyra et al.
2018). Die spezifische Aufgabe von CHMP4A ist jedoch weiterhin unklar. CHMP4A
(265 aa, NP_054888.2) besitzt einen verlangerten N-Terminus, der bei CHMP4B und
CHMPA4C fehlt. Er konnte der Grund fiir das geringste Rettungsvermogen unter den
humanen Orthologen in Drosophila sein (siehe 2.3.3, Abb.2-24) und daher
moglicherweise notwendig flir bisher unbekannte nicht-redundante Funktionen von
CHMP4A in Saugern. Eine Analyse von CHMP4A ohne den verlangerten N-Terminus in
Drosophila wiirde daher wahrscheinlich mehr tiber die grundlegende Funktion von
CHMP4A verraten. Zumal da ohne den verldngerten N-Terminus die Identitit von
CHMP4A gegeniiber Shrub deutlich steigt (siehe 2.3.1, Tabelle 2-1). Sie ist dann sogar
hoher als die von CHMP4C. Aufderdem scheint humanes CHMP4A auch ohne N-Terminus
zu existieren (CHMP4A, 222 aa, NP_054888.3). Zudem wird CHMP4A in allen
untersuchten menschlichen Geweben der bereits erwdhnten Studie (s.0.) starker

transkribiert als CHMP4C (Katoh et al. 2004).

Interessanterweise offenbaren bereits publizierte in vitro Experimente, dass nicht nur
CHMP4B, sondern auch CHMP4A aktiv Membranen modellieren kann (Hanson et al.
2008). Bei einer Uberexpression von CHMP4-Proteinen in COS-7 Zellen bilden sowohl
CHMP4B als auch CHMP4A membrangebundene zirkuldre Filamente, die jeweils eine
nach aufdengehende Ausstiilpung der Plasmamembran férdern (Hanson et al. 2008).
Zumindest CHMP4A scheint daher prinzipiell wie CHMP4B einen Abschniirungsprozess
vermitteln zu konnen. Hierbei ist jedoch zu bedenken, dass durch die starke
Uberexpression der CHMP4-Proteine eine kiinstliche Situation geschaffen und so eine
Polymerisation der CHMP4-Proteine forciert wurde. Dies entspricht nicht der natiirlichen
Situation, vor allem unter dem Aspekt, dass das Expressionslevel von humanem CHMP4B
im Menschen scheinbar hoher ist als von den anderen beiden CHMP4-Proteinen (Katoh
et al. 2004).

Dennoch stellt sich die Frage, wieso CHMP4A und CHMP4C in Abwesenheit von CHMP4B
kein Rettungsvermogen in Drosophila zeigen (siehe 2.3.1, Abb. 2-18 u. Abb. 2-19). Sie
gelangen auch ohne CHMP4B zur endosomalen Membran (siehe 2.3.4, Abb. 2-25). Dabei
scheint CHMP4A prinzipiell fahig zu sein, Membranen zu modellieren (Hanson et al.
2008). Eine Erklarung fiir eine Rekrutierung ware, dass sie in dieser genetischen Situation

tiiber Shrub mit der restlichen ESCRT-Maschinerie in Drosophila interagieren konnen
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(2.3.4, Abb. 2-25). Jedoch scheint zumindest CHMP4C in Anwesenheit von Shrub trotz
seiner Rekrutierung keine Aktivitit im endosomalen Transportweg von Drosophila zu
haben (siehe 2.3.4, Abb. 2-26). Aufgrund des starken unspezifischen Hintergrundsignals
(Myc-Antikorperfairbung) konnte in dieser Arbeit jedoch nicht einwandfrei verifiziert
werden, ob CHMP4A und CHMP4C wie Shrub und CHMP4B zwischen Zytoplasma und
endosomaler Membran zirkulieren oder, ob sie bereits ohne Vps4 Reduktion an der
endosomalen Membran in Drosophila arretieren (siehe 2.3.4, Abb. 2-25). Falls sie ohne
CHMP4B rekrutiert werden, aber nicht funktionsfiahig sind, konnte CHMP4B auch in

irgendeiner Form fiir die Aktivierung von CHMP4A und CHMP4C notwendig sein.

In zukiinftigen Experimenten gilt es herauszufinden wieso CHMP4A und CHMP4C keine
Aktivitat in Drosophila zeigen, obwohl sie anscheinend zur endosomalen Membran
gelangen bzw. rekrutiert werden. Worin unterscheiden sie sich von CHMP4B? Wie
gelangen sie zur endosomalen Membran?: (1) Werden sie iiber den fiir ILV-Bildung
klassischen Weg rekrutiert (ESCRT-1I-Vps20/CHMP6) (Teis et al. 2008)? (2) Erfolgt die
Rekrutierung ALIX-abhéangig, wie es fiir CHMP4C bei der Cytokinese der Fall ist (Christ et
al. 2016)? Hier ist zu erwdhnen, dass zumindest in S. cerevisiae Snf7 parallel durch ESCRT-
[1-Vps20/CHMP6 und Brol/ALIX wahrend MVB-Biogenese rekrutiert wird (Tang et al.
2016).

3.3 Charakterisierung von Dchmp7 (CG5498) mit Fokus auf dem

endosomalen Transportweg

CHMP?7 ist ein assoziiertes ESCRT-III Protein, das allein schon aufgrund seiner Grofde
einzigartig unter den CHMP-Proteinen des ESCRT-III Komplexes ist. Dennoch ist CHMP7
erst ansatzweise charakterisiert worden. Eine Analyse in einem vielzelligen Organismus
fehlt komplett. Erst in den letzten Jahren zeigte sich, dass CHMP7 an der durch die ESCRT-
Maschinerie vermittelten Reformierung/Assemblierung der Kernmembran bei der
Mitose beteiligt ist. Dort fungiert es als Startkomponente fiir die ESCRT-III Assemblierung
(Olmos et al. 2015, Vietri et al. 2015, Olmos et al. 2016).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine mégliche Funktion von DChmp7 im endosomalen

Transportweg nicht bestatigt werden. Zwar deuten die durchgefiihrten Experimente, die
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auf einer Uberexpression von HA-DChmp7 basieren, auf eine Funktion im endosomalen
Transport hin (siehe 2.5, Abb. 2-39), jedoch konnte bei einem Funktionsverlust von
Dchmp?7 kein Effekt detektiert werden (siehe 2.5, Anhang, Abb. 9-7 und Abb. 9-8). Zuvor
veroffentlichte Daten zeigen zwar auch, dass eine Uberexpression von humanem GFP-
CHMP7 in HeLa-Zellen eine Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen verursacht und
dass wahrscheinlich der endolysosomale Abbau des EGF-Rezeptors beeintrachtigt ist,
jedoch ldsst sich auch hier aufgrund der Uberexpression nicht ausschlieRen, dass dies
unspezifische Effekte sind (Horii et al. 2006).

Diese Experimente verraten jedoch, dass DChmp7 prinzipiell an der endsomalen
Membran lokalisieren kann (siehe 2.5, Abb. 2-39). Dabei nimmt es scheinbar Einfluss auf
den endosomalen Abbau von Transmembranproteinen durch die ESCRT-Maschinerie.
Eine Storung der ESCRT-Maschinerie durch Akkumulation von DChmp7 kénnte erklaren,
warum die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in [gd mutanten Zellen bei der
Uberexpression von HA-DChmp7 unterdriickt wird (siehe 2.5, Abb. 2-41). Eine bereits
erschienene Studie in S. cerevisiae deutet an, dass eine Fehlfunktion in der ESCRT-
Maschinerie eine Storung der Rab5/Rab7 Konversion verursacht (Russell et al. 2012). Bei
dieser Konversion wird wahrend der endsomalen Reifung Rab5 durch die GTPase Rab7
ersetzt (Rink et al. 2005). Rab7 vermittelt wiederum die Fusion der reifenden Endosomen
mit dem Lysosom (Bucci et al. 2000, Vanlandingham und Ceresa 2009). Diese Fusion ist
Voraussetzung fiir die ektopische Aktivierung des Notch-Signalweges in lgd mutanten
Zellen (Schneider et al. 2013). Ein Defekt in der Rab5/Rab7 Konversion aufgrund der
Dchmp7-Uberexpression konnte daher die Ursache fiir die Unterdriickung der

ektopischen Aktivierung sein (siehe 2.5, Abb. 2-41).

Es ist auffdllig, dass Dchmp7 mutante adulte Fliegen nicht nur keinen Defekt im
endosomalen Transportweg offenbaren (Anhang, Abb. 9-7), sondern fertil sind und dabei
keinen offensichtlichen Musterbildungsdefekt aufweisen. Diese Beobachtung erinnert an
die anderen assoziierten ESCRT-III Proteine. Auch sie zeigen im Vergleich zu den ESCRT-
Kernkomponenten schwachere Ausfallphdnotypen, die von keinem bis zu einem
schwachen endosomalen Transportdefekt reichen (Dimaano et al. 2008, Rue et al. 2008,
Agromayor et al. 2009, Baumers et al. 2019). Diese assoziierten ESCRT-Proteine bilden
zwei Wirkkomplexe, die ausschlaggebend fiir die Aktivitat und Rekrutierung der ATPase
Vps4 sind (Shiflett et al. 2004, Azmi et al. 2006, Nickerson et al. 2006, Azmi et al. 2008,
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Dimaano et al. 2008, Rue et al. 2008). Erst ein simultaner Funktionsverlust von je einer
Komponente der beiden Wirkkomplexe verursacht einen ,Class E“-Phdnotyp, der dem bei
einem kompletten Funktionsverlust der ESCRT-Maschinerie dhnelt (Rue et al. 2008).

Auch beim assoziierten ESCRT-Protein CHMP7 konnte der Effekt eines Funktionsverlusts
zu marginal sein und/oder moglicherweise auch durch die Funktion von anderen
Komponenten tiiberdeckt bzw. kompensiert werden. Hierbei koénnten funktionelle
Redundanzen eine Rolle spielen. Zwar konnte bereits durch eine Sequenzierung gezeigt
werden, dass es sich bei den Dchmp7-Allelen um Nullallele handelt (siehe 2.5, Abb. 2-40),
dennoch wire es sinnvoll, durch eine Western Blot-Analyse oder Massenspektrometrie

den amorphen Charakter der Allele zu bestatigen.

Bereits veroffentlichte Zellkulturstudien zeigen, dass humanes CHMP7 als eine Art
Membranadapter bzw. Startkomponente fiir die CHMP4-Polymerisation wahrend der
Reformierung der Kernhiille im Anschluss an die Zellteilung fungiert (Vietri et al. 2015,
Olmos et al. 2016). Es ware daher prinzipiell vorstellbar, dass DChmp7 diese Aufgabe
ebenfalls wahrend der ILV-Bildung tibernimmt. Zumal CHMP7 ein Hybrid aus zwei
ESCRT-proteinen zu sein scheint (humanes CHMP7: ESCRT-III/ESCRT-III (Horii et al.
2006); S. cerevisiae Chm7 ESCRT-II/ESCRT-III (Bauer et al. 2015)) und daher eigentlich
vorgeschaltete ESCRT-Komponenten wie Vps20/CHMP6 (Teis et al. 2008) tiberbriicken
konnte. Hier konnte jedoch auch die Erklarung liegen, wieso sich kein endosomaler Defekt
bei einem Funktionsverlust von Dchmp7 zeigt. Selbst wenn DChmp?7 in diesem Szenario
entfallt, istimmer noch der kanonische Weg fiir eine CHMP4-Polymerisation iiber ESCRT-
[1-Vps20/CHMP6 bei der MVB-Biogenese aktiv (Teis et al. 2008).

Das neben dem kanonischen Weg parallel auch tiber DChmp7 die ESCRT-III
Kernkomponente CHMP4 /Shrub rekrutiert werden kdénnte, wird durch die Beobachtung
gestiitzt, dass wahrend der Cytokinese die Rekrutierung von CHMP4B auch tliber zwei
Wege erfolgt, zum einen tiber Bro1l/ALIX und zum anderen parallel iiber ESCRT-I-ESCRT-
[1-Vps20/CHMP6 (Christ et al. 2016). Hier existieren also zwei parallele Wege liber die
ESCRT-III Polymerisation gestartet wird und die scheinbar partiell redundant agieren.
Zudem konnte bereits in S. cerevisiae gezeigt werden, dass wahrend der MVB Biogenese
die Rekrutierung und Aktivierung von ESCRT-III nicht nur tber den kanonischen Weg

(ESCRT-I1-Vps20/CHMP6) sondern liber Bro1l/ALIX erfolgt (Tang et al. 2016).
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Eine Rekrutierung tiber DChmp7 ware daher auch vorstellbar. Falls DChmp7 auf diese
Weise, wahrend der ILV-Bildung, agiert, offenbart sich dies moglicherweise erst, wenn
zusatzlich zu einem Funktionsverlust von DChmp7, die Rekrutierung iiber den
kanonischen Weg und/oder ALIX/Bro1 ausfallt oder zumindest stark reduziert wird.
Eine Reduktion von vps25 um 50 % (vps25Pb2931 heterozygot [ESCRT-II (vps25Pb2931 /+)])
im Dchmp7 mutanten Hintergrund, wie im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt, reicht
aber scheinbar noch nicht aus.

Um jedoch eine Rolle von DChmp7 im endosomalen aufzudecken, ist zukiinftig eine
Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von endogenem DChmp7 notwendig. Hier
gilt es zu klaren, ob endogenes DChmp7 beispielsweise, wie die anderen ESCRT-III
Komponenten, an der endosomalen Membran arretiert sobald Vps4 reduziert wird (Babst
et al. 1998, Baumers et al. 2019). Interessanterweise zeigt Chm7, das DChmp7-Ortholog
aus Saccharomyces cerevisiae, in biochemischen Fraktionierungsexperimenten keine
signifikant veranderte Lokalisation bei einem Funktionsverlust von vps4 (Bauer et al.
2015). Dies spricht erneut gegen eine generelle Funktion im endosomalen Transportweg.
Jedoch hat DChmp7 nur eine Sequenzidentitit von 17,3 % (Ahnlichkeit 35,9 %)
gegeniiber Chm?7 aus S. cerevisiae [(Bioinformatische Analyse (EMBOSS Needle): Chm7
aus S. cerevisiae (NP_012486.3); DChmp7 (flybase CG5498)].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine funktionale Beziehung zwischen Lgd und DChmp7
in einem Organismus bestatigt werden (siehe 2.5 und Anhang, Abb. 9-9). Da Lgd eine Rolle
im endolysomalen Abbau von Transmembranproteinen spielt (Troost et al. 2012,
Dissertation Troost 2013), lag hier der Schluss nahe, dass DChmp7 moglicherweise mit
Lgd zusammen im endosomalen Transportweg agiert. Bei einem zusatzlichen Funktions-
verlust von Dchmp?7 in lgd mutanten Zellen zeigt sich allerdings keine Modifikation des
endosomalen Phanotyps (siehe 2.5, Abb.2-41). Auch hier offenbart sich also keine
endosomale Funktion von DChmp7.

Allerdings konnte kiirzlich eine direkte Interaktion zwischen humanem LGD1/CC2D1B
und humanem CHMP7 nachgewiesen werden (Ventimiglia et al. 2018). Dies bekraftigt die
identifizierte genetische Interaktion zwischen Igd und Dchmp7 in Drosophila. In dieser
Studie wurde gezeigt, dass hCHMP7 und hLGD1/CC2D1B am Ende der Reformierung der

Kernmembran wahrend der Mitose zusammen agieren (Ventimiglia et al. 2018).
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Eine mogliche Funktion von Drosophila Chmp7 wahrend der Reformierung der
Zellmembran ware daher auch méglich. Ein erstes Indiz fiir ein solche Rolle in Drosophila
auRlert sich bei der Uberexpression von HA-DChmp7 wihrend der Mitose von Zellen der
Peripodialmembran. Hier ist die Lokalisation von HA-DChmp7 in den sich teilenden
Zellen gegeniiber der von Zellen in der Interphase verandert (siehe 2.5, Anhang, Abb. 9-6).
Ob CHMP7 wirklich nur wahrend der Kernmembranreformierung eine distinkte Rolle
erfiillt (bisher ist CHMP7 dort das einzig bekannte Adapterprotein fiir die ESCRT-III
Rekrutierung) oder, ob CHMP7 doch, wie die Uberexpressionexperimente suggerieren, im

endosomalen Transportweg involviert ist, werden zukiinftige Studien zeigen miissen.
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4 Zusammenfassung

Ein direkter Interaktionspartner des Tumorsuppressors Lgd ist die ESCRT-III
Komponente Shrub. Thre Polymerisation an der endosomalen Membran ist essentiell fiir
die ESCRT-vermittelte Bildung von intraluminalen Vesikeln (ILVs) wahrend des
endosomalen Abbaus von Transmembranproteinen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
bestatigt werden, dass bei Funktionsverlust von lgd die Aktivitat von Shrub reduziert ist.
Diese reduzierte Aktivitiat verursacht keine messbar reduzierte ILV-Bildung, sondern eine
Vergrofderung der ESCRT-invagination sites der Endosomen. Eine solche Vergrofierung
deutet auf eine Storung im dynamischen Prozess der ESCRT-III Polymerisation hin. Sie
konnte die ligandenunabhdngige Aktivierung des Notch-Signalweges erklaren, die durch
das Verbleiben einiger Notch-Rezeptoren an der limitierenden Membran der Endosomen
verursacht wird. Lgd wird daher nicht fiir die grundlegende Funktionalitit der ESCRT-
Maschinerie benétigt. Es steigert die Effizienz bei der Inkorporation der Transmembran-
proteine in ILVs, indem es spezifisch die Aktivitit von Shrub anhebt. Dabei scheint Lgd
den Pool verfligbarer Shrub-Molekiile fiir eine dynamische Polymerisation zu erhéhen,
indem er eine unproduktive vorzeitige Polymerisation von Shrub-Molekiilen im
Zytoplasma verhindert und Shrub zur endosomalen Membran rekrutiert. Zusatzlich
konnten in dieser Arbeit Beweise fiir eine Konservierung dieser endosomalen Funktion
der Lgd-Proteine in Sdugetieren gesammelt werden. Die humanen Lgd-Orthologe,
LGD1/CC2D1B und LGD2/CC2D1A, scheinen wie Lgd in Drosophila, essentiell fiir die
vollstindige Aktivitit des Shrub-Orthologs CHMP4B zu sein. Dabei scheint die
Polymerisation von CHMP4B und seine Interaktion mit hLGD1 uber die gleichen
elektrostatischen Wechselwirkungen zu erfolgen wie die ihrer Drosophila Orthologe. Dies
legt nahe, dass der Mechanismus tiber den Lgd die Aktivitat von Shrub steigert in hoheren
Organismen konserviert sein konnte. Dennoch offenbaren sich auch funktionale
Unterschiede zwischen hLGD1 und hLGD2 bei ihrer Interaktion mit den humanen Shrub-
Orthologen. So scheint LGD1 die Aktivitdit von CHMP4B starker anheben zu kénnen als
LGD2. Zudem zeigen sich neben funktionalen Redundanzen auch Unterschiede zwischen
den drei humanen Shrub-Orthologen, CHMP4A, CHMP4B und CHMP4C. Die gewonnenen
Daten deuten auf eine Schliisselrolle von CHMP4B fiir die ESCRT-vermittelten
Abschniirungsprozesse hin. Aufderdem gibt es Hinweise fiir eine funktionale Hetero-

polymerisation zwischen den drei humanen CHMP4-Homologen.
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5 Summary

A direct interaction partner of the tumor-suppressor Lgd is Shrub, one of the ESCRT-III
subunits. The polymerization of Shrub is essential for the ESCRT-mediated biogenesis of
intraluminal vesicles (ILVs) during endosomal degradation of transmembrane proteins.
Present Data confirm a reduced activity of Shrub upon lgd loss of function. This decrease
in activity does not result in reduced ILV formation, but rather in enlarged endosomal
ESCRT-invagination sites, suggesting that ESCRT-III polymerization dynamics are
affected. This possibly explains ligand-independent activation of the Notch signaling
pathway, which is caused by Notch receptors remaining at the limiting membrane of
endosomes. Hence, Lgd is not essential for the basic function of the ESCRT machinery.
Instead, it raises the efficiency of transmembrane proteins incorporation by raising Shrub
activity. Therefore, Lgd seems to increase the free available amount of monomeric Shrub,
by preventing premature cytosolic polymerization and recruiting Shrub to the
endosomale membrane. In addition, this study provides evidence that the endosomal
function of Lgd proteins is conserved in mammals. Both human orthologs (LGD1/CC2D1B
and LGD2/CC2D1A) seem to be required for full activity of the human Shrub ortholog
CHMP4B. Furthermore, in flies and humans, polymerization of Shrub/CHMP4B and its
interaction with Lgd/hLGD1 are based on electrostatic interactions. It is tempting to
speculate that the mechanism of Lgd to increase Shrub activity is conserved in higher
organisms. Still, there are some functional differences between hLGD1 and hLGD2
regarding their interaction with the human orthologs of Shrub. hLGD1 can activate
CHMP4B stronger than hLGD2. Despite some functional redundancy among the human
Shrub orthologs, CHMP4A, CHMP4B and CHMP4C, the findings suggest a key role for
CHMP4B in ESCRT-mediated abscission processes. Furthermore, the obtained results

provide evidence for functional heteropolymers of all CHMP4 homologs.
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6 Methoden

6.1 Material

6.1.1 Puffer, Losungen und Medien

Puffer und Losungen

Tabelle 6-1: Liste der verwendeten Puffer und Lésungen

1x PBS (phosphate buffered saline)

137 mM NacCl; 27 mM KCl, 10 mM
Na2HPO04; 2 mM KH2PO; pH 7,4

0,3 % PBT (1x PBS + Triton-X-100)

1x PBS + 0,3 % Triton

4 % PFA

1x PBS + 4 % Paraformaldehyd

5 % NGS

Normal Goat Serum in 0,3 %PBT

1x TAE-Puffer

40 mM Tris-Acetat; pH 8,0; 1 mM EDTA

Resuspensions-Puffer (S1-Puffer)

50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100 pg/ml
RNase, pH 8.0

Lysis-Puffer S2 (S2-Puffer)

200 mM NaOH; 1 % SDS

Neutralisation-Puffer (S3-Puffer)

2,8M KAc; pH 5,1

SB-Puffer (Squishing Buffer)

10 mM Tris-HCl pH = 8,2; 1 mM EDTA;
25 mM NaCl; 200 pg/mL Proteinase K
(erst kurz vor Gebrauch hinzufiigen)

Antibiotika-Stammlésungen
(Sigma Aldrich)

Ampicillin 100 mg/ml in dH20
Kanamycin 50 mg/ml in dH20

Hoechst 33258 - Verdiinnung 1:10000

Sigma Aldrich

dNTPs, dGTP, dATP, dTTP, DCTP

Thermo Fisher Scientific

6x Ladepuffer:
6x MassRuler DNA Loading Dye

Thermo Fisher Scientific

DNA-Langenstandard:
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific

Gibson Assembly 5x ISO-Puffer

3ml 1M Tris-HCL pH 7,5; 150 ul 2 M
MgClz; 60 pl 100 mM dGTP, 60 pl 100 mM
dATP, 60 ul 100 mM dTTP, 60 ul 100 mM
dCTP, 300 ul 1 M DTT; 1,5 g PEG-8000;
300 ul100 mM NAD; dH20 auf 6 ml.

0,1 % PBT (1x PBS + Tween)

1x PBS; 1,0 % (v/v) Tween 20

4x-Laemmli-Puffer

250 mM Tris-HCI; 8 % SDS; 40 % Glycerol
8 % Betamercaptoethanol; 0,02 % Brom-
phenolblau

4x Trenngelpuffer

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

4x Sammelgelpuffer

0,5 M Tris-HCl; 0,4 % SDS; pH 6,8

10x SDS-Elektrophorese-Puffer

0,26 M Tris-HCl; 1,92 M Glycin; 1 % SDS
pH 8,3

10x Transferpuffer

250 mM Tris-HCI, 1,5 M Glycerin
vor Gebrauch:
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1x Transferpuffer:

10 ml Transferpuffer (10x)
10-20 ml Methanol

375 ul 10 % SDS

Auf 100 ml auffiillen mit dH20

Blockierlosung fiir den Western Blot

5 % Milchpulver in 1x PBS

Farbeldsung fiir den Western Blot

2 % Milchpulver in 1x PBS

(Elektronenmikroskopie)

Stammlésung: Phosphatpuffer A NaH2P04 x H20
(Elektronenmikroskopie) (MW 137,99 g/mol; 27,6 g/1)
Stammldsung: Phosphatpuffer B NazHPO4 x 2H20

(MW 177,99 g/mol; 35,7 g/1)

0,2 M Phosphatpuffer pH 7,4

Fiir 50 ml 0,2 M PO4-Puffer pH 7,4
9,5 ml Phosphatpuffer A

40,5 ml Phosphatpuffer B
pH-Wert ggf. einstellen

0,1 M Phosphatpuffer

0,2 M POs-Puffer pH 7,4, 1:1 mit dH20
verdiinnen (frisch ansetzen!)

(Elektronenmikroskopie)

Glutaraldehyd 50 % Glutaraldehyd EM-Grade
Osmiumtetroxid 4 % wassrig

Ethanol auf Molekularsiebperlen, damit es
(Elektronenmikroskopie) wasserfrei ist (~ 100 %)!

Aceton auf Molekularsiebperlen, damit es

wasserfrei ist (~ 100 %)!

Medien

Futtermedium zur Kultivierung von Drosophila melanogaster

100 g Agar; 1424 g Maisschrot; 190 g Sojamehl; 336 g Trockenhefe; 800 g
Riibensirup; 900 g Malzextrakt; 300 ml Nipaginlosung in Etanol (10 % Gew/Vol);

90 ml Probionsaure; 19,5 1 dH20; (Volumen: 20 Liter) LB-Medium

LB-Medium

10 g Bactotrypton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; 1 1 dH20; autoklavieren; Zugabe von

Antibiotikum nach Bedarf
LB-Plattenmedium (LB-Agar-Platten)

LB-Medium wird mit 15 g Agar/Liter angesetzt und autoklaviert; Zugabe von

Antibiotikum nach Bedarf

Vectarshield (Einbettungsmedium fiir die Fluoreszenzmikroskopie)

Vector Laboratories Inc.

Epon (Einbettungsmedium fiir die Elektronenmikroskopie)

Herstellung nach Anleitung des Kits (Sigma Epoxy Embedding Kit #45359)
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6.1.2 Enzyme und Chemikalien

Die verschiedenen Enzyme wurden, wenn nicht anderes angegeben, mit den

entsprechenden Puffern der Hersteller verwendet.

Polymerasen

Pfu DNA Polymerase Promega

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase New England BioLabs
OneTaq®- DNA Polymerase New England BioLabs
Phusion® HF DNA-Polymerase New England BioLabs

Restriktionsenzyme (Restriktionsendonukleasen)

Kpnl-HF - Restriktionsendonukleasen New England BioLabs
NotI-HF - Restriktionsendonukleasen New England BioLabs
Dpnl - Endonuklease New England BioLabs
T5 Exonuklease Biozym

Ligase

T4 DNA Ligase New England BioLabs
Tag DNA Ligase New England BioLabs
Proteinase

Proteinase K [20 mg/ml] Roche

Gibson-Assembly Enzym Mastermix

320 ul Gibson-Assembly 5x ISO-Puffer

0,64 pl 10 U/ul T5 Exonuklease Biozym

20 ul 2 U/ul Phusion® HF DNA-Polymerase New England BioLabs
160 pl 40 U/ul Taq Ligase New England BioLabs
1,2 ml dH20

Katalysatoren
APS (10 %) (Ammoniumperoxidsulfat) Merck

TEMED (N,N,N'N'-Tetramethyl ethylenediamine) Merck
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Acrylamid

Rotiphorese Gel30 (37,5:1) Carl Roth

6.1.3 Reaktions-Kits und Arbeitsmaterialen

Reaktions-Kits

NucleoBond® Xtra Midi Kit Macherey-Nagel
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit Zymo Research
BM Chemiluminescence Western Blot Kit Sigma Aldrich

Arbeitsmaterialien

Transfermembran:

Roti-PVDF Roth
Filterpapier ,Whatman-Paper*

Rotilabo (0,35 mm) Roth

6.1.4 Primer/Oligonukleotide

Primer fiir die klassische Klonierung iiber Schnittstellen

1) CHMP4-Varianten

Tabelle 6-2: Liste der verwendeten Primer fiir eine klassische Klonierung iiber Schnittstellen

Name

Sequenz 5= 3’

Notl-CHMP4B-for

AAGGAAAAAAGCGGCCGCATGTCGGTGTTCGGGAAGCTG

Notl-HA-CHMP4B-for

GTAGCGGCCGCATGTACCCATACGATGTGCCAGATTACGCTATG
TCGGTGTTCGGGAAGCTG

NotI-Myc-CHMP4B-for

TAGCGGCCGCATGGAACAGAAATTAATTTCTGAAG
AAGATTTAATGTCGGTGTTCGGGAAGCTG

Kpnl-CHMP4B-1.0-rev

GACGGTACCTTACATGGATCCAGCCCAGTTCTC

Notl-Myc-CHMP4A-
for-1.0

AAGGAAAAAAGCGGCCGCATGGAACAGAAATTAATTTCTGAAG
AAGATTTAATGTCGCGGCGGCGCCCTG

Kpnl-CHMP4A-rev

GACGGTACCTCAGGATACCCACTCAGCCAACTGC

NotI-Myc-CHMP4C-for

GTAGCGGCCGCATGGAACAGAAATTAATTTCTGAAGAAGATTT
AATGAGCAAGTTGGGCAAGTTC

Kpnl-CHMP4C-rev

GACGGTACCTTAGGTAGCCCAAGCTGCC
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2) Shrub-Varianten

Tabelle 6-3: Liste der verwendeten Primer fiir die verschiedenen Shrub-Varianten

Name
Notl-shrb-cDNA-for
NotI-V5-shrb-for

Sequenz 5'- 3’
AAGGAAAAAAGCGGCCGCATGAGTTTCTTCGGGAAGATGTTCG
AAGGAAAAAAGCGGCCGCATGATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCT
CGATATGAGTTTCTTCGGGAAGATGTTCG
ATAAGAATGCGGCCGCATGTACCCATACGACGTTCCAGACT
ACGCTGGCGGCGGCATGAGTTTCTTCGGGAAGATG
AAGGAAAAAAGCGGCCGCATGTACCCATACGATGTGCCAGATT
ACGCTATGAGTTTCTTCGGGAAGATGTTCG
GACGGTACCTTAGTTGGACCAGGATAAAAGCTGC
GACGGTACCTTATAAATCTTCTTCAGAAATTAATTTCTGTT
CGTTGGACCAGGATAAAAGCTGC

NotI-HA-3xGly-shrb-
for

Notl-HA-shrb-for
(ohne 3x Gly Linker)
Kpnl-shrb-rev
Kpnl-Myc-shrb-cDNA-
rev

Primer fiir die Mutagenese PCRs

Tabelle 6-4: Liste der verwendeten Primer fiir die verschiedenen Mutagenese PCRs

Name

Sequenz 5> 3’

Myc-CHMP4B-E44K-for

CAAGAAACAGGAGTTCCTGAAGAAGAAAATCGAGCAGG

Myc-CHMP4B-E44K-rev

CCTGCTCGATTTTCTTCTTCAGGAACTCCTGTTTCTTG

Myc-CHMP4B-R63E-for

CGGCACCAAAAACAAGGAGGCGGCCCTCCAGGCA

Myc-CHMP4B-R63E-rev

TGCCTGGAGGGCCGCCTCCTTGTTTTTGGTGCCG

Myc-CHMP4B-R71E-for

GCCCTCCAGGCACTGAAGGAGAAGAAGAGGTATGAGAAGC

Myc-CHMP4B-R71E-rev

GCTTCTCATACCTCTTCTTCTCCTTCAGTGCCTGGAGGGC

Myc-CHMP4B-R74E-for

GCACTGAAGCGTAAGAAGGAGTATGAGAAGCAGCTGG

Myc-CHMP4B-R74E-rev

CCAGCTGCTTCTCATACTCCTTCTTACGCTTCAGTGC

Myc-CHMP4B-D83K-for

GCAGCTGGCGCAGATCAAGGGCACATTATCAACC

Myc-CHMP4B-D83K-rev

GGTTGATAATGTGCCCTTGATCTGCGCCAGCTGC

Myc-CHMP4B-D90K-for

GCACATTATCAACCATCAAGTTCCAGCGGGAGGC

Myc-CHMP4B-D90K-rev

GCCTCCCGCTGGAACTTGATGGTTGATAATGTGC

Primer fiir das Gibson-Assembly

Tabelle 6-5: Liste der verwendeten Primer fiir das Gibson-Assembly

Name ‘ Sequenz 5> 3’

pattB-hLGD1ADM14 (1-3)-HA

5'UTR_NotI_Start_hLGD1 | TAAACAGCCTCTGTGCAATCAAGGGCGGCCGCATGATGCCA
_for GGCCAAGACCTC

zw-3/4_hLGD1_rev GGATGGGGGGAAATCCGTGTAGCCCCTGAGATGCTCCG
hLGD1_zw.3/4 CATCTCAGGGGCTACACGGATTTCCCCCCATCCCTGGC
TTTTATTTAAATTTTCTTGTTTAGCCGGTACCTCAAGCGTA
ATCTGGCACATCGTATGGGTAAGCCAAGCCCCTGGGCTCCAG
AAC

3’'UTR_Kpnl_STOP_HA_
hLGD1 _rev

pattB-shrubP-eGFP-Shrub
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GGGTGAAAAAACAGATCAGCCAGGGCGGCCGCATGGTGAGC
AAGGGCGAGGAGC
TTGCCGCCGAACATCTTCCCGAAGAAACTCATGCCGCCGCCC
TTGTACAGCTCGTCCATGCCG

Notl-eGFP for

EGFP-shrub rev

Dchmp7-0Oligonukleotide fiir CRISPR/Cas
Tabelle 6-6: Liste der verwendeten Oligonukleotide fiir CRISPR/Cas

Name Sequenz 5> 3’

CR_Dchmp7_T1_(-)_sense GTCGAGTTCGCCATGTTTCGATCG
CR_Dchmp7_T1_(-)_antisense AAACCGATCGAAACATGGCGAACT
CR_Dchmp7_T18_(-)_sense GTCGGCAGGACAACGGTAGAATGC
CR_Dchmp7_T18_(-)_antisense AAACGCATTCTACCGTTGTCCTGC

Sequenzierungs-Primer

Tabelle 6-7: Liste der verwendeten Sequenzierungs-Primer

Name Sequenz 5> 3’ Herkunft

shrb 5°'UTR CGGCAATCGGTATCGGGTG (Masterarbeit Biumers
shrb 3'UTR TTCTCTCCCTCGCTTCGAAC 2015)

shrbcDNA-for GATGGATGACATTGCCGAGCAG | diese Arbeit
pattb_resc_cterm TGTGAGGGATATTTACAAAC

pattb_resc_nterm CTGTTGCGACGCAAAAATTT (Dissertation Schulz
hlgd1-1744-F (#35) ATCTGGCAGACCTGTTGATC 2015)
(S)-CC2D1B-1640 (#5) TGGAGCGAGTGCAGCCAGTGAT

Dvps20-Seq_Exon_FOR | GACCAGGACAAGGCGGTTCTG diese Arbeit
Dvps20-Seq-3'UTR_REV | GGTTCTATGCCTCCACCAGGAC | diese Arbeit

6.1.5 Vektoren

Tabelle 6-8: Liste der verwendeten Vektoren/Plasmide

Name Herkunft Verwendung
pattB-shrubP- (Masterarbeit Biumers 2015) Ausgangspunkt fiir alle
shrub pattB-shrubP-Konstrukte

Template fiir:
,HA-shrub“-Insert
,V5-shrub“-Insert
»HA-3xGly-shrub“-Insert
»Shrub-Myc“-Insert

BACshrub-CHMP4A | (Masterarbeit Baumers 2015) Template fiir: ,,Myc-
CHMP4A"“-Insert
BACshrub-CHMP4B | (Diplomarbeit Bohnen 2014) Template fiir:
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,CHMP4B“-Insert
,Myc-CHMP4B“-Insert
,HA-CHMP4B“-Insert

BACshrub-CHMP4C | (Diplomarbeit Bohnen 2014)

Template fiir: ,Myc-
CHMP4C“-Insert

U6:3-gRNA

U6:3-gRNA (Port et al. 2014)
modifiziertes Plasmid pwhite-
pCFD3: U6:3-gRNA

von Prof. Dr. Herman Aberle
(Institut fir Funktionelle
Zellmorphologie, HHU)

pIC133 addgene Template fiir eGFP

pattB lgdP- (Drusenheimer et al. 2015) Ausgangspunkt fiir pattB
hLGD1-HA lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA
lgdP- (Dissertation Schulz 2015) Ausgangspunkt fiir
hLGD1ADM14 Mutagenese PCR

1-2-HA

pwhite-pCFD3: - Ursprungs-Plasmid pCFD3: Zur Expression der beiden

sgRNAs T1 und T18

das modifizierte Plasmid

verfligt liber ein mini-
white zur besseren
Selektion von
transgenen Fliegen

BACshrub (BAC-Klon, CH322-47020 (Venken et al. 2009))

Tabelle 6-9: Informationen zu den annotierten Genen, die BACs"b zusitzlich zu der genomischen

Region von shrub enthilt

a/p hydrolase 1 (Hydrl1,
CG8058)

scheint an zellularen lipidmetabolischen Prozessen
beteiligt zu sein (Wisotzkey et al. 2003)
(Flybase ID FBgn0033382)

alicorn (alc, CG8057)

codiert fiir eine regulatorische Untereinheit der AMP-
aktivierten Proteinkinase, AMPK.

Dieses Enzym ist entscheidend fiir den Erhalt der
neuronalen Zell-Homoostase und der apico-basalen
Zellpolaritat im epithelialen Gewebe (Spasic et al. 2008)
(Flybase ID FBgn0260972)

pre-mRNA processing
factor 38
(Prp38, CG30342)

Das Ribeonucleoprotein Prp38 ist sowohl involviert in
die Reifung als auch in der Aktivierung des Spliceosomes
und reguliert die G2/M Transition im Zellzyklus
(Andersen und Tapon 2008)

(Flybase ID FBgn0050342)

CG30344

codiert vermutlich fiir einen an der Sekretion beteiligten
Transporter in den malpighischen Gefiafden
(Nierentubuli) von Drosophila melanogaster (Chahine
und O'Donnell 2009)

(FBgn0050344)

CG8788 und
CG44286

IThre molekulare Funktion ist unbekannt.
Der biologische Prozess, in den sie involviert sind, ist
unbekannt.
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CG18659 und CG30345 Sie sind nicht vollstandig im BAC-Klon enthalten.
Sie sind an den jeweiligen Enden der genomischen
Sequenz des BAC-Klons lokalisiert.

BACvps20 (BAC-Klon, CH322-09008 (Venken et al. 2009))

Tabelle 6-10: Informationen zu den annotierten Genen, die BAC"rs29 zusitzlich zu der genomischen

Region von vps20 enthilt

RpS16 (CG4046) codiert fiir einen strukturellen Bestandteil von
Ribosomen. Ribosomal protein S16 (RpS16) ist
involviert in den Prozess der Translation (Alonso und
Santaren 2006, Marygold et al. 2007)

(FBgn0034743)

CG4329 involviert in sensorische Wahrnehmung von Gerauschen
(Senthilan et al. 2012).
(FBgn0034745)

CG4269 und CG4294 Ihre molekulare Funktion ist unbekannt.
Der biologische Prozess, in den sie involviert sind, ist
unbekannt.
(FBgn0034741 und FBgn0034742)

CG33143 und CR45328 Sie sind nicht vollstandig im BAC-Klon enthalten.

Sie sind an den jeweiligen Enden der genomischen
Sequenz des BAC-Klons lokalisiert.

snoRNA:Me28S-G2173-RA | snoRNA (small nucleolar ribonucleic acid)
genaue Funktion unbekannt
1) snoRNA:Psi28S-1175a snoRNA (small nucleolar ribonucleic acid)
2) snoRNA:Psi28S-1175b genaue Funktion unbekannt
3) snoRNA:Psi28S-1175c
snoRNA:Or-acal snoRNA (small nucleolar ribonucleic acid)
genaue Funktion unbekannt

6.1.6 Antikorper

Primadrantikérper
Tabelle 6-11: Auflistung der verwendeten Primérantikérper fiir Western Blot-Analysen (WB) und
immunhistochemische Farbungen (IHC) an Fliigelimaginalscheiben. Zusitzlich sind die Herkunft, die

eingesetzte Verdiinnung und der Hersteller angebenden.

Antigen Generiert in | Verdiinnung Hersteller

HA Kaninchen 1:2000 (IHC) Cell Signaling
Technology (C29F4)

NECD Maus 1:100 (IHC) DSHB (C458.2H)

Rab5 Maus 1:500 (IHC) Abcam (ab91261)

Wingless (Wg) Maus 1:500 (IHC) DSHB (4D4)
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c-Myc Kaninchen 1:1500 (IHC) abcam (ab9106)

c-Myc Maus 1:1000 (IHC) Cell Signaling
Technology (9B11)

3-Galaktosidase (£3-Gal) | Kaninchen 1:500 (IHC) MP Biomedicals (urspr.

(praabsorbiert) Cappel)

Discs large (Dlg) Maus 1:500 (IHC) DSHB (4F3)

E-cadherin (E-cad) Ratte 1:50 (IHC) DSHB (DCAD2)

Peanut Maus 1:1000 (WB) DSHB (4C9H4)

Snf7 Kaninchen 1:5000 (WB) (Teis et al. 2008)

Shrub Kaninchen 1:50 (IHC) (Bachelorarbeit Briiser
2011)

CHMP4B Kaninchen 1:200 (IHC) Santa Cruz C12 sc-
82556

Sekundarantikdrper

Tabelle 6-12: Auflistung der verwendeten Sekundarantikérper fiir Western Blot-Analysen (WB) und
immunhistochemische Farbungen (IHC) an Fliigelimaginalscheiben. Zusatzlich sind die Herkunft, die

eingesetzte Verdiinnung und der Hersteller angebenden.

Antigen + gekoppelt mit | Generiertin | Verdiinnung | Hersteller
Maus + Alexa-488 Ziege 1:500 (IHC) Invitrogen
Maus + Alexa-568 Ziege 1:500 (IHC) Invitrogen
Maus + Alexa-647 Ziege 1:500 (IHC) Invitrogen
Kaninchen + Alexa-488 Ziege 1:500 (IHC) Invitrogen
Kaninchen + Alexa-568 Ziege 1:500 (IHC) Invitrogen
Kaninchen + Alexa-647 Ziege 1:500 (IHC) Invitrogen
Ratte + Alexa 647 Ziege 1:500 (IHC) Invitrogen
Maus + HRP Ziege 1:5000 (WB) | Jackson Immuno Research
Kanninchen + HRP Ziege 1:5000 (WB) | Jackson Immuno Research

6.1.7 Chemisch kompetente Bakterienstimme

Tabelle 6-13: Liste der chemisch kompetenten Bakterienstimme

Name Hersteller Genotyp

DH5-a Invitrogen F- 80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endA1l
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1l A-

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

Tabelle 6-14: Auflistung der verwendeten Fliegenstimme (Drosophila melanogaster)

Genotyp Referenz
(Anmerkungen)

wt Stammsammlung AG Klein

w Stammsammlung AG Klein

w; If/CyOws-lacz; MKRS/TM6B

Multibalancer (MB)
Stamm

w; If/SM6a-TM6B

Compound Balancer

y w M(eGFP.vas.int.Dm)ZH-2A ; M(3xP3-RFP.attP)ZH-86Fb

(Bischof et al. 2007)
attP 86Fb Chr. 3L

y w M(eGFP.vas.int.Dm) ZH-2A; M(3xP3-RFP.attP’)ZH-68E

(Bischof et al. 2007)
attP 68E Chr. 3L

Aufstellung der verwendeten Allele

w; shrub*! FRTG13/CyOws-lacZ: MKRS/TM6B

(Sweeney et al. 2006)

w; lgd?” FRT40A/CyOvs-lacZ; MKRS/TM6B

(Jaekel und Klein 2006)

w; lgdSH495 /CyOwg-lacz; MKRS/TM6B

(Oh et al. 2003, Jaekel und
Klein 2006)

w; vps2013 FRT42D/CyOws-lacZ: MKRS/TM6B

(Vaccari et al. 2009)

w; vps20r6270 /CyQwg-lacz; MKRS/TM6B

(Kahsai et al. 2016)
#BL 12060

w; vps25Pb2931FRT42D/CyOws-lacZ; MKRS/TM6B

(Thompson et al. 2005)

w; hrsP28 FRT40A/CyOws-lacz; MKRS/TM6B

(Lloyd et al. 2002)

w; If/CyOws-lacz; Dchmp737.0 FRT2A/TM6B

diese Arbeit (sgRNA T1)

w; If/CyOws-lacz; Dchmp799 FRT2A/TM6B

diese Arbeit (sgRNA T1)

w; If/CyOms-lacz; Dchmp726 FRT2A/TM6B

diese Arbeit (sgRNA T18)

w; If/CyOws-lacz; Dchmp736 FRT2A/TM6B

diese Arbeit (sgRNA T18)

w; If/CyOws-lacz; Dchmp768 FRT2A/TM6B

diese Arbeit (sgRNA T18)

weitere Stimme

w; lgd?7 FRT40A; Gbe+Su(H)-lacZ/SM6a-TM6B

Stammsammlung AG Klein

w; lgd7 FRT40A/CyQTb-RFP

Stammsammlung AG Klein

w; shrub*! FRTG13; Gbe+Su(H)-lacZ/SMé6a-TM6B

Stammsammlung AG Klein

w; shrub*! FRTG13; +/SM6a-TM6B

Stammsammlung AG Klein

w; hrsP28 FRT40A; Dchmp7370 FRT2A/SM6a-TM6B

diese Arbeit

w; vps25Pb2931 FRT42D; Dchmp737.0 FRT2A/SMé6a-TM6B diese Arbeit
w; shrub*1 FRTG13; Dchmp7370 FRT2A/SM6a-TM6B diese Arbeit
w; lgd?7 FRT40A; Dchmp737.9 FRT2A/SM6a-TM6B diese Arbeit

Verwendete Gal4-Treiberlinien

hhGal4 (Tanimoto et al. 2000)
hhGal4 rekombiniert mit
hhGal4 tubGal80% BL#7018
(DissertationTroost 2013)
ciGal4 (Croker et al. 2006)
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ptcGal4 (Speicher et al. 1994)
enGal4 FBti0007092
enGald tubGal8o's enGal4 rekombiniert mit

BL#7018

w’; NRE-GFP, hhGal4 tubGal80%/ SM6a-TM6b

Stammsammlung AG Klein

Verwendete UAS-Effektorlinien

UAS vps4-RNAi VDRC #35126
UAS HA-Dchmp7 diese Arbeit
UAS Rab7-RNAi (111.) VDRC#40337

UAS Myc-shrub?®>

(Dissertation Jackel 2010)

UAS Myc-shrubAautol®

(Dissertation Jackel 2010)

Klonale Analyse

y w UbxFIp™+) FRT19A (v+); If/CyOTb1

BL 42730

y w UbxFIp+) FRT19A (v*); FRT40A 2xGFP/CyO™b1

Stammsammlung AG Klein

y w UbxFlp+) FRT19A (w*); FRTG13 2x GFP/CyQ™1

Stammsammlung AG Klein

y w UbxFlpw*) FRT19A (w*); +; FRT2A His-RFP/TM6B

Stammsammlung AG Klein

w; ptcGal4 UAS-FIp NRE-GFP/CyOwd-lacZ; FRT2A His-
RFP/TM6B

Stammsammlung AG Klein

w; ciGal4 UAS-Flp /CyOws-lacZ;2x GFP FRT2A
RFP/TM6B

Stammsammlung AG Klein

hsFlp; lgdd? FRT40A/CyQws-lacZ; FRT2A 2xGFP/TM6B diese Arbeit
BACvps20

w-; vps203 FRT42D; attP 68E BACvPs20/SM6a-TM6B diese Arbeit
w-; vps20r6270; attP 68E BACvrs20/SMé6a-TM6B diese Arbeit
w-; lgd?” FRT40A; attP 68E BACvrs20/SM6a-TM6B diese Arbeit

verwendete Reportergenkonstrukte und Marker

tub-Rab7YFP

(Marois et al. 2006)

Gbe+Su(H)-lacZ

(Furriols und Bray 2001),
X. und III. Chromosom

NRE-GFP (1I)

(Housden et al. 2012)

lgdP-Konstrukte

w-; lgd?” FRT40A; attP 68E lgdP-lgd-HA/SM6a-TM6B

diese Arbeit

w-; lgd” FRT404; attP 68E lgdP-hLGD1-HA/SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w-; lgd?” FRT40A; attP 68E lgdP- hLGD1ADM14 1-2-HA/

SM6a-TM6B diese Arbeit
w-; lgd?” FRT40A; attP 68E lgdP- hLGD1ADM14 1-2 diese Arbeit
R412E-HA/SM6a-TM6B
w-; lgd?” FRT40A; attP 68E lgdP- hLGD1ADM14 1-2 diese Arbeit
R416E-HA/SM6a-TM6B
w-; lgd?” FRT40A; attP 68E lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA/ diese Arbeit

SMé6a-TM6B
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w-; lgd” FRT404; attP 68E lgdP-hLGD2-HA/SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

BACshrub-Konstrukte

w7 +/+; BACshrub diese Arbeit

w; +/+; BACshrub-mut2 diese Arbeit
(Diplomarbeit Bohnen

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACs"wb /SM6a-TM6B 2014)

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACs'ub-cDNA/SM6a-TM6B | diese Arbeit

w; shrub*FRTG13; attP 86Fb BACshb-mut2/SM6a-TM6B %lﬂg’marhe‘t Bohnen

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACs'rub-snf7 /SM6a-TM6B | diese Arbeit

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACshrub-CHMP4A/ diese Arbeit

SMé6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACshrub-CHMP4A, diese Arbeit

Gbe+Su(H)-lacZ/SM6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACshub-CHMP4B/ (Diplomarbeit Bohnen

SMé6a-TM6B 2014)

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACshub-CHMP4B-mut2/
SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACshrub-CHMP4B,
Gbe+Su(H)-lacZ/ SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACshrub-CHMP4B/
SMé6a-TM6B

(Diplomarbeit Bohnen
2014)

w; shrub+1FRTG13; attP 86Fb BACshub-CHMP4C/
SMé6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb BACshrub-CHMP4C,
Gbe+Su(H)-lacZ/SM6a-TM6B

diese Arbeit

wr; lgd?” FRT40A; attP 86Fb BACs'™b/SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers

2015)
w; lgd?7 FRT40A; attP 86Fb BACshrub-mut2 /SM6a-TM6B diese Arbeit
w; lgd?7 FRT40A; attP 86Fb BACshrub-snf7 /SM6a-TM6B diese Arbeit

w; lgd?” FRT40A; attP 86Fb BACshr>-CHMP4B/
SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w; lgd?” FRT40A; attP 86Fb BACsi"ub-CHMP4B, Gbe+Su(H)-
lacZ/SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w; lgd?” FRT40A; attP 86Fb BACs"wb-CHMP4C/

SM6a-TM6B diese Arbeit

w; lgd?” FRT40A; attP 86Fb BACshrub-CHMP4C, Gbe+Su(H)- diese Arbeit

lacZ/SM6a-TM6B

CHMP4 und hLGD-Kombinationen

w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACsh"ub-CHMP4A, attP 68E diese Arbeit

lgdP-hLGD1-HA/SM6a-TM6B

w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACshmub-CHMP4A, attP 68E ) )
diese Arbeit

lgdP-hLGD2-HA/SM6a-TM6B
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w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACshmub-CHMP4B, attP 68E
lgdP-lgd-HA/SM6a-TM6B

diese Arbeit

w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACs'"ub-CHMP4B, attP 68E
lgdP-hLGD1-HA/SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

Gbe+Su(H)-lacZ; lgd?’, shrub*!; attP 86Fb BA(shrub-
CHMPA4B, attP 68E lgdP-hLGD1-HA/SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACshmub-CHMP4B, attP 68E

lgdP-hLGD1ADM14 1-2-HA/SM6a-TM6B diese Arbeit

w; lgd?’, shrub*1; attP 86Fb BACs"ub-CHMP4B, attP 68E diese Arbeit

lgdP- hLGD1ADM14 1-2 R412E-HA/SM6a-TM6B

w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACshmub-CHMP4B, attP 68E ) )
diese Arbeit

lgdP- hLGD1ADM14 1-2 R416E-HA/SM6a-TM6B

w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACsh"ub-CHMP4B, attP 68E ) .
diese Arbeit

lgdP-hLGD1ADM14 1-3-HA/SM6a-TM6B

w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACshmub-CHMP4B, attP 68E
lgdP-hLGD2-HA/SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

Gbe+Su(H)-lacZ; lgd?’, shrub*!; attP 86Fb BA(shrub-
CHMP4B, attP 68E IgdP-hLGD2-HA/ SM6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w; lgd?7, shrub*1; attP 86Fb BACshrub-CHMP4C, attP 68E
lgdP-hLGD1-HA/SM6a-TM6B

diese Arbeit

w; lgd?’, shrub*1; attP 86Fb BACshub-CHMP4C, attP 68E
lgdP-hLGD2-HA/SM6a-TM6B

diese Arbeit

shrubP-Konstrukte

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb shrubP-shrub/SMé6a-TM6B

(Masterarbeit Biumers
2015)

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb shrubP-Myc-shrub/

SM6a-TM6B diese Arbeit

;VM;ZT;IZZE'RTGJ& attP 86Fb shrubP-shrub-Myc/ diese Arbeit

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb shrubP-V5-shrub/ diese Arbeit

SM6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb shrubP-HA-3xGly-shrub/ diese Arbeit

SMé6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb shrubP-HA-shrub/ diese Arbeit

SM6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb shrubP-eGFP-LAP-shrub/ diese Arbeit

SM6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86Fb shrubP-eGFP-shrub/ diese Arbeit

SMé6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4A/ diese Arheit

SM6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-HA-CHMP4B/ diese Arbeit

SMé6a-TM6B

w; shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4B/ ] _
diese Arbeit

SMé6a-TM6B
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w7 shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4C/ diese Arbeit
SM6a-TM6B
Rekrutierung zur endosomalen Membran
w-; enGal4 tubGal80%; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4A/ diese Arbeit
SM6a-TM6B
w’; enGal4 tubGal80%; attP 86 Fb shrubP-HA-CHMP4B/ diese Arbeit
SM6a-TM6B
w-; enGal4 tubGal80%; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4C/ diese Arbeit
SM6a-TM6B
;v 1\;[ éZL; Ix\f;;-RNAI; attP 86 Fb shrubP-Myc-shrub/ diese Arbeit
CHMP4B-Polymerisation
w; shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4B diese Arbeit
E44K/ SM6a-TM6b
w; shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4B diese Arbeit
R63E/ SM6a-TM6b
w7 shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4B diese Arbeit
R71E/ SM6a-TM6b
w7, shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4B diese Arbeit
R74E/ SM6a-TM6b
w7 shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4B diese Arbeit
D83K/ SM6a-TM6b
w; shrub*1FRTG13; attP 86 Fb shrubP-Myc-CHMP4B diese Arbeit
E90K/ SM6a-TM6b
CRISPR/Cas9 und sgRNA

diese Arbeit
w-; nos-Cas9; FRT2A/SM6a-TM6B Anmerkung nos-Cas9:

#BL 78781
w; att51C U6:3-gRNA T1; FRT2A/SM6a-TM6B diese Arbeit
w; att51C U6:3-gRNA T18; FRT2A/SMé6a-TM6B diese Arbeit

6.1.9 Gerate und Software

Tabelle 6-15: Auflistung der verwendeten Geriite, Software und Internetdatenbanken

Software Axio Vision Rel. 4.8 und Rel. Carl Zeiss
4.9
Adobe Photoshop CS6 Adobe
GraphPad Prism 7.0d GraphPad Software
CLC Sequence Viewer 8 Qiagen
Chromas 2.6.2 Technelysium Pty Ltd
Serial Cloner 2.6.1 SerialBasics
UCSF Chimera 1.13.1 Universitiy of California,
USA
SnapGene Viewer GSL Biotech LLC
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Fiji 1.51i Image]
(Schindelin et al. 2012)
EndNote™ X8.2 Thomson Reuters
Zeiss ZEN (blue edition) Carl Zeiss
Version: 1.1.2.0
Zeiss ZEN (black edition) Carl Zeiss
Version: 2.3 SP1
Microsoft Office 2019 Microsoft
ImageSP SYSPROG & TRS
Internetdatenbanken NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/
EMBOSS Needle https://www.ebi.ac.uk/To
ols/psa/emboss_needle/
FlyBase http://flybase.org/
[-TASSER (Protein Structure | https://zhanglab.ccmb.me
& Function Predictions, d.umich.edu/I-TASSER/
Zhang Lab, Univerity of
Michigan)
RCSB PDB (Protein Data https://www.rcsb.org/
Bank)
flyCRISPR (Target Finder) https://flycrispr.org/targe
t-finder/
Mikroskope und Axio Imager Z1 mit ApoTome | Carl Zeiss
Binokulare und AxioCam MRm
Zeiss Axio Plan 2 mit Carl Zeiss
ApoTome und AxioCam MRm
ZEISS-EM 902A Carl Zeiss
Leica MZ16 A Leica
Zentrifugen Ultrazentrifuge: Beckmann Coulter
Avanti J-26 XP JX508L37
Tischzentrifuge: Heraeus Instruments
Biofuge pico
Tischzentrifuge: Heraeus Instruments
Fresco 21
Thermocycler peqSTAR 2X VWR PEQLAB
TProfessional Thermo Cycler | Biometra
Gradient
Taumler Polymax 2040 Heidolph
Rollinkubator RM 5 Cat-Ing
Schiittler SM30A Edmund Biihler GmbH
Inkubator BE200 Incubator Memmert GmbH & Co. KG
Function Line B6 Heraeus
Wasserbad GFL 1083 GFL
Heizblock Mixing Block MB-102 Bioer
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Vertical Electrophoresis Cell

Konzentrations- NanoDrop™ 2000c PEQLAB
bestimmung Spektralphotometer

Feinwaage FA-110-4i Faust
Geldokumentation QUANTUM-System PEQLAB

SDS-PAGE Mini-PROTEAN® Tetra Bio-Rad Laboratories

Western Blot

Trans-Blot Turbo

Bio-Rad Laboratories

Western Blot ImageQuant™ LAS 4000 GE Healthcare
Dokumentation

Trimmfrase Leica EM TRIM2 Leica
Ultradiinnschnitte Ultracut Reichert-Jung
Diamantmesser DIATOME
Glasmesserbrecher KnifeMaker Type7801 LKB

6.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Standard-PCR

Standard-PCRs zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fiir die klassische Klonierung

tiber Schnittstellen oder auch fiir das Gibson Assembly wurden mittels Q5® High-Fidelity

DNA Polymerase (New England BioLabs) generiert. Die jeweilige PCR wurde nach den

Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Mutagenese PCR

Fiir den Austausch einzelner Basenpaare in einem bereits existierenden Vektor wurden

Mutagenese PCRs nach den Vorgaben des Kits QuikChange II Site-Directed Mutagenesis

von Agilent Technologies durchgefiihrt. Die entsprechenden Primer (siehe 6.1.4) wurden

nach Angaben dieses Protokolls designt.

Tabelle 6-16: Mutagenese PCR Ansatz

Menge | Komponente
5ul 10x Pfu Puffer
1l dNTP Mix

50 ng Template DNA
125ng | forward Primer
125 ng reverse Primer
auf 50 pl | ddH20

+1pul Pfu Polymerase
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Tabelle 6-17: Mutagenese PCR Programm

ZyKlen Schritt Temperatur (°C) | Zeit

1x Initiale Denaturierung 95 30s

18x Denaturierung 95 30s
Annealing 55 1 min
Elongation 68 1 min/kb

1x Pause 8 o

Im Anschluss an die PCR wurde eine Restriktionsspaltung mit 1 pl Dpnl (10 U/ul) fir 1 h
durchgefiihrt. Es erfolgte eine DNA-Aufreinigung mit Hilfe des Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit von Zymo Research. Hierfiir wurden 100 pl des ADB Puffers zu den 52 pl
Restriktionsansatz gegeben. Die weiteren Schritte erfolgten nach dem Protokoll des
Herstellers. Die DNA wurde in 15 pl eluiert. Anschlieffend wurden die chemisch

kompetenten Bakterien mit 5 pl der eluierten DNA transformiert.

6.2.2 Gibson Assembly

Gibson Assembly ist eine Methode, die es erlaubt mehrere DNA-Fragmente aufgrund von
zueinander komplementiren Uberhingen in einer einzelnen isothermen Reaktion zu
verbinden (Gibson et al. 2009). Ziel ist es ein neues Plasmid zu generieren ohne dafir
klassische Schnittstellen verwenden zu miissen. Die einzelnen DNA-Fragmente werden
so gewahlt, dass sie Uberhiange von jeweils 32 Basenpaaren mit dem vorherigen und dem
nachfolgenden Fragment aufweisen. In dem Reaktionsansatz befinden sich eine 5°-
Exonuklease, eine DNA-Polymerase und eine DNA-Ligase. Durch die 5’-Exonuklease
werden die Uberhinge einzelstringig, sodass sich die DNA-Fragmente aneinander
anlagern konnen. Die DNA-Polyermase schliefdt zusammen mit der DNA-Ligase die
Licken in dem neu entstandenen, zirkuldaren Plasmid.

Die DNA-Fragmente fiir das Gibson Assembly lassen sich klassisch mittels PCR (siehe

6.2.1) oder Restriktionsspaltung (siehe 6.2.8) generieren.

Der DNA-Mix fiir das Gibson Assembly lasst sich wie folgt berechnen:

- Vektor-Riickgrat: 12 ng pro 1000 bp
- Die anderen DNA-Fragmente werden entweder im Verhéltnis von 4:1 oder 8:1 zu

dem Vektor-Riickgrat eingesetzt:
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o Verhéltnis von 4:1: fiir Fragmente, die 1/2-1/4 so grof? wie das Vektor-
Riickgrat sind
o Verhéltnis von 8:1: fiir Fragmente, die < 1/4 so grofd wie das Vektor-

Riickgrat sind

Exemplarische Berechnung fiir ein Verhaltnis von 8:1

Masse Vektor-Riickgrat [ng]= Grofde Vektor-Riickgrat [kbp] x12

Masse Vektor—Riickgrat [ng] x Grofie Insert [kbp]

x8
Grofie Vektor—Riickgrat [kbp]

Masse Vektor-Riickgrat [ng] =

Gibson Assembly Enzym Mastermix:

Tabelle 6-18: Zusammensetzung des Gibson Assembly Enzym Mastermix

Volumen Komponente

320 ul Gibson-Assembly 5x ISO-Puffer

0,64 ul 10 U/ul T5 Exonuklease

20 ul 2 U/ul Phusion ® Gugh-Fidelity DNA-Polymerase
160 pl 40 U/pl Taqg DNA Ligase

1,2 ml dH20

aliquotieren (15ul Ansatze) und Lagerung bei -20 C

Vorgehen:

15 pl Gibson Assembly Enzyme Mastermix auf Eis auftauen lassen

exakt 5 ul DNA-Mix hinzufiigen

auf 50 °C fiir 60 min inkubieren

auf Raumtemperatur fiir 3 min abkiihlen lassen

3 min auf Eis inkubieren

Transformation chemisch kompetenter Bakterien (TOP10) mit 2-5pl des

Reaktionsansatzes
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6.2.3 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Die Transformation chemisch kompetenter Bakterien wurden nach dem folgenden
Protokoll durchgefiihrt:

- Auftauen der Bakterien auf Eis

- Zugabe der zu transformierenden DNA (Vektor, Ligationsansatz oder

Mutagenese PCR-Produkts)

- Inkubation des Transformationsansatzes auf Eis fiir 10 min

- Hitzeschock fiir 90 s auf 42 °C

- Inkubation auf Eis fiir 2 min

- Zugabe von 900 ul LB Medium

- Inkubation fiir 1h bei 37 °C (Laborschiittler)

- Ausplattieren:

o Bei einer Re-Transformation eines bereits fertiggestellten Vektors
werden standardmafdig 50 ul der Bakterien-Losung auf den
entsprechenden LB-Agar-Platten ausplattiert.

oder

o Bei einem Ligationsansatz wird die Bakterienlésung fiir 1 min bei
5000 x g zentrifugiert, der Uberstand anschliefend verworfen und das
Bakterienpellet in 100 pl resuspendiert. Diese werden dann auf die LB-
Agar-Platten ausgestrichen

- Inkubation der Platten bei 37 °C iber Nacht

6.2.4 Plasmid-DNA-Praparation (Mini)

Das verwendete Protokoll zur Plasmid-DNA-Praparation (Mini) basiert auf dem Prinzip
der alkalischen Lyse:

- Animpfen von 3 ml LB-Medium mit einer Bakterienkolonie

- Inkubation der Kultur tiber Nacht auf 37 °C

- Uberfiihren von 1,5 ml der Kultur

- 5 min Zentrifugation bei 13.000 rpm

- Uberstand verwerfen

- Bakterienpellet in 300 ul Resuspensions-Puffer (S1) 16sen
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300 pl Lysis-Puffer (S2) hinzugeben, die Proben fiinfmal invertieren und
anschlief3end 5 min bei RT stehen lassen

Zugabe von 300 pl Neutralisations-Puffer (S3), die Probe erneut fiinfmal
invertieren und Inkubation fiir 5 min auf Eis

mind. 20 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

500 pl 2-Propanol in neue 1,5 ml Reaktionsgefifde vorlegen und 750 pl des
Uberstands hinzufiigen

mind. 30 min bei 13.000 rpm zentrifugieren (4 °C), Uberstand anschlieend
verwerfen

500 pl 70 %iges Ethanol hinzugeben

mind. 15 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

Ethanol entfernen und die gewonnene Plasmid-DNA trocknen lassen

Plasmid-DNA in 20-30 ul dH20 I6sen

6.2.5 Plasmid-DNA-Praparation (Midi)

Fiir eine Plasmid-DNA-Priaparation (Midi) wurden 100 ml LB-Medium mit dem

entsprechenden Antibiotikum versetzt. Die Kultur wurde anschlief3end angeimpft und

tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Praparation wurde mit dem NucleoBond® Xtra Midi

Kit von Macherey-Nagel durchgefiihrt. Die gewonnene DNA wurde standardmafig in

50 pl dH20 gelost.

6.2.6 Genomische DNA-Isolation

Zur Isolation der genomischen DNA wurde folgendes Protokoll durchgefiihrt:

pro Reaktionsgefafd wird eine einzelne Fliege platziert

mit einer Pipettenspitze, die 50 pl des SB-Puffers enthalt, wird die Fliege fiir
5-10 s zerdrickt, ohne dabei die Fliissigkeit aus der Pipettenspitze freizusetzen
anschliefend wird der in der Pipettenspitze verbliebene SB-Puffer
hinzugegeben

Inkubation bei 25-37 °C fiir 20-30 min

Inaktivierung der im Puffer enthaltenen Proteinase K durch Inkubation bei

95 °C fir 1-2 min
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Die praparierte genomische DNA kann auf 4 °C fiir mehrere Monate gelagert werden. Fiir

eine PCR reicht meist 1 pl der Losung. Dabei storen Korperteile der Fliege die PCR nicht.

6.2.7 Sequenzierung

Sequenzierungen der Plasmid-DNA wurden extern von Microsynth Seqlab (Gottingen)

durchgefiihrt.

6.2.8 Restriktionsspaltung

Analytische und praparative DNA-Restriktionsspaltungen wurden mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen der Firma NEB (New England BioLabs) durchgefiihrt und
erfolgten nach den Angaben des Herstellers. Die Enzym-Menge wurde unter Beachtung
der jeweiligen Units und abhdngig von der eingesetzten DNA-Konzentration gewahlt. Die
Inkubationszeit betrug bei analystischen und praparativen Restriktionsspaltungen 1 h
bei 37°C. Restriktionsspaltungen wurden anschliefend mit Hilfe von Aragose-

Gelektrophorese analysiert und falls notig die DNA-Fragmente isoliert (siehe 6.2.9).

Tabelle 6-19: Typischer analytischer Restriktionsansatz

Volumen | Komponente

Xl DNA (1 pug)
2ul 10x NEB-Puffer
0,25 ul Restriktionsendonuklease

auf20 ul | dH20

Tabelle 6-20 Typischer priparativer Restriktionsansatz

Volumen | Komponente

Xl DNA (4 pug)

5ul 10x NEB-Puffer

0,25 ul Restriktionsendonuklease
0,25 ul Restriktionsendonuklease
auf 50 ul | dH20
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6.2.9 Gelextraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agarose-Gel

Fiir die DNA-Isolierung im Anschluss an eine Agarose-Gelelektrophorese wurde das
gewiinschte DNA-Fragment aus dem Gel ausgeschnitten. Die in dem Gelfragment
enthaltene DNA wurde mit Hilfe des Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kits von Zymo
Research aus dem Gel extrahiert. Die Extraktion wurde nach Angaben des Herstellers

durchgefiihrt. Die DNA wurde in 11 pl eluiert.

6.2.10 Ligation

Um DNA-Fragmente in einen Vektor zu ligieren, wurde die T4 DNA Ligase mit ihrem
entsprechenden Puffer von NEB verwendet. Zuvor wurden die zu ligierenden Fragmente
und der Vektor einer priaparativen Restriktionsspaltung unterzogen, um Uberhinge fiir
die anschlief3ende Ligation zu erzeugen. Vektor und Insert wurden in einem Verhaltnis
von 1:3 bis 1:5 eingesetzt und mit Hilfe der T4-Ligase ligiert. Die Ligation erfolgte iiber

Nacht bei 18 °C oder alternativ eine Stunde bei Raumtemperatur.

Tabelle 6-21: Ligationsansatz

Komponente | Volumen

1ul 10 x T4 DNA Ligase Puffer

Xl Vektor-DNA (100ng)

Xl Insert-DNA (zwischen 1:3 und 1:5)
0,5 ul T4 DNA Ligase

auf 10 pl dH20

6.3 Proteinbiochemische Methoden

6.3.1 Proteingewinnung aus Drosophila Fliigelimaginalscheiben

Fiir die Proteingewinnung wurden L3-Larven des gewlinschten Genotyps in 1x PBS auf
Eis prapariert. 25 Fliigelimaginalscheiben wurden in 15 pl 1xPBS {iberfiihrt und mit 5 pl
4x Laemmli-Puffer versehen. Anschlieféend wurde die Probe fiir 10 min auf 95 °C erhitzt.

Thre Lagerung erfolgte bei -20 C.
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6.3.2 SDS-Page und Western Blot

Um Proteine ihrer Groéfie nach aufzutrennen wurde eine Sodium-Dodecyl-Sulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. 20 ul des Lysats (siehe

6.3.1) wurden auf das Gel aufgetragen.

Tabelle 6-22: Zusammensetzung des Gels fiir die SDS-PAGE

Komponente 10 %iges Trenngel 5 %iges Sammelgel
(1,5 mm Gel) (1,5 mm Gel)

Rotiphorese Gel 30 3,34 ml 500 ul

4x Trenngel- bzw. 2,5 ml 750 ul

Sammelgelpuffer

dH20 4 ml 1688 ul

10 % APS 134 ul 60 pl

TEMED 10 pl 3ul

Nach der Auftrennung der Proteine erfolgte ein Western Blot (semi-dry blotting). Hierfiir
wurde eine PVDF-Membran 5 min in Methanol inkubiert. Entscheidend ist zudem, dass
die Filterpapiere mit Transferpuffer getrankt wurden. Der Proteintransfer auf die
Tragermembran erfolgte im Trans-Blot Turbo von Bio Rad Laboratories bei 1A

Stromstarke und maximal 25 Volt Spannung fiir 30 min.

Die immunhistochemische Farbung von Western Blots:

- 1hblockieren der Membran in 5 %igen Milchpulver in 1x PBS

- Inkubation iiber Nacht mit dem primaren Antikérper in 2 %igem Milchpulver in
1x PBS auf 4 °C

- 3x 20 min wachen in 0,1 % PBT (1x PBS + Tween)

- Inkubation fiir 1 h mit dem HRP- (Meerrettich Peroxidase) gekoppelten sekun-
ddren Antikorper in 2 %igem Milchpulver in 1x PBS auf Raumtemperatur

- 3x 20 min wachen in 0,1 % PBT (1x PBS + Tween)

- Lagerung der Membran in 1x PBS auf 4 °C

Die Detektion der Proteine erfolgte liber eine Chemilumineszenzreaktion ausgelost mit
Hilfe des BM Chemiluminescence Western Blot Kit von Sigma Aldrich Co. LLC am
ImageQuant™ LAS 4000 von GE Healthcare.
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6.4 Transmissionselektronenmikroskopie

6.4.1 Eponeinbettung der Fliigelimaginalscheiben

Die Praparation der Larven des dritten Larvenstadiums wurde in kaltem Phosphatpuffer
(0,1 M PO4, pH 7,4) durchgefiihrt. Hierfiir wurde die anteriore Halfte der L3-Larven
umgestililpt und der Darm sowie das Fettgewebe entfernt. Bis zu ihrer Fixierung werden

die praparierten Halften auf Eis in Phosphatpuffer gesammelt.

Fixierung:

1 h bei RT (Raumtemperatur) fixieren in 2,5 % Glutaraldehyd in 0,1 M PO4
o (475 pl Puffer + 25 ul 50 % Glutaraldehyd EM-Grade)

- 5x 5 min waschen in 0,1 M PO4 (RT)

- 1hOsmierungin 2 % 0sO4 in 0,1 M PO4 (auf Eis, abgedunkelt!)

- 3x 5 min waschen in 0,1 M PO (auf Eis)

- 3x 5 min waschen in dH20 (auf Eis)
Entwasserung:
- 7 min 50 % EtOH auf Eis (Wichtig: Alkohole auf Eis stellen!)
- 7 min 70 % EtOH auf Eis
- 7 min 90 % EtOH auf Eis
- 7 min 96 % EtOH auf Eis
- 2x10 min ~100 % EtOH auf Eis (reines Ethanol in Flasche mit Molekularsieb)

- 2x10 min ~100 % Aceton auf Eis (reines Aceton in Flasche mit Molekularsieb)
In Epon iiberfiihren:
- 1hEpon: Aceton 1:1 (auf 4 °C)
- 2 hEpon: Aceton 3:1 (auf 4 °C)
- Inkubation iiber Nacht auf 4 C in reinem Epon
- 2x 2 h Inkubation in reinem Epon (RT)
- Fligelimaginalscheiben freipraparieren und einbetten in frischem Epon in
Flachbettformen

- 72 hbei 65 °C ausharten lassen

Die Eponblocke mit den eingeschlossenen Fliigelimaginalscheiben wurde zunachst

getrimmt und anschliefende erfolgten Semidiinnschnitte (500 nm dicke; fiir die
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Lichtmikroskopie) sowie Ultradiinnschnitte (70 nm; fiir die Elektronenmikroskopie).
Semidiinnschnitte und Ultradiinnschnitte wurden von Jessica Hausmann angefertigt

(Technische Assistentin des Instituts fiir Genetik, HHU).

6.4.2 Farbung der Semidiinnschnitte:

Um die Semidiinnschnitte im Lichtmikroskop analysieren zu koénnen, wurden sie

angefarbt:

- Die angefertigten Semidiinnschnitte (500 nm) auf einer Heizplatte bei ca. 60 °C
trocknen

- 1min 30s mit der Farbel6sung nach Richardson firben (ein paar Tropfen der
gefilterter Farbel6sung auf die Schnitte geben)

- grundlich mit H20 abspiilen und trocknen lassen

Semifarbel6sung nach Richardson:
Stammldsung 1: 1 % Azur Il in H20

Stammldsung 2: 1 % Methylenblau in 1 % Borax (Na-Borat) in H20
Stammldsungen 1:1 mischen und in einer Spritze mit Membranfilter (0,22 pm)

aufbewahren

6.4.3 Kontrastieren der Ultradiinnschnitte

Vorbereitungen

- eine Glasplatte mit sauberen Parafilm beschichten, eine Glaspetrischale als Deckel

nehmen um die Tropfen mit den Schwermetalllésungen abzudecken

2 % Uranvlacetat wassrig: 5 min

- Grids mit der Schnittseite nach unten fiir 5 min auf die Uranylacetat-Tropfen geben
(abgedeckt und lichtgeschiitzt!)
- 5x kurz mit dH20 waschen (pro Grid 5 Tropfen dH20)

- auf einem Filterpapier mit der Schnittseite nach oben trocknen

Ansetzen der Losung: 2 % Uranylacetat

- 1 gUranylacetat in 50 ml dH20 lésen
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- pH-Wert sollte 2-5 sein
- auf 10 ml-Spritzen aufziehen, gut verschlossen und lichtgeschiitzt im Kiihlschrank

lagern

Bleicitrat nach Reynolds: 4 min

- ca.6 NaOH-Plattchen unter den Deckel legen und 3-5'warten, so dass das COz aus
der Luft gebunden werden kann

- Bleicitrat-tropfen dazugeben (Deckel nur kurz ein wenig 6ffnen, damit nicht zu viel
CO2dazu kommt!), kurz warten, dann 4" kontrastieren

- 5x kurz mit dH20 waschen (pro Grid 5 Tropfen dH20)

- auf einem Filterpapier mit der Schnittseite nach oben trocknen

Ansetzen der Losung: Bleicitrat nach Reynolds:
1,33 g Pb(NO3)2 Bleinitrat
1,76 g Na3(CeHs07) 2 H20 Na-Citrat

- inca. 30 ml dH20 (autoklaviert oder abgekocht) l6sen:

- 1 min kraftig schiitteln: die Losung wird milchig und es bildet sich ein Niederschlag

- 30 s schiitteln

- 6-8ml 1 N NaOH (0,4 g NaOH-Plattchen in 10 ml) tropfenweise zugeben: Losung
wird klar

-  pH-Wert sollte bei 12 liegen

- auf 50 ml auffiillen

- auf 10 ml-Spritzen aufziehen und gut verschlossen im Kiihlschrank lagern

6.5 Quantitative Analyse des ILV-Anteils von MVBs

Um den ILV-Anteil der MVBs quantifizieren zu kénnen, wurde das elektronendichte
Material im endosomalen Lumen der zuvor mit dem TEM aufgenommen MVBs mit Hilfe
eines selbstgeschriebenen Makros fiir die Bildverarbeitungs-Software ,Fiji“ (siehe 6.1.9)
quantifiziert. Dieses Makro wurde zusammen mit dem Center for Advanced Imaging (CAi)
an der Heinrich-Heine-Universitat entwickelt und geschrieben (Baumers et al. 2019).

Die Analyse beinhaltet folgende Schritte: Die MVBs werden manuell umrissen und als

region of intrest (ROIs) fiir die Analyse gespeichert. Jedes erfasste MVB wird zunachst
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ausgeschnitten. Um Stérsignale zu reduzieren, aber den Kontrast so gut wie moglich zu
erhalten, wird ein Medianfilter mit einem Umfang von 2 px verwendet. ILVs werden mit
Hilfe des ,Huang“-Algorithmus erkannt und abgegrenzt (Huang und Wang 1995). Eine
bindre Maske wird erstellt, die das elektronendichte Material der ILVs anzeigt. Die Flache
aller erkannten ILVs in einem MVB wird addiert und durch die Gesamtfliche des MVBs
dividiert. Dadurch kann der prozentuale Anteil an ILVs pro MVB berechnet werden. Zur
Qualititskontrolle wird eine Uberlagerung der bindren Maske und der urspriinglichen
elektronenmikroskopischen Aufnahme angefertigt und anschlieffend manuell begut-
achtet. Der ILV-Anteil mehrerer MVBs wurde gesammelt und in Box-Whisker-Plots

dargestellt. Die Daten wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 7.0d statistisch ausgewertet.

6.6 Genetische Methoden

6.6.1 Immunhistochemische Farbung an Fliigelimaginalscheiben

Fiir eine Antikorperfairbung an Fliigelimaginalscheiben wurden Larven des dritten
Larvenstadiums in 1x PBS prapariert. Hierfliir wurden die Larven in zwei Halften geteilt,
die posteriore Halfte verworfen, die anteriore Halfe umgestiilpt sowie Fettgewebe und
Darm entfernt. Die umgestiilpten Halften wurden in Siebchen in eine 24er-Multiwellplatte
gesammelt. Falls nicht anders angegeben erfolgten alle Schritte des folgenden

Farbeprotokolls auf Raumtemperatur:

- Fixierung des Gewebes durch 500 pl 4 % Paraformaldehyd fiir 30 min
- 3x 10 min waschen in 0,3 % PBT
- 30minin 500 pl 5 % NGS in 0,3 % PBT inkubieren (unspezifische Bindestellen fiir
die Antikorper werden blockiert), alternativ tiber Nacht auf 4 °C.
- Inkubation mit den primaren Antikérpern in 500 pl 5% NGS in 0,3 % PBT fiir
mind. 90 min
o bei einem schlechten Signal hilft es die Inkubationszeit bis auf 3 h zu
verldngern, alternativ liber Nacht auf 4 °C. Achtung kann bei einigen
Antikorpern auch zu einem starkeren Hintergrundsignal fiihren.
- 3x 15 min waschen in 0,3 % PBT
- Inkubation mit den sekunddren Antikérpern in 500 ul 5 % NGS in 0,3 % PBT fiir

mind. 60 min
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o auch hier kann eine langere Inkubationszeit zu einem besseren Signal
fiihren (2-3 h)
10 min in 0,3 % PBT waschen
Inkubation mit Hoechst 33258 (1:10000) in 500 pl 0,3 % PBT fiir 10 min

o (Stammloésung: 5 mg/ml in dH20)
2x 10 min waschen in 0,3 % PBT

Lagerung in 1x PBS auf 4 °C moéglich

Anschliefend wurden die Fliigelimaginalscheiben in 1x PBS freiprdpariert, auf einen

Objekttrager tiberfiihrt und dort in VECTASHIELD® eingebettet.

6.6.2 Erzeugung transgener Fliegen

Fiir eine zielgerichtete Integration der verschiedenen DNA-Konstrukte /Transgene in das
Genom von Drosophila melanogaster wurde auf ein ¢C-31 Integrase basiertes System
zurlckgegriffen. Hier erfolgt eine gerichtete Insertion der Konstrukte in attP Integra-
tionsstellen (landing sites) (Bischof et al. 2007). Diese Integrationsstellen wurden zuvor
durch ein M-Element (Mariner (M) Transposon, M (3xP3RFP attP)) in das Genom
integriert. Fiir jedes Chromosom stehen mehrere Integrationsstellen zur Verfiigung
(Bischof et al. 2007). Die Integration der Transgene wird durch eine in der Keimbahn
exprimierte ¢pC-31 Integrase erreicht. Dafiir ist sie bereits als Transgen stabil auf dem X-
Chromosom integriert (y w Hintergrund) und wird unter Kontrolle des vasa-Promotors
exprimiert. Die verwendeten Plasmide umfassen neben dem jeweiligen Transgen, eine
attB Sequenz und ein mini-white (w*) als Selektionsmarker. Die ¢C-31-Integrase
vermittelt zwischen der attB-Sequenz des Plasmids und attP Insertionsstelle eine
sequenzspezifische Rekombination, sodass das Plasmid ins Genom integriert wird. Die
Injektionen wurden von Sylvia Tannebaum und Stefan Kolzer (Institut fiir Genetik, HHU)

vorgenommen. Ein Teil der Injektionen erfolgte durch BestGene Inc, Chino Hills, CA, USA.

Tabelle 6-23: Injektionsmicx fiir die Erzeugung transgener Fliegen

400 ng/ul | Plasmid-DNA
1l 2 %Phenolrot

1ul Injektionspuffer
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Auf10 ul | dH20

Dieser Injektionsmix wird fiir 30 min bei 13.000 rpm zentrifugiert

Die transgenen Fliegen wurden nach dem folgenden Protokoll erzeugt (Bachmann und
Knust 2008): Fiir eine stabile Integration wird die Plasmid-DNA in 30 min alte,
dechorionisierte Embryonen injiziert. Die Injektion erfolgt in das posteriore Ende der
Embryonen. Hier entstehen die Polzellen, die Vorlaufer der Keimbahn. Da zu diesem
Zeitpunkt in der Entwicklung der Embryo ein syncytiales Blastoderm ist, kann die
Plasmid-DNA vor der Zellularisierung in den Zellkern gelangen. Die anschliefdende
Selektion nach transgenen Fliegen wird durch den im Vektor enthaltenen
Selektionsmarker (mini-white w*) ermoglicht. Transgene Fliegen konnen in der
nachfolgenden Generation iiber die roten Augen identifiziert werden. Sie werden in den
Multibalancer Hintergrund (siehe 6.1.8) gekreuzt, sodass ein stabiler Fliegenstamm, der
das in das Genom integrierte Transgen enthdlt, etabliert werden kann. Die verwendeten
BACstrub- und shrubP-Konstrukte in dieser Arbeit wurden in die Integrationsstelle
attP 86Fb integriert. Alle lgdP-Konstrukte wurden in die Integrationsstelle attP 68E

integriert.

6.6.3 Fliegenhaltung

Die Fliegenhaltung erfolgte in Kunststoffrohrchen, welche bis zu einem Drittel mit
Futtermedium (siehe 6.1.1) gefiihlt und mit einem Schaumstoffstopfen verschlossen
waren. Die Fliegenstimme wurden auf 18 °C oder bei Raumtemperatur (ca. 21 °C)
gehalten. Die aktiven Kreuzungen wurden, wenn nicht anders angegeben auf 25 °C
gelagert. Kreuzungen wurden angesetzt, indem jungfrauliche Weibchen mit Mannchen in

einem Verhaltnis von 3:1 in einem Réhrchen verpaart wurden.

6.6.4 Das Gal4/UAS-System

Das Gal4/UAS System ermoglicht eine zeitlich und rdumlich definierte Expression von
Transgenen in Drosophila melanogaster (Brand und Perrimon 1993, Phelps und Brand
1998). Dieses Expressionssystem stammt urspriinglich aus S. cerevisiae. Es besteht aus

zwei Komponenten, dem Transkriptionsfaktor Gal4 und dessen DNA-Bindungssequenz
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UAS (Upstream Activating Sequence). Beide Komponenten kommen nattrlicherweise
nicht in Drosophila vor.

Es gibt verschiedene Gal4-Treiberlinien, bei denen Gal4 unter Kontrolle unterschiedlicher
Promotoren exprimiert wird. Beim Effektorstamm liegt downstream von UAS ein
Transgen. Werden beide Komponenten durch Kreuzung zusammengebracht, bindet der
Transkriptionsfaktors Gal4 an die UAS-Sequenz und das ihr nachgeschaltete Transgen
wird transkribiert.

Eine Erweiterung des Gal4/UAS System durch eine temperatursensitive Variante des
Gal4-Repressors Gal80 (Gal80t) ermoglicht eine zeitliche Regulation der Expression
(McGuire et al. 2003). Bei einer Temperatur von 18 °C ist der Repressor aktiv und
verhindert die Gal4-vermittelte Expression des Transgens. Bei einer Temperatur von
29 °C kommt es zu einer Inaktivierung des Repressors, sodass die Gal4-vermittelte

Expression stattfindet.

6.6.5 RNA-Interferenz

Bei der RNA-Interferenz (RNAi) handelt es sich um einen zelluliren Prozess zur
Genregulation (Ubersicht in Wilson und Doudna 2013). Bei diesem Prozess werden in
eukaryotischen Zellen endogene mRNAs sequenzspezifisch abgebaut oder zumindest ihre
Translation inhibiert. Mit Hilfe der RNA-Interferenz kann daher die Genfunktion
analysiert werden, indem die Genaktivitit posttranskriptionell unterdriickt wird. In
dieser Arbeit werden die RNAi-Konstrukte mittels Gal4/UAS-System exprimiert (siehe
6.6.4) (Dietzl et al. 2007). Nach ihrer Transkription bildet die RNA eine doppelstrangige
Haarnadelstruktur, die durch das Enzym DICER weiterprozessiert wird und letztendlich
zusammen mit einem Argonautprotein (AGO) den RISC Komplex (RNA Induced Silencing
Complex) bildet. Dieser Komplex erkennt aufgrund der spezifischen Sequenzhomologien
der geladenen RNA die entsprechende Ziel-mRNA und induziert die Spaltung oder
Degradation der mRNA.

Durch Expression der RNAi mittels Gal4/UAS-System kann eine zeitlich und raumlich

begrenzte Herunterregulierung des Proteinlevels erreicht werden.
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6.6.6 Klonale Analyse mittels Flp/FRT System

Mit Hilfe der klonalen Analyse lassen sich gewebespezifische Zellklone in Drosophila
melanogaster erzeugen. Dies ermdglicht beispielsweise die Analyse von embryonal
letalen Mutationen und einen direkten Vergleich mit dem angrenzenden, wildtypischen
Gewebe. Basis fiir die klonale Analyse ist die homologe Rekombination wahrend der
Mitose. Mit Hilfe des Flp/FRT Systems ldsst sich eine solche mitotische Rekombination
induzieren. Sie wird durch die Flippase (Flp) zwischen den spezifischen FRT (Flippase
Recombinae Target)-Erkennungssequenzen ausgeldst (Golic und Lindquist 1989, Golic
1991, Xu und Rubin 1993). Hierfiir muss das mutante Allel in Heterozygose vorliegen und
beide Chromosomen miissen die gleiche FRT-Sequenz besitzen. Durch Verwendung von
Markern auf dem homologen FRT-Chromosom ist eine Identifizierung der Klone moglich.
Die mutanten Zellklone zeichnen sich nach der Kloninduktion durch einen Verlust des
Markers (z.B. GFP, RFP) aus, wobei der wildtypische Zwillingsklon zwei Kopien des
Markers besitzt. Heterozygote Zellen, die den Genotyp der Ausgangssituation besitzen,

haben weiterhin nur eine Kopie des Markers.

6.6.7 Erzeugung der Dchmp7 mutanten Allele mit Hilfe von CRISPR/Cas

Urspriinglich ist CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) /Cas ein adaptiver Inmunabwehrmechanismus der Prokaryoten. CRISPR/Cas
ermoglicht es dem Organismus zielgerichtet fremde (virale) Oligonukleotide zu
zerschneiden und damit zu zerstoéren (Barrangou et al. 2007).

Dieses System kann zur Genom-Editierung verwendet werden (Ubersicht in Sander und
Joung 2014). Grundlage hierfiir ist das CRISPR-assoziierte Protein 9 (Cas9), eine
Endonukelase, die zielgerichtet Doppelstrangbriiche in der genomischen DNA erzeugen
kann. Ein solcher Doppelstrangbruch kann zwei verschiedene Reparaturmechanismen in
der Zelle auslosen, ,non-homologous end-joining“ (NHE]) oder ,homology-directed
repair‘ (HDR) (Ubersicht in Jasin und Rothstein 2013). Bei NHE] kommt es aufgrund einer
einfachen Ligation der DNA-Enden hdufig zur Insertion oder Deletion einzelner
Basenpaare im Bereich des Doppelstrangbruches. NHE] ermoglicht es daher gezielt
Nullallele zu erzeugen. Bei HDR verwendet die Zelle homologe Sequenzen als Template
zur Reparatur des DNA-Abschnittes. Hier dient beispielsweise die endogene Kopie des

betroffenen Gens auf dem homologen Chromosom als Template. HDR erméoglicht es DNA-
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Sequenzen prazise zu modifizieren oder gar Neue einzubauen. Hierflir wird ein exogenes
Donor-Reparatur-Plasmid mit entsprechenden homologen Sequenzen als Template in die

Zelle eingeschleust.

Beim CRISPR-System bildet die Endonuklease Cas9 zusammen mit crRNA (CRISPR-RNA)
und tracrRNA (trans-activating crRNA) einen Komplex. Die crRNA zeichnet sich durch
eine variable Sequenz (20 bp), die komplementir zur Zielsequenz ist, aus. Uber sie kann
der Komplex zielgerichtet an die DNA binden. Zudem ist ein Teil der crRNA Sequenz
komplementar zur tracrRNA, sodass die beiden miteinander hybridisieren kénnen
(Bhaya et al. 2011). Dabei ist die tracrRNA fiir die Bindung von Cas9 essentiell.
Entscheidend ist, dass direkt neben der Zielsequenz der crRNA ein PAM Motiv (5 NGG)
liegen muss. Die Endonuklease Cas9 interagiert mit diesem Motiv und schneidet ca. drei
Basenpaare upstream vom PAM-Motiv (Sternberg et al. 2014).

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde fiir die Genom-Editierung eine sgRNA (single
guide-RNA) konzipiert, die die Eigenschaften und die Struktur des Komplexes aus
tracrRNA und crRNA nachempfindet (Jinek et al. 2012). Uber sie kann der Cas9-

vermittelte Doppelstrangbruch zielgerichtet induziert werden.

Um den Funktionsverlust von Dchmp7 in dieser Arbeit in Drosophila analysieren zu
koénnen, wurden durch CRISPR/Cas9 induziertes ,non-homologous end joining“ (NHE])
Dchmp7-mutante Allele erzeugt (Port et al. 2014). Ausgangspunkt fiir die Generierung
war ein Chromosom, welches bereits einer FRT-Erkennungssequenz tragt. Grund hierfiir
ist, dass der Genlocus von Dchmp?7 sehr nah am Centromer liegt. Durch die Verwendung
eines FRT-Chromosom konnte daher eine zeitaufwendige, meiotische Rekombination
aller generierten Allele mit der FRT-Erkennungssequenz FRT2A, fiir eine anschlief3ende
klonale Analyse (siehe 6.6.6), vermieden werden. Um die Wahrscheinlichkeit fiir ein
CRISPR/Cas Ereignis zu erhohen, wurde die jeweilige sgRNA stabil exprimiert. Hierfiir
wurde sie als Transgen mit Hilfe des modifizierten Plasmids pwhite-pCFD3: U6:3-gRNA in
das Genom integriert (siehe 6.1.5 und 6.6.2), sodass sie dort stabil, unter Kontrolle des
U6:3 Promotors, einem Typ-III RNA-Polymerase III Promotor, exprimiert wird. Die Cas9
Endonuklease wird ebenfalls stabil unter Kontrolle des nos-Promotors in der Keimbahn
exprimiert. Dafiir liegt sie ebenfalls als Transgen stabil integriert auf dem zweiten

Chromosom vor.
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Die moglichen Zielsequenzen fiir die Cas9 Endonuklease im Genom von Drosophila
melanogaster wurden mit Hilfe des ,Target Finder“ von fIyCRISPR identifiziert
(https://flycrispr.org/target-finder/). Die Genom-Editierung mittels CRISPR/Cas9 wurde
zweimal unabhidngig voneinander durchgefiihrt und zwar mit zwei unterschiedlichen
sgRNAs. Es wurde daher immer nur ein Doppelstrangbruch pro CRISPR-Ereignis
induziert. Von beiden sgRNAs befinden sich die Zielsequenzen im ersten Exon von
Dchmp?7 (siehe 2.5, Abb. 2-40):

1) sgRNA T1: Zielsequenz AGTTCGCC|ATGTTTCGATCG AGG

2) sgRNAT18: Zielsequenz GCAGGACA|ACGGTAGAATGC AGG
Durch die zwei unterschiedlichen sgRNA konnte bei den anschlief}enden Experimenten
die Wahrscheinlichkeit einer Fehlinterpretation durch potenzielle Hintergrund-
mutationen (off-targets) minimiert werden. Eine Sequenzierung (siehe 6.2.7) der
potenziellen Allele bestitigt eine Deletion oder Insertion von einzelnen Basenpaaren
(siehe 2.5, Abb. 2-40). Diese verursachen eine Leserasterverschiebung und wahrschein-
lich einen Translationsabbruch. Fir die Sequenzierung (siehe 6.2.7) wurde die
genomische DNA isoliert (siehe 6.2.6) und anschliefend der jeweilige Dchmp7 Genlocus

mittels PCR amplifiziert (siehe 6.2.1).

6.6.8 Der Notch-Reporter Gbe+Su(H)-lacZ

Das synthetische Reportergenkonstrukt Gbe+Su(H)-lacZ ermoglicht eine Detektion der
Aktivitit des Notch-Signalweges (Furriols und Bray 2001). Es besteht aus drei
aufeinanderfolgenden Grainyhead (Grh) Bindeelementen (Gbe), zwei Suppressor of
Hairless (Su(H)) Bindestellen, einem hsp70-Minimalpromotor und der lacZ-
Transkriptionseinheit. Diese Transkriptionseinheit codiert fiir das Enzym
B-Galaktosidase. Der Transkriptionsfaktor Grainyhead wird ubiquitdar in der Fliigel-
imaginalscheibe exprimiert (Uv et al. 1997). Su(H) agiert im Notch-Signalweg als
molekularer Schalter (siehe 1.1). In Abwesenheit der intrazelluliren Doméane des Notch-
Rezeptors (NICD) bildet Su(H) zusammen mit Co-Repressoren (CoR) einen
Repressorkomplex und verhindert die Expression von lacZ. Bei einer Aktivierung des
Notch-Signalweges wird NICD freigesetzt, gelangt in den Zellkern und bindet an Su(H).
Zusammen mit Co-Aktivatoren (CoA) wie Mastermind (Mam) wird die Expression der

lacZ-Transkriptionseinheit aktiviert. Durch Anwesenheit des Transkriptionsfaktor Grh
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wird die Expression weiter verstiarkt und das Reportergenkonstrukt noch sensitiver
gegeniiber einer Aktivierung des Notch-Signalweges. In Zellen, in denen der Notch-
Signalweg aktiviert ist, wird somit die 3-Galaktosidase gebildet. Sie kann beispielsweise

durch eine Antikérperfarbung nachgewiesen werden.
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Abb. 9-1: Graphische Darstellung der unterschiedlichen Shrub-Konstrukte mit ihren jeweiligen
Protein-Tags. Die Kernregion von Shrub liegt N-terminal und ist entscheidend fiir die Polymerisation der
ESCRT-III Untereinheit (McMillan et al. 2016). Am C-Terminus befindet sich die autoinhibitorische Region
(Zamborlini et al. 2006, Shim et al. 2007, Lata et al. 2008b, Bajorek et al. 2009b). Sie zeichnet sich durch
eine MIM-Doméne aus, iiber welche die ATPase Vps4 bindet (Obita et al. 2007, Stuchell-Brereton et al. 2007,
Bajorek et al. 2009a). Bei den Konstrukten Myc-Shrub, HA-Shrub und V5-Shrub (V5 gekiirzte Form ohne
Lysine) befinden sich die jeweiligen Protein-Tags direkt am N-Terminus (keine Linkersequenz). Bei Shrub-
Myc ist der Myc-Tag hingegen am C-Terminus von Shrub lokalisiert. HA-3xGly-Shrub hat zuséatzlich einen
flexiblen Glycin-Linker (3xGly) der den HA-Tag am N-Terminus mit dem Shrub-Protein verbindet. Bei GFP-
3xGly-Shrub verkniipft ebenfalls ein Glycin-Linker das eGFP mit Shrub. Bei eGFP-LAP-Shrub ist ein grofierer
sogenannter LAP (Localization and Affinity Purification tag)-Linker vorhanden (LAP-Sequenz (Mierzwa et

al. 2017)).
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Tabelle 9-1: Ubersicht iiber das Rettungsvermogen der verschiedenen Shrub-Konstrukte.
Rettungsfahigkeit der shrub-Transgene in einer oder zwei Kopien im shrub null-mutanten (shrub*?)
Hintergrund (L= Larvenstadium). Eine weitere Eingrenzung der Entwicklungsdauer auf Stadien vor dem
spaten zweiten Larvenstadium ist aufgrund des verwendeten Markers Tubby (Tb) in diesem
Versuchsaufbau nicht moéglich. Das mit * markierte Ergebnis wurde bereits verdffentlicht (Masterarbeit

Baumers 2015).

Rettungsvermogen
Transgen in einer Kopie in zwei Kopien
pharate adults,
shrubP-shrub fertile Adulte*
(sehr selten Escapers)
shrubP-Myc-shrub pharate adults fertile Adulte
pharate adults,
shrubP-V5-shrub Adulte
(sehr selten Escapers)
shrubP-HA-shrub sterben vor L3 Adulte

shrubP-HA-3xGly-shrub

sterben vor spatem L2

shrubP-GFP-3xGly-shrub

sterben vor spatem L2

sterben vor spatem L2

shrubP-eGFP-LAP-shrub

sterben vor spatem L2

sterben vor spatem L2

shrubP-shrub-Myc sterben vor spatem L2

shrub*'Klone; 1x BACshb

Abb. 9-2: Rettung der Zellletalitit bei Funktionsverlust von shrub durch Expression von BACshrub,
(A-C) Klonale Analyse von geretteten shrub*! mutanten Zellklonen durch eine Kopie BACshrub, Homozygot
mutante Zellklone sind durch den Verlust von GFP markiert und in den Vergrofderungen (B-C‘) durch eine
gelbe Linie umrandet. shrub*! mutante Klone sind selten und bestehen aufgrund der hohen Letalitiat nur
aus wenigen Zellen (nicht gezeigt, siehe 2.2.5, Abb. 2-15 A-E). Eine Expression von einer Kopie BACshrub hebt
die fiir den Funktionsverlust von shrub charakteristische Zellletalitat auf. Hier sind grofde shrub*! mutante

Zellklone im einschichtigen Epithel der Fliigelimaginalscheibe vorhanden. Zudem zeigt sich anhand der
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Antikorperfarbung gegen die extrazellulare Doméne von Notch (NECD), dass kein endosomaler Defekt, wie
er fiir den Funktionsverlust von shrub charakteristisch ware, vorliegt. Die Notch-positiven Endosomen in
den geretteten shrub*! mutanten Zellklonen besitzen dieselbe Grofie wie die in den angrenzenden Zellen.
(B) und (C) zeigen die Vergroflerung des weifd umrandeten Ausschnittes in (B) und (C). Maf3stabsbalken:
(A): 50 um; (B, C) 10 um.

A

2,

NNV,
A ARARN

S
CHMPA4A (3137 a3) CHMP4C (2397 aa)

Abb. 9-3: Molekulare Oberflichenreprisentation des helikalen Haarnadelkopfs (a-Helices 1 und 2
der Kernregion) von Shrub und CHMP4B und Strukturvorhersage dieser Region von CHMP4A und
CHMP4C. Dargestellt ist bei allen vier ESCRT-III Untereinheiten die gleiche Region. Die Angabe der
jeweiligen Fragmentgrofie bezieht sich auf die jeweilige Position im vollstindigen Protein. Eingezeichnet
sind positiv (blau) und negativ (rot) geladene Aminosaurereste. (A) Kernregion der kristallisierten
helikalen Haarnadelstruktur von Shrub (19-93aa) und molekulare Oberflichenreprasentation [PDB
Eintrag: 5j45 (McMillan et al. 2016)] (B) Kristallstruktur des humanen Orthologs CHMP4B (23-97aa) und
molekulare Oberflachendarstellung [PDB Eintrag: 4ABM (Martinelli et al. 2012)]. (C, D) Strukturvorhersage
der helikalen Kernregion von CHMP4A (C) und CHMP4C (D) mit Hilfe von I-TASSER (Protein Structure &
Function Predictions, Zhang Lab, Univerity of Michigan) basierend auf bereits bekannten analogen
Strukturen. Die molekulare Oberflachenreprasentation dieser Strukturvorhersagen, bei der ebenfalls die
Aminosdurereste entsprechend ihrer Ladung gefarbt sind, bestitigt die bereits beim
Aminosduresequenzvergleich (vgl. mit Abb. 2-22) zu sehende, hohe Konservierung der fiir die Shrub-

Polymerisation entscheidenden Regionen.
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enGal4 > vps4-RNAIi (29 h);
1x shrubP-Myc-shrub | 1x shrubP-HA-CHMP4B

Abb. 9-4: Myc-Shrub akkumuliert bei einer Reduktion von Vps4 an vergroéfierten Notch-positiven
Endosomen. (A-D) Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Auswirkungen einer Reduktion von Vps4 auf
die Lokalisierung von Myc-Shrub. Eine auf das posteriore Kompartiment begrenzte Expression der vps4-
RNAi wird durch die Treiberlinie enGal4 erreicht (A, Pfeil). Fiir einen direkten Vergleich finden sich daher
anterior Zellen, die keine vps4-RNAi exprimieren. Zusatzlich ist jeweils einer Kopie shrubP-Myc-shrub und
eine Kopie shrubP-HA-CHMP4B im Genom vorhanden. Detektion von Myc-Shrub und NECD (extrazellulare
Domane von Notch) mittels Antikorperfarbung. NECD wurde hier als Marker fiir Endosomen verwendet.
Die Reduktion von Vps4 im posterioren Kompartiment fiihrt zu vergrofderten Notch-positiven Endosomen
(B, C, vgl. posterior mit anterior) und verursacht eine Akkumulation von Myc-Shrub an diesen (B, D).

Maf3stabsbalken: (A) 50 pm; (B-C) 10 pm.
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hhGal4 > HA-Dchmp7

25 °C

29 °C 48h

NRE-GFP

Abb. 9-5: Eine Uberexpression von HA-DChmp7 beeinflusst nicht die Notch-Aktivitit in der
Fliigelimaginalscheibe. Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Konsequenzen einer Uberexpression von
HA-DChmp7 auf die Aktivitdt des Notch-Signalweges in der Fliigelimaginalscheibe. (A, A’, C, C) Detektion
der Notch-Aktivitat mittels einer Antikorperfarbung gegen Wg. (B, B, D; D) Nachweis der Notch-Aktivitat
durch Verwendung des Reportergenkonstrukts NRE- GFP (Notch responsive element) (Housden et al. 2012).
Eine auf das posteriore Kompartiment (Pfeil) begrenzte Expression von HA-DChmp7 wurde durch hhGal4
erreicht. (A-B) Konstitutive Expression von HA-DChmp7 bei 25 °C. Hier zeigt sich ein wildtypisches
Expressionsmuster von Wg und auch NRE-GFP in der gesamten Fliigelimaginalscheibe. Es offenbart sich
kein Unterschied in der Notch-Aktivitat zwischen den wildtypischen Zellen anterior und den HA-DChmp7-
exprimierenden Zellen posterior. (C-D‘) Zeitlich begrenzte Expression von HA-DChmp?7 fiir 48 h auf 29 °C.
HA-DChmp7 wurde hier zeitlich begrenzt exprimiert, da aufgrund der héheren Temperatur HA-DChmp7
starker exprimiert wird und bereits vermehrter Zelltod auftritt (nicht gezeigt). Auch hier sind Wg und NRE-
GFP im posterioren Kompartiment wildtypisch exprimiert. (A-D) Ubersichtsaufname mit dem 10x Objektiv,

Maf3stabsbalken: 200 um. (A’-D‘) Aufnahme mit dem 25x Objektiv, Maf3stabsbalken: 50 um.
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hhGal4 > HA-Dchmp7 29 °C

Abb. 9-6: Lokalisierung von HA-DChmp7 in der Peripodialmembran. (A-C) Apikal gelegene Peripodial-
membran einer Fliigelimaginalscheibe des dritten Larvenstadiums. HA-Dchmp?7 ist hier mit Hilfe der Gal4-
Treiberlinie hhGal4 konstitutiv exprimiert (Uberexpression). Die Zellkerne der Periopodialmembran
wurden durch Hoechst-33258 markiert (griin). Antikorperfarbung gegen den HA-Tag zur Detektion des
exprimierten HA-DChmp?7. HA-DChmp7 ist in punktartigen Strukturen um den Zellkern lokalisiert. Die in
der Mitose befindliche Zelle (Pfeil) zeigt im Vergleich zu den angrenzenden Zellen in der Interphase eine

Veranderung in der Verteilung und Lokalisierung von HA-DChmp7. Maf3stabsbalken: (A-C) 10 pm.
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Dchmp73¢Klone (GFP-negativ)
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Abb. 9-7: Ein Funktionsverlust von Dchmp7 verursacht keinen erkennbaren Defekt im endosomalen
Transportweg. (A-L) Klonale Analyse des Funktionsverlusts von Dchmp7 mit Hilfe verschiedener Null-
Allele: Dchmp73.6 (A-F), Dchmp7379 (G-1) und Dchmp768 (J-L). (A-C‘, G-L) Antikorperfarbung gegen die
extrazelluldire Doméane von Notch (NECD). Homozygot mutante Zellklone sind durch die Abwesenheit von
GFP markiert und in (B-C’, H-I'; K-L‘) gelb umrandet. Wildtypische Zwillingsklone sind hingegen durch zwei
Kopien GFP markiert. Dchmp7-heterozygote Zellen (H, H) besitzen nur eine Kopie GFP. (A-C’, H-L‘) Es zeigt
sich kein Unterschied in der Verteilung von Notch. Zudem ist die Grofse der Notch-positiven Endosomen in
mutanten Zellen gegeniiber den wildtypischen unverdndert. (D-F) Antikérperfirbung gegen den
endosomalen Marker Rab5. Homozygot mutante Zellklone sind durch die Abwesenheit von Histon-RFP
markiert und in (E-F) gelb umrandet. Es ist kein Unterschied in der Lokalisation des friihen
Endosomenmarkers Rab5 erkennbar. Zudem ist die Grofle der Rab5-positiven Endosomen in mutanten
Zellen gegeniiber den wildtypischen unverandert. Maf3stabsbalken: (A, D, G, ]J) 50 um, (B, C,E, F, H, |, K, L)
10 pm.
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Dchmp7°37° Klone (RFP-negativ)

Abb. 9-8: Ein Funktionsverlust von Dchmp7 verursacht keine ektopische Aktivierung des Notch-
Signalweges in der Fliigelimaginalscheibe und keine Verdopplung der Keimzellen aufgrund einer
ektopischen Aktivierung des Dpp-Signalweges wahrend der Oogenese. (A-A“, C-C“) Klonale Analyse
der Konsequenz eines Funktionsverlusts von Dchmp?7 auf die Notch-Aktivitat in der Fliigelimaginalscheibe.
Detektion der Notch-Aktivitdt mittels einer Antikérperfirbung gegen Wg. Nachweis der Notch-Aktivitét
durch Verwendung des Reportergenkonstrukts NRE-GFP (Notch responsive element) (Housden et al. 2012).
Homozygot mutante Zellklone sind durch die Abwesenheit von RFP markiert. Hier zeigt sich ein
wildtypisches Expressionsmuster von Wg und auch NRE-GFP und das trotz Dchmp7-mutanter Zell-Klone an
der D/V-Grenze. (B, B) Reprasentativer Ovariolschlauch einer Dchmp?7379 mutanten weiblichen Fliege. An
das anterior gelegene Germarium (Pfeilkopf) schliefien sich posterior Eikammern an. Diese setzen sich aus

Keimzellen umgegeben von einem Follikelepithel zusammen. Von den 16 Keimzellen differenzieren sich 15
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zu sogenannten Nahrzellen und eine zu Oozyte (Pfeil) aus. Eine Quantifizierung der Keimzellen von 47
analysierten Eikammern zeigt, dass trotz Funktionsverlusts von Dchmp7 nur 16 Keimzellen pro Eikammer
vorhanden sind (nicht gezeigt). Es kommt zu keiner Verdopplung der Keimzellen durch eine zusatzliche

Teilungsrunde. Maf3stabsbalken: (A-A*, C-C*) 200 pm. (B, B) 50 um.

Dchmp7%8/ Dchmp7°¢38
Dchmp7%¢ / Dchmp7°°
Igd?”
Dchmp7°"°/ Dchmp7°7°

Dchmp7°° / Dchmp7°?°

Dchmp7°7-°/ Dchmp7°°

vor Puppen- Adult
frith L3 stadium

Abb. 9-9: Eine genetische Interaktion von Igd und Dchmp?7 spiegelt sich in der vorzeitigen Letalitit
von Ilgd Dchmp7 mutanten Fliegen wider. Verschiedene Allel-Kombinationen von Dchmp7 mit Igd?’
bestitigen die vorzeitige Letalitit. In griin markiert sind Allele, die auf der sgRNA T1 basieren. In blau
markiert das Allel, das auf der sgRNA T18 beruht. Zu beachten ist, dass diese verfriihte Letalitat auch bei
der Kombination von Allelen auftritt, die auf unterschiedlichen sgRNAs basieren (siehe Dchmp768/
Dchmp799). Dies schliefst eine mogliche Hintergrundmutation aufgrund von off-targets der sgRNAs als

Ursache fiir die verfriihte Letalitit im Igd?” mutanten Hintergrund aus.
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