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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die potentielle Interaktion von CG4420 und Bazooka

Apiko-basolaterale Zellpolaritit ist ein Merkmal von Epithelien und neuronalen
Stammzellen, den sogenannten Neuroblasten. Beide Zelltypen weisen eine apikale und
eine basolaterale Plasmamembran auf, die sich in der Verteilung und
Zusammensetzung verschiedener Proteine unterscheiden (Johnson und Wodarz, 2003).
Die Neuroblasten delaminieren aus dem dariiber liegenden neuroektodermalen Epithel
und behalten dabei die ausgeprégte Polaritdt der Epithelzellen bei. Apikal befindet sich
der PAR/aPKC-Komplex (bestehend aus bazooka, baz; atypische Protein Kinase C,
DaPKC; partitioning defective protein 6, DmPar6) der einen kortikalen Halbmond
bildet (Wodarz et al., 1999). Wenn Mutationen in den Komponenten des PAR/aPKC-
Komplexes vorliegen, kommt es zu einem Verlust der apiko-basolateralen Polaritét in
Neuroblasten und Epithelien (Petronczki und Knoblich, 2001; Wodarz et al., 2000).
Doch wie genau die Verteilung der apikal und basolateral lokalisierten Proteine
ablduft, ist noch nicht ganz geklart. Alle Proteine des PAR/aPKC-Komplexes sind
zytoplasmatische Proteine und es konnte erst vor kurzem fiir Bazooka gezeigt werden,
dass es einen Lipidanker besitzt und so direkt an die Membran binden kann (Krahn et
al., 2010). Also konnten die anderen Proteine des PAR/aPKC-Komplexes an Baz oder
an andere Adapterproteine binden, welche dann die Lokalisierung der Komponenten
an der apikalen Plasmamembran vermitteln. Aber wie diese Proteine zu den jeweiligen
Zellpolen transportiert werden, ist bisher nicht bekannt. Hierbei kénnte der vesikuldre
Transport eine Rolle spielen.

Baz ist eine Schliisselkomponente des PAR/aPKC-Komplexes und besitzt eine
evolutiondr hoch konservierte N-terminale Domine, drei zentral gelegene PDZ-
Domiénen, ecin aPKC-Bindemotiv und ecinen evolutiondr nicht konservierten C-
Terminus. Um mogliche Adapterproteine dieses Komplexes zu identifizieren, wurde
ein Hefe zwei-Hybrid-Screen mit den drei PDZ Doménen von Baz durchgefiihrt.
Hierbei wurde unter anderem CG4420 als Interaktionspartner ermittelt (von Stein,
2005). Das Gen kodiert fiir ein zytoplasmatisches Protein, welches evolutiondr

hochkonserviert ist. Homologe von CG4420 existieren in beinahe allen Eukaryoten,
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eingeschlossen Tieren, Pilzen und Pflanzen. Besonders die Funktion des Homologs aus
der Hefe Ddil/Vsm1 (DNA-damage-inducible 1/v-SNARE master 1), gibt Grund zur
Annahme, dass CG4420 an dem gerichteten Transport von Baz beteiligt sein konnte.
In Saccharomyces cerevisiae reguliert Ddil/Vsml Exozytose, welche fiir die
Polarisierung von Zellen benotigt wird (Lustgarten und Gerst, 1999). Ddil/Vsml
bindet an die v-SNARE (vesicle-soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
attachment protein receptor) Proteine Sncl und Snc2 und verhindert damit die
Bindung der v-SNAREs an das t-SNARE (targe-SNARE) Protein Sec9 (Lustgarten
und Gerst, 1999; Marash und Gerst, 2003). Dadurch kann kein Fusionskomplex mehr
gebildet werden und die Vesikel konnen nicht mit der Plasmamembran verschmelzen.
Die Uberexpression von Ddil/Vsml fiihrt zu einer Akkumulation von sekretorischen
Vesikeln an der Plasmamembran. Da bisher in Epithelien und Neuroblasten von
Drosophila melanogaster wenig tiber die Kontrolle des vesikuldren Transports und der
Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran bekannt ist, konnte CG4420 ein
wichtiges Bindeglied in diesem Prozess darstellen und sollte daher im Rahmen dieser
Arbeit ndher auf seine Funktion hin untersucht werden.

Im Verlauf dieser Arbeit konnte CG4420 eine Rolle in der Etablierung des
Aktinzytoskeletts wahrend der Oogenese sowie eine Assoziation mit dem Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) zugeordnet werden. Daher werden die grundlegenden

Mechanismen dieser Prozesse in den folgenden Kapiteln zusammengefasst.

1.2 Das Aktinzytoskelett

Das Aktinzytoskelett besteht aus verkniipften Aktinfilamenten (F-Aktin, filamentoses-
Aktin) und bestimmt die Form von lebenden Zellen und deren Beweglichkeit. Die
Etablierung dieser Filamente wird durch die Verkniipfung von monomeren
Aktinuntereinheiten (G-Aktin, globuldres-Aktin) an die Enden eines Polymers
bewerkstelligt. Unter physiologischen Bedingungen polymerisieren Aktinmonomere
spontan zu langen Filamenten. Die Polymerisierung beginnt erst sehr langsam, da
kleine Oligomere relativ instabil sind. Ist jedoch erst ein Filament etabliert, vollzieht
sich der Prozess sehr schnell. Aktinfilamente sind polar aufgebaut, da die

Untereinheiten alle in dieselbe Richtung weisen. Dieser Prozess ist jedoch nicht
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statisch, sondern sehr dynamisch und so wird an beiden Enden des Polymers
kontinuierlich G-Aktin abgebaut. Das dynamischere der beiden Enden, an dem sowohl
Wachstum als auch Abbau am schnellsten sind, wird als plus-Ende, das andere als
minus-Ende bezeichnet (Alberts et al., 2008). Die entstehenden Polymere allein sind
relativ instabil und erhalten ihre Festigkeit durch Anlagerung an andere Aktinpolymere
mit denen sie Protofilamente bilden. Diese Protofilamente sind in der Form einer Helix

miteinander verbunden.

Lamellipodien bewegen
die Membran vorwiirts

- _ —_—
@ O plus-Enden
/ Elongation

y
\ Arp2/3 Komplex

Nukleation fordernder
Faktor bindet
an den Arp2/3 Komplex

bindet an Filamente %
und vermittelt 3

Verzweigung o

%

ADF/Cofilin trennt
ey _ <« und depolymerisiert
&/ ATP-Aktin 0 ADP-Aktinfilamente

GQ an Profilin gebundenes

@ ADP-Akiin . ®) ATP-Aktin & ‘ yi - &
‘ ADF/Cofilin "o e 9 O .
U]

® Profilin OO@@ 00.?5.

Abbildung 1.1: Das Aktinzytoskelett. A. Die Verzweigung der Aktinfilamente wird durch den Arp2/3-
Komplex zusammen mit seinem Regulator WASp vermittelt. Hierdurch konnen Filamente entstehen, die
den Leitsaum bilden und so fiir die Bewegung der Zelle zustindig sind. B. Profilin fordert den
Austausch von Nukleotiden an Aktin und verhindert die Filamentverldngerung am minus- aber nicht am
plus-Ende. C. Die Depolymerisierung von F-Aktin zu G-Aktin wird durch ADF/Cofilin vermittelt
(veréndert nach Pollard und Cooper, 2009).

Dieser Prozess wird auch als Keimbildung bzw. Nukleation bezeichnet (Kabsch und
Vandekerckhove, 1992). Durch die Nukleation bildet sich an der Plasmamembran der

sogenannte Leitsaum aus, welcher aus Lamellipodien besteht. Diese Aktin-reichen
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Lamellipodien erlauben es der Zelle sich iiber eine Oberfldche zu bewegen (Condeelis,
1993; Small, 1989).

Der Arp2/3-Komplex (Abbildung 1.1A) ist ein Komplex aus sieben Proteinen und
reguliert die Verzweigung von Aktinfilamenten. Er besteht aus den Aktin verwandten
Proteinen Arp2, Arp3 und Arpcl-5. Fiir die Nukleation von Aktinfilamenten bendtigt
er als aktivierenden Ko-Faktor das Wiskott-Aldrich-Syndrom Protein (WASp). Der
Arp2/3-Komplex bindet an WASp und an Aktinfilamente. Dieser aktivierte Komplex
imitiert die Struktur eines plus-Endes und fiihrt so zu einer Polymerisierung von neuen
Aktinfilamenten in einem charakteristischen Winkel von 70° zum Ausgangsfilament
(Bailly et al., 2001; Mullins et al., 1998; Robinson et al., 2001; Volkmann et al., 2001),
so dass verzweigte Filamente entstehen konnen.

Abbildung 1.1B zeigt die durch Profilin vermittelte Elongation von Aktinfilamenten.
Aktinmonomere sind ATPasen, die einen Zyklus aus Bindung und Hydrolyse von
Nukleotiden (ATP/ADP) durchlaufen. Bei der Polymerisierung von Aktinfilamenten
lagern sich ATP-gebundene Aktinmonomere hauptsidchlich an das plus-Ende an, bei
der Depolymerisierung dissoziieren ADP-gebundene Monomere vor allem vom minus-
Ende. Profilin, welches ein Aktinmonomer bindet, verringert die Affinitdt von Aktin
zu seinem gebundenen Nukleotid um das 1000-fache. Da ATP generell im groBen
Uberschuss zu ADP in der Zelle vorliegt, bewirkt dies den Austausch von ADP-Aktin
zu ATP-Aktin. Dies fiihrt dazu, dass Profilin die Filamentverldngerung unterstiitzt
(Bear und Gertler, 2009; Theriot und Mitchison, 1993). Profilin kann die
Filamentverldngerung auch durch einen weiteren Mechanismus steuern. Es konnte
gezeigt werden, dass der Profilin-Aktin-Komplex direkt an die plus-Enden der
wachsenden Filamente binden kann. Profilin selbst besitzt aber eine relativ geringe
Affinitdt fiir die plus-Enden und dissoziiert deshalb von diesen, ldsst aber die
Aktinuntereinheit zuriick. Da die plus-Enden-Verldngerung mit Profilin gegentiber der
Verliangerung ohne Profilin beglinstigt ist, ist der Gesamtgehalt von freien
Aktinmonomeren in der Gegenwart von Profilin geringer als ohne (Ferron et al.,
2007).

ADF/Cofilin (actin depolymerizing factor, ADF) ist ein Aktin-depolymerisierendes
Protein (Abbildung 1.1C) und spaltet die Aktinfilamente an den minus-Enden.
Hierdurch wird der Vorrat an monomerem Aktin wieder aufgefiillt und der Aufbau von
Aktinfilamenten bleibt dynamisch. Phosphorylierung von ADF/Cofilin durch Kinasen
hemmt dessen Aktivitdt, wihrend Dephosphorylierung durch Phosphatasen das Protein
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aktiviert. Zusidtzlich zum Abbau der minus-Enden kann ADF/Cofilin auch die
Verzweigung der Aktinfilamente durch den Arp2/3-Komplex auflésen (Chan et al.,
2009). Die auf Aktin-basierende Beweglichkeit von Zellen beruht auf der dynamischen
Neuordnung der Aktinfilamente. ADF/Cofilin bindet an ADP-Aktinfilamente und
induziert dort eine Drehung, welche zu einem Verlust der Verzweigung, aber auch zu

einem Bruch des Filaments fithren kann (McGough et al., 1997).

1.3 Die Oogenese von Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster besitzt paarig angelegte Eierstocke, die sogenannten
Ovarien. Ein Ovar besteht aus mehreren Biindeln von Ovariolen. Die Ovariolen
miinden in die seitlichen FEileiter, wobei sich die beiden seitlichen Eileiter im zentralen
Eileiter vereinigen. Anterior in den Ovariolen befinden sich die Germarien, welche
ihrerseits anterior die Keimbahnstammzellen beherbergen. Diese Keimbahn-
stammzellen geben posterior die Zystoblasten ab, welche sich zu Zellzysten
entwickeln. Nach der Verpackung der Zysten in Eikammern werden diese in den
Ovariolen perlschnurartig aufgereiht und wachsen, wéhrend sie in Richtung der
Ovidukte transportiert werden. Nach der Befruchtung der Weibchen erfolgt die

Eiablage und es schlief3t sich die Embryonalentwicklung an.

1.3.1 Teilung der Keimbahnstammzellen und Zystenentwicklung

Die Oogenese wird in 14 Stadien unterteilt, wobei in Abbildung 1.2A exemplarisch die
Entwicklung bis zum Stadium 10 veranschaulicht wird. Stadium 1 zeigt das
Germarium mit einer sich abkoppelnden Zyste. Anterior im Germarium liegen die
Keimbahnstammzellen (Abbildung 1.2B), welche mit dem Terminalfilament und den
Kappenzellen in Verbindung stehen, die zusammen die Stammzellnische bilden (Xie
und Spradling, 2000). Diese Keimbahnstammzellen teilen sich asymmetrisch und
produzieren so wieder eine Stammzelle und eine Tochterzelle (Zystoblast), die sich
weiter differenziert (Kai und Spradling, 2004). Der Zystoblast durchlduft weitere vier

mitotische Teilungen mit unvollendeter Zytokinese und produziert so eine 16-
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Zellzyste. Durch die unvollstindige Zellteilung sind alle 16 Zellen durch

zytoplasmatische Briicken, die sogenannten Ringkanéile, miteinander verbunden.

Stadium 1

c apikaler n
Bdrstensaum /ﬂ

basolaterale

Membran

! @ Terminalfilament Fusom ‘ Nukleus :
| ~ Ringkanal : - Y i
! k Kappenzellen _ apikale Domane - 832 arEAEHC

! Follikelzelle :

! Keimbahnstammzellen - /uiorens Jinction :
O @ roizele basolaterale Domane — Serb/Dig, Par-1 |
| Zystablast = AKtin ;
; Oozytenkern : ’ !
e » y Mikrotubuli

Abbildung 1.2: Entwicklung der Ovariolen in Drosophila melanogaster. A. Gezeigt ist eine Ovariole,
die GFP-Staufen (griin) exprimiert und in der durch Phalloidin (rot) filamentdses Aktin gefarbt wurde.
Zu sehen sind die verschiedenen Stadien der Oogenese vom Germarium bis zum Stadium 10. B. Das
Schema eines Germariums zeigt die Keimbahnstammzellen (gelb), aus denen sich der Zystoblast (blau)
entwickelt. Der Zystoblast teilt sich weitere vier mal mit unvollstdndiger Zytokinese und so entsteht eine
16-Zellzyste. Alle 16 Zellen sind iiber Aktin-reiche Ringkanéle (rot) und das Fusom (grau) miteinander
verbunden. C. Die somatischen Follikelzellen (griin) umgeben die Keimbahn und besitzen eine
ausgepragte apiko-basolaterale Polaritit. Die apikale Doméne (orange) des Epithels wird durch zwei
Proteinkomplexe (Baz/Par-6/aPKC sowie Crb/Std/DPATJ) reprasentiert, wiahrend der Scrb/Dlg-
Komplex und Par-1 (gelb) die basolaterale Doméne charakterisieren. Die Adherens junctions sind in
dunkelgriin, das Zytoskelett in rot und Mikrotubuli in grau dargestellt (verdndert nach Bastock und St
Johnston, 2008).

Die Orientierung dieser Zellteilungen wird von einer verzweigten Struktur, dem
Fusom, kontrolliert. Das Fusom entsteht aus dem Spektrosom, welches durch dicht
gepackte Vesikel gebildet wird. Diese Vesikel werden durch submembrane
Zytoskelettbestandteile wie a-Spectrin, B-Spectrin und Hts-F (Hu-li tai shao-Fusom)
zusammengehalten (de Cuevas et al., 1996; Lin et al., 1994). Wenn sich der Zystoblast
teilt, bindet ein Teil des Spindelpols am Fusom (dem ,,originalen* Fusom) wéhrend
sich ein ,,neues* Fusom am anderen Ende der Zelle im arretierten Ringkanal bildet (de

Cuevas und Spradling, 1998; Storto und King, 1989).
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Die beiden Fusome fusionieren, wobei die eine Zelle nun das ,,originale” und eine
Halfte des ,,neuen® Fusoms besitzt, wihrend die andere Zelle nur die zweite Halfte des
neu gebildeten Fusoms aufweist. Diese asymmetrische Verteilung findet auch in den
drei nachfolgenden Zellteilungen statt. Nach den vier mitotischen Teilungen besteht
die Zyste aus acht Zellen mit je einem Ringkanal, aus vier Zellen mit zwei
Ringkanilen, zwei Zellen mit drei und zwei Zellen mit vier Ringkanélen. Die Zelle,
die nun vier Ringkanile und das ,,originale* Fusom aufweist differenziert zur Oozyte

wihrend die anderen Zellen polyploide Nihrzellen werden.

1.3.2 Die Etablierung der Ringkanile

Ringkanile entstehen durch unvollstindige Zytokinese wéhrend der vier mitotischen
Teilungen der Keimbahnzyste (Kapitel 1.3.1). Sie verbinden alle 16 Zellen der Zyste
miteinander, wodurch Proteine und RNAs von den Naihrzellen in die Oozyte
transportiert werden konnen (Cooley und Theurkauf, 1994). Sowohl die Etablierung
der Ringkanile, als auch der zytoplasmatische Transport von den Néhrzellen in die
Oozyte hiangt von Aktin ab. Die Bildung der Ringkanile ist ein hoch geordneter
Prozess. Die Stabilisierung der aus einer Teilungsfurche entstehenden Ringkanéle
erfolgt durch die Rekrutierung von Anillin (Ani), einem Aktin-bindenden Protein. Ani
assoziiert bevorzugt mit F-Aktin in Teilungsfurchen und stabilisiert dadurch die
dortigen Aktinfilamente (Abbildung 1.3A) (Field und Alberts, 1995).

Im Zuge der Entwicklung wachsen die Ringkanédle und es werden weitere Proteine zu
diesen rekrutiert. Hu-li tai shao-Ring Canal (Hts-RC) und bisher nicht identifizierte
Proteine, welche Phosphotyrosine tragen, assoziieren mit dem &duBeren Rand der
Ringkanile und werden fiir deren weitere Expansion benétigt (Dodson et al., 1998;
Roulier et al., 1998; Yue und Spradling, 1992). Zuletzt akkumulieren Kelch (Kel) und
Cheerio (das Drosophila Filamin) an den Ringkandlen (Abbildung 1.3A) (Li et al.,
1999; Robinson et al., 1994; Sokol und Cooley, 1999; Yue und Spradling, 1992). Kel

biindelt und organisiert die Aktinfilamente wihrend der Ausdehnung der Ringkanéle.
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Abbildung 1.3: Die Etablierung der Ringkanile. A. Die Ringkanile etablieren sich an den
Teilungsfurchen, wéhrend der vier mitotischen Teilungen der Keimbahnzyste. Zuerst lokalisieren
unbekannte Proteine, die Phosphotyrosine tragen, zusammen mit Anillin an den Ringkanélen und bilden
den duBeren Ring. Der innere Ring besteht aus Hts-RC und Aktinfilamenten. Kel lokalisiert als letztes
Protein an den Ringkanilen und organisiert und biindelt die Aktinfilamente (verdndert nach Robinson
und Cooley, 1997b). B. Die bekannten Zytoskelettproteine und Phosphotyrosinkinasen werden
unabhingig voneinander zu den Ringkanélen rekrutiert. Beide Wege werden fiir das Wachstum der

Kanéle benétigt (verdndert nach Cooley, 1998).

AuBlerdem wird die Expansion der Ringkanile durch die zytoplasmatischen
Tyrosinkinasen Src64 und Tec29 reguliert (Abbildung 1.3B) (Roulier et al., 1998).
Mutationen in src64 und tec29 verringern dramatisch die Féarbung von
Phosphotyrosinen an den Ringkanilen sowie die Gesamtgroe der Kanéle (Guarnieri
et al., 1998; Roulier et al., 1998), jedoch nicht die Lokalisierung von Aktin, Hts-RC
oder Kel. Dies verdeutlicht, dass zwei Prozesse parallel die Ausdehnung der
Ringkanile steuern.

Weiterhin ist Aktin essentiell fiir den zytoplasmatischen Transport von Proteinen,
mRNAs und Ribosomen durch die Ringkandle in die Oozyte. Eine Phase des
langsamen Transportes in frilhen Stadien der Oogenese erfordert Aktinfilamente und

Mikrotubuli (Bohrmann und Biber, 1994; Theurkauf et al., 1992). AnschlieBend
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benotigt die schnelle Phase des Transportes (auch als nurse cell dumping bezeichnet)
in Stadium 10b zwei verschiedene Aktin-Netzwerke in den Nahrzellen. Das erste
Netzwerk besteht aus kortikalem Aktin, welches zusammen mit zytoplasmatischem
Myosin eine kontraktile Kraft bildet, die das Niahrzellenzytoplasma schnell in die
Oozyte pumpt (Edwards und Kiehart, 1996; Gutzeit, 1986; Wheatley et al., 1995). Das
zweite Aktinnetzwerk besteht aus zytoplasmatischen Aktinfilamenten. Diese werden
vor dem nurse cell dumping etabliert und bilden von der Plasmamembran der
Néhrzellen aus ein strahlenformiges Netz, um die Néhrzellkerne wihrend des
dumpings festzuhalten (Guild et al., 1997; Gutzeit, 1986; Riparbelli und Callaini,
1995).

1.3.3 Endoreplikation und Zellzykluskontrolle

Nach der Determinierung der Oozyte im 16-Zellstadium der Oogenese kondensiert das
Chromatin der Oozyte zu einem dicht gepackten Karyosom (King, 1970). Die Bildung
des Karyosoms beginnt schon im Stadium 1 der Eikammerentwicklung und hinterlésst
einen Oozytenkern, der transkriptionell inaktiv ist (Liu et al., 2006). Die Vollendung
der Meiose beginnt erst mit der Befruchtung des Eies. Die Nahrzellen stellen grof3e
Mengen an Ribosomen, Proteinen und mRNAs zur Verfiigung, welche dann iiber die
Ringkanile in die Oozyte transportiert werden. Hierfiir werden polyploide Zellkerne
benotigt, die durch Endoreplikation entstehen.

Bei der Endoreplikation folgen mehrere Runden der DNA-Vervielfiltigung ohne
Mitose aufeinander. Diese so entstehenden Polytinchromosomen zeichnen sich durch
eine stark erhohte transkriptionelle Aktivitit aus, an die eine hohe Translation
gekoppelt ist. Die Zyklen der Endoreplikation der Nahrzellen sind asynchron, so dass
posterior gelegene Nidhrzellen mehr Endozyklen durchlaufen als anteriore (Dej und
Spradling, 1999). Die Regulierung der mitotischen und endoreplikatorischen
Zellzyklen wird durch Cyclin abhédngige Kinasen (cyclin dependent kinases, Cdks)
vermittelt. Die Cdks bilden einen Komplex mit Cyclinen, durch die sie aktiviert
werden. Der Cyclin-Cdk-Komplex kann zusitzlich durch Cyclin abhingige
Kinaseinhibitoren (cyclin dependent kinase inhibitor, CKI) reguliert werden, welche
an den Komplex binden und durch eine Konformationsédnderung das aktive Zentrum

der Cdks deaktivieren. Cycline werden im Laufe des Zellzyklus durch Ubiquitin
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vermittelte Degradierung im 26S Proteasom abgebaut, wodurch die Cdks ebenfalls

inaktiviert werden (Edgar und Orr-Weaver, 2001).

Zellzyklus Endozyklus
CKI
N
Cyclin E/Cdk2 ——___
M A l GI
vy / 4

Gt |
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‘.
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Abbildung 1.4: Zellzyklus vs. Endozyklus. Im Zellzyklus folgen vier Phasen aufeinander. Nach der
Mitose (M) schlieit sich die erste Ruhephase G; an, auf die die DNA-Synthese (S) Phase folgt. Dieser
Ubergang wird durch den Cyclin E/Cdk2-Komplex vermittelt und kann durch Cyclin abhiingige
Kinaseinhibitoren (CKIs) blockiert werden. Gefolgt von einer zweiten Ruhephase G, wird erneut die
Mitose eingeleitet. Der Endozyklus, durch den polyploide Kerne entstehen, weist nur zwei dieser Phasen

auf. Nach der G- folgt die S-Phase und anschlieend direkt wieder die G-Phase.

Eine Schliisselkomponente dieses Regulierungsprozesses stellt Cyclin E (CycE) dar. In
der mitotischen Zellteilung folgen vier Phasen aufeinander. Nach der Mitose schlief3t
sich die erste Ruhephase G; (gap phase 1) an. Dieser folgt die DNA-Synthese Phase S,
wobei Cyclin E am Ende der G;-Phase an Cdk2 bindet und so den Ubergang in die S-
Phase vermittelt. Es schlieft sich die Ruhephase G, an, gefolgt von einer weiteren
Mitose, die den Zyklus vervollstdndigt (Abbildung 1.4) (Alberts et al., 2008). Bei der
Endoreplikation folgt auf die S-Phase direkt wieder eine Gj-Phase, wodurch
polyploide Nihrzellkerne entstehen. Da die Né&hrzellkerne ihre DNA asynchron
replizieren ist CycE immer nur in einigen Kernen nachweisbar. Durch die Regulierung
von CycE konnen also Aussagen iiber den korrekten Ablauf der Endozyklen getroffen

werden (Doronkin et al., 2003).
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1.4 Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist fiir die rdumliche und zeitliche
Degradierung von Proteinen im Zytoplasma und im Zellkern von eukaryotischen
Zellen verantwortlich (Hershko und Ciechanover, 1998). Diese strikte Kontrolle des
Abbaus von Proteinen ist fiir viele zelluldre Prozesse, wie z.B. Zellzyklusregulierung,
Induzierung von Apoptose, intrazelluldre Signalwege, transkriptionelle Regulierung
und DNA-Reparatur wichtig. AuBlerdem reguliert das UPS auch die Qualitdtskontrolle
von Proteinen, da falsch gefaltete oder falsch lokalisierte Proteine erkannt und
degradiert werden (Sherman und Goldberg, 2001). Das UPS hat generell zwei
Funktionen: erstens die Ubiquitinierung von Proteinen und zweitens die Degradierung
durch das Proteasom (Abbildung 1.5). Proteine, die durch das Proteasom abgebaut
werden sollen, werden durch die Konjugation von Ubiquitin markiert (Pickart, 2001).
Ubiquitin ist ein aus 76 Aminosduren bestehendes Protein und wird durch
verschiedene Enzyme an bestimmte Zielproteine gekoppelt. Fiir die Verkniipfung von
Ubiquitin mit anderen Proteinen muss Ubiquitin erst von einem ATP-abhidngigen
Enzym (E1) aktiviert werden. Danach wird dieses auf ein Ubiquitin-verkniipfendes
Enzym (E2) iibertragen, welches dann zusammen mit Helferproteinen (E3) einen
Komplex bildet. Im E2-E3-Komplex bindet die E3-Komponente an das Zielprotein
und hilft so dem E2-Enzym bei der Konjugation von Ubiquitin sowie bei der Bildung
von Multiubiquitinketten am Zielprotein, welche eine Erkennungssequenz fiir die
Degradierung im Proteasom darstellen (Pickart, 2001). Hierbei erfolgt die Verbindung
von Ubiquitin zu Polyubiquitinketten iiber eine Verkniipfung am Lysin48. Nach der
Ubiquitinierung von Zielproteinen folgt aber nicht immer die Degradierung durch das
Proteasom. Proteine konnen auch Ubiquitinketten aufweisen, die iiber Lysin63
verkniipft sind. Diese Ketten sowie multiple Monoubiquitinierung sind
Erkennungssequenzen, die bei der Signaltransduktion, der DNA-Reparatur oder der
Endozytose eine Rolle spielen (Hoege et al., 2002; Stelter und Ulrich, 2003; Wu et al.,
20006).

Das 26S Proteasom ist ein tonnenférmiger Komplex (20S Untereinheit), welcher an
beiden Enden eine Offnung mit einem Deckel aufweist (19S Untereinheit) (Abbildung
1.5). Die 20S Untereinheit besteht aus zwei duBeren Ringen, die beide sieben a-

Untereinheiten besitzen und zwei inneren Ringen, welche jeweils sieben [-

11
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Untereinheiten aufweisen. Drei dieser B-Untereinheiten haben eine proteolytische
Aktivitdt, die ins Innere der Kammer gerichtet ist. Die 19S Untereinheit besteht aus
vielen einzelnen Untereinheiten, welche auf den Offnungen der 20S Untereinheit
sitzen (Glickman et al., 1998; Voges et al., 1999). Sie besitzt sechs ATPase-
Untereinheiten (Rpt1-6), daneben drei Nicht-ATPase-Untereinheiten (Rpnl, Rpn2 und
Rpn10) und eine Deckeluntereinheit bestehend aus Rpn3-Rpn9 und Rpnl1-Rpnl13. Die
regulatorische 19S Untereinheit rekrutiert, entfaltet und transportiert Lysin48-
polyubiquitinierte Proteine in das Proteasom, wo diese dann in der katalytischen 20S
Untereinheit degradiert werden. Vor der Degradierung werden die Polyubiquitinketten
von Deubiquitinierungs-Enzymen (DUB’s) abgespalten und konnen so wieder
verwertet werden, um weitere Proteine zu markieren (Verma et al., 2002; Yao und

Cohen, 2002).

C. Proteolytischer Signalweg
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Abbildung 1.5: Das Ubiquitin-Proteasom-System. A. Ubiquitin wird duch ein Ubiquitin-aktivierendes-
Enzym (E1) aktiviert und durch ein Ubiquitin-konjugierendes-Enzym (E2) und eine Ubiquitin-Ligase
(E3) auf ein Substrat transferiert. B. Dies fiihrt zu einer Anheftung von Monoubiquitin, Multiubiquitin
oder Polyubiquitinketten am Zielprotein. Uberwiegend werden polyubiquitinierte Proteine durch das
26S Proteasom degradiert, welches aus einer katalytischen 20S Untereinheit und zwei regulatorischen
19S  Untereinheiten besteht. C. Entweder wird das Zielprotein durch extraproteasomale
Polyubiquitinrezeptoren zum Proteasom transportiert oder direkt von Teilen der 19S Untereinheit
erkannt. Diese entfaltet das Substrat bevor es in die katalytische 20S Untereinheit transportiert und dort
degradiert wird. D. Ubiquitin kann Proteine auch direkt, durch Mono-, Multi- oder Polyubiquitinierung,

iiber einen nicht proteolytischen Signalweg regulieren (verdndert nach Kaiser und Huang, 2005).
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Polyubiquitinierte Proteine werden von extraproteasomalen Polyubiquitinrezeptoren
zum Proteasom eskortiert. Es ist jedoch auch bekannt, dass mindestens zwei 19S
Untereinheiten, Rpnl0 und Rpnl3, direkt mit polyubiquitinierten Proteinen
interagieren konnen (Husnjak et al., 2008; Schreiner et al., 2008; van Nocker et al.,
1996; Verma et al., 2004). Extraproteasomale Polyubiquitinrezeptoren gehdren zur
Familie der Ubiquitin-dhnlichen (ubiquitin-like, UBQ) und Ubiquitin-assoziierten
(ubiquitin-associated, UBA) Proteine. Viele dieser Proteine tragen gleichzeitig eine N-
terminale UBQ-Domine und eine C-terminal lokalisierte UBA-Doméne. Die UBQ-
Domine interagiert hierbei mit dem Ubiquitin-interagierenden-Motiv (ubiquitin
interacting motiv, UIM) der proteasomalen Untereinheiten, wobei die UBA-Doméine
an  polyubiquitinierte = Proteine  bindet. Interessanterweise binden  diese
extrapoteasomalen Polyubiquitinrezeptoren an proteasomale Untereinheiten, wie z.B.
Rpnl, die selber nicht mit ubiquitinierten Proteinen interagieren (Elsasser et al., 2002;
Kim et al., 2004; Li et al., 2008). Dadurch konnen sie als Adaptoren zwischen der
Ubiquitinierung von Proteinen und deren proteasomaler Degradierung dienen.
Proteinmodifikation und -degradierung wird jedoch nicht nur durch Ubiquitin
vermittelt. Es sind eine Reihe von Ubiquitin-dhnlichen Proteinen (ubiquitin like
proteins, UBL) bekannt, die &hnliche Prozesse steuern. Die zwei am besten
untersuchten Proteine sind SUMO (small ubiquitin-related modifier) und NeddS8
(neural-precursor-cell-expressed developmentally down-regulated 8). SUMO besitzt
18% identische =~ Aminosduren mit Ubiquitin und kann als reversible
Proteinmodifikation die Lokalisierung von Zielproteinen durch verdnderte Protein-
Protein-Interaktionen beinflussen (Geiss-Friedlander und Melchior, 2007; Melchior,
2000). Nedd8 weist von den bekannten UBLs die hochste Aminosdureidentitét (55%)
mit Ubiquitin auf (Hochstrasser, 2009). Nedd8 interagiert mit Cullin-Proteinen, die
Gertistproteine des SCF-(Skp1/cullin/F-box) Ubiquitin-Ligase-Komplexes sind. Dieser
Komplex reguliert die Ubiquitinierung und Degradierung von Proteinen und ist in
Prozessen wie z.B. Zellzyklusregulierung, transkriptionelle  Regulierung,
Signaltransduktion und Modifikation des Zytoskeletts beteiligt (Bloom et al., 2003;
Karin und Ben-Neriah, 2000; Kondo und Kaelin, 2001; Kurz et al., 2002; Ohh et al.,
2002).

13
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1.5 Ddil/Vsml, das Homolog von CG4420 in Saccharomyces cerevisiae

CG4420 ist ein evolutiondr hoch konserviertes Protein, von dem Homologe in allen
Eukaryoten existieren. Das am besten charakterisierte Homolog ist Ddil/Vsm1 (DNA-
damage-inducible 1/v-SNARE master 1) aus der Béckerhefe Saccharomyces
cerevisiae. Ddil/Vsml wurde als transkriptioneller Regulator als Reaktion auf
genotoxischen Stress in der Hefe identifiziert (Liu und Xiao, 1997). Ddil/Vsml
besteht aus mindestens drei Protein-Dominen: einer N-terminalen UBQ-Doméne,
einer C-terminalen UBA-Domine und einer retroviralen Aspartatprotease-Domine
(RVP), die zwischen der UBQ und UBA-Domine positioniert ist. Die UBQ-Domine
interagiert mit dem Proteasom, wihrend die UBA-Doméne an ubiquitinierte Proteine
bindet (Ivantsiv et al., 2006; Kaplun et al., 2005). Dadurch wurde Ddil/Vsml
zusammen mit anderen UBQ-UBA-Proteinen (Rad23 und Dsk2) als
extraproteasomaler Polyubiquitinrezeptor beschrieben, der die Degradieurng von
ubiquitinierten Proteinen durch das 26S Proteasom vermittelt (Clarke et al., 2001;
Elsasser und Finley, 2005; Hartmann-Petersen und Gordon, 2004). Ddil/Vsml bildet
Heterodimere mit Rad23 iiber die UBA- und UBQ-Doménen der beiden Proteine
(Kang et al., 2006; Rao und Sastry, 2002). Zusétzlich bildet Ddil/Vsm1 Homodimere
iiber die RVP-Domine, wobei die biologische Funktion dieser Doméne noch nicht
geklart ist (Gabriely et al., 2008). Ddil/Vsml kann Monoubiquitin und
Polyubiquitinketten  iiber die = UBA-Domidne binden. Lysin48-verkniipfte
Tetraubiquitinketten werden von der UBA-Doméne von Ddil/Vsml und Rad23
erkannt, wobei das Ddil/Vsml-Rad23-Heterodimer erst dissoziieren muss, um an
diese Ketten binden zu konnen. Es wird angenommen, dass durch diesen Mechanismus
die UBQ-UBA-Proteine eine unndtige Verldngerung von Polyubiquitinketten an
Zielproteinen und deren Deubiquitinierung verhindern kénnen, wéhrend diese zum
Proteasom transportiert werden. Ddil/Vsml und Rad23 konnen iiber ihre UBA-
Domine z.B. an ubiquitiniertes Pdsl binden. Pdsl ist ein Zellzyklus Checkpoint
Faktor, der die Separierung der Schwesterchromatiden reguliert. Ddil/Vsml
verhindert die Polyubiquitinierung von Pds1, welche das Signal fiir die Degradierung
im 26S Proteasom darstellen wiirde und somit wird Pdsl stabilisiert (Bertolaet et al.,

2001).
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Ddil/Vsml besitzt als einziges der UBQ-UBA-Proteine eine evolutionér konservierte
retrovirale Aspartatprotease-Domine (RVP), deren katalytische Aktivitit bis jetzt nicht
beschrieben wurde. Die DSTG (Aspartat-Serin/Threonin-Glycin)-Signatur dieser
Doméne ist ein Merkmal fiir Aspartatproteasen und ist konserviert in allen Eukaryoten.
Alle charakterisierten Aspartatproteasen weisen eine zweilobige Struktur auf, bei der
zwei katalytische Aspartate zwischen den Loben lokalisiert sind. Diese tragen ein
aktiviertes Wassermolekiil, welches fiir die Peptidhydrolyse benotigt wird (Davies,
1990). Bei retroviralen Aspartatproteasen bestehen die zwei Loben aus zwei einzelnen
Untereinheiten, die nach der Homodimerisierung gebildet werden. Die Kristallstruktur
der homodimerisierten RVP-Domiine von Ddil/Vsm1 zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu
anderen retroviralen Aspartatproteasen. Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass
auch Ddil/Vsml eine proteolytische Funktion in Saccharomyces cerevisiae hat (Sirkis
et al., 2006).

Ddil/Vsml wurde in einem Hefe zwei-Hybrid-Screen als Interaktionspartner vom v-
SNARE Sncl und Snc2 ermittelt. Bindeversuche haben ergeben, dass Ddil/Vsml eine
hohere Affinitit zu Snc2 hat (Lustgarten und Gerst, 1999). Ddil/Vsml bindet
gleichzeitig auch an t-SNARE Sec9 wodurch kein SNARE-Komplex von v- und t-
SNARESs entstehen kann und so Vesikel nicht mit der Plasmamembran verschmelzen.
Eine Uberexpression von Ddil/Vsm1 in der Hefe fiihrt daher zu einer Akkumulation
von Vesikeln an der Plasmamembran. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Ddil/Vsml auch mit dem t-SNARE Ssol in einem phosphorylierungsabhidngigen
Verhéltnis interagiert. Die Bindung von Ssol und Ddil/Vsml verhindert die
Assoziation von Ssol mit dem verwandten t-SNARE Partner Sec9, was wiederum auf

eine Rolle von Ddil/Vsml in der Exozytose schlieen ldsst (Marash und Gerst, 2003).
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1.6 Themenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollte die molekulare Kontrolle des polarisierten
Vesikeltransports durch den PAR/aPKC-Komplex in Drosophila melanogaster
untersucht werden. Neuroblasten sowie Epithelien besitzen eine ausgeprigte
Zellpolaritdt. Sie sind in eine apikale und eine basolaterale Domédne unterteilt. Die
Etablierung dieser Polaritdit hdngt von vielen Faktoren und Proteinen ab. Der
PAR/aPKC-Komplex spielt in diesem Prozess eine Schliisselrolle, da Mutationen in
Genen dieses Komplexes mit einem Verlust der apiko-basolateralen Zellpolaritit
einhergehen. Es ist bis jetzt aber noch nicht bis ins Detail bekannt, wie sich die
Unterteilung in verschiedene Plasmamembran-Domédnen und der Transport dieser
polar verteilten Proteine vollzieht. In einem Hefe zwei-Hybrid-Sceen mit Bazooka
(Baz), einer Hauptkomponente des PAR/aPKC-Komplexes, wurde CG4420 als
potentieller Interaktionspartner von Baz identifiziert. CG4420 ist evolutiondr hoch
konserviert und es existieren Homologe in nahezu allen Eukaryoten. Das Homolog von
CG4420 aus der Bickerhefe Saccharomyces cerivisiae, Ddil/Vsml, konnte einen
Hinweis auf die Funktion von CG4420 in Drosophila melanogaster geben. Ddil/Vsml
kontrolliert als v-SNARE master 1 die Fusion von exozytotischen Vesikeln an der
Plasmamembran und reguliert die Trennung der Schwesterchromatiden im Zellzyklus.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Funktion des Proteins CG4420 untersucht
werden. Hierfiir wurde ein Null-Allel von CG4420 verwendet, welches eine P-
Element-Insertion (GE3956) stromabwirts des ATG-Startcodons besitzt und so kein
Genprodukt von CG4420 mehr exprimiert. Das Hauptaugenmerk lag darauf,
auftretende Phédnotypen in verschiedenen Geweben zu charakterisieren. Zusitzlich
wurden transgene Fliegen hergestellt, welche ein GFP-Fusionsprotein von CG4420
exprimieren. Dadurch sollte in Rettungsexperimenten gezeigt werden, dass die
Letalitdt des Null-Alles nur auf die Mutation in CG4420 zuriickzufiihren ist. Durch die
Generierung von Deletionskonstrukten der konservierten Proteindomédnen von
CG4420 sollte in proteinbiochemischen Experimenten eine weitere Aussage liber die
Funktion von CG4420 in der Entwicklung von Drosophila melanogaster getroffen
werden. Da ein Phinotyp von Keimbahnklonen des mutanten CG4420°°%-Allels ein
Verlust von Ringkandlen wihrend der Oogenese ist, wurde dem annotierten Gen

CG4420 der Name rings lost (rngo) verlichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und sonstige Reagenzien

Alle Chemikalien wurden in der Qualitét pro analysis von folgenden Firmen bezogen:
Biomol, Hamburg; Bio-Rad, Miinchen; Fluka, Buchs, Schweiz; Merk, Darmstadt; Car/
Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg; Sigma-Aldrich, Steinheim.

Samtliche Losungen wurden mit demineralisiertem H,O angesetzt und gegebenenfalls

autoklaviert oder sterilfiltriert.

Enzyme fiir molekularbiologisches Arbeiten wurden, wenn nicht anders angegeben,
von folgenden Firmen bezogen:

Roche Diagnostics, Mannheim; MBI Fermentas, ST. Leon-Rot; New England Biolabs,
Schwalbach/Taunus; Promega, Madison, USA.

Folgende Kit-Systeme wurden in dieser Arbeit verwendet:
° pENTRTM/D-TOPO® Cloning Kit, Invitrogen, Groningen, NL
o Gateway® LR Clonase™ II Enzyme Mix, Invitrogen, Groningen, NL
e FuGENE®HD Transfection Reagent, Roche Diagnostics, Mannheim
e Nucleobond AX, Machery-Nagel, Diiren
e Nucleospin Extract Kit, Machery-Nagel, Diiren
e In Situ Cell Death Detection Kit TUNEL, Roche Diagnostics, Mannheim
e BM Chemiluminescense Blotting Substrate, Roche Diagnostics, Mannheim
¢ QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, LaJolla, USA
e GFP-Trap®, Chromotek, Planegg-Martinsried

e Protease Fluorescent Detection Kit, PFO100, Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.1.1 Fotoarbeiten und Bildbearbeitung

¢ Fotolichtmikroskop Axiolmager, Zeiss, Jena

e Konfokales Mikroskop Zeiss LSM 510 Meta, Zeiss, Jena

e Rontgenfilm Fuji SuperRX, Fuji, Tokyo, Japan

e Rontgenfilm-Entwickler Tenetal Roentogen, Tenetal, Norderstedt

e Rontgenfilm-Fixierer Tenetal Roentogen Superfix, Tenetal,Norderstedt

e Computersystem Macintosh iMAC, Apple, Ismaning, USA

¢ Bildverarbeitung Adobe Photoshop CS2, Adobe Systems, San Jose,
USA

2.1.2 Bakterienstimme

Bakterienstamm Genotyp Verwendung
080dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169,
. Standardwirt fiir diverse
DHS5a deoR, recAl, endAl, hsdR17(r ,my ), .
Plasmide

phoA, supE44, A, thi-1, gyrA96, relAl

Bakterienstamm fiir die

L1 F-, ompT, hsdSp(rs-, mg-), dcm, gal, Expression von
ADE3) rekombinanten
Proteinen

F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
080dlacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, )

TOP10 Klonierung von PCR-
araD139, A(ara, leu)7697, galK,

rpsL(strr), endAl, nupG

Bakterienstamm fur

Fragmenten in pENTR
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2.1.3 Plasmide/Vektoren

Plasmid-Vektor

pGEX-4T-1

pENTR

pUAStGW

pUAStWG

pUASpWG

pUASpWH

pPMGWA

pGGWA

Actin5C-Gal4

Verwendung

Vektor fiir die Expression von GST-

Fusionsproteinen in E. coli

Ausgangsvektor fiir Gateway
Klonierung

Destinationsvektor mit einem N-
terminalen GFP-Tag
Destinationsvektor mit einem C-
terminalen GFP-Tag
Destinationsvektor mit einem C-
terminalen GFP-Tag
Destinationsvektor mit einem C-
terminalen HA-Tag

Vektor fiir die Expression von MBP-
Fusionsproteinen in E. coli

Vektor fiir die Expression von GST-

Fusionsproteinen in E. coli

Kotransfektion in S2-Zellen

2.1.4 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5'— 3’
GAGGCGGCGTTTTCGTTGT  Lokalisierung des P-

GE3956A

GE3956B

UP-Primer

TGTGTCA

Quelle

Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire,
England

Gateway pENTR/D-TOPO
Cloning Kit, Invitrogen
Drosophila Gateway Vector
Collection, Murphy Labor
Drosophila Gateway Vector
Collection, Murphy Labor
Drosophila Gateway Vector
Collection, Murphy Labor
Drosophila Gateway Vector
Collection, Murphy Labor
Drosophila Gateway Vector
Collection, Murphy Labor
Drosophila Gateway Vector
Collection, Murphy Labor
Vektorsammlung A.

Wodarz

Verwendung

Elements GE3956

CACCTGCTGCTGCTCCTCC  Lokalisierung des P-

ACT

Elements GE3956

GACGGGACCACCTTATGTT  Lokalisierung des P-

ATTTCATCATG
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GCGAAAGGTGGATGGGTA  Nachweis der FRT9-

FRTO.7for
GGT 2-Rekombinanten
AGGAGTGGCAGCATATAG  Nachweis der FRT9-
FRTO.7rev
AACAGC 2-Rekombinanten
Charakterisierung
GFP for CACAAGTTCAGCGTGTCCG  der zygotischen
Mutante
Charakterisierung
GFP rev CTTCTCGTTGGGGTCTTTG  der zygotischen
Mutante
Klonierung von rngo
vsm1-N-for CACCAAAATCACAGTGACG
in pENTR
TCAGCTGAGTTCGCTCCCC  Klonierung von rngo
vsm1-N-rev
GAG in pENTR
CACCATGAAAATCACAGTG Klonierung von rngo
vsm1-C-for
ACG in pENTR
Klonierung von rngo
vsml1-C-rev GCTGAGTTCGCTCCCCGAG
in pENTR
CAAAGACCCCAACGAGAA  Sequenzierung von
EGFP-C-for
G Destinatinsvektoren
Sequenzierung von
EGFP-N-rev CGGACACGCTGAACTTGTG
Destinatinsvektoren
GCGTGCTGAGCGCAGGTAT Sequenzierung von
MBP for
TAACGCCGC Destinatinsvektoren
GCGTCCCATTCGCCAATCC  Sequenzierung von
GWA rev
GGATATAGTTCCTC Destinatinsvektoren
CAGCAAGTATATAGCATGG Sequenzierung von
GST for
C Destinatinsvektoren
GGCAAGGGTCGAGTCGATA Sequenzierung von
UASPf
G Destinatinsvektoren
GCTATAATGTTATCAAGCT  Sequenzierung von
pPTagWrev

C Destinatinsvektoren

20



Material und Methoden

M13 for

M13 rev

Twinstar in pENTR for

Twinstar in pENTR rev

Rpn10 in pENTR for

Rpnl10 in pENTR rev lang

RVPD257mutzuA for

RVPD257mutzuA rev

UBA_ EcoRImutCterm for

UBA_EcoRImutCterm rev

UBA_ EcoRImutNterm_for

UBA_EcoRImutNterm rev

UBQ_EcoRImutCterm for

UBQ_EcoRImutCterm rev

UBQ_EcoRImutNterm for

GTAAAACGACGGCCAG

CAGGAAACAGCTATGAC

CACCATGGCTTCTGGTGTA
AC
TTGGCGGTCGGTGGCCCGG
AG
CACCATGGTTCTGGAGAGT
AC
TTTTTTTTGCGAGTCCTTGC
CGTCGCTCTTTTTG

GAAGGCCTTTGTGGCCTCT
GGCGCCCAGAC

GTCTGGGCGCCAGAGGCCA
CAAAGGCCTTC

AGAACGATTCACCGAATTC
AGGATGTCACCGA
TCGGTGACATCCTGAATTC
GGTGAATCGTTCT
TCCGTGCTGCTCCGAATTC
CGCAACGATGCCG
CGGCATCGTTGCGGAATTC
GGAGCAGCACGGA
CCCTTCACCATGAGAATTC
ACAGTGACGACCA
GGTCGTCACTGTGAATTCT
CATGGTGAAGGG
GACTTCATCATGCTGGAAT
TCGACGCAGGAGC
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Sequenzierung von
pENTR-Konstrukten
Sequenzierung von
pENTR-Konstrukten
Klonierung

Twinstar in pENTR

von
Klonierung von
Twinstar in pENTR
Klonierung von
Rpnl0 in pENTR
Klonierung von

Rpnl0 in pENTR

Mutagenese von
Aspartat 257 zu
Alanin
Mutagenese von
Aspartat 257 zu
Alanin
Deletion der UBA
Domine
Deletion der UBA
Doméne
Deletion der UBA
Domine
Deletion der UBA
Doméne
Deletion der UBQ
Domine
Deletion der UBQ
Domine
Deletion der UBQ
Doméne
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UBQ _ EcoRImutNterm rev

RVP_EcoRImutCterm_for

RVP_EcoRImutCterm rev

RVP_EcoRImutNterm_for

RVP_EcoRImutNterm rev

GATE deltaUBQ _for

Vsml C rev

GATE deltaUBQ _for

Vsml C rev

Deletion_EcoRI_mut_for

Deletion EcoRI _mut rev

RVP_EcoRImutCterm_for

RVP_EcoRImutCterm rev

RVP_EcoRImutNterm_for

RVP_EcoRImutNterm rev

GCTCCTGCGTCGAATTCCA
GCATGATGAAGTC
CCAGAGATCTTTGGAATTC
GGTTACAATGCTC
GAGCATTGTAACCGAATTC
CAAAGATCTCTGG
ACATCAGTGCCTGAATTCC
GGACTTGCAGCGT
ACGCTGCAAGTCCGGAATT
CAGGCACTGATGT
CACCATGAGGAGCGCCAAT
CGC

GCTGAGTTCGCTCCCCGAG

CACCATGAGGAGCGCCAAT
CGC

GCTGAGTTCGCTCCCCGAG

AGAACGATTCACCGAGTTC
CGCAACGATGCCG
CGGCATCGTTGCGGAACTC
GGTGAATCGTTCT
CCAGAGATCTTTGGAATTC
GGTTACAATGCTC
GAGCATTGTAACCGAATTC
CAAAGATCTCTGG
ACATCAGTGCCTGAATTCC
GGACTTGCAGCGT
ACGCTGCAAGTCCGGAATT
CAGGCACTGATGT
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Deletion der UBQ
Doméne
Deletion der RVP
Doméne
Deletion der RVP
Doméne
Deletion der RVP
Doméne
Deletion der RVP
Doméne
Deletion der UBQ
und RVP Doméne
Deletion der UBQ
und RVP Doméne
Deletion der UBQ
und UBA Doméne
Deletion der UBQ
und UBA Doméne
Deletion der UBA
und RVP Doméne
Deletion der UBA
und RVP Doméne
Deletion der UBA
und RVP Doméne
Deletion der UBA
und RVP Doméne
Deletion der UBA
und RVP Doméne
Deletion der UBA

und RVP Doméne
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2.1.5 Primérantikorper

Epitop
CG4420

Bazooka

Par6

aPKC

26S Proteasome
Aktin

GST
Phosphotyrosin
F-Aktin

GFP

GFP

HA

G-Aktin

MBP

Ubiquitin
Tropomyosin
Armadillo
alpha Catenin
DE-Cadherin
Discs Large
Hu-li tai shao Ring
Kanal

Kelch

Orb

Tubulin alpha
CyclinE
Filamin

Hu-li tai shao
Fusom

Leathal giant larvae

Twinstar
Zipper

Organismus

Kaninchen

Kaninchen

Meerschweinchen
Kaninchen

Maus

Kaninchen
Kaninchen

Maus

Kaninchen
Maus
Maus
Maus

Maus
Maus
Ratte

Maus
Ratte
Ratte
Maus

Maus

Maus
Maus
Maus
Maus

Ratte
Maus

Kaninchen

Kaninchen
Kaninchen

Bezeichnung
a-Vsml1-GST
(DEO1017)

Baz N-term DE99646

DE02639 SA172
nPKC ¢ (C20)
p54 F2807
A2066

G7781

PY P3300 Klon PT-66

Rhodamin-Phalloidin
Al1122

Kat.Nr.: 11814460001

12C25
Klon C4

ER032S
UWS8630 Klon FK2
Klon Mac141

N2-7A1

DCAT-1
DCAD2
4F3

Hts-RC

KellB

4H8

12G10

Drosophila CyclinE

N-Filamin
Hts-F

Lgl

tsr
Myosin heavy chain
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Hersteller/Quelle
von Stein (2005)

Wodarz et al.
(1999)

Kim et al. (2009)
Santa Cruz

Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Molecular Probes
Molecular Probes
Roche

Roche
MP-Biomedicals
New England
Biolabs

Biomol
Babraham Institute
Cambridge
DSHB

DSHB

DSHB

DSHB

DSHB

DSHB

DSHB

DSHB

H. Richardson
Sokol und Cooley
(1999)

Robinson et al.
(1994)
Bretschinger et al.
(2003)

Niwa et al. (2002)
Foe et al. (2000)
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2.1.6 Sekundérantikorper

Name Konjugat Verdiinnung Hersteller
Esel-a-Kaninchen Cy2, Cy3 1:200 Dianova
Ziege-a-Kaninchen Alexa 647 1:200 Dianova
Esel-a-Ratte Cy2, Cy3 1:200 Dianova
Ziege-a-Ratte Alexa 647 1:200 Dianova
Esel-a-Maus Cy2, Cy3 1:200 Dianova
Ziege-a-Maus Alexa 647 1:200 Dianova
Esel-a-Meerschweinchen Cy2, Cy3 1:200 Dianova
Ziege-a-Meerschweinchen Alexa 647 1:200 Dianova
Ziege-o-Kaninchen HRP 1:10000 Dianova
Ziege-a-Maus HRP 1:10000 Dianova

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus Fliegen

Die Isolierung von genomischer DNA aus Fliegen erfolgt, wenn nicht anders
beschrieben, auf Eis. 30 Fliegen werden in ein Eppendorf-Gefal3 iiberfiihrt und in
fliisssigem Stickstoff schockgefroren. Nach Zugabe von 200ul Puffer A werden die
Fliegen mit einem Bio-Vortexer (Biospec Products, Bartlesville, USA) homogenisiert.
Nun werden erneut 200ul Puffer A hinzugegeben und anschlieBend wird das
Homogenisat fiir 30min bei 65°C inkubiert. Zur Fallung der Proteine werden 800ul
einer LiCI/KAc-Losung hinzupipettiert, fiir 30min auf Eis inkubiert und dann bei RT
fiir 15min und 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf-
Gefal tberfiihrt und die DNA mit 600ul Isopropanol gefillt. Nach erneuter
Zentrifugation bei RT fiir 15min und 13000rpm wird der Uberstand verworfen und das
DNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. Die gewaschene DNA wir in 50ul TE-Puffer
resuspendiert und bei 4°C gelagert.

Puffer A: 100mM Tris-HC1 pH 7.5, 100mM EDTA, 100mM NacCl, 0,5% SDS
LiCl/KAc Losung: 1 Teil SM KAc/2,5 Teile 6M LiCl
TE-Puffer: 10mM Tris-HCI pH 8.0, 1mM EDTA
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2.2.2 Isolierung von genomischer DNA aus Embryonen mit Chelex

Nach der Sortierung von Embryonen, die entweder den FM7 twist::GFP Balancer
tragen oder mutant sind und diesen nicht tragen, werden 10 Embryonen desselben
Genotyps in ein Eppendorf—Gefil} iiberfiihrt. Hierbei sind die Embryonen, die keine
GFP-Fluoreszenz zeigen, die hemizygot mutanten Tiere. Die Embryonen werden in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und 50ul Chelex-Losung hinzugegeben. Chelex
ist ein Kunstharz, welches zweiwertige Ionen wie Ca®" oder Mg”" bindet und so fiir die
Deaktivierung von DNasen zustdndig ist, da diese bivalente Ionen fiir ihre Aktivitét
bendtigen. Die Embryonen werden anschlieBend mit einem Bio-Vortexer
homogenisiert und fiir 10min in Wasser aufgekocht. Durch Zentrifugation fiir 10min
bei 4°C und 13000rpm werden Gewebereste und Chelex-Kugeln von der DNA

getrennt und der Uberstand bei -20°C gelagert.
Chelex-Losung: 5% Gewicht/Volumen-Mischung mit dH,O

2.2.3 Plasmid-DNA Préparation im kleinen Maf3stab (Miniprap)

Die Miniprép ist ein Verfahren um schnell und im kleinen MaRstab Plasmid-DNA zu
priparieren. Hierfiir werden 1,5ml einer Ubernachtkultur fiir 3min bei 13000rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 200ul Puffer S1
resuspendiert. Nach Zugabe von 200ul Puffer S2 und 5 maligem Invertieren folgt eine
Inkubation fiir Smin bei RT. AnschlieBend werden 200ul Puffer S3 zugegeben, 5-mal
invertiert und dann 20min bei 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues
Eppendorf-Gefal tliberfiihrt, die enthaltene DNA mit 400l Isopropanol gefillt und bei
13000rpm fiir 30min zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird mit 200ul kaltem 70%
Ethanol gewaschen und anschlieBend bei 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen, das DNA-Pellet getrocknet und in 20pul dH,O aufgenommen.

Die Prédparation von Plasmid-DNA im groferen MaBstab (Midiprdap) wurde mit dem
Nucleobond AX Kit der Firme Macheray-Nagel, Diiren, nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.

Puffer S1: 50mM Tris pH 8.0, 10mM EDTA, 100png RNAse A/ml
Puffer S2: 20mM NaOH, 1% SDS
Puffer S3: 3M KAc pH 5.5
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2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Bevor DNA fiir Klonierungen oder Sequenzierungen verwendet wird muss die
Konzentration der DNA bestimmt werden. Dieses erfolgt in einem Photometer, wobei
reine DNA bei einer Wellenldnge von 260nm ihr Maximum an Absorption hat.
Proteine hingegen weisen ein Absorptionsmaximun bei 280nm auf. Aus dem
Quotienten dieser beiden Werte kann man die Reinheit der DNA bestimmen. Vor der
Messung wird als Referenz die Extinktion von 99ul dH,O bei 260nm bestimmt und
dieser Wert als Nullwert gesetzt. Nach Zugabe von 1ul DNA wird die Messung erneut
durchgefiihrt und eine Extinktion von 1 entspricht einer DNA Konzentration von
50pg/ml. Nach Einbeziehung des Verdiinnungsfaktors ergibt sich so die tatsdchliche
Konzentration der DNA in pg/ml.

2.2.5 Sequenzierungen von Nukleinsduren

Sequenzierungen von Nukleinsduren werden durch den Sequenzier-Service der AG
Pieler, Ernst-Caspari-Haus, Gottingen, durchgefiihrt. Vorher muss jedoch eine
Sequenzierreaktion mit anschlieBender Aufreinigung der DNA erfolgen. Fiir die
Sequenzierreaktion werden 300ng Plasmid-DNA mit 8pmol des jeweiligen
Sequenzierprimers, 1,5ul Seq-Puffer und 1,5ul Seq-Mix (Big Dye Terminator v1.1
Kit, Applied Biosystems, Darmstadt) versehen und mit dH,O auf 10ul aufgefiillt. Dem

schlieBt sich die Sequenzierreaktion wie folgt an:

Tabelle 2.1: Programm der Sequenzierreaktion

Schritt Dauer Temperatur
1 2 min 96°C
2 20 sek 96°C
3 30 sek 55°C
4 4 min 60°C
5 gehe 26 Mal zu Schritt 2
6 o0 12°C

Fiir die anschlieBende Aufreinigung wird der gesamte Reaktionsmix in ein 1,5ml
Eppendorf-Gefdl} tiberfiihrt. Nach Zugabe von 1pl 125mM EDTA, 1ul 3M NaAc pH
5.3 und 50ul 100% Ethanol folgt eine Inkubation fiir Smin bei RT. Nach 15 miniitiger
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Zentrifugation bei 14000rpm wird der Uberstand verworfen und 70ul 70%iger Ethanol
hinzugefiigt. Nach erneuter Zentrifugation von 5min bei 14000rpm wird der Uberstand
verworfen und das Pellet luftgetrocknet. Das DNA-Pellet wird in 15ul HiDi (HI-DI
Formamide, Applied Biosystems, Darmstadt) gelost, die Probe dem Sequenzier-Service

iibergeben und bis zur Behandlung bei -20°C eingefroren.

2.2.6 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Chemisch kompetente E. coli Zellen werden auf Eis aufgetaut und dann wie folgt
transformiert. Zu ca. 100ng Plasmid-DNA werden 50ul Zellen hinzugegeben und
30min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wird der Ansatz fiir 30sek bei 42°C einem
Hitzeschock unterzogen. Die Zellen werden danach kurz wieder auf Eis gestellt, dann
in 500ul SOC-Medium resuspendiert und 1h bei 37°C und 180rpm inkubiert. Von
diesem Ansatz werden 200ul auf einer LB-Agar-Platte mit dem bendtigten

Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

SOC-Medium: 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KCIl, 10mM MgCl,, 10mM MgSOy,,

20mM Glukose
LB-Medium: 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1%NaCl
LB-Agar: LB-Medium, 1% Agar-Agar, 100png/ml Ampicillin oder 50pug/ml Kanamycin

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wird
benutzt, um mit einer hitzebestdndigen DNA-Polymerase spezifisch DNA Abschnitte
zwischen zwei Oligonukleotid-Primern zu amplifizieren. Die Vervielfaltigung der
DNA verlduft dabei in mehreren Schritten. Zuerst wird die doppelstrangige DNA bei
95°C denaturiert, damit sich die Primer an die einzelstrdngigen, komplementdren
DNA-Abschnitte anlagern kénnen (Annealing). Die Annealing-Temperatur kann
abhéngig von den Primern zwischen 50 und 70°C liegen. Im ndchsten Schritt bindet
die DNA-Polymerase bei 72°C mit den Primern und verléngert diese, indem sie dNTPs
an die 3’OH Enden der Primer anfiigt (Elongation). Die Zeit fiir die Elongation héngt
hierbei von der GroBe des zu vervielfiltigenden DNA-Abschnitts ab. Diese drei
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Phasen der PCR werden zyklisch wiederholt, so dass die amplifizierten Fragmente am
Ende in grofler Molekiilanzahl vorliegen. In dieser Arbeit wurde die Tag-Polymerase
der Firma Genecraft, Koln (isoliert aus Thermus aquaticus) und die Pfu-Polymerase
(isoliert aus Pyrococcus furiosus) von der Firma Bioline, Luckenwalde verwendet. Der
Unterschied der beiden Polymerasen spiegelt sich in der Korrekturaktivitdt der Pfu-
Polymerase wider. Die Pfu-Polymerase kann durch ihre 3’- 5’-Exonuklease-Aktivitét
falsch eingebaute Nukleotide wieder entfernen und dann durch die korrekten
Nukleotide ersetzen. Die Taqg-Polymerase, welche keine Korrekturaktivitdt besitzt,
amplifiziert DNA-Fragmente zwar besonders schnell, kann jedoch keine Fehler
korrigieren. Die Eigenschaft des , Korrektur-Lesens® ist gerade fiir Klonierungen
unerldsslich, da fehlerhaft eingebaute Nukleotide zu Mutationen oder zu einer

Verschiebung des Leserasters fithren konnen.

Tabelle 2.2: PCR-Programm

Schritt Dauer Temperatur
1 Denaturierung 2 min 95°C
2 Denaturierung 30 sek 95°C
3 Annealing 30 sek 50-70°C

30-60 sek pro kB (Taq)

4 Elongation 1,5 it v 5 () 72°C
5 wiederhole 30 mal Schritt 2-4

6 finale Elongation 5 min 72°C
7 o0 4°C

Tabelle 2.3: Ansatz fir eine Standard PCR

Reagenz Menge
DNA x ul
vorwirts Primer 50uM 0,5 pul
riickwérts Primer 50uM 0,5 ul
dNTP-Mix 10mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1 ul
10x Polymerase Puffer Sul
DNA-Polymerase (Taq bzw. Pfu) Tl
auf 50pul mit dH,O auffiillen > 50ul
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2.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente nach einer PCR oder einem Restriktionsverdau zu analysieren
wird die Agarose-Gelelektrophorese benutzt. DNA ist durch das Phosphatriickgrat
insgesamt negativ geladen und wandert daher in einem elektrischen Feld zur Anode.
Die Auftrennung findet in einer Agarose-Matrix statt, welche wie ein Sieb wirkt.
Kleinere Molekiile wandern schneller durch diese Matrix als gro3e. In der Regel wird
eine 1%ige Agaroselosung in 1XTAE-Puffer angesetzt um Bereiche von 200 bis 10000
Basenpaare aufzutrennen. Durch Erhitzen in der Mikrowelle wird die Agaroseldosung
fliissig. Nachdem dem Gemisch 1pul/ml einer 1% Ethidiumbromidldsung zugegeben
wurde, ldsst man das Agarosegel bei RT abkiihlen bis das Gel erstarrt. Ethidiumbromid
interkaliert zwischen den Basenpaaren der DNA und durch eine Anregung mit UV-
Licht (A=312nm) fluoresziert es und macht somit die DNA sichtbar. Vor dem
Auftragen der DNA auf das Gel wird den Proben noch Probenpuffer zugegeben. Das
im Probenpuffer enthaltene Glycerin ldsst die Probe in der Tasche absinken und
Bromphenolblau markiert die Probe, so dass verfolgt werden kann, wie weit die DNA
im Gel gelaufen ist. Die Auftrennung der DNA erfolgt in der Regel fiir 30min bei
110V.

TAE-Puffer (50x): 2M Tris base, 0,5M EDTA
Probenpufter: 0,09% Bromphenolblau, 60% Glycerin, 60mM EDTA

2.2.9 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Elution von DNA aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des Nucleospin

Extract Kit, Macherey-Nagel, Diiren nach Angaben des Herstellers.

2.2.10 DNA-Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzyme  sind  Endonukleasen  bakteriellen  Ursprungs, die

Phosphodiesterbindungen beider Stringe eines DNA-Molekiils spalten. Urspriinglich

dienen sie dem Organismus dazu, Fremd-DNA zu zerkleinern und diese dadurch zu
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inaktivieren. Es sind bereits eine Vielzahl von Restriktionsenzymen bekannt, wobei
jedes Enzym kurze DNA-Sequenzen spezifisch erkennt. Die Spaltung erfolgt einmal
unter der Erzeugung eines 5° Uberhanges von Nukleotiden und eines 3" Uberhanges.
Diese Gruppe von Restriktionsenzymen bildet ,klebrige Enden* an der DNA. Andere
Enzyme spalten die DNA ohne Uberhiinge zu produzieren und erzeugen so ,.glatte

Enden“.

Ein Ansatz fiir einen Standard Restriktionsverdau setzt sich wie folgt zusammen:

DNA (konz. abhéngig) xpl
10x Puffer Iul
Enzym 0,4ul
auf 10ul mit dH,O auffiillen xul

Der Ansatz wird fir 1h bei 37°C inkubiert und danach mittels Agarose-
Gelelektrophorese (siehe Kapitel 2.2.8) kontrolliert.

2.2.11 Ligation von linearisierter DNA

Nach der Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen konnen diese
linearisierten DNA-Fragmente wieder verkniipft werden. Hier wird das 3’-Hydroxy-
Ende und das 5'-Phosphat-Ende der DNA mit Hilfe der T4-DNA-Ligase {iiber
Phosphodiesterbindungen miteinander verbunden. Dieses findet bei der Herstellung
von Deletionskonstrukten von rngo Anwendung (Kapitel 2.2.14). Der Ligationsansatz
wird bei 16°C im Wasserbad iiber Nacht inkubiert und es schlieBt sich eine

Transformation in chemisch kompetente Zellen an (Kapitel 2.2.6).

Ligationsansatz:

T4-DNA-Ligase Tul
10x Ligationspuffer lul
DNA xul
auf 10ul mit dH,O auffiillen xul
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2.2.12 Gateway pENTR/D-TOPO Klonierung

Durch das Gateway System (/nvitrogen, Groningen, NL) ist es mdglich, ein
spezifisches Gen vom pENTR-Vektor einfach in viele verschieden
Destinationsvektoren zu klonieren. Dadurch hat man die Auswahl zwischen mehreren
Promotoren sowie N-terminalen und C-terminalen Tags. Im Vergleich zum Klonieren
mit Restriktionsenzymen und Ligasen beruht das Gateway System auf

sequenzspezifischer Rekombination, die durch Enzyme des Phagen A katalysiert wird.

2.2.12.1 TOPO Klonierung in den pENTR-Vektor

rngo wurde mit den Primern vsm1-N-for und vsm1-N-rev (ohne Start-Codon fiir N-
terminale Tags) oder vsm1-C-for und vsm1-C-rev (ohne Stop-Codon fiir C-terminale
Tags) amplifiziert. Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde in den pENTR-Vektor mit
Hilfe des pENTR/D-TOPO Kits, Invitrogen, Groningen, NL nach Angaben des
Herstellers kloniert. Wéhrend der Klonierungsreaktion schneidet die Topoisomerase I
den Ausgangsvektor und ldsst dabei einen 5~ Uberhang entstehen, der komplementir
zur CACC-Sequenz am 5” Ende des vorwirts gerichteten Primers ist. Dies dient dazu,
dass das Gen in der richtigen Orientierung in den pENTR-Vektor eingefiigt wird. Von
dieser Klonierreaktion wird 1ul fiir die Transformation in chemisch kompetente Zellen

(Kapitel 2.2.6) eingesetzt.

2.2.12.2 Gateway LR Rekombination in Destinationsvektoren

Um C-terminal und N-terminal markierte Fusionsproteine von rngo herzustellen,
welche unter der Kontrolle von verschiedenen Promotoren stehen, wird rngo durch die
LR Rekombination vom pENTR-Vektor in verschiedene Destinationsvektoren
kloniert. Bei dieser Rekombination erkennen die Enzyme des Phagen A die a#L/ und
attL2 Sequenzen des pENTR-Vektors und schneiden diesen Bereich aus dem Plasmid
aus. Dieser DNA-Abschnitt wird in dem jeweiligen Destinationsvektor zwischen die

attR1 und attR2 Sequenzen inseriert. Durch die Unterschiede der a#fL1 und attL2 bzw.
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attRl und attR2 Sequenzen wird das Insert immer in der richtigen Orientierung
eingefiigt. Im selben Schritt wird das ccdB Gen vom Destinationsvektor zuriick in den
pENTR-Vektor transferiert, welches fiir ein toxisches Protein kodiert (siche Abbildung
2.1). Nun werden die richtigen Expressionsvektoren durch eine Ampicillin-Resistenz

selektiert.

LR-Rekombination Reaktionsansatz:

Ausgangsvektor (100-300ng) Ll
Zielvektor (150ng) 0,5ul
TE-Puffer pH 8.0 0,75ul
Clonase Reaktions Mix 0,25ul

Anschlielend erfolgt eine Transformation wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben.

ccdB

+ Destination
Vector

LR Reaction

ccdB

attB1 A attB2 attP1 A attP2

Expression Donor
Clone +

Vector

Ap' Km'

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Gateway LR Rekombinations-Systems. Durch die
sequenzspezifische Rekombination wird ein Zielgen (M=Zielgen) vom pENTR-Vektor, mit
Beibehaltung des offenen Leserasters (open reading frame, ORF), in einen Destinationsvektor kloniert.
Als Nebenprodukt erhélt man das ccdB-Gen dessen Produkt jedoch toxisch ist und so ein Wachstum von

leeren Destinationsvektoren auf LB,y,-Platten verhindert (Bild veréndert nach Invitrogen).
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2.2.13 Erzeugung von Punktmutationen in rngo

Die Erzeugung von Punktmutationen in rngo erfolgt durch das QuickChange Site-
Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene, LaJolla, USA. Diese Punktmutationen
konnen zu einem Aminosdureaustausch auf Proteinebene fithren und so die Funktion
des Proteins beeinflussen. Durch eine PCR mit Primern, die die Mutation tragen wird
der Ursprungsvektor und so auch die spdtere Proteinexpression verdndert. Das
Template fiir die PCR ist rngo im pENTR-Vektor, welches die gesamte unverdnderte
cDNA enthélt. Die PCR erfolgte mit den Primern RVPD257mutzuAfor und
RVPD257mutzuArev (sieche Kapitel 2.1.4) nach folgendem Protokoll:

Tabelle 2.4: PCR Programm fiir Mutagenese-PCR

Schritt Dauer Temperatur

1 Denaturierung 30 sek 95°C
2 Denaturierung 30 sek 95°C
3 Annealing 30 sek 55°C
4 Elongation 90 sek 68°C
5 wiederhole 12 mal Schritt 2-4

6 finale Elongation 5 min 72°C
7 0 4°C

Um die noch vorhandene Ursprungs-DNA abzubauen, wird dem PCR-Ansatz 1ul
Dpnl zugegeben, welches die methylierte Template-DNA zerstort, und der Ansatz fiir
1h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgt eine Transformation wie in Kapitel 2.2.6
beschrieben.

2.2.14 Erzeugung von Deletionskonstrukten von rngo

Um eine Funktionsanalyse der vorhergesagten Proteindomdnen von Rngo
durchzufiihren werden Deletionskonstrukte dieser Dominen hergestellt. Fiir
Deletionen einzelner Domédnen werden jeweils zwei EcoRI-Schnittstellen mittels
Punktmutationen (Kapitel 2.2.13, Primer siehe Kapitel 2.1.4) in den gewiinschten
DNA-Abschnitt eingefiigt und dieser Bereich dann mit EcoRI herausgeschnitten (siche
Kapitel 2.2.10). AnschlieBend wird der so linearisierte Vektor mit der T4-DNA-Ligase
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wieder zirkularisiert, so dass das Protein nun ohne den herausgeschnittenen Abschnitt
exprimiert werden kann. Fiir die Herstellung der Doppeldeletion wird analog
verfahren, nur wird hier als Template die DNA verwendet, aus der schon eine Doméne
deletiert wurde. Diese Konstrukte konnen nun weiter in die entsprechenden

Destinationvektoren kloniert werden (Kapitel 2.2.12.2).

2.2.15 Zellkultur

Drosophila Schneider 2 Zellen (S2-Zellen) wurden aus embryonalem Gewebe
gewonnen und werden flir Arbeiten im Zellkultur System verwendet. S2-Zellen
werden in S2-Medium bei 25°C gehalten. Mit Hilfe des FuGENE® HD Transfection
Kit der Firma Roche Diagnostics, Mannheim, werden diese Zellen transient
transfiziert. Hierfiir werden 1Mio Zellen in 2ml S2-Medium in einer 6-well-Platte
vorgelegt. Die Zellzahl wird mit einer Neubauer Zellzdhlkammer ermittelt. 2ug DNA
werden mit 100ul sterilem dH,0 verdiinnt und 4pul der FuGENE® HD Transfektions-
Reagenz hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 15min wird der gesamte
Reaktionsansatz zu den vorgelegten S2-Zellen gegeben und durch vorsichtiges
Schiitteln gleichmiBig verteilt. Falls DNA verwendet wird, die unter anderem fiir ein
fluoreszierendes Tag kodiert, kann nach 24h mit einem Fluoreszenz-Mikroskop die
Transfektion iiberpriift werden. Zur Gewinnung von groen Proteinmengen werden die
transfizierten S2-Zellen nach 48h von der 6-well-Platte in eine Flasche mit einer
Grundfliche von 25cm® iiberfiihrt und mit 5ml frischem S2-Medium versehen. Die

Zellernte und Herstellung von Proteinextrakten wird in Kapitel 2.3.1 beschrieben.

S2-Medium: Schneider’s Drosophila Medium (Gibco), 10% FBS, 50U/ml Penicillin, 50pug/ml Streptomycin
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten

Embryonen oder Larven werden in fliissigem Stickstoff schockgefroren, mit
Lysispuffer und Proteinaseinhibitoren versehen und auf Eis homogenisiert. S2-Zellen
werden geerntet, fiir Smin bei 1000rpm zentrifugiert und 3x mit kaltem PBS
gewaschen. AnschlieBend werden auch die S2-Zellen mit Lysispuffer und
Proteinaseinhibitoren versehen und 30min auf Eis inkubiert. Das Homogenisat der
einzelnen Gewebe wird dann fiir 15min bei 4°C und 13000rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wird in ein frisches Eppendorf-Gefil iiberfilhrt und der Proteingehalt
gemessen. Fiir die Messung der Proteinkonzentration werden in einer 1ml Kiivette
800ul dH,O, 200ul RotiQant, der Firma Carl Roth, Karlsruhe und 2pul des
Proteinextraktes gemischt und im Photometer bei ODgop gemessen. Hierbei entspricht

ein Wert ODgoo=1 einem Gesamtprotein von 1mg/ml.

Lysispuffer: 150mM NaCl, 50mM Tris pH 8.0, 1% Triton X-100
Proteinaseinhibitoren: je 2ug Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin, Pefabloc
PBS: 8g NaCl, 0,2g KCl, 1,44g Na,HPO,, 0,24g KH,PO, in 11 dH,O auflésen und auf

pH7.5 einstellen

2.3.2 Koimmunprézipitation (Ko-IP)

Mit der Koimmunprézipitation wird untersucht, ob Proteine einen Komplex bilden.
Hierfir werden die hergestellten Proteinextrakte (Kapitel 2.3.1) auf einen
Gesamtproteingehalt von Img verdiinnt. Um eine unspezifische Bindung der Proteine
zu verhindern, werden die Proteinextrakte mit 15ul Protein A/G Agarose Beads
(Roche Diagnostics) fiir 2h bei 4°C préainkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir 1min
bei 13000rpm wird der Uberstand in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefil iiberfiihrt
und 2h bei 4°C mit 20ul Protein A/G Agarose Beads und 2pl des spezifischen
Antikorpers, durch den man ein Protein im Komplex nachweisen mochte, bei leichtem

Schiitteln inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wird entweder das Prdimmunserum oder
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ein unspezifischer Antikorper, der im selben Organismus generiert wurde, verwendet.
Protein A und Protein G sind bakterielle Zellwandproteine, die spezifische
Bindestellen fiir Immunglobuline verschiedener Spezies aufweisen. Nach der 2
stiindigen Inkubation wird der Ansatz fiir Imin bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Die Protein A/G Agarose Beads, an die nun die
nachzuweisenden Proteine gekoppelt sind, werden 5x mit kaltem Lysispuffer
gewaschen und in 20ul 2xSDS-Ladepuffer bei 95°C aufgekocht, um die Proteine
wieder von den Beads zu ldsen. AnschlieBend wird der Ansatz wieder 1min bei
13000rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand auf ein SDS-Gel aufgetragen und
mittels Western-Blot (Kapitel 2.3.3) analysiert.

2.3.3 SDS-PAGE und Western-Blot

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt durch die denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE). Als Equipment dient hier das Mini-Protean 3 der Firma
Biorad, Miinchen und wird nach Angaben des Herstellers verwendet. Die, wie in
Kapitel 2.3.1 beschrieben, hergestellten Proteinextrakte werden mit SDS-Ladepuffer
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Durch das im SDS-Ladepuffer enthaltene SDS
und B-Mercaptoethanol werden die Wasserstoff- und Disulfidbriicken gespalten und so
die Proteine beim Aufkochen fiir 10min bei 95°C denaturiert. Je nach GréBe der zu
untersuchenden Proteine werden verschieden prozentige Gele gegossen und fiir 1h bei
200V in 1x SDS-Laufpuffer laufen gelassen. Hierbei bestimmt das Verhéltnis von
Acrylamid/Bisacrylamid zu dH,O die Porengrof3e des Gels und somit den Bereich, in
dem die Proteine aufgetrennt werden.

Der anschlieBende Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran der Firma
Whatman, Dassel erfolgt mit dem Mini Trans-Blot (Biorad, Miinchen) nach Angaben
des Herstellers. Im Anschluss wird der Transfer mit einer Ponceau S-Féarbung
kontrolliert und dann fiir 1h in Blockierlosung gegen unspezifische Bindungsstellen
der Antikorper geblockt. Der erste Antikorper wird verdiinnt in Blockierlosung fiir 1-
2h bei RT oder bei 4°C iiber Nacht auf die Membran gegeben. Es folgt 3 maliges
Waschen der Membran mit TBST fiir Smin bei RT. Anschliefend wird der zweite
Antikorper verdiinnt in Blockierlosung auf die Membran gegeben und 2h bei RT
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inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten erfolgt die Detektion durch die

Chemilumineszenz-Losung der Firma Roche Diagnostics, Mannheim.

10x SDS-Laufpuffer: 1,92M Glycin, 25mM Tris, 1% SDS
2x SDS-Ladepuffer: 10mM Tris pH 6.8, 4% Sodiumdodecylsulfat (SDS), 0,2% Bromphenolblau, 20% Glycerin,
200mM B-Mercaptoethanol

10% SDS-Gel: Trenngel: 2,1ml dH,0, 2,8ml 1M Tris pH 8.8, 2,5ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 38ul
20% SDS, 30ul 30% APS, 8ul TEMED
Sammelgel: 1,3ml dH,0, 235ul IM Tris pH 6.8, 310ul 30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1),
10ul SDS, 10ul APS, 5ul TEMED

Transferpuffer: 25mM Tris, 192mM Glycin, 20% Methanol

TBST: 20mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl, 0,2% Tween-20

Blockierlosung: 3% Milchpulver, 1% BSA in TBST

2.3.4 GFP-Trap® fir die Analyse von Interaktionspartnern von Rngo mittels

Massenspektrometrie

Fir die Analyse von Interaktionpartnern von Rngo wurden transgene Fliegen
hergestellt (Kapitel 2.5.5), die ein Rngo-Fusionsprotein exprimieren, welches ein GFP-
Tag am C- oder N-Terminus tragt. Ausgehend von diesen Fliegenstimmen werden
Proteinextrakte aus Ovarien, Embryonen und L3-Larven nach dem Protokoll aus
Kapitel 2.3.1 angefertigt. Diese Proteinextrakte werden auf einen Gesamtproteingehalt
von Img verdiinnt und dann nach Angaben des Herstellers (Chromotek) weiter
behandelt. Als Negativ-Kontrolle dienen w™-Fliegen. Anschlieend werden die Proben
im Labor von Dr. Olaf Jahn (Proteomics Group, Max-Planck-Institut fiir

experimentelle Medizin, Go6ttingen) massenspektrometrisch untersucht.
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2.3.5 Herstellung von GST/MBP-Fusionsproteinen

Die ¢cDNA eines beliebigen Gens wird in frame in bakterielle Expressionsvektoren
kloniert. Diese Vektoren (Kapitel 2.1.3) konnen verschiedene Affinitdts-Tags wie z.B.
Glutathion-S-Transferase (GST) oder das Maltose-Bindeprotein (MBP) tragen. Diese
Expressionsvektoren werden in chemisch kompetente BL21 Zellen transformiert. Nach
der Transformation wird eine Bakterien-Kolonie mit einer Pipettenspitze gepickt und
eine 20ml LB,m,-Vorkultur angeimpft und diese iiber Nacht bei 37°C und 180rpm
inkubiert. Diese Vorkultur wird in 200ml LB, auf eine ODgo9 von 0,2 verdiinnt und
bei 37°C und 180rpm bis zu einer ODgpy von 0,6-1 wachsen gelassen. Nun werden
400ul 0,5M IPTG hinzugefiigt und die Bakterienkultur fiir 3h bei 30°C und 180rpm
inkubiert. Anschliefend erfolgt eine Zentrifugation bei 5000rpm fiir 10min und der
Uberstand wird verworfen. Das Bakterienpellet wird fiir 30min bei -80°C weggefroren.
Nach dem Auftauen wird das Pellets in 10ml Lysispuffer resuspendiert und dann
30min bei RT im Uberkopftaumler inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation fiir 15min
bei 10000rpm. Der Uberstand enthilt die exprimierten Proteine und wird weiter fiir die
Aufreinigung verwendet. Zu den 10ml Uberstand werden 500ul Glutathion Sepharose
4B Beads gegeben und 30min im Uberkopftaumler bei RT geschiittelt. Die Probe wird
fiir 15min bei 4°C und 10000rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Glutathion Sepharose 4B Beads mit dem gebundenen Fusionsprotein 3x mit kaltem
PBS gewaschen. Fiir die Elution des Fusionsproteins von den Glutathion Sepharose 4B
Beads wird 400ul Elutionspuffer zu den Beads gegeben und fiir 10min bei leichtem
Schiitteln inkubiert. Es schlie8t sich eine Zentrifugation fiir 1 min bei 5000rpm und
4°C an. Der Uberstand enthilt das eluierte Fusionsprotein und wird in ein frisches
Eppendorf-Gefa3 iiberfiihrt. Dieser Schritt wird noch zwei Mal wiederholt und die
Proben aus allen drei Elutionen werden vereint. Die Effizienz der Expression und der
Reinheitsgrad der Probe werden mittels einer SDS-PAGE und anschlieBender

Coomassie blue-Fiarbung analysiert.

Lysispufter: 10ml PBS, 1% Triton X-100, Proteinaseinhibitoren (je 2ug Aprotinin, Leupeptin,
Pepstatin, Pefabloc)

Elutionspuffer GST: 20mM reduziertes Glutathion in PBS

Elutionspuffer MBP: 10mM Maltose in PBS

38



Material und Methoden

2.3.6 GST-Pulldown

Der GST-Pulldown ist eine in vitro Methode um physikalische Interaktionen zwischen
zwei Proteinen zu untersuchen. Hierfiir wird das GST-Fusionsprotein mit dem MBP-
Fusionsprotein in einem Eppendorf-Reaktionsgefdl mit 500pul GST-Pulldownpuffer
vermischt. AnschlieBend werden 20ul Glutathion-Sepharose-Beads zu dem Ansatz
hinzupipettiert und die Probe 2h bei 4°C auf dem Taumler inkubiert. Als Negativ-
Kontrolle dient aufgereinigtes GST welches zusammen mit dem MBP-Fusionsprotein
und ebenfalls 20ul Glutathion-Sepharose-Beads fiir 2h bei 4°C inkubiert wird. Nach
einer Zentrifugation von 1min bei 10000rpm wird der Uberstand verworfen und die
Glutathion-Sepharose-Beads 5x mit GST-Pulldownpuffer gewaschen. Die Elution der
Proteine von den Beads erfolgt nach Zugabe von 20pl 2xSDS-Ladepuffer und
Aufkochen fiir 10min bei 96°C. Eine erneute Zentrifugation fiir 1min bei 10000rpm
pelletiert die Beads, so dass die sich im Uberstand befindlichen Proteine mit der SDS-
PAGE und Western-Blot (Kapitel 2.3.3) weiter analysiert werden konnen.

GST-Pulldownpuffer: 150mM NacCl, 10mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,5% Triton X-100, Proteinaseinhibitoren (je
2pg Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin, Pefabloc)

2.3.7 Protease Aktivitdtsassay

Um eine potentielle Proteaseaktivitit von Rngo zu messen, wird das Protease
Fluorescent Detection Kit, Sigma verwendet. Eine Proteaseaktivitit resultiert in der
Spaltung von FITC-markiertem Casein als Substrat, wobei kleinere, gespaltene
Fragmente unter sauren Bedingungen nicht prézipitieren. Nach einer Inkubation mit
der Protease (hier MBP-Rngo, MBP-ARVP, MBP-D257A und als Positiv-Kontrolle
Trypsin) und des Substrats wird der Ansatz durch die Zugabe von Trichloressigsdure
(TCA) in einen sauren pH verschoben. AnschlieBend wird die Probe zentrifugiert und
das unverdaute Substrat bildet ein Pellet. Im Uberstand befinden sich die gespaltenen,
FITC-markierten Casein Fragmente, welche mit einem Fluorimeter gemessen werden
konnen und so eine Aussage liber die Aktivitit der Protease geben. Das Kit wird nach
Angaben des Herstellers verwendet und die Fluoreszenz mit dem Fluorimeter Twinkle

LB970 (Berthold Technologies, Oak Ridge, USA) gemessen.
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2.4 Histologische Methoden

2.4.1 Antikorperfarbungen an Ovarien

Die Ovarien werden in kaltem PBS pripariert und mit einer NHS abgeséttigten 1000ul
Spitze durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Die vereinzelten Ovarien
werden fiir 20min in 4% Formaldehyd fixiert und anschlieBend 3x 20min mit PBT
gewaschen. Die Ovarien werden fiir 3h bei RT oder bei 4°C iiber Nacht in 5% NHS in
0,5% PBTX geblockt. Nach dem Blocken schlief3t sich die Inkubation mit dem ersten
Antikorper fiir 2h bei RT oder 4°C iiber Nacht an. Nach 3maligem Waschen fiir 20min
mit PBT erfolgt die Inkubation mit dem zweiten Antikorper fiir 2h bei RT. Falls bei
der Farbung F-Actin nachgewiesen werden soll, werden 5ul Rhodamin-Phalloidin,
Molecular Probes, in einer Vakuumzentrifuge eingedampft und in 500ul
Blockierlosung resuspendiert, welche fiir die Inkubation mit dem sekundéren
Antikorper verwendet wird. AnschlieBend werden die Ovarien 3x mit PBT gewaschen

und in Mowiol/DABCO eingedeckelt.

PBT: 1x PBS, 0,1% Tween 20
PBTX: 1x PBS, 0,5% Triton X-100

Mowiol: 5g Moviol/Elvanol mit 20ml PBS 16h bei RT mischen, 10ml Glycerin zufiigen und nochmals 16h bei RT
mischen, bei 4000rpm 10min zentrifugieren und aliquotieren
DABCO: 1,4-Diazabicyclo(2.2.2)Octane

4% Formaldehyd-Losung: 110ul 37% Formaldehyd, 890ul PBS

2.4.2 DNA-Fluoreszenz-Markierung

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindole) ist ein DNA-Marker, der in kurzer Zeit
bevorzugt an doppelstrangige DNA bindet, leicht durch die Zellmembran diffundiert
und so auch gut fiir die Farbung in lebenden Zellen verwendet werden kann. Sein
Emissionsmaximum liegt im kurzwelligen Bereich (460nm) weshalb kaum
Uberlagerungen  mit  anderen  Fluoreszenzfarbstoffen  auftreten, die ihr

Emissionsmaximum im ldngerwelligen Bereich haben. Die DNA-Markierung mit
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DAPI erfolgt bei Farbungen mit dem ersten Waschschritt nach der Inkubation mit dem

zweiten Antikorper.

2.4.3 TUNEL-Farbung

Um Apoptose in Ovarien nachzuweisen, wird das In Situ Cell Death Detection Kit
TUNEL, Roche Diagnostics, Mannheim nach Angaben des Herstellers verwendet.
Beim programmierten Zelltod findet eine Fragmentierung der DNA durch
Endonukleasen statt. Diese spalten die hoher geordnete Chromatinstruktur in 50 bis
300kb Fragmente, welche dann anschlieBend weiter in ca. 200bp grofle Stiicke
zerkleinert werden. In einem TUNEL- Experiment (TdT-mediated dUTP nick end
labeling) katalysiert TdT (terminale Desoxynukleotidyl-Transferase) die Anheftung
von fluoreszierenden dUTP an das 3'OH-Ende von doppelstringiger und
einzelstrangiger DNA. Anschliefend ist es mdglich, mit einem Fluoreszensmikroskop

die Zellen zu detektieren, in denen Apoptose stattgefunden hat.
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2.5 Genetische Methoden

2.5.1 Fliegenzucht

Die Fliegen werden auf einem Standardmedium (Ashburner, 1989) bei 18°C, RT und

25°C gehalten. Eiablagen werden auf Apfelsaft-Agarplatten angesetzt und zur

Stimulation der Eiablage mit ein wenig Hefe bestrichen.

Standardmedium:

Apfelsaft-Agarplatte:

2.5.2 Fliegenstdmme

356g Maisschrot, 47,5g Sojamehl, 84g Trockenhefe, 225g Malzextrakt, 75ml 10%

Nipagin, 22,5ml Propionsdure, 28g Agar, 200g Zuckerriibensirup und mit 4,91 dH,0O

auffiillen

40g Agar und 340ml Apfelsaft (100%) mit dH,O auf 11 auffiillen, aufkochen, nach
Abkiihlen auf 60°C mit 30ml 10% Nipagin versetzen und auf Platten gieen

Im Folgenden sind alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Fliegenstimme

aufgelistet.

Bezeichnung

Wildtyp

GE3956

FM7c¢ blue

GE3956/FM7c¢
blue

w, FRT9-2

GE3956, FRT9-2
4

Genotyp
Wildtyp

P {w[+mC]=EP}EP[GE3

95] w[1118])/FM6

y'arm*w*/FM7c,
P{ftz/lacC} YH1

P{w[+mC]=EP}EP[GE3

95]

w[1118]/FM7c[ftz::LacZ

]
w*] 1]

P{w[+mW.hs]=FRT(w[h

s])}9-2

P{w[+mC]=EP}EP[GE3

95]

w[1118],P {w[+mW.hs]=
FRT(w[hs])}9-2 /FM7c
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Beschreibung
Oregon R, rote
Augen

hemizygot letales
Allel von rngo

tragt FM7c
Balancer auf dem
1. Chromosom

hemizygot letales
Allel von rngo

tragt FRT9-2
Sequenzen

hemizygot letales
Allel von rngo
rekombiniert mit
FRTO9-2

Referenz
Stammsammlung
A. Wodarz
Genexel
alte Nr.: GE3956
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tragt Glaced
w; Gla/Cyo, i 5 Marker tliber Stammsammlun
P{ftz: :lac}é} W CLEHCTe, 1B 2s(C) einem CyO- A. Wodarz :
Balancer
tragt FM7 Benni Shilo,
Balancer, welcher Weizmann
FM7 {twi::GFP} FM?7 {twi::GFP} GFP im Muster Institute of
des twist-Gens Science, Rehovot,
exprimiert Israel
ovo[D2] v[24] .
hsFLP P{FRT(w[hs])}9- g:r%: ;l S ens Bloomington
2/C(HDX, y[1] {1]/Y; Chroﬁosom #1843
P{hsFLP}38
y[1]w[1118];P{Ubi- tragt Ubi-GFP
+ GFP.nls} X1 und FRT9-2 auf  Bloomington
PIW FRTO-2IGFP b e RT(wlhs])}9-2: e 1. 5832
Kr[If-1]/CyO Chromosom
tragt Ubi-GFP
y[1]w[1118];P{Ubi- und FRT9-2 auf
GFP FRT9-2; GFP.nls} X1 dem 1. generiert aus
hsFLP38 P{FRT(w[hs])}9-2; Chromosom, #5832 und #1842
P{hsFLP}38 hsFLP auf dem 2.
Chromosom
treibt Gal4
Wl Expression im .
daughterless Gal4 P{w[+mW.hs]=GAL4- IR Bl
da.G32}UHI daughterless #5460
Gens; auf dem 3.
Chromosom
1 tragt TM3 und
w*; TM3, Sb TM6 Balancer auf Bloomington
TM3/TM6 Ser'/TM6B, Tb' dem 3. #2537
Chromosom
. Bloomington
W w[1118] weille Augen 45005

2.5.3 Das UAS-GAL4-System

Durch das entwickelte UAS-GAL4-System ist es moglich, die Genexpression zeitlich
und rdumlich zu beinflussen (Brand und Perrimon, 1993). Hierbei exprimiert ein als
Aktivator bezeichneter Fliegenstamm (siche Abbildung 2.2) den Hefe-
Transkriptionsfaktor GAL4, welcher normalerweise nicht in der Fliege vorkommt. In

einem zweiten Fliegenstamm, dem Effektor, steht ein zu untersuchendes Zielgen unter
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der Kontrolle von sogenannten UAS-Sequenzen (upstream activating sequences).
Diese UAS-Sequenzen besitzen Bindungsstellen fiir GAL4. Durch die Kreuzung von
Aktivator und Effektor gelangen beide Komponenten des Systems in eine Fliege und
fithren so zur UAS-GAL4 vermittelten Expression des Zielgens unter der Kontrolle

des Enhancers.

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des UAS-GAL4-Systems. Das System wird benutzt, um
ein bestimmtes Gen (bzw. Zielprotein) zeit- und gewebespezifisch zu exprimieren. Hierfiir wird ein
Aktivatorstamm mit einem Effektorstamm verkreuzt und dadurch in der nédchsten Generation die

Expression des Zielproteins durch den Transkriptionsfaktor GAL4 gesteuert.

2.5.4 Kreuzungen zur Rettung der Letalitdt von rngo-mutanten Fliegen mittels des

UAS-GAL4-Systems
Das mutante Allel von rngo ist pupal letal. Man kann, wenn die Embryonen vorsortiert

werden, einen sehr geringen Prozentsatz an Escaper-Fliegen bekommen, die aber nicht

fertil sind und nach kurzer Zeit sterben. Um zu iiberpriifen, ob die Letalitdt wirklich
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nur auf das mutante Allel von rngo zurlickzufiihren ist, werden Rettungskreuzungen
mit Fliegen durchgefiihrt, die ein iiber das UAS-GAL4-System exprimiertes Transgen
tragen. Bei diesen Transgenen handelt es sich um das wildtypische Vollldngen-Gen,
welches ein C-terminales oder N-terminales GFP-Tag trdgt. Dadurch kann zeitgleich
die Funktionalitit der Transgene getestet werden. Hierzu werden Kreuzungen von
Jungfrauen angesetzt, die das mutante Allel von rngo (GE3956) liber dem FM7c-
Balancer tragen. Zu diesen Weibchen werden Ménnchen gesetzt, die auf dem dritten
Chromosom das UAS-Konstrukt tragen. Dieses Konstrukt wurde mit einem GAL4-

Treiber (hier daughterless-GAL4) rekombiniert und iiber TM3 balanciert.

2.5.5 Keimbahntransformation von Drosophila melanogaster

Durch die Keimbahntransformation konnen auf einfache Weise transgene Fliegen
erzeugt werden. Hierbei wird der Gentransfer durch transponierbare Elemente, die
sogenannten P-Elemente, erreicht. Diese bendtigen flankierende Erkennungssequenzen
(inverted repeats) und eine Transposase, um in ein Genom inserieren zu konnen. Im P-
Element-Transformationsvektor lokalisiert die zu iibertragende DNA zwischen den
inverted repeats wihrend auf einem gesonderten Helferplasmid die Transposase zur
Verfligung gestellt wird. Beide Plasmide werden in Embryonen von Drosophila
melanogaster injiziert und konnen so zufillig in das Genom inserieren. Die Injektion
der Plasmide, sowie das anschlieBende Auskreuzen der Fliegen, zur Bestimmung des
Insertionsortes, werden wie in Kapitel 4 des Buches Drosophila Methods and
Protocols von A. Bachmann und E. Knust beschrieben, durchgefiihrt (Bachmann und

Knust, 2008).

2.5.6 Erzeugung von GFP-Keimbahnklonen mittels des FRT-FLP-Systems

Die Erzeugung von Keimbahnklonen kommt oft zur Anwendung, wenn homozygot
mutante Tiere nicht lebensfdhig sind und eine maternale Komponente besitzen, die
mogliche Phianotypen in der Oogenese oder Embryogenese maskiert. Hierbei wird in
heterozygot mutanten Tieren eine homozygot mutante Keimbahn erzeugt und so die
maternale Komponente ausgeschaltet. So konnen Aussagen dariiber gemacht werden,

ob und in wieweit das Gen fiir die Oogenese oder die Entwicklung des Embryos
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notwendig ist. Fiir die Induzierung von Klonen in der Keimbahn wird das FRT (flipase
recombination target)-FLP (Flipase)-System verwendet (Chou und Perrimon, 1992).
Die Flipase unterliegt der Kontrolle eines Hitzeschockpromotors und katalysiert eine
spezifische Rekombination der FRT-Sequenzen, welche aus 599bp invertierten
Sequenzwiederholungen bestehen. So kann in heterozygoten Fliegen, welche diese
FRT-Sequenzen tragen, mit Hilfe der Flipase eine mitotische Rekombination zwischen
diesen Chromosomen stattfinden und homozygot mutante Zellen entstehen (Golic und
Lindquist, 1989).

Fiir die Erzeugung von GFP-Keimbahnklonen werden Jungfrauen, die das mutante
Allel von rngo mit einer FRT Sequenz tragen, mit Ménnchen gekreuzt, die auf dem
ersten Chromosom ein GFP-Konstrukt als Marker aufweisen und auf dem zweitem
Chromosom die Flipase tragen. Die Flipase auf dem zweiten Chromoson katalysiert
dann wihrend des zweiten Larvenstadiums die mitotische Rekombination zwischen
den FRT-Sequenzen (Abbildung 2.3). Der Hitzeschock fiir die Aktivierung der Flipase
erfolgt im zweiten Larvenstadium an zwei aufeinanderfolgenden Tagen fiir jeweils 2h

bei 37°C im Wasserbad.

ubi-GFF, FRI9-2  Kr o avo[D2]FRTY9-2 hsFLP

ubi-GI'E, FRT9-2 ° CyO Y * hsFLP
whi-GFF, FRT9-2 hsFLP - (iE3956 FRT9-2
Y "’ Cy0 FM7c

l

ubi-GFF, FRT9-2  hsFLP
GE3956 FRT9-2 7

+

Hitzzschock der 1.2-Larvem

Abbildung 2.3: Kreuzung zur Herstellung von GFP-Keimbahnklonen. Fiir die Generierung von
Keimbahnklonen wird ein GFP-Markerkonstrukt zusammen mit dem mutanten Allel flir rngo, mit FRT
Sequenzen und einer Flipase in eine Fliege eingekreuzt. Nach einem Hitzeschock vermittelt die Flipase
eine mitotische Rekombination zwischen den FRT Sequenzen, so dass homozygot mutante Keimzellen

entstehen.
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In den sich entwickelnden heterozygoten Tieren entsteht eine fiir das rngo Allel
homozygot mutante Keimbahn. Als Marker wird hierfiir GFP verwendet. Eikammern,
die homozygot oder heterozygot fiir das GFP-Konstrukt sind, tragen noch eine
wildtypische Kopie des rngo Allels. Eikammern, die kein GFP exprimieren sind

homozygot mutant und kdnnen so von den heterozygoten unterschieden werden.

2.5.7 Erzeugung von GFP-Follikelzellklonen mittels des FRT-FLP-Systems

Follikelzellen umgeben die Keimzellen, sind somatischen Ursprungs und besitzen eine
ausgepragte apiko-basolaterale Polaritit. Deshalb kann man in diesem Zelltyp gut die
Auswirkungen von mutanten Allelen auf die Zellpolaritit untersuchen. Fiir die
Erzeugung von Follikelzellklonen wird das FRT-FLP-System in dhnlicher Weise wie
bei der Erzeugung von Keimbahnklonen verwendet, nur wird hier der Hitzeschock bei
3-5 Tage alten Fliegen fiir jeweils 1h bei 37°C vorgenommen und die Ovarien nach

weiteren 3-5 Tagen prépariert.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Annotierung von rings lost (rngo)

rings lost (rngo) ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und seine genomische Struktur
umfasst vier Exons und drei Introns, wobei der vorhergesagte Translationsstart im
ersten Exon und der Translationsstop im vierten Exon liegen (Abbildung 3.1). Die
Daten der Annotierung von rngo sind der Internetseite von FlyBase (www.flybase.org,

Stand 2010) zu entnehmen.

Abbildung 3.1: Die genomische Struktur von rngo. Das Schema zeigt maf3stabsgetreu die genomische
Annotierung von rngo. rugo liegt auf dem X-Chromosom und besitzt vier Exons (blaue Késten) und drei
Introns (schwarze Balken). Im ersten Exon befindet sich das Startcodon (roter Pfeil) und im vierten
Exon das Stopcodon (schwarzer Strich). Eine P-Element-Insertionslinie (GE3956) aus der Genexel
Datenbank (Kapitel 2.2.5) trdgt ein P-Element stromabwirts des ATG-Startcodons und fithrt so zu

einem Abbruch der Translation und in Folge dessen zu einem Null-Allel von rngo.

rngo kodiert fiir ein 458 Aminosduren langes Protein. Um die Funktion dieses Proteins
zu untersuchen, wurde durch Datenbankanalysen eine P-Element-Insertionslinie
(GE3956) in der Genexel Datenbank identifiziert, die eine P-Element-Insertion
stromabwirts des ATG-Startcodons tragt. Diese Insertion fithrt zum Abbruch der
Translation und so zu einem Null-Allel von rngo. Fliegen, die hemizygot diese P-
Element-Insertion tragen, sind pupal letal, was auf die essentielle Funktion des Gens
wihrend der Entwicklung von Drosophila hindeutet. Diese spite Letalitét l4sst sich auf
eine maternale Komponente von Rngo zuriickfiihren. Um zu iiberpriifen, ob die
Letalitdt nur auf der Mutation in rngo beruht und ob Rngo-GFP-Fusionsproteine, die
von transgenen Fliegen exprimiert werden, funktional sind, wurden

Rettungsexperimente durchgefiihrt.
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3.2 Rettungsexperimente

Die Rettungsexperimente wurden wie in Kapitel 2.5.4 beschrieben durchgefiihrt.
Anschliefend erfolgte die Auszéhlung der erhaltenen Genotypen. Hierbei wurde
unterschieden, ob die Fliegen das Balancer-Chromosom tragen oder zur Gruppe der
geretteten Tiere gehoren. Da das mutante Allel von rngo auf dem X-Chromosom
lokalisiert ist und daher nur hemizygot mutante Méannchen gerettet werden konnen,
wurden hier nur minnliche Tiere beriicksichtigt. Die Kreuzung fiir die

Rettungsexperimente wurde wie folgt angesetzt:

GE3956 X FM7 . UAS::GFP-rings lost, daughterless Gal4

FM7 Y ™3

bzw.

GE3956 X FM7 . UAS::rings lost-GFP, daughteriess Gal4
FM7 Yy °’ TM3

Fiir die Rettungsexperimente werden transgene Fliegen verwendet, die auf dem dritten
Chromosom ein rngo-Transgen tragen, welches entweder ein N-terminales oder C-
terminales GFP-Tag aufweist und unter der Kontrolle eines UASt-Promotors steht.
Auf dieses Chromosom wurde zusétzlich ein daughterless-Gal4-Treiber rekombiniert,
so dass dieses GFP-rngo-Transgen stindig im Muster des daughterless-Gens
abgelesen wird. Die moglichen FI1-Genotypen ergeben sich aus dem folgenden

Kreuzungsschema (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Kreuzungsschema fiir die Rettungsexperimente. Dieses Kreuzungsschema gibt eine
Ubersicht iiber die theoretisch erhaltenen Genotypen der Minnchen innerhalb der F1-Generation. Der
gelb hinterlegte Genotyp stellt die geretteten Fliegen dar und der grau hinterlegte Genotyp ist letal.
Abkiirzung: UAS::rngo-GFP = UAS::rngo-GFP, daughterless Gald bzw. UAS::GFP-rngo,
daughterless Gal4

é O, Y ; TM3 Y ; UAS::rngo-GFP

GE3956/Y ;

GE3956 GE3956/Y ; TM3/+ UAS::rngo-GFP/+

FM7/Y ;

FM7 EM7Y 5 TM3S | A8 mgo-GRPI+
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Im Kreuzungsschema der Tabelle 3.1 stellt der gelb markierte Genotyp die geretteten
Tiere dar. Minnchen des grau hinterlegten Genotyps sind letal. Statistisch gesehen
sollten 1/3 aller méannlichen, lebenden Nachkommen in der F1-Generation gerettete
Tiere sein. Dieses entspricht 33,33% der geschliipften Madnnchen. Tabelle 3.2 fasst die
Ergebnisse der Rettungskreuzungen mit N- und C-terminal markierten GFP-

Fusionsproteinen zusammen.

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Rettungskreuzungen. Die Tabelle zeigt die zu erwartenden und erhaltenen

ménnlichen Nachkommen in der F1-Generation der Rettungskreuzungen.

franseenc Anzahl erwarteter Anzahl erhaltener
Flie ei linie Gesamtzahl F1 geretteter Tiere geretteter Tiere
g relativ absolut relativ absolut
G 6o N 604 33.33% 201 43% 260
terminales Tag
IsigorGAE 311 (C 1082 33.33% 360 45% 489

terminales Tag

Sowohl das N- als auch das C-terminal GFP markierte Rngo-Fusionsprotein retteten
die Letalitit des mutanten rngo-Allels. Beide Rettungskreuzungen ergaben sogar mehr
gerettete Fliegen (43% bzw. 45% anstatt 33,33%), als normalerweise erwartet wird.
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die Letalitit des mutanten Alleles nur auf die
P-Element-Insertion und somit auf ein Fehlen von Rngo zuriickzufiihren ist. Aulerdem
wurde bewiesen, dass die beiden GFP-Fusionsproteine funktional sind und somit die

Funktion des wildtypischen Proteins ersetzen konnen.
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3.3 Die wildtypische Expression von Rngo

Zu Beginn dieser Arbeit stand ein affinitdtsgereinigter Antikorper gegen Rngo zur
Verfiigung (Kapitel 2.1.5). Hierfiir wurden Kaninchen gegen ein Volllaingen GST-
Fusionsprotein von Rngo immunisiert. Der Antikorper detektiert in Féarbungen
spezifisch Rngo, da in mutanten Zellen (Abbildungen 3.6 und 3.20) kein Signal fiir
Rngo erkennbar ist. Wahrend der gesamten Entwicklung von Drosophila melanogaster
kann die subzelluldre Verteilung von Rngo als zytoplasmatisch und nukleér bezeichnet
werden. AuBlerdem ist Rngo ubiquitér exprimiert. Abbildung 3.2 veranschaulicht die
Verteilung von Rngo wihrend der Oogenese. In den Abbildungen 3.2A-D sind zwei
Eikammern in unterschiedlichen Stadien dargestellt. Abbildung 3.2A’-D" zeigt eine
VergroBerung der jlingeren Eikammer. Die Kernlokalisierung von Rngo spiegelt sich
in der Farbung der Nihrzellkerne, aber auch in einer Firbung, die den Oozytenkern

umgibt, wider.

Rngo Or merge

Abbildung 3.2: Wildtypische Expression von Rngo in Ovarien. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A und
A”), Rngo in rot (B und B"), Orb in blau (C und C") und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (D und
D’). Rngo ist in Ovarien zytoplasmatisch und nukledr exprimiert. Die Lokalisierung von Rngo in den
Zellkernen zeigt sich in der Farbung der Néhrzellkerne, aber auch in einer Férbung, die den

Oozytenkern umgibt. Anterior ist links. Die MaB3stibe entsprechen 10pum.
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Da die Oozyte wihrend der gesamten Oogenese transkriptionell inaktiv ist, handelt es
sich hierbei wahrscheinlich um Rngo-Protein, welches von den Nahrzellen durch die
Ringkanéle in die Oozyte transportiert wurde. Die Oozyte wird in C" und D" durch die
Orb-Farbung markiert (Christerson und McKearin, 1994). Bei der élteren Eikammern
in Abbildungen 3.2B ist zu erkennen, dass der Antikérper gegen Rngo ein
Penetrationsproblem bei grofleren Eikammern hat. Die weiter innen liegenden
Keimbahnzellen zeigen ein schwicheres Signal fiir Rngo, jedoch ist immer noch eine
spezifische Farbung der Nahrzellkerne und des Bereichs, der das Karyosom umgibt, zu
erkennen.

Auch in Embryonen ist Rngo zytoplasmatisch sowie nukledr exprimiert. Abbildung
3.3A-C zeigt die Expression von Rngo in einem Embryo, der sich im Stadium 4 der

Embryogenese, dem synzytialen Blastoderm befindet.

Rngo

merge merge

Abbildung 3.3: Wildtypische Expression von Rngo in Embryonen. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A und
D), Rngo in rot (B und E) und die Uberlagerung der beiden Kanile (C und F). Die Expression von Rngo
kann in Embryonen, die sich im synzytialen Blastoderm (A-C) oder im Stadium 11 (A’-C") der
Embyogenese befinden, als zytoplasmatisch und nukledr bezeichnet werden. Anterior ist links. Die

MaBstébe entsprechen 50pum.
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In Abbildung 3.3D-F ist ein Embryo im Stadium 11 der Embryogenese abgebildet.
Auch hier ist die Expression von Rngo zytoplasmatisch und nukledr und es koénnen
keine Bereiche ausgemacht werden, in denen Rngo stirker oder schwicher exprimiert
ist.

Als ein Beispiel fiir die Verteilung von Rngo in larvalen Geweben kann das Protein
auch in Gehirnen von L3-Larven in allen Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.4A-
C). Die Abbildungen 3.4A’-D zeigen die VergroBerung des mit einer weillen,
gestrichelten Linie markierten Bereichs in B. In der Uberlagerung in D kann man eine
Kolokalisierung (gelb) von F-Aktin und Rngo an der Plasmamembran erkennen. Die
subzelluldre Verteilung von Rngo ist auch in Gehirnen von L3-Larven zytoplasmatisch
und nukledr. Rngo ist auch in den am Gehirn anhdngenden Imaginalscheiben

exprimiert.

Rngo Phalloidin

Rngo Phalloidin

Abbildung 3.4: Wildtypische Expression von Rngo in Gehirnen von L3-Larven. Gezeigt ist DAPI in
tiirkis (A und A"), Rngo in rot (B und B"), Phalloidin in griin (C und C") und die Uberlagerung von A'-
C’ (D). A’-D représentieren die Vergroflerung des Bereichs, der in B mit einer weillen, gestrichelten
Linie markiert wurde. In Gehirnen von L3-Larven ist Rngo zytoplasmatisch und nukledr exprimiert und
die Uberlagerung in D zeigt eine Kolokalisierung (gelb) von F-Aktin und Rngo an der Plasmamembran.

Der MaB3stab A-C entspricht 100um. Der Maf3stab A’-D entspricht 20pum.

Der Antikorper gegen Rngo erkennt das wildtypische Protein auch spezifisch im
Western Blot mit einer Bande bei ca. 60kDa. Wie spéter in Abbildung 3.38 gezeigt
wird, kann ein Signal fiir Rngo nur in den Kontrollen, nicht aber in Proteinextrakten

von zygotisch mutanten L3-Larven detektiert werden.
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3.4 Untersuchung des Follikelepithels in rngo-mutanten Fliegen

Rngo wurde in einem Hefe zwei-Hybrid-Screen als Interaktionspartner von Bazooka
(Baz) identifiziert. Baz ist eine Schliisselkomponente des Par/aPKC-Komplexes.
Dieser Komplex wiederum ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Zellpolaritit in
verschiedenen Zelltypen und Geweben. Um zu untersuchen, ob Zellklone fiir rngo eine
Auswirkung auf die Polaritit von Epithelzellen haben, wurden unter anderem
Follikelzellklone fiir rngo induziert.

Follikelzellen der Eikammern stellen eine Sonderform der Epithelzellen dar, da die
apikale Membran nicht an ein Lumen grenzt, sondern im Kontakt mit den Zellen der
Keimbahn steht. Signale zwischen den Follikelzellen und der Oozyte sind fiir die
korrekte Achsenorientierung der Oozyte notwendig. Aber genau wie andere Epithelien
gliedert sich das Follikelepithel in eine apikale und eine basolaterale Membran
(Abbildung 3.5). Apikal lokalisieren Proteine der subapikalen Region (SAR, rot) wie
z.B. Baz, Par6 und aPKC. In der sich anschlieBenden Zonula adherens (ZA, griin)
befinden sich das Transmembranprotein DE-Cadherin und die Gerlistproteine
Armadillo und a-Catenin. An der basolateralen Membrandoméne, welche die Septate
Junctions (SJ, blau) beinhaltet, lokalisieren die Proteine Discs large und Lethal giant

larvae.

Drosophila
SAR

SJ

Abbildung 3.5: Organisation von Epithelzellen in Drosophila melanogaster. Epithelien gliedern sich
in Drosophila in definierte Membrandoménen. In der apikalen Membrandoméne befindet sich die
subapikale Region (SAR, rot) und darunter die Zonula adherens (ZA, griin). Daran schlieft sich die
basolaterale Domine an, welche die Septate Junctions (SJ, blau) beinhaltet (verdndert nach Knust und

Bossinger, 2002).
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3.4.1 Die Polaritdt des Follikelepithels von rngo-mutanten Fliegen ist nicht verdndert

Als Polarititsmarker wurden die in Tabelle 3.3 aufgelisteten Proteine auf ihre

Verteilung im Follikelepithel hin untersucht.

Tabelle 3.3: Durchgefiihrte Antikorperfirbungen gegen die aufgelisteten Proteine, als Marker fiir
die Zellpolaritiit in Follikelzellen. In der subapikale Region lokalisieren Baz, Par6 und aPKC, in der
Zonula adherens Armadillo, a-Catenin und DE-Cadherin und an der basolateralen Membran Discs large

und Lethal giant larvae.

subapikale Region Zonula adherens Septate Junction
Bazooka Armadillo Discs large
Par6 a-Catenin Lethal giant larvae
aPKC DE-Cadherin

Abbildung 3.6 zeigt exemplarisch die Verteilung von Baz in rngo-mutanten und
wildtypischen Follikelzellen. Das Fehlen der Féarbung fiir Rngo in den rngo-mutanten
Follikelzellklonen, im Vergleich zu den benachbarten wildtypischen Zellen
verdeutlicht die Spezifitit des Antikorpers, da in den mutanten Zellen keine Farbung

detektiert werden kann.

Bazooka merge

Bazooka merge
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Abbildung 3.6 (vorherige Seite, 55): Der Verlust von Rngo in Follikelzellen fiihrt nicht zu einem
Verlust der Zellpolaritit. DAPI ist in A und A’ in tiirkis dargestellt. In Zellklonen fiir rngo kann kein
Rngo mehr detektiert werden (rot in B und B"), die Verteilung von Baz (griin in C und C") verdndert
sich jedoch nicht. D und D’ zeigen die Uberlagerungen der einzelnen Kanile. A’-D’ zeigen vergroBert
die Follikelzellen, die in D mit einer weillen, gestrichelten Linie markiert wurden. Anterior ist links. Der

MafBstab A-D entspricht 10um. Der Maf3stab A’-D” entspricht Spum.

In rngo-mutanten Follikelzellklonen konnte, verdeutlicht durch eine unveridnderte
Lokalisierung von Baz, keine Verdnderung der Polaritdt im Epithel festgestellt werden.
Die anderen Polaritdtsmarker, die in Tabelle 3.3 aufgelistet sind, zeigen ebenfall eine
wildtypische Lokalisierung und sollen daher hier nicht weiter aufgefiihrt werden.
Ebenfalls untersuchte Imaginalscheibenklone fiir ¥ngo und Neuroblasten in Gehirnen
von zygotisch mutanten L3-Larven lieBen keine Verdnderung der Zellpolaritit
erkennen. Zusidtzlich wurden Koimmunprézipitationen von Rngo und Baz
durchgefiihrt, aber da auch hier keine Interaktion zwischen Rngo und Baz festgestellt

werden konnte, werden die Ergebnisse hier nicht priasentiert.

3.5 Untersuchung der Ovarien von Keimbahnklonen des mutanten

rngo-Allels

Da Rngo, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, eine maternale Komponente besitzt, kann
dieses maternal bereitgestellte Protein mogliche Phinotypen in der Entwicklung der
Fliege maskieren. Wenn eine Mutation in rngo homozygot zur Letalitdt der Fliege
fiihrt, ist es nicht moglich, homozygot mutante Tiere zu erhalten, deren Keimbahn das
maternale Genprodukt fehlt. Es ist jedoch moglich, heterozygot mutante Fliegen zu
erzeugen, die eine homozygot mutante Keimbahn aufweisen. Eine durch einen
Hitzeschock aktivierte Flipase induziert die mitotische Rekombination an FRT-
Sequenzen und erzeugt dadurch homozygot mutante Keimzellen in einem genetisch
heterozygoten Hintergrund (Kapitel 2.5.6). Erfolgt der Hitzeschock bei der Teilung der
Keimbahnstammzellen, entstehen homozygot mutante Zystoblasten, die im Verlauf der
Oogenese komplett mutante Eikammern hervorbringen. Wurden Zellen erst im
Zystozyten-Stadium wéhrend der Mitose homozygot mutant, konnen auch Mosaik-

Eikammern entstehen. Fiir die Erzeugung von Keimbahnklonen wurde das mutante
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Allel von rngo, welches eine P-Element-Insertion (GE3956) stromabwiérts des ATG-
Startcodons trigt, verwendet. Als Kontrolle dienten Fliegen, die ein Chromosom mit
FRT-Sequenz ohne Mutation, sowie das FRT-Chromosom mit GFP tragen. Bei diesen
Klonen wird keine Verdnderung gegeniiber dem Wildtyp erwartet, wodurch
ausgeschlossen werden kann, dass gezeigte Phidnotypen auf die Rekombination des

FRT-Chromosoms zuriickzufithren sind.

3.5.1 Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen verschiedene Phanotypen

wihrend der Oogenese

Fir die Identifizierung der induzierten Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels
wurden GFP-Konstrukte als Marker verwendet (Kapitel 2.5.6). Eikammern bzw.
Embryonen, die homozygot oder heterozygot fiir das GFP-Konstrukt sind, tragen auch
mindestens eine wildtypische Kopie des rngo-Allels. Nur Eikammern bzw.
Embryonen, die das GFP nicht exprimieren, sind homozygot fiir das mutante rngo-
Allel und konnen auf diese Weise selektiert werden.

Es wurde festgestellt, dass Weibchen, die Ovarien mit Keimbahnklonen tragen, keine
Eier ohne GFP-Fluoreszenz legen. Dies bedeutet, dass die Eikammern, welche
homozygot mutant fiir das rngo-Allel sind, die Oogenese nicht vollenden. Stattdessen
degenerieren diese in unterschiedlichen Stadien der Oogenese. Die genaue
Bestimmung des Eikammerstadiums von degenerierenden Eikammern ist jedoch
schwierig, da durch die spiter beschriebenen Phénotypen, die Morphologie der
Eikammern stark beeintrdchtigt ist. Es konnten keine Keimbahnklone im Stadium 10
beobachtet werden, was darauf schlielen ldsst, dass die Entwicklung vorher abbricht.
Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen verschiedene Phénotypen, die im

Folgenden néher beschrieben werden.
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3.5.1.1 Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen eine Fehllokalisierung von
Ringkanal-assoziierten Proteinen, ektopische F-Aktin Akkumulationen und das

Einwandern von Néhrzellkernen in die Oozyte

Abbildung 3.7 zeigt die wildtypische Verteilung von F-Aktin und Hu-li tai shao-Ring
Canal (Hts-RC) in FRT-Kontrollkeimbahnklonen (Petrella et al., 2007). F-Aktin
lokalisiert zusammen mit Hts-RC an den gleichformig grofen Ringkanédlen (Pfeile),
welche die einzelnen Zellen miteinander verbinden. Auflerdem zeigt die Farbung fiir
Phalloidin (rot in B) eine Lokalisierung von F-Aktin an der Plasmamembran der
Keimbahn- und Follikelzellen. Die Oozyte ist die Zelle, die sich am weitesten posterior
befindet und den stark kondensierten Oozytenkern, das Karyosom aufweist (Pfeilkopf

in E). Die iibrigen Zellen sind die Ndhrzellen mit ihren polyploiden Néhrzellkernen.

Phalloidin

E

merge

Abbildung 3.7: Wildtypische Lokalisierung von F-Aktin und Hu-li tai shao-Ring Canal (Hts-RC)
in FRT-Kontrollkeimbahnklonen. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), Phalloidin in rot (B), Hts-RC in
blau (C), GFP in griin (D) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile ohne GFP (D). FRT-
Kontrollkeimbahnklone zeigen F-Aktin an den Ringkanélen (Pfeile in B) und an der Plasmamembran
der Keimbahnzellen. Hts-RC ist ausschlielich an den Ringkanilen zu beobachten (Pfeile in C) und der
Oozytenkern liegt in der sich am weitesten posterior befindenden Zelle (Pfeilkopf in E). Anterior ist

links. Der MalBstab entspricht 20pum.
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Im Gegensatz zu diesem Ergebnis zeigen die Keimbahnklone in Abbildung 3.8, die
homozygot fiir das mutante rngo-Allel sind, eine Fehlverteilung von Hts-RC (blau in C
und H). Hts-RC ist nicht mehr ausschlieBlich an den Ringkanilen lokalisiert, sondern
iiber den gesamten Bereich der Plasmamembran der Keimbahnzellen verteilt.
Zusitzlich kann ein Fehlen von Ringkandlen in einigen Bereichen der Eikammer
beobachtet werden. Auch die Gleichformigkeit der Ringkanidle ist in diesen
Keimbahnklonen nicht mehr zu verzeichnen. So zeigt die Farbung fiir F-Aktin und
Hts-RC in Abbildung 3.8B und C zwei Ringkandle (Pfeile in B und C), deren
Durchmesser unterschiedlich ist. Auch scheint die Plasmamembran von zwei
Keimbahnzellen in diesen Keimbahnklonen zu degenerieren. Abbildung 3.8A und E
zeigen den Oozytenkern (Stern) und einen Néhrzellkern (Pfeilkopf) in ein und
derselben Zelle. Dieser Prozess des Einwanderns von Néhrzellkernen in die Oozyte
kann auch in Abbildung 3.8F und J beobachtet werden. In dieser Abbildung sind sogar
zwei Nihrzellkerne (Pfeilkopfe) zusammen mit dem Oozytenkern (Stern) in einer
Zelle zu beobachten. Hier scheint also von mehreren Keimbahnzellen die
Plasmamembran degeneriert zu sein. Auch die Morphologie des Oozyenkerns dndert
sich  in  rngo-Keimbahnklonen.  Abbildung 3.7E  zeigt einen FRT-
Kontrollkeimbahnklon mit einem wildtypischen sphérischen Karyosom (Pfeilkopf). Im
Gegensatz dazu weist der Oozytenkern in rngo-Keimbahnklonen (Abbildung 3.8F und

J markiert durch einen Stern) eine langliche und nicht mehr so kompakte Struktur auf.
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Phalloidin

Phalloidin

Hts-RC

Abbildung 3.8: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen eine Fehllokalisierung von Hts-
RC, unterschiedlich grofie bzw. fehlende Ringkaniile, eine Degenerierung der Plasmamembran
von Keimbahnzellen, Néihrzellkerne im Bereich der Oozyte, sowie eine verinderte Morphologie
des Oozytenkerns. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A und F), Phalloidin in rot (B und G), Hts-RC in blau (C
und H), GFP in griin (D und I) und die Uberlagerung der einzelnen Kanille ohne GFP (E und J).
Nihrzellkerne im Bereich der Oozyte sind mit Pfeilkopfen, der Oozytenkern mit einem Stern und

ungleich grofe Ringkanile mit Pfeilen markiert. Anterior ist links. Die MaBstdbe entsprechen 20pum.
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Die Ringkanal-assoziierten Proteine Filamin und Kelch (Kel) lokalisieren in FRT-
Kontrollkeimbahnklonen an den Ringkandlen (Hudson und Cooley, 2010; Sokol und
Cooley, 1999). Abbildung 3.9 zeigt die Verteilung von Filamin (rot in B) und Kel
(blau in C) markiert durch Pfeile.

TFilamin Kelch

Abbildung 3.9: Wildtypische Lokalisierung von Filamin wund Kelch in FRT-
Kontrollkeimbahnklonen. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), Filamin in rot (B), Kel in blau (C), GFP in
griin (D) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (E). Pfeile weisen auf die spezifische Firbung der

Ringkanéle in der Keimbahn hin. Anterior ist links. Der Malistab entspricht 20um.

In rngo-Keimbahnklonen weisen auch Filamin und Kelch eine Fehlverteilung im
Vergleich zu FRT-Kontrollkeimbahnklonen auf. Die Farbung fiir Filamin in
Abbildung 3.10B zeigt im Gegensatz zum Wildtyp (Abbildung 3.9) eine Verteilung
von Filamin {iber den gesamten Bereich der Plasmamembran der Keimbahnzellen. Kel,
welches im Wildtyp spezifisch die Ringkanile anférbt, ist zytoplasmatisch verteilt und
zusammen mit Filamin an der Plasmamembran zu erkennen. Rudimentire Ringkanéile
sind in Abbildung 3.10B und C mit Pfeilen markiert und zeigen dort eine
Kolokalisierung von Filamin und Kel (Abbildung 3.10E). Auch bei dieser mutanten
Eikammer kann ein Nihrzellkern (Pfeilkopf in A und E) zusammen mit dem
Oozytenkern (Stern in A und E) in einer Zelle beobachtet werden. Der Néhrzellkern

weist zusdtzlich eine abnormale GroBe auf, da dieser viel gréBer ist als die
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benachbarten Néihrzellkerne. Zwar unterlaufen die Nihrzellkerne, die sich weiter
posterior in der Eikammer befinden, mehr Endozyklen als diejenigen, die weiter
anterior liegen, jedoch ist der GroBenunterschied in wildtypischen Eikammern

(Abbildung 3.9A) weitaus geringer.

merge

Abbildung 3.10: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen eine Fehllokalisierung von
Filamin und Kelch, Nihrzellkerne im Bereich der Oozyte sowie eine verinderte Morphologie von
Nihrzellkernen. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), Filamin in rot (B), Kel in blau (C), GFP in griin (D)
und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (E). Der Nihrzellkern im Bereich der Oozyte ist mit einem
Pfeilkopf, der Oozytenkern mit einem Stern und rudimentire Ringkanéle sind mit Pfeilen markiert.

Anterior ist links. Der Malistab entspricht 20pum.
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Auch die Detektion von Proteinen, die an Tyrosinen phosphporyliert sind, zeigt in
FRT-Kontrollkeimbahnklonen, genau wie in der Literatur beschrieben (Lu et al.,
2004), eine spezifische Farbung der Ringkanile in der Keimbahn. In Abbildung 3.11B

sind diese Proteine in blau dargestellt und durch Pfeile markiert.

merge

Abbildung 3.11: Wildtypische Lokalisierung von Tyrosin-phosphorylierten Proteinen in FRT-
Kontrollkeimbahnklonen. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), Phosphotyrosin in blau (B), GFP in griin (C)
und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (D). Pfeile weisen auf die spezifische Firbung der

Ringkanile in der Keimbahn hin. Anterior ist links. Der MaB3stab entspricht 20pum.

Im Gegensatz zu den FRT-Kontrollkeimbahnklonen sind in den Keimbahnklonen fiir
das mutante rngo-Allel Proteine, die an Tyrosinen phosphoryliert sind, fehllokalisiert.
Die sich sonst auf die Ringkanile beschriankende Féarbung ist, wie in Abbildung 3.12B
zu erkennen, {iber die gesamte Plasmamembran der Keimbahnzellen verteilt. Auch hier

konnen nur noch rudimentire Ringkanéle beobachtet werden (Pfeile in B).
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Phosphotyrosin

Abbildung 3.12: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen eine Fehllokalisierung von
Proteinen, die an Tyrosinen phosphoryliert sind, sowie rudimentiire Ringkanile. Gezeigt ist DAPI
in tiirkis (A), Phosphotyrosin in blau (B), GFP in griin (C) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile
(D). Die Féarbung von Phosphotyrosin beschriankt sich nicht nur auf die Ringkanile, sondern ist {iber die
gesamte Plasmamembran der Keimbahnzellen verteilt. Rudimentire Ringkanile sind in B mit Pfeilen

markiert. Anterior ist links. Der Maf3stab entspricht 20pum.

Da sich in rngo-Keimbahnklonen mehrere Niahrzellkerne im Bereich der Oozyte
befinden, sollte untersucht werden, ob bei diesen Klonen die initiale Determinierung
der Oozyte korrekt verlduft, oder ob sich von Anfang an mehrere Zellkerne in der
Oozyte befinden. Abbildung 3.13 zeigt einen Kontrollkeimbahnklon, in dem die Orb-
Féarbung spezifisch die Oozyte anfarbt (blau in B) (Christerson und McKearin, 1994).

In der Uberlagerung lokalisiert Orb nur in dem Bereich, der das Karyosom enthilt.

64



Ergebnisse
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Abbildung 3.13: Wildtypische Lokalisierung von Orb in FRT-Kontrollkeimbahnklonen. Gezeigt ist
DAPI in tiirkis (A), Orb in blau (B), GFP in griin (C) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (D).
Ein Kontrollkeimbahnklon zeigt eine spezifische Féarbung fiir Orb, welche ausschlieBlich die Oozyte

markiert. Anterior ist links. Der Maf3stab entspricht 20pum.

Auch in Keimbahnklonen fiir das mutante rngo-Allel wurde die Oozyte korrekt
determiniert (Abbildung 3.14). In Abbildung 3.14A-E ist eine junge Eikammer
abgebildet, bei der sich die Orb-Farbung wie im Wildtyp auf die Oozyte beschrankt
(B). Der Oozytenkern ist durch einen Stern markiert. Die Farbung fiir F-Aktin in C
zeigt einen Bereich der Plasmamembran, in dem sich kein Signal fiir F-Aktin
detektieren ldsst (Pfeil). Hier beginnt vermutlich die Degenerierung der
Plasmamembran, welche die Oozyte von der daneben liegenden Nihrzelle trennt.
Abbildung 3.14F-J zeigt eine éltere Eikammer, bei der sich im Bereich der Oozyte
zusitzlich zum Oozytenkern (Stern) ein Nahrzellkern befindet (Pfeilkopf), sowie eine
weitere Ndhrzellen-Fusion im anterioren Teil der Eikammer (Pfeilkopf in F und J). Der
posteriore Bereich, in dem eine Zellfusion stattgefunden hat, stellt die ehemalige
Oozyte dar, da dieser ebenfalls die Orb-Farbung (G) aufweist. In H sind zwei Zellen
markiert (Pfeile), die nicht mehr durch eine Plasmamembran getrennt sind, da hier

keine Farbung flir F-Aktin erkennbar ist.
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Phalloidin Phalloidin

Abbildung 3.14: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen eine korrekte Determinierung
der Oozyte. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A und F), Orb in blau (B und G), Phalloidin in rot (C und H),
GFP in griin (D und I) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (E und J). In der jungen Eikammer
(A-E) beschrinkt sich die Orb-Fiarbung ausschlieBlich auf die Oozyte. In C zeigt ein Bereich einer
Plasmamembran keine Férbung fiir F-Aktin (Pfeil). Die Bilder F-J veranschaulichen eine iltere
Eikammer, bei der sich im Bereich der Oozyte zusitzlich zum Karyosom (Stern) ein Nahrzellkern
befindet (Pfeilkopf). Weiter anterior ist ebenfalls eine Zelle mit zwei Néhrzellkernen zu beobachten
(Pfeilkopf). In H sind durch Pfeile die Keimbahnzellen markiert, in denen sich zwei Zellkerne befinden.

Anterior ist links. Der MaBstébe entsprechen 20pum.
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Abbildung 3.15 zeigt einen rngo-mutanten Keimbahnklon, bei dem sich im Bereich
der Oozyte (Orb, blau in B und E) ektopische F-Aktin Akkumulationen erkennen

lassen (C). Auch hier ist ein Nédhrzellkern in die Oozyte eingewandert.

Phalloidin
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Abbildung 3.15: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen ektopische F-Aktin
Akkumulationen im Bereich der Oozyte. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), Orb in blau (B), Phalloidin in
rot (C), GFP in griin (D) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (E). In E sind ektopische F-Aktin

Akkumulationen im Bereich der Oozyte zu erkennen. Anterior ist links. Der MaBstab entspricht 20um.
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3.5.1.2 Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen keine Fehllokalisierung von

monomeren Aktinuntereinheiten (G-Aktin)

Da in rngo-Keimbahnklonen eine Fehlverteilung von filamentdsem Aktin beobachtet
werden konnte, wurde als néchstes die Lokalisierung von monomeren
Aktinuntereinheiten untersucht. In FRT-Kontrollkeimbahnklonen zeigt eine
Antikorperfarbung gegen G-Aktin ein spezifisches Signal, welches den Oozytenkern
(Stern) umgibt (Abbildung 3.16B und E) (Djagaeva et al., 2005). F-Aktin lokalisiert an
den Ringkanilen sowie an der Plasmamembran der Keimbahn- und der Follikelzellen

(Abbildung 3.16C).

G-Aktin Phalloidin

Abbildung 3.16: Wildtypische Lokalisierung von G-Aktin in FRT-Kontrollkeimbahnklonen.
Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), G-Aktin in blau (B), Phalloidin in rot (C), GFP in griin (D) und die
Uberlagerung der einzelnen Kanile ohne GFP (E). G-Aktin akkumuliert nur im Bereich des
Oozytenkerns (Stern), wohingegen F-Aktin eine Farbung an den Ringkanédlen und der Plasmamembran

der Keimbahn- und Follikelzellen zeigt. Anterior ist links. Der Malistab entspricht 20pum.

Im Vergleich zu den Kontrollklonen weisen rngo-Keimbahnklone keine Verdnderung
in der Lokalisierung von G-Aktin auf (Abbildung 3.17B). G-Aktin ist auch hier in

einem Bereich, der den Oozytenkern (Stern) umgibt, zu sehen. F-Aktin hingegen zeigt
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die bereits beschriebene Fehlverteilung als ektopisches F-Aktin im Zytoplasma der
Keimbahnzellen (Pfeile in C). Die Pfeilkdpfe in E weisen auf Zellen hin, in denen sich

wiederum zwei Nahrzellkerne befinden.

G-Aktin Phalloidin

Abbildung 3.17: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen keine Verinderung in der
Lokalisierung von G-Aktin. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), G-Aktin in blau (B), Phalloidin in rot (C),
GFP in griin (D) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile ohne GFP (E). Wie im Wildtyp markiert
G-Aktin einen Bereich in der Oozyte, der den Oozytenkern (Stern) umgibt. F-Aktin hingegen zeigt die
bereits beschriebenen ektopischen F-Aktin Akkumulationen (Pfeile). AuBerdem ist die Degenerierung
der Plasmamembran (Pfeilkopfe) von Keimbahnzellen zu beobachten. Anterior ist links. Der Mafistab

entspricht 20pum.

3.5.1.3 Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen keine apoptotischen

Merkmale

Wie bereits erwidhnt degenerieren Eikammern, die homozygot fiir das mutante rngo-
Allel sind, noch vor dem Stadium 10 der Oogenese. Aus diesem Grund sollte
untersucht werden, ob in diesen Ovarien Apoptose nachgewiesen werden kann. Fiir die
Detektierung des programmierten Zelltodes wurden Farbungen mit TUNEL (Kapitel
2.4.3) durchgefiihrt. Abbildung 3.18 zeigt einen FRT-Kontrollkeimbahnklon. Die
Zellkerne der Keimbahn weisen eine wildtypische Morphologie auf, wohingegen bei
apoptotischen Zellen die Zellkerne meist kondensiert sind. In Abbildung 3.18 ist eine
Follikelzelle mit apoptotischen Merkmalen zu erkennen. Bei dieser Zelle ist der
Zellkern kondensiert und die Behandlung mit TUNEL zeigt eine deutliches Signal (rot
in B).
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Abbildung 3.18: FRT-Kontrollkeimbahnklone weisen keine Apoptose in der Keimbahn auf.
Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), TUNEL in rot (B), GFP in griin (C) und die Uberlagerung der einzelnen
Kanile (D). Die Keimbahnzellen sind nicht apoptotisch. Eine Follikelzelle besitzt apoptotische
Merkmale, da sie einen kompakten Zellkern besitzt und eine deutliche TUNEL-Farbung zeigt. Anterior
ist links. Der Maf3stab entspricht 20pm.

Abbildung 3.19 stellt zwei rngo-Keimbahnklone dar, bei denen die Zellkerne nicht
kondensiert sind und die Farbung mit dem TUNEL-Kit kein Signal zeigt. Auch die in
der Abbildung vorhandenen heterozygoten Eikammern (unten links im Bild) haben
eine wildtypische Morphologie. Da auch wildtypische Eikammern in einigen Fillen im
Stadium 7-8 der Oogenese Apoptose zeigen, konnten hier degenerierende heterozygote
Eikammern (unten rechts im Bild) als interne Kontrolle verwendet werden (McCall,
2004). Dieses degenerative Gewebe zeigt typisch apoptotische Merkmale. Hier kann
man kondensierte Zellkerne und eine Fiarbung mit dem TUNEL-Kit verzeichnen. Der
programmierte Zelltod im Stadium 7-8 in wildtypischen Eikammern ist hdufig eine
Reaktion auf Entkriaftung durch zu wenig Nahrung und Stress durch zytotoxische
Substanzen (McCall, 2004). Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels weisen also

keine Apoptose auf.
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Abbildung 3.19: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels weisen keine Apoptose auf. Gezeigt ist
DAPI in tiirkis (A), TUNEL in rot (B), GFP in griin (C) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (D).
Im Gegensatz zu dem degenerierten Gewebe zeigen Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels, sowie

heterozygote Eikammern, keine Apoptose. Anterior ist links. Der Maf3stab entspricht 20pum.

3.5.1.4 Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen eine atypische Morphologie

des Oozytenkerns und der Nahrzellkerne

Wie schon in Abbildung 3.10A veranschaulicht wurde, zeigen Zellkerne der Oozyte
und der Néhrzellen von rngo-Keimbahnklonen eine atypische Morphologie. Der
markierte Néhrzellkern in Abbildung 3.10A ist unverhéltnismédBig groB und der
Oozytenkern weist nicht mehr die kompakte Struktur des Karyosoms auf. Abbildung
3.20 zeigt eine Eikammer, die ein Mosaikklon sein konnte, da wildtypische Bereiche
noch ein Signal fiir Rngo aufweisen (rot in B), wéhrend mutante Zellen (gestrichelter
Bereich) keine Rngo- bzw. GFP-Firbung besitzen. Die Kerne dieser mutanten Zellen

sind im Vergleich zu ihren benachbarten wildtypischen Zellen kleiner und
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fragmentiert. Auch ist in diesem Bereich Hts-RC nicht mehr spezifisch an den
Ringkanidlen lokalisiert, sondern iiber die Plasmamembran der Keimbahnzellen
verteilt. Diese fragmentierten Kerne, sowie die iibergroBBen Néhrzellkerne in rngo-
Keimbahnklonen (Abbildung 3.10), konnten ein Hinweis auf eine Fehlfunktion der
Endoreplikation sein. Es muss jedoch angemerkt werden, dass die Eikammer in
Abbildung 3.20 auch das Ergebnis einer Fusion zweier Eikammern sein kdnnte und
somit die weiter anterior gelegenen Zellen jiinger sind und deshalb kleinere Zellkerne
aufweisen. Es konnten im Verlauf dieser Arbeit keine weiteren Mosaikklone
identifiziert werden, wodurch diese Abbildung ein einmaliges Phdnomen

widerspiegelt.

CG4420

Abbildung 3.20: Ein potentieller rngo-Mosaikkeimbahnklon weist in den mutanten Zellen kleinere,
fragmentierte Nihrzellkerne auf, als im benachbarten wildtypischen Gewebe. Gezeigt ist DAPI in
tiirkis (A), Rngo in rot (B), Hts-RC in blau (C), GFP in griin (D) und die Uberlagerung der einzelnen
Kanéle (E). Der mit einer gestrichelten Linie umrandete Bereich zeigt mutante Nihrzellen, deren
Zellkerne, im Vergleich zum benachbarten wildtypischen Gewebe kleiner und fragmentiert sind. Auch
Hts-RC ist hier wie in anderen Keimbahnklonen des rngo-Allels iiber die Plasmamembran der

Keimbahnzellen verteilt. Anterior ist links. Der MafBistab entspricht 20pm.
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3.5.1.5 Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen keine Verdnderung in der

Expression von Cyclin E

Da Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels stark vergroferte Nahrzellkerne zeigen,
stellte sich die Frage, ob die Néhrzellkerne der Keimbahnklone eine erhdhte Anzahl an
Endoreplikationen im Gegensatz zum Wildtyp aufweisen. Wére dies der Fall, hitte das
eine Auswirkung auf den DNA-Gehalt der Zellkerne, da mehr DNA-Synthese-Phasen
ohne darauffolgende Mitose durchlaufen wiirden. Ein Marker fiir die Endoreplikation
ist Cyclin E (CycE), welches den Ubergang von der Gi- in die S-Phase vermittelt
(Doronkin et al., 2003). Zellkerne die eine CycE-Expression zeigen, befinden sich also
in der S-Phase. Abbildung 3.21 veranschaulicht einen FRT-Kontrollkeimbahnklon und
die Expression von CycE in der Keimbahn. Da die Nihrzellkerne asynchron ihre DNA
replizieren, zeigen immer nur einige Zellkerne eine Fiarbung fiir CycE (Pfeil in B). Die
anderen Néhrzellkerne befinden sich in der G;-Phase und exprimieren nicht CycE
(Pfeilkdpfe in B). Da in der Abbildung 3.21 nur ein Néhrzellkern eine Féarbung fiir
CycE zeigt, bleibt zu erwdhnen, dass in verschiedenen Fokusebenen auch weitere
Néhrzellkerne zu erkennen sind, die CycE exprimieren. Aber aufgrund des hohen
unspezifischen Signals des Antikorpers konnte in den {iibrigen Fokusebenen kein

adédquates Bild aufgenommen werden.
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Abbildung 3.21 (vorherige Seite, 73): Wildtypische Lokalisierung von CycE in FRT-
Kontrollkeimbahnklonen. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), CycE in rot (B), GFP in griin (C) und die
Uberlagerung der einzelnen Kanile (D). Durch einen Pfeil in B ist ein Néhrzellkern markiert, der sich in
der S-Phase befindet und seine DNA repliziert. Dieser exprimiert CycE. Die iibrigen Néhrzellkerne
(Pfeilkdpfe in B) befinden sich in der G,-Phase und zeigen keine Farbung fiir CycE. Anterior ist links.
Der Mablstab entspricht 20pum.

Auch Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen Nahrzellkerne, die asynchron
ihre DNA replizieren. In Abbildung 3.22B sind die Nahrzellkerne, die sich in der S-
Phase befinden mit einem Pfeil und Néhrzellkerne in der G;-Phase mit Pfeilkopfen
markiert. Durchliefen die Néhrzellkerne mehr Endozyklen als im Wildtyp, wiirden
auch mehr Zellkerne die Expression von CycE aufweisen. Dies ist hier jedoch nicht

der Fall.

merge

Abbildung 3.22: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels weisen keine erhohte Endoreplikation
auf. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), CycE in rot (B), GFP in griin (C) und die Uberlagerung der
einzelnen Kanéle (D). Durch Pfeile in B sind Nahrzellkerne markiert, die sich in der S-Phase befinden
und ihre DNA replizieren. Diese Kerne exprimieren CycE. Die iibrigen Néhrzellkerne (Pfeilkopfe in B)
befinden sich in der G;-Phase und zeigen keine Farbung fiir CycE. Anterior ist links. Der Malistab
entspricht 20pm.
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3.5.1.6 Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen keine Verdnderung in der

Formation des Fusoms

Das Fusom wird fiir die Determinierung der Oozyte im 16-Zellstadium der Oogenese
benotigt. Es besteht aus dicht gepackten Vesikeln, die sich vom Endoplasmatischen
Retikulum ableiten. Da fiir das Hefehomolog (Ddil/Vsm1) von Rngo eine Rolle im
vesikuldren Transport beschrieben wurde, sollte daher die Formation des Fusoms in
rngo-Keimbahnklonen untersucht werden. Hierfiir wurden Fiarbungen mit dem Hu-li
tai shao-Fusom (Hts-F) Antikorper durchgefiihrt, welcher das Fusom (Abbildung
3.23B gestrichelte Linie) und die Plasmamembran der Follikelzellen anfarbt (Petrella
et al., 2007). In FRT-Kontrollkeimbahnklonen ist eine weit verzweigte Struktur zu
erkennen, welche die einzelnen Zellen einer 16-Zellzyste miteinander verbindet (blau

in B).

MErge

Abbildung 3.23: Wildtypische Lokalisierung von Hts-F in FRT-Kontrollkeimbahnklonen. Gezeigt
ist DAPI in tiirkis (A), Hts-F in blau (B), GFP in griin (C) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile
(D). Das Fusom (gestrichelte Linie in B) ist eine weit verzweigte Struktur und verbindet die Zellen

wihrend der Zystenentwicklung miteinander. Anterior ist links. Der Maf3stab entspricht 10pum.
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Im Vergleich zu den FRT-Kontrollkeimbahnklonen zeigen auch Keimbahnklone des
mutanten rngo-Allels eine wildtypische Formation des Fusoms. In Abbildung 3.24B
veranschaulicht der Bereich innerhalb der gestrichelten Linie eine weit verzweigte
Struktur, die eine spezifische Farbung fiir Hts-F zeigt. Dies bedeutet, dass auch in den

mutanten Keimbahnzellen die Formation des Fusoms normal verlauft.

merge

Abbildung 3.24: Keimbahnklone des mutanten rngo-Allels zeigen keine Verinderung in der
Formation des Fusoms. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), Hts-F in blau (B), GFP in griin (C) und die
Uberlagerung der einzelnen Kanile (D). Das Fusom (gestrichelte Linie in B) ist eine weit verzweigte
Struktur und verbindet auch in rngo-Keimbahnklonen die Zellen wéhrend der Zystenentwicklung

miteinander. Anterior ist links. Der MaB3stab entspricht 10pum.

3.6 Rngo kolokalisiert in wildtypischen Ovarien mit dem Proteasom

und Ubiquitin

Ddil/Vsml, das Hefehomolog von Rngo, ist ein extraproteasomaler
Polyubiquitinrezeptor und interagiert sowohl mit dem Proteasom als auch mit

Ubiquitin. Um Aussagen iiber eine dhnliche Funktion von Rngo in Drosophila treffen

76



Ergebnisse

zu konnen, wurden Antikdrperfairbungen an wildtypischen Ovarien gegen Rngo, das
Proteasom und Ubiquitin durchgefiihrt.

In Abbildung 3.25 ist eine deutliche Kolokalisierung von Rngo und dem Proteasom zu
erkennen. Abbildung 3.25B veranschaulicht die wildtypische subzelluldre
Lokalisierung von Rngo. Wie zuvor erwihnt, ist Rngo zytoplasmatisch und nukledr
verteilt. Eine erhohte Farbung ist im Bereich um den Oozytenkern zu erkennen. Die
Antikorperfarbung gegen das Proteasom zeigt eine dhnliche Verteilung (Abbildung
3.25C) (Adam et al.,, 2004). Die Lokalisierung des Proteasoms ist ebenfalls
zytoplasmatisch sowie nukledr und zeigt, wie Rngo, eine erhohte Firbung am
Oozytenkern. In der Uberlagerung in Abbildung 3.25D kann eine Kolokalisierung von
Rngo und dem Proteasom hauptsdchlich an den Néhrzellkernen und dem Karyosom

(gelb), aber auch an den Kernen des Follikelepithels beobachtet werden.

Proteasom

Abbildung 3.25: Rngo kolokalisiert in wildtypischen Ovarien mit dem Proteasom. Gezeigt ist DAPI
in tiirkis (A), Rngo in rot (B), das Proteasom in griin (C) und die Uberlagerung von B und C (D). Die
Uberlagerung in D zeigt eine Kolokalisierung von Rngo und dem Proteasom an den Zellkernen der
Keimbahnzellen und den Zellkernen des Follikelepithels (gelb). Anterior ist links. Der Malstab
entspricht 10pum.
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Rngo kolokalisiert in wildtypischen Ovarien auch mit Ubiquitin. Wie in der
Uberlagerung in Abbildung 3.26D in gelb zu erkennen, kolokalisieren die beiden
Proteine vornehmlich an den Zellkernen der Keimbahnzellen. Wie fiir Rngo und das
Proteasom beschrieben (Adam et al., 2004), zeigt auch eine Antikorperfarbung gegen
Ubiquitin ein starkes Signal in einem Bereich, der den Oozytenkern umgibt. Eine

Farbung ist aber auch an den Néhrzellkernen und im Zytoplasma zu verzeichnen.

Abbildung 3.26: Rngo kolokalisiert in wildtypischen Ovarien mit Ubiquitin. Gezeigt ist DAPI in
tiirkis (A), Rngo in rot (B), Ubiquitin in griin (C) und die Uberlagerung von B und C (D). Die
Uberlagerung in D zeigt eine Kolokalisierung von Rngo und Ubiquitin an den Zellkernen der
Keimbahnzellen und den Zellkernen des Follikelepithels (gelb). Anterior ist links. Der Malstab
entspricht 10pm.
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3.7 Funktionelle Charakterisierung der vorhergesagten

Proteindoménen von Rngo

Entsprechend des SMART-Algorithmus konnten in Rngo drei Proteindoménen
vorhergesagt werden. N-terminal, von Aminosdure 1 bis 73, besitzt Rngo eine UBQ-
Doméne (ubiquitin-like, UBQ), C-terminal, von Aminosiure 409 bis 447, eine UBA-
Doméne (ubiquitin-associated, UBA) und dazwischen befindet sich von Aminoséure
236 bis 341 eine RVP-Doméne (retroviral aspartateprotease, RVP) (Abbildung 3.28
FL Rngo; FL = full-length, Volllingen). Dieselbe Doménenstruktur wurde fiir
Ddil/Vsml, das Hefehomolog von Rngo beschrieben. Ddil/Vsml besitzt ein
potentielles katalytisches Zentrum in der RVP-Doméne an Position D220. Es wird
vermutet, dass nach der Homodimerisierung von Ddil/Vsml die beiden Aspartate der
Dimere an der Position 220 das katalytische Zentrum bilden, welches ein fiir die
Proteolyse bendtigtes aktiviertes Wassermolekiil tragt. Homologie-Vergleiche von
Rngo und Ddil/Vsml zeigen, dass sich das potentielle katalytische Zentrum von Rngo
in der konservierten RVP-Domidne an Position D257 befindet. Abbildung 3.27
veranschaulicht einen Sequenzvergleich der RVP-Domédnen von Rngo und
Ddil/Vsml. Gelb unterlegt sind die Aminosduren, die in beiden Sequenzen identisch
sind. Aminosdure 257 in Drosophila und Aminosdure 220 in der Hefe (roter Kasten)

stellen das potentielle katalytische Zentrum dar.
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Abbildung 3.27: Sequenzvergleich der RVP-Doménen von Rngo und Ddil/Vsml. Gelb unterlegt
sind die Aminosduren, die in Rngo und Ddil/Vsml identisch sind. Der rote Kasten zeigt das Aspartat in
beiden Sequenzen, welches das potentielle katalytische Zentrum darstellt. Ein Aminosdureaustausch von

einem Aspartat zu einem Alanin soll diese katalytische Funktion inhibieren.

Um eine Aussage iiber die Funktion der einzelnen Proteindoménen von Rngo treffen
zu konnen, wurden verschiedene Deletionskonstrukte von Rngo mit unterschiedlichen

Tags (GST und MBP) hergestellt, in E. coli exprimiert und anschlieBend aufgereinigt
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(Kapitel 2.3.5). Abbildung 3.28 gibt einen Uberblick iiber diese Konstrukte. Es wurde
das Volllangenprotein (FL Rngo), Einzeldeletionen der Proteindominen (AUBQ,
ARVP und AUBA), Doppeldeletionen dieser Proteindomidnen (AUBQAUBA,
AUBQARVP und ARVPAUBA) und eine Punktmutation (D257A), die zu einem
Aminosédureaustausch von D257 zu A257 fiihrt (Abbildung 3.27), verwendet. Dieser
Aminosdureaustausch von einem Aspartat zu einem Alanin soll die potentielle

katalytische Funktion von Rngo inhibieren.
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Abbildung 3.28: Ubersicht iiber die verwendeten Rngo-Deletionskonstrukte unter Angabe der
kodierten Aminosiuren. N-terminal ist links. Abkiirzungen: Zahlen = kodierte Aminoséuren; FLRngo
= full-length, Volllingen Rngo; AUBA = Deletion der UBA-Doméne; AUBQ = Deletion der UBQ-
Domine; ARVP = Deletion der RVP-Domine; D257A = Aminosdureaustausch von Aspartat 257 zu
Alanin; AUBQAUBA = Doppeldeletion der UBQ- und UBA-Doméne; AUBQARVP = Doppeldeletion
der UBQ- und RVP-Doméne; ARVPAUBA = Doppeldeletion der RVP- und UBA-Doméne.
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3.7.1 Rngo bindet in vitro an p54, eine regulatorische Untereinheit des Proteasoms

Eine regulatorische Untereinheit des Proteasoms in Drosophila ist p54 (Rpnl10/S5a
Hefe/Mensch Orthologe). p54 erkennt polyubiquitinierte Proteine, damit diese in der
katalytischen 20S Untereinheit degradiert werden kdnnen. Da Rngo die Struktur eines
extraproteasomalen Polyubiquitinrezeptors aufweist und in Antikorperfarbungen mit
dem Proteasom kolokalisiert, sollte getestet werden, ob Rngo mit einer regulatorischen
Untereinheit des Proteasoms interagiert. Eine Datenbankanalyse
(http://www.droidb.org/, Stand 2010) hat ergeben, dass in einem Hefe zwei-Hybrid-
Screen im Labor von Finley, Rngo mit p54 interagiert. Um dieses Ergebnis
biochemisch zu verifizieren, wurde ein GST-Pulldown mit GST-FLRngo und MBP-
p54 durchgefiihrt (Kapitel 2.3.6). Abbildung 3.29 verdeutlicht das Ergebnis dieses
GST-Pulldowns.
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Abbildung 3.29: Rngo bindet in vitro an p54. In einem GST-Pulldown mit GST-FLRngo und MBP-
p54 wurde GST-FLRngo mit Glutathion-Sepharose-Beads prazipitiert und es konnte MBP-p54 in einem
Western Blot nachgewiesen werden. In der Negativkontrolle wurde GST zusammen mit MBP-p54
prézipitiert. Auch hier konnte MBP-p54 nachgewiesen werden, was auf eine unspezifische Bindung von
MBP-p54 an GST schlielen ldsst. Der Unterschied der beiden Banden ist jedoch so groB, dass man trotz

einer geringen unspezifischen Bindung eine Interaktion von Rngo und p54 annehmen kann.
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Es konnte gezeigt werden, dass nach einer Prdzipitation von GST-FLRngo mit
Glutathion-Sepharose-Beads MBP-p54 mittels eines Western Blots nachgewiesen
werden konnte. Auf dem Western Blot ist eine Bande bei ca. 100 kDa zu erkennen, die
dem Molekulargewicht von MBP-p54 entspricht. Dies bedeutet, dass Rngo in vitro an
p54 binden kann. Als Negativkontrolle wurde aufgereinigtes GST zusammen mit
MBP-p54 prézipitiert. Auch hier kann man eine Bande bei ca. 100 kDa erkennen, die
jedoch deutlich schwécher ist, als die Bande des Pulldowns mit GST-FLRngo und
MBP-p54. MBP-p54 bindet also auch unspezifisch an GST. Es muss jedoch auch
erwdhnt werden, dass, wie im Input zu erkennen, eine hohere Konzentration von GST
(ca. 23kDa) im Gegensatz zu GST-FLRngo (ca. 90kDa) eingesetzt wurde. Wiirden die
Konzentrationen der beiden Proben angeglichen, wire der Unterschied von der Probe

zur Negativkontrolle wahrscheinlich deutlicher.
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3.7.2 Die UBA-Doméne von Rngo ist notwendig und ausreichend fiir die Interaktion

mit Ubiquitin

Da Rngo als potentieller extraproteasomaler Polyubiquitinrezeptor Ubiquitin erkennen
und binden sollte und in Antikdrperfairbungen mit Ubiquitin kolokalisiert, wurden
Pulldown-Experimente mit Ubiquitin und den verschiedenen, in Abbildung 3.28
beschriebenen, Konstrukten von Rngo durchgefiihrt. Hierfiir wurden Agarose-Beads
der Firma Biomol verwendet, an die kovalent Ubiquitin gebunden ist. Zu diesen Beads
wurden die rekombinanten Proteine von Rngo, markiert mit einem N-terminalen MBP-
Tag, gegeben. AnschlieBend werden die Prézipitate weiter im Western Blot analysiert.
Abbildung 3.30 zeigt die eingesetzten Proteinmengen fiir den Pulldown. Wenn jeweils
die oberste Bande beriicksichtigt wird, welche dem ungespaltenen MBP-
Fusionsprotein entspricht, ist zu erkennen, dass in allen Proben nahezu dieselbe
Proteinmenge eingesetzt wurde. Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass fehlende
Banden darauf zuriickzufiihren sind, dass zu wenig Protein eingesetzt wurde und so
keine Bindung an Ubiquitin detektiert werden kann. Als Negativkontrolle wurde
aufgereinigtes MBP verwendet. Die GroB3en der eingesetzten Proteine variieren je nach
den deletierten Fragmenten. Das Vollldngenprotein weist eine GroB3e von ca. 110 kDa
auf, wohingegen das kleinste Protein, mit der Doppeldeletion von AUBAARVP, ca. 90
kDa grof3 ist. MBP alleine ist 40 kDa gro3. Bis auf MBP zeigen alle eingesetzten
Proteine eine Reihe von Abbaubanden, doch nur die oberste Bande im Western Blot
entspricht dem nicht gespaltenen Protein.

In Abbildung 3.30 ist nach dem Pulldown mit Ubiquitin zu erkennen, dass nur
Proteine, welche die UBA-Domine besitzen, mit Ubiquitin interagieren. Die
Negativkontrolle, das Fusionsprotein mit der Deletion der UBA-Doméne (AUBA),
sowie die Doppeldeletionen AUBAAUBQ und AUBAARVP zeigen keine Bindung an
Ubiquitin. Die iibrigen Proteine lassen sich durch Banden im Western Blot detektieren,
die auch in den Inputs vorhanden sind. Dieses verdeutlicht auch, dass nur die UBA-
Domine, nicht aber die UBQ- oder RVP-Domine, fiir die Bindung an Ubiquitin

benétigt wird.
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Abbildung 3.30: Die UBA-Domiine von Rngo ist notwendig und ausreichend fiir die Interaktion
mit Ubiquitin. Die Inputs zeigen, dass in allen Proben dieselbe Proteinmenge eingesetzt wurde. Die
verwendeten MBP-Fusionsproteine entsprechen denen, die in Abbildung 3.28 aufgelistet sind. Nach
dem Pulldown mit Agarose-Beads, an die kovalent Ubiquitin gekoppelt ist, kénnen nur diejenigen
Proteine prazipitiert werden, welche die UBA-Domine besitzen. In der Negativkontrolle, sowie in den
Proben mit den Deletionskonstrukten (AUBA, AUBAAUBQ, AUBAARVP), koénnen keine MBP-

Fusionsproteine im Prézipitat nachgewiesen werden.
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3.7.3 Die Homodimerisierung von Rngo wird, unabhéngig vom katalytischen Aspartat

257, durch die RVP-Domine vermittelt

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, weisen alle charakterisierten Aspartatproteasen
eine zweilobige Struktur auf, bei der zwei katalytische Aspartate zwischen den Loben
lokalisiert sind. Diese tragen ein aktiviertes Wassermolekiil, welches fiir die
Peptidhydrolyse bendtigt wird. Bei retroviralen Aspartatproteasen bestehen die zwei
Loben aus zwei einzelnen Untereinheiten, die nach der Homodimerisierung der
Proteine gebildet werden. Da Rngo eine retrovirale Aspartatprotease-Doméne besitzt,
sollte in diesem Versuch untersucht werden, ob auch Rngo Homodimere bildet und
welche Proteindoméne fiir die potentielle Homodimerisierung verantwortlich ist.

Dazu sollte mit Koimmunprézipitationen {berpriift werden, ob das Rngo-
Volllingenprotein Homodimere bildet und ob diese Dimere auch bei einer
Koiiberexpression mit den Konstrukten AUBA, AUBQ, ARVP und D257A gebildet
werden. Die Koiiberexpression erfolgte in S2-Zellen, wobei FLRngo-GFP entweder
zusammen mit FLRngo-HA, oder AUBA-HA, AUBQ-HA, ARVP-HA, D257A-HA
unter dem Einfluf3 eines UASp-Promotors mittels Aktin5C-Gal4 kotransfiziert wurde.
Als Negativkontrollen wurde einmal nur das jeweilige HA-markierte Konstrukt
transfiziert, sowie untransfizierte S2-Zellen verwendet.

Abbildung 3.31 zeigt die Inputs der fiir die Koimmunprizipitation eingesetzten
Proteinextrakte. Es ist zu erkennen, dass in den kotransfizierten Proben sowohl eine
Bande fiir FLRngo-GFP, als auch eine Bande fiir das jeweilige HA-markierte Protein
nachweisbar ist. In den einfach transfizierten Proben kann nur eine Bande fiir das HA-
Fusionsprotein detektiert werden. Die Proteinextrakte der untransfizierten Zellen

zeigen kein Signal.
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Abbildung 3.31: Die Homodimerisierung von Rngo wird, unabhingig vom katalytischen Aspartat
257, durch die RVP-Domiine vermittelt. Kotransfektionen mit einem GFP- und einem HA-markierten
Fusionsprotein zeigen im Input jeweils eine spezifische Bande fiir diese Proteine. Einfachtransfektionen
mit einem HA-Konstrukt weisen nur eine Bande im Western Blot mit einem HA-, nicht aber mit einem
GFP-Antikorper, auf. In Proteinextrakten von untransfizierten S2-Zellen konnte kein Signal fiir GFP
oder HA detektiert werden. Die Immunprézipitation wurde mit einem Rb-GFP-Antikdrper durchgefiihrt.
Als entsprechende Negativkontrollen wurden ein Rb-GST-Antikorper, sowie einfach- und
untransfizierte S2-Zellen verwendet. Die Proteinextrakte aus kotransfizierten S2-Zellen wurden
aufgeteilt und damit die Immunprézipitation mit dem Rb-GFP sowie Rb-GST Antikorper durchgefiihrt.
Im Prézipitat konnen nur FLRngo-HA, AUBA-HA, AUBQ-HA und D257A-HA, jedoch nicht ARVP-

HA nachgewiesen werden.

Der Western Blot nach der Immunpréizipitation in Abbildung 3.31B zeigt, dass mit
einem Rb-GFP-Antikorper FLRngo-HA, AUBA-HA, AUBQ-HA und D257A-HA,
jedoch nicht ARVP-HA zusammen mit FLRngo-GFP prizipitiert werden kdnnen. In
den Negativkontrollen, in denen ein Rb-GST-Antikorper fiir die Préazipitation
verwendet wurde, sowie S2-Zellen, die nur mit einem HA-markierten Fusionsprotein
oder gar nicht transfiziert wurden, konnten keine Proteine prézipitiert werden. Dies
bedeutet, dass Rngo Homodimere bildet und diese Dimerisierung durch die RVP-
Doméne vermittelt wird. Das katalytische Aspartat 257 wird fiir die Dimerisierung
anscheinend nicht bendtigt, da das D257A-HA Fusionsprotein zusammen mit FLRngo-

GFP prizipitiert werden kann.
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3.7.4 Uberpriifung der potentiellen retroviralen Aspartatprotease-Aktivitit mittels des

Protease Fluorescent Detection Kit

Da Rngo eine retrovirale Aspartatprotease-Doméne besitzt und das Protein
Homodimere bildet, welche fiir die Aktivitit der Protease bendtigt werden, sollte in
diesem Versuch eine potentielle proteolytische Aktivitdt von Rngo untersucht werden.
Hiefiir wurde das FITC-markierte Breitbandsubstrat Casein verwendet, das von
Aspartat-, Serin-, Cystein- und Metalloproteasen gespalten wird. Eine proteolytische
Aktivitdt kann durch ein Fluorimeter anhand von Fluoreszenzeinheiten gemessen
werden. Als Positivkontrolle wurde Trypsin verwendet. Abbildung 3.32 zeigt die
Ergebnisse der Messungen, nachdem das FITC-markierte Casein zusammen mit

Trypsin, MBP-FLRngo, MBP-ARVP und MBP-D257A inkubiert wurde.
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Abbildung 3.32: Mit dem Protease Fluorescent Detection Kit ldsst sich keine proteolytische
Aktivitidt von Rngo nachweisen. Gezeigt sind die Einzelwerte von drei unabhingigen Messungen fiir
jedes Protein. Die x-Achse spiegelt die eingesetzten Proteinmengen in ng, die y-Achse die erhaltenen
Fluoreszenzeinheiten bei einer Wellenldnge von 485-535nm wider. Die eingezeichnete Trendlinie

veranschaulicht die durchschnittlich gemessenen Fluoreszenzeinheiten.
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In Abbildung 3.32A ist zu erkennen, dass mit einer steigenden Trypsinkonzentration
mehr Caseinmolekiile gespalten werden. Dies kann durch einen Anstieg der
Fluoreszenzeinheiten gemessen werden. Abbildung 3.32B, C und D zeigen nicht diese
proportionale Erhohung der Fluoreszenzeinheiten in Folge einer erhdhten
Proteinkonzentration. Die Inkubation von FITC-markiertem Casein mit MBP-FLRngo,
MBP-ARVP und MBP-D257A fiithrt nur zu einer Grundfluoreszenz von ca. 200 Units,
die sich dadurch erkldren ldsst, dass wihrend der Behandlung der Proben
Caseinmolekiile durch mechanische Einwirkung gespalten werden. Ansonsten
beschreiben die Trendlinien keine proteolytische Aktivitdit von FLRngo oder der
beiden anderen Fusionsproteine. Dadurch kann keine Aussage getroffen werden, ob
die Deletion der RVP-Domine oder der Aminosdureaustausch von Aspartat 257 zu
einem Alanin eine Auswirkung auf die proteolytische Aktivitdt von Rngo hat. Das
Ergebnis bedeutet jedoch nicht, dass Rngo keine proteolytische Aktivitit besitzt. Es
konnte nur mit den gewéhlten Versuchsbedingungen keine Aktivitit nachgewiesen

werden.

3.7.5 Die Uberexpression von ARVP-GFP und D257A-GFP, aber nicht von FLRngo-
GFP, AUBA-GFP und AUBQ-GFP, fiihrt in Ovarien zu einer Degenerierung der

Plasmamembran von Keimbahnzellen

Um eine Aussage iliber die Funktion und Lokalisierung von iiberexprimiertem
FLRngo, AUBQ, AUBA, ARVP und der potentiell proteolytisch inaktiven Form von
Rngo (D257A) in der Oogenese machen zu konnen, wurden diese in
Destinationsvektoren kloniert, die C-terminal ein GFP-Tag tragen und unter der
Kontrolle eines UASp-Promotors stehen (Kapitel 2.2.12.2). Diese Plasmide wurden in
Fliegen injiziert, um transgene Tiere zu erhalten (Kapitel 2.5.5). In diesen Fliegen
wurden die Fusionsproteine durch einen daughterless-Gal4-Treiber liberexprimiert.
Abbildung 3.33 zeigt eine Stadium 10 Eikammer, in der FLRngo-GFP {iberexprimiert
wurde. Das GFP-Signal ist identisch mit der wildtypischen Verteilung von Rngo. Das
Fusionsprotein weist eine zytoplasmatische und nukleére Lokalisierung auf. Auch die

Féarbung fiir F-Aktin und die gesamte Morphologie der Eikammer ist wildtypisch.
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Phalloidin

Abbildung 3.33: Die Uberexpression von FLRngo-GFP hat keine Auswirkungen auf die
Morphologie der Eikammern und das GFP-Fusionsprotein lokalisiert wie das wildtypische
Protein. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), GFP in griin (B), Phalloidin in rot (C) und die Uberlagerung der
einzelnen Kanéle (D). Anterior ist links. Der Mafistab entspricht 50pm.

Abbildung 3.34 zeigt eine Eikammer im Stadium 8, in der AUBQ-GFP iiberexprimiert
wurde. Die Morphologie sowie die Férbung fiir F-Aktin weisen wildtypische
Merkmale auf. Es ist jedoch in der GFP-Farbung zu erkennen, dass das GFP-Signal
eine deutliche Reduktion in den Bereichen der Nihrzellkerne aufweist. Da die UBQ-
Doméne an das Proteasom binden sollte und dieses, wie in Abbildung 3.25 gezeigt, an
den Zellkernen lokalisiert, konnte das Fehlen der GFP-Féarbung an den Zellkernen auf
die Deletion der UBQ-Domine zuriickzufiihren sein. Die nicht uniforme Expression
des GFP-Fusionsproteins in den Follikelzellen beruht auf der Verwendung des
daughterless-Gal4-Treibers, der nicht immer homogen in allen somatischen

Follikelzellen treibt.
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Phalloidin merge

Abbildung 3.34: Die Uberexpression von AUBQ-GFP hat keine Auswirkungen auf die
Morphologie der Eikammern. Das GFP-Fusionsprotein lokalisiert jedoch in geringerem Mal3e an
den Nihrzellkernen der Keimbahnzellen. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), GFP in griin (B), Phalloidin
in rot (C) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (D). Anterior ist links. Der MaBstab entspricht
S50pm.

Eine Uberexpression des Deletionskonstruktes, in dem die UBA-Domine deletiert
wurde, weist ebenfalls eine wildtypische Verteilung des GFP-Fusionsproteins auf. In
Abbildung 3.35B ist zu erkennen, dass AUBA-GFP an den Nihrzellkernen lokalisiert
und zytoplasmatisch exprimiert ist. Auch die Farbung fiir Phalloidin zeigt eine

wildtypische Verteilung von F-Aktin.

AUBA-GIP

Phalloidin merge

Abbildung 3.35: Die Uberexpression von AUBA-GFP hat keine Auswirkungen auf die Morphologie
der Eikammern und das GFP-Fusionsprotein lokalisiert wie das wildtypische Protein. Gezeigt ist
DAPI in tiirkis (A), GFP in griin (B), Phalloidin in rot (C) und die Uberlagerung der einzelnen Kaniile
(D). Anterior ist links. Der MaB3stab entspricht S0um.
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ARVP-GFP

ARVP-GFP

Phalloidin merge
Abbildung 3.36: A-D Die Uberexpression von ARVP-GFP hat in 84,1% aller untersuchten Stadium
10 Eikammern keine Auswirkungen auf die Morphologie der Eikammern und das GFP-
Fusionsprotein lokalisiert wie das wildtypische Protein. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), GFP in griin
(B), Phalloidin in rot (C) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (D). E-H In 15,9% aller
untersuchten Stadium 10 Eikammern kann eine Degenerierung der Plasmamembran von
Keimbahnzellen und ein Einwandern von Nihrzellkernen in die Oozyte beobachtet werden.
Gezeigt ist DAPI in tiirkis (E), GFP in griin (F), Phalloidin in rot (G) und die Uberlagerung der
einzelnen Kanile (H). In E und H ist der eingewanderte Nahrzellkern mit einem Pfeil markiert. Die
degenerierende Plasmamembran ist in G und H mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Anterior ist links.

Die Malistibe entsprechen S0um.
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Eine Uberexpression des ARVP-GFP Fusionsproteins zeigt in 84,1% der untersuchten
Stadium 10 Eikammern keine Verdnderungen zum Wildtyp. In Abbildung 3.36A-D
kann eine normale Morphologie der Eikammer, sowie eine wildtypische Lokalisierung
von F-Aktin und ARVP-GFP festgestellt werden. Andererseits kann in 15,9% aller
Stadium 10 Eikammern eine Degenerierung der Plasmamembran von Keimbahnzellen
und damit ein Einwandern von Néhrzellkernen in die Oozyte beobachtet werden. In
Abbildung 3.36E und H ist mit einem Pfeil ein Néhrzellkern markiert, der in die
Oozyte eingewandert ist. Der Pfeilkopf in G und H verdeutlicht die degenerierte
Plasmamembran, durch welche eine rdumliche Trennung der Oozyte und der
benachbarten Ndhrzelle nicht mehr aufrecht erhalten werden kann. In diesem Bereich

kann keine F-Aktin Farbung mehr detektiert werden.

Abbildung 3.37 zeigt eine Stadium 10 Eikammer, in der das D257A-GFP
Fusionsprotein iiberexprimiert wurde. Es ist zu erkennen, dass die GFP-Farbung wie
im Wildtyp zytoplasmatisch und nukleér ist. Auch bei den in Abbildung 3.37B mit
Pfeilen markierten Néhrzellkernen ist eine nuklire GFP-Farbung zu verzeichnen.
Jedoch kann man hier im Gegensatz zum Wildtyp eine Degenerierung der
Plasmamembran von Keimbahnzellen und damit einhergehend ein Einwandern von
Néhrzellkernen in die Oozyte erkennen. In Abbildung 3.37A und D sind durch Pfeile
zwei Néhrzellkerne markiert, die in die Oozyte eingedrungen sind. Auch der
Oozytenkern (Stern) ist fehllokalisiert, da sich dieser im Wildtyp in einem anterior-
dorsalen Bereich der Oozyte befindet. Die Stellen, an der die Plasmamembran der
Keimbahnzellen degeneriert ist, bzw. an denen man ektopische F-
Aktinakkumulationen erkennen kann, sind mit Pfeilkopfen markiert. Dieser Phanotyp
tritt jedoch nicht bei allen Eikammern auf. 25,3% aller untersuchten Stadium 10
Eikammern sind wildtypisch, wohingegen die iibrigen 74,7% die beschriebenen

Phénotypen zeigen.
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D

Phalloidin merge

Abbildung 3.37: Die Uberexpression von D257A-GFP zeigt in 74,7% aller untersuchten Stadium
10 Eikammern eine Degenerierung der Plasmamembran von Keimbahnzellen und ein
Einwandern von Niahrzellkernen in die Oozyte. Gezeigt ist DAPI in tiirkis (A), GFP in griin (B),
Phalloidin in rot (C) und die Uberlagerung der einzelnen Kanile (D). Durch Pfeile in A, B und D sind
Nihrzellkerne markiert, die in die Oozyte eingewandert sind. Der Oozytenkern (Stern in A, B und D) ist
ebenfalls fehllokalisiert. Die Pfeilkopfe in C und D markieren Bereiche, in denen die Plasmamembran
von Keimbahnzellen degeneriert ist bzw. in denen ektopische F-Aktinakkumulationen zu verzeichnen

sind. Anterior ist links. Der Malstab entspricht 50pum.

Tabelle 3.4 fasst die Héufigkeit der beschriebenen Phanotypen in Stadium 10
Eikammern nach der Uberexpression von verschiedenen GFP-Fusionsproteinen

zusammen. Als interne Kontrolle dient das FLRngo-GFP Fusionsprotein.

Tabelle 3.4: Hiufigkeit der beschriebenen Phénotypen in Stadium 10 Eikammern, nach der

Uberexpression von verschiedenen GFP-Fusionsproteinen.

Stadium 10 FLRngo-GFP ARVP-GFP D257A-GFP
Eikammern

wildtypische relativ  absolut  relativ absolut  relativ absolut
Eikammern 100% 31 84,1% 37 25,3% 22
Eikammern mit

degenerierter 0% 0 15,9% 7 74,7% 65
Plasmamembran

Gesamtzahl n=31 n=44 n =87
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3.8 Die Analyse von Interaktionspartnern von Rngo mittels

Massenspektrometrie

Die Analyse von Interaktionspartnern von Rngo mittels Massenspektrometrie sollte
Aufschliisse iliber die molekulare Funktion von Rngo im Laufe der Entwicklung von
Drosophila geben. Hierfiir wurden Proteinextrakte aus Ovarien, Embryonen und L3-
Larven von transgenen Fliegen hergestellt, die ein GFP-Fusionsprotein von Rngo
exprimieren, welches ein N-terminales bzw. ein C-terminales GFP-Tag tragt. Fiir die
Expression in Ovarien wurden transgene Fliegen verwendet, die das GFP-
Fusionsprotein unter der Kontrolle des UASp-Promotors im Muster des daughterless-
Gens exprimieren. Die Proteinextrakte aus Embryonen und L3-Larven entstammen aus
Fliegen, mit denen die Rettungsexperimente in Kapitel 3.2 durchgefiihrt wurden. Als
Negativkontrolle wurden w'-Fliegen verwendet. Mit diesen Proteinextrakten wurde
eine Prizipitation mit dem GFP-Trap® Kit der Firma Chromotek durchgefiihrt. Die
Prizipitate wurden im Labor von Dr. Olaf Jahn durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieend massenspektrometrisch untersucht. Als mogliche Interaktionspartner
wurden folgende Aktin-assoziierte Proteine identifiziert: Twinstar, Tropomyosin,
Zipper (Myosin schwere Kette) und Aktin. Als Positivkontrolle wurde Rngo
identifiziert. Die detaillierten Ergebnisse der massenspektrometrischen Auswertung,
sowie die Polyacrylamidgele, mit Kennzeichnung der untersuchten Proteinbanden,
sind dem Anhang zu entnehmen.

Im Hinblick auf die mdgliche Funktion von Rngo als extraproteasomaler
Polyubiquitinrezeptor und die damit verbundene Regulierung von Proteinen durch das
Proteasom, wurden Proteinextrakte aus L3-Larven untersucht, da die maternale
Komponente von Rngo in rngo-mutanten L3-Larven nicht mehr nachweisbar ist.
Hierfiir wurden hemizygot mutante Tiere, heterozygote Tiere, die den
FM7[twist::GFP]-Balancer und die P-Element-Insertion GE3956 tragen und Tiere, die
homozygot den FM7[twist::GFP]-Balancer aufweisen, verwendet. Diese
Proteinextrakte wurden mittels eines Western Blots analysiert, um so die Frage zu
beantworten, ob der Proteingehalt der identifizierten Interaktionspartner in mutanten
Tieren Unterschiede zu den Kontrolltieren aufweist. Abbildung 3.38 zeigt die
Ergebnisse dieses Versuches. Es ist zu erkennen, dass in dem Proteinextrakt der

hemizygot mutanten Tiere keine Bande fiir das wildtypische Rngo-Protein detektiert
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werden kann. Dies bedeutet, dass die maternale Komponente von Rngo nicht mehr
nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu ist in den beiden Negativkontrollen eine Bande
auf der Hohe von ca. 60 kDa zu erkennen, die dem wildtypischen Protein entspricht.
Des Weiteren kann keine Verdnderung des Proteingehalts von Twinstar (Tsr),
Tropomyosin, Zipper, G-Aktin und Aktin in mutanten Tieren im Vergleich zu
Kontrolltieren festgestellt werden. Der Nachweis von a-Tubulin dient als Kontrolle,

dass in allen Spuren gleiche Mengen an Protein aufgetragen wurden.
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Abbildung 3.38: Der Proteingehalt von Twinstar, Tropomyosin, Zipper, G-Aktin und Aktin
unterscheidet sich nicht im Vergleich von hemizygot mutanten Tieren zu den Kontrolltieren.
Gezeigt ist ein Western Blot auf Proteinextrakten von L3-Larven aus hemizygot mutanten Tieren,
heterozygoten Tieren, welche die P-Element-Insertion GE3956 und den FM7[twist::GFP]-Balancer
tragen, sowie Tiere, die homozygot den FM7[twist:: GFP]-Balancer aufweisen. Der Nachweis von o-

Tubulin dient als Kontrolle, dass in allen Spuren gleiche Mengen an Protein aufgetragen wurden.
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Erginzend zu den massenspektrometrischen Versuchen sollte die Interaktion von Rngo
mit Tsr in Koimmunprézipitationen verifiziert werden. Dafiir wurde FLRngo-GFP
zusammen mit Tsr-HA in S2-Zellen kotransfiziert. Eine Immunpréizipitation mit GFP
und die anschlieBende Analyse mittels Western Blot konnte jedoch keine eindeutige
Aussage dariliber geben, ob diese beiden Proteine einen Komplex bilden. Auch der
Versuch, eine Interaktion von Rngo und Tsr in Ovarien, Embryonen und L3-Larven
nachzuweisen, fiihrte zu keinem eindeutigen Ergebnis, da nur in ca. 50% aller

Versuche eine Bindung von Rngo an Tsr zu verzeichnen war.
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4 Diskussion

Im Laufe dieser Arbeit wurde eine molekulare und funktionelle Analyse des Gens
rings lost (rngo) durchgefiihrt. Durch Datenbankanalysen wurde eine P-Element-
Insertionslinie identifiziert, in der ein P-Element stromabwirts des ATG-Startcodons
von rngo inseriert hat. Diese P-Element-Insertion erzeugt einen Funktionsverlust von
rngo und es konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesem Allel um ein Null-Allel
von rngo handelt. Fliegen, die hemizygot dieses P-Element tragen, sind pupal letal.
Rettungsexperimente mit Volllingen GFP-Rngo-Konstrukten zeigten, dass die
Letalitdt der mutanten Fliegen nur auf die Mutation in rngo zuriickzufiihren ist und
dass die GFP-Fusionsproteine funktional sind. AuBerdem zeigten diese
Rettungsexperimente, dass die fiir die transgenen Fliegen klonierten und in FlyBase
annotierten Sequenzen fiir das Rngo-Protein kodieren. Das von rngo kodierte Protein
weist konservierte Proteindoménen auf. N-terminal befindet sich eine UBQ- (ubiquitin
like) und C-terminal eine UBA- (ubiquitin associated) Doméne. Diese beiden
Doménen sind charakteristisch fiir extraproteasomale Polyubiquitinrezeptoren, die in
der Evolution hoch konserviert sind. Das Rngo-Homolog in der Hefe, Ddil/Vsml,
sowie andere extraproteasomale Polyubiquitinrezeptoren (DDsk2/Dsk2/Ubiquilinl-4;
DRad23/Rad23/HHR23A-B, Drosophila/Hefe/Sauger), besitzen dieselben
Proteindoménen (Elsasser und Finley, 2005). Im Vergleich zu den Homologen konnte
also auch Rngo als ein extraproteasomaler Polyubiquitinrezeptor fungieren. Rngo
nimmt unter diesen Proteinen jedoch eine Sonderrolle ein, da es als einziges eine
retrovirale Aspartatprotease-Doméane (RVP) aufweist, die sich zwischen der UBQ- und
UBA-Domine befindet (Grabbe und Dikic, 2009). Auch die Doménenstruktur der
beiden humanen Rngo Homologe, HDdil und HDdi2, zeigt, dass beide eine RVP-
Doméne besitzen. Jedoch fehlt HDdil die UBA- und HDdi2 die UBA- und UBQ-
Doméne (Elsasser und Finley, 2005).

Die Analyse der Lokalisierung des Rngo-Proteins ergab, dass es in allen untersuchten
Geweben zytoplasmatisch und nukledr exprimiert ist. FEine phénotypische
Charakterisierung der zygotischen rngo-Mutante gestaltete sich jedoch schwierig, da
Rngo eine starke maternale Komponente aufweist, die mogliche Phénotypen in der

embryonalen bzw. larvalen Entwicklung iiberdeckt. Deshalb wurde die maternale
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Komponente durch Erzeugung von Keimbahnklonen ausgeschaltet. Da diese
Keimbahnklone die Oogenese nicht vollenden, konnte auch durch diesen Versuch
keine Aussage iiber die Funktion von Rngo in der embryonalen bzw. larvalen
Entwicklung getroffen werden. Doch Keimbahnklone fiir das mutante rngo-Allel
zeigten diverse Phénotypen wihrend der Oogenese. Da jedoch noch Unklarheit
herrscht, an welchen Prozessen Rngo genau beteiligt ist, sollen diese Phanotypen im
Folgenden zusammengefasst und mit Mutationen in Genen verglichen werden, welche

dhnliche Defekte aufweisen.

4.1 Defekte in der Etablierung der Ringkanéile konnen nicht auf Fehler wihrend

der unvollstindigen Zytokinese im Germarium zuriickgefiihrt werden

Die vorldufige Etablierung der Ringkanile erfolgt bereits wéhrend der vier mitotischen
Teilungen des Zystoblasten, aus dem die spidtere 16-Zellzyste entsteht. Die erste
mitotische Teilung der Keimbahnstammzelle weist eine vollstindige Zytokinese auf,
aus der zwei separate Tochterzellen entstehen. Die Keimbahnstammzelle behélt ihren
Stammzellcharakter, wahrend die zweite Zelle den Zystoblasten darstellt. Dieser
Zystoblast teilt sich weitere vier Mal, jedoch endet jede Mitose mit einer
unvollstindigen Zytokinese. Dieser nicht vollendete Prozess hinterldsst jeweils eine
arretierte Teilungsfurche, welche die einzelnen Zellen miteinander verbindet (Huynh
und St Johnston, 2004; Kai und Spradling, 2004). Wie genau diese arretierte
Teilungsfurche etabliert wird, ist bis jetzt noch nicht bis ins Detail geklart. Es ist
jedoch bekannt, dass die Proteine Anillin (Ani) und Pavarotti (Pav) diesen Prozess
steuern. Ani, ein F-Aktin bindendes und verkniipfendes Protein, wurde urspriinglich
aus Embryonenextrakten von Drosophila melanogaster isoliert und interagiert dort mit
Aktin, Myosin II und Septinen. Diese werden wihrend der Mitose durch Ani zu den
entstehenden Teilungsfurchen rekrutiert (D'Avino et al., 2008). Pav gehort zur Gruppe
der mitotischen Kinesin-dhnlichen Proteine 1. Mutationen in pav fithren zu Fehlern
wihrend der Zytokinese im Zellzyklus 16 der Embryogenese, durch welche die
mitotischen Zellen nicht korrekt ihre Spindel etablieren und niemals einen kontraktilen
Ring bilden (Adams et al., 1998). Die Ergebnisse aus Embryonen und
Lokalisationsstudien von Ani und Pav im Germarium zeigten, dass Aktin und Myosine

zusammen mit Ani und Pav an der Etablierung der arretierten Teilungsfurche beteiligt
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sind. Da in rngo-Keimbahnklonen die Bildung von F-Aktin gestort ist, wére es
moglich, dass auch Rngo eine Rolle in der Regulierung der arretierten Teilungsfurche
spielt. Interessanterweise wurde im S2-Zellkultursystem gezeigt, dass die Rekrutierung
von F-Aktin zu den Teilungsfurchen wihrend der Zytokinese nicht essentiell fiir den
Aufbau von Anillin-enthaltenden Strukturen ist. Stattdessen zeigten S2-Zellen, die mit
Latrunculin A behandelt wurden, welches die Bildung von F-Aktin inhibiert, nach wie
vor eine Lokalisierung von Ani und Septinen an der Teilungsfurche (Hickson und
O'Farrell, 2008). Auch HeLa-Zellen, die mit Blebbistatin, einem Myosin II Inhibitor,
inkubiert wurden, zeigten eine Aufrechterhaltung von Anillin-enthaltenden Strukturen
und eine Etablierung von Teilungsfurchen (Guha et al., 2005; Murthy und Wadsworth,
2005). Die Autoren spekulierten, dass Ani zusammen mit Septinen in der Abwesenheit
von F-Aktin einen Komplex bilden kann, der die Teilungsfurche bildet. Im Gegenzug
wird F-Aktin fiir die Destabilisierung dieses Komplexes bendétigt (Hickson und
O'Farrell, 2008). Da F-Aktin also nicht essentiell fiir die Bildung der arretierten
Teilungsfurche ist, hitte eine mdgliche Regulierung von F-Aktin durch Rngo keine
Auswirkung auf die vier mitotischen Zellteilungen des Zystoblasten. Dies wird auch
durch die Antikorperfirbungen von Hu-li tai shao-Fusom (Hts-F) in rngo-
Keimbahnklonen unterstiitzt. Die Bildung des Fusoms scheint vollig normal zu
verlaufen und falls keine arretierten Teilungsfurchen entstehen wiirden, konnte das
Fusom nicht die Zellen der 16-Zellzyste miteinander verbinden. Die Defekte in der
Etablierung der Ringkanéle in rngo-Keimbahnklonen scheinen daher erst wihrend der

Expansion der Ringkanéle aufzutreten.

4.2 rngo-Keimbahnklone weisen Abnormalititen in der Groéfienkontrolle der

Ringkaniile auf

Erst nachdem die vier mitotischen Zellteilungen mit unvollstindiger Zytokinese
abgeschlossen sind, fangen die Ringkanéle an zu expandieren (Ong und Tan, 2010).
Der Prozess des Ringkanalwachstums wird durch verschiedene Proteine reguliert. Da
in rngo-Keimbahnklonen Abnormalititen in der GroBenkontrolle der Ringkanéle
auftreten (abnormal grofle, rudimentidre oder gar fehlende Ringkanéle), werden die
bereits in der Literatur beschriebenen und fiir die Ringkanalexpansion bendétigten

Proteine mit den Phénotypen der rngo-Keimbahnklone verglichen.
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Wihrend der Etablierung der Ringkanidle wird F-Aktin zum inneren Ring dieser
Kanile rekrutiert. Um das Wachstum der Ringkanile zu gewihrleisten, miissen diese
Aktinfilamente verldngert und verkniipft werden. Da Aktinfilamente zueinander eine
geringe Affinitdt aufweisen, werden Kofaktoren fiir deren Verkniipfung benétigt. Einer
dieser Faktoren ist Kelch (Kel). In ke/-Mutanten lokalisiert F-Aktin zwar an den
Ringkanilen, ist aber hochgradig unorganisiert (Robinson und Cooley, 1997a). Durch
die Anwesenheit von F-Aktin werden die Ringkanéle zwar stabilisiert, aber der innere
Ring kann nicht weiter wachsen, da die Verkniipfung der Aktinfilamente gestort ist
(Robinson und Cooley, 1997a). Dies fiihrt zu kleineren Ringkanilen, die auch in rngo-
Keimbahnklonen beobachtet werden konnten. Die Lokalisierung anderer
Ringkanalproteine wie Hu-li tai shao-Ring Canal (Hts-RC) und Filamin ist in kel-
Mutanten im Gegensatz zu rngo-Keimbahnklonen jedoch nicht betroffen.

In wildtypischen Ovarien konnten durch Antikdrperfarbungen Tyrosin phosphorylierte
Proteine an den Ringkanédlen beobachtet werden. Die Phosphorylierung dieser Proteine
wird durch zwei Phosphotyrosinkinasen (Src64 und Tec29) vermittelt. Mutationen in
Genen, die fiir diese beiden Kinasen kodieren, fithren zu einem Verlust der
Phosphotyrosin-spezifischen Farbung an den Ringkanilen. Die Ringkanile von src64-
und tec29-mutanten Ovarien sind im Gegensatz zum Wildtyp kleiner. Das bedeutet,
dass die Kinaseaktivitdt fiir die Expansion der Ringkandle benétigt wird. In rngo-
Keimbahnklonen ist eine Fehlverteilung, jedoch nicht ein kompletter Verlust des
Signals von Tyrosin phosphorylierten Proteinen in der Keimbahn zu beobachten. Auch
degenerieren die Eikammern von rngo-Keimbahnklonen vor dem Stadium 10 der
Oogenese, wohingegen Fliegen, die mutant fiir s7c64 oder tec29 sind, sogar noch Eier
legen. Auch konnte in mutanten src64 und fec29 Eikammern, im Gegensatz zu rngo-
Keimbahnklonen keine Fehllokalisierung von Hts-RC und Kel beobachtet werden.
Dies ldsst darauf schlieBen, dass diese Kinasen nur fiir die Expansion der Ringkanile,
aber nicht fiir die Lokalisierung anderer beschriebener Ringkanalproteine
verantwortlich sind (Dodson et al., 1998; O'Reilly et al., 2006). Interessanterweise
wurde lange Zeit angenommen, dass Kel und Src64 unabhéngig voneinander in einem
parallelen Signalweg das Wachstum von Ringkanélen organisieren. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass Kel durch Scr64 vermittelte Tyrosinphosphorylierung reguliert
wird (Kelso et al., 2002).

Auch Mutationen in cheerio (cher), dem Drosophila Filamin, zeigen eine veridnderte

Ringkanalmorphologie. Der cher-Lokus kodiert fiir zwei Proteine. Das groflere
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Filamin240-Protein lokalisiert an dem inneren Ring der Ringkanile in der Keimbahn,
wohingegen das kleinere Filamin90-Protein ausschlieBlich in der somatischen
Muskelhiille exprimiert ist. Im Wildtyp verankert Filamin Ringkanal-assoziiertes F-
Aktin mit der Plasmamembran. Diese Verankerung stabilisiert die Ringkanéle und
zeitgleich  verkniipft Filamin neue Aktinfilamente miteinander, um eine
Ringkanalexpansion zu ermdglichen. Die Ringkanile in cher’-Mutanten (mutant fiir
Filamin240) sind kleiner als im Wildtyp, weisen aber eine wildtypische Verteilung von
an Tyrosin phosphorylierten Proteinen auf. Die kleineren Ringkanile in cher'-
Mutanten lassen sich dadurch erkldren, dass die Aktinfilamente nicht mehr korrekt
verkniipft und in der Membran verankert werden. Dadurch ist auf der einen Seite die
fiir das Ringkanalwachstum benétigte Dynamik der Aktinfilamente gestort und auf der
anderen Seite die Stabilitit der Ringkandle nicht mehr gewdhrleistet. Jedoch ist
Filamin nicht allein fiir die Rekrutierung von F-Aktin zu den Ringkandlen
verantwortlich. In Ats-RC-mutanten Fliegen lokalisiert Filamin zwar an den
Ringkanélen, aber F-Aktin kann dort nicht detektiert werden. Das bedeutet, dass
Filamin einen Kofaktor bendtigt, um Aktinfilamente zu binden und in der Membran zu
verankern. Dieser Faktor konnte das Aktin-bindende Protein Hts-RC sein, da sich in
cher'-Mutanten die Lokalisierung von Hts-RC nicht mehr auf die Ringkanile
beschrinkt, sondern an der Plasmamembran der Keimbahnzellen zu beobachten ist (Li
et al., 1999; Robinson et al., 1997). Diese Fehlverteilung von Hts-RC, sowie kleinere
Ringkanile konnten auch in rngo-Keimbahnklonen beobachtet werden. Im Gegensatz
zu cher'-Mutanten lokalisieren die an Tyrosinen phosphorylierten Proteine in rngo-
Keimbahnklonen jedoch nicht mehr ausschlieflich an den Ringkandlen. AuBerdem
treten in rngo-Keimbahnklonen auch vergroBerte Ringkanile auf, die in cher'-
Mutanten nie beschrieben wurden. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass
Rngo zusammen mit Filamin eine kooperative Rolle in der Expansion der Ringkanéle
einnimmt, jedoch scheint Rngo noch weitere Prozesse zu beeinflussen.

Die GroBBenkontrolle der Ringkandle wird auch durch Mitglieder der Myosin-Familie
beeinflusst. Hierbei spielt Nicht-Muskel Myosin II eine entscheidende Rolle. Myosin
IT ist ein hexameres Enzym, welches aus zwei schweren Ketten, zwei regulatorischen
leichten Ketten (Myosin regulatory light chains, MRLC) und zwei essentiellen leichten
Ketten besteht. Die Aktivitdit von Nicht-Muskel Myosin I wird durch die
Phosphorylierung von MRLC reguliert. Diese Phosphorylierung unterliegt der
antagonistischen Aktivitdt der Myosin leichten Kette-Phosphatase (MLCP) und der
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Myosin leichten Kette-Kinase (MLCK). Die MLCP ldsst sich weiter in drei
Untereinheiten aufteilen: Eine katalytische Untereinheit, bestehend aus der
Proteinphosphatase 1c B, einer Myosin bindenden Untereinheit (MYPT) und eine
Untereinheit mit nicht bekannter Funktion (Hartshorne et al., 1998). In Drosophila
wird die MYPT Untereinheit fiir verschiedene Prozesse, wie den Dorsalschluss, die
Morphogenese der Augen und das Ringkanalwachstum benoétigt. Keimbahnklone fiir
mypt zeigen stark verkleinerte Ringkanile, wobei die Lokalisierung von Hts-RC, Kel
und Tyrosin phosphorylierten Protein nicht veréndert ist. Es wird spekuliert, dass in
wildtypischen Ovarien MYPT durch die Regulierung von Myosin II eine tiberméBig
starke Kontraktion der arretierten Teilungsfurche inhibieren konnte. mypt-
Keimbahnklone konnten somit diesen Prozess nicht mehr regulieren und deshalb
wirden zu kleine Ringkanile, aufgrund von Teilungsfurchen mit geringerem
Durchmesser, entstehen. Aber auch die myp#-Keimbahnklone zeigen weitaus geringere
Defekte in der Oogenese als rngo-Keimbahnklone, da hier Eikammern im Stadium 10
beobachtet werden konnen und sogar Eier von den Weibchen gelegt werden (Tan et
al., 2003). Da Rngo, wie schon in Kapitel 4.1 diskutiert, nicht wie MYPT in der
Etablierung der arretierten Teilungsfurche involviert ist, ist eine Interaktion von Rngo
mit MYPT unwahrscheinlich.

Des Weiteren trigt die Regulierung der Protein Kinase A (PKA) durch A-Kinase-
verankernde Proteine (A-kinase anchoring proteins, AKAP) zum Grof3enwachstum der
Ringkanile bei. In der Abwesenheit von cAMP ist die PKA ein inaktives Holoenzym,
das aus zwei identischen katalytischen Untereinheiten (PKA-C) und zwei identischen
regulatorischen Untereinheiten (PKA-R) besteht. Die Aktivitit der PKA wird durch
die Anwesenheit von cAMP reguliert. cAMP bindet an die PKA-R wodurch die PKA-
C aus dem Komplex gelost wird (Kalderon und Rubin, 1988). Die so freigesetzte
katalytische Untereinheit kann nun Zielproteine phosphorylieren. Um spezifisch
Proteine zu erkennen und zu phosphorylieren, wird die PKA durch AKAPs an
bestimmte Zielregionen in der Zelle rekrutiert (Scott und McCartney, 1994). In
wildtypischen Ovarien lokalisieren PKA-RII und Akap200 an der Plasmamembran der
Keimbahnzellen und am dufleren Ring der Ringkandle. Aufgereinigtes Akap200 bindet
in vitro an aufgereinigte Aktinfilamente wodurch angenommen wird, dass Akap200
die PKA an den Ringkanilen verankert und so einen Einfluss auf die Organisation des
Aktinzytoskeletts nimmt. akap200-mutante Ovarien weisen vergroBerte, diinnere

Ringkanile als der Wildtyp auf. Im Gegensatz dazu fiihrt eine Uberexpression von
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Akap200 zu dickeren und kleineren Ringkandlen. Diese Ringkanéle scheinen aber
funktional zu sein, da die Fliegen fertil sind und keine Defekte wiahrend des schnellen
Transportes von den Néhrzellen zur Oozyte (nurse cell dumping) aufweisen. Die
kleineren Ringkanéle in akap200-mutanten Ovarien zeigen, im Gegensatz zu rngo-
Keimbahnklonen, keine Fehlverteilung von Hts-RC, F-Aktin, Filamin und Tyrosin
phosphorylierten Proteinen. Eine Beteiligung von Rngo am Akap200-Signalweg ist
daher unwahrscheinlich. Interessanterweise konnte ein Zusammenhang zwischen der
Funktion von Akap200 und Src64 hergestellt werden. src64-mutante Fliegen weisen,
im Gegensatz zu akap200-mutanten Fliegen, kleinere Ringkanéle auf als wildtypische
Ovarien. Doch wenn die Gendosis von akap200 in src64-mutanten Fliegen reduziert
ist, ist der Durchmesser der Ringkandle in diesen Fliegen nicht von denen in
wildtypischen Ovarien zu unterscheiden (Jackson und Berg, 2002).

Fiir den Arp2/3 Komplex konnte gezeigt werden, dass dieser die langsam ablaufende
spontane Nukleation von Aktinfilamenten erhéhen kann. Auflerdem ist der Komplex in
vivo wichtig fiir die Restrukturierung des Aktinzytoskeletts (Mullins et al., 1998).
Diese beiden Prozesse werden auch fiir das GroBenwachstum der Ringkanéle bendtigt.
Mutationen in den Untereinheiten arpcl und arp3 des Arp2/3 Komplexes weisen
Ringkanile mit kleineren Durchmessern als in wildtypischen Ovarien auf. Die Defekte
der Ringkanalexpansion treten jedoch erst relativ spiat wihrend der Oogenese auf. Bis
zum Stadium 4 konnte kein Unterschied im Durchmesser der Ringkandle von
wildtypischen und arpcl mutanten Fliegen ausgemacht werden. Erst ab Stadium 5-6
konnen kleinere Ringkandle in arpc/ mutanten Ovarien beobachtet werden. Dies
bedeutet, dass der Arp2/3 Komplex nicht fiir die initiale Rekrutierung von Aktin zu
den Ringkanélen, sondern erst im spateren Verlauf der Oogenese fiir die Expansion der
Ringkanile bendtigt wird (Hudson und Cooley, 2002). Da in rngo-Keimbahnklonen
nicht nur verkleinerte sondern auch iibergrofle Ringkanéle zu beobachten sind und Hts-
RC in Arp2/3 Keimbahnklonen ausschlieBlich an den Ringkanélen lokalisiert, ist es
unwahrscheinlich, dass Rngo die GroBenkontrolle der Ringkanédle durch die
Regulierung des Arp2/3 Komplexes beeinflusst.

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass viele Proteine und
Proteinkomplexe fiir das Wachstum der Ringkanéle zustindig sind. Manche agieren
autonom, andere wiederum unterliegen komplizierten Regulierungsmechanismen und
Signalwegen. Jedoch kann keine der hier beschriebenen Mutationen die vielféltigen

Phénotypen von rngo-Keimbahnklonen widerspiegeln. Das bedeutet, dass Rngo
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wahrscheinlich gleichzeitig an der Steuerung von mehreren Proteinen oder
Proteinkomplexen beteiligt ist. Es ist aber auch mdoglich, dass Rngo einen direkten
Einfluss auf F-Aktin nimmt, denn sowohl kleinere als auch vergréferte Ringkanile
werden durch die Dynamik der Aktinfilamente gesteuert. Auch die Fehlverteilung aller
untersuchten Ringkanal-assoziierten Proteine konnte auf eine generelle Stérung des
filamentdsen Aktins zuriickzufiihren sein. Falls F-Aktin nicht mehr korrekt verkniipft
und/oder fehllokalisiert wird, konnte die ektopische Verteilung dieser Aktin-bindenden

und -biindelnden Proteine ein sekundérer Effekt sein.

4.3 Die Degenerierung der Plasmamembran von Keimbahnzellen in rngo-
Keimbahnklonen und damit einhergehende multinukleiire Zellen, sind vermutlich

auf eine fehlerhafte Verkniipfung von Aktinfilamenten zuriickzufiihren

In rngo-Keimbahnklonen konnten multinukledre Zellen beobachtet werden. Hierbei
handelte es sich um Keimbahnzellen, bei denen die Degenerierung der
Plasmamembran eine korrekte Separierung der einzelnen Zellen nicht mehr
ermoglicht. Die Instabilitit der Plasmamembran scheint auf eine fehlerhafte
Verkniipfung der subkortikalen Aktinfilamente zurlickzufiihren zu sein, denn dieser
Phénotyp zeigt sich schon vor dem Stadium 10 der Oogenese. Ab diesem Stadium
bilden sich zytoplasmatische Aktinfilamente, welche die Nihrzellkerne wéhrend des
schnellen zytoplasmatischen Transports (nurse cell dumping) zwischen den Néhrzellen
und der Oozyte festhalten. Werden die Nahrzellkerne nicht durch das zytoplasmatische
F-Aktinnetzwerk festgehalten, wandern sie beim nurse cell dumping in die Oozyte ein.
Es konnten in rngo-Keimbahnklonen jedoch nie Stadium 10 Eikammern beobachtet
werden, da die Eikammern schon vor diesem Stadium degenerieren. Auch kann der
Phinotyp nicht durch einen Defekt wéihrend der ersten vier mitotischen Zellteilungen
erklart werden, da alle rngo-Keimbahnklone 16 Zellen aufweisen und die Oozyte
initial korrekt determiniert wurde. Wiirden die multinukledren Zellen durch inkorrekte
Zellteilung entstehen, miisste man schon in sehr frithen Eikammern mehrere Zellkerne
in einer Zelle beobachten kdnnen.

Viele der bereits unter Kapitel 4.2 beschriebenen Proteine haben auch eine Funktion
wihrend der Stabilisierung der Plasmamembran in der Keimbahn. In cher’-Mutanten

konnte eine Degenerierung der Plasmamembran im Stadium 10 der Oogenese gezeigt
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werden, wodurch Nihrzellkerne in die Oozyte eingewandert sind (Li et al., 1999;
Robinson et al., 1997). Die Autoren spekulierten, dass Filamin nicht nur spezifisch die
Aktinfilamente der Ringkanéle, sondern auch die subkortikalen Aktinfilament in der
Plasmamembran verankert. Ist dieser Prozess gestort, kann die Stabilitit der
Plasmamembran nicht mehr gewéhrleistet werden. Die Membran konnte dem
mechanischen Stress, der beim nurse cell dumping auftritt, nicht entgegenwirken und
wiirde dadurch zerbrechen. rngo-Keimbahnklone erreichen nie das Stadium, in dem
das nurse cell dumping eintritt. Daher scheint die Stabilitidt der Plasmamembran schon
wihrend der frithen Entwicklung der Eikammer so stark beeintrdchtigt zu sein, dass
die Membranen dem Druck, der durch das Wachstum der Eikammer entsteht, nicht
standhalten konnen.

Ahnliche Phiinotypen wie in rngo-Keimbahnklonen konnten auch fiir GTPasen der
Rho Unterfamilie gezeigt werden. Mutationen in cdc42 und rhoL fiihren ebenfalls zu
fusionierten Néhrzellen mit ektopisch aggregiertem F-Aktin und Ringkanélen (Murphy
und Montell, 1996). Die Eikammern der rhol mutanten Fliegen zeigen jedoch
Apoptose, welche in rngo-Keimbahnklonen nicht nachgewiesen werden konnte.

Die durch die Degenerierung der Plasmamembran von einzelnen Keimbahnzellen
hervorgerufene Fusion von Nahrzellen konnte auch in Mutanten fiir armadillo (arm)
(Drosophila p-catenin) und spaghetti squash (sqh, regulatorische leichte Kette von
Nicht-Muskel Myosin) beobachtet werden. Allerdings wurde bei diesen Ergebnissen
kein Augenmerk auf die Etablierung der Ringkanidle gelegt. Also konnten hier die
Zellfusionen auch auf Defekte wihrend der frithen Zytokinese zuriickzufiihren sein.
Eine wildtypische Anzahl von Ringkanélen wiirde zeigen, dass die Zellteilungen im
Germarium korrekt abgelaufen sind. Die binukledren Zellen wéren dann das Resultat
einer degenerierten Plasmamembran in der Keimbahn. Dies scheint auch eher
wahrscheinlich zu sein, da Arm fiir die Zelladhdsion bendtigt wird. Um hier
Vergleiche von rngo-Keimbahnklonen mit arm-Mutanten anstellen zu konnen, sollte
vorher die Moglichkeit ausgeschlossen werden, dass die Phénotypen in arm-Mutanten
auf Fehler wihrend der vier mitotischen Teilungen im Germarium zuriickzufiihren
sind, bevor falsche Riickschliisse gezogen werden.

Mutationen in Genen der beiden Phosphotyrosin-Kinasen src64 und fec29 zeigten
nicht nur Defekte bei der Etablierung der Ringkanéle, sondern auch multinukledre
Keimbahnzellen (Djagaeva et al., 2005; O'Reilly et al., 2006). Der Unterschied zu

rngo-Keimbahnklonen ist jedoch, dass src64- und tec29-Keimbahnklone eine erhdhte
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Anzahl von Zellkernen besitzen. Es konnen Eikammern mit 30 Néhrzellen und zwei
Oozyten, sowie Eikammern mit 60 Nahrzellen und vier Oozyten beobachtet werden.
Diese Anzahl ist ein zwei- bzw. vierfaches von 16, was darauf schlieen ldsst, dass
hier entweder mehrere Eikammern miteinander fusioniert sind oder aber im
Germarium nicht nur vier sondern mehrere Zellteilungen mit unvollstindiger
Zytokinese vollzogen wurden. Im Gegensatz dazu konnen in rngo-Keimbahnklonen
immer 15 Néhrzellen und eine Oozyte beobachtet werden. Auch ist in src64- und
tec29-Keimbahnklonen die Lokalisierung von G-Aktin gestort. G-Aktin lokalisiert in
wildtypischen und rngo-Keimbahnklonen in einem Bereich, der den Oozytenkern
umgibt. In src64- und tec29-Keimbahnklonen hingegen akkumuliert weitestgehend
kein G-Aktin mehr am Karyosom (Djagaeva et al., 2005).

In Arp2/3-Keimbahnklonen ist das subkortikale F-Aktin destabilisiert und Ringkanéle
16sen sich von der Plasmamembran der Keimbahnzellen ab. Dies ist wahrscheinlich
der Grund, warum in diesen Mutanten binukleédre Zellen auftreten. Da dieser Phanotyp
erst spét in der Oogenese auftritt und die Ringkanidle zwar kleiner sind aber etabliert
werden, sind auch hier wie in rngo-Keimbahnklonen keine Defekte wéahrend der vier
mitotischen Teilungen im Germarium zu erwarten. Jedoch kdénnen in Arp2/3-
Keimbahnklonen, im Gegensatz zu rngo-Keimbahnklonen, noch Eikammern im
Stadium 10 und spéter beobachtet werden (Hudson und Cooley, 2002). Daher kann es
sein, dass Rngo mit dem Arp2/3-Komplex interagiert, aber auch noch weitere Proteine
oder Proteinkomplexe reguliert.

Zwei Proteine (Chickadee, Chic und Cappuccino, Capu), die fiir die Nukleation von
Aktinfilamenten notwendig sind, zeigen ebenfalls multinukleére Zellen wéhrend der
Oogenese (Manseau et al., 1996; Verheyen und Cooley, 1994). Es wird jedoch
angenommen, dass die multinukléren Zellen in chic- (Drosophila Profilin) und capu-
Keimbahnklonen das Resultat von Defekten wihrend der Zytokinese der vier
mitotischen Teilungen im Germarium sind, denn es konnte eine gro3e Variation von
Néhrzellen und Nihrzellkernen beobachtet werden. In manchen Eikammern waren nur
zwel, in anderen bis zu 30 Nihrzellen zu verzeichnen, die alle mehrere Nahrzellkerne
besitzen. Also scheinen hier entweder zu viele oder zu wenig Zellteilungen wihrend
der Ausbildung der 16-Zellzyste durchgefiihrt worden zu sein (Manseau et al., 1996;
Verheyen und Cooley, 1994). Es wurde bereits beschrieben, dass die Lokalisierung
von Chic am Leitsaum von invaginierenden Membranen wichtig fiir die

Zellularisierung von Embryonen ist. Da die Zellularisierung und die Formation der
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arretierten Teilungsfurchen einem &hnlichen Mechanismus unterliegen, konnte die
Funktion von Chic auch einen Einfluss auf die Etablierung der Teilungsfurchen haben
(Warn und Robert-Nicoud, 1990). Zusétzlich zu den identischen Phidnotypen in chic-
und capu-Keimbahnklonen konnte in einem Hefe zwei-Hybrid-Screen eine direkte
Interaktion von Chic und Capu beschrieben werden. Dies ldsst den Riickschluss zu,
dass beide Proteine zusammen an dem eben erwihnten Prozess beteiligt sind (Manseau
et al., 1996). Da die Formation der 16-Zellzyste in rngo-Keimbahnklonen jedoch
korrekt verlduft, kann ein Einfluss von Rngo auf Chic oder Capu im Hinblick auf das
Auftreten von binuklearen Zellen ausgeschlossen werden.

Die Depolymerisierung und damit die Dynamik von Aktinfilamenten wird in
Drosophila durch das ADF (actin depolymerizing factor)/Cofilin Homolog Twinstar
(Tsr) reguliert. Mutationen in fsr zeigen eine Verzdgerung der Migration von
Grenzzellen (border cells) vom anterioren Teil der Eikammer zum anterioren Bereich
der Oozyte. Wahrend der Untersuchung der Zellmigration konnten in tsr-Mutanten
Néhrzellkerne beobachtet werden, die in die Oozyte eingewandert sind. Die Autoren
haben jedoch nicht spekuliert oder weiter verfolgt, welchen Einfluss Tsr auf diesen
Prozess haben konnte (Chen et al., 2001). Es ist auch nicht bekannt, ob der Verlust von
Tsr die Regulierung von subkortikalen oder zytoplasmatischen Aktinfilamenten
beeinflusst. Da die Defekte erst im Stadium 10 der Oogenese beschrieben wurden, ist
es wahrscheinlich, dass die Ndhrzellkerne wiahrend des nurse cell dumpings in Folge
von destabilisierten zytoplasmatischen Aktinfilamenten nicht mehr von einem
Aktinnetzwerks festgehalten werden und so in die Oozyte einwandern konnen. Im
Gegensatz dazu degeneriert die Plasmamembran der Keimbahnzellen in rngo-
Keimbahnklonen aber schon in fritheren Stadien der Oogenese.

Auch die Eliminierung des RNA-bindenden Proteins Lark fiihrt zu fehlerhaftem nurse
cell dumping und somit zum Einwandern von Nihrzellkernen in die Oozyte. lark-
Keimbahnklone zeigen die Invasion von Néhrzellkernen, im Gegensatz zu rngo-
Keimbahnklonen, aber erst in spiteren Stadien der Oogenese. Es wird vermutet, dass
auch bei /ark-Keimbahnklonen das zytoplasmatische Netzwerk aus Aktinfilamenten
nicht mehr in der Lage ist, die Nahrzellkerne wihrend des schnellen Transports von
Proteinen in die Oozyte zuriickzuhalten. Die Ringkanile in /ark mutanten Ovarien
scheinen korrekt etabliert zu werden, da bis auf Hts-RC alle getesteten
Ringkanalproteine an diesen lokalisieren. Hts-RC kann zwar ebenfalls an den

Ringkandlen detektiert werden, jedoch ist Hts-RC zu einem groflen Teil im
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Zytoplasma der Nihrzellen verteilt. Deshalb scheint der Effekt spezifisch fiir Hts-RC
und nicht fiir eines der anderen Ringkanal-assoziierten Proteine zu sein (McNeil et al.,
2004). rngo-Keimbahnklone hingegen zeigen eine Fehlverteilung von allen
untersuchten Ringkanal-assoziierten Proteinen.

Der Phénotyp von binukledren Zellen in der Keimbahn ist aber nicht nur auf
Mutationen in Genen zuriickzufithren, deren Expression in der Keimbahn inhibiert
wird. Das Drosophila Gen cut kodiert fiir ein Homeodoménen Protein, welches in
einem Signalweg von den Follikel- zu den Keimbahnzellen beteiligt ist. Cut wird nur
in den somatischen Follikelzellen bendtigt, denn cut-Keimbahnklone haben keine
Auswirkung auf die Entwicklung der Fliege. Follikelzellklone von cut fiihren durch die
Destabilisierung des Aktinzytoskeletts zur Degenerierung der Plasmamembran von
Keimbahnzellen, welche die Nédhrzellen voneinander trennt (Jackson und Berg, 1999).
In einem Screen konnten genetische Interaktionen von cuf mit schon bekannten Genen
beschrieben werden, die zu einer Degenerierung der Plasmamembran und damit zu
binukledren Nahrzellkernen fiihren. Als ein Beispiel soll hier das Gen ovarian tumor
(otu) aufgefiihrt werden. Mutationen in ofu verursachen eine grofe Bandbreite von
Phénotypen in der Keimbahn, wie z.B. tumorhafte Eikammern und Defekte wéihrend
des nurse cell dumpings (King et al., 1986; King und Storto, 1988). Es wird vermutet,
dass diese Phinotypen aus einer Fehlregulierung des Aktinzytoskeletts resultieren
(Rodesch et al., 1997). In dem oben erwdhnten Screen wurden Fliegen erzeugt, die
doppelt heterozygot fiir cut und ofu sind. Die Ovarien dieser Fliegen wiesen binukledre
Zellen in der Keimbahn auf, zeigten aber keinen der anderen ofu-Phinotypen. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass Cut und Otu wihrend der Oogenese kooperieren und
die Stabilitdt der Keimbahn-Plasmamembran beeinflussen (Jackson und Berg, 1999).
Im Gegensatz dazu konnten vorldufige Daten von rngo-Follikelzellklonen keinen
Einfluss von Rngo auf einen Signalweg von den Follikel- zu den Keimbahnzellen
zeigen. Eikammern, deren gesamtes Follikelepithel mutant fiir 7ngo ist, scheinen sich
wie der Wildtyp zu entwickeln. Die Daten wurden aber nicht im Ergebnisteil erwidhnt,
da groBflachige Follikelzellklone nur mit Hilfe des ovo”’-Allels und nicht mit GFP-
markierten FRT-Chromosomen induziert werden konnten. Da das ovo”’-Allel aber
einen Einfluss auf die Entwicklung der Eikammern hat und hierfiir keine addquaten
Kontrollen verfiigbar sind, miissen die Versuche mit GFP-Follikelzellklonen

durchgefiihrt werden, um klare Aussagen treffen zu konnen.
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Durch die gezeigten Ergebnisse wird deutlich, dass Rngo eine Funktion in der
Stabilisierung der Plasmamembran in der Keimbahn hat. Fast alle der in der Literatur
erwdhnten Phédnotypen zeigen jedoch eine Fusion von zwei Nahrzellen, falls die
Degenerierung der Plasmamembran vor dem nurse cell dumping auftritt. Dagegen
kann in rngo-Keimbahnklonen sehr hiufig beobachtet werden, dass die
Destabilisierung der Plasmamembran zuerst bei der Membran auftritt, welche die
Oozyte von den daneben liegenden Nahrzellen trennt. Im weiteren Verlauf degeneriert
die Plasmamembran der Keimbahnzellen dann von posterior nach anterior. Da diese
Phénotypen in rngo-Keimbahnklonen schon frith wihrend der Oogenese auftreten und
keine Stadium 10 Eikammner beobachtet werden konnten, beschrinkt sich der Defekt
auf die Destabilisierung des subkortikalen F-Aktins, da zytoplasmatische

Aktinfilamente erst ab dem Stadium 10 etabliert werden.

4.4 rngo-Keimbahnklone zeigen eine atypische Morphologie der Nihrzellkerne

und des Oozytenkerns

Nach vier mitotischen Teilungen mit unvollendeter Zytokinese besteht eine Eikammer
von Drosophila aus einer 16-Zellzyste, die eine Oozyte und 15 Nihrzellen beinhaltet.
Der Zellkern der Oozyte ist wiahrend der gesamten Oogenese transkriptionell inaktiv.
Um das Wachstum der Oozyte zu unterstiitzen, werden die Néhrzellkerne polyploid
und produzieren Proteine und RNAs, die durch die Ringkandle in die Oozyte
transportiert werden. Die polyploiden Néhrzellkerne entstehen durch Endoreplikation,
bei der die DNA ohne anschlieBende Mitose repliziert wird. Das Einleiten der Mitose
wird durch den Abbau von Cyclin A und B durch den APC (anaphase promoting
complex) unterdriickt (Kashevsky et al., 2002; Reed und Orr-Weaver, 1997; Royzman
und Orr-Weaver, 1998). Das Durchlaufen des Endozyklus und die damit verbundene
Einleitung von der G;- zur S-Phase wird durch Cyclin E (CycE) kontrolliert. CycE
bindet an Cdk2 (cyclin dependent kinase 2) und aktiviert dadurch diese Kinase, welche
im Anschluss die S-Phase einleitet (Lilly und Spradling, 1996). Eine negative
Regulierung dieses aktiven Komplexes wird durch den CKI (cyclin dependent kinase
inhibitor) Dacapo (Dap) vermittelt (de Nooij et al., 2000). In rngo-Keimbahnklonen
konnten Nihrzellkerne mit einer atypischen Morphologie beobachtet werden. Diese

Kerne waren grofler als im Wildtyp, was im ersten Moment auf eine erhdhte
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Endoreplikation schlieBen ldsst. Doch die Expression von CycE zeigt in diesen
Mutanten keinen Unterschied zu Kontrollkeimbahnklonen. Falls eine erhohte Anzahl
an Endoreplikationen durchgefiihrt werden wiirde, wére es zu erwarten, dass auch die
Anzahl der Néhrzellkerne, die CycE exprimieren, gesteigert wire. Es konnten in einem
potentiellen Mosaikkeimbahnklon aber auch kleinere, fragmentierte Néhrzellkerne im
Vergleich zu den benachbarten wildtypischen Kernen beobachtet werden. Diese
untypische Morphologie wurde auch in Mutanten fiir dap, dem CycE/Cdk2 Inhibitor
beschrieben. Es wurde gezeigt, dass durch das Fehlen dieses Inhibitors die S-Phase der
Endozyklen verldngert und so mehr Heterochromatin repliziert wird. Dieses fiihrt zu
einer stiarkeren Kondensation der Zellkerne, da Heterochromatin dichter gepackt ist als
Euchromatin (Hong et al., 2003; Hong et al., 2007). Jedoch muss man mit der
Interpretation des potentiellen Mosaikkeimbahnklons vorsichtig sein, da hier auch eine
Fusion von zwei Eikammern stattgefunden haben konnte und die kleineren Kerne sich
dann auf eine jlingere Eikammer zuriickfiihren lassen. Auflerdem konnte im Verlauf
dieser Arbeit nur ein Mosaikklon beobachtet und so keine Vergleiche zu anderen
Mosaikeikammern hergestellt werden. Interessanterweise wurden im Hinblick auf die
Regulierung des Aktinzytoskeletts durch Rngo auch Aktin-assoziierte Proteine
beschrieben, die eine Rolle wihrend der Zellzykluskontrolle spielen. Zum Beispiel
fiihren Mutationen in tsr (Drosophila Cofilin) und diaphanous (dia), einem Formin-
dhnlichen Protein, zu polyploiden Neuroblasten in larvalen Gehirnen (Castrillon und
Wasserman, 1994; Gunsalus et al., 1995). Auch konnte eine Rolle von Cofilin wahrend
der Zellzykluskontrolle in humanen Lungenkrebszelllinien beschrieben werden. Wird
Cofilin in diesen Zellen iiberexprimiert, induziert dies die Expression von p27”, dem
Sauger-Homolog von dap. Dies resultiert in einer Arretierung des Zellzyklus in der
Gi-Phase (Tsai et al., 2009). Auch die Phosphotyrosin-Kinase Tec29 reguliert die
Endoreplikation in Drosophila. In wildtypischen embryonalen Speicheldriisen
beginnen Zellen am distalen Ende mit der Endoreplikation und dies setzt sich dann in
einer Wellenbewegung bis zum proximalen Ende der Driise fort. In tec29-Mutanten ist
diese synchronisierte Progression der Endoreplikation gestort und l4uft unkoordiniert
ab (Chandrasekaran und Beckendorf, 2005).

Im Gegensatz zu den polyploiden Nihrzellkernen ist der Oozytenkern transkriptionell
inaktiv. Im Stadium 3 der Oogenese kondensiert er zu einem kompakten spharischen
Karyosom. In rngo-Keimbahnklonen kdnnen Oozytenkerne beobachtet werden, die

nicht mehr diese kondensierte Form aufweisen. Die Kerne sind ldnglich und nicht
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mehr kompakt. Ahnliche Phinotypen konnten auch in Mutanten fiir Aktin-assoziierte
Proteine wie Tec29, Src64, Kel, Spire (Spir) und Chic gezeigt werden (Djagaeva et al.,
2005). Die Autoren spekulieren, dass die Regulierung von Aktin einen Einfluss auf die
Kondensation von Chromatin haben konnte. In wildtypischen Ovarien lokalisiert G-
Aktin am Karyosom. Doch in den oben genannten Mutanten ist diese G-Aktin-
Akkumulation nahezu verschwunden bzw. reduziert. Das bedeutet, dass die
Umsetzung von G-Aktin zu F-Aktin und umgekehrt eine entscheidende Rolle fiir die
Verdichtung des Chromatins spielen konnte.

Auch die Funktion des Rngo-Homologs Ddil (DNA damage inducible 1) konnte einen
Aufschluss tiber die atypische Morphologie des Oozytenkerns, in rngo-
Keimbahnklonen geben. Ddil arretiert den Zellzyklus beim Ubergang von der
Metaphase zur Anaphase als Reaktion auf einen DNA-Doppelstrangbruch (Clarke et
al., 2001; Diaz-Martinez et al., 2006; Zhu und Xiao, 1998). In Drosophila wurden drei
Proteine (Okra, spindle-B und spindle-D) beschrieben, die ebenfalls in die DNA-
Reparatur nach einem Doppelstrangbruch involviert sind. Mutationen in okra, spindle-
B und spindle-D fiihren wie in rngo-Keimbahnklonen zu einer atypischen Morphologie
des Karyosoms (Abdu et al., 2003; Ghabrial et al., 1998). Also konnte Rngo in zwei
Funktionen die Kondensation des Oozytenkerns regulieren. Erstens als F-Aktin
modulierendes Protein und zweitens als Faktor, der wihrend der DNA-Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen bendtigt wird. Fiir eine Funktion von Rngo wéhrend der
DNA-Reparatur konnten bis jetzt noch keine Hinweise gesammelt werden. Die
Lokalisierung von Rngo an den Zellkernen der Keimbahnzellen ldsst jedoch darauf

schlieen, dass Rngo an einem dieser Prozesse beteiligt sein kdnnte.

111



Diskussion

4.5 Rngo konnte als extraproteasomaler Polyubiquitinrezeptor die Regulierung

und Degradierung von Zielproteinen durch das Proteasom beeinflussen

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist fiir die kontrollierte intrazelluldre
Degradierung von Proteinen zustindig. Fiir die verschiedenen Prozesse innerhalb des
UPS werden eine Vielzahl von Proteinen benétigt. Manche sind fiir die
Ubiquitinierung von Substraten verantwortlich, andere erkennen diese markierten
Proteine und transportieren sie zum Proteasom. Die Proteine, die eine N-terminale
UBQ- und eine C-terminale UBA-Doméne besitzen, gehoren zu der Familie der
extraproteasomalen Polyubiquitinrezeptoren und vermitteln die Interaktion von
ubiquitinierten Proteinen mit dem Proteasom. Die am besten untersuchten UBQ-UBA-
Proteine aus der Hefe sind Rad23, Dsk2 und das Hefehomolog von Rngo, Ddil/Vsml.
Fiir alle drei Proteine konnte gezeigt werden, dass sie an verschiedene Untereinheiten
des Proteasoms binden. Gemeinsam haben alle die Interaktion mit der regulatorischen
Untereinheit des Proteasoms Rpn10/p54 (Hefe/Drosophila). Rpnl10 ist ebenfalls in der
Lage polyubiquitinierte Proteine zu erkennen und rekrutiert diese fiir die Degradierung
in der katalytischen 20S Untereinheit zum Proteasom. Da auch Ddil/Vsm1, Rad23 und
Dsk2 aneinander binden und bereits beschrieben wurde, dass sie zusammen die
Regulierung von Zielproteinen steuern, wird davon ausgegangen, dass die UBQ-UBA-
Proteine gemeinsam mit Rpnl0 eine kooperative Rolle in der Ubiquitin-abhidngigen
Proteolyse spielen (Kang et al., 2006; Saeki et al., 2002). In dieser Arbeit wurde in
vitro eine Interaktion von Rngo mit Ubiquitin und p54 nachgewiesen. Zusétzlich
wurde gezeigt, dass nur die UBA-Domaine flir die Bindung an Ubiquitin benotigt wird.
Diese Daten lassen den Schluss zu, dass Rngo wie Ddil/Vsml fiir den Transport von
ubiquitinierten Proteinen zum Proteasom und fiir die damit verbundene Degradierung
dieser Proteine zustdndig ist. Die gezeigte Interaktion wird durch die Kolokalisierung
von Rngo mit dem Proteasom und Ubiquitin in wildtypischen Ovarien unterstiitzt.
Jedoch konnte in dieser Arbeit nicht herausgefunden werden, welche Proteine als
Substrat fiir Rngo dienen konnten. Die Diversitdit von Phénotypen in rngo-
Keimbahnklonen weist darauf hin, dass viele verschiedene Proteine als Substrat von
Rngo in Frage kommen.

Als einziges Protein der UBQ-UBA-Familie besitzt Rngo eine RVP-Doméne, die von
der UBQ- und UBA-Domine flankiert wird (Krylov und Koonin, 2001). Fiir Rngo und

Ddil/Vsm1 wird angenommen, dass diese retrovirale Aspartatprotease-Doméne eine
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Rolle wihrend der Degradierung von Zielproteinen spielt (Sirkis et al., 2006). Bislang
konnte jedoch keine proteolytische Aktivitit der RVP-Doméne beschrieben werden.
Im Verlauf dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Rngo, vermittelt durch die RVP-Doméne,
Homodimere bildet. Im Gegensatz zu nicht-retroviralen Aspartatproteasen wird das
katalytische Zentrum des Proteins aus zwei Aspartaten gebildet, wobei jedes von
einem Rngo-Monomer gestellt wird. Das potentielle katalytische Aspartat257 wird fiir
die Dimerisierung des Proteins jedoch nicht bendtigt. Biochemisch konnte keine
proteolytische Aktivitit von Rngo beschrieben werden. Die Uberexpression von
Deletionskonstrukten der RVP-Domine und von GFP-Fusionsproteinen, die einen
Aminosdureaustausch des Aspartats 257 zu einem Alanin besitzen, lassen jedoch auf
eine proteolytische Aktivitit der RVP-Domédne von Rngo schlieBen. Die
Uberexpression dieser beiden Transgene fiihrt im Gegensatz zu FLRngo-GFP, AUBA-
GFP und AUBQ-GFP zu einer Degenerierung der Plasmamembran der
Keimbahnzellen, ganz dhnlich den Phinotypen in rngo-Keimbahnklonen. Dies ldsst
sich durch einen dominant-negativen Effekt der beiden Fusionsproteine erkldren,
indem die Funktion des wildtypischen Proteins inhibiert wird. D257A-GFP koénnte an
das wildtypische Rngo-Protein binden, jedoch durch den Aminosdureaustausch kein
katalytisches Zentrum mit dem zweiten Aspartat aufbauen. Hierdurch wiirden
Zielproteine, deren Funktion z.B. darin besteht F-Aktin zu destabilisieren, nicht mehr
gespalten werden. Dies wiirde zu einer Degenerierung der Plasmamembran fiihren. In
der Literatur wird dariiber spekuliert, dass Rngo bzw. Ddil/Vsm1 durch ihre RVP-
Domine als Deubiquitinierungs-Enzyme (DUB) fungieren konnten (Krylov und
Koonin, 2001). Die Hypothese besagt, dass Rngo/Ddil/Vsml Ubiquitin von
polyubiquitinierten Proteinen abspaltet und so die Degradierung dieser Proteine durch
das Proteasom verhindert. Wiére dieser Mechanismus durch den dominant-negativen
Effekt von D257A-GFP gestort, wiirden die polyubiquitinierten Proteine stirker als
iiblich durch das Proteasom degradiert. Falls diese Zielproteine in der Stabilisierung
und Aufrechterhaltung des Aktinzytoskeletts beteiligt sind, konnten die beobachteten
Phénotypen auch als sekundédre Konsequenz aus der Stérung der Regulierung des UPS

resultieren.
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4.6 Die Identifizierung von potentiellen Interaktionspartnern von Rngo

Durch eine Immunprézipitation mit anschlieBender Auswertung der Prézipitate mittels
Massenspektrometrie konnten potentielle Interaktionspartner von Rngo identifiziert
werden. Unter ihnen waren Aktin-assoziierte Proteine wie Tsr, Tropomyosin (Tm),
Zipper (Zip) und Aktin selbst. Da ein Einfluss von Rngo auf das Aktinzytoskelett
nachgewiesen werden konnte und Rngo wahrscheinlich an der Degradierung von
Zielproteinen durch das Proteasom beteiligt ist, wurde untersucht, ob sich der
Proteingehalt der erwédhnten Proteine in zygotischen rngo-Mutanten von Kontrolltieren
unterscheidet. In diesem Versuch (Kapitel 3.8) konnte jedoch keine Verdnderung in
den Proteinmengen der untersuchten Proteine festgestellt werden. Es stellt sich nun die
Frage, ob Rngo fiir die Degradierung oder fiir eine mogliche Modifizierung dieser
Proteine bendtigt wird. Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet
werden. Eine weitere Erkldrung der Ergebnisse aus Kapitel 3.8 wire, dass die
ermittelten Proteine unspezifisch an die Agarose-Beads des GFP®-Trap Kits gebunden
haben und so durch die massenspektrometrische Analyse identifiziert wurden. In der
Literatur wurde bereits beschrieben, dass bestimmte Proteinklassen unspezifisch an
Agarose-Beads binden (Trinkle-Mulcahy et al., 2008). Die am hiufigsten auftretenden
Proteinklassen sind zytoskelettale Proteine wie Aktin, Cofilin (Tsr), Myosin und Tm
sowie Hitzeschock- und ribosomale Proteine. Auch die beiden zuletzt genannten
Proteinklassen  konnten durch die massenspektrometrische  Analyse als
Interaktionspartner von Rngo ausgemacht werden. In Koimmunprézipitationen von
Rngo und Tsr in S2-Zellen konnte in ca. 50% aller Versuche die Bildung eines
Komplexes der beiden Proteine detektiert werden. Trinkle-Mulcahy und Kollegen
konnten ebenfalls zeigen, dass Cofilin in 66,7% aller Versuche mit
Gesamtzellproteinextrakten unspezifisch an Agarose-Beads bindet. Daher kann die
gezeigte Interaktion von Rngo und Tsr auch darauf zuriickzufiihren sein, dass Tsr,
zusammen mit Rngo, unspezifisch an die Agarose-Beads gebunden hat und dann im
Western Blot als Interaktionspartner detektiert werden konnte. Diese Ergebnisse lassen

an einer spezifischen Identifizierung der Interaktionspartner zweifeln.
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4.7 Die potentielle Interaktion von Rngo und Bazooka

In einem Hefe zwei-Hybrid-Screen mit den drei PDZ-Doménen von Bazooka (Baz)
wurde Rngo als potentieller Interaktionspartner von Baz identifiziert. Aufgrund der
Funktion des Hefehomologs (Ddil/Vsml) von Rngo wihrend der Exozytose wurde
angenommen, dass Rngo den vesikuldren Transport von Baz zur apikalen
Plasmamembran in Epithelien und Neuroblasten vermitteln konnte. Jedoch konnte im
Rahmen dieser Arbeit weder die Interaktion mit Baz noch ein Effekt von rngo-
Keimbahnklonen auf die Polaritdt von Epithelien oder eine Rolle von Rngo wihrend
des vesikuldren Transportes bestétigt werden. Daher wire es moglich, dass Rngo in
diesem Screen als falsch positiver Interaktionspartner identifiziert wurde.
Interessanterweise konnte aber in Bezug auf die Ringkanal-Phinotypen in rngo-
Keimbahnklonen eine Lokalisierung von Baz, der atypischen Proteinkinase C (aPKC),
DE-Cadherin (DE-Cad) und Armadillo (Arm) an ringartigen Strukturen im Germarium
gezeigt werden. Diese Strukturen spiegeln aber nicht die Ringkandle wider, da
Kofirbungen von Baz und Phalloidin ergeben haben, dass diese ,,Baz-Ringe* im
Vergleich zu den Ringkanélen einen doppelt so groen Durchmesser aufweisen (Cox
et al.,, 2001). Keimbahnklon-Analysen von baz und apkc Null-Mutanten haben
ergeben, dass diese beiden Proteine nicht fiir die Etablierung der ,,Baz-Ringe* benétigt
werden, da DE-Cad und Arm dort immer noch korrekt lokalisieren. Im Gegensatz dazu
zeigen De-cad-Keimbahnklone eine gestorte Anordnung dieser ringdhnlichen
Strukturen und der Keimbahnzellen (Gonzalez-Reyes und St Johnston, 1998). Baz und
aPKC sind jedoch, anders als DE-Cad und Arm, fiir die Spezifizierung der Oozyte
zustindig. Also gehen die Autoren davon aus, dass die Komponenten der ,,Baz-Ringe*
essentiell fiir verschiedene zellulire Funktionen wie z.B. Zelladhdsion und die
Polarisierung der Zyste sind. Es wire also auch mdglich, dass durch Mutationen in
rngo die Zelladhdsion der Keimbahnzellen gestort ist, denn arm- sowie rngo-
Keimbahnklone weisen binukledre Keimbahnzellen auf. Eine Interaktion von Rngo mit
Baz in der Keimbahn ist unwahrscheinlich, da die Determinierung der Oozyte in rngo-
Keimbahnklonen korrekt verlduft und Mutationen in baz zu einem Verlust der Oozyte
und in Folge dessen zu einer 16-Zellzyste mit 16 Néhrzellen fiihren.

Proteine kdnnen aber in verschiedenen Geweben unterschiedliche Funktionen ausiiben.
Wihrend eine Interaktion von Rngo mit Baz wihrend der Oogenese unwahrscheinlich

erscheint, bedeutet das nicht, dass die beiden Proteine nicht in spédteren
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Entwicklungsstadien kooperative Aufgaben erfiillen. Es wire also interessant zu
untersuchen, ob der Verlust von Rngo einen Effekt auf die Etablierung des zentralen
oder periphidren Nervensystems hat. Es wurde bereits fiir Aktin-assoziiert Proteine, wie
Kel und Tsr eine Rolle in der Neurogenese beschrieben. Kel reguliert die Verzweigung
von Dendriten und Tsr wird fiir das Wachstum von Axonen und die Proliferation von
Neuroblasten benétigt (Djagaeva und Doronkin, 2009; Ng und Luo, 2004). In MDCK-
Zellen konnte ein Bezug von Par-3 (Sdugerhomolog von Baz) zu Cofilin
(Sdugerhomolog von Tsr) hergestellt werden. Par-3 inhibiert die Funktion der Lim
Kinase 3, welche im Gegenzug Cofilin reguliert (Chen und Macara, 2006). Versuche
zu dieser Fragestellung konnten aber in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden, da
rngo-Keimbahnklone die Oogenese nicht vollenden und die maternale Komponente

von Rngo mogliche Phénotypen von zygotischen Mutanten iiberdeckt.
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S Zusammenfassung

Die Oogenese von Drosophila ist ein attraktives Modellsystem, um die Anordnung des
Aktinzytoskeletts zu untersuchen. Zu Beginn der Oogenese wird eine 16-Zellzyste
etabliert, in der alle Zellen durch Aktin-reiche zytoplasmatische Briicken, die
sogenannten Ringkanéle, miteinander verbunden sind. Durch Immunfluoreszenz-
Mikroskopie konnten Proteine identifiziert werden, die zusammen mit F-Aktin am
inneren Ring der Ringkanile lokalisieren sowie Proteine, die ndher an der
Plasmamembran, dem dufBleren Ring, positioniert sind. Zusammen regulieren diese
Proteine die Stabilitit und das Wachstum der Ringkanile. Des Weiteren wurden
subkortikale Aktinfilamente an der Plasmamembran der Keimbahnzellen beschrieben,
sowie zytoplasmatische Aktinfilamente die ab Stadium 10 der Oogenese gebildet
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ecin bisher nicht charakterisiertes Gen untersucht,
dessen Protein einen Einfluss auf die Regulierung des Aktinzytoskeletts wihrend der
Oogenese von Drosophila hat. Keimbahnklone diese Gens zeigen einen Verlust von
Ringkanélen in der Keimbahn, weshalb dem Gen der Name rings lost (rngo) verlichen
wurde. Die zygotische Nullmutante von rngo ist pupal letal, was bedeutet, dass rngo
essentiell fiir das Uberleben der Fliege ist. Diese Letalitit kann durch Transgene, die
fiir GFP-Rngo-Fusionsproteine kodieren, ganzlich gerettet werden. Neben dem Verlust
von Ringkanélen zeigen rngo-Keimbahnklone Defekte in der GroBenkontrolle der
Ringkanile und eine Fehlverteilung von Ringkanal-assoziierten Proteinen. Des
Weiteren ist eine Degenerierung der Plasmamembran von Keimbahnzellen und damit
einhergehend das Einwandern von Néhrzellkernen in die Oozyte sowie eine atypische
Morphologie der Nihrzellkerne und des Oozytenkerns zu beobachten. In rngo-
mutanten Eikammern arretiert die Oogenese vor dem Stadium 9-10 jedoch ohne die
Ausbildung von apoptotischen Merkmalen. Rngo weist durch seine Ubiquitin-dhnliche
(UBQ)- und Ubiquitin-assoziierte (UBA)-Doméne die typische Struktur eines
extraproteasomalen Polyubiquitinrezeptors auf. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Rngo genau wie andere extraproteasomale Polyubiquitinrezeptoren an
das Proteasom sowie, vermittelt durch seine UBA-Domine, an Ubiquitin bindet.
AuBerdem konnte durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie gezeigt werden, dass Rngo

mit Ubiquitin und dem Proteasom in Ovarien kolokalisiert. Diese Ergebnisse legen die
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Vermutung nahe, dass Rngo an der proteasomalen Degradierung von Proteinen
beteiligt ist, die fiir die Aufrechterhaltung des Aktinzytoskeletts notwendig sind. Unter
den extraproteasomalen Polyubiquitinrezeptoren nimmt Rngo eine Sonderrolle ein, da
die UBQ- und UBA-Domine eine retrovirale Aspartatprotease-Doméne (RVP)
flankieren. Durch die Homodimerisierung von Proteinen, die eine solche RVP-
Doméne aufweisen, wird das katalytische Zentrum von zwei Aspartaten gebildet.
Bisher wurde jedoch fiir die humanen Homologe (HDdil/HDdi2) und das Homolog in
der Hefe (Ddil/Vsml) keine proteolytische Aktivitit dieser RVP-Doméne
beschrieben. Wie schon fiir Ddil/Vsm1 gezeigt, bildet auch Rngo, vermittelt durch die
RVP-Domine, Dimere. Das potentielle katalytische Aspartat257 wird hierfiir nicht
benétigt. In der vorliegenden Arbeit lassen jedoch Uberexpressionsversuche von GFP-
Fusionsproteinen, in denen das katalytische Aspartat257 gegen ein Alanin
ausgetauscht wurde, auf eine solche proteolytische Funktion der RVP-Doméne von
Rngo schlieBen. Es ist zu vermuten, dass dominant-negative Effekte einer
Uberexpression  dieses ~ GFP-D257A-Fusionsproteins,  dhnlich  der  rngo-
Keimbahnklone, zu einer Degenerierung der Plasmamembran in den Keimbahnzellen
fithren.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein bisher nicht charakterisiertes Protein
beschrieben, welches fiir die Etablierung und Anordnung des Aktinzytoskeletts
verantwortlich ist. Weiterhin konnte Rngo als erstem Protein der Ddil-Familie eine

katalytische Aktivitdt der RVP-Doméne zugeordnet werden.
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7 Anhang
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Ethylendiamintetraacetat
Flipase
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Glutathion-S-Transferase
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Kilo-Dalton
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Luria Bertani Broth-Medium
Molaritét (mol/1)
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mRNA

n
N-terminal
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OD
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Rb
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SDS
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UAS
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