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Summary

During embryogenesis oDrosophila melamgaster, two types of myoblasts founder ells and fusion
competent myoblasts fuse to form the lar body wall musculature (Onel ad RenkawitzPohl, 2009).
Besides some proteins of the Immunoglobulin-Superfamily, also the calciunrdependent
transmembrane protein N-Cadherin catributes to adhesion betweenthe myoblasts.The later site of
contact needs to be nearly free of proteins, so during the establishment of this zoneJddherin, which
keeps membranes at a definite distance, is proposed to become internalizedenetic interaction
studies indicate thatendocytosisis regulated by the Arfl-guanine-nucletide-exchange factor (GEF)
Schizo (DottermuschHeidel et al., 2012)The aim of the present study waso analyze themechanism
by which N-Cadherin is endocytosed.

By reviewing the literature, we identified proteins, which might be involved in the endocytosis oN-
Cadherin. These proteins compristhe Dynamins, as well as Graf and the nerceptor tyrosinekinase
Fps85D.Together with Arfl, Grafl is involved in several endocytic fcesses in vertebrates (Doherty
and Lundmark, 2009). Cell culture studies show that mCher¥&raf celocalizes with SchizeeGFP and
Arfl-eGFP in vesicular structuresn DrosophilaS2 cells Furthermore, via liveimaging studies a ce
localization between mClerry-Graf and N-CadherinMinta-eGFPat the membranes of S2 cellsvere
observed. A yeast twohybrid assay revealed theinteraction between N-Cadheririntra and Graf, for
which the SH3domain of Graf is essntial. These results support the hypothesis that Gif is involved

in the Schizemediated endocytosis of NCadherin. Besides, Schizo as well as Graf interact with the
Scar/WAVE complex protein Abi in the yeastwo-hybrid system. Abimight link N-Cadherin to the
actin cytoskeleton.

The nonreceptor tyrosinekinase Fes/Fer/Fps is involved in the regulation of theadhesion strength
of N-Cadherinmediated adherence junctions in vertebrates (EI Sayegh et al., 2005). Fps85D
mCherry, the fusion protein of the Drosophilaorthologue, co-localizes bothwith N-CadherinMintra-
eGFPand with SchizoeGFP and ArfieGFP in vesicular structures in cell culture. Meover, a ce
localization of Fps85DmCherry and NCadherinwere detected in the embryo at the membranes of
myoblasts during fusionrelevant stages. Therefore, a funan of Fps85D during the process of
myoblast fusion seems to be possible. Furthermore, first interaction studies in the embryo indicate
that there might be a genetic interaction betweerN-cadherinand fps85Dand hypothesize that there

might be a similar regulation as described in vertebrates.
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1. Zusammenfassung

Wahrend der Embryonalentwicklung in Drosophila melanogasterfusionieren zwei Typen von
Myoblasten, Founderellen und fusionskompetente Myoblasten, und bilden dadurch die spéatere
Korperwandmuskulatur (Onel und RenkawitzPohl, 2009) Dabei tragt neben den Proteinender
Immunoglobulin-Superfamilie auch das Calciumabhéngige Transmembranprotein NCadherin zur
Adhéasion zwischen den Myoblastenbei. Fur eine Annaherung der Zellmembranen missen die
Kontaktstellen jedoch nahezu frei von Proteinen sein, weshalb-Radherin, welches die Membranen
auf Abstand zueinander halt, wahrscheinlich vor der Fusion internalisiert wird. Genetische
Interaktionsstudien weisen darauf hin, dass derArfl1-GunaninNukleotidaustauschfaktor (GEF)
Schizodiesen Prozesgeguliert (Dottermusch-Heidel et al., 2012)In der vorliegenden Arbeitsollte
analysiert werden, tber welchen Mechanismus {Cadherin endocytiert wird.

Durch Literaturanalysen wurden Proteine identifziert, welche an de Endocytose von NCadherin
beteiligt sein kbnnten. Dazu gehdrten neben den Dynaminen auch Graf sowie die ni€@zeptor
Tyrosinkinase Fps85D.In Vertebraten konnte gezeigt werden, dass Grafl zusammen mit Arfl an
verschiedenen Endocytoseprozessen beteiligst (Doherty und Lundmark, 2009).Im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrte Zellkulturstudien zeigen, dassmCherry-Graf in Drosophila S2 Zellen mit
SchizeeGFPund Arfl-eGFPin vesikularen Strukturen co-lokalisiert. Mittels Live-Imaging Studien
wurde zudem ehe Colokalisation zwischen mCherry-Graf und NCadherinMinra-eGFPan der
Zellmembran der S2 Zellenbeobachtet.Eine Interaktion auf Proteinebene zwischen NCadherinnta
und Graf, fir welche die SH®omane von Graf essentiell ist, wurde mithilfe des Hefe
2-Hybridsystems gezeigt. Die Ergebnissenterstiitzen die Vermutungeiner Beteiligung von Graf an
der Schizevermittelten Endocytose vonN-Cadherin.Weiterhin interagieren sowohl Schizo als auch
Grafim Hefe 2Hybridsystem mit dem Scar/WAVEKomplex-Protein Abi, wodurch eine Verbindung
zwischen NCadherin und dem Aktincytoskéett hergestellt werden kdnnte.

Die nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Fes/Fer/Fps ist in Vertebraten in die Regulation der
Adhéasionsstarke der NCadherinvermittelten Adherens Junctions invoViert (El-Sayegh et al., 2005).
In Zellkulturstudien co-lokalisiert das Fusionsproteindes Drosophila Orthologs, Fps85DmCherry,
sowohl mit N-CadherinMinra-.eGFP als auch mit SchizeGFP und ArfleGFP in vesikularen
Strukturen. Im Embryo konnte zudem eine CoLokalisation zwischen Fps85BmCherry und
N-Cadherin wéhrend der fusionsrelevanten Stadien an den Membranen der Myabten detektiert
werden, waseine Funktion von Fps85D bei der Myaoblastenfusiodenkbar macht Weiterhin deuten
erste Interaktionsstudienim Embryo auf eine genetische Interaktion zwischeh-cadherinund fps85D

hin und lassen die Vermutung auf eine &hnliche Regulation wie in Vertebraten zu.
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2. Einleitung

2.1 Zell-Zell Fusionen sind essentiell fiir entwicklungsrelevante Vorgange in Saugetieren und

Invertebraten

Ein bedeutender Prozess in der Biologie ist di€usion zweier Zellen welche sowohl wéahrend der
Entwicklung des Embryos als auch im adtén Organismus essentiell is{Onel und RenkawitzPohl,
2009; Rochlin et al., 2010; Aguilar et al2013). Zell-Zell Fusionenspielen zum Beispiel eine Rolle bei
der Bildung von Osteoklasten und Riesenzellen aus Makrophagéhlelming und Gordon, 2009;
Miyamoto, 2013) sowie beim Eintritt von umhdallten Viren in eine Wirtszelle (Podbilewicz, 2014;
Harrison, 2015). Auch de Embryogenese beginnt mit einer heterologen Fusion zwischen Spermium
und Eizelle, danach folgt die Fusion der Trophoblastenzellen zum Synzytiotrophoblasten beim
Aufbau der Plazenta(Knofler und Pollheimer, 2013; Gerbaud und Pidoux, 2015)In S&ugetieren
ermaoglichen sogenannte Satellitenzellen mittels Fusion mit einem Muskelstrang sowohl pasatales
Wachstum als auch Regeneration der Muskeln nach Verletzungen (Dumont et 2D15; Moresi et al.,
2015). Bei der Muskelentwicklung, der sogenanmn Myogenese, fusionieren beiDrosophila
melanogasterzwei verschiedene Zelltypen miteinander und bilén die spéatere Kérperwand oder
auch somatische Muskulatur(Onel und RenkawitzPohl, 2009; Rochlin et al., 2010; Aguilar et al.,
2013). Aufgrund der zahlreichen Moglichkeiten zur genetischen Veranderung sowie der kurzen
Generationszeitist D. melanogasteein guter Modellorganismus zur Erforschung der Muskelbildung
(Magbool und Jagla, 2007Tixier et al., 201Q Abmayr und Pavlath, 2012; Weitkunat und Schnoer,
2014).

2.2 Die larvale Korperwandmuskulatur von D. melanogaster zeichnet sich durch ihr

repetitives Muster aus

In D. melanogastewird die larvale Kérperwandmuskulatur mittels Fusion zweier unterschiedlicher
Typen von Myoblasten den Grinder- oder Founderzellen (Founder Cels, FGs) sowie den
fusionskompetenten Myoblasten {usion-competent myoblast, FCMs), gebildet (Paululat et al., 1999;
Onel und RenkawitzPohl et al., 2009; Rochlin et al., 2010). Es entsteht ein regelmaRigespetitives
Muskelmuster, welches sich aus30 Myotuben je Hemisegment zusammensetzt undgegmental
wiederholt wird (Abb. 2.1 A; Bate, 1990;RuizGomez et al., 2000Rochlin et al., 201). Anhand
verschiedener Faktoren wie deiGrofl3e, Formder Anheftung an dieEpidermis und der Innervierung
lassen sich die einzelnen Muskeln unterscheidefAbb. 2.1 B; Tixier et al., 201Q. Die jeweilige

Identitdt wird hierbei durch die FG bestimmt. Nach der Fusion Ubernehmen die FGMdas
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Zellschicksal der FG (Paululat et al., 1999 Chen und Olson2004; Abmayr und Pavlath, 2012 Die
FCs lassen sichn verschiedene Gruppen einteilen- es werden dorsale, dorsclaterale, laterale,
ventro-laterale und ventrale Zellenunterschieden, je nach Lage der spéateren Muskeln im Embryo
(Abb.2.1 C Tixier et al, 2010).

A

dorsal
(DA1, DA2, DO1, DO2)

dorso-lateral
(D03, DO4, DOS, DA3, DT)

lateral
(L1, LT1-4, LO1, SBM)

ventro-lateral
(VO1-3, VAL, VA2, VT1, VL1-4)

wild-

ventral
(VA3, VO4, VOS5, VOB)

Abb. 2.1: Aufbau der Kérperwandmuskulatur vo n D. melanogaster sowie schematischer Uberblick der
einzelnen Muskeln pro Hemisegment . Die larvale Muskulatur besteht aus einem regelmafigen
Muskelmuster (A), welches durch einen Antikérpernachweis desnuskelspezifischeny eTubulins sichtbar
gemacht werden kannDer gezeigte Embryo befindet sich in Stadium 18edem Muskel kann eine spezifische
Position innerhalb einesHemisegments zugeordnet werden (B)Des Weiteren erfolgt eine Einteilung in dorsale,
dorso-laterale, vertro-laterale und ventrale Muskeln (C). Abbildungen entnommen aus Schafer et al., 2007

sowie Tixier et al., 2010 und weiter modifizier)

2.3 Die Determination der Founderz ellen erfolgt mittels Notch -vermittelter lateraler

Inhibition

Die larvale Korperwandmuskulatur von D. melanogasterentwickelt sich aus dem somatischen
Mesoderm(Paululat et al., 1999) Die mesodermalen Zellen zeichnen sich schon wahrend der frilhen
Embryonalentwicklung durch die Expression der TranskriptionsfaktorenTwist und Snailaus. A
dem Mesodermentstehen neben der somatischen auch die viscerale Muskulatur sowie das Herz.
Zellen mit einer hohenTwist-Konzentration entwickeln sich zum somatischen MesodernfPaululat

et al., 1999) Innerhalb dieser Regionen entstehen Cluster, in denetusétzlich Lethal of Sute (| &)3
exprimiert wird. Aus dieser Zellpopulation gehen mittels Notchvermittelter lateraler Inhibition
sogenannte Progenitorzellen hervor, aus denen sicimi weiteren Verlauf die Founderzllen bilden
(Carmena et al., 1995; Paulat et al., 1999; Chen und Olson, 2004)ie Progenitorzelle exprimiert bei

diesem Prozes®ine groliere Menge des Liganden Delta und verhindert durch dessen Bindung an den
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Notch-Rezeptor der umliegenden Myoblasten deren Delta Expressioitikier et al., 201Q Perrimon
et al., 2012;Torii, 2012). Sowohl Notch als auch Delta sind Transmebranproteine (Portin, 2002).
Voraussetzung fur de Signalweiterleitung ist deshalbein Kontakt zweier Zellen Die Interaktion
zwischen Notch unddessen Liganden Deltdiihrt zu einer Spaltung des Rezeptorfn ein extra- und
ein intrazellulares Fragment Die intrazellulare Doméane vonNotch kann dadurch im Nukleus als
Transkriptionsfaktor und Co-Aktivator weiterer Transkriptionsfaktor en wirken (Fiuza und Arias,
2007; Portin, 2002). In FCM wird durch Notch der zur GliSuperfamilie gehorende
Transkription sfaktor Lameduck (Lmd) exprimiert, welcher fur die Spezifikation der FCIS|
verantwortlich ist (Duan et al.,, 2001;Rochlin et al.,, 2010; Tixier et al., 2010)Weiterhin
charakterisiert werden FCs und FCMs durch die Zelltyppezifische Expression von
Adhéasionsmolekilen auf deiZelloberflache Kim et al., 2015b).

Neben de& lateralen Inhibition mittels Notch-Delta Signalweg spielen auch Wingless (Wg),
Decapentaplegie (Dpp), sowie Fibrodast Growth Factor Receptor (FGFR) und Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFRyermittelte Signalwege eine Rolle bei der Regulation der Spezifikan der
FCs und FCMsSo fuhrt zum Beispiel ein&onstitutive Aktivierung des EGFRoder FGFRSignalweges

zu ener erhéhten Anzahl von FCs (Estrada et al., 2006).

2.4 Zellerkennung und -adhéasion werden durch Proteine der Immunoglobulin  -Superfamilie

vermittelt

Grundvoraussetzung fur die spatere Fusion der beiden Myoblastentypen ist die erfolgreiche
Zellerkennung. Auf diese folgt die Migration der Zellen aufeinader zu und die abschlieBende
Zelladhasion. Diese Prozesse werden dch Proteine der ImmunoglobulinSuperfamilie (IgSF)
vermittelt, welche auf der Oberflache der Myoblasten exprimiert sind (Onel und Renkawi2ohl,
2009; Abmayr und Pavlath, 2012). Gekennzeiclet sind diese Proteinedurch mehrere extrazellulare
Immunoglobulin-Doméanen. Ein Preein, welches ausschlie3lich irFCMs exprimiert wird, ist Sticks
and Stones (Sns). Ein Verlust von Sns flhrt zu einem tan Fusionsdefekt, bei dem keine
Myoblastenfusion mehr beobachtet werden kann (Bour et al., 2000). ID. melanogastewird neben
Sns auch dessen Palog Hibris (Hbs) spezifisch inFCMs gebildet (Artero et al., 2001; Dworak et al.,
2001). Beide Proteine sid Orthologe zu dem humanen Nephrin, weles in der Niere vorkommt
(Tryggvason, 1999) hbsMutanten zeigen einen partiellen Block der Fusion mit einer erhdhten
Anzahl unfusionierter Myoblasten im Mesoderm (Artero et al., 2001)Somit scheintHbs funktionell
redundant zu Sns zu wirken §helton et al., 2009. Spezifisch inFGs exprimiert i st das IgSHProtein
Dumbfounded/Kin of irre (Duf/Kirre) (Ruiz-Gomez et al., 200Q) Duf l6st die Ausrichtung und
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Migration der FCMs in Richtung der FG aus und vermittelt dadurch die Aggregation der FClum die
FC (RuizGomez et al., 2000). Das Transmembranprotein Roughébtegular chiasm-C (Rst/IrreC)
hingegen wird in FG und FCM exprimiert (Strinkelnberg et al., 2001) Wie auch Duf wirkt Rst
chemoattraktiv auf FCMs. SowohIDuf als auch Rst allein sind nicht essentiell fir die Fusion, beide
wirken wahrend der Muskelentwicklung teilweise redundant. Ein Verlust beider Proteine fuhrt
jedoch zu einem Fusionsdefekt (Striinkelnberg et al., 2001$tudien an transfiziertenDrosophila S2
Zellen zeigten, dass Ddtransfizierte Zellen sowohl homotypische Aggregate bilden als auch mit Sns
oder Hbstransfizierten Zellen aggregieren konnen (Dworak et al., 2001). Die Bildung heterotypischer
Aggregate zwischen Duf und Snstransfizierten Zellen verlauft jedoch schneller als die
homotypischer. Eine direkte Interaktion zwischen den beiden Zelladhasionsproteinen iBrosophila

S2 Zellen konnte zudem mittels Gdmmunoprazipitation nachgewiesen werden (Galletta et al., 2004).

2.5 Die IgSFProtein e Sns und Duf lokalisieren ringférmig um die Kontaktstelle zwischen
FC/wachsender Myotube und FCM

Auf Proteinebene wurde wahrend der Fusion die Ausbildung eines Multiprotankomplexes
beschrieben. Bei desogenanntenFURMAS (FusiorRestricted MyogeniecAdhesive Structure) handelt
es sich um unterschiedliche an der Fusion beteiligte Proteine, welche an der Kontaktstetlgischen
den Zellenlokalisieren (Onel und RenkawitzPohl, 2009. Die IgSFProteine Sns und Dufwelche die
Bildung des Proteinkomplexes initieren, bilden dabei eine ringférmige Struktur, die sich wahrend
der Fusion von anfangs 1 pum bis auf 5 um weitet (Abb.22. AuRerdem isteine Anreicherung von
filamentdsem Aktin (F-Aktin) an der Kontaktstelle beschrieben. In den FCist diese als AktirFokus
innerhalb der ringférmigen Struktur nachweisbar (Kesper et al., 2007; Richardson et al., 2007; Onel
und RenkawitzPohl, 2009), in den F&wachsenden Myotuben hingegenals diinne Aktin-Schicht
(Sens et al., 2010; Haralalka et al., 2011). Zudevarden fingerartige Strukturen beschrieben, welche
von den FCM ausgehen und irdie FGragen (Sens et al., 2010 usatzlich zu der Aktinanreicherung
werden weitere fir die Fusion benotigte cytoplasmatische Proteine zur Kontaktstelle rekrutiert (Onel
und RenkawitzPohl, 2009).
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Abb. 2.2: Sns und Duf bilden eine ringférmige Struktur an der Kontaktstelle zwischen FCM und
FC/wachsender Myotube. In den FCMs wurde die Ausbildung eines AktinFokus gezeigt, in den FCund
wachsenden Myotuben bildet sich eine diinne Aktihgchicht. Im Verlauf der Fusion weitet sich die ringférmige

Struktur, welche durch Sns und Duf gebildet wirdzon 1 um Durchmesser auétwa 5 pm. (Onel et al., 2014)

2.6 Die Aktivierung des Arp2/3 Kom plexes erfolgt mittels Scar/WAVE und WASp

In D. melanogater wurde innerhalb der FURMAS eine Aktirreiche Struktur beobachtet (Richardson
et al., 2007). Wahrend der Myoblastenfusion kdnnte Aktin verschiedene Funktionen tibernehm&uo
scheint eszum Beispielan der Weitung der durch die IgSHProteine gebildeten ingférmigen Struktur
beteiligt sein. Mutanten, in denen die fAktin Bildung gestort ist, zeigen keine VergroRerung der
FURMAS vor der Fusion (Kesper et al., 2007). Zudedeuten Studien darauf hin, dassuch die
Ausbildung der fingerartigen Strukturenabhangig von der Aktinpolymerisation ist (Sens et al., 2010;
Jin et al., 2011).

In Vertebraten ist Aktin an der Ausbildung von Lamellipodien, Pseudopodien und Filopodien
wahrend der Zellmigration beteiligt. Zudem spielt es wahrscheinlich eine Rolle bei
Transportprozessen am Golgi sowie beExo- und Endocytoseprozessen (Goley und Welch, 2006).
Aktin kann in globulares (G) und filamentdses (F) Aktin unterteilt werden. Dabei setzt sich FAktin
aus mehreren Aktinmonomeren zusammen. Die Bildung dieser Filamente wlirals Nukleation
bezeichnet (Goley und Welch, 2006; Pollard, 2007)Da der Aufbau von FAktin ohne zusétzliche
Faktoren (Abb. 23 a) kinetisch nicht effektiv ist, wird die Aktinpolymerisation meist durch weitere

Faktoren initiiert. Sowohl der Arp2/3 Komplex (actin-related protein 2/3 complex) als auch Formine
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und Spire kdnnen diese Funktion tbernehmen. Durch den Arp2/3 Komplex wird dabei verzweigtes
F-Aktin gebildet (Abb. 23 b), Formine und Spire kénnen die Bildung vomunverzweigtem FAktin
bewirken (Abb. 2.3 ¢ und d) (Goley und Welch, 2006Pollard, 2007).

a Actin alone
Pointed Barbed

m Abb. 2.3: Uberblick der verschiedenen

®

7 b The ARP2/3 complex
NPF Eine spontane Bildung von unverzweigtem

|

Mdoglichkeiten zur Aktinpolymerisation.

F-Aktin, ohne Nukleatoren, ist kinetisch

|

nicht effektiv und deshalb eher selten (a)

NS
o 0° ¢ Soire Vermittelt durch den Arp2/3 Komplex wird
OQQQ \\m W verzweigtes F-Aktin generiert (b), Spire und

N Formine hingegen bewirken den Aufbau von
\ linearem F-Aktin (¢ und d). (Goley und

d Formins E Welch, 2006).

Die grundlegenden Mechanismen bei der Bildung vorerzweigtem FAktin mittels Arp2/3 Komplex

|

|

wurden in Vertebraten untersucht und beschrieben.Der Arp2/3 Komplex besteht aus den
Untereinheiten Arp2 und Arp3 sowiefunf weiteren Untereinheiten (Goley und Welch, 2006; Pollard,
2007), welche den Komplex stabilisieren und in einem inaktiven Zustand halten. Die Aktivierung
erfolgt durch die Bindung an Aktinfilamente, ein Akin-Monomer und einenkernbildungsférdernden
Faktor (nucleation-promoting factor, NPF) (Pollard et al., 2007Suetsugu, 2013 Dazu gehéren das
Wiskott-Aldrich Syndrome protein (WASp) sowieder Scar/WAVEKomplex(suppressor of cyclic AMP
repressor/WASp-family verprolin -homologous protein) (Kurisu und Takenawa, 2009; Campellone
und Welch, 2010) Beide Proteine besitzen ei@ Gterminale Doméne, welchgeweils aus einem V
(verprolin homology), G (connecting) und A (acidic) Motiv besteht. Da durch das V®otiv ein
Aktinmonomer gebunden werden kann und das CAMotiv die Bindung zum Arp2/3 Komplex
vermittelt , wird damit beidesin raumliche Nahe gebracht und die Bildung von verzweigteri-Aktin
wird initiiert. Mittels intram olekularer Bindung zwischen VCADomane und GTPas8indedoméne
(GBD) wird WASp im autcinhibierten Zustand gehalten. Erst durch die kompetitive Bindung von
aktivem Cdc42GTP (Cell division cycle 42) oder Rac (Raslated C3 botulinum toxin substrate)
zusammen mit Phosph#dylinositol -(4,5)-bisphosphat (PIP;) an der GTPasdindedomane von
WASp kann die Inhibierung aufgehoben werden. WASp kann daraufhin den Arp2&Romplex
aktivieren (Pollard et al., 2007; Kurisu und Takenawa, 2009; Campellone und Welch, 2010n
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Gegensatz zu WASp ist Scar/WAVE konstitutiv aktiv. Bei Scar/WAVE haride$ sich um einen
Proteinkomplex, bei dem Sral (specifically Raassociatedl), Napl (Nckassociated protein 1), Abi
(Abl-interacting protein) und HSPC300 zusammenwirken. Ein Verlust von einem Protesus dem
Komplex fuhrt zur Destabilisierung und Degradérung des gesamten Komplexes. Aktiviert wird der
Komplex durch die kleine GTPase Rac, welche in G&bundener Form direkt an Sral binden kann
(Pollard et al., 2007; Kurisu und Takenawa, 2009; Campellone und Welch, 2010)Dnmelanogaster
ist Scar/WAVE h FG und FCMs exprimiert und ist sowohl in die Migration der Myoblasten, als auch
deren Anheftung involviert (Gildor et al., 2009) Wéahrend der Migrationder Zellen lokalisiert der
Scar/WAVE Komplex in den Lamellipodien, nach der Adhéasion ist das Proteiermehrt an der
Kontaktstelle zu detektieren. Dort ist Scar/WAVE mdoglicherweise an der Bildungnd Weitung der
Fusionspore beteiligt(Gildor et al., 2009) Zudem konnte gezeigt werden, dass die kleine GTPase Rac
fur die Lokalisation des Scar/WAVE Komplexekendtigt wird (Gildor et al., 2009).Weiterhin wurde
eine Funktion bei derBildung des FAktin-Fokus in FCM beschrieben sowie mdglicherweise eine
redundante Rolle zu WASp wahrend dieses Prozesd&ens et al., 201Q)In FGist Scar/WAVE fir die
Bildung der Aktinschicht verantwortlich. WASp hingegen wd flr die Invasion der fingerartigen
Strukturen von der FCM in die FC bendttigt (Sens et al., 2010) und spielt wahrscheinlich erst wahrend
der Expansion der Fusionspore eine Rolle (Gildor et al., 2009Yahrend die fingerartigen Strukturen
von der FCM ausgehen, wird auf Seiten der FC/wachsenden Myotube Myosin Il (Myoll) durch
Rho-GTPasen oder die Rho Kinase (Rok) aktivigiim et al., 2015a). Mittels Rekrutierung von Myoll
zur Kontaktstelle wird der durch die fingerartigen Strukturen entstehenden Spannung
entgegengewirkt, was maoglicherweise zu einer weiteren Anndherung der Mdimanen fihrt (Kim et
al., 2015a).

Neueste Analysen zeigen, dass auch das Forniiaphanous (Dia)an der Aktinpolymerisation
wahrend der Myoblastenfusion inD. melanogastebeteiligt ist (Deng et al., 2015) Dia akkumuliert an
der Kontaktstelle zwischen FC/wachsender Myotube und FCM und -¢okalisiert sowohl mit der
diinnen Aktinschicht als auch mit dem Aktinfokus. Ein Verlust von Dia filhzu einem Fusionsdefekt.
Zudem kommt es nicht zur Bildung eines Aktinfokus in FCMBeng et al., 2015) Auch die Lokalisation
der Arp2/3 Regulatoren SCAR/Wave und Wasp scheint abhangig von der Aktivitat von Dia zu sein.
Die Diavermittelte Aktinpolymeris ation wird moglicherweise fiir die Bildung der fingerartigen
Strukturen bendtigt. Das durch Dia gebildete HAktin dient dabei wahrscheinlich als Substrat fir den
Arp2/3 Komplex (Deng et al., 2015). Diagehort zur Familie der Formine, welche sich durch die
Formin Homologie Domane 2 (formin homology domain 2, FH2) auszeickn (Pollard, 2007). Auch

Dia liegt im autoinhibierten Zustand vor. Mittels intramolekularer Interaktion wird die Aktivitat
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eingeschrankt. Durch die Bindung der Rh&TPasen an das #&rminale Ende wird diese Wirkung
aufgehoben (Jaffe und Hall, 2005; Pollard, 2007).

2.7 Rho-GTPasen werden mittels GEFs und GAPs reguliert

Sowohl die Aktivitat von Dia als auch die der NPFs kann durch RI&TPasen reguliert werder{Chi et

al., 2013) RhoGTPasenwie zum Beispiel Cdc42, Rac und RhoA, wechseln zwischen aktiver, GTP
gebundener, und inaktiver, GDRebundener Form. Sogenannte  GuaniNukleotid-
Austauschfaktoren (guanine nucleotide exchange factors, GEFs) aktivieren die GTPasen, indem sie
den Austausch wn GDP zu GTP vermitteln. In diesem aktivierten Zustand kénnen die GTPasen mit
den Effektaproteinen interagieren. GTPaseaktivierende Proteine (GTPasectivating proteins,
GAPs) hingegen wirken inaktivierend. Zudem gibt es noch eine dritte Klasse von réajorischen
Proteinen, die GuanirNukleotid Dissoziationsinhibitoren (guanine nucleotide dissociation inhibitor,
GDIs). Diese Proteine kénnen an dent€rminalen Teil der GTPasen binden und diese dadurcim
einer inaktiven Form halten (Jaffe und Hall, 2005Chi et al., 2013). Durch die Aktivierung der
Aktinnukleatoren Scar/WAVE und Waspibernehmen die RheGTPasen eine wichtige Funktion bei
vielen zellularen Prozessen, bei denen eine Umgestaltung des Aktincytoskeletts essentiell ist. Die
GTPase Cdc42 idteispielsweiseinvolviert in verschiedene Endocytosewegedem Vesikeltransport
innerhalb der Zellen sowie in Exocytoseprozesse Zudemist Cdc42 an der Aufrechterhaltung der
Zellpolaritat beteiligt (Harris und Tepass, 2010a; Chi et al., 2013).

2.8 Durch eine intrazellulare Signalkaskade wird das Signal von den IgSF -Proteinen an das

Aktincytoskelett weitergeleitet

Die Aktivierung der Arp2/3 Komplex-regulierenden Faktoren durch die RheGTPasen ist lediglich der
letzte Schritt einer intrazellularen Signalkaskadewelche fir die Umgestaltung des Aktincytoskeletts
essentiell ist. InD. melanogasteerfolgt die Weiterleitung des Signalson den IgSFMolekilen zu den
NPFsund damit auch zumAktincytoskelett mithilfe von verschiedenenProteinen (Abb. 24; Onel et
al.,2014).In FCMs ist eines davon Rolling Pebbles 7/Antisocial (Rols &hts), welches sowohl mit der
intrazellularen Domane von Duf interagiert, als auch mit dem cytoplasmatischen Protein Myoblast
city (Mbc) (Chen und Olson, 2001) Als GEF aktiviert Mbc walscheinlich die kleine GTPase Rac,
welche Uber den Scar/WAVE Komplex die Aktinpolymerisatin in FCMs initiiert (Onel und
Renkawitz-Pohl, 2009; Abmayr und Pavlath, 2012) Das SHZSH3Adapterprotein Crk (CT10

regulator of kinase) kannin FCMsan die intrazellulare Doméane von Sns binde(Kim et al., 2007)und
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mit dem FCMspezifischen ProteinBlown Fuse (Blow)(Jin et al., 201} sowie Wip/Vrp1/Sltr (WASp -
interacting partner/Verprolin 1/Solitary) interagieren (Kim et al., 2007. Vermittelt durch Sns erfolgt
die Rekrutierung von Blow an die Kontaktstelle wo es mit Wip, WASp sowie dem {fAktin Fokus
co-lokalisiert (Jin et al., 2011) Wip bildet einen Komplex mit WASp und sorgt dait fur eine
Stabilisierung des Komplexes (Jin et al., 2011) sowiiiir die Rekrutierung von WASp an die
Kontaktstelle zwischen FCM und FC/wachsender Myotube (Massarwa et al., 200i)satzlich zu dem
Wip-WASpKomplex reguliert jedoch auch Blow die Aktinpolymerisation, indem € mit WASp um die
Bindung an Wip konkurriert (Jin et al., 2011). Auch das Napl Homolog inD.melanogaster Kette,
interagiert mit Blow und wird wahrscheinlich fiir die Bildung der Plagues sowie die Vesikulierung
der Membranen benétigt (Schréter, 2004)

In Vertebraten stellt das SH2SH3Domanen Protein Nck die Verbindung zwishen den Nephrinen
und dem Aktincytoskelett dar(Jones et al., 2006; Verma et al., 2008h D. melanogastexvird diese
Funktion von dessen Homolog Dreadlocks (Dock) tibernomme(iKaipa et al., 2013) Wéahrend der
Embryogenese wirdDock ubiquitar exprimiert u nd co-lokalisiert mit Sns und Duf am ZellZellkontakt
zwischen FC und FCM.d3 Protein besteht aus drei SH®omanen, welche an Prolifreiche Regionen
binden, sowie einer Gterminalen SH2Domane, welche an Phosphotyrosinenden bindet. Mittels
genetischer undbiochemischer Analysen konnte gezeigt werden, dass Dock mit den Aktinregulatoren
ScarWAVE, Wipund WASp interagiert und zudem an dientrazellularen Domanen der IgSHProteine
bindet (Kaipa et al., 2013) Ein Verlust von Dock verursacht keinen Muskelphargp. Allerdings sind
sowohl in wip,dock als auch in waspdock und dockhbs Doppelmutanten Fusionsdefekte zu

beobachten was auf eine genetische Interaktion hindeutgiKaipa et al., 2013).
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Abb. 2.4: Signalweiterleitung in den Zellen. Durch die ZeltZell-Erkennung und Adhasion,
vermittelt durch Proteine der IgSFSuperfamilie, wird im Inneren der Myoblasten eine Signalkaskade
ausgeldst, die zur Umstrukturierung von FAktin an den Kontaktstellen fiihrt. (Modfiziert nach Onel
et al., 2014)

2.9 Die Myoblaste nfusion lasst sich in zwei Phasen unterteilen und ist durch verschiedene

ultrastrukturelle Verédnderungen gekennzeichnet

Initiiert wird die Myoblastenfusi on durch die Erkennung und Migration der Zellen sowie die
darauffolgende Adhasion Im Inneren der Myoblasten wird dadurch die zuvor beschriebene
Signalkaskade ausgelogiOnel et al., 2014) DieFusionsereignisse lasen sichjeweils in zwei Phasen
unterteilen. Wéhrend der ersen Phase&kommt es zur Fusion von einer FC mit zwei bis drei FG\nd
dadurch zur Bildung einer sogenannten Muskelvorlauferzelle. Diese fusioniert in deaweiten Phase
mit weiteren FCMs (Abb. 25 A), bis die endgiiltige GréRe des Muskels erreicht iOnel und
Renkawitz-Pohl, 2009). Mithilfe transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahmen nach
konventioneller chemischer Fixierung der Embryonenkonnten verschiedene Verédnderungen auf
ultrastruktureller Ebene gezeigt werden(Doberstein et al, 1997). In der ersten Phasé&onnte bislang
lediglich die Vesikulierung der Membranen beobachtet weren (Abb. 25 B). Wéahrend der zweiten
hingegen sind arder Kontaktstelle zwischen wachsender Myotube und sh anheftender FCMaarig
angeordnete elektronendichte Vesikel zu erkennen, welche den sogenannten Prafusionskomplex
bilden (Abb. 25 C). AuRerdem wurde die Bildungelektronendichter Plaguesbeschrieben(Abb. 25
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D). Vor der eigentlichen Fusionkommt es zur Vesikulierung der Membraen (Abb. 25 E). Es bilden
sich Fusionsporen, die sich weiten und durch welche die FCM in die wehsende Myotube integriert
wird (Doberstein et al, 1997; Onel und RenkawitzPohl, 2009).

A
Recognition and P Electron-dense Llcctron dense Membrane Fusion pore expansion
adhesion brfoc cel vesicles and FCM integration Mature myotube

9@@%@9@ 6% wssal

o electron-dense vesicle

= eclectron-dense plaque

First Fusion Wave Second Fusion Wave
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ber® Bl

Abb. 25: Ultrastrukturelle Veranderungen  waéhrend der beiden Phasen der Myoblastenfusion . Die

verschiedenen Schritte von Erkennung und Adh&sion der Zellen bisur Entstehung der Myotube sind
schematisch in A zusammengefasst. Die ultrastrukturellen Verdnderungen konnten mittels
transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahmennach einer chemischen Fixierungoeobachtet werden.
Wahrend der ersten Phasefusioniert eine FC mit zwei bis drei FCNI(B). In der zweiten Phase konnten
elektronendichte Vesikel bedachtet werden (C) sowiesogenannte etktronendichte Plagues (D) unddie
Vesikulierung der Membranen (E) vor der Integration der FCM in die MyotubgOnel und RenkawitzPohl,
2009).

Aufgrund spaterer transmissionselektronenmikroskopische Studien wurde postuliert, dass
wahrend der Fusion von FCMs mit FCs/wachsenden Myotubemr eine Fusionspore gebildet wird
durch welche die Integration erfolgt(Sens et al., 201Q)Die Weitung dieser Pore soll daei nicht mit
einer Aktinpolymerisation oder der Vesikulierung der Membranen assoziiert seinZudem wurden
mehrere fingerartige Strukturen gezeigt, welche von den FCMs ausgehen und in die FCs/wachsenden

Myotuben ragen. Statt der konventionellen chemischefrixierung wurde die Methode desrHigh
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Pressure FreezingFreeze Substitutior® (HPF/FS) fiir die Fixierung der Embryonen verwendet
Mithilfe dieser Fixierung soll die Zellstruktur besser erhalten bleiben sowie das Vorkommen von
Artefakten reduziert werden (Sens et al., 2010)Bei der chemischen Fixierung werden die Embryonen
bei Raumtemperatur zunéchst mit Glutaraldehyd fixiert um die Proteinstruktur zu erhalten Est
durch einen spateren Inkubationsschritt mit Osmiumtetroxid werden auch die Lipide fixiert
(McDonald und Auer, 2006; Zhang und Chen, 2008)ie Lipidstruktur kdnnte dadurch weniger gut
konserviert sein, was zu einem Auftreten von Artefakten wie dem Verlust der Kontinuitat fihren
konnte. Zudem findet die Diffusion der Fixierungslosung in das Gewelbrur sehr langsam statt.
Sowohl die Vitellinmembran als auch die Epidermis verlangsamen den Prozess zusatzlidim
Vergleich zu der chemischen Fixierung werden die Embryonen bei der HPF/FS bei hohem Druck und
Temperaturen unter -140 °C eingefroren. Das gesrene Wasser wird im nachsten Schritt durch die
zur Fixierung verwendete Losung ersetzt. Aufgrund der hohenédschwindigkeit dieses Vorgangs,
zwischen 20 und 50 ms,und der dabei herrschenden niedrigen Temperaturen kénnen sowohl
Protein- als auch Lipidstrikturen besser erhalten werden(McDonald und Auer, 2006Zhang und
Chen, 2008).

Mithilfe einer Methode, welche sowohl Elemente der konventionellen chemischen als auch der
HPF/FSFixierung aufgreift, wurde in neuesten Analysen die indirekte Flugmuskulatur vo
D.melanogasterfixiert und betrachtet (Dhanyasi et al., 2015) Diese Studien zeigendass vor der
Integration der FCMs mehrereKontaktstellen zwischen FCs/wachsenden Myotubenund FCMszu
sehen sind Esbilden sich mehrere kleine Fusionsporen. Di®Veitung dieser Poren fuhrt schliédlich

zur eigentlichen Fusion(Dhanyasi et al., 2015).

Ein Vergleich auf ultrastruktureller Ebene zwischen den Kontaktstellen der Myoblasten von
D.melanogastemit den Kontaktstellen zwischen Epithelzellenund in der excitatorischen Synapse im
Gehirn der Rattezeigte, dassan diesen Zellkontakten elektronendichte Bereichezu erkennensind,
welche sichstrukturell &hneln (Onel et al., 2014) In der Synapse sowie zwischen den Epithelzellen
sind in diesen ZeHZellkontakten Cadherne nachweisbar (Onel et al., 2014 In D.melanogaster
lokalisiert N-Cadherin wahrend der fusionsrelevanten Stadien an den Membranen der Myoblasten
(Dottermusch-Heidel et al., 2012)Neueste Studien deuteniiberdies darauf hin, dassauch die
elektronendichten Bereiche wahrend der MyoblastenfusiofN-Cadherinenthalten kénnten (Hamp et

al., revised version).
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2.10 Cadherine vermitteln Zell -Zelladhasionen

Zusatzlich zu den Proteinen der Immunoglbulin-Superfamilie tbernehmen auch Cadherinesine

Funktion bei der Zell-Zelladhasion in unterschiedlichen Geweben) T OT CAT AT 1T OAT n! A
*O1T ACET 1 00 xAOAAT #AAEAOET A AOAE AA MarisAihdAépaAss, AAT AA
2010-b; Yonemura, 2011; Mére und Heisenberg, 2013)Die Superfamilie der Cadherine I$st sich

unterteilen in klassische Cadherine, wie zum Beispiel-Eind N-Cadherin, und nichtklassische oder

atypische Cadherine, wie Flamingo, Dachsous, Fat und die Protocadhe (Harris und Tepass, 2010

b; Brasch et al., 2012). Charakteristisch fur diea@herine sind mindestens zwei Cadherinrepeats

sowie eine konservierte cytoplasmatische Bméane (Harris und Tepass, 201®; Brasch et al., 2012;

Dufour, 2013). Bei Calciurmabhangigen Cadherinenwie zum Beispiel dem NCadherin, bilden die
extrazellularen Cadherinrepeats Bindetaschen fir Calciuionen (Aberle et al., 1996). Cadherine

gehen homophile Interaktionen ein. Der Abstand zwischen zwei Bindungen liegt dabei zwischen 32

und 44 nm, abhangig davon wie viel Cdtrin auf der Membran vorhanden ist(Sivasankar, 1999).In

Vertebraten konnte gezeigt werden, dass sich durch diBindungAT DBpc¢mn # AQd&dnia,1 O1 A
welche durch die cytoplasmatische Domane vermitie wird, ein CadherinCatenin Komplexbildet.
$EAOCAO +1 I mchtdnid reulidrdn, welches die Verbindung zum Aktincytoskelett herstellt

(Abb. 2.6; Yonemura, 2011). Mittls Endocytose kdnnen Cadherine internalisiert undlamit die

Adherens Junctions remodelliert verden (Harris und Tepass, 201th). Zudemwurde auch eine

laterale Bewegung der CadherifCatenin Komplexe entlang der Membran diskutiert (Goldenberg und

Harris, 2013).
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Abb. 2.6: Aufbau von Adherens Junctions. Cadherine knnen an p120 Catenin ung-Catenin binden und
dadurch J-Catenin rekrutieren, Uber welches die Verbindung zum Aktincytoskelett hergestellt wird .

(Madifiziert nach Setyawati et al., 2013)
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2.11 Die nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Fer ist in Vertebraten an der Regulation der Adherens

Junctions beteiligt

Cadherinvermittelte Adherens Junctionssind dynamisch undkénnen wéahrend der Entwicklung ab
und wieder neu aufgebaut verden (Harris und Tepass, 201¢b). In Vertebraten wurde die Beteiligung
einer nicht-Rezeptor Tyrosinkinase an der indirekten Regulation der N-Cadherinvermittelten
Adhasion beschrieben(Xu et al., 2004) Fps (Fujinami poultry sarcoma) und Fes (Feline sarcoma)
wurden als erstes in Vogeln und Katzen beschrieben. Isoliert wurden die beiden Proteine dabei als
Onkogene aus Turar-auslosenden Retroviren (Katzen et al., 1991; Greer, 2002). In Vertebraten
besitzt Fps/Fes eine Nterminale FCH (Fps/Fes/Fer/CIP4 Homologie)Doméne, 3 vorhergesagte
Coiled CoitDomanen, eine zentrale SBtDomane sowie die @erminale KinasedomangGreer,2002).
Die FCHDomaéane wurde als homologe Region zwischen den Phosphatginkinasen Fps, Fes und Fer
sowie dem Cdc42interagierenden Protein (CIP4) beschrieben und ist an der Regulation von
Umgestaltungen des Cytoskeletts, Vesikeltransport und HEocytose beeiligt. AuRerdem ist die
N-terminale Domé&ne auch an der Bindung zur Coiled Coil Dé@me von pl120 Catenin beteiligt
(Greer,2002). Fer spielt moglicherweise unterschiedliche Rollen bei der Regulation der
Adhasionsstdke in Adherens Junctions (EI Sayegh et bk 2005). Mittels Regulation von
Aktinpolymerisation sowie Umgestaltungen des Aktincytoskeletts kann Fesventuell wahrend der
frihen Phase der Kontaktbildung die Mobilitdt von NCadherinbeeinflussen EinePhosphorylierung
von Cortactin durch Fer scheant eine schnellere VergrofRerung der Adhasionszonezwischen den
Zellen zu ermdglichen was zu einer Erhéhung der Adhasionsstarke fiihriBei diesem Vorgang
reguliert N-Cadherin scheinbar die Phosphorylierung von Fer und erhdht dadurch dessen Aktivitat
(El Saygh et al., 2005) Auch die$ ADET ODPET OUI -Eade@idnir€Cduréh Fer induziert (El
Sayegh et al., 2005)An diesem Prozess ist auch dimicht-Rezeptor Tyrosinphosphatase PTP1B
beteiligt (Xu et al., 2004) Im phosphorylierten Zustand bindet PTP1B direkt an die cytoplasmatische
Domane von NCadherin und vermittelt zudemAEA $ADET ODPE | @hténid AvasQi enerOl 1
Starkung der Adhéasion fuhrt. Phoghoryliert wird PTP1B von Fer, eine redundante Wirkung mit
anderen Kinasen oder Wachstumsfaktoren kann jedoch nicht ausgeschlosseerden (Xu et al.,
2004). Eine Aktivierung oder Uberexpression von Fer fiihrt hingegen zu einer Phaisorylierung von

[ -Catenin und dadurchzu einerStérungA A O ) T O A O ACEténis [Murray €& 4., 206).
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In D. melanogasterkonnte nur ein Mitglied der Fes/Fer Familie identifiziert werden, DFer oder
Fps85D (Murray et al., 2006). Insgesamt wurden vier Isoformen beschrieben, welche sich in ihrer
GroRe und den vorhandenen Domé&nen unterscheiden (Abb. 2Z). Die langste Isoform
DferRA/p100 dfer (Murray et al., 2006) unterscheidet sich von der Isoform DferRB/p92dfer (Katzen
et al., 1991; Paulson et al., 199durch ein zusatzliches Exon. [BfRC beinhaltet nur die dritte Coiled
Coil Doméane sowie die SHAInd die Kinasedoméane und die vierte IsoformDierRD/p45dfer, besit2
neben dem CTerminus nur eine stark verklrzte Nterminale Domane. Allerdings gibt es Zweifel Uber

die Existenz dieser kiirzesten Isoform (Murray et al., 2006).

DferRA - — . [ |
DferRB/p92dfer e L ———
DferRC FOH g D
DferRD/p45dfer

SH2  KINASE

Abb. 2.7: Ubersicht der in D. melanogaster beschriebenen Isoformen von Fps85D/DFer. (Murray et al.,
2006).

Die Expression vondfer ist zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung in verschiedenen
Geweben wie zum Beispiel dem Mesoderm, Testes und dem zentralen Nervensystem nachweisbar,
frihestens jedoch ab dem spaten zellularen Blastedm (Katzen et al., 1991). Bislang wurde in
D.melanogasterediglich eine Funktion wahrend des Dorsalschlusses fiir DFer beschrieben (Murray
et al., 2006).

2.12 N-Cadherin ist ein Interaktionspartner von Schizo und muss wahrend der
Myoblastenfusion endocy tiert oder von der Membran abgebaut werden

2.12.1 Schizo interagiert mit N-Cadherin

Bisher ist nicht bekannt,wie der Auf- und Abbau der NCadherinvermittelten Zell-Zellkontakte
wahrend der Myoblastenfusion inD. melanogastereguliert wird. Die Notwendigkeit einer nahezu
Protein-freien Kontaktstelle vor der Fusion deutet jedoch darauf hin, dass-Nadherin endocytiert
wird (Dottermusch-Heidel et al., 2012) Ein Protein, welches im Zusammenhang mit der
Internalisierung von N-Cadherin steht, ist derGEF Schizo/Loner (Dottermusch-Heidel et al., 2012)
Dieserwurde bereits als wichtiger Faktor wahrend der Myogenese voD. melanogastebeschrieben
(Chen et al., 2003). Von Schizgibt esmindestens zwei Isoformen mitje drei konservierten Domanen.

Neben dem Nterminalen Calmodilin-bindenden IQMotiv und der zentralen SecYDoméane besitzt
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Schizo noch eine Pleckstrin HomologgPH) Doméane (Onel et al., 2004). Rettungsexperimentieuten
darauf hin, dass Schizo sowohl in Kals auch in FCMbenotigt wird. Mittels immunhistochemischem
Nachweis desZelladhasionsproteirs Duf konnte zudem gezeigt werden, dass die Zelladhasioin
schizo-Mutanten nicht gestért ist (Dottermusch-Heidel et al., 2012) In einem globalen Hef&Zwei
Hybrid Screen und einem genetischen Modifier Screeim Auge von D. melanogasterkonnte
N-Cadherin als Interaktionspartner von Schizo identifiziert werden. Mithilfe weiterer
Interaktionstests wurde die interagierende Region von Schizo auf einen-términalen Bereich von
2,3 Kilobasen kB) Gro3e eingeschéinkt (Dottermusch-Heidel et al., 2012)

2.12.2 Schizo vermittelt die Internalisierung von N -Cadherin

Im Vergleich zu einemstarken Fusionsdefekt der shizo-Mutante zeigt dieN-cadherin Nullmutante
keine Muskeldefekte. Auch eine mdgliche Redundanz mit dem hoitogen GenN-cadherin?2 sowie
dem dritten klassischen Cadherin inD. melanogaster shotgun konnte durch die Analyse von
Doppelmutanten ausgeschlossen werdefDottermusch-Heidel et al., 2012) Erstaunlicherweise ist
bei einer N-cadherinschizoDoppelmutante eine Abschwachung deschizemutanten Phanotyps zu
beobachten davereinzelt die Bildung mehrkerniger Muskeln erkennbar ist. Schizo scheint wahrend
der Myoblastenfusion als negativer Regulator von {Cadherin zu wirken und ist wahrscheinlich an
dessen Intenalisierung beteiligt (Dottermusch-Heidel et al.,, 2012). Entgegen friherer
Untersuchungen aktiviert Schizo dabei jedoch nichADP-ribosylation factor 6 (Arf6) (Chen et al.,
2003),sondern ADRribosylation factor 1 (Arfl) (Dottermusch-Heidel et al., 2012)N-cadherinarfldn
Doppelmutanten haben dinnere Muskeln, fehlende Muskeln oder Defekte bei der Anheftung. In
transfizierten DrosophilaS2 Zellen konnte zudem eine o-Lokalisation zwischen Schizo und Arfl
sowie Schizo und NCadherin beobachtet werden. Erst&/ersuche den an der Internalisierung von
N-Cadherin beteiligten Endocytoseweg zu identifizieren weisen darauf hin, dabfakropinocytose bei
diesem Prozess keine Rolle spielZzudem konnte keine colLokalisation mit Rab5, dem Marker fur
frihe Endosomen beolchtet werden Eine mdgliche Beteiligung weiterer Endocytosewege ist jedoch
noch unklar (Dottermusch-Heidel et al., 2012).

yT 6 AOOAAOAOGAT OAOI EOOAT O AAO 3 AE-Btegin waldeddEded T ¢ " OA
Migration von Endothelzellen und der Angiogenese durch die Aktivierungedt Arf-GTPasen Arf5 und
Arf6 (Manavski et al., 2014).AulRerdem ist Brag2 an weiteren Trasportprozessen wie der
Endocytose von synaptischen AMPRezeptoren, dem Recycling von -Eadherin und der

Phagocytose von Monocyten beteiligt (Manavski et al., 2014).
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2.13 Bei der Internalisierung von Proteinen  konnen unterschiedliche Endocytosewege eine

Rolle spielen

Proteine, die aufgrund ihrer GroRe die Membran nicht selbststandig Uberwinden kénnen, werden
mithilfe unterschiedlicher Endocytosemechanismen in die Zelle transportiert. Dabei kann zwischen
verschiedenen Transportwegen unterschieden werdegEl-Sayed und Harashima, 20L1,3Mercer und
Greber, 2013. Partikel, die eine Grol3e von wenigen Mikrometerhaben, werden mittels Phagocytose
in die Zellen aufgenommen. Flussigkeiten, die Partikel im Nanobereich enthaltekbnnen durch
Pinocytose adigenommen weaden. Weitere Unterscheidungsmerkmale bei der Pinocytose sind die
Beteiligung von Dynaminen, des Coatingproteins Clathrin oder die Abh&ngigkeit von sogenannten
Lipid Rafts (Abb. 2.8). Lipid Rafts bezeichneneinen 10-200 nm groRen Membranbereich, der
vermehrt Sterol- und Sphinglipid-reiche Regionen umfasst. Hierbei sind Sphingolipide mit
Cholesterol assoziiert Diese Lipidcluster sind heterogen undsehr dynamisch (El-Sayed und
Harashima, 2013).

Pinocytosis Macropinocytosis Phagocytosis

Caveolae IL-2 cLc/ Arf6 Flotillin Clathrin
dependent pathway dependent dependent mediated

Caveolin-1 RhoA GRAF1 Arf6 Flotillin Clathrin Na*H* Actin
cavins Racl cDC4a2 PIP(5)K Fyn AP-2 actin RhoA
Key: @ Dynamin-lI & Clathrin ‘ Actin ¥ Ab/FcR o Ab-coated particle

Abb. 2.8 Uberblick der unterschiedlichen Endocytosewege und de r daran beteiligten Proteine. Kleinere
Proteine werden mittels Pinocytose aufgenommen, gré3ere durch Macropinocytose oder Phagocytose. (Mercer
und Greber, 2013).

Das Coatingprotein Clathrin ist ein Idsliches, intrazellulares Protein, welches vom Cytosol ru
Zellmembran rekrutiert wird. Dort bildet sich eine Clathrinrumhdillte Einschniirung, aus der sich im
weiteren Verlauf ein Clathrinrumhilltes Vesikel abschniirt. Diddmhullung wird im Cytosol recycelt
und die Vesikel fusionierenmit frihen Endosomen Doherty und McMahon, 2009;El-Sayed und
Harashima, 2013; Mulcahy et al., 2014)Bei der Clathrinvermittelten Endocytose erfolgt eine

Erkennung der cytoplasmatischen Domanen der zu ietnalisierenden Proteine mithilfe von
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Adapterproteinen (AP 2). Zudemwird fir die Abschniirung der Vesikelmeist Dynamin bendtigt
(Grant und Donaldson, 2009).

Zu den Clathrirunabhangigen Mechanismen gehéren unter anderem auch die Makropinocytose
sowie die Phagoctose (Grant und Donaldson, 2009) Die aufgenommenen Vesikel werden
normalerweise zu den frihen Endosomen transportiert, in denen die Inhalte sortiert und entweder
zum trans-GolgiNetzwerk (TGN) oder zurtick an die Membran gebracht werden. Eine weitere
Mdglichkeit ist der Weg Uber spate Endosomen zu sogenannten logomen, in demn die
Degradierungder Proteine stattfindet (Grant und Donaldson, 2009)Sowohl die Makropinocytose als
auch die Phagocytose erfordern eine Umgestaltung des Aktincytoskeletts und somit die Aktivitat von
Aktinnukleatoren fir die Aufnahme (Doherty und McMalbn, 2009). Auch bei der Clathrin-
abhangigen Endocytsewurde die Beteiligung von Aktin beschrieben (McMahon und Boucrot, 2011).
Die Caveolinabhéngige Endocytosgbei welcher das Protein Caveolin fir die Bildung der Vesikel
benotigt wird, gehort zu den Cléhrin-unabhangigen Mechanismenist jedoch Dynamin-abhéngig
(Doherty und McMahon, 2009;Grant und Donaldson, 2009; Mulcahy et al., 2014Fur die
Internalisierung des Interleukin 2 Rezeptors (I2R) werden die GTPasen RhoA und Racl benétigt, bei
der Flotillin-abhéngigen Endocytose ist eine Beteiligung von GTPasen noch unklar (Doherty und
McMahon, 2009). Auch Arf6 ist an Endocytoseprozessen beteiligt, hauptséachlich an der
Internalisierung von Membranproteinen und Proteinen, welche von den cytoplasmatischen
Adapterproteinen nicht erkannt werden (Grant und Donaldson, 2009).

Proteine, welche mittels GlycosylphosphatidylinositolAnker (GPI) an der Membran lokalisiert sind,
werden meist mithilfe eines Clathrin- und Dynamin-unabhéangigenProzes®s aufgenommenCdc42
vermittelt dabei die Aufnahme dieser Proteinein sogenannte CLICS/IGEECs Clathrin-independent
carriers/GPIl-anchored protein enrichedearly endosomal compartments) (Doherty und Lundmark,
2009; Chi et al., 2013)Neben Cdc42 kann auch Arfl eine Funktion baliesem Transportweg
Ubernehmen (Doherty und Lundmark, 2009).Bei denin Vertebraten wahrend der CLIC/GEEC
Endocytose beobachteten Einschnirungescheint es sich um tubuléare Strukturen zu handeln. In
diesem Zusammenhang wurde auch eine Beteiligung des Prite Grafl (GTPase regulator associated
with focal adhesion kinasel) beschrieben (Doherty und McMahon, 2009).

2.14 Graf1 wird in Mus musculuswéahrend der Muskelentwicklung bendtigt

Mittels Experimenten in murinen C2C12 Zellen und der Analyse einer neuenddsmutante konnte
gezeigt werden, dass Grafl fur die Fusion der Myoblasten wéhrend der Entwicklung soviig die

Regeneration des Muskelsach einer Verletzung bendtigt wird(Lenhart et al., 2014) Grafl lokalisiert
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dabei an der Kontaktstelle der fusiorerenden Myoblasten. Aul3erdenkonnte eine CelLokalisation
mit Rab5, enem Marker fur frihe Endosomen, und dem GRjebundenenMembranprotein Thy-1
beobachtet werden Thy-1 wird mittels Endosomenzum Golgitransportiert, recycelt und zuriickzur
Plasmamembran gbracht (Lenhart et al., 2014).In Grafdepletierten Zellen konnte eine erhéhte
Aktivitat der RhoA-GTPasebeobachtet werden.Grafl reguliert wahrscheinlich die Differenzierung
der Skelettmuskeln mittels Limitierung des Rho/ROCK Signalweg (Doherty et al.,2011). Grafl
besteht aus einer Nterminalen BAR, einer PH und GARDoméne sowie einer @erminalen
SH3Domaéne (Abb. 2.9; Doherty und Lundmark, 2009Eine Autoinhibition von Grafl erfolgt durch
die direkte und spezifische hteraktion der N-terminalen BARDoméne mit der GAFDoméane Zudem
kann die BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs) -Domane an die Membran binden und dadurcheine lokale
Krimmung auslésen (Eberth et al., 2009; Doherty et al., 2011)Fur die in Endocytoseprozessen

anschliel3ende Vesiklierung der Membran ist die GAPDoméneessentiell (Cai et al., 2014).

GRAF1 domain organisation
autoinhibition of the GAP-domain

«

| BAR W PH = GAP SH3

Curvature PIP2
Membrane bin.ding —_— Promotion of the
and modulation GTPase activity protein
of cdc42 and rhoA interactions

Abb. 2.9: Proteinstruktur von Grafl. In Vertebraten besitzt Grafl eine Nterminale BARDomaneund eine
PH-Domaéne, welche zusammen die Krimmung dé&lembran vermitteln, eine GAPDoméne zur Férderung der
GTRaseAktivitat von Cdc42 und RhoA sowie eine SHBomane, welche flr weitere Proteininteraktionen

essentiell ist(Doherty und Lundmark, 2009).



Einleitung 29

2.15 Ziel setzung

In vorangegangena Studien konnte gezeigt werden, dass der AFGEF Schizovermutlich die
Endocytose des auf den Membranen der Myoblasten lokalisierenden Transmembranproteins
N-Cadherin vermittelt. Diese Internalisierung von NCadherin scheint fur die Myoblastenfusion
essentiell zu sein, da die Zellmembranen dadurch in den fir die Fusiamd die Bildung einer
Fusionsporebendtigten direkten Kontakt gebracht werden konnen(Dottermusch-Heidel et al., 2012).
Um diese Vermutung zu bestatigen, sollteunachst tberprift werden, ob in der schizaMutante
Fusionsporen ausgebildet werden.

Der an der Internalisierung von N-Cadherin beteiligte Endocytosereg konnte bislang noch nicht
identifiziert werden (Dottermusch-Heidel et al., 2012). Deshalb solltermi Rahmen dieser Arbeit
weitere Hinweise auf den am Abbau von fXCadherin beteiligtenEndocytosemechanismus gewamen
werden. Dafur wurde eine mogliche Beteiligung von Proteinen untersucht, welche bei verschiedenen
Transportwegen eine Rolle spielenDazu gehéren die Dynamine sowie Cdc42 und Graf. Weiterhin
sollte auch geklart werden, wie eine Verbindung zwischend€acderin und dem Aktincytoskelett oder
den Aktinnukleatoren hergestellt werden konnte, um die flr die Endocytose bendtigte
Aktinpolymerisation zu initiieren.

Auch die Regulation der NCadherinvermittelten Adherens Junctions durch eine mogliche
Stabilisierung oder Destabilisierung des Proteins an der Membran wurde néher analysiert. Im
Zusammenhang mit diesem Prozess wurde diRolle der nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Fps85D

untersucht.
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3. Material

3.1 Verwendete Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chenikalien wurden von folgenden Herstellern bezogen:
AppliChem GmbH, Darmstadt

Beckton, Dickinson and Company, Heidelberg
Boehringer, Mannheim

Fluka, NeuUIm

Life Technologies, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

SigmaAldrich, Steinheim

3.2 Verwendete Gerate

3.2.1 Mikroskope

"ETT EOI AOA n30AT E 36¢0 Zeiss, Jena
Floureszenzmikrosk B n! GET Bl ATl ¢ [ EO zZei@Bénd Al - 21 O

)T OAOOAO -EEOI OET P n! GEI DE zdss, 0eADAOOAO : p O
+1 1 &£ EATAO , AGAOOGAAT I EEOT ORdish Saj@s#3 30c¢O

3.2.2 Sonstige Gerate

Elektrophoreseapparaturen Werkstatt Philipps-Universitét
Marburg
Kuhlzentrifuge Heraeus Frescol7 Thermo FisherScientific Germany BV

& Co.KG, Braunschweig



Kihlzentrifuge Universal 320R
NanoDrop 2000 Spectrophotometer
PCRMaschine Primus 25 advanced
Personal Thermocycler

pH-Meter GPRT 1400A

Photometer GeneQuant 1300 Photometer
Schiittler G-L 3016

Spannungsquelle Biostep MB0O0OV
Tischzentrifugen Hereaus Picol7
Vortexiergerat Mixer Uzusio VTX3000L
WasserbadGFL 1002

Zentrifuge Perfect Spin 24

3.3 Verwendete Enzyme

AccuPrime TagDNA-Polymerase
Gateway? LR Clonas&v Il Enzym Mix
Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

RNase A

Tag-DNA-Polymerase

Material

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Waltham, MA

PeqgLab, Erlangen

Biometra, Géttingen
Greisinger Electron Regenstauf
GE Healthcare, Datschland
Biometra, Goéttingen

biostep GmbH, Jahnsdorf
Thermo Fisher, Osterode
LLG, Tokyo

Biometra, Goéttingen

PegLab, Erlangen

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

MBI Fermentas, Heidelberg

New England Biolabs, Frankfurt am
Main

SigmaAldrich, Steinheim

Axon Laboratories, Kaiserslautern

PeqgLab, Erlangen
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3.4 Verwendete Kits und Son stiges
Dan Kilorix

Flouromount-G™

FUGENE HD Transfection Reagent
JETsab Kit (Gelelution)

JETstar Plasmid Midiprep Kit

2-LogDNALadder

NucleoSpir® Gel and PCR Cleamp
Matchmaker™™ GAL4 TwaeHybrid System 3
TOPQ® TA Cloning Kit

PENTRM Directional TOP® Cloning Kit

Zero Blunt® TOP® PCR Cloning Kit

3.5 Antibiotika und Stocklésungen

Konzentration der Stocklésung
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml Amp in 70 % EtOH
Chloramphenical (Chl)34 mg/ml in 70 % EtOH
Ethidiumbromid 10 mg/ml
Kanamycin (Kan) 50 mg/ml Kan in O
LachsspermaDNA 10 mg/mlin 0,05 M Tris/HCI
pH 8,0, Denaturierung fur
10 min bei 99 °C

Proteinase K 20 mg/ml
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Colgate, Palmolive, Hamburg
Biozol, Eching

Promega Mannheim
Genomed Bad Oeynhausen
Genomed GmbH, Léhne
New England BioLabs, Frankfurt am
Main

MachereyNagel, Diren
Clontech Laboratories, CA
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Arbeitskonzentration
100 pg/ml

175 pg/ml

2 ul/200 mi

50 pg/ml
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RNase 50 mg/ml

X-] -Gal 20 mg/ml in 100 % DMF

3.6 Verwendete Puffer und Lésungen

1 % Agarosegel in TBE

10x DNA Auftragspuffer

dNTP-Mix

E1-Resuspensionspuffer

E2-Lysepuffer

E3-Neutralisierungspuffer

E4-Aquilibrierungspuffer

E5-Waschpuffer

E6-Elutionspuffer

1 % (w/v) Agarosein 1x TBE aufkochen und I6sen,

mit 2 pl/1 00 ml Ethidiumbromid versetzen

0,1 % (w/v) Xylencylanol

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

80 % Glycerin

10 % 10x TBE

10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP
50 mM Tris/HCI (pH 8,0)

10 mM EDTA

100 pg/ml RNAse

200 mM NaOH

1% SDS

3,1 M KAc, mit Essigsaure auf pH 5,5 einstellen

600 mM NacCl

100 mM NaAc

0,15 % TritonX-100, mit Essigsaure auf pH 5,0 einstellen
800 mM NaCl

100 mM NaAc, mit Essigsaure auf pH 5,0 einstellen

1,5 M NacCl

100 mM NaAc, mit Essigsaure auf pH 5,0 einstellen
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4 % FPBS

Lysispuffer fur S2 Zellen

10 xPBS

1x PBT

RF |

RF I

10x TBE

4 % Paraformaldehyd inlx PBS, bei 60°C losen
1 % Triton-X100

1 mM PMSF

1mMDTT

Protease Inhibitor gelost in PBS
130 mM NacCl

7 mM NaHPQ

3 mM NaHPQ

0,1 % Tweerk0 in PBS

100 mM RbCI

50 mM MnC}

30 mM KAc

10 mM Cadl

15 % Glycerin

mit Essigsaureauf pH 5,8 einstellen
10 mM MOPS

75 mM Cadl

10 mM RbCI

15 % Glycerin

mit NaOH auf pH 6,8 einstellen
89 mM Tris/HCI (pH 8,2)

89 mM Borséure

2mM EDTA

Material
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10x TE

0,1 M Tris/HCI (pH 7,5)

10 mM EDTA

3.7 Verwendete Medien und Platten

3.7.1 Nahr- und Zuchtmedien fir Drosophila melanogaster

Fruchtsaftagar

Maismehlagar

Schneiderzellmedium

25 % (w/v) Apfel - oder Traubensaft

1,25% (w/v) Saccharose
0,2% (w/v) Nipargin

2,7% Select Agar

60 % (w/v) Maismehl

7,15% (w/v) Fructose

1,2% (w/v) Trockenhefe

60 % (w/v) Malzextrakt
0,14 % (w/v) Nipargin

0,7 % Select Agar

0,6 % (w/v) Propionsaure
GibcoD. melanogasteMedium
5 mg/ml Penicillin/Streptomycin

10 % FCS (hitzeinaktiviert)

3.7.2 Nahr-und Zuchtmedien fir Escherichia coli

LB-Medium (Luria-Bertani)

1 % (w/v) Baktotrypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt

0,5% (w/v) NaCl

2 % (w/v) Bacto-Agar fur LB-Platten

Material
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3.7.3 Nahr- und Selektionsmedien fir Saccharomyces cerevisiae
YPDA Medium 5 % (w/v) YPD-Broth

0,003 % Adenin Hemisulfat
YPDA Platten 5 % (w/v) YPD-Broth

0,003 % Adenin Hemisulfat

2 % (w/v) Select Agar
Selektionsplatten 6,7 g/l Yeast nitrogene base
SD-His/ -Leu -Trp 10 % (v/v) 10x Dropout Lésung

10 % (v/v) 10x Adenin

2 % (v/v) Glucose

2 % (w/v) Select Agar
Induktionsplatten 6,7 g/l Yeast nitrogene base
SD-Ade/ -Leu/ -His/ -Trp 10 % (v/v) 10x Dropout Lésung

2 % (v/v) Glucose

20 mg/ml X-) -Gal

2 % (w/v) Select Agar
3.8 Verwendete Zellkulturlinie (  Drosophila melanogaster)
SL2 3 AET A brashmitelanogasterine 2 cells

etabliert aus OregonR Embryonen (Schneider, 1972)

3.9 Verwendete Bakterienstd mme (Escherichia coli)
DH5 supE443lacU169 §80laczaM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96;hielAl

chemischkompetentier Klonierungsstamm
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3.10 Verwendeter Hefestamm

AH109 MATa, trp2901, leu23, 112, ura352, his3200, gal4-, gal8(s-, LYS2 ::
GALLAsGALTATAHIS3,GAL2AsGALZATAADE2, URAS ::
MELlasMELLratalacZ (James et al., 1996)

Matchmaker™ GAL4 TwaeHybrid System 3,(ClontechLaboratories, CA)

3.11 Verwendete Antikorper

Die eingesetzten Verdinnungen sowie die Herkunft der priméaren und Sekundaren Antikdrpsind

in der folgenden Tabelle aufgelistet.
Tabelle 3.1: Verwendete primare und sekundéare Antikorper.
Antikorper Verdinnung Herkunft Referenz

Primére Antikorper

anti-r eTubulin 1:10000 Meerschweinchen Buttgereit et al., 1996
anti-r -Galactosidase 1:3000 Kaninchen Cappel, Hamburg
anti-CadN 1:500 Ratte Iwai et al., 1997,
Hybridoma Bank,
lowa DN-Ex #8
anti-GFP 1:1000 Kaninchen Abcam Cambridge
ab6556
anti-HA. 11(16B12) 1:1000 Maus Covance Miinster
anti-Myc 1:300 Ziege Abcam Cambridge
ab19234
anti-Rab5 1:200 Kaninchen Abcam, Cambridge
ab31267
anti-RFP(5F8) 1:500 Ratte ChromoTek GmbH,

PlaneggMartinsried



Sekundare Antikorper

anti-Kaninchen 1:300 Ziege
Cy2/Cy3/Cy5
anti-Maus 1:300 Ziege
Cy2/Cy3/Cy5
anti- 1:300 Ziege
Meerschweinchen
Cy2/Cy3/Cy5
anti-Ratte 1:300 Ziege
Cy2/Cy3/Cy5
anti-ZiegeCy5 1:300 Kaninchen

3.12 Verwende te cDNASs

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten cDNAs wurden von Berkel&rosophilaGenome Projet

(BDGP, Berkeley, CA) bezogen.

Tabelle 3.2: Ubersicht der verwendeten cDNAs und Matrizen .

Gen cDNA Vektor
Abi LD37010 pOT2
Arfl pUAStattB-rfa-eGFP
Arflori pUAStattB-rfa-eGFP
Cdc42 HL08128 pOT2
Dia LD14246 pBluescript_SK{)
Dock LD42588 pOT2
Drpl ATO04516 pOTB7
Fps85D RH14840 pFLCI

Graf LD28528 pOT2

Material

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Referenz
Rubin et al., 2000
C. Dottermusch
C. Dottermusch
Rubin et al., 2000
Rubin et al., 2000
Rubin et al., 200
Stapleton et al., 2002
Stapleton & al., 2002

Rubin et al., 2000
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N-Cadherin pBluescript_SK{) Iwai et al.,1997
Schizo pUAStattB-rfa-eGFP  Dissertation V. Groth,
2011

3.13 Verwendete Oligonuk leotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins Genomics,

Ebersberg bezogenDie fiir die PCR verwendeten Primer sind in Tabelle 3.5 aufgelistet.

Vektorspezifische Sequenzierungsprimer

M13 fw (Topo®) GTAAAACGACGGCCAG
M13 rv (Topo®) CAGGAAACAGCTATGAC
T7 (pbGADT7/pGBKT7) TAATACGACTCACTATAGGGC
PUA3EC (pUASt) CTGCAACTACTGAAATCTGCC
PUA5XB (pUAS) TCTCTGTAGGTAGTTTGTCC

3.14 Vektoren und Konstrukte

Tabelle 3.3: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Vektoren
Vektor GrofRe Beschreibung
Expressionsvektoren

pUAStCGYFP 9,2 kb enthalt das Gterminale
Fragment von Venus YFBnd

einen Myc-Anhang

pUAStattB-rfa-eGFP 10,9 kb verwendet zur Generierung von
Fusionsproteinen mit

Cterminalem eGFP

Referenz

Dissertation V. Groth,
2011

S. Bogdan,
Westfalische
Wilhelms-Universitat

MuUnster



pUAStattB-rfa-mCherry

pUASpattB-rfa-Myc

PUASEN-YFP

Klonierungsvektoren

pCRe-Blunt [I-TOPQ®

b%. 4 2 AGRD®

pCR2.1IT™M-TOPO® TA

Hefevektoren

pGADT7

10,9 kb

11,6 kb

9,4 kb

3,5kb

2,5kb

3,9 kb

8 kb

verwendet zur Generierung von
Fusionsproteinen mit

Cterminalem mCherry

verwendet zur Generierung von
Fusionsproteinen mit

Cterminalem Myc

enthalt das Nterminale
Fragment von Venus YFBEnd
einen HAAnhang

verwendet zur Klonierung von
PCR-Produkten mit glatten
Enden,Kanamycin Resistenz

verwendet zur Klonierung von
PCRProdukten mit
N-terminalem caccUberhang,
zur Gateway Klonierung,

Kanamycin Resistenz

verwendet zur Klonierung von
PCRProdukten mit

o (berhéngenden
Desoxyadenosinenden,

Ampicillin Resistenz

enthalt die Ga#t
Aktivierungsdoméne und eiren
HA-Anhang LEU2Auxotrophie

Marker, Ampicillin Resistenz

Material

S. Bogdan,
Westfalische
Wilhelms-Universitat
Munster

S. Bogdan,
Westfalische
Wilhelms-Universitat
Munster

Dissertation V. Groth,
2011

Life Technologies,

Darmstadt

Life Technologies,

Darmstadt

Life Technologies,

Darmstadt

Matchmaker™ GAL4
Two-Hybrid System 3,
Clontech



pGBKT7

7,3 kb

enthalt die Ga#t
DNA-Bindedoméne und eiren
c-Myc-Anhang TRP1
Auxotrophie Marker,

Kanamycin Resistenz
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Matchmaker™™ GAL4
Two-Hybrid System 3,

Clontech

Tabelle 3.4: Verwendete Konstrukte , die im Rahmen anderer Arbeiten generiert wurden .

Konstrukt

BiFC-Konstrukte

pUASEN-YFRcadNMinra

pUAStdock CYFP

pUAStGYFRschzo 2.3

Gateway Konstrukte

pUAStattB-arf1-eGFP

pUAStattB-arf1Q71LeGFP

pUAStattB-cadN™intra-e GFP

pUAStattB-mCherry-graf

Beschreibung

Fusionsprotein zwischen NYFP und der
transmembran- und intrazellularen

Domane von NCadherin

Fusionsprotein zwischen CYFP und dem

gesamten offenen Leserahmen vodock

Fusionsprotein zwischen CYFP und den
N-terminalen 2,3 kb vonschizo

Fusionsprotein des gesamten offenen
Leserahmens vorarfl und Gterminalem
eGFP

Fusionsprotein der konstitutiv aktivierten

Form vonarfl und Gterminalem eGFP

Fusionsprotein der transmembran und
intrazellularen Doméane vonN-Cadherin

und Gterminalem eGFP

Fusionsprotein des gesamten offenen
Leserahmens vorgraf und N-terminalem

mCherry

Referenz

Dissertation
V.Groth, 2011

Masterarbeit

J.Hamp, 2012

Dissertation
V. Groth, 2011

C. Dottermusch

C. Dottermuwsch

Dissertation
V. Groth, 2011

Masterarbeit
J.Hamp, 2012



pUAStattB-schizefl-eGFP

Hefekonstrukte

pGADTZabiB1

PGADTZAAE 3 .

PGADTZAAE 3 3 ( X

pGADT ZcadNnta

pGADT Zdock

pGBKT#hbs

pGBKT #kette

Fusionsprotein des gesamten offenen
Leserahmens vorschizound G

terminalem eGFP

Deletion der ersten 18 Basenpaargon abi

Deletion der N-terminalen

WAVEinteragierenden Doméne

Deletion der SH3Doméne

intrazellulare Domé&ne von NCadherin

gesanter offener Leserahmen vordock

gesamnter offener Leserahmen vorhbs

gesamter offener Leerahmen vonkette
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Dissertation
C.Dottermusch,
2010

S. Bgdan,
Westfalische
Wilhelms-
Universitat
Munster

S. Bogdan,
Westfalische
Wilhelms-
Universitat
Minster

S. Bogdan,
Westfalische
Wilhelms-
Universitat

Minster

Dissertation
V. Groth, 2011

Masterarbeit
J.Hamp, 2012

V.Groth

C. Klambt,
Westfalische
Wilhelms-
Universitat

MuUnster
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pGBKT#schzo 2.3 N-terminale 2,3 kb vonschizo Dissertation
V.Groth, 2011



Tabelle 3.5: Verwendete Konstrukte, die in dieser Arbeit generiert wurden

Konstrukt

BiFC Konstrukte

pUAStcadNMinra-C-
YFP

pPUASEN-YFRcdc4 2l

pUASEN-YFRfps85Dfl

pUASEN-YFRgraf-fl

Aminoséaure -

region

2899-3097 aa

1-192 aa

1-1326 aa

1-859 aa

verwendete
cDNA/
Matrize

lwai et al.,
1997

HL08128

RH14840

LD28528

Primer

CadNiCYFPEcofw
GAATTCATGGGCGAGAATTG
CadNiCYFPrv2
AGATCTTCAATTCTAGTTC

Cdc42NYFPBglfw
AGATCTGATGCAAACCATCAAG
Cdc42NYFPXbarv
TCTAGATTATAAGAATTTGCACTT
FpsNYFPXhofw
CTCGAGATGGGCTTCTCATC
FpsNYFPXbarev
TCTAGATTAGTGGCTGTTGTC
GrafNYFPBglfw
AGATCTGATGTCAACTAAAAAGC
GrafNYFPXbarv
TCTAGACTAATGGTGCGGCTT

Klonierung

EcoRI + Bglll

Bglll + Xbal

Xhol + Xbal

Bglll + Xbal

Material

Bemerkungen

transmembran- und
intrazellulare
Doméane von
N-Cadherin

44



PUAStgO A AEsCOFP

pUASE
gOA/E32ET '-G 0O
YFP

pUAStgO A /£3 0 (- 3

CYFP

pUASEN-YFR
gOA&E30( 33 (X

PUASEN-YFR
gOA £33 ( X

224-859 aa

1-238 aa

224-575 aa

224-575 aa

1-798 aa

LD28528

LD28528

LD28528

LD28528

LD28528

GrafDPHCYFPfw
AGATCTATGCTGGCTCCCG
GrafCYFPAscrv
GGCGCGCCAATGGTGCG
GrafCYFPBglfw
AGATCTATGTCAACTAAAAAGCC
GrafDRSHCYFPrv
GGCGCGCCAATATGTCGG
GrafDPHCYFRw
AGATCTATGGIGCTCCCG
GrafDSH3CYFPrv
GGCGCGCCAGGTGCCC
GrafDPHNYFPfw
AGATCTGCTGGCTCCCGG
GrafDSH3NYFPrv
TCTAGACTAGGTGCCCGTTG
GrafNYFPBglfw
AGATCTGATGTCAACTAAAAAGC
GrafDSH3NYFPrv
TCTAGACTAGGTGCCCGTTG

Bglll + Ascl

Bglll + Ascl

Bglll + Ascl

Bglll + Xbal

Bglll + Xbal

Material

Deletion der
PH-Doméane

Deletion der
RhoGAPund
SH3Doméane

Deletion der PH und

SH3Domaéane

Deletion der PH und
SH3Domaéane

Deletion der
SH3Domane
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Gateway Konstrukte
pUAStattB-cdc42-fl-
eGFP

pUAStattB-cdc42fl-
mCherry

pUAStattB-CG12006
fl-mCherry

pUAStattB-drp1-fl-
mCherry

pUAStattB-fps85Dfl-
eGFP

1-191 aa HLO08128
1-191 aa HL08128
1-560 aa

1-735 aa AT04516

1-1326 aa RH14840

Cdc42-gw-for
CACBTGCAAACCATCAAGTG
Cdc42-gw-rev
TAAGAATTTGCACTTCCTTTTCT
Cdc42-gw-for
CACBTGCAAACCATCAAGTGCG
Cdc42-gw-rev
TAAGAATTTGCACTTCCTTTTCT

Drpl -fwl
CACBTGGAGGCCCTAATTC
Drpl -rev
CCACATGTGGGTCTCGCG
Fps85D_Ctagfl
CACCCARGGGCTTCTCATCAG
Fps85D_r1
CTCGTAATCTAGACAGGACTTGG
Fps85D_Ctf3
CCAGAGCCTCGGATCCTTG
Fps85D-rev-Asc

GGCGCGCCCACCCTTGTGGCTGTTC

Gateway

Gateway

Gateway

Gateway

Gateway

BamHlI
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Cterminaler
eGFPAnhang

Cterminaler

mCherry-Anhang

Cterminaler

mCherry-Anhang

Cterminaler

mCherry-Anhang

C-terminaler
eGFPRANnhang
Klonierung tber

mehrere Schritte



pUAStattB-fps85Dl-
mCherry

pUAStattB-fps85D1l-

myc

pUAStattB-myr-
fps85Dfl-mCherry

1-1326 aa RH14840
1-1326 aa RH14840
1-1326 aa RH14840

LD12327

Fps85D_Ctayfl
CACCCATGGGCTTCTCATCAG
Fps85D_r1
CTCGTAATCTAGACAGGACTTGG
Fps85D_Ctf3
CCAGAGCCTCGGATCCTTG
Fps85D-rev-Asc
GGCGCGCCCACCCTTGTGGCTGTTC
Fps85D Ctagfl
CACCCATGGGCTTCTCATCAG
Fps85D_r1
CTCGTAATCTAGACAGGACTTGG
Fps85D_Citf3
CCAGAGCCTCGGATCCTTG
Fps85D-rev-Asc
GGCGCGCCCACCCTTGTGGCTGTTC
Srcmyr -Kpnfw
GGTACCATGGGTAACTGC

Srcmyr -Kpnrev
GGTACCGGCGTTGGCAC

Fps-myr -fw-Kpn
CACCGGTACCATGGGCTTCTCATCA!
Fps85D_r1
CTCGTAATCTAGACAGGACTTGG

Gateway

BamHlI

Gateway

BamHlI

Gateway

Kpnl + BamH

Material

Gterminaler
mCherry-Anhang
Klonierung tber

mehrere Schritte

C-terminaler
Myc-Anhang
Klonierung tber

mehrere Schritte

N-terminale
Myristoylierungs-
sequenzvon Src42A
Cterminaler
mCherry-Anhang
Klonierung tber

mehrere Schritte
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pUAStattB-
ADOO w$ 3 3nfyw 3

pUASt

OEEAEOAs' %¢

mCherry

1-957 aa

RH14840

LD21622

LD21622

Fps85D_Ctf3
CCAGAGCCTCGGATCCTTG

Fps85D-rev-Asc
GGCGCGCCCACCCTTGTGGCTGTTC
Fps85D_Ctagfl Gateway
CACCCATGGGCTTCTCATCAG

Fps85D_DSTr2

TCTAGAGGACGATTTGTGGAG

BamHlI

Shi-fw Gateway
CACCGCCGCAATGGATAGT

Shi-D-GEDrev

TGGATCGCTGGAACTCTCC

ShiDDyn-fw Gateway
CACCGATATCCACCAGGCA
Shi-rev

CTTGAATCGCGAACTGAAGG

Material

Deletion der SH2
und Tyrosinkinase-
Domane,
Gterminaler
Myc-Anhang
Klonierung Uber

mehrere Schritte

Deletion der
GEDDomaéne und
Prolin-reichen
Region, Germinaler

mCherry-Anhang

Deletion der
DynGDomane
C-terminaler

mCherry-Anhang
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Hefekonstrukte
pGADT #abi

pGBKT #abi

pGADT Zarf1Q7it

pGBKTZarf1Q7iL

pGADT #arfl

1-474 aa

1-474 aa

1-474 aa

1-474 aa

1-474 aa

LD37010

LD37010

pUAStattB-
arf1Q71-eGFP

pUAStattB-
arf1Q71-eGFP

pUAStattB-
arf1-eGFP

AbiY2HEcofw
GAATTCATGTTGACCGAAACC
AbiY2HBamrv
GGATCCTTAGACACAAGGCT
AbiY2HEcofw
GAATTCATGTTGACCGAAACC
AbiY2HBamrv
GGATCCTTAGACACAAGGCT

Arfl -pGildaf
GAATTCATGGAAACGTATTCGCGAAC
TATT

ArflBamYrev
GGATCCTTAGCGATTAGCGT

Arfl -pGildaf
GAATTCATGGGAAACGTATTCGCGA/
TATT

ArflBamYrev
GGATCCTTAGCGATTAGCGT

Arfl -pGildaf
GAATTCATGGGAAACGTATTCGCGA/
TATT

ArflBamYrev
GGATCCTTAGCGATTAGCGT

Material

EcoRI +
BamHlI

EcoRI +
BamHlI

EcoRI+ aktivierte Form
BamHlI

EcoRI+ aktivierte Form
BamHlI

EcoRI+
BamHlI
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pGBKT #arfl

pGADT?#cdc42

pGBKT#cdc42

pGADTZdia

pGBKT#dia

1-474 aa

1-192 aa

1-192 aa

1-1015 aa

1-1015 aa

pUAStattB-
arf1-eGFP

HL08128

HL08128

LD14246

LD14246

Arfl -pGildaf
GAATTCATGGGAAACGTATTCGCGA/
TATT

Arfl1BamYrev
GGATCCTTAGCGATTAGCGT
Cdc42Y2HEcofw
GAATTCATGCAAACCATCAAGT
Cdc42Y2HBamrv
GGATCCTTATAAGAATTTGCAC
Cdc42Y2HEcofw
GAATTCATGCAAACCATCAAGT
Cdc42Y2HBamrv
GGATCCTTATAAGAATTTGCAC
DiaY2HNdefw
CATATGATGAACATTCCGAAG
DiaY2HADSaclrev
GAGCTCCTACGCGGAGC
DiaY2HNdefw
CATATGATGAACATTCCGAAG
DiaY2HBKSalrv
GTCGACCTACGCGGAGC

EcoRI+
BamHlI

EcoRI +
BamHlI

EcoRI +
BamHlI

Ndel + Sacl

Ndel + Sall

Material

50



pGBKT#dock 1-549 aa
PGADTZA| AE3 3 ( 1-445aa
PGBKTZAT AE 33 ( 1-445aa
pGADTZA T AE 3 3 ( 386-549 aa
pGBKTZAT AE 3 3 ( 386-549 aa
pGADT #ps85D 1-1326 aa

LD42588

LD42588

LD42588

LD42588

LD42588

RH14840

DockFlYEcofw
GAATTCATGTTGGAACACCC
DockflYBamrv
GGATCCTTACGTGCCATT
DockFlYEcofw
GAATTCATGTTGGAACACCC
DockDSH2YBamrv
GGATCCTTAGCCCGCCAG
DockFlYEcofw
GAATTCATGTTGGAACACCC
DockDSH2YBamrv
GGATCCTTAGCCCGCCAG
DockDSH3YEcofw
GAATTCGACTACCTGGCCA
DockflYBamrv
GGATCCTTACGTGCCATT
DockDSH3YEcofw
GAATTCGACTACCTGGCCA
DockflYBamrv
GGATCCTTACGTGATT
FpsY2HNdefw
CATATGATGGGCTTCTCATCA
FpsY2HEcorv
GAATTCTTAGTGGCTGTTGTC

EcoRI +
BamHlI

EcoRI +
BamHlI

EcoRI +
BamHlI

EcoRI +
BamHlI

EcoRI +
BamHlI

Ndel + EcoRlI

Material

Deletion der
SH2Domane

Deletion der
SH2Domaéane

Deletion der
SH3Domanen

Deletion der
SH3Domanen
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pGBKT#fps85D 1-1326 aa

PGADTZED 06 w$ 3 93-1326 aa

PGBKTZED 00 w$ 3 93-1326 aa

pGADT#graf 1-859 aa

pGBKT#graf 1-859 aa

pGADTZC OA /£E3 0 ( 224-859 aa

RH14840

RH14840

RH14840

LD28528

LD28528

LD28528

Material

FpsY2HNdefw Ndel + EcoRI
CATATGATGGGCTTCTCATCA

FpsY2HEcorv

GAATTCTTAGTGGCTGITC

FpsDFCHY2Hfw Ndel + EcoRI Deletion der
CATATGCAGCTGGAGGTCG FCHDoméne
FpsY2HEcorv

GAATTCTTAGTGGCTGTTGTC

FpsDFCHY2Hfw Ndel + EcoRI Deletion der
CATATGCAGCTGGAGGTCG FCHDoméne
FpsY2HEcorv

GAATTCTTAGTGGCTGTTGTC

Grafad-Nde-fw Ndel + BamHI
CATATGATGTCAACTAAAAAGCCCG/

Graf-Bam-rev

GGATCCCTAATGGTGCGGCTTCAAA

Grafad-Nde-fw Ndel + BamHI
CATATGATGTCAACTAAAAAGCCCG/

Graf-Bam-rev

GGATCCCTAATGGTGCGGCTTCTAAA

GrafDPHY2Hfw Ndel + BamHI Deletion der
CATATGCTGGCTCCCGGCA PH-Doméne
Graf-Bam-rev

GGATCCCTAATGGTGCGGCTTCAAA
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PGBKTZC OA /3 0 ( 224-859 aa LD28528  GrafDPHY2Hfw Ndel + BamHI Deletion der
CATATGCTGGCTCCCGGCA PH-Doméne
Graf-Bam-rev
GGATCCCTAATGGTGCGGCTTCAAA

pGADT? 1-238 aa LD28528 Grafad-Nde-fw Ndel + BamHI Deletion der

COAE32EIT " ! C CATATGATGTCAACTAAAAAGCCCG/ RhoGAPR und
GrafDRhoY2Hrev SH3Domaéne
GGATCCATCCAGATGGTATG

pGBKT?# 1-238 aa LD28528 Grafad-Nde-fw Ndel + BamHI Deletion der

COAE32ET ' ! C CATATGATGCAACTAAAAAGCCCGA/ RhoGAP und
GrafDRhoY2Hrev SH3Domaéane
GGATCCATCCAGATGGTATG

PGADTZC OA /&3 0 ( 224-575 aa LD28528 GrafDPHY2Hfw Ndel + BamHI Deletion der PH und
CATATGCTGGCTCCCGGCA SH3Doméne
GrafDSH3Y2Hrev
GGATCCGGTGCCCGTTGA

PGBKTZC OA /3 0 ( 224-575aa LD28528  GrafDPHY2Hfw Ndel + BamHI Deletion der PH und
CATATGCTGGCTCCCGGCA SH3Doméne
GrafDSH3Y2Hrev
GGATCCGGTGCCCGTTGA

pGADT?C OA /E3 3 (  1-798 aa LD28528  Grafad-Nde-fw Ndel + BamHI Deletion der
CATATGATGTCAACTAAAAAGCCCG/ SH3Doméne
GrafDSH3Y2Hrev

GGATCCGGTGCCAGGA



PGBKTZC O A /3 3 (

pGADT?#
graf3 0 (RhoGAP

pGBKT?Z
grafz 0 (RhoGAP

pGADT#schizo

pGBKT?#schizo

1-798 aa

427-859 aa

427-859 aa

1-1314 aa

1-1314 aa

LD28528

LD28528

LD28528

pUAStattB-

schizofl-eGFP

pUAStattB-
schizofl-eGFP

Grafad-Nde-fw Ndel + BamHI
CATATGATGTCAACTAAAAAGCCCG/
GrafDSH3Y2Hrev

GGATCCGGTGCCCGTTGA

GrafSH3Y2HNdefw Ndel + BamHI
CATATGAGOBCGATATCAA

Graf-Bam-rev

GGATCCCTAATGGTGCGGCTTCAAA
GrafSH3Y2HNdefw Ndel + BamHI
CATATGAGCGCCGATATCAA

Graf-Bam-rev

GGATCCCTAATGGTGCGGCTTCAAA

SizY2HNdefw Ndel + BamHI
CATATGATGTCCAGGTGTGA

SizY2HBamrv

GGATCCTTAGACCTCCGTC

SizY2HNdefw Ndel + BamHI
CATATGATGTCCAGGTGTGA

SizY2HBamrv

GGATCCTTAGACCTCCGTC

Material

Deletion der
SH3Domane

Deletion der PH und
RhoGAPDomane

Deletion der PH und
RhoGAP-Domane
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3.15 Verwendete Fliegenstamme

Die mit BL versehenen Stamme wurden vonBloomington Drosophila Stock Centefindiana
University, Bloomington, USA) bezogen. Alle anderen Fliegenlinien stammen entweder aus anderen

Laboren oder der Laborinternen Stammsammlung.

Tabelle 3.6: Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und generierten Fliegenstamme.
Fliegenlinie Lokalisation Beschreibung Referenz

white- (w1118) X Chromosom tréagt die white Mutation,

weilde Augen

P{CaryP}attP40 2. Chromosan zur B C31 vermittelten BL25709
Integration der
GatewayKonstrukte auf
dem zweiten
Chromosom
M{3xP3RFP.attP} 3. Chromosom zur B C31 vermittelten BL24749
Integration der
GatewayKonstrukte auf
dem dritten Chromosom
Balancerlinien und Marker

W —E% 2. Chromosom verschmalerte Augen
'# U/ 4 AQ
(Inflated, If)
nach oben gebogene
Fligel (CurlyO, CypD
Expression vonlacZim

Hinterdarm (hg-lac2?)

W $‘O_ ) 3. Chromosom white-mutanter
Hintergrund
verschmalerte Augen
(Drop, Dy



W 0B . 80
'#0/ EC43IAAR OA

Gal4-Treiberlinien

P{UASDcr-2};;Mef2-Gal4

Mef2-Gal4

2.13.

Chromosom

X Chromosom
/3.

Chromosom

3. Chromosom

verkurzte
Thorakalborsten
(Stubble, sp
Expression vonlacZim

Maxillarsegment

white-mutanter
Hintergrund
vermehrte Borsten auf
der Sternopleuralplatte
(sternopleura, sp
nach oben gebogene
Fligel (CurlyO, CypD
Expressionvon lacZim
Hinterdarm (hg-lac2?)
verschmaélerte Augen
(Drop, D)

verkirzte
Thorakalborsten
(Stubble, sb
Expression vonlacZim

Maxillarsegment

Expression von Gal4 und
Dcr im gesamten
Mesoderm, genutzt zur
Uberexpression von
RNAiKonstrukten

Expression von Gal4 im  Ranganayakulu et al.,

gesamten Mesoderm

Material

BL25707

1996
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#AA'A&24

#U/ E

¢

- e

rp298-Gal4 @uf-Gald)

rp298- Gal4,,

OA B9 i
¢ - h

sns pro3Gal4

/apr

twist-Gal4 (TGX)

OA

OA

UAS Effektorstamme

51 AR @Iﬁ)OA EE U9

#UI

51 2 ORE®APBE U

X D

#UI

UASQfp.S65T

Ox & - g £D x

2. Chromosom
/3.

Chromosom

X Chromosom

X Chromosom
/3.

Chromosom

2. Chromosom
/3.

Chromosom

2. Chromosom

X Chromosom

2. Chromosom

/3.

Chromosom

2. Chromosom
/3.

Chromosom

2. Chromosom

Expression von Gal4 im
gesanten Mesoderm, im
N-cadherinrmutanten

Hintergrund

Expression von Gal4 im

duf/kirre Muster

rp298-Gal4 imschize

mutanten Hintergrund

Expression von Gal4 im
twist-Muster, im
schizomutanten
Hintergrund

Expression von Gal4 im

snsMuster

Expresson von Gal4 im

gesamten Mesoderm

konstitutiv aktiviertes
cdc42unter
UASKontrolle, im
schizomutanten

Hintergrund

graff unter
UASKontrolle, im
schizemutanten

Hintergrund

gfp unter UASKontrolle,
lokalisiert im

Cytoplasma

Material

S. Onel

Menon und Chia,

2001

S. Owl

C. Dottermusch

S. Abmayr

A. Michelson, Baylies

und Bate, 1996

S. Onel

S.Onel

BL1521
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UASgraf-egfp 2. Chromosom

Mutanten und Deletionsstamme

cadNwm1e 2. Chromosom

cadN,cadN2v v 2. Chromosom

Df(2L)TW137 2. Chromosom
dockoa723 2. Chromosom
schiz¢t28 3. Chromosom
schizad’112 3. Chromosom

In dieser Arbeit generierte Fliegenstamme

UAScdc42fl-mCherry 2. Chromosom

UASdrpl-mCherry 2. Chromosom

enthdlt ein Stop Codon in
der extrazellularen

Domaéane

Deletionslinie fur
N-Cadherin und
N-Cadherin2; Excisbn

des RElements

Deletionslinie fir
N-Cadherin; 36C237C1

P-Element Insertion im

1. Intron

durch EMS Mutation
erzeugteschizeMutante,
nicht naher

charakterisiert

durch EMS Mutation
erzeugteschizeMutante,
nicht naher

charakterisiert

gesamteroffener
Leserahmen voncdc42

fusioniert mit mCherry

gesamter offener
Leserahmen vondrpl

fusioniert mit mCherry

Material 58

Masterarbeit J. Hamp,
2012

Iwai et al., 1997

Prakash et al., 2005

BL420

BL11385

Onel et al., 2004

Onel et al., 2004

transgene Linie

transgene Linie



UASfps85Dpl0@GFP

UASfps85Dp108mCherry

UASfps85Dp106nyc

3. Chromosom

3. Chromosom

3. Chromosom

UASED 006 w$ & 3nfye 3 3. Chromosom

UASmyrfps85Dpl100
mCherry

%07 Ec

I

3. Chromosom

Z/TA’A"? MA | ATEY <o 2. Chromosom

Z/TA’A'F? H ZFEBOwc¢ 2.Chromosom

X < <
"—%U/ Ec
OA E°PBF
UASOID:—,57-

I

2./3.

Chromosom

gesamter offener
Leserahmen vonfps85d

fusioniert mit eGFP

gesamter offener
Leserahmen vonfps85d

fusioniert mit mCherry

gesamter offener
Leserahmen vonfps85d
fusioniert mit Myc

Deletion der SH2 und
Tyrosinkinase-Domaéne,
fusioniert mit Myc

gesamter offener
Leserahmen vonfps85d
fusioniert mit mCherry,
N-terminales

Myristoylierungssignal

UASgfpim
schizemutanten

Hintergrund

Material 59

transgene Linie

transgene Linie

transegene Linie

transgene Linie

transgene Linie

doppelmutante,

rekombinante Linien
#23, #30, #44

doppelmutante,

rekombinante Linie
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4 Methoden
4.1 Arbeiten mit Drosophila melanogaster
4.1.1 Stammhaltung und Z ucht von Drosophila melanogaster

Die Fliegen werden auf mit Maismehlagar geflllten Flaschen bei 18 °C oder 25 &@ einer
Luftfeuchtigkeit von etwa 70 % in einer Klimakammergehalten und etwa alle zwei bis drei Wochen

umgesetzt.Die Generationszeit betréagt bei25 °C ungefahrl0 Tage, bei 18 °C 18 Tage.

4.1.2 Ansetzen von Kreuzungen

Zum Ansetzen einer Einzelpaarkreuzung werden ein Manhen und ein jungfrauliches Weibchen auf
eine neue Flasche gesetzErisch geschllpfteTiere sind an einer helleren Kérperfarbe sowie einem
durch die Korperwand duchscheinenden Darm zu erkennen, ménnliche Tiere sind erst sechs
Stunden nach dem Schlipfen fal. Mittels CQ werden die Tiere betdubt und kénnen so unter einem

Binokular betrachtet und sortiert werden.

4.1.2.1 Umbalancierung einer Fliegenlinie

Ein sogenannter Balancer wird bendtigt, umeine homozygot letale Mutation stabil in einer
Fliegenlinie zu halten. Es handelt sich dabei um Chromosomen, die parazentrische Inversionen
besitzen.Da Balancerchromosomen meist homozygot letal sind, schlipfen nur heterozygote Tiere,
welche sowohl die Mutation als auch den Balancer tragen. Mithilieines dominanen Markers, der
phanotypisch ausgepragt wird und an das Balancerchromosom gekoppelt ist, lasst sich der Balancer
bei einer Kreuzung nachverfolgenJanning und Knust, 2008)Mithilfe einer Umbalancierung lasst
sich ein bereits in einer Fliegenlinieeingebrachter Balancer gegen einen anderen austauschen. Dazu
wird die Ursprungslinie mit einer Fliegenlinie verpaart, die den einzubringenden Balancer sowie
einen Marker tragt (Abb.4.1 A). Im zweiten Schritt werden Weibchen und Mannchen verkreuzt,

welche die Mutdion Uber dem gewunschten Balancer tragen (Ablg.1B).
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- GOAOEI T ABEAD
"ATATAAGIAT AAO #

X

o}

OOAOEI-IOCBNG 8
Al AT AR@IT#AT AAO #

Abb. 4.1: Kreuzungsschema flir eine Umbalancierung. Im ersten Schritt wird die Ausgangslinie mit einer
Fliegenlinie verkreuzt, die den gewtinschten Balancer trégt (APanach folgt die Etablierungskeuzung, in der

Fliegen vepaart werden, die sowohl die Mutation als auch deneu einzubringenden Balancer tragen (B).

4.1.2.2 Mehrfachmarkierung einer Fliegenlinie

Sogenannte Mehrfachmarkierungender Chromosomen sind Voraussetzundpei der Generierung
einer doppelmutanten Fliegenlinie (siehe 4.1.2.3, welche Mutationen auf zwei unterschiedlichen
Chromosomen tragt Daflr wird zunachst die Ausgangslinie mit einenBalancerstamm verpaart,
welcher Balancer auf beiden Chromosomen tragt (Ablt.2 A). Fir den zweien Kreuzungsschritt
werden Fliegen verwendet, welche die Mutation Uber dem gleichen Balancer sowie den jeweils
anderen Balancer auf dem anderen Chromosom tragen (Abib2 B). Die Etablierung der Linie erfolgt
durch die Kreuzung von Fliegen, welche sowohldie Mutation als auch die gleiche
Balancerkombinationaufweisen (Abb. 4.2 C).

| - OOAOEIT - OEA® Al AT AAO & -
' AT AT RAO" AT AT AR AT AAO $§

. - O00A ETT 8 -GOAOEﬁ‘lxiAAoU 7
— = — o~ == — = ),
"Al AT ARAAT AT AAAITI &1 AAO

-OOAOEWAIBIAAO—@OAOEWAIBIAA&% |
"AIAINﬂMIAIAAO'@IAIN%@IAIA& %

#

Abb. 4.2: Kreuzungsschema fur die Mehrfachmarkierung einer Fliegenlinie.  Die Ausgangslinie wird im
ersten Schritt mit einem Balancer verkreuzt (A).In der Folgegeneration werden jungfréuliche Weibchen und
Mannchen verpaat, welche den gleichen Genotyp fiir das Chromosqauf dem die Mutation liegt, besitzen. Auf
dem anderen Chromosom wird auf unterschiedliche Balancer selektiert (B), sodass fir die

Etablierungskreuzung Fliegen eingesetzt werden, welche alle Balancer tragen (C).

%OAAl EAOOT COEOAOQU

ol

EAOOT COEOAOQUC
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4.1.2.3 Generierung einer doppelmutanten Fl iegenlinie

Sogenannte Doppelmutanten tragen zwei Mutationendie in diesem Fall auf verschiedenen
Chromosomen liegenDie Generation dieser Fliegenlinien ermdglicht Untersuchungen zu genetischen
Interaktionen zweier Proteine. Abbildung 4.4 zeigt beispielhdt ein vereinfachtes Kreuzungsschema
fur die Generierung einer Doppelmutante flr das zweite und dritte ChromosomDie fur diese
Kreuzung verwendeten Fliegen mussen zundchst mehrfachmarkiert werde(siehe 4.1.2.2 und
werden anschlieBend verkreuzt (Abb.4.3 A). In der Folgegeneration werden Mannchen nd
Weibchen miteinander verpaat, die sowohl beide Mutationen als auch die gewlnschte
Balancerkombination tragen (Abb 4.3 B).

- OOAOET ROEAO- AOEAO GOAGETT & -

AT AT ARRT AT REAT ARG AT AT AAO 's

o}

. -OOAOE[(‘DO'OE ‘()OQOE-T(T)O/BOEl“O/ AATL EAOGTI COEOAD
"R AT ARE AT REAT AT ARAT AT AAOCY ¢

Abb. 4.3:Kreuzungsschema fur die Generierung einer Doppelmutante. Im ersten Schritt weden
Jungfrauen der einen Mutantemit Mannchen der zweiten Mutante verpaat (A). Im zweiten Schritt folgt die
Etablierungskreuzung, bei der Mannchen und Weibchen, die jeweils beide Mutatien sowie die gleiche

Balancerkombination tragen, verkreuztwerden (B).

4.1.2.4 Generierung einer rekombinanten Fliegenlinie

Liegen die zwei auf genetische Interaktion zu untersuchenden Gene auf dem gleichen Chromossim
die Generierung einer rekombinanten Fliegenlinie notwendig. Zunachst werden Weibchen und
Mannchen de beiden mutanten Ausgangslinien verpaart (Abb. 4.4 A). Im zweiten Schritt folgt die
Kreuzung jungfraulicher Weibchen, dideide Mutationen in trans und dadurchkeinen Balancer mehr
tragen, mit Mannchen eines Balancerstammes (Abl.4 B). Die meiotische Rkombination findet in
D. melanogastemwahrend dieses Schrittes ausschlief3lich in Weibchen statDie in der folgenden
Generation auftretenden Mannchen der potentiellen Rekombinante welche nun wieder einen
Balancer tragenwerden im néchsten Schritt gegeWeibchen des Balancerstammes gekreuzt (Abb.
44 C), bevor im letzten Schritt die Etablierung der Linie folgt (Abb4.4 D). Die etablierten

Fliegenlinien missen vor der Verwendung noch auf erfolgreiche Rekombination hin getestet werden.
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1O

| AOEI DOAOGETT o & -
AT ATARAT AT AAO -
o]
. - OOAOQEI-TAOEAO S %~
~GOAGETRI &1 AAO -
o]
. - OOAOEI T 8h --ADBRAGETT 9 -
AT AT AABTAT AT AAO
o]
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Abb. 4.4: Kreuzungsschema fir die Generierung einer rekombinanten Fliegenlinie. Nach der Krewung
der Ausgangslinien (A) wird in der ndchsten Generation ein jungfrauliches Weibchen, welches keinen Balancer
tragt, mit einem Mannchen eines Balancerstammes vpaart (B). Von der Folgegeneration wird ein Mannchen
mit einem weiblichen Tier eines Balancestammes verkreuzt (C). Fur die Etablierungskreuzung werden

Mannchen und jungfrauliche Weibchen verwendet, welche beide den Balancer tragen (D).

4.1.3 Mikroinjektionin  D. melanogaster OT A + AET AAET OOAT O&l Olinfke@asé 1T | EOO.
(Bischof et al., 2007)

$EA +AEI AAET OOAT O A&l Ol-ldtdgiade brmdglicid &irte beAthtetd IAt€yratpw \omp
transposablen Elementen, sogenannten -Blementen, auf das gewlnschte Chromosom von
D.melanogaster Zur Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten transgenen Fliegenstamme
werden P-Elemente verwendet, welche ein Zielgen unter UAKontrolle tragen (siehe 4.1.4)Der fur
die Injektion bendtigte Fliegenstamm wird auf gro3e Fruchtsaftagarflschen gesetzt. Die innerhalb
eines Zeitintervalls von etwa 20 Minuten abgelegten Embryonen werden zuerst in einem Siebchen
gesammelt und durch eine firdminitige Inkubation in 1:1 H,O/Klorix dechorionisiert. Es folgt ein
kurzer Waschschritt in ¢gH20. Im Arschluss werden die Embryonen mit einem Pinsel auf einem
Agarblock aufgereiht. Mithilfe eines mit Heptankleber beschichteten Deckglaschens werden die
Embryonen fir die Injektion fixiert und fir zehn Minuten im Exsikkator getrocknet. In der
Zwischenzeit werden 5 pg der zuvor aufgereinigten DNA mit 2,5 pl 10rjektionspuffer versetzt, mit

4dH20 auf ein Gesamtvolumen von 25 pl aufgefillt und fir 30 Minuten bei 13000 UpM und 4 °C
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abzentrifugiert. Die DNA wird in die Injektionsnadel gegeben und posterior in diaufgereihten und
mit Voltalef-Ol (iberschichteten Embryonen injiziert. In den darauf folgenden Tagen werden die
Larven abgesammelt und in kleine Futterflaschen transferiert. Die daraus geschlupften potentiellen
transgenen Fliegen werden jungfraulich mitw!e Fliegen verkreuzt. Die verwendeten Gateway
Vektoren tragen zusatzlich zum UAKonstrukt des Zielgens dasvhite Gen, welches zur Auspragung
der roten Augenfarbe flihrt. Die Injektion erfolgt im syncytialen Blastodermstadium, in dem noch
keine Zellgrenzen gebildet wurden. Dadurch kann die DNA in die sich bildenden Keimzellen
aufgenommen werden. Bei einer erfolgreichen Integration des UASonstruktes in die Keimbahn der
Embryonen schliipfen nach der ersten Kreuzung mit1118 Tieren in der zweiten Generation otaugige
Fliegen. Diese werden noch zweimal mitwi1i8 Fliegen verpaart und anschlieBend erfolgt die

Etablierung des Stammes durch die Kreuzung zweier rotaugiger Fliegen.

4.1.4 Das UASGal4 System zur ektopischen Expression von UAS -Konstrukten
(Brand und Rerrimon, 1993)

Das UASGakt System ermdglicht eine ektopische Expression von Zielgenen in spezifischen Geweben
oder Zellen. Daflr werden zwei verschiedene Fliegenstamme genutzt. Ein Stamm exprimiert dagt
Gen unter Kontrolle eines gewebespezifischenegomischen Enhancers vorD. melanogaster Der
zweite Stamm tragt das zu untersuchende Zielgen, welches hinter einer Upstream activating
sequene (UAS), der Bindestelle des Ghlliegt. Werden beide Fliegenlinien miginander verkreuzt,
wird das Ga#t Protein exprimiert und kann an die UASAktivierungsdomane binden, was zur
Expression des Zielgens im gewinschten Gewebe fuhrt & 4.5. Mithilfe der spezifischen
Promotorsequenz wird festgelegt, in welchen Zellen oder welchem Gewebe das Zielgen exprimiert

wird.
Abb. 4.5: Sclematische Darstellung des UAS-
Enhancer-trap GAL4 UAS-gene X
5N Gal4 Systems.Zur Expression des Zielgens werden
zwei Fliegenstdamme miteinamler verpaart. Ein
Stamm tragt Gad unter Kontrolle eines
spezifischen Promotors, der andere die UAS

Bindestelle vor dem zu exprimierenden Gen. In der

Folgegeneation kann das nun gebildete

Gal-Protein an die UASAktivierungsdoméne

_gneh”a%@ecr 000 binden und die Expression des Zielgens initiieren.
UAS
Tissue-specific expression Transcriptional activation (St- Johnston, 2002)-

of GAL4 of gene X
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4.1.5 Sammeln von Embryo nen

Zum Sammeln der Embryonen werden die Elterntiere auf mit Fruchtsaftagar gefullte R6hrchen
gesetzt. Jeweils morgens und abends werden die Rohrchen gewechselt und die auf dem Agar
abgelegten Embryonen bei 18 °C bis zugewiinschten Altersstadium nachgealtert Bis zur Fixierung
werden die Réhrchen mit den Embryonen bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahiDie Fixierung erfolgt

jeweils nach drei oder maximal vier Tagen

4.1.6 Fixieren von Embryonen

Die Embryonen werden zunéchst mithilfeeines Pinsels in Siebchen transferiert. Es folgt ein
funf-mindtiger Inkubationsschritt in 1:1 H>O/Klorix zur Entfernung des Chorions. AnschlieRend
werden die Embryonen fir finf Minuten in HO gewaschen und danach trocken geblotteMittels
Heptan werden di Tiere in ein Epperorf-Reaktionsgefald tGberfihrt Der Fixierungsschritt erfolgt
nach der Zugabe von 500 prischem Heptan und 500 pl 4 % FPBS flr 20 Minuten auf dem Schiuittler.
Die untere Phase wird abgenommen und verworfen. Es werden 500 ul Methanol aggben und fir
eine Minute gevortext. Der letzte Schritt wird wiederholt. Im Anschluss werden die Embryonen
zweimal mit Methanol gewaschen und bis zur weiteren Verwendundpei 4 °C im Kuhlschrank

gelagert.

4.2 Immunhistochemische Methoden
4.2.1 Antikorpern achweis an whole mount Embryonen

Die in Methanol gelagerten Embryonen werden zunachst durch drei zebminttige Waschschritte in
PBT rehydriert. AnschlieBend wird der primére Antikdrper in PBT verdinnt, auf die Embryonen
gegebenund tber Nacht bei 4°C aufdem Schiittler inkubiert. Am nachsten Tag wird der Antikorper
abgenommen und die Embryonenwerden dreimal fiir zehn Minuten in PBT gewaschen. Zur
Absattigung von unspezifischen Bindestellen folgt ein Blockschritt fur 30 Minuten in 2 %
Ziegenserum in PBTNacd der Zugabe des in PBT verdinnten sekundaren Antikoérpers werden die
Embryonen fir zwei Stunden bei Raumterperatur auf dem Schiittlerinkubiert. Bei Huoreszenz
gekoppelten sskundaren Antikérpern missen die Inkubation sowie die folgenden Schritte zusatzlich
im Dunkeln erfolgen. Der sekundéare Antikorper wird abgenommen und die Embryonen erneut
dreimal fur zehn Minuten inPBT gewaschen. Danach werden die Tieire Fluoromount aufgenommen

und auf einem Objekttrager eingebettet.
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4.3 Molekularbiologische Methoden
4.3.1 Polymerase -Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)
(Mullis et al., 1986)

Mithilfe der PolymeraseKettenreaktion (PCR kdnnen spezifische DNAFragmente amplifiziert und
vervielfaltigt wer den. Fir diese Reaktion werden kurze Oligonukleotide béitigt, die sogenannten
Primer, welche Start und Endpunkt des zu amplifizierenden DNAFragments bilden. Mithilfe eines
Denaturierungsschritteszu Beginn der PCR werden die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Basen Adenin und Thymin sowie Guanin und @sin aufgebrochen, was zur Auftrennung des
DNA-Doppelstranges fuhrt. Im zweiten Schritt, dem Annealing, binden die Primer bei einer
spezifischen Temperatur(Tm) an die DNAStrange.Es folgt die Elongation, bei der eine Polymerase
das zu der Zielsequenz kmplementdre Produkt synthetisiert. Die Temperatur fir den
Elongationsschritt ist dabei abhangigron der verwendeten Polymerase, die Zeit wird durch die Grol3e
des zu amplifizierenden Fragments festgelegDieses Produkt wird in den folgenden Zyklen, in deme
die drei Schritte Denaturierung, Annealing und Elongation jeweils wiederholt werden, vervielfaltigt.
- EOOAIT Ou-@x@rudedseatti@iat der verwendeten Polymerase wird die Fehlerzahl bei der

Synthese verringert.

Die in dieser Arbeit durchgefiuihrten PolymeraseKettenreaktionen wurden unter folgenden
Bedingungen mithilfe der AccuPrime TagDNA-Polymerase (Life Technologies, Darmstadt) nach

Herstellerangabendurchgefiihrt:

1.Denaturierung 95 °C 5 Minuten

2. Denaturierung 95°C 30 Sekunden

3. Annealing Tm 60 Sekunden 35X
4. Elongation 68 °C 1 Minute pro 1 kb

5. Elongation 68 °C 10 Minuten
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4.3.2 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA -Fragmenten

Fur die Gelelektrophorese wird ein 1 % iges Agarosegel verwendet, welches mit TBE Uberschichtet
wird. Es werden 1,5 ul GroRenstandard sowie die aufzutrennenden Proben, versetzt mit Ladepuffer,
in die Taschen geladen und bei 60 V bis 120 V aufgetrennt. Die aufgrund der Phosphatreste negativ
geladenen DNAFragmente wandern im elektrischen Feld zum Pluspol, éinere Fragmente schneller

als grof3e. Mithilfe des zugesetzterethidiumbromids, welches in die DNA interkaliert, kann das

Ergebnis der GroRenauftrennung unter U\Licht ausgewertet werden.

4.3.3 Isolierung von DNA -Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Auftennung wird das DNAFragment der richtigen GroRe zunachst auf einem
UV-Licht-Tisch aus dem Gel ausgeschnitten und in ein EppenddReaktionsgefal’ transferiert. Die
Isolierung der DNA erfolgt mithilfe des JETSORB Kits (Genomed, Léhne). Es werden 300 pePift
und 10 pl derJETSORB Gelsuspensiangegeben und kurz gevortext. Danach folgt eine 4&inltige
Inkubation bei 50 °C im Wasserbad, bei der die DNA gebunden wird. Die Probe wird anschlieRend bei
1000 g fir eine Minute zentrifugiert und der Uberstand erworfen. Das Pellet wird in 300 pl Puffer
Al resuspendiert und fir eine Minute bei 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut
abgenommen und das Pellet in Puffer A2 resuspendiert und fir eine Minute bei 1000 ¢
abzentrifugiert. Der letzte Schritt wird wiederholt. AnschlieRend wird das Pellet getrocknet und in
20 pl 4gH20 aufgenommen. Die Eluation der DNA erfolgt durch eine fuanfinttige Inkubation bei

50 °C im Wasserbad. Die Gelsuspension wird nun abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues

Eppendorf-Reaktionsgefal transferiert.

4.3.4 Aufreinigung von DNA mittels NucleoSpin @ Kit

Die Aufreinigung der DNA flr die Injektion wird mittels NucleoSpift Kit (Machrey-Nagel, Diren)
durchgefuhrt. Daftr werden 10 pg der DNA mitgH20 auf 50 pl verdinnt, anschéZend mit 100 pl
NTI Puffer versetzt und auf eine Saule gegeben. Es folgt ein Zentrifugationsschritt fir 30 Sekunden
bei 13000 UpM. Der Uberstand wird verworfen und die Saule mit 700 pl NT3 Puffer mittels
Zentrifugation fur 30 Sekunden bei 13000 UpM gewaben. Der Waschschritt wird wiederholt.
AnschlieRend wird die Saule durch einen Zentrifugationsschritt fiir eine Minute bei 13000 UpM

getrocknet. Zum Eluieren der gebundenen DNA werden 20 44H,O auf die Saule gegeben und fir funf
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Minuten bei Raumtemperaturinkubiert. Mithilfe einer erneuten Zentrifugation fir eine Minute bei
13000 UpM wird die DNA von der Saule eluiert.

4.3.5 Konzentrationsbestimmung

Der DNAGehalt der Proben wird mithilfe des NanoDrop 2000 Spectrophotometers (Thermo
Scientific, Waltham, M\) bestimmt. Dafir wird zun&chst 1 plgqH.0 als Referenzwert und
anschlieRend 1 pl der Probe bei 260 nm gemessen. Das Verhéltnis des Absorptionskoeffizienten bei
260 nm zu 280 nm gibt den Reinheitsgrad der DNA an. Bei einem Wert von etwa 1,8 gilt die DWA a

rein.

4.3.6 Ligation von DNA -Fragmenten in TOPO® Vektoren

Die Ligation wird mithilfe der TOP® Cloning Kits (Life Technologies, Darmstadt) durchgefiihrt. Um
PCRFragmente in die TOP® Vektoren einzubringen, werden 0,5- 4 ul des PCHProdukts mit
0,5l TOP®@ Vektor versetzt und mitqqH2O auf ein Gesamtvolumen von 6 pl aufgefillt. Dieser Ansatz
wird fur funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend werden 2 pl fir die
Transformation der chemisch kompetenten Zellen eingesetzt.

Bei der Ligation in den pCR2.IM-TOP® TA Vektor erfolgt der Inkubationsschritt bei

Raumtemperatur fir 30 Minuten.

4.3.7 Ligation von DNA -Fragmenten mittels T4 Ligase

Die mithilfe eines praparativen Restriktionsverdaus aus den Zwischenvektoren (TOPOVektoren)
ausgeschnitenen DNAFragmente werden zunéchst mittels Gelelektrophorese bei 60 V aufgetrennt.
Das Fragment der richtigen Gréf3e wird anschliel3end aus dem Agarosegel isoliert (sieh8.3) und
die Konzentration am NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, &itham, MA)

gemessen. Die einzusetzende Menge von Insert und Vektor berechnet sich nach folgender Formel:

)T OAOOCOTanA ET EA p 6AEQLOIALCA EL 1.C. . .
5 AEGT OCOTa R A EzlxpEléLAoo OUAT A% - AT CA” AAO
Insert und Vektor werden mit 2 pl Ligasepuffer und 1ul T4-DNA Ligase versetzt und auf 20 pl

Gesamtvolumen mitygH2O aufgeflillt. Die Ligation erfolgt Gber Nacht bei 16 °C im Kryobad.
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4.3.8 Klonierung in Gateway ®-Vektoren

Das Gateway System ermdglicht eine einfache Umklonierung von DIRFagmenten aus dem pETR™
TOPO Vektor in verschiedene Noder Gterminal markierte pUASt oder pUASp Vektoren.
Voraussetzung fur die Klonierung ist ein Nerminaler cacc-Uberhang, tiber den die Ligation in den
PENTRM TOPO Vektor erfolgt. Fur die Klonierung werden 5050 ng despENTR Konstrukts mit
150 ng des Zielvektors und 2 pl GatewayClonase Il Enzym Mix versetzt und mitgH>O auf 10 pl
aufgefullt. Die Inkubation erfolgt fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Aktivitdt des Enzyms wird
durch einen zehnminltigen Inkubationsschritt bei 37 °C im Wasserbad gestoppt. Fir die

anschlieRende Transformation chemisch kompetenter Zellen werden 2 pl eingesetzt.

4.3.9 Herstellung chemisch kompetenter $ ( v 4 : Al 1T Al
(Sambrook et al., 1989)

Die Bakterien werden zunéchst auf einer L#Platte ohne Antibiotikum ausgestrichen und Gber Nacht
bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert. Am nachsten Tag werden 50 ml iedium mit einer Kolonie
inokuliert und bei 37 °C tber Nacht auf dem Schuttler inkubiert. Von dieser Kur wird am nachsten
TagLB-Medium auf eine ORoo von 0,2angeimpft und bis auf eine OB von 0,5bei 37 °C schiittelnd
wachsen gelassenm Anschluss werden die Zellen fur 30 Minuten auf Eis inkubiert und danach far
zehn Minuten bei 2000UpM und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wid verworfen, das Pellet in
16 ml eiskaltem RFtPuffer aufgenommen und fir eine weitere Stunde auf Eis inkubiert. Es folgt ein
Zentrifugationsschritt fir zehn Minuten bei 2000 UpM und 4 °C. Nach Verwerfen des Uberstandes
wird das Pellet in4 ml RFII-Puffer aufgerommen und fiir 15 Minuten auf Eis gelagertleweils 100 pl
der Zellen werden in neue EppendorReaktionsgefal3e aliquotiert zunachst in flissigem Stickstoff

schockgefroren und anschlieRend bei80 °C gelagert.

4.3.10 TransfoOl ACET T O1T1 ET 1 DPAOGAT OAT $(uvy Al 1Al

Zur Transformation werden 0,5- 5 pldes Ligationsansatzesauf die Zellen gegeben und fur 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA in die Bakterienzellen wirdurch einen Hitzeschock fur
2,5Minuten bei 37 °C im Wasserbad ausgeltst. Es folgt die Zugabe von 300 ul vorgewarmtem
LB-Medium und ein 45 mindtiger Inkubationsschritt bei 37 °C auf dem Schiittler. Anschlie3end
werden die transformierten Bakterien auf mit entsprechendem Antibiotikum versetzten

LB-Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
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4.3.11 Plasmid Praparation mittels alkalischer Lyse (Mini  -Praparation)

Um die DNA aus den Bakterien zu isolieren, werdezunéchst3 ml LB-Medium mit dem jeweiligen
Antibiotikum versetzt und mit jeweils einer Kolonie inokuliert . Die Vermehrungder Bakterienzellen
erfolgt Gber Nacht bei 37°C auf dem Schdttler. Am nachsten Tag wird die Kultim ein Eppendorf
Reaktionsgefal’ Uberfuhrt und zunachst fir finf Minuten bei 4000pM abzentrifugiert. DasZellpellet
wird nach Abnahme des Uberstands in 250 pl E1 Puffer resuspendiert. AnschlieBend werden 250
E2 Puffer zur Zelllyse hinzugegeben und vorsichtig invertiert. Nach einem finfinitigen
Inkubationsschritt bei Raumtemperatur erfolgt die Neutralsation durch Zugabe von 250 pl E3 Puffer.
Die Proben werden kurz invertiert und anschlie3end bei 13000JpM fur 30 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wird in neue, mit 750 plsopropanol gefiillte, EppendorfReaktionsgefalie uberfiihrt
und die DNA bei einem erneuten Zentrifugationsschritt fir 30 Minuten bei 13000 UpM gefallt.
AnschlieBerd wird der Uberstand abgenommen, 750 pl 786 Ethanol zugegebemnd das Pellet durch
einen 20-minutigen Zentrifugationsschritt bei 13000 UpM gewaschen. Das Pellet ind im Anschluss

getrocknet,in 30 pl 44H20 aufgenommen undbei 37 °C im Wasserbad geldst.

4.3.12 Plasmid Préaparation im grof3en MaR3stab ( Midi -Préparation)

Zur Erhéhung der DNA Ausbeute wird eine sogenannte Midiraparation durchgefiihrt. Daflir werden
50 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt und mit 30 pl der 3 ml Kultur
angeimpft. Uber Nacht bei 37 °C schuttelnd erfolgt die Vermehrung der BakterienzelleBie Midi
Kultur wird am nachsten Tagn ein 50 ml Falcon tberfihrt und fir funf Minuten bei 400 UpM
abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 4 ml E1 Puffer resuspendiert. Zur
Zelllyse werden 4 ml E2 Puffer zugegebenvorsichtig invertiert und fur funf Minuten Dbei
Raumtemperatur inkubiert. Die Neutralisation erfolgt durch Zugée von 4 ml E3 Puffer. Es wird
erneut kurz invertiert und abschlieRend fur 30 Minuten bei 4000 UpM abzentrifugiert. In der
Zwischenzeit wird eine Saule mit 10 ml E4 Puffer aquilibriert. Nach dem Zentrifugationsschritt wird
der Uberstand auf die Saule gegeln und anschlieRendzweimal mit 10 ml E5 Puffer gewaschen.
Durch die Zugabe von 6 ml E6 Puffer wird die an die Sdule geb@meé DNA schlielilich in eimit 4 ml
Isopropanol gefilltes 15 ml Falcon eluiert. Zur Fallung der DNA folgt ein 3Qinutiger
Zentrifugationsschritt bei 4000 UpM. Der Uberstand wird verworfen und das Pellehach Zugabe von
2 ml 70 % Ethanoldurch einen weiteren Zentrifugationsschritt fir 20 Minuten bei 4000 UpM
gewaschen. Nach Abnahme des Uberstands wird si#@ellet zunachst getrocknetanschlieRend in
100 pl ¢gH20O aufgenommen und bei 37C im Wasserbad geldst. Die Lagerung der DNA erfolgt
bei-20 °C.
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4.3.13 Analytischer und praparativer Restriktionsverdau

Sowohl fur den analytischen als auch fir den praparativen Restriktionsverdau wird etwa pgder
PlasmidDNA eingesetzt. Diese wird mit 2 pl 10x Reaktionspuffer und 0,2 pl Restriktionsenzym
versetzt und mit 4gH-O auf ein Gesamtvolumen von 20 pl aufgefillt. Der Restriktionsverdau erfolgt
bei 37 °C im Wasserbad, bei dem analytischen Restriktisverdau fur eine Stunde, bei dem
préparativen fur bis zu drei Stunden. Die Probevird anschlieRend mit Ladepuffer versetzt und

mittels Geldektrophorese aufgetrennt

4.3.14 Sequenzierung

Die Sequenzierungdler DNAKonstrukte wird durch die Firma LGC Genoias (Berlin) durchgefiihrt.
Dafiur werden etwa 1 pg DNA und 20 pmol des entsprechendenPrimers mit 4qH2O auf ein

Gesamtvolumen von 14 ul aufgefillt undur Sequenzierungverschickt.

4.4 DasHefe 2-Hybrid System
(Fields und Song, 1989Review:Ratushny und @lemis, 2008)

Das Hefe 2Hybrid System ermdglichtdie Analyse direkter Proteininteraktionen in der Hefe Fir alle
Interaktionstests wurde das MatchmakefM GAL4 TweHybrid System 3, (ClontechLaboratories, CA
verwendet. Daflr werden zunéchst dieoffenen Leserahmenmit C-terminalem Stopp-Codonder auf
Interaktion zu testenden Proteine in die Hefevektoren eingebracht. Der pGBKMektor beinhaltet
neben der DNA-Bindedomane (DBD),mit welcher das Koéderprotein (Bait) fusioniert ist, den
Selektionsmarker Trpl.Im zweiten Vektor, pGADT7, sind eine Transkriptiong\ktivierungsdomane
(AD), die mit einem Beuteprotein (Prey) fusioniert ist, sowie der Selektionsmarker LEU2 enthalten.
Bei dem verwendeten Hefestamm handelt es sich um eine Mangelmutante, die erst nach Abma
beider Vektoren auf den Selektionsplatten wachsen kann. Erst nach dem Uberstreicheder
transformierten Hefe auf die Induktionsplatten kann auf Interaktion getestet werden. Die Btektion
erfolgt mittels UASGalt System. Die UABiIndedomane liegt vor d&n Reportergenenade und MELL
Das zur Aktivierung bengtigte Gat ist in Teilfragmenten (AD und DBD) an die zu testenden Proteine
fusioniert. Durch eine Interaktion von Koder und Beuteprotein wird die Aktivierungsdoméne in
raumliche Néhe der Bindedoméane daacht und eine Transkription des Reportergen&ann dadurch
initiiert werden (Abb. 4.6 B). Die Transkription bleibt aus, wenn beide Proteine nicht miteinander

interagieren (Abb.4.6 A). Eine Interaktion der Fusionsproteine wird damit durch das Wachstum der
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Zellen sowie durch die Blaufarbung der Kolonien durch Umsetzung desyXGal als Substrat fur die

Galactosidase MELhachgewiesen

No transcription

s
_| Regorter gene

Transcription

I—
Cognate binding site 4 Reporter gene

Abb. 4.6: Schematische Darstellung des Hefe 2-Hybrid Systems. Interagieren die zu untersuchendenan die
Transkriptions-Aktivierungsdoméne (AD) beziehungsweisddNA-Bindedoméane (DBD) fusionierten Proteine

nicht miteinander, werden die Reportergeneade und MEL1 nicht transkribiert (A). Es kommt weder zum
Wachstum noch zur Blaufarbung der Kolonien auf der InduktionsplatteBei d@ner Interaktion kann die

Aktivierungsdomane an die Bindedomane binden und das Reportergen wird transkribiert (BPie Interaktion

lasst sich durch Wachstum und Blaufarbung der Kolonien zeigefModifiziert nach Ratushny und Golemis,
2008).

4.4.1 Anzucht und Transformation der Hefe

Der Hefestamm wirdin einem Glycerinstock bei-80°C gelagert. Fir die Interaktionstests wird die
Hefe aus diesem Stock zunéchst auf YPDA Platten ausgestrichen fimdetwa zwei bis drei Tagebei
30 °C inkubiert, bis die Kolonienetwa 2 mm grof3 sind. Von dieser Platteverden zwei bis drei
Hefekolonien in 50 ml YPDA Medium resuspendiert undber Nacht bei 30°C un@20 UpM inkubiert.
Am folgenden Tag werden aus dieser Kultur 300 ml YPDA Medium auf eine ¢ggb/on etwa 0,2
angeimpft und erneut bei 30°C und 20 UpM auf dem Schiittler inkubiert. Nach 3 4 Stunden sollte
die ODyoo bei einem Wert tiber 0,5 liegen. Die Kultur wird nun in 50 ml Falcons aufgeteilt und fur fanf
Minuten bei 2000UpMund Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Ubertand wird verworfen und die
Pellets werden in 50 ml sterilemgyyH.O vereint. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschrittfiir funf
Minuten bei 2000 UpM und Raumtemperatur. Das Pellet wird in 2 ml frisch angesetztem LIAC/TE
aufgenommen.Fur die Transformation werden jeweils 2-3 g der PlasmidDNA, welche fur das

Kdder- beziehungsweise Beuteproteirkodieren, in ein EppendorfReaktionsgefald gegeberzunéachst
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mit 10 pl denaturierter Lachssperma DNA undanschlieffend mit 100 pl der kompetenten Hefeellen
versetzt und kurz gemischt. Zu dem Gemisch werden 600 pl frisch angesetztes PEG/LIAC gegeben
und durch Invertieren vermischt. Es fot ein Inkubationsschritt fir 40 Minuten bei 30 °C und
220 UpM auf dem Schittler. Anschlieend werden 70 ul DMSO zugegeben, kurz ntieet und die
Hefebei 42 °C fur 15 Minuten im Heizblock inkubiert.Danach werden die Zellen zunéchst fur zwei
Minuten auf Eis gelagert und schlie3lich fir funf Minuten bei 2000JpM und Raumtemperatur
abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pelet in 250 pl autoklaviertem gqH.O
resuspendiert und durch einen erneuten Zentrifugationsschritt fur funf Minuten bei 2000JpM und
Raumtemperatur gewaschen. Das Pellet wird nun in 150 glerilem 44H20 resuspendiert und mithilfe
von autoklavierten Glasperén werden die Zellen auf Selektionsplatten ausplattierDiese werden fur
vier bis sechs Tage bei 30 °C inkubierDie transformierten Zellen, die beide Vektoren aufgenommen
haben, besitzen beidé&elektionsmarkerund kénnen auf den Selektionsplatten wachse

4.4.2 Uberstreichen der Hefekolonien auf Induktionsplatten

Die auf den Selektionsplatten gewachsenen Hefekolonien werden mithilfeon autoklavierten
Zahnstochernauf den Induktionsplatten ausgestrichenlm Anschlusswerden die Platten fir zwei bis
drei Tage bei 30 °C inkubiertWenn eine Interaktion der getesteten Proteine vorliegt, wachsen
Hefekolonien auf den Induktionsplatten und verfarben sichaufgrund der Umsetzung von X -Gal
durch die Galactosidase MEL#lau.

4.5 Arbeiten mit Drosophila S2 Zellen
4.5.1 Haltung und Ausséen von Drosophila S2 Zellen

Die Zellen werden bei 25 °C in sterilen Kulturflaschen gehalten und zweimal in der Woche passagiert.
Dazu werden 2,5 ml der Zellsuspension mit 2,5 ml frischem Medium in eine neue kleine Kulturflasche
Uberfuhrt. Fir die Transfektion werden die Zellen zunachst in Wellplatten ausgesat. Mittels einer
Neubauer Zahlkammer kann dieZellzahl pro Milliliter bestimmt werden. Dafir werden 10 pl der
unverdinnten Zellsuspension in die Kammer gegeben und insgesamt 4xKéstchen ausgezahlt. Der
Mittelwert der ausgezahlten Kastchen wird mit dem Kammerfaktor multipliziert und anschlie3end

kann die gewtinschte Verdinnung berechnet werden.
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4.5.2 Transfektion von Drosophila 2 Zellen

Die Transfektion der 2 Zellen erfolgt mithilfe des FUGENE HD Transfection Reagent (Promega,
Mannheim). Daftir werden 0,5 pgder DNApro Well eingesetzt. Um eine Expression von Konstrukten
unter UASKontrolle zu ermdglichen, miissen zusatzlich 0,5 pg Akti@al4 zugegeben werderZu der
DNA werden20 ul Medium gegebendas Gemisch anschlieRenaiit 4,5 ul FUGENE HD versetzt und
fur funf bis zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiertNach der Inkubationszeit wird das Gemisch
zu den ausgesaten Zellen gegeben. Zur Aufnahme der DNA werden die Zelled&®tunden bei 25°C
inkubiert. Um an den transfizierten & Zellen Immunfluoreszenzfarbungen durchzufiihren, wirckine
neue Wellplatte mit Glasplattchen bestuckt und mit jeweils 200 pl Poli-Lysin beschichtet. Nach
einem Inkubationsschritt von 20 Minuten wird das Poly-L-Lysin abgenommenDie Zellen werden nun

in die neue Wellplatte Uberfuhrt. Nach etwa zwei Stunden, in denen die Zellen absinken und sich an

die beschichteten Glasplattchen anheften, kann mit der Fixierung begonnen werden.

4.5.3 Fixierung von Drosophila S2 Zellen

Die Zellen werden fur 15 Minuten in 500 ul 4 % HPBS fixiert und anschlieRend zweimal fur flnf
Minuten mit 500 ul PBS gewaschen. Es folgt die Permeabilisierung rBl@0 pl 0,5 % Triton-X100 in

PBS fir zweieinhalb Minuten. Danach werdedie Zellen erneut zweimal fur finf Minuten mit 500 pl
PBS gewaschen.

4.5.4 Antikdrpernachweis an Drosophila S2 Zellen

Um unspezifische Bindestellen abzuséttigen, werden die Zellen nach der Fixierung fur 30 Minuten in
500 ul 3 % BSA/PBS geblockDas Decklaschenwird anschlielendmithilfe einer Prépariernadel und
einer Pinzette aus der Wellplatte entnommen undhit der Zellseite nach unten in einen 20 pl Tropfen
des in PBS verdiinnten Antikorpers gelegt. Die Inibation erfolgt im Dunkeln fir zwei Stunden be
Raumtemperatur in einer Feuchtekammer. Der primare Antikérper wird durchkurzes Schwenken
des Deckglaschens in PBS abgewaschen und es folgt die Inkidramit dem sekundaren Antikorper
unter Lichtausschlussfiir eine Stundebei Raumtemperaturin einer Feuchtekammer. Die DNA wird
mittels Hoechst markiert. Dafiir werden die Zellenerneut fir zehn Minuten im Dunkeln in der
Feuchtekammer inkubiert Die Deckglaschen werden erneut dreimal in PBS und anschlieRend

dreimal in ¢aH-O gewaschen und in einem Tropfen Flaromount-G™ eingebettet.
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45.5 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (Bimolecular Fluorescence

Complementation, BiFC)
(Hu et al., 2002Review: Kodana und Hu, 2012)

Das BiFC System dient dem Nachweis direkter Proteininteraktionen in der Zellkultur. Bétigt
werden dafur spezielle Vektoren, die jeweils das Nbeziehungsweise @erminale Fragment des
Venus YFP enthaltenDie offenen Leserahmen der auf Interaktion zu testenden Proteine muissen
daher zunachst in die entsprechenden Vektoren kloniert werden (Abb. 4.7 A). Die
Plasmid-Konstrukte werden zusammenmit Aktin -Ga# in S2 Zellen transfiziert(siehe4.5.2). Bei einer
Interaktion der entstehenden Fusionsproteine werden die Teilfragmente in rdumliche Nahe
zueinander gebracht. Es kommtu einer Komplementdion des YFP (Abb4.7 B), welchemithilfe eines

Fluoreszenzmkroskops aufgenommenwerden kann.

Abb. 4.7: Schematische Darstellung der Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation. Die
Interaktionskandidaten werden mit dem N- oder Gterminalen Fragment des Vaus YFP fusioniert (A). Bei einer

Interaktion der Proteine kommt es zur Komplementation (B)(Modifiziert nach Kodana und Hu, 2012
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5. Ergebnisse

N-Cadherin lokalisiert in Embryonen an der Membran derMyoblasten (Dottermusch-Heidel et al.,
2012). Aufgrund des abgeschwéachten Fusionsdefekteder N-cadherin;schizoDoppelmutante im
Vergleich zu der shizo-Einzelmutante wurde postuliert, dass NCadherin vor der Fusion vonden
Kontaktstellen der Membranen entfernt werden muss. Der Abstand zwischen FC/wachsender
Myotube und acharierender Myoblaste wird dadurch verringert und es kann zur Fusion kommen
(Dottermusch-Heidel et al., 2012) In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob der
Fusionsprozess irschizemutanten Myoblasten vor der Bildung einer Fu®nspore stoppt und welche

Proteine an der Internalisierung von NCadherin beteiligtsind.

5.1 schizo-Mutanten zeigen Defekte bei der Bildung der Fusionspore

In schizeMutanten ist ein starker Fusionsdeékt erkennbar, bei welchemkeine Fusionen stattfinden
(Chen et al., 2003Dottermusch-Heidel et al., 2012. Die Zelladhasiorscheint in den Mutantennicht
gestort zu sein(Dottermusch-Heidel et al., 2012) Der schizemutante Phanotyp basiert vermutlich

auf einem Defekt beidem Abbau von NCadherin von denPlasmamembraren (Dottermusch-Heidel

et al., 2012). Dadurch kdnnen diese nicht mehr in unmittelbare Nahe gebracht werden und es kann
sich vermutlich keine Fusionspore bilden. Um zu Uberpriifen, ob es ischizeMutanten zu einer
Bildung von Fusionsporen kommt,wurde ein GFPRDiffusionsversuch durchgefiihrt. Daflir wurde
zunachst eine Fliegenlinie, welcheegfp unter UASKontrolle tragt, in den schizemutanten
Hintergrund eingekreuzt. Diese Linie wurde anschlieBend mit einer Fliegenlinie verkreuzt, welche
den Treiber rp298-Galt im schizemutanten Hintergrund trégt. Da das Ga&l mithilfe der rp298-Gak
Treiberlinie spezifisch in FCs exprimiert wird,kann das eGFFSignal zundchst auch nur in den FCs
detektiert werden. Nur wenn es zu einer Vesikulierung der Membranen komt und eine Fusionspore
gebildet wird, kann das eGFP von den FCs/wachsenden Myotuben in die FCMs diffundieren und auch
dort nachgewiesen werden. Zur Kontrolle des Experiments wurde die UASfp tragende Fliegenlinie

mit der rp298-Galt tragenden Treiberlinie, beide im wildtypischen Hintergrund, verkreuzt. Die
Embryonen der Kreuzungen wurden gesammelt, fixiert und die Muskeln sowie alle Myoblasten
wurdkenAOOAE AET AT 1T OEEEODPAOT AAE x AEubuligskighhigenfadhd 1 OOE A
Auch die Detektion des eGFP erfolgte mittels Antikorpernachweis. Fur die Auswertung des Versuches
wurden die Embryonen am Mikroskop betrachtet. Dabei wurden Myoblasteaufgenommen, welche

an einewachsende Myotube adhérieren.
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Im Wildtyp war das eGFFSignal in densich bildenden Myotuben sowie in den FCMs detektierbar
(Abb. 5.1 A).Dies wurde besonders in der VergroRerung sichtbaj | AA8 -1 ODOQHhO ET AAO Al
gezeCO EOO j11GAABh vosMABISQh xAl AEA! ARSBAEB@AOH O ODARABATR

Uberlagerung Uberlagerung eGFP beta3-Tubulin

rp298-Gal4 x
UAS-egfp

Abb. 5.1: Im wildtypischen Hintergrund diffundiert e eGFP in die FCMsDie Ubersicht zeigt das eGFBignal
in densich bildendenMyotubenund den adhériererden FCM<gA). In den VergréRerungnist eine FCM zu sehen
j 10OO0Oh o0&£AREI qh x Al AEAj A Ofodlied. B-AlgderydbldsteAvAdaR eGERBIghE)
deutlich detektierbar. Anterior ist links, posterior rechts, gezeigtist ein Embrydn Stadium 15. Mal3stabsbalken:
pmt AN CcOilgruiuingon O1 Od ro

Als nachstes wurdenschizemutante Embryonen analysiert.Drei Embryonen sind sowohl in der

Ubersicht (Abb. 5.2A-C) als auch in der VergroRerun@ AUAE CO ! OAOKD OB DA B O $ E A
betrachteten Embryonen zeigten einen starken Fusionsdefekt, bei dem neben den langgestreckten

FCs zahlreiche unfusionierte Myoblasten zu erkennen waren (Abb. 5.2@). Das eGFBignal war in

AAT &#0O0 AAO - OO0OAT OAT AAOCAEDEROGAAOOGH AAB OIBA # @O
meisten adharierenden FCMs hingegen konntowohl im friihen Stadium der Fusion (Abb. 5.2A OO Oh

Pfeile) als auch zu einenweiter fortgeschrittenen Zeitpunkt kein eGFPSignal detektiert werden
j! AAg-" OD@ -#EDOOh 0A£ZAEI Aqs 6AOAET UAT O xOOAAT EAAT AE
AAT AT A" &0 T AAECAXxEAOAT -»O0hAT0o AAEITTEED AAGBAS v8¢ #
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Uberlagerung Uberlagerung eGFP beta3-Tubulin

rp298-Gal4;;schizoV112 x UAS-egfp;schizo(1-28

Abb. 5.2: In der schizo-Mutante diffundiert e eGFPin den meisten Fallen nicht in die FCMs. UASegfp

wurde im schizemutanten Hintergrund spezifisch in FCs exprimiert. Myotuben sowie alle Myoblasten wurden

durch einen Antikorpernachweis der muskelspezifischeq eTubulins sichtbar gemacht. Agh das eGFRvurde

mithilfe eines Antikdrpers nachgewiesen. Deschizemutante Phanotyp der Embryonen im Stadium 15 war in

den jeweiligen Ubersichten zu erkennen (AC). In den VergroBerungen war das eGFEignal in den
langgeDOOAAEOAT &# 0! HHOASE O BADOADBOADT AEAT q8 $EA 1 AEOOAT Al
kein eGFR3ECT ATOGOD O 6#HO @O 60 £AET Aqs , AAECI EAE ETSigtaA OAET UA
AAOAE OE A O & OOOhAnO i sBitirik ) posterior rechts. MaRstabsbalken: 5 um; griin: eGFP; rot:

r eTubulin.

Der eGFPDiffusionsversuchhat gezeigt, dass es bei der Myotubenbildung im Wildtyp aufgrund der
Bildung von Fusionsporen haufig zur Difision von eGFP in die FCM&m. Im Gegensatz zum Wildtyp
war die Fusionsporenbildung in schizeMutanten jedoch uUberwiegend unterdriickt. Dieses
Experiment bestatigt die Annahme, dasschizeMutanten keine Fusionspore mehr bilden kbnnemind

die Membranen intakt bleiben
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5.2 Welcher Endocytosemechanism us ist an der Internalisierung von N -Cadherin beteiligt?

Die Ergebnisse, dassschizaMutanten keine Fusionsporen mehr bilden kdnnenbestatigen die
Annahme, dass die Membranen aufgrund von-8adherin nicht mehr in unmittelbare Nahe gebrauat
werden kdnnen.Zwar wird vermutet, dass Schizo die Internalisierungon N-Cadherinreguliert, der
daran beteiligte Endocytoseweg konnte bislang jedoch nicht identifiziert werden (Dottermusch
Heidel et al., 2012)

In  der Literatur sind verschiedene Clathin-abhdngige sowie Clathrirunabhéngige
Endocytosemechanismen beschrieben. Ein Protein, welches bei beiden Mechanismen eine Rolle
spielen kann, ist Dynamin (Ferguson und De Camilli, 20LDeshalb wurde zunachst dessen mogliche

Beteiligung an der Internalsierung von N-Cadherin untersucht.

5.2.1 Das Dynamin Drpl co-lokalisiert e in S2 Zellen moglicherweise mit N -Cadherin, jedoch

nicht mit Schizo

Dynamine gehdren zu den sogenannten groRBen GTPasen undsind an zahlreichen
Endocytoseprozessen beteiligt Dabei Ubernehmen sie hauptséchlich eine Funktion bei der
Abschnirung der Vesikel (Praefcke und McMahon, 2004Ferguson und De Camilli, 2012)In
D.melanogastersind mehrere Proteine beschrieben, welche der DynamiSuperfamilie zugeordnet
werden konnen. Shibire ist beispielsweise das Ortholog des klassischddynamins aus Vertebraten
(Chen et al.,, 1991; van der Bliek und Meyerowitz, 1991)das Dynamindhnliche Protein 1
(Dynamin-related protein 1, Drpl) entspricht dem Dynaminl-like (DNM1L). Zudem gibt es noch ein
OPAZahnliches Protein(Optic atrophy 1) sowie die Proteine Fuzzy Onion, Marf, Pastl und CG9297
(Flybase), auf die im weiteren Verlauf jedoch nicht weiter eingegangen wird

In friheren Studien wurde bereits eine Rolle von Shibire wahrend der Muskelentwidkng von
D.melanogasteranalysiert (Dottermusch-Heidel et al., 2012) Durch die Expression eines dominant
negativ-wirkenden Fusionsproteins konnte zwar ein Fusionsdefekt verursacht weren, dieser liel
sich jedoch vermutlich auf eine fehlerhafte Determinaton der Myoblasten zurtckfiihren Ein
Dynamin-Antikérpernachweis an mit schizeceGFP transfiziertenDrosophilaS2 Zellen zeigte zudem
keine eindeutigeCo-Lokalisation zwischen den beiden Proteiner{Dottermusch-Heidel et al., 2012).
Auch der Phanotyp einer zu diesem Zeitpunkt nicht ndher charakterisierten drpl-mutanten
Fliegenlinie wurde bereits in friiheren Experimentenanalysiert (Masterarbeit C. Braukmann, 2012)
Dabei konnten leichte Defekte bei der Ausbildunger somatischen Muskulaturim Embryo gezeigt
werden, was auf eine Funktion wahrend der Myoblastenfusion hindeuten konntelnklar blieb jedoch,

ob diese Defekte, wie auch bei Shibireauf eine fehlerhafte Determindion der Myoblastentypen
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zurlickzufiihren sind und ob Shibire und Drpl in Redundanz wirken &nnen (Masterarbeit C.
Braukmann, 2012.

Um Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung ean Drpl an der Internalisierung von NCadherin zu
erlangen, wurden zunéchst Cd.okalisationsstudien in S2 Zellen durchgefihrt. Dafir wurdeder
gesamte offene Leserahmen vodrpl in einen pUAStVektor mit Gterminalem mCherry-Anhang
kloniert und anschliel3end mitschizoeGFP odeiN-cadherinMintra-eGFP Konstrukten undaktin-Ga#
in Zellen co-transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden fixiet und unter einem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Es sind sowohl die Uberlagerungeimd die Schnittansichten der
beiden Achser(Abb. 53 A-B) der mCherry- (Abb. 53! -B0Oulhd eGFPKanale(Abb. 53! @0 @lGuch
der DNA-Nachweis mittels Hoehst gezeigt{Abb. 53! GBD® O q

Sowohl das Drpl-mCherry Fusionsprotein (Abb. 53! @1 A " 0QqQ A1 -Cadheriliz-e@FR O
Fusionsprotein lokalisierten in intrazellularen vesikularen Strukturen. N-CadherimMinra-e GFP zeigt
iberdies noch eine Lokalisation im Bereich der Plasmamembran (Abb.8 ¢ Ein©CspRalisation
der beiden Fusionsproteine schienm Cytoplasma der Zellgartiell méglich zu sein (Abb. 53 A, Pfeil).
Die CoTransfektion von drp1l-mCherry (Abb. 53 BO @hd schizoeGFP(Abb. 53 BO @G keine Co
Lokalisation erkennen (Ab. 53 B).

Uberlagerung eGFP Hoechst + DIC
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Abb. 5.3: Drpl-mCherry kdnnte partiell mit  N-Cadherin ™™inta -eGFP co-lokalisieren, jedoch nicht mit
Schizo-eGFP Co Transfektion von S2 Zellen midrp1-mCherry undN-cadherin™inra-eGFP sowielrpl-mCherry

und schizeeGFP. Das DrpinCherry Fusonsprotein akkumulierte E T OAOGEEOI ROAT-"YO3OO0OEDD

N-Cadherin™Mintra-.eGFP |okalisierte sowohl in der Nahe der Plasmamembran als auchn intrazelluldren

VesiketlR ET 1 EAEAT 3 O Or@ padtidlid £bLokplisafod Gig Drgh-mCherry kdnnte im Gytoplasma
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moglich sein (A, Pfeil). Auch das SchizeGFP Fusionsprotein lokalisier¢ in vesikularen Strukturen (BO O Q h
co-lokalisierte jedoch nicht mit Drpl-mcherry (B). Ma3stabsbalken: 5 um; grin: GFP; rot: mCherry; blau:

Hoechst zum Nachweisder DNA.

Aufgrund der partiellen Co-Lokalisation besteht weiterhin die Moglichkeit einer Beteiligung von Drpl
am Abbau von NCadherin. DaDrpl jedoch hauptsachlich in die Teilung der Mitochadrien involviert
ist (Sesaki et al., 2014und zudem bislang lediglicheine patielle Co-Lokalisation zwischen Drpl1 und
N-Cadherin, nicht jedoch Drpl und Schizo zu bbachten war,wurde dieser Ansatz im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt.

5.2.2 Analysen zur moglichen Funktion von Graf wéahrend der Myoblastenfusion von

D.melanogaster
5.2.2.1 Graf co-lokalisiert e transient mit Arfl und aktiviertem Arfl in Drosophila S2 Zellen

Interaktionsstudien im Embryo sowie im Hefe 2Hybridsystem zeigten, dass Arflrn D. melanogaster
wahrend der Myoblastenfusion mit Schizanteragiert (Dottermusch-Heidel et al., 2012) In S2 Zellen
war zudem eine CelLokalisation der beiden Proteine zu sehen (Dottermuscliieidel et al., 2012)In
Vertebraten wurde gezeigt, dass Arflfir die Dynamin-unabhangige durch Cdc42 regulierte
CLIC/GEEC Endagtose bendtigt wird (Kumari und Mayor, 2008). In aktivierter Form vermittelt es
dabei wahrscheinlich die Aktivierung der AHRGAPXGTPase, welche die Aktivitdt von Cdc42
reguliert. Durch die Aktivierung wird Cdc42 zur Plasmamembran rekrutiert und initiiertdie fiir die
Endocytose bendtigte Aktinpolymerisation (Kumari und Mayor, 2008)Ein weiteres Protein, welches
in Vertebraten im Zusammenhang mit der Arfivermittelten CLIC/GEEC Endoytose beschrieben
wurde, ist Grafl Bei diesem Prozess konnte ArfIur die Bildung der tubuldren Einschnirungen
zustandig sein, Grafl fur deren Stabilisierun¢fEl-Sayed und Harashima, 2013).

Um zu untersuchen, ob Graf und Arfl auch iD. melanogastezusammen in einem Endocytoseweg
wirken kdnnen und méglicherweise mit Schizo an er Internalisierung von N-Cadherin beteiligt sind,
wurden zuné&chst CelLokalisationsstudien in S2 Zellen durchgefihrt. Die Zellen wurden mit den
Konstrukten mCherry-graf (Masterarbeit J. Hamp, 2012)und arfl-eGFP (Dissertation C.
Dottermusch, 2010) sowie maherry-graf und konstitutiv aktiviertem Arfl, arflQ7iLeGFP
(Dissertation C. Dottermusch, 2010)undaktin-Gal4 cetransfiziert, anschlieRend fixiert und mithilfe
eines Fluoreszenzmikroskops betrachtet. Abbildung 8.zeigt die Uberlagerungen (Abb. 8.A-C)der
mCherry (Abb. 54! @ 0q O1T A A418@®OJAAAT 8 8 A -Nadhwels AittelsAdbectBt. !
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=2 = 22 =

(Abb. 541 OGO O Q8 31 xGraf (Abbl 3A4E BAXAU Al G1-AARMOE j!! AA8 vuvsy !¢
ArflQ7it-eGFP (Abb. 8" OO0 OT A # 00 (Qq isador i@ UekikelathnkcheA Strulituted Das
Fusionsprotein mCherry-Graf celokalisierte transient mit Arfl-eGFP (Abb. 8 A, Pfeil), sowie mit

ArflQ7it -eGFP (Abb. 3. B, Pfeile). Allerdings gab es auch vesikulare Strukturen, in denen keine
CoLokalisation zwischen Graf und Arfl beziehungsweise Graf und ARZLL zu erkennen war (Abb.

54 A und C).

Uberlagerung mCherry eGFP Hoechst + DIC

Alll

mcherry-Graf mcherry-Graf
Arf191l.eGFP Arf1-eGFP

mcherry-Graf
Arf1%71L-eGFP

Abb. 5.4: mCherry -Graf co-lokalisierte transient mit A rf1 -eGFP und Afl Q71L -eGFP.S2 Zellen wurden mit

mCherry-graf und arfl-eGFP sowie mitnCherry-graf und arf1Q71L.-eGFP Konstrukten cdransfiziert. Arf1-eGFP

j! o6@AL-A' &0 j 00 Ol A -&&dau0®q Al Il HAADDAOOAT ET OAOCEEODI R
Uberlagerung waren partielle Celokalisationen zwischen mCherry-Graf und Arfl1-eGFP (A, Pfeil)sowie

zwischen mCherry-Graf und Arf1Q71L -eGFP (B, Pfeile) zu erkennen. Jedoctamnicht in allen Zellen eine Co

Lokalisation zu detektieren (C) MaRstabsbalken: 5 um; griin: GFP; rot: mCherry; bl&ioechst zur Markierung

der DNA.
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Die beobachtete partielle CoLokalisation zwischen den Fusionsproteinen mChernGraf und
Arfl-eGFP sowie mChernGraf und ArflR71L-eGFP kénnte darauf hindeuten, dass diese Proteine auch
in D. melanogaster in vivogemeinsam in einem Endocyiseweg wirken. Als néchstes wurde
untersucht, ob Graf auch mit Schizo und4€adherin in DrosophilaS2 Zellen celokalisiert und auf

Proteinebene interagiert.

5.2.2.2 Graf co-lokalisiert ein Drosophila S2 Zellen transient mit Schizo

Falls Graf eine Rolle & der Internalisierung von N-Cadherin spielt, sollten auch eine partielle
CoLokalisationen mit N-Cadherin sowie Schizo zu detektieren sein. Mithilfe vont®&lien in
transfizierten Drosophila S2 Zellen sllten die in friheren Experimenten beobachteten
CaoLokalisationen(Masterarbeit JHamp, 2012 bestatigt und Hinweise auf eine mdgliche Interaktion
zwischen NCadherin und Graf sowie Schizo und Graf gewonnen werden. Verwendet wurden
Konstrukte, welche bereits im Rahmen friherer Arbeiten generiertvurden. Beischizo(Dissertation

C. Dottermusch, 2@0) und graf (Masterarbeit J. Hamp, 2012) wurde der gesamte offene Leserahmen
hinter eine UASSequenz kloniert, beN-cadherinmMinta (Dissertation V. Groth, 2012) nur der Bereich,
der fur die intrazellulare Doméane sowie die Transmembrandoméane codiert. Zaglich wurden die
Proteine entweder mit einem mCherry oder einem eGFFPAnhang versehen. Di®rosophilaS2 Zellen
wurden sowohl mit mCherry-graf und schizoeGFP als auch mit mCherrgraf und
N-cadherinMinra-eGFP Konstrukten cdransfiziert. Mithilfe des UASGal4 Systems wurden die
Konstrukte durch eine CeTransfektion mit aktin-Gal4 in den Zellen exprimiert. Anschliel3end
wurden die Zellen fixiert und unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Gezeigt sind jeweils die
Uberlagerungen (Abb. 5 A-C) dermCherry- (Abb. 55! @ 0 q O1-Hanafe(ABb055! & OQq O xEA
der DNANachweismittels Hoechst (Abb. 55! GO0 O q 8

Das N-CadherinMinra-eGFP Fusionsprotein lokalisierte in S2 Zellen vermehrt an der Zellmembran
und vereinzelt in Vesikeldhnlichen Strikturen (Abb. 55! Oi@Cha&rry-Graf konnte in fixierten Zellen

in vesikularen Strukturen beobachtet werden (Abb. & ! @ 0 Q8  %hBkhliatiost Fwischen
mCherry-Graf und NCadherin™intra-eGFRwvar in fixierten Zellen nicht nachweisbar (Abb. % A). Auch
SchizeeGFP lokalisierte in vesikuldren Strukturen (Abb. 5" 0O O1 A # @éh@8herry-GERIOA E A1
und SchizeeGFPFusionsproteinenwar sowohl eine CelLokalisation (Abb. 55 B, Pfeile) als auch ein

Nachweis in verschiedenen Vesikefhnlichen Strukturen (Abb. 55 C) zu erkennen.



Ergebnisse 84

Uberlagerung mCherry eGFP Hoechst + DIC

mCherry-Graf
N-Cadherin™"-eGFP

mCherry-Graf
Schizo-eGFP

mCherry-Graf
Schizo-eGFP

Abb. 5.5: Transiente Co-Lokalisationen konnten in S2 Zellen zwischen mCherry -Graf und Schizo-eGFP

beobachtet werden, jedoch nicht zwischen mCherry -Graf und N-Cadherin ™intra -eGFP,

N-Cadherin™inra-eGFPlokalisierte an der Zellmanbran und vereinzelt in VesikeiR ET 1 EAEAT 3 OOOEOOOA
Sowohl mCherry-Graf j -#00Q Al ©6hizodOAED 3 " 00 OT A #006Qq 11 EAI EOEAOOAT
Zwischen NCadherinMinra-.eGFPund mCherry-Graf konnten keine Ce_okalisationen beobachtetwerden (A),
SchizaeGFPund mCherry-Graf celokalisierten transient (B, Pfeile und C). MalRstabsbalken: 5 um; griin: GFP;

rot: mCherry; blau:Hoechst zur Markierung derDNA.

5.2.2.3 In Live -Imaging Studien lokalisiert e Graf transient mit N -Cadherin an der M embran

In fixierten S2 Zellen konnte keine Cd.okalisation zwischen Graf und NCadherin beobachtet
werden. Um eine mdglicherweise sehr kurze, transiente Gookalisation zu untersuchen, wurden
zusatzlich Livelmaging Studien durchgefihrt. Dazu wurden S2 Zeh mit mCherry-graf sowie
N-cadherinMintra-eGFP undaktin-Gal4 coetransfiziert und ohne Fixierung am Mikroskop betrachtet.

Einzelne, mit beiden Konstruktentransfizierte Zellen wurden flr jeweils 25 Minuten gefilmt. Dabei
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wurden mehrere Ebenen innerhalbder Zellen aufgenommen. Die Zeitintervalle zwischen den
einzelnen Aufnahmen waren deshalb abhangig von der Ebenenanzahl.

Exemplarisch fur die beobachteten Zellen sind in Abb. ®&zwei Zellen im Verlauf der Aufnahmen
gezeigt. In der ersten Zelle (Abb.6A-! OO0 Q 1 | E AGadhé&igir@-8GEP Eudidhsprotein im
Bereich der Membranen. Zudem war eine Akkumulation im Cytoplasma der Zelle zu erkennen.
mCherry-Graf lokalisierte in vesikularen Strukturen, welche sich in der Zelle bewegten (Abb.65A-

I 06 0 AleEzivdkanh Zelld wareifle Lokalisation von NCadherirmMinta-.eGFP an der Zellmembran
zu erkennen (Abb. BB 000 Q8 ! OA EGrah Ausionsprétd&inizeigeleine Lokalisation im
Bereich der Membran (Abb. " OT A " O0OO0Oh $dIddideitebd@A Mdgligher®disd
transient mit N-CadherinMinta-eGFP (Abb. 5" O OT A " OOh 3 O0AO01T AEAT Q8

12 min 40 sec 15 min 50 sec 19 min 00 scc

mCherry-Graf
N-Cadherin™""-eGFP

03 min 00 sec 14 min 00 sec 17 min 30 sec

Abb. 5.6: Live-Imaging Einzelbilder von N-cadherin ™inra_eGFP und mCherry-graf co-transfizierten S2
Zellen zeigten eine transiente Co-Lokalisation . N-CadherinMinta-eGFP |okalisierte vermutlich an der
Plasmanembran (BBOOOQ8 ! Oh AOA Adile ! ADO &G AEHTA O EEOI 01 AGET 1
Das mCherryGraf Fusionsprotein lokalisiere in den Zellen in sich im Verlauf der Aufnahme bewegaden
vesikularen Strukturen (A-! OOOh ZuwemAviiat ACh&ryGraf wahrscheinlichim Bereich der Membran
lokalisiert BunA " OO Oh $1 bbAidetvedehtieleine Colokalidathbingt®ACadherinVinra_eGFP
im0 O A " Qldnstabéhaként SAum;Agtig] GFP; rot: mCherry.

N-Cadherin™Minta-eGFRokalisierte an der Membran der transfizierten S2 Zellen. Auch mChen@raf
schien transient im Bereich der Membran zu lokalisieren. Eine partielle Gookalisation der beiden

Proteine ist daher méglich und verstarkt die Vermutung dass Graf an der Internalisierung von
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N-Cadherin beteiligt seinkdnnte. Ob die beobachtete Ghokalisation auf einer Proteininteraktion

beruht, wurde im Folgendenanalysiert.

5.2.2.4 N-Cadherin interagiert eim Hefe 2-Hybrid System mit Graf Giber dessen SH3-Doméne

Nach der mittels Livelmaging Studien beobachteten partiellenCoLokalisation zwischen NCadherin
und Graf an der Membran von transfizierten S2 Zellen sollte auch eine mdgliche direkte Interaktion
auf Proteinebeneuntersucht werden. Dafur wurde das Hefe Hybrid System verwendet.Von graf
war lediglich eine verktrzte cDNA verfugbar, welche die f{erminale BARDomane nicht vollstandig
umfasst. Diese verkirzte Variante wurde in friheren Studien bereits im gesamten Mederm
Uberexprimiert, fuhrte jedoch nicht zu einem Fusionsdefekt (Masterarbeit J. Hamp, 2012Der
gesamteverfligbare offene Leserahmen vorgraf wurde in die HefeExpressionsvektoren pGADT7
(mit Aktivierungsdoméne, AD) und pGBKT7 (mit DNAindedomane, DB kloniert und zusammen
mit N-Cadheririntra (Dissertation V. Groth, 2011)in Hefe ceexprimiert. Eine Interaktion der zu
testenden Proteine lie3 sich mittels Wachstum und Blaufarbung der Hefe auf Induktionsplatten
nachweisen.

Eine schematische Ubersicht deDoméanen von Graf ist in Abb. 3.A zu sehen. IrD. melanogaster
begeht Graf aus einePH-, einer RhoGAPsowie einer Gterminalen SH3Doméane .Dadie verwendete
cDNA die Nterminale BARDomane nicht umfasst, wurde die Doméane in diesem Schema nicht
bertcksichtigt. Eine direkte Interaktion zwischenDBD-Graffull length und AD-N-Cadheririnta konnte
im Hefe 2Hybrid System gezeigt und wiederholt bestatigt werden (Abb. 3.B 3). Aufgrund dieser
Ergebnisse sollte auch getestet werden, welche Domane von Grafdie Interaktion essentiell ist. Bei
einer Deletion der SH3Doméane konnte keine Interaktion mit der intrazellularen Doméne von
N-Cadherin beobachtet werden (Abb. 3.B 5-7). Verkirzte Proteinvarianten, welche entweder nur
die SH3Doméane oder sowohl die RhGAR als auch die SH®oméane umfassten,zeigten bei
CoExpression mit AD-N-Cadherinnta eine direkte Interaktion auf Proteinebene, welche durch
Wachstum und Blaufarbung der Hefe zu erkennemar (Abb. 57 B 3,4 und 8). In den Kontrollen (Abb.
5.7 C 18) war zu sehen, dass lediglichDBD-Graf-delta PH delta RhoGAReine sehr leichte
Autoinduktion zeigte (Abb. 57 C 8). Alle anderen Proteine interagierten nicht mit den

co-exprimierten Leervektoren.
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A PH RhoGAP SH3 Interaktion mit
N-Cadherint2

A — — | Graf-full length '
B — — | Graf-delta PH +
c I— Graf-delta RhoGAP deltaSH3

D —1 Graf-delta PH delta SH3

E | e — Graf-delta SH3 -
F ﬂ Graf-delta PH delta RnoGAP +

] 1 AD-T-antigen + DBD-P53 (Positivkontrolle)
2: AD-T-antigen + DBD-Lam (Negativkontrolle)
3: AD-N-Cadherini™™ + DBD-Graf-full length

4: AD-N-Cadherin™ + DBD-Graf-delta PH

5: AD-N-Cadherini™ + DBD-Graf-delta PH delta SH3

Interaktionstests

6: AD-N-Cadherinin*2 + DBD-Graf-delta RhoGAP delta SH3

7: AD-N-Cadherini" + DBD-Graf-delta SH3

|| 8: AD-N-Cadherin™™™ + DBD-Graf-delta PH delta RhoGAP

] 1:AD+DBD

2: AD-N-Cadherini"2 + DBD
3: AD + DBD-Graf-full length
4: AD + DBD-Graf-delta PH

5: AD + DBD-Graf-delta PH delta SH3

Kontrollen

6: AD + DBD-Graf-delta RhoGAP delta SH3

7: AD + DBD-Graf-delta SH3

8: AD + DBD-Graf-delta PH delta RhoGAP

Abb. 5.7: Die SH3-Domaéane von Graf interagiert e mit der intr azellularen Doméane von N -Cadherin. Eine
schematische Ubersicht der generiertergraf-Konstrukte sowie die Ergebnisse der Interaktionstests mit dem
N-cadherin™intra-Konstrukt sind in A gezeigt. DBBGraffull length (3) sowie DBDGrafdelta PH (4) und
DBD-Graf-delta PH delta RhoGAP (8) interagierten mit AIN-Cadherin™inta (B 3, 4 und 8). Die Kontrollen auf
Autoinduktion der einzelnen Konstrukte sind in C zu sehen (8). Bis auf das Fusionsprotein DBE5rafdelta PH
delta RhoGAP, welches ein leichtes Wachstuamd eine leichte Blaufarbung zeigte (C 8), sind alle anderen

Kontrollen auf Autoinduktion negativ gewesen.
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Im Hefesystem interagierte Graflirekt mit N-Cadheririnta, Um zu untersuchen, welche Doméne fir
die Interaktion mit N-Cadheririntra essentiell ist, wurden verkirzte Proteinvarianten generiert. In
weiteren Tests zeigte sich, dasdie SH3Domé&ne von Grafir die Interaktion essentiellist. Auch diese
Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass ein Gedthangiger Endocytoseweg an der Internalisierung

von N-Cadherin beteiligt ist.

5.2.2.5 Die BiFC-Analysen zur Interaktion zwischen Graf und N -Cadherin liefer ten kein

verlassliches Ergebnis

Die im Hefe 2Hybrid System gezeigte Interaktiorzwischen N-Cadherinnta und Grafsollte mithilfe
der Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (BiFC) bestatigt werden. Dazu wurden zunachst
der gesamte offene Leserahmen vograf sowie die Transmembran und intrazellulare Doméane von
N-cadherin in die dafur bendétigten Vektoren (NYFP und €YFP) kloniert. S2 Zellen wurden mit
N-YFRgraf und N-cadherinMinra-G-YFP cetransfiziert. Der N-YFP Vektor hat zusatzlich einen
HA-Anhang, der €YFP Vektor tragt einen MyéAnhang. Mittels Antikdrpernachweis der beiden
Anhange wurden flr die Auswertung Zellen ausgewahlt, in denen beide Rossproteine nachweisbar
waren. Gezeigt sind jeweils die Uberlagerung (Abb.&A-D) der YFR (Abb. 58! © O q h(Abp.!58

I D OQq OAnikorpetndchweise (Abb. 581 OO O q DINAMadhweisAifiels Hoechst
(Abb. 581 OHOOO O Q38 olle d@© Expefimle@Owurde auch auf eine Interaktion der beiden
Leervektoren miteinander sowie der zu untersuchenden Proteine mit dem entsprechenden
Leervektor hin getestet.Bei @ner Co-Transfektion beider Leervektoren war im YFRKanal lediglich
ein Hintergrundsignal detektierbar (Abb. 58 | 0 Q8 -Galll@rinmvinta-C-YFP Fusionsprotein
hingegen zeige eine falsche Interaktion mit dem NYFRLeervektor, welche durch ein deutliches
YFRSignal nachweisbar war (Abb. B " O Q8RGraf scheint nicht mit dem €YFP Leervektor zu
interagieren, ein Hintergrundsignal ist jedoch trotzdem sichtbar (Abb. B # 0q8 ! OAE
CoTransfektion von N'YFRgraf und N-cadherinmMintra-C-YFP war ein YFFRSignal detektierbar (Abb.
58$ 0Q8
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Uberlagerung Hoechst + DIC

N-YFP-Graf N-Cadherin™i""_c.yFp C-YFP
C-YFP N-YFP N-YFP

N-Cadherin™"™_c.yFp
Graf-N-YFP

Abb. 5.8: Die Interaktionstests zw ischen Graf und N-Cadherin mittels BiFC -Versuch in S2 Zellen waren
nicht auswertbar . CoTransfektionen der Zellen mit beiden Leervektoren, mitN-cadherin™Minra-G-YFP und
dem N'YFP Leervektor sowianit N-YFRgraf und dem GYFP Leervektor wurden zur Kontrolle des Experiments
durchgefiihrt. Fur den Test auf Interaktion wurden die S2 Zellen mit iYFRgraf und N-cadherin™Mintra-C.YFP
co-transfiziert. Die Einzelkandle fur den YFP} 1-$00qhj (OO q O1 AAEURESD GOQOOE xEA A,
DNA-Nachweis mittels Hoék E 0 O -$j0 0BG OET A AOAE ET AAO EB)xBeitein& CAT - A/
CoTransfektion der beiden LeervektorenwarE AET A ) 1 OAOAEOET T -Oddhedi®iiAdYFRAT | 1 OQl
Fusionsprotein interagierte scheinbar mit dem NYFP Leerv& OT O jYFRG@Bcotransfiziert mit dem
G-YFP Leervektor zeigewiederum nur ein HintergrunA OE CT A1 | -Bigbdl Barbes Eiher G Bransfektion
mit N-YFRgraf und N-cadherin™Mintra-C-YHP zu detektieren, allerdings wadieses Ergebnis aufgrundler falsch
""" +11T001TTTA TEAEO OAOI ROOI EAE j $0Q8 HodkisOOAAOAA

zur Markierung der DNA.
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Aufgrund der Interaktion des NCadherinMinra-G-YFP Fusionsproteins mit dem NYFP Leervektor
konnte die im Hefesystem beobachtete Interaktion zwischen Graf und-Badheririnta mithilfe des

BiFC Systemsicht bestatigt werden.

5.3 Erfolgt wahrend der Myoblastenfusion eine Signalweiterleitung von N -Cadherin zum
Aktincytoskelett?

Studien in Vertebraten zeigten, dss Aktin an der Abschnirung der Vesikel bei der
Clathrin-abhangigen Endocytose beteiligt isttMcMahon und Boucrot, 2011) Weiterhin deuten
Zellkulturexperimente darauf hin, dass Aktin die Beugung der Membran erleichtern und dadurch
auch zur Bildung der Veikel beitragen kann (Harris und Tepass, 2014@). Der Arp2/3 Komplex,
welcher fur die Aktinpolymerisation bendtigt wird, kann dabei entweder durch Cortactin der durch
WASp aktiviert werden (McMahon und Boucrot, 2011)WAS liegt in einem auteinhibierten Zustand
vor und kann durch die Bindung an Cdc42 aktiviert werden. Dadurch wird eine Interaktion zwischen
WASp und dem Arp2/3 Komplex ermdéglicht, die zur Aktivierungdes Komplexesfuhrt (Harris und
Tepass, 2016a). Bei der CLIC/GEE€Endocytose in Vertebratenwurde ein Zusammenwirken von
Cdc42 und Graflbei der Bildung der Vesikel beschrieben. Die beiden Proteine interagieren dabei
direkt miteinander, wodurch Cdc42 vermutlich inaktiviert wird (Francis et al., 2015). Aufgrund
dieser Kenntnisse aus der Literatursollte untersucht werden, ob Cdc42zusammen mit Graf und
Schizo beider Endocytose von NCadherin wirken und es durch Cdc42 eventuell auch zu einer

Aktivierung der Aktinnukleatoren kommen konnte.

5.3.1 Schizo interagiert e im Hefe 2-Hybridsystem weder mit  Graf noch mit Cdc42

Erste Interaktionstests wurden mithilfe des Hefe 2Hybridsystems durchgefiihrt.Da bislang nur eine
verkirzte Variante von Schizo in den Hef&xpressionsvektoren vorhanden war, wurde fur dieses
Experiment zundchst der gesamte offene Lesahmen von schizo in den pGADT? sowie den
pGBKT #Expressionsvektor kloniert. Neben den Tests mit den an Endocytoseprozessen beteiligten
Proteinen Graf und Cdc42 wurde &izo full lengthauch auf Interaktion mit N-Cadherin getestet. Die
Ergebnisse sind inTabelle 5.1 zusammengefasst. Die in friiheren Versuchen mit einer verkirzten
Proteinvariante bereits gezeigte Interaktion zwischen Schizo und{€adherin (Dissertation V. Groth,
2011) konnte auch mit Schizo full length beobachtet werden. Eine Interaktion zechen Schizo und

Graf sowie Schizo und Cdc42 war im Hefesystem nicht nachweisbar.
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Tabelle 5.1: Schizo interagiert e im Hefe 2-Hybridsystem mit N -Cadherin, jedoch nicht mit Graf und
Cdc42. Die Interaktion zwischen Schizo und NCadherin konnte auch mit der @l length Variante von Schizo
bestatigt werden. Im Gegensatz dazu konnte keine Interaktion von Schizo mit Graf oder Cdc42 beobachtet
werden. (+) Interaktion; (-) keine Interaktion. Es wurden drei unabhéngige Interaktionstests zur Bestatigung

des Ergebnisgs durchgefihrt.

Protein Interaktion mit Schizo
N-Cadherin +
Cdc42 -
Graf -

Die Interaktionstests im Hefe 2Hybridsystem bestétigten zwar die Interaktion zwischen NCadherin
und Schizo zeigten aber keine Interaktion zwischen Schizo und Graf sowie Schund Cdc42 auf
Proteinebene. Auch zwischen Cdc42 und Graf konnte im Hefe-Rybridsystem keine direkte

Interaktion gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).

5.3.2 In frihen Stadie n der Embryonalentwicklung schien Cdc42-mCherry an den Membranen

zu lokalisiere n, in Stadium 16 hingegen im Cytoplasma

Durch Interaktionstests im Hefe 2Hybridsystem konnten bislang keine Hinweise darauf gewonnen

werden, ob Cdc42 an der Endocytose von-8adherin beteiligt sein konnte. Mithilfe von Studien in
DrosophilaS2 Zellen solie deshalbals nachstes untersucht werden, ob Cdc42 mit Schizo,@adherin

oder Graf colokalisiert. Dazu wurde der gesamte offene Leserahmen vordc42 in einen
pUAStExpressionsvektor mit einem Gterminalen mCherry-Anhang kloniert und das Fusionsprotein

mithilfe des UASGa# Systems inDrosophila S2 Zellen exprimiert. Aufgrund der Beteiligung von

Cdc42 an verschiedenen Enmtytoseprozessen wurde eine Lokalisation in vesikularen Strukturen

erwartet. Hingegen dieser Vermutung lokalisiertedas Cdc42mCherry Fusionsprotein jedoch im

Cytoplasma der Zelle (Daten nicht gezeijtDa die Lokalisationsstudien in S2 Zellen kein verlassliches

Ergebnis lieferten, wurden tansgene Fliegenlinien generiert. Mithilfe derMef2-Gal4 Treiberlinie

wurde das cdc42mCherry Konstrukt in allen Myoblasten exprimiert. Die Muskeln sowie alle
MyoblasOAT x OOAAT AOOAE AET AT 11 OEEEOPAOI ATAbuimAEO CA
OEAEOAAO CAI AAEO j! AA8 v 8-mCherrd GusionspiOteinCdurghEeinen# O Qh A
Antikérpernachweis des mCherryAnhangs (Abb. 59 | O® OGN A ). #hsfadium 14/15 der

Entwicklung (Abb. 5.9 A) schien Cdc42 # EAOOU AT AAT - Al AOAT AT 11 @O OhT EA
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Pfeil). Die Embryonen in Stadium 16 nach Abschluss der Myoblastenfusiorgzeigten ein nahezu
wildtypisches Muskelmuster (Abb. 5.9 B und C)Das Cdc4anCherry Fusionsprotein lokalisierte in
diesem Stadiumim Cytoplasma der Muskeln (Abb. 8. 00 OO &@E8A  #

Uberlagerung beta3-Tubulin mCherry

mef2-Gal4 x UAS-cdc42-mCherry

Abb. 5.9: Cdc42-mCherry schien zunachst an den Membranen der Muskeln zu lokalisieren, spater im

Cytoplasma. In Stadium 14 (A) lokalisierte Cdc42mChelOU AT AAT - Al AOAT A1 OAA® o EREI ¢
In Stadium 16hingegen war eine cytoplasmatische Lokalisation des Fusionsproteins zu detektieréBBOO O1 x E A

C-0D B€] 8ger pharotypischen Analyse der Embryonen war ein nahezu wildtypisches Muskelmusteu sehen.

'T OAOET O EOO 1 ET EOh-Tulli)GtAngcEdrrpd OAAEOO8 ' 0Oilqg ro

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das Cdc4&Cherry Fusionsprotein weder in S2 Zellen noch im
Embryo in vesikularen Strukturen nachgewiesen werden. Aufgrund der an den Membranen der
Myoblasten beobachteten Lokalisation des Fusiaproteins in Stadium 14 der Entwicklung ist eine
Beteiligung an der Enadcytose von NCadherin, welches zu diesem Zeitpunkt auch an den Membrane

lokalisiert, weiterhin denkbar.
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5.3.3 Die Expression von graffullength ynd aktiviertem cdc42im schizo-mutanten Hintergrund

zeigten keine eindeutigen Rettung en

Friihere Studien zeigten, dass der Fusionsdefekt dechizoMutanten durch die Uberexpression einer
konstitutiv aktivierten Form von Arfl partiell gerettet werden konnte (Dissertation C. Dottermusch,
2010). Wenn auch Graf oder Cdc42 in die durch Schizo regulierte Endocytose vorChidherin
involviert sind, sollte es zu einer partiellen Rettung deschizemutanten Phanotyps kommenUm
diese Hypothese zu Uberprifen, widen UASgraffull length sowie eine konstitutiv aktivierte Form von
Cdc42, UASdc4212 mithilfe einer sg24;schizé*28 Treiberlinie im schizamutanten Hintergrund in
allen Myoblasten exprimiert. Die Myotuben sowie alle Myoblasten wurden durch einen
Antik érpernachweis des muskelspezifischeB-Tubulins sichtbar gemacht. Im Vergleich zum Wildtyp
(Abb. 5.10 A) waren in den beidenschizemutanten Linien die Fusionsdefekte deutlich zu erkennen
(Abb. 5.10 B und C). In derschiz¢’1=Mutante war jedoch die Bildurg vereinzelter ventro-lateraler
Muskeln zu beobachten (Abb. 50 C, Pfeile). Diese Muskeln waren auch in desg24;schioct28
Treiberlinie ausgebildet (Abb. 5.0 D, Pfeile). Allerdings sollte es eigentlich in keiner der beiden
Fliegenlinien zur Ausbildung dieser Muskeln kommen. Auch in den Embryonen der
Rettungsexperiment mit graffull length sowie mit dem konstitutiv aktivierten cdc4212 waren diese

ventro-lateralen Muskeln partiell gebildet (Abb. 5.0 E und F, Pfeile).

|

AL : sg24;schizoc1-28x ’-‘ sg24}schizd¢1-28x
sg24;schizoC1-28 UAS:graf;schizoU112 g UAS-cdc42Viz;schizoU112

Abb. 5.10: Die Rettungen von schizo mit graffull length yund cdc42Vi2 zeigten wie die sg24;schizock28
Treiberlinie eine vereinzelte Ausbildung ve ntro -lateraler Muskeln. Die Myotuben und Myoblasten der
Embryonen in Stadium 16 wurdendurch einen Antikdérpernachweis des muskelspezifischery eTubulins

sichtbar gemacht. Im Wildtyp war das regelmalige Muskelmuster gut zu erkennen (A). Die beiden
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schizomutanten Linien hingegen zeigten einen starken Fusionsdefekt (B und C). Vereinzelte ventaterale
Muskeln schienen jedoch in deschizd’112 Mutante gebildet zu werden (C, Pfeile). Auch in dexg24;schiz6%28
Treiberlinie waren einige ventro-lateralen Muskeln sichtbar (D, Pfeile). Zudem zeigten die beiden Rettungen
mit graffulllength sowie konstitutiv aktiviertem cdc42'12ausgebildete Muskelnm ventro-lateralen Bereich (E und

F, Pfeile) Anterior ist links, posterior rechts.

Die Experimente liefeten keinen Hinweis darauf, dass Cdc4id die Internalisierung von N-Cadherin
involviert ist. Deshalb wurde in der Literatur nach weieren Proteinen gesucht, welche durch eine
Aktivierung der Aktinnukleatoren zu einer Umgestaltung des Aktincytoskeletts wéahrend der

Endocytose beitragen kénnten.

5.3.4 Abi interagiert e im Hefe 2-Hybridsystem mit Schizo und Graf

Ahnlich wie schizo-Mutanten zeigen auchkette-Mutanten einen starken Fusionsdefek{Schroter et
al., 2004) Auf ultrastruktureller Ebene stoppk die Myoblastenfusion inkettel#48-Mutanten wahrend
der Ausbildung der elektronendichten Plaques.nh Vergleich zum Wildtyp warendiese Strukturen
jedoch etwa zwet bis dreimal so lang Bne Vesikulierung der Membranen konnte nicht bebachtet
werden (Schroter et al., 2004) Weiterhin deuten neueste Studien daraf hin, dass Kette an der
Internalisierung von N-Cadherin beteiligt ist (Hamp et al., revised version). Im zentralen
Nervensystem vonD. melanogasteliegen Kette und Abi zusammen mit Sralund HSPC300 in einem
Komplex vor und reprimieren die Aktivitat des Scar/WAVE Komplexe¢éBogdan und Klambt, 2003)
Eine weitere Funktion des Kette/Abi Komplexes istvermutlich die Aktivierung von WASp an der
Membran, dabei erfolgt die Interaktion mit WASp Uber AbjBogdan und Klambt, 2003)

Zunéchst sollte Gberpruft werden, ob NCadherin direkt mit den Scar/WAVEKomplex Komponenten
Kette und Abi oder dem Formin Dia iteragieren und dadurch die Umgestaltung des Aktincytoskeletts
an der Kontaktstelle initiieren kann. Dafiir wurde das Hefe -Hybridsystem verwendet. Fir die
Interaktionstests wurden die gesamten offenen Leserahmen vordia und abi in die Hefe
Expressionsvektaen kloniert. In den zweimal durchgefihrten Interaktionstests konnte jedoch keine
direkte Interaktion zwischen N-Cadherin und Kette, NCadherin und Abi sowie NCadherin und Dia
detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde als &chstes getestet, oldie mit N-Cadherin interagierenden
Proteine Schizo und Graf mit den Aktinnukleatoren interagieren kénnerDie auf Interaktion zu
testenden Proteine wurden in Hefe ceexprimiert. Zusétzlich wurden eine Positiv sowie eine
Negativkontrolle durchgefihrt (Abb. 5.1L A, 1 und 2 und B, 1 und 2). Sowohl Kette als auch Dia zeigten
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im Hefesystem keine Interaktion mit Schizo und Graf (Daten ciit gezeigt). Eine Cdexpressionvon
Schizo und Abi hingegen zeigte eine deutliche Interaktion der beidefrusionsproteine (Abb. 5.1 A,
6). Um den Bereich der Interaktion einzugrenzen, wurde der Test mit verschiedenererkiirzten
Proteinvarianten vonabi (Bogdan et al., 200%sowie einer verkirzten Variante vonschizowiederholt,
welche nur die Nterminalen 2,3 kB umfasst Dieser Bereich ist auch fir die Interaktion mit
N-Cadherin essentiell(Dissertation V. Groth, 2011)Das im Rahmen dieser Arbeit generiertabi full
length und abiB1 (S. Bbgdan, Minster) unterscheiden sich lediglich durch eine kleine -iérminale
Deletion von 18 Basenpaaren desbiB1l-Konstruktes. Bei einem Verlust der SHDomane von Abi
schienen die Proteine nicht mehr zu interagieren. Lediglich eine Kolonie wuchs in einem der
Interaktionstests und zeigte eine leichte Blaufarbung (Abb. 511A, 3. Sowohl zwischen DBE5chizo
und AD-AbiB1 als auch mit einer verkirzten Variate von Abi, bei welcher dieN-terminale
Wave-interagierende Domane (WAB) deletiert wurde, AD-Abi delta N, war ein Wachstum der
Hefekolonien sowie deren Blaufarbung zu erkennenApb. 5.11 A, 4 und 5). Auch die mit Abi
interagierende Domane von Schizo schien nicht im -Mdrminalen Bereich zu liegen. Bei einer
CoTransformation von Abi mit dem N-terminalen 2,3 kB Fragment vonSchizo konnte keine
Interaktion beobachtet werden (Abb. 511 A, 7).

Auch zwischen ADAbi und DBDBGraf konnte eine Interaktion im Hefesystem gezeigt werden (Abb.
5.11 B, 6). Im Gegensatz zu der Interaktion mit Schizo schien jedoch die SBi@mé&ne von Abi nicht
fur die Interaktion mit Graf essentiell zu sein. Ein Wehstum und die Blaufarbung der Hefe bei
CoExpression vonGraf und Abi delta SH3war deutlich zu erkennen (Abb. 5.1 B, 3). Eine Interaktion
konnte auch mit ADAbIB1 nachgewiesen werden (Abb. 511 B, 4). Bei einer Deletion der
N-terminalen Wave-interagierenden Domane (WAB) von Abi war jedoch keine Interaktion mehr
detektierbar (Abb. 5.11 B, 5).

Um eine mdglicheAutoinduktion auszuschlieen, wurden die verwendeten Konstrukte mit dem
jeweiligen Leervektor in der Hefe ceexprimiert. Alle Kontrollen zeigten ken Wachstum der
Hefekolonien (Abb. 5.1 C, 18). Die verwendeten abi-Konstrukte sowie die Ergebnisse der

Interaktionstests mit Schizo und Graf sind in Abb. 5. 11 D zusammengefasst.
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1: AD-T-antigen + DBD-P53 (Positivkontrolle)
2: AD-T-antigen + DBD-Lam (Negativkontrolle)
3: AD-Abi delta SH3 + DBD-Schizo full length

4: AD-Abi B1 + DBD-Schizo full length

5: AD-Abi delta N + DBD-Schizo full length

6: AD-Abi full length + DBD-Schizo full length

.1 7: AD-Abi full length + DBD-Schizo 2,3

1: AD-T-antigen + DBD-P53 (Positivkontrolle)
: AD-T-antigen + DBD-Lam (Negativkontrolle)
: AD-Abi delta SH3 + DBD-Graf full length

: AD-Abi B1 + DBD-Graf full length

: AD-Abi delta N + DBD-Graf full length

6: AD-Abi full length + DBD-Graf full length

1: AD+DBD
2: AD + DBD-Graf

3: AD-Abi delta SH3 + DBD
= | 4 AD-AbiB1+DBD

5: AD-Abi delta N + DBD

6: AD-Abi full length + DBD

7: AD + DBD-Schizo full length

8: AD + DBD-Schizo 2.3

Interaktion mit Interaktion mit
Schizo Graf

A —  —— [ Avifullength + .

c — —1 ] Avideran 2 .

WAB Homeo SH3

D ‘ [ ] Abi delta SH3 : +

Abb. 5.11: Fur die Interaktion zwischen Abi und Schizo ist die SH3 -Domé&ne von Abi essentiell, wéhrend
die N-terminale WAVE-interagierende Doméane von Abi fir die Interaktion mit Graf bendtigt wird.  Neben
den Positiv- und Negativkontrollen (A, 1 und 2 sowie B, 1 und 2) wurde getestet, ob A&bi mit DBD-Schizo (A)
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oder DBD-Graf (B)interagiert. Die beobachtete Interaktion zwischen DBE5chizo und ABADbi (A, 6) war nach
Deletion der SH3Doméne von Abi nicht mehr detektierbar (A, 3). Die Interaktion war auch mit AIAbiB1
nachweisbar (A, 4). Zudem schiedie WAVEinteragierende Domane(WAB) von Abi fir die Interaktion nicht
essentiell zu sein (A, 5). Die Merminalen 2,3 kB von Schizo umfassen nicht den interagierenden Bereich, bei
CoExpression dieser verkirzten Variante mit Abkonnte keine Interaktion mehr nachgewiesen werden (A, 7).
Auch ADAbi und DBDBGraf zeigten eine Inter&tion (B, 6). Diesewar ebenso zwischen DBBGraf und ADADbi
delta SH3 (B, 3) sowie DBEsraf und ADAbIB1 zu erkennen (B, 4). Eine Deletioder WAVEinteragierenden
Doménevon Abi fihrte zu einem Verlust der Inter&tion mit Graf (B, 5). Alle durchgefiihrten Kontrollen zeigten
keine Autoinduktion der verwendeten Konstrukte (C, 18). Eine Ubersicht der Abi Fusionsproteine sowie die

Ergebnisse der Interaktionstests mit Schizo und Graf sind in D zusammengefasst.

Schizointeragierte mit Abi, jedoch nicht mit Kette oder Dia. Fir die Interaktion zwischen Schizo und
Abi schiendie SH3Domane von Abi essatiell zu sein. Beischizolag der interagierende Bereich nicht
innerhalb der N-terminalen 2,3 kB des Gens. Zwischen Grahd Kette sowie Graf und Dia konnte
keine Interaktion gezeigt werden. Graf interagiert jedoch mit Abi Gber desserWAVEinteragierende
Domane Die Domane von Graf, welche ffidie Interaktion essentiell war, konnte nicht genau
bestimmt werden. Bei den mehrfah durchgefihrten Tests konnte zwar immer eine Interaktion
zwischen Graflllength und Abi gezeigt werden, jedoch nicht mit den verkirzten Proteinvarianten von
Graf (Daten nicht gezeigt).

Die mithilfe des Hefe 2Hybridsystems gewonnenenErgebnissedeuten darauf hin, dass NCadherin
zwar nicht direkt mit den Aktinregulatoren Abi, Kette und Dia interagiert, eine Verbindung zum
Aktincytoskelett jedoch tber Schizo und Graf vermittelt wird, welche mit Abi interagierenDabei

bindet Schizo an die SH®omane undGraf an die WAVEnteragierende Domane von Abi.

5.3.5 Dock interagiert moglicherweise direkt mit N -Cadherin

Wahrend der Myoblastenfusion wird Kette durch das SH&H3 Adapterprotein Dock an die Membran
rekrutiert und initi iert dort moglicherweise die Auflisung NCadherinvermittelter Adherens
Junctions An der Kontaktstellen reguliert Kette zudendie Aktivitdt von WASp und dem Scar/WAVE
Komplex und damit indirekt die Arp2/3-vermittelte Aktinpolymerisation (Hamp et al., revised
version). In friheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Dock sowohl mit den
IgSFProteinen als aut mit Scar undwWASpinteragiert und dadurch eine Verbindung zwischen den
Zelladhasionsmolekilen und dem Aktincytoskelett herstell{Kaipa et al.,2013). Um zu Uberprifen,

ob N-Calherin mit Dock interagieren und dadurch eventuell die Rekrutierung von Kette vermitteln
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kann, wurde zunachst das Hefe Hybridsystem verwendet, um eine mdgliche Interaktion auf
Proteinebene nachzuweisen Der gesamte offene Leserahmen vaiock wurde dazu in die beiden
Hefeexpressionsvektoren pGADT7 und pGBKT7 klonierDie damit mehrfach durchgefiihrten
Interaktionstests zeigten jedoch unterschiedliche Ergebnisse. Eine schwache Interaktion zwischen
der intrazellularen Domane vonN-Cadherin und Dock konnte zwimal nachgewiesen werden. Bei
zwei weiteren Versuchen war diese jedoch nicht mehr detektierbar (Daten nicht gezeigthuch
mittels BiFC war kein Test auf Interaktion der beiden Proteineverlasslich durchfiihrbar, da eine
Interaktion von N-CadherinMinra-G-YFP mit dem NYFP Leervektorzu beobachten war (siehe Abb.
5.8).

5.3.5.1 Herstellung einer N-cadherin ,dock Doppelmutante zum Nachweis einer moglichen

genetischen Interaktion

Aufgrund der nicht eindeutigen Ergebnisse aus dehiefeinteraktionstests zwischenN-Cadherin und
Dock (Daten nicht gezeigt) wurde als nachstes analysiert, obdock und N-cadherin genetisch
miteinander interagieren. Dazu wurden mittels meiotischer Rekombination Doppelmutanten
generiert. Insgesamt konten drei unabhangige rekombinante Linien hergestelt werden,
N-cadherinM19,docko4723 #23, N-cadherinvio,docke4723 #30 und N-cadherinMi9docko4723 #44, Mittels
Allelietestswurde die Letalitat der Linien Uber dem entsprechenden Allel oder einer Defizienz fiir das
betreffende Gen Uberpriift. ZurAnalyse des Phanotypsvurden Embryonen gesammelt und fixiert.
Durch einen Antikbrpernachweis des muskelspezifischenr -3 Tubulins wurden alle Myoblasten
sowie die Myotubensichtbar gemachtZur Kontrolle wurden Embryonen beiderfir die Generierung
der Doppdmutanten verwendeten Ausgangslinienund des Wildtypsgesammelt und die Phanotypen
im Vergleichzu denen der rekombinanten Linienbetrachtet. Da diebeobachteten Phanotypen sehr

variabel waren, wurden jeweils dorsale, laterale und ventrale Muskelgruppen &izeln verglichen

5.3.5.2In der N-cadherin M19,docko4723 Doppelmutante fehlten dorsale Muskeln

Zuerst wurden die dorsalen Muskeln betrachtetAbb. 512 A; Abbildung modifiziert nachTixier et al.,
2010). In Stadium 16, nach Abschluss der Muskelentwicklup lief3 sich im Wildtyp das regelmaRige
Muskelmuster in den einzelnen Segmentedes Embryos erkennen (Abb. 32 B). Bei Betrachtungder
N-cadherinvie-Einzelmutante waren teilweise Defekte bei der Ausbildng der dorsalen Muskeln zu
beobachten(Abb. 512 C, Heil). In der dock4723-Mutante hingegenwar das repetitive Muskelmuster

zu sehen welches dem des Wildtyps entsprichfAbb. 512 D). Indieser Mutante zeigie sich jedoch ein
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entweder verzdgerter oder nicht vollstandig abgesclossener Dorsalschluss (Abb. .32 D, Sternchen).
In den drei analysiertenN-cadherin'1?,docko4723-Doppelmutantenkonnte in jeder Linie ein Defekt bei
der Bildung der dorsalen Muskeln beobachtet werden, bei demretelne Muskeln fenlen (Abb. 5.2
E-G, Pfeile). Im Vergleich zu der N-cadherinvi9-Einzelmutante schienen diese Defekte in den
Doppelmutanten jedoch leicht verstarkt zu sein Es fehlten mehr Muskeln und die Defekte traten
haufiger auf. Auch der nicht vollstandige Dorsalschluss, der schon in detock’4723-Einzelmutante
auftrat, war in Linie #30 zu erkennen (Abb. 512 F, Sternchen)und lasst sich wahrscheinlich auf diese
Mutation zuriickfiihren. Zudem war in Linie #44 ein Muskel sichtbar, der scheiras fehlgeleitet wuchs
(Abb. 512 H, Pfeilkopfe).

dorsal

dorso-lateral

lateral

ventro-lateral

ventral

) v
A

vy

N-cadherin**® dock**2* #30 N-cadHerin¥®,dock?¥?> #44 N-cadherin™®,dock®*?3 #44

Abb. 5.12: Die N-cadherin M9 dock04723-Doppelmutanten sowie die N-cadherin M19-Einzelmutante zeigten
Defekte in der dorsalen Muskulatur.  Antikérpernachweisvon eTubulin zur Detektion der Muskeln sowie
unfusionierten Myoblasten an Embryonen in Stadium 16. In allen Bildern sind dorsale Muskeln zu seh@
Abbildung modifiziert nach Tixier et al., 2010, anterior ist links, posterior rechts. Im Vergleich zu dem
regelm&igen Muskelmuster in Wildtyp (B) und der dock4723-Einzelmutante (D), zeigen die Embryonen der
N-cadherirM19-Einzelmutante (C) sowie diedrei doppelmutanten Linien Defekte in der dorsalen Muskulatur.
Diese schienen in den Doppelmutanten leicht vetdrkt zu sein.In den jeweiligen Embryonenfehlten einzlne
dorsale Muskeh (E-G, Pfeile). Derunvollstdndige Dorsalschluss, welcherin Linie #30 zu erkennen war
(F, Sternchen), warjedochauch in derdock4723-Einzelmutante zu sehen (DSternchen)Aul3erdem war in Linie

#44 ein fehlgeleiteter Muskel sichtbar(H, Pfeilkopfe).
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5.3.5.3 In den N-cadherin M19,docko4723-Doppelmutante n waren leichte Anheftungsdefekte der

lateralen Muskeln zu erkennen

Als nachstes wurden Ausbildung undorrekte Positionierung der lateralen Muskeln (Abb. 513 A;
Abbildung modifiziert nach Tixier et al., 2010 analysiert. Die sich entwickelnden Myotuben heften
sich wahrend der Myogenese an sogenarmiTendonzellen der Epidermis an, im Anschluss erfolgt die
Innervierung. Dieser Prozessst essentiell fir die Funktionalitat der Muskeln, welche zum Beispiel
beim Schliipfen undauch bei der Bewegung der Larve eine Rolle spielt (Schulman et aD15). Im
Wildtyp war das regelmafige Muster sowie die korrekte Anheftung der lateraleMuskeln an die
Epidermis zu erkemen (Abb. 513 B). Dieses Muskelmuster waauch in denN-cadherinv9- (Abb. 513
C) unddock4723-Einzelmutanten (Abb. 513 D) sichtbar. Die N-cadherinv19,docko4723-doppelmutanten
Fliegenlinien #23, #30 und # 44 zeigen hingegenAnheftungsdefekte der lateralen Muskeln (Abb.
5.13 E-H, Pfeile).

dorsal

dorso-lateral

N-cadherinM?®

lateral

ventro-lateral

ventral

dock®7%3 N-cadherin™°,dock®7?3 #23

P izt
N-cadherin™*®,dock®7?? #30 N-cadherin™*®,dock®7%3 #44 N-cadherin¥’,dock®7%} #44

Abb. 5.13: In den N-cadherin M19,dock%4723-Doppelmutanten waren leichte Anheftungsdefekte sichtbar.
Antikdrpernachweis des muskeD b A U E £E -OvbHidsTan Entbryonen inStadium 16. Anterior ist links,
posterior rechts. Eine schematischdarstellung der lateralen Musleln ist in A gezeigt(Abbildung modifiziert
nach Tixier et al., 2010) Das repetitive Muser der lateralen Muskulatur sowie die korrekte Anheftung der
Muskelnwaren im Wildtyp (B), der N-cadherinv1e- (C) sowie derdock4723-Einzelmutante (D) zu sehen. In den
N-cadherinv19,dock?4723-doppelmutanten Linien #23, #30 und #44 warenleichte Defekte bei der Anh&ung der
Muskeln erkennbar (EH, Pfeile).
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Die Anheftungsdefekte konnten lediglichn den N-cadherint19,docke4723-Doppelmutanten beobachtet
werden, wodurch die Vermutung bestéarkt wird, dassN-cadherin und dock auf genetischer Ebene

wahrend der Anheftung der Muskeln an die Epidermimteragieren.

5.35.4 Sowohl die docko4723-Einzelmutante als auch die N-cadherinM19 docko4723-

Doppelmutante n zeigten leichte Defekte bei der Anheftung der ventralen Muskeln

Zuletzt wurden die ventralen Muskeln derN-cadherinv19,dock4723-doppelmutanten Linien mit dem
Wildtyp und den Ausgangslinien verglichenDie betrachteten Muskeln sind in Abb. 84 A vereinfacht
dargestellt (Abbildung modifiziert nach Tixier et al., 2010) Die karekte Anordnung der Muskeln war
sowohl im Wildtyp (Abb. 514 B) als auch in derN-cadherinMio-Mutante (Abb. 514 C) zu sehen.In
Embryonen derdock4723-Einzelmutante warenvereinzelt Muskeln zu erkenna, welche zu weit auf
die Mittellinie zuwuchsen (Abb. 514 D). Auch in den dppelmutanten Fliegenlinien warendiese zu
weit auf die Mittellinie zuwachsenden Muskeln sichtbar (Abb. %4 E-H, Pfeile). Der Phénotyp schien

in den Doppelmutantenjedochverstarkt zu sein.
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Abb. 5.14: In den doppelmutanten Linien sowie in der dock%723-Einzelmutante wu chsen die ventralen
Muskeln teilweise zu weit auf die Mittellinie zu. Myotuben sowie unfugonierte Myoblasten da Embryonen
in Stadium 16 wurden durch einen Antikdrpernachweis des muskelspezifischgn eTubulins sichtbar gemacht.
Anterior ist links, posterior rechts. Die in dieser Abbildung analysierten ventralen Muskeln sind in A
schematisch dargestellt{{Abbildung modifiziert nach Tixier et al., 2010. Die regelmé&Rige Anordnung und d
Lage der ventalen Muskeln warim Wildtyp (B) und der N-cadherini®-Mutante (C) zu erkennen. Embryonen
der dock4723-Mutante (D) und der N-cadherin19,dock4723-doppelmutanten Linien zeigten vereinzelt ein zu
weites Wachstum aufeinamler zu (EH, Pfeile). Im Vergleich zu der dock4723-Einzelmutante schienen die

Defekte leicht verstéarkt zu sein.

Die in den drei analysierten doppelmutantenN-cadheririi9,dock4723-Fliegenlinien beobachteten
Phanotypen waren in Bezug auf die Art der Defekte und deren Auspragung sehr varialiieteilweise
zu weit auf die Mittellinie zuwachsenden ventralen Muskeln die Anheftungsdefekte der lateralen
Muskeln sowie die vereinzelt fehlenden dorsalen Muskelrkonnten in allen drei Linien in
unterschiedlich starker Auspragunggezeigt werden Zwar traten diese Defekte auch in jeweils einer
der Ausgangslinien auf, schienen im Vergleich jedoch verstarkt zu seibediglich der nicht

vollstandige Dorsalschluss war nurin Linie #44 zu beobachten ist jedoch wahrscheinlich auf den
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Verlust von Dock zuriickafiihren. Diese Ergebnisse deuten awdine genetische Interaktion zwischen
N-cadherinund dock sowohl wahrend der Myoblastenfusion als auch danach bei der Anheftung der

Muskeln an die Epidermighin.

5.4 Analysen zur méglichen Regulation der durch N -Cadherin vermittelten Adhasionsstarke

N-Cadherin scheint in schizeMutanten nicht von den Membranen abgebaut zu werden
(Dottermusch-Heidel et al., 2012). Neben einem nicht funktionellen Endocytosemechanismus kdnnte
auch eine Stabilisierung von NCadherin an der Mmbran fur eine Erh6hung der Adhasionsstarke
sorgen und damit eine Internalisierung des Proteins verhindern. Mittels Phosphorylierung und
Dephosphorylierung der Proteinedes an der Adhasion beteiligten Cadheri€ateninKomplexeskann
eine Umgestaltung derAdherens Junctionserfolgen (Adam, 2015).In Vertebraten Gbernehmen die
nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen Fes/Fer/Fps eine Funktion bei der Regulation von
Cadherinvermittelten Adherens Junctions (El Sayegh et al., 200®)urch eine Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung O T -Cafenin, welche durch Fer reguliert wird, kommt es entweder zur
Starkung oder zur Auflésung der Adhésion (Xu et al., 2004; Murray et al., 200®Jeiterhin wurde
auch eine Beteiligung von Fps/Fes/Fer am Vesikeltransport diskutiert (Zirndpl et al., 2001).Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ahnliche Funktionen der entsprechenden nichtRezeptor
Tyrosinkinase Fps850n D. melanogasteuntersucht werden, welche neben einer Stabilisierung oder
Destabilisierung von NCadherin an der Memban mdglicherweise auch dessen Endocytose
vermitteln kann.

Frihere Experimente zeigten bereits dass die Expression eines myristoylierten Konstrukts der
Isoform p92 von Fps85Dim gesamten Mesoderm zu einem Fusionsdefekt filatZudem wurden auch
bei der Expression der Isoform pl00 einige unfusionierte Myoblasten beobachtefMasterarbeit
C.Braukmann, 2012. Die durch die Myristoylierung aktivierte Kinase kénnte eine verstarkte
Stabilisierung von NCadherin an den Membranen vermitteln, was zu dem beobachtete
Fusionsdefekt gefuhrt haben konnte.Dies zeigt, dass die membranstidndige Form von Fps85D

scheinbardie Myoblastenfusion stort.

5.4.1 Untersuchungen zur genetischen Interaktion zwischen  N-cadherin und fps85D p92

Um diese Vermutung zu tberprifen wurde eineekombinante Fliegenlinie generert, welche sowohl
das myristoylierte fps85Dp92unter UASKontrolle als auch dieN-cadherinvio-Nullmutation tragt.

Mittels Allelietest wurde die Letalitat der generierten Linie Uber eineN-cadherinDefizienz tUberprift.
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Da de N-cadherinMutante wei3augig ist, konnte das UA$S85Dp92myr Konstrukt durch das in dem
Vektor vorhandenewhite Gen nachverfolgt werdenWenn die Expression des myristoylierterfps85D
tatséchlich eine Internalisierung von NCadherin verhindert, sollteder in dieser Linie beobachtete
Fusionsdefekt bei Expression des Konstruktes iml-cadherinmutanten Hintergrund abgeschwacht
sein.

Im Wildtyp zeigte sich das regelmé&Rige Muskelmuster (Abb. 5.15 A). Eine Expression der
myristoylierten Isoform p92 von fps85D in allen Myoblasten filhrte zu einem Defekt bei der
Ausbildung der dorsalen Muskeln (Abb5.15 B, Pfeil) sowie zu einenunvollstandigen Dorsalschluss
(Abb. 5.15 B, Sternchen). Durch ein Einkreuzen des UASp92myr Konstrukts in den
N-cadherinrmutanten Hintergrund konnten lediglich vereinzelt fehlende dorsale Muskeln beobachtet
werden (Abb. 5.15 C, Pfeil). Eine Expression des Konstrukts in dieser Linie mitttef2-Gal4 in allen
Myaoblasten lield einen starkeren Fusionsdefekt erkennen, bei welchem die lateeal Muskeln dinner

zu sein und die Defekte bei der Ausbildung der dorsalen Muskeln verstarkt zu sein schienen (Abb.
5.15 D, Pfeil). Alledings konnte bei den Embryonerder N-cadherin;Mef2-Gal4 Treiberlinie aufgrund
eines nicht nachweisbaren Balancers nichizwischen einer homozygoten und heterozygoten
N-cadherin Mutante unterschieden werden. Die Richtigkeit der Treiberlinie wurde mithilfe einer
N-cadherin Defizienz Gberprift und verifiziert . Nach Einkreuzen eines neuen Balancersvelcher
zusatzlich lacZ tragt, konnte die Linie flr die Auswertung dieses Experiments wieder verwendet
werden. Eine eindeutige Aussage Uber eine genetische Interaktion zwischéwcadherin und

fps850p92myr kann zu diesem Zeitpunkt nicht getroffen werden.
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Abb. 5.15: Eine genetische Interaktion zwischen N-cadherin und myrfps85Dp92 konnte nicht
ausgeschlossen werden. Die Myotuben sowie unfusionierte Myoblasten der Embryoen in Stadium 16
wurden durch einen Antikdrpernachweis des muskelspezifischemp eTubulins sichtbar gemacht. Anterior st
links, posterior rechts. Das regelmafige Muskelmuster war im Wildtyp zu sehen (A). Die Expression von
UASfps885Dp92myrin allen Myoblasten mithilfe von Mef2-Gal4 fiihrte sowohl zu einem verzdgerten
Dorsalschluss (B, Sternchen) als auch zu Defekten beirdAusbildung der dorsalen Muskeln (B, Pfeil). In der
N-cadherinlUASfpsp92myr rekombinanten Fliegenlinie fehlten vereinzelt dorsale Muskeln (C, Pfeil). Eine
Kreuzung dieser Linie mit derMef2-Gal4 Treiberlinie zeigte Defekte bei der Ausbildung der dorsateMuskeln
(D, Pfeil) sowie diinnere laterale Muskeln. Die Expression vdpsp92myrim N-cadherinmutanten Hintergrund
liel3 variable Phanotypen erkennen. In einigen Embryonen fehlten vereinzelt dorsale Muskeln (E, Pfeil). Zudem
waren einzelne unfusionierte Myoblasten detektierbar (E, Pfeilkopf). Einige Embryonen zeigten einen
deutlichen Defekt bei der Ausbildung der dorsalen Muskeln (F, Pfeile). Trotzdem waren auch Embryonen zu

sehen, welche ein eher wildtypisches Muskelmuster erkennen lieRen (G und H).
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Die Ergebnisse geben erste Hinweise auf eine genetische Interaktion zwisch&hcadherin und
fps850 Weiterhin unklar bleibt jedoch, ob die Myristoylierung zu einer Stabilisierung von fCadherin
fuhrt oder ob es durch die Aktivierung von Fps85D zu einer Destdlsierung und damit zum Abbau

kommt.

5.4.2 Analysen zur Lokalisation von Fps85D p100 im Mesoderm

Fur Fps85D wurden inD. melanogastevier verschiedene Isoformen beschrieben (Katzen et al., 1991;
Paulson et al., 1997; Murray et al., 2006). Zu Beginn diesttudien war lediglich die cDNA detsoform
p100 verfiigbar. Zunéchst sollte analysiert werden, ob eine Uberexpression einer myristoylierten
Variante dieser Isoform zu einem ahnlichen Phanotyp fihrt, wie er fir diessoform p92 beobachtet
wurde. Dafur wurde der vollstandige offene Leserahmen deisoform pl00 von fps85Din einen
pUAStVektor mit CG-terminalem mCherry-, eGFP oder Myc-Anhang kloniert. Weiterhin wurde ein
Konstrukt generiert, welches zuséatzlich zu dem -@&rminalen mCherry-Anhang Nterminal die
Myristoylierungssequenz des Src42A tragtrayrfps850mCherry).

Mithilfe der muskelspezifischen Mef2-Gal4 Treiberlinie wurden die UASKonstrukte in allen
Myoblasten exprimiert. Durch den Antikérpernachweis vory 3-Tubulin wurden alle Myotuben sowie
unfusionierte  Myoblasten  sichtbar gemacht. Die Fusionsproteine  wurden  durch

Antikérpernachweise der mCherry, eGFPoder Myc-Anhange detektiert.

5.4.2.1 Das myrFps85D p100-mCherry Fusionsprotein lokalisiert e an den Membranen der

Myotuben sowie an deren Anheftungsstell en

In Stadium 16, nach Abschluss der Myoblastenfusioikonnten keine Fusionsdefekte durch die

Expression von myrfps850p100-mCherry beobachtet werden lediglich vereinzelte unfusionierte

Myoblasten waren zu erkennen(Abb. 516 A-C). Der Phanotyp entsprach ahezu dem des Wildtyps.
myrFps85Dp100-mCherry lokalisierte an den Anheftungsstellen der Muskeln Abb. 5. Al OO Oh
Pfeile). Zudem schiemlas Fusionsprotein an den Membranen der Myotuben zu lokalisieren (Abb. 5.16

B OO00Oh 0OFAEHAOODI x & EAZIt AvdB auch A €énk E Akkumulation von
myrFps85Dp100-mCherry in den Muskeln zu erkennen (Abb. 516 -2000Oh 3 0AO1 AEAT Q
Anreicherung war jedoch auch teilweise aul3erhalb deMyotuben zu beobachten. In einem Embryo

konnte auch eine Akkumulation von myrFp85Dp100-mCherry zwischen einer adharierenden FCM

und einer Myotube gezeigt werden (Abb. 5.168 OOOh 0 AA E leéssichdnbigiohdtweledumA A1 O

die Kontaktstelle zwischen adhérierender FCM und wachsender Myotub&leben der Lokalisation des
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Proteins in der Kdrperwandmuskulatur konnte auch ein Signal im visceralen Mesoderm detektiert
werden (Abb. 516 E). In den VergroRerungen warzu sehen, dass das myrFps85200-mCherry
Fusionsprotein in der visceralen Muskulatur lokalisierej ! A A 8 -%@ @ @ unu@EAsinBar ajich
dort in einigen Bereichen akkumulierej | AA8 -8 @h %OOA OT AEAT Q8

Uberlagerung Uberlagerung beta3-Tubulin mCherry

mef2-Gal4 x UAS-myrfps85Dp100-mCherry

Abb. 5.16: Analyse der Lokalisation des myrFps85D pl100-mCherry Fusionsproteins im Embryo. Das

Konstrukt wurde mithilfe der Mef2-Gal4 Treiberlinie in allen Myoblasten exprimiert. Die Muskeln sowie
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unfusionierte Myoblasten wurden durch einen Antikdrpernachweis des muskelspezifischemq 3-Tubulins

sichtbar gemacht, das myrFps85p100-mCherry Fusionsprotein mittels Antikdrpernachweis des
mCherry-Anhangs. Eine Lokalisation des Fusionsproteins an den Beftungsstellen der Myotuben istin der

Uberlagerung (A) sowie in den VergroRerungen gez€iO -1 0 @O h 0 A£A E p1AGGEChdrmpldkaligiebe) v $

zudem auch an den Membranen der Myotuben (B OO Oh 0 ADOIOA OIEREA @8 7AEOAOEET xA
des Fusionsproteins in einigen Myotuben zu erkennen (€ OO Oh 3 O0AO1T AEAT Qwar eine  AET Al

Anreicherung des myrFps85[P100-mCherry Fusionsproteins moglicherweise an der Kontaktstelle zwischen

einer FCM und einer Myotube sichtbar (BB OO Oh 0 £ZAEI q8 ! OAE Ei OEOAAOAI AT - AOdI
Dort schien myrFps850p100-mCherry sovohl an den Membranen zu lokalisieren (B4OOOh 0 £ZAEI @ Al O
manchen Bereichen zu akkumulieren (40O Oh 3 OAO1T AEAT 8 ''1 OAOEI O EOO 1 ETE

Embryonen in Stadium 16, sowie ein Embryo in Stadium 12/13. Maf3stabsbalken: A und Z0 um; B und
E:10AT N $qd v ATubylinGd imChgrryy o

5.4.2.2 Fps85Dpl00-Myc lokalisiert e an den Membranen der Muskeln sowie an deren

Anheftungsstellen

Auch die unmyristoylierte Variante der Isoform pl00 wurde auf die Ausbildung eines
Fusionsdefektesverursacht durch Uberexpression hin untersucht. In der Ubersicht der Embryonen
war zu erkennen, dass die Myoblastenfusion durch die Expression digs850p0100-myc Korstruktes
nicht gestort zu seinschien(Abb. 517 A und B). Die Vergré3erung zeigt dieAntikbrpernachweise des
muskelspezifischen [ eTubulins und des Myc-Anhangs sowie deren Uberlagerung. Das
Fps85p100-Myc Fusionsprotein lokalisierte an den Anheftungsstellen de Muskeln an die

Epidermis (Abb. 517 | © O O Orther3. @#dém wareine etwas schwéchereAnreicherung des

Fusionsproteins an den Membranen der Muskeln zu sehen (Abb17.! ® OO Oh 0 AAGEI OO T oxAERE 1"
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Ubersicht Uberlagerung beta3-Tubulin

Mef2-Gal4 x
UAS-fpsp100/"""s-myc

Abb. 5.17: Fps85Dpl00-Myc lokalisierte an den Anheftungsstellen sowie an den Membranen der
Myoblasten . In der Ubersichtdes Embryos in Stadium 16varen keine Fusionscfekte erkennbar (A und B).

Die VergroBerungenzeigen dier eTubulin-j ! OO QuhdAMyc:AdtiRstpernachweisej | 00O O1T A " 06006Qq

AAOAT - AAOI ACAOOT CAT heftur@sstéliénider M@o@Ben War einéd Akkumulation des
Fps850p100-MUA & OOCET T OPOI OAET-OO000h AROARBIOL B DKdhescheh®E NEOEET  x A
, T EAT EOAGEI T AT AAT - Al AOAT DIOOAADO FAGDODA AEABDROAEEAT OAC

Dl OOAOET O OAAEOO8 - Ah ODUAWMMOGAAIMYAT ¢ pmm AI N CcOilTd ro

Sowohl die myristoylierte als auch die unmyristoyliete Variante der p100 Isoform von Fps85D
zeigten eine Lokalisation an den Membranen der Myotuben sowie an deren Agfitungsstellen, was
auf eine mdogliche Rolle von Fps85D bei der Anheftung der Muskeln hindeuten kénntEine
Uberexpression der beiden Fusionproteine im Mesoderm fiihrte jedoch nicht zu einem

Fusionsdefekt, wie er bei Uberexpression der myristoylierten p92soform gezeigt werden konnte.
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5.4.2.3 Fps85Dp100 mit deletierter SH2 - und Tyrosinkinase -Doméne lokalisiert e an den
Anheftungsstellen der My otuben sowie deren Membranen

Um zu analysieren, ob es durch eine Deletion der SH2nd Tyrosinkinase-Domane zu einem
Fusionsdefekt oder zu einerverdnderten Lokalisation des Fusionsproteinsim Vergleich zu der
unmyristoylierten (Abb. 5.18 A) undmyristoylierten Form (Abb. 5.18 B)kommt, wurden transgene

Fliegenlinien generiert, welche eineverkirzte Proteinvariante (Abb. 5.18 C) tragen.

myr FCH SH2 Tyrosinkinase

A e — fps85D-full length

B — — myr-fps85D

fps85D delta SH2
delta Tyrosinkinase

Abb. 5.18: Schematischer Uberblick der verwendeten fps85D Konstrukte. Fir Studien zur Uberexpression
sowie zur Lokalisaion im Embryo wurden drei Konstrukte generiert. Das erste umfasst den gesamten offenen
Leserahmen vonfps85D(A), das zweite enthalt zusatzlich ein Nerminales Myristoylierungssignal (B) und bei
dem dritten handelt es sich um eine verkirzte Proteinvariarg, bei der die SH2 sowie die

Tyrosinkinase-Domaéane deletiert wurden (C).

Die Muskulatur der Embryonen wurde durch einen Antikdrpernachweis des muskelspezifischen
[ eTubulins sichtbar gemacht das Fusionsprotein Fps85Dp100 delta SH2 delta Tyrosinkinase-Myc
wurde mithilfe einesAntikdrper s gegen den Mc-Anhangdetektiert. Die Ubersichten der Embryonen
zeigten, dass auch die Expression der verkirzten Variante nicht 2inem Fusionsdefekt fiihre (Abb.
519 A und B). Auch das verkiirzte Fusionsprotein lokalisiee an den Anheftungsstellen der

=====

Myotuben (Abb. 519! ® OOOh 3 OAOT A Eeké (pRalisatiéhfaA DeenxMe@branen zu

=======
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Ubersicht

Mef2-Gal4 x
UAS-fpsp100 delta SH2 delta Tyrosinkinase-myc

Abb. 5.19: Das Fps85Dp100 delta SH2 delta Tyrosinkinase -Myc Fusionsprotein zeigt e eine Lokalisation

an den Membranen sowie den Anheftungsstellen der Myotuben. Die Muskulatur der Embryonen in

Stadium 16wurde durch einen Antikérpernachweis des muskelspezifischep eTubulinssichtbar gemacht das

Fusionsprotein mithilfe eines Antikdrpernachweises des Mc-Anhangs. In den Ubersichten der beiden

Embryonen konnten keine Fusionsdefekte beobachtet werden (A und B). Die Ved§erungen zeigen dne

, T EAT EOQOAGEIT AAO &OOCEI 1T OPOI OAET O Al OAAR 3 0AAEDBOAICODOAT

Membranen der Myotuben warein Mc-3 ECT A1 U0 -AOG6AKT AEAGODOT xERET" D8 ' T OAC
posterior rechts. MaRstabsbalkenp 1 A1 N -Cubilih; grauy Myc.
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5.4.2.4 Fps85Dpl100 sowie eine verkirzte Variante des Proteins co-lokalisier ten mit

N-Cadherin im somatischen Mesoderm

Die im Mesoderm der Embryoren exprimierten Konstrukte schiemen an den Membranen der
Myoblasten und Myotuben zu lokalisieren. Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurde an den
Embryonen zusatzlich ein NCadherin Antikorpernachweis durchgefiihrt. Von NCadherin konnte
bereits gezeigt werden, dass das Protein an den Membranen lokalisie{Dottermusch-Heidel & al.,
2012). Die beiden néer analysierten Embryonen derStadien 13 und12 sind in der Ubersicht zu

sehen(Abb. 520 A und B). In den VergréRRerungen sit jeweils dief eTubulin- (Abb. 520! & O1T A " OQh
N-Cadherin- (Abb. 520! 6O OT A " G@ub. 520 ! xGERO - Al Alsrperdaéh@dise deke@E E

Fps85DMyc (Abb. 520 | ® 6OOh o0 AAEI Aq OT A AOAE AEA OAOEI OUO
co-lokalisierten mit N-Cadterin an den Membranen der Myoblasten (Abb. 80" & OOOh 0 £ZAET AQs

Abb. 5.20: Das Fps85Dp100-Myc Fusionsprotein sowie die verkiirzte Variante co -lokalisier ten mit

N-Cadherin an den Membranen der Myoblasten. Die Myoblagen der Embryonen in Stadium 13 (A) und

Stadium 12 (B) wurden durch einen Antikérpernachweis desi OOE A1 OP A U Erdbtili6sAdichibar 1 o
gemacht. Auch N-Cadherin sowie der MyeAnhang wurden mithilfe eines Antikdrpers nachgewiesen. Die

Ubersichten zeigen eine partielle CeLokalisation der Proteine (A und B). An den Membranen der Myobsien

war eine CoLokalisation zwischen NCadherin und den Fps85p100 & DOET 1 OB OI OAET Al OOGOh AOE A
0FAET A "GOCEA oMAEI Aqs !'1 OAOET O EOO 1 ET EOh -BubundrBtOET O OA/
N-Cadherin; grau: Myc.























































































































































































