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1 Zusammenfassung

Die Myoblastenfusion in der Embryonalentwicklung von Drosophila verlauft in zwei
Schritten. Das Blow-Protein ist essentiell fiir den Verlauf des zweiten und teilweise
auch fiir den Verlauf des ersten Schrittes. blow*~-Embryonen weisen einen sehr starken
Fusionsdefekt auf. Durch Immunhistologie mit einem anti-Blow-Antikorper gegen den
N-Terminus des Proteins konnte gezeigt werden, dass keinerlei Restprotein in den blow?*-
Embryonen detektierbar ist. Eine Sequenzierung des Allels hat schlieflich gezeigt, dass
das blow?-Allel eine Deletion vom zweiten Intron bis ins zweite Exon von blow tragen,
was zur Degradation der mRNA fiihrt. Es handelt sich bei blow? also um ein Null-Allel.
Um dem Verstdndnis der Funktion des Proteins ndherzukommen, wurden Blow-
Konstrukte hergestellt, in denen bei in silico-Analysen gefundene Merkmale des Pro-
teins verdndert wurden: Da neben einer PH-Doméne ein putatives Phosphorylierungs-
und Interaktionsmotiv um Tyrosin 342 aufgezeigt wurde, wurden Blow-Versionen im
Embryo exprimiert, die diese Merkmale veréndert tragen. Dabei zeigten weder die Ex-
pression von N-terminal verkiirztem Blow noch von Blow mit mutiertem Tyrosin 342
einen Defekt bei ektopischer Expression in Founderzellen. Auch eine Expression von
einem Konstrukt mit phosphomimetisch verdndertem Tyrosin 342 oder mit deletierter
PH-Domine hat zu keiner Stérung der Myoblastenfusion gefithrt. Uberraschenderweise
fiihrt die Expression von wildtypischem Blow nicht zur Rettung des blow*-Phinotyps.
Eine Analyse von Blow-Lokalisationen in verschiedenen Fusionsmutanten hat zeigen
konnen, dass die Akkumulation von Blow an der Fusionsstelle von der Adhésion der
Fusions-kompetenten Myoblaste und dem Aktinregulator Arp3 abhéngt. Trotz Abwe-
senheit von Adhésionsmolekiilen gibt es gelegentlich Blow-Foci an Zellkontakten.
Schliefflich wurde das postulierte Blow-Ortholog Skap2 aus Zebrafisch auf die Funk-
tionalitdt im Fliegenembryo untersucht. Dabei konnte weder eine Rettung des blow?-
Phénotyps, noch eine Storung der Myoblastenfusion bei Expression im wildtypischen
Hintergrund festgestellt werden, so dass eine Orthologie der beiden Proteine weiterhin

spekulativ bleibt.
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2 Einleitung

2.1 Die Muskulatur von Drosophila melanogaster ist ein gut

geeignetes Modellsystem zur Analyse der Muskelentwicklung

Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist ein haufig verwendeter Modellorganismus
in der Entwicklungsbiologie, da sie einfach und kostengiinstig zu halten ist, {iber ei-
ne kurze Generationszeit, viele Nachkommen und ein kleines Genom verfiigt und mit
genetischen Methoden gut zugénglich ist. Auch zur Untersuchung der Muskulatur-
entwicklung ist die Fruchtfliege geeignet. Die Muskulatur der Fliege ist mesodermalen
Ursprungs und unterteilt sich im Embryo in drei Arten von Muskeltypen: Die soma-
tische Korperwandmuskulatur (Bewegungsmuskulatur), die viszerale Muskulatur um
den Darm herum und die Herzmuskulatur. Dabei unterscheidet sich die Herzmuskula-
tur von den beiden anderen Muskeltypen dadurch, dass sie aus mononukledren Zellen
besteht, wihrend die anderen Muskeltypen durch Fusionen aus Myoblasten entstehen
(Ubersichtsartikel Abmayr et al., 2005; Onel und Renkawitz-Pohl, 2009).

Die Myogenese der Drosophila-Muskulatur gliedert sich in drei Schritte: Erstens
die Determination der Myoblastenpopulationen, zweitens die Fusion der Myoblasten
und drittens Wachstum, Streckung, Etablierung der Sarkomere und Anheftung der
Muskeln. Gegenstand dieser Arbeit ist die Zellfusion zur Etablierung der somatischen
Korperwandmuskulatur. Das Ergebnis dieser Entwicklung ist ein streng geordnetes
Muster, das sich in den abdominalen Hemisegmenten wiederholt: 30 nach Lage, Grofe,
Orientierung und Verankerung genau definierte Muskeln machen es moglich, Defekte
in der Muskulatur genau zu erkennen und zu beschreiben. Nach der Fusion werden
die Muskeln mit Hilfe von Integrinen an der Epidermis verankert (Ubersichtsartikel
Abmayr et al., 2005; Onel und Renkawitz-Pohl, 2009).

Die somatischen Muskeln der Fliege sind in ihrem grundsétzlichen Aufbau den Myo-
fibrillen der Vertebraten &hnlich (Knudsen, 1992, Wakelam, 1985), allerdings besteht

in Drosophila ein Muskel nur aus einer einzigen Myotube und nicht aus mehreren Mus-
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kelfasern, wie das bei hoheren Wirbeltieren der Fall ist. Da inzwischen auch bekannt
ist, dass mehrere fiir die Fusion essentielle Drosophila-Proteine in Vertebraten kon-
serviert sind (Moore et al., 2007; Srinivas et al., 2007; Ubersichtsartikel Magbool und
Jagla, 2007), erscheint es wahrscheinlich, dass die Fliegenmuskulatur als Modell fiir
die Vertebratenmuskulatur dienen kann und dass Ergebnisse aus der Fliegenforschung
wichtige Hinweise fiir den Erkenntnisgewinn in der medizinischen Muskelforschung,

z.B. beziiglich Muskeldystrophien, geben kénnen.

2.2 Der Fusionsprozess und die wichtigsten daran beteiligten

Gene

2.2.1 Fiir die Myoblastenfusion sind zwei Zelltypen notwendig, die durch

laterale Inhibition determiniert werden

Fiir die Entwicklung der Muskulatur in Drosophila-Larven sind zwei verschiedene Zell-
typen notig, die miteinander fusionieren; die Griinder- oder Founderzellen (FC) und
die Fusions-kompetenten Myoblasten (FCM). Diese Zellen entstehen aus Mesoderm-
bereichen, die eine hohe Konzentration des Transkriptionsfaktors Twist aufweisen. In
diesen Bereichen entstehen Zellcluster, die den Transkriptionsfaktor 'Lethal-of-scute’
(L’Sc) exprimieren. Durch Notch-abhéngige laterale Inhibition entstehen innerhalb die-
ser Cluster die sogenannten Progenitorzellen (Muskelvorlauferzellen) und die FCMs.
Die Progenitorzelle teilt sich anschlieBend durch asymmetrische Zellteilung in zwei
Founderzellen oder in eine Vorlauferzelle fiir die adulte Muskulatur und eine Founder-
zelle. Die Founderzellen gelten als Ursprungszellen der werdenden Muskeln und tragen
durch die Kombination der exprimierenden Transkriptionsfaktoren die Identitatsinfor-
mationen der jeweiligen Muskeln in sich (Ubersichtsartikel Paululat et al., 1999, Frasch
und Leptin, 2000; Dworak und Sink, 2002; Abmayr et al., 2005; Onel und Renkawitz-
Pohl, 2009).

Im Gegensatz zu den Founderzellen ist das Schicksal der FCMs nicht vor der Fu-
sion festgelegt. Zunéchst exprimieren die FCMs den Transkriptionsfaktor "Lame Duck’
(Lmd), dessen Expression aber eingestellt wird, sobald die FCM fusioniert ist. An-
schliefend wird die Expression des FCM-Kerns im Syncytium auf die Kombination
von Transkriptionsfaktoren der Founderzelle reprogrammiert (Ubersichtsartikel Bay-
lies et al., 1998, Paululat et al., 1999).
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2.2.2 Die Morphologie des somatischen Myoblastenfusionsprozesses

Die nun determinierten Myoblasten beginnen mit dem Fusionsprozess. Dabei ist jede
Fusion durch eine initiale Zell-Zell-Erkennung gekennzeichnet, die von einer Zell-Zell-
Adhésion, der Fusion und schliellich von der Integration des FCMs in die Founderzelle
gefolgt wird (Abb. [2.1). Der gesamte Fusionsprozess dauert ca. 5,5 Stunden und findet
wéahrend der Entwicklungsstadien 12 bis 16 statt; die einzelne Fusion verlduft innerhalb
von Minuten (7,5 bis 13 Stunden nach Eiablage. Beckett und Baylies, 2007).

Rau et al. (2001) und Schroter et al. (2004) haben postuliert, dass die Myoblas-
tenfusion in Drosophila in zwei Schritten stattfindet. In diesem Modell fusioniert im
ersten Schritt eine Founderzelle mit ein bis zwei FCMs und bildet dadurch eine gréfe-
re, mehrkernige Precursorzelle (PC). Im zweiten Fusionsschritt rekrutiert die PC dann
eine fiir sie spezifische Anzahl weiterer FCMs, mit denen sie fusioniert bis die finale
Grofle des Muskels erreicht ist. Dieses Modell stiitzt sich u. a. auf die Beobachtung,
dass es zwei Klassen von Mutanten gibt: Die, die gar keine Fusionen mehr zeigen und
somit im ersten Fusionsschritt stoppen und jene, die im zweiten Schritt stoppen und
die Precursorzelle mit zwei bis drei Kernen noch ausbilden kénnen (Abb. 2.1]).

In 2007 haben Beckett und Baylies ein alternatives Modell aufgestellt, in dem sie
postuliert haben, dass es zwar tatséichlich zwei zeitliche Phasen der verstiarkten Fusion
gibt, dass dariiber hinaus aber die Mutanten, die nur eine limitierte Anzahl von Fu-
sionen machen kénnen, nicht zwangsldufig nach einem klar definierten ersten Schritt in
ihrer Entwicklung stoppen. Dafiir spricht, dass der Zeitraum in denen diese Mutanten
fusionieren, sich iiber den gesamten Zeitraum der Fusionen erstreckt und dass manche
Hemisegmente gar keine Fusionen zeigen. Im Gegensatz zu dem Modell von Rau et
al. und Schroter et al. muss es in dem zweiten Modell keinen Unterschied zwischen
den benoétigten Proteinen im ersten und zweiten Schritt geben. Vielmehr kénnten die
gleichen Proteine fiir die beiden Fusionsphasen verwendet werden. Diese Theorie kann

allerdings nicht die Phinotypen verschiedener Doppelmutanten erkliren (Ubersichts-
artikel Onel, 2009).
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Abbildung 2.1: Der Ablauf der Myoblastenfusion in zwei Fusionsschritten. Dargestellt ist der zweistufige
Fusionsprozess nach Rau et al., 2001 und Schréter et al., 2004. Dabei fusioniert die Founderzelle im
ersten Schritt mit ein bis zwei FCMs, was zu einer zwei bis dreikernigen Precursorzelle fiithrt. Im
zweiten Schritt fusioniert diese Precursorzelle mit weiteren FCMs bis die charakteristische Kernzahl
der Myotube erreicht ist. Die Zell-Zell-Erkennung und -Adhision, die Bildung des Prifusionskomplexes
und der elektronendichten Plaques sowie der Membranabbau sind fiir den zweiten Schritt der Fusion
beschrieben worden (Abbildung veridndert nach Schréter et al., 2004).

2.2.3 Der Fusionsprozess wird durch ultrastrukturelle Merkmale

charakterisiert

Doberstein et al. (1997) haben durch Transmissionselektronen-Mikroskopie ultrastruk-
turelle Merkmale in der zweiten Fusionsphase beobachten kénnen (Abb.[2.1)). Wenn sich
die beiden fusionierenden Zellen flichig aneinander gelagert haben, entstehen an den
Kontaktstellen der beiden Zellen paarweise elektronendichte Vesikel, die sich héufig
gegeniiber von einander anordnen und den sogenannten Préfusionskomplex bilden.
Doberstein et al. haben auch elektronendichte Verbindungen, die den interzelluléren
Spalt iiberbriicken und moglicherweise fiir die Paarung der Vesikel verantwortlich sind,
beobachtet. Ein einzelner Vesikel hat einen Durchmesser von ca. 40 nm und der Préfu-

sionskomplex erstreckt sich iiber eine Fliche von 1 ym?.
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In Embryonen in spéteren Stadien lassen sich an der Kontaktstelle in beiden fu-
sionierenden Zellen elektronendichte Plaques von etwa 500 nm Lénge finden, zwischen
denen elektronendichte Verbindungen bestehen. Bis heute konnte nicht geklart werden,
woraus die elektronendichten Strukturen bestehen und was ihre Funktion in der Myo-
blastenfusion ist. Eine Theorie von Doberstein et al. (1997) besagt, dass die elektronen-
dichten Vesikel in die Plaques iibergehen und dass die Vesikel essentielle Komponenten
des Fusionsapparates enthalten. Die Paarigkeit des Prafusionskomplexes héitte dem-
nach die Funktion, eine symmetrische Fusion zu gewéhrleisten und die Flédche der Fusi-
on einzuschrianken. Da vergleichbare elektronendichte Strukturen auch in Myoblasten-
Zellkulturen anderer Tiere, wie Ratten und Wachteln, beobachtet wurden (Rash und
Fambrough, 1973; Lipton und Koénigsberg, 1972) konnte es sich dabei um konservierte
Merkmale handeln, die artiibergreifend eine Fusion vermitteln.

In Embryonen, bei denen die Fusion schon stattgefunden hat, konnte Doberstein den
Membranabbau dokumentieren, der ein zytoplasmatisches Kontinuum schafft und bei

dem abgebautes Membranmaterial in Form von Membranvesikeln sichtbar wird.

2.2.4 Am Fusionsprozess sind viele Proteine beteiligt, deren Funktion noch

nicht in allen Fallen geklart werden konnte

Waéhrend der letzten Jahre wurde intensiv an der Myoblastenfusion von Drosophila ge-
forscht, so dass eine zunehmende Anzahl an relevanten Genen entdeckt werden konnte.
Am Anfang der Fusion steht die Erkennung von Founderzelle (oder Precursorzel-
le) und FCM. Es wurde gezeigt, dass vor allem zwei Vertreter der Immunglobulin-
Superfamilie (IgSF) fiir die Erkennung und Adhésion nétig sind. Die Precursor- /Founder-
zelle exprimiert das membranstidndige Protein Dumbfounded/Kin of irre (Duf/Kirre),
dessen extrazelluldre Doméne als Chemoattraktant fiir die FCMs dient (Ruiz-Gomez
et al., 2000). Als Gegenpart exprimieren die FCMs das Oberflichen-Protein Sticks
and Stones (Sns; Bour et al., 2000). Die extrazelluldren Doménen der beiden Proteine
kénnen miteinander interagieren und so den Kontakt und die Adhésion der beiden
Zelltypen schaffen (Abb. , Galletta et al., 2004; Ubersichtsartikel Dworak und Sink,
2002). Die intrazelluldren Doménen der Proteine spielen vermutlich eine Rolle bei der
Signaltransduktion, wie fiir den Fall von Duf schon gezeigt wurde (Rau et al., 2001;
Chen und Olson, 2001). Neben diesen beiden Membranproteinen gibt es noch zwei wei-
tere Oberflachen-Proteine, die an der Etablierung des Zell-Zell-Kontaktes beteiligt sein

konnen. Hibris wird - &hnlich wie Sns - in FCMs exprimiert und kann bei starker Uber-
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expression dessen Funktion teilweise ersetzen (Artero et al., 2001; Shelton et al., 2009).
Roughest (Rst) ist ein Paralog von Duf, wird aber in beiden Zelltypen exprimiert
(Abb. . Da nur eine Doppelmutante von duf und rst einen Muskelfusionsdefekt
zeigt, scheinen die beiden Proteine funktional redundant zu wirken (Striinkelnberg et
al., 2001). Ahnlich wie in sns-Mutanten entsteht durch Deletion von duf und rst ein
kompletter Fusionsstopp. Zwar werden von den FCMs noch Filopodien gebildet, die-
se konnen sich ohne Duf oder Rst aber nicht mehr zu den Founderzellen orientieren,
so dass kein Kontakt mehr zwischen den Zellen hergestellt werden kann (Ruiz-Gomez
et al., 2000). Die Funktion von Rst in den FCMs konnte bislang noch nicht geklért
werden.

Nach der Interaktion der Adhésionsmolekiile kommt es sowohl in den FCMs als
auch in den Founderzellen zu einer Signaltransduktion, die schliellich zur Fusion fiihrt.
Wiéhrend der Fusion findet eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts statt, die fiir den
morphologischen Umbau der Zellen erforderlich ist (Ubersichtsartikel Onel, 2009). Es
sind verschiedene Proteine identifiziert worden, die Teil der Signaltransduktionsketten
sind, allerdings ist das Zusammenspiel der Molekiile bislang noch nicht vollsténdig
verstanden.

Unter den Proteinen, deren Mutanten gar keine Fusionen mehr durchfiihren ist der
Guanine-Nucleotide-Exchange-Faktor (GEF) "Myoblast city’ (Mbc, Abb. 2.2)). Offen-
sichtlich ist Mbc fiir den ersten Schritt bzw. die frithen Fusionen der Myogenese not-
wendig. Mbc ist das Homolog des Vertebratenproteins DOCK180 und verfiigt iiber
eine SH3-Doméne, eine Docker-Doméne und mehrere Crk-Bindemotive (Erickson et
al., 1997; Nolan et al., 1998; Rushton et al., 1995). Es wurde in zahlreichen Veroffent-
lichungen belegt, dass Mbc zusammen mit einem anderen Protein (ELMO) zumindest
in Vertebraten und Caenorhabditis elegans die kleine GTPase Rac reguliert (Nolan
et al., 1998, Kiyokawa et al., 1998; Guimienny et al., 2001; Brugnera et al., 2002;
Cote und Vuori et al., 2002). racl, rac2-Doppelmutanten zeigen in Drosophila einen
Myoblastenfusionsdefekt, so dass davon auszugehen ist, dass Rac eine Rolle in der
Myoblastenfusion spielt.

Parallel zu der moglichen Rac-Aktivierung durch einen Mbc-Signalweg ist auch ei-
ne Aktivierung durch das Protein Schizo/Loner denkbar (Abb. [2.2). Schizo wurde in
der Neurogenese entdeckt (Hummel et al., 1999; Onel et al., 2004) und scheint nur in
Founderzellen, nicht aber in FCMs exprimiert (Chen et al., 2003), was allerdings kiirz-
lich in Frage gestellt wurde, da auch Protein in den FCMs detektiert werden konnte
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(Richardson et al., 2007). Das Protein weist eine PH-Doméne und eine Sec7-Doméne
auf. Wihrend PH-Doménen meist fiir die Lokalisation an Membranen wichtig sind
(Ubersichtsartikel Lemmon, 2008), scheint die Sec7-Doméne fiir die Interaktion mit der
kleinen GTPase ARF6 verantwortlich zu sein (Ubersichtsartikel Donaldson und Jack-
son, 2000). Schizo/Loner-Mutanten zeigen &hnlich wie Mbc-Mutanten keine Fusionen
mehr (Beckett und Baylies, 2007). Parallel zu der Mbc-vermittelten Rac-Aktivierung
konnte auch ARF6 die Aktivierung von Rac iibernehmen (Chavrier und Goud, 1999;
Radhakrishna et al., 1996). Hier scheint aber eine funktionelle Redundanz vorzuliegen,
denn in ARF6-Mutanten entwickeln sich die Muskeln wildtypisch (Dyer et al., 2007).
Hier scheint eine funktionelle Redundanz zu einer Arf GTPase vorzuliegen, denn in
ARF6-Mutanten entwickeln sich die Muskeln normal (Dyer et al., 2007).

Downstream von Rac fithren beide Signalwege zu Aktin-Regulatoren. Fiir den ersten
Fusionsschritt /die erste Phase der Fusionen ist das Mitglied der WASP-Proteinfamilie
SCAR/WAVE postuliert worden (Abb. , Berger et al, 2008; Ubersichtsartikel Onel,
2009). Durch Analysen von Doppelmutanten konnte gezeigt werden, dass Fliegen, die
eine Mutation in scar/wave und einem weiteren Gen, namlich wip/vrp1/sltr, tragen,
gar keine Fusionen mehr vollenden konnen. Diese Beobachtung fithrte zu der Hypothe-
se, dass WAVE in Redundanz zu WIP/Vrpl/Sltr fiir den ersten Fusionsschritt bzw.
fiir friihe Fusionen notwendig ist (Ubersichtsartikel Onel, 2009). SCAR/WAVE ist ein
Aktin-Regulator, der tiber die Aktivierung des Arp2/3-Komplexes die Aktinpolyme-
risation steuert. Vrpl/WIP/Sltr wird nur in FCMs exprimiert und kann sowohl an
Aktin als auch an den Aktinregulator Wasp binden. In GST-Pulldown-Experimenten
interagiert WIP/Vrpl/Sltr auierdem mit Crk (siehe 2.6, Kim et al., 2007).

Fiir die Theorie des zweistufigen Fusionsprozesses spricht, dass Mutanten beschrieben
wurden, deren Muskeln nach der Ausbildung von zwei- bis dreikernigen Precursorzellen
in der Entwicklung stoppen. Eine dieser Mutanten ist das Multidomé&nenprotein 'Rol-
ling pebbles/Antisocial” (Rols, Abb. [2.2)). Rols ist in den Precursorzellen exprimiert
und interagiert dort mit der intrazelluliren Doméne des Adaptorproteins Duf (Chen
und Olson, 2001). Rau et al. konnten 2001 zeigen, dass Rols fiir die Rekrutierung
weiterer FCMs {iber das Precursorstadium hinaus essentiell ist. Rols kann parallel zu
Duf eventuell auch mit Mbc interagieren und so Mbc zu definierten Punkten an der
Zellmembran rekrutieren an denen eine Aktin-Reorganisation erforderlich ist (Chen
und Olson, 2001). Dariiber hinaus kann Mbc mit dem SH2/SH3-Adaptorprotein Crk
interagieren (Galletta et al., 1999; Nolan et al., 1998; .
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In den FCMs ist Rols nicht exprimiert. Bislang konnte kein Protein gefunden werden,
dass iiber eine Bindung an die intrazellulire Doméne des Adhésionsproteins Sns die
Signaltransduktion in FCMs starten kann.

Ein Gen, das nur in den FCMs exprimiert wird, ist das Gen blown fuse (blow; Abb.
2.2] Schroter et al., 2006). Doberstein et al. haben 1997 das Gen gefunden und be-
schrieben, dass in blow-Mutanten teilweise noch Precursorzellen und Préfusionskom-
plexe ausgebildet werden. Durch Schroter et al., 2004 ist bekannt, dass Blow genetisch
mit dem Aktinregulator Kette interagiert. Blow liegt im Fokus dieser Arbeit und wird
in einem eigenen Kapitel thematisiert (2.4)). Kette wurde zunéchst als essentiell fiir die
Entwicklung des Zentralen Nervensystems beschrieben (Hummel et al., 1999 und 2000).
In vivo liegt Kette in verschiedenen Entwicklungssystemen in einem physikalischen
Komplex mit Sra-1 und dem Abelson-interactor (Abi) vor (Eden et al., 2002; Bog-
dan und Klambt, 2003, siehe unten). In der Myoblastenfusion stoppen kette-Mutanten
nach der Ausbildung von durchschnittlich zweikernigen Muskelzellen (Schroter et al.,
2004; Beckett und Baylies, 2007). Im Elektronenmiskroskop lassen sich elektronendich-
te Vesikel und vergroflerte Plaques entdecken und in Rettungsexperimenten kann die
Expression von Kette den blow-Phénotyp partiell retten, so dass geschlussfolgert wur-
de, dass Kette nach Blow wirkt (Schroter et al., 2004). Kette ist in der Regulation von
SCAR/WAVE und Wasp involviert (Abb[2.2)). Dabei agiert Kette in der Myoblasten-
fusion als positiver Regulator von SCAR/WAVE, was daraus geschlossen wurde, dass
Scar in kette-Mutanten nicht mehr exprimiert wird bzw. dass Reste des SCAR/WAVE-
Proteins in kette-Mutanten nicht mehr lokalisieren (Richardson et al., 2007). Anderer-
seits gilt Kette in der Drosophila-Myoblastenfusion als Antagonist von Wasp, was durch
Gendosisexperimente gezeigt werden konnte (Schifer et al., 2007). Kiirzlich wurde pos-
tuliert, dass SCAR/WAVE und Wasp nacheinander in der Myoblastenfusion agieren.
Durch Epistasis-Experimente wurde gezeigt, dass Wasp nach der Bildung der Fusions-
pore und nach der Funktion von Kette und SCAR/WAVE agiert (Berger et al., 2008;
Gildor et al, 2009). Dabei wurde postuliert, dass SCAR/WAVE fiir die Bildung der
Pore verantwortlich ist, wdhrend Wasp die vollsténdige zytoplasmatische Kontinuitét
vorantreibt (Gildor et al., 2009).

Ein Gen, das bisher noch gar nicht in die Signalkaskaden eingeordnet werden konn-
te, ist das Gen singles bar (sing, Estrada et al., 2007). In situ-Hybridisierungen haben
gezeigt, dass das Gen in Founderzellen und FCMs exprimiert wird. Das Protein be-

steht aus mehreren Transmembrandoménen und enthélt eine MARVEL-Domaéne, die
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héufig mit membranassoziierten Vorgéngen in Verbindung gebracht wird. sing-mutante
Embryonen zeigen viele unfusionierte Myoblasten; aber die Determination der Zellty-
pen sowie die Zell-Zell-Erkennung und -Adhésion sind nicht gestort. Da sing-Mutanten
noch zweikernige Zellen ausbilden, stoppt die Mutante in dem Zwei-Schritt-Modell erst
im zweiten Schritt bzw. nach der ersten Phase der Fusionen. Eine elektronenmikro-
skopische Aufnahme zeigt, dass in der Mutante mehr Prifusionskomplexe ausgebildet
werden als im Wildtyp oder in blow-mutanten Embryonen (Estrada et al., 2007). Falls
Dobersteins Theorie stimmt und sich die im Elektronenmikroskop beobachteten Vesikel
zu elektronendichten Plaques auflosen oder diese Vesikel mit der Membran fusionieren,
konnte Sing eine Komponente sein, die fiir die Auflésung der Vesikel essentiell ist, so
dass ohne das Protein eine Akkumulation der Vesikel stattfindet (Estrada et al., 2007).
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Abbildung 2.2: Modell der zweistufigen Myoblastenfusion. Dargestellt ist der erste (A) und der zweite Fu-
sionsschritt (B). Dabei schaffen die Adhésionsmolekiile Duf und Sns den Kontakt zwischen den Zellen
und iibermitteln das Fusionsignal ins Zellinnere, wo verschiedene Molekiile die eigentliche Fusion
vermitteln. Mehreren Aktinregulatoren wurde bislang eine Rolle in dem Fusionsprozess nachgewiesen,
darunter Kette, das genetisch mit Blow interagiert und der Wasp-Vrpl/WIP/Sltr Komplex (in rot,
Abbildung verindert nach Onel und Renkawitz-Pohl, 2009).

2.3 Bei der Myoblastenfusion tritt eine Kontaktstruktur auf, die

der immunologischen Synapse im prinzipiellen Aufbau dhnelt

Seit 2007 ist eine Struktur bekannt, die wihrend der Myoblastenfusion an der Kon-
taktstelle zwischen FCM und Founderzelle auftritt und den Ort der eigentlichen Fu-

sion darstellt. Die Struktur heisst 'Fusion-Restricted Myogenic-Adhesive Structure’
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(FuRMAS) und besteht aus einem dufleren Ring von Adhésionsmolekiilen — also Sns
auf der Seite der FCMs und Duf und Rst auf der Seite der Founderzelle — und einem
Aktin-Pfropf in dessen Innerem. Zu dem Aktin-reichen Zentrum lokalisiert sich das
Aktin-interagierende Protein Titin und FCM-stammig das Protein Blown fuse (Abb.
, Kesper et al., 2007, Ubersichtsartikel Onel und Renkawitz-Pohl, 2009). Besonders
interessant ist diese Struktur auch deshalb, weil sie mit zunehmendem Fortschreiten
der Fusion grofler wird. Nachdem das Filopodium des FCMs gerade erst Kontakt zu der
Founderzelle geschaffen hat, betrdgt der Durchmesser des FuRMAS-Ringes ca. 1 pym.
In einem spéteren Stadium der Fusion erreicht der Ring einen Durchmesser von etwa
5 um (Kesper et al., 2007). Zur Ausbildung der Ringstruktur ist der Zell-Zell-Kontakt
unbedingt notwendig, da sns-mutante Embryonen zwar eine Lokalisation von Duf an
der Membran zeigen; dieses aber nicht ringférmig angeordnet wird (Kesper et al., 2007).
Andererseits ist die Bildung der FuRMAS-Struktur nicht von Blow, Kette, Mbc oder
Rols abhéngig (Kesper et al., 2007).

Das Modell der FuRMAS ist deshalb so interessant fiir die Erkléarung der Myoblast-
fusion, weil es einen stabilen Rahmen aus Adhésionsmolekiilen fiir die Fusion darstellt,
so dass die Fusion kontrolliert und geordnet ablaufen kann. In dieser Theorie miiss-
te die eigentliche Fusionsmaschinerie in dem aktinreichen Zentrum des sich weitenden
FuRMAS lokalisieren, wo die Fusionspore entsteht und sich weitet (Kesper et al., 2007;
Ubersichtsartikel Onel und Renkawitz-Pohl, 2009).

Vergleichbare Kontaktstrukturen gibt es auch in anderen Systemen. Aus dem Im-
munsystem kennt man die immunologische Synapse (IS; Ubersichtsartikel Friedl und
Storim, 2004, Friedl et al., 2005), die zwischen der T-Zelle und der Antigen-présentie-
renden Zelle auftritt und die — &hnlich wie die FuRMAS — einen Ring aus Adhésionsmo-
lekiilen sowie ein Aktin-reiches Zentrum besitzen. Von den immunologischen Synapsen
existieren verschiedene Konstruktionsprinzipien. Die monozentrische immunologische
Synapse (Abb. hat einen zentralen aktinreichen Bereich (¢cSMAC = central su-
pramolecular activation cluster), deren Aufbau durch kleine Rho GTPasen kontrolliert
wird und der neben Aktin durch eine hohe Konzentration von T-Zell-Rezeptoren und
Protein-Kinase 6 gekennzeichnet ist. Der duflere Ring der immunologischen Synap-
se wird pPSMAC (peripheral supramolekular activation cluster) genannt und zeichnet
sich besonders durch Integrine, z.B. LFA-1 (lymphocyte-function antigen 1) aus, das
wihrend des Aufbaus aus dem zentralen Kern der Kontaktstruktur in den periphe-

ren Ring verlagert wird (Friedl und Storim, 2004). Fiir diesen Prozess sind Proteine
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wie ADAP und Skap-55 sowie Aktin-Reorganisationen notwendig (siehe [2.3.1). Bei
immunologischen Synapsen handelt es sich um sehr transiente Strukturen, die nach
kurzer Zeit wieder aufgelost werden. Die Funktion konnte bisher noch nicht eindeu-
tig geklart werden, allerdings scheint eine Verlangerung der Signalgebung oder eine
Runterregulierung von T-Zell-Rezeptoren in der spéateren Phase des Kontaktes méglich
(Ubersichtsartikel Friedl und Storim, 2004, Wang und Rudd, 2008).

Weitere Strukturen, die den FuRMAS &hneln, sind Podosomen und Invadopodien,
die als Kontakt zwischen einer Zelle und der extrazelluldren Matrix einer anderen Zelle
aufgebaut werden. Auch hier zeigt sich ein zweigeteilter Aufbau aus aktinreichem Zen-
trum und integrin-angereicherter Ringstruktur (Linder und Kopp, 2005). Im Gegensatz
zu immunologischen Synapsen und FuRMAS wird fiir Podosomen und Invadopodien
auch eine Funktion im Abbau der extrazelluldaren Matrix und damit in der Zellinvasion
vermutet (Ubersichtsartikel Linder und Kopp, 2005).

Ring aus Adhdsions-
molekilen

elektronendichte
Vesikel

Abbildung 2.3: Modell der FuRMAS-Weitung. In schwarz sind die Plasmamembranen der fusionierenden Zellen
dargestellt. Die Adhisionsmolekiile Sns (hellblau) und Duf (dunkelblau) schaffen den Kontakt zwi-
schen den Zellen und bilden den Adhésionsring der FuRMAS, der in der Founder-/Precursorzelle
durch Rols stabilisiert wird. In der Mitte des Ringes bildet sich ein Aktin-reiches Zentrum (rot) zu
dem Blow kolokalisiert. Die FuRMAS Struktur weitet sich mit zunehmender Entwicklung (Kesper et
al., 2007, Abbildung verindert nach Onel und Renkawitz-Pohl, 2009).
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Abbildung 2.4: Aufbau der immunologischen Synapse. Die immunologische Synapse unterteilt sich in das
pSMAC (periphere supramolecular activation cluster) mit Integrinen wie LFA-1 und dem ¢cSMAC
(central supramolecular activation cluster), das Actin-reich ist und den T-Zell-Rezeptor enthélt. In-
tramolekular haben Mikrotubuli Kontakt mit dem pSMACs. Abbildung aus Kinashi, 2005.

2.3.1 Die Proteine Skap-55 und ADAP spielen eine Rolle im Aufbau der

immunologischen Synapse

Da in der Dissertation von R.H. Schroter 2006 die Zebrafisch-Proteine Skap-55 und
Skap2 als Orthologe des Blown fuse Proteins identifiziert wurden, sind diese Proteine
auch von besonderem Interesse fiir die Forschung an Blow. Da Skap-55 an dem Aufbau
der immunologischen Synapse (siehe beteiligt ist und Blow im Zentrum der FuR-
MAS lokalisiert, stellt sich die Frage, ob Blow eine vergleichbare Rolle beim FuRMAS-
Aufbau tibernehmen kann. Daher kann eine genaue Beleuchtung von der Funktion von
Skap-55 und Skap2 lohnend sein:

Wenn eine T-Zelle an eine Antigen-prisentierende Zelle bindet, ist die erste Re-
aktion der Zelle eine Phosphorylierung verschiedener Proteine, u.a. durch die Fyn-
Kinase. Das Protein Skap-55 wurde urspriinglich durch seine Interaktion mit der Fyn-
Kinase und der Src-Kinase identifiziert und daher ’Src-associated phosphoprotein of
55 kDa’ (Skap-55) genannt (Marie-Cardine, 1998a). Durch einen GST-Pulldown mit
der SH2-Doméne von Fyn wurde dariiber hinaus noch ein weiteres Protein gefunden,
dass Skap-55 in seinen biochemischen Eigenschaften sehr dhnelt und daher Skap-Hom
(Skap-Homolog) bzw. Skap-55R (Skap-55-related) oder Skap2 genannt wurde (Marie-
Cardine, 1998b). Beide Proteine verfiigen iiber eine PH-Doméne, mehrere Tyrosin-
Phosphorylierungsmotive und eine SH3-Doméne am C-Terminus (Ubersichtsartikel
Wang und Rudd, 2008). Trotz dieser strukturellen Ahnlichkeiten scheinen die bei-

den Proteine unterschiedliche Funktionen zu iibernehmen, was schon durch die un-
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terschiedlichen Expressionsmuster angedeutet wird. Wéahrend Skap-55 ausschlieflich
in T-Lymphozyten exprimiert wird (Marie-Cardine et al., 1998a), wird Skap2 fast ubi-
quitér in sehr vielen Organen exprimiert, allerdings nur in wenigen hdmatopoietischen
Zelllinien (Marie-Cardine et al., 1998b).

Beiden Skap-Proteinen ist gemein, dass sie an einen weiteren Interaktionspartner
von Fyn binden: ADAP (auch SLAP-130 oder FYB, Marie-Cardine et al., 1998a und
1998b; Ubersichtsartikel Simeoni et al., 2004). Skap-55 agiert mit ADAP als funktio-
nelle Einheit und vermittelt das Signal von dem T-Zell-Rezeptor (TCR) zu den Inte-
grinen, was zur Aktivierung und zu einer verstiarkten Adhésion des Integrins LFA-1
fihrt (Wang et al., 2003; Wang und Rudd, 2008). Diese Signalkette ist insbesondere
auch fiir den Aufbau der SMACs der immunologischen Synapse wichtig. Die Protei-
ne kolokalisieren dabei mit dem Aktin-reichen Zentrum der immunologische Synapse.
Die Aufgabe von Skap2 ist noch nicht gekldart. Togni et al. (2005) haben aufgrund
ihrer Analysen mit skap2-mutanten Méusen geschlussfolgert, dass eine Funktion in der
B-Zell-Aktivierung wahrscheinlich ist. skap2-mutanten M&ause zeigen eine verminderte
Adhésion von B-Zellen zu Fibronectin und ICAM1, dem Liganden von LFA-1. Auch
Skap2 agiert vermutlich in Kooperation mit ADAP. Da der mutante Phéanotyp aller-
dings deutlich schwécher als bei Skap-55 ausfiel, ist es moglich, dass ADAP in B-Zellen
neben Skap2 noch weitere Mediatoren hat (Togni et al., 2005).

Nach Wang und Rudd (2008) kénnten beide Signalwege von Skap-55 bzw. Skap2

iiber Rap-Proteine auf die Integrine wirken.

2.4 Das PH-Domanen Protein Blown fuse spielt eine zentrale

Rolle in der Myoblastenfusion

1997 verdffentlichten Doberstein et al. die Entdeckung eines Proteins, das fiir die Myo-
blastenfusion essentiell zu sein schien. In einem Screen fiir Mutationen, die die Axon-
bildung der Motoneuronen storen, wurde ein Gen gefunden, dass eben diesen Defekt
einer gestorten Myoblastenfusion zeigt (Van Vactor et al., 1993). Das Gen liegt auf
dem rechten Arm des zweiten Chromosoms an Position 43E1-43E3 und wurde blown
fuse (blow) genannt (Doberstein et al., 1997). Der kodierende Bereich des Gens trigt
zwei Introns sowie ein weiteres Intron im 5’UTR und kodiert fiir ein 4593 bp grofles
Transkript, das zu einem 69,5 kDa Protein fithrt (FlyBase, Stand Oktober 2009).

blown fuse wird in Stadium 10 in 13 Clustern von mesodermalen Zellen exprimiert.
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Ab Stadium 11 lasst sich die Expression in Segmentstreifen der fusionierenden Myo-
blasten erkennen bis ab dem spéten Stadium 13 die Expression schwécher wird. Anti-
korperfarbungen mit anti-Blow verdeutlichen, dass Blow zunéchst im Zytoplasma der
Myoblasten exprimiert wird (Doberstein et al., 1997) und nach der Zell-Zell-Adhésion
membrannah vorliegt, wo es dann im Zentrum der FuRMAS lokalisiert (Kesper et al.,
2007). 2006 wurde gezeigt, dass sich die Expression von Blow auf die FCMs beschrinkt
und nicht etwa - wie zuvor angenommen - in beiden Zelltypen stattfindet (Schréter et
al., 2006). Nur wenig Blow Protein konnte in den bereits fusionierten Myotuben detek-
tiert werden (Doberstein et al., 1997). Es gibt zwei Mutanten fiir blown fuse, blow! und
blow?. blow? wurde in dieser Arbeit molekular charakterisiert (siche Ergebnisse) und
stellt eine Nullmutante dar, die weder Transkript noch Protein produziert. blow' zeigt
eine Transkription in wildtypischem Ausmafl und ein reduziertes Proteinniveau. His-
tologisch unterscheiden sich die Phénotypen der beiden Allele nicht. Beide Mutanten
zeigen FCMs, die Filopodien zu den Founderzellen ausbilden, so dass davon ausgegan-
gen werden kann, dass Blow fiir die Zell-Zell-Erkennung und -Adhésion abkémmlich ist.
In Stadium 14 zeigt sich ein Phénotyp, der als ’bunch of grapes’ charakterisiert wurde:
Mehrere FCMs haben Kontakt zu einer Founderzelle, kénnen aber nicht fusionieren.
In spéteren Stadien sind die FCMs durch Macrophagen entfernt worden. Ultrastruk-
turell lassen sich eine wildtypische Anzahl Prifusionskomplexe erkennen (Doberstein
et al., 1997), aber nur in einem einzigen Fall konnte auch ein elektronendichter Plaque
beschrieben werden (Estrada et al., 2007). Da vereinzelt Fusionen in blow-Mutanten
stattfinden konnen, so dass mehrkernige Precursorzellen entstehen (Doberstein et al.,
1997; Schroter et al., 2004; Beckett und Baylies, 2007), ist es auch moglich, dass die sehr
limitierte Anzahl von elektronendichten Plaques auf Fusionen im ersten Fusionsschritt
zuriickzufithren ist (Estrada et al., 2007). In 70 % der untersuchten Embryonen von
Beckett und Baylies (2007) zeigen die Embryonen dagegen gar keine Fusion. Die Auto-
ren stellen daher die Hypothese auf, dass blow-Mutanten bereits in der ersten zeitlichen
Phase des Prozesses stoppen und die vereinzelt auftretenden Fusionen durch unvoll-
standige Penetranz des Phénotyps zu Stande kommen (Beckett und Baylies, 2007).

In Phalloidinfarbungen zeigen blow-mutante Embryonen - dhnlich wie mbc-, rac-
und kette-mutante Embryonen - vergréfferte Actin-Foci in einer erhohte Anzahl im
Vergleich zu Wildtypembryonen (Richardson et al., 2007).

Durch Analysen von Doppelmutanten und Rettungsexperimenten konnte gezeigt

werden, dass Blow genetisch mit dem Aktinregulator Kette interagiert. Da eine Uber-
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expression von Kette den blow?-mutanten Phiinotyp partiell rettet, kann geschlossen
werden, dass Kette in der Signalkette nach Blow agiert. Damit steht auch Blow in
Zusammenhang mit der Aktinreorganisation der Myoblastenfusion (Abb. , Schréter
et al., 2004).

Fiir die Myoblastenfusion der viszeralen Muskulatur sind weder Blow noch Kette
essentiell (Schroter et al., 2006) wie Farbungen an den Mutanten zeigen. Anders als
im somatischen Mesoderm ist Blow im viszeralen Mesoderm nicht nur in den FCMs
sondern auch in den CVMFs (zirkuldre viszerale Founderzellen) exprimiert. Die un-
terschiedliche somatische und viszerale Expression wird durch Enhancerelemente im
ersten Intron von blow koordiniert (Schréter et al., 2006).

Eine Analyse der Aminosidurensequenz von Blow gibt wenig Aufschluss iiber po-
tentielle Funktionen des Proteins. Als einzige prominente Doméne zeigt der SMART-
Algorithmus eine PH-Doméne in den Aminoséduren 205 bis 306 an. Eine aktualisierte

in silico-Analyse nach weiteren Hinweisen ist Gegenstand dieser Arbeit.

2.4.1 PH-Domanen sind haufig fiir die Rekrutierung der Proteine an

Zellmembranen notig

Als einzige signifikante Doméne enthélt Blow eine PH-Doméne ("Pleckstrin Homology’-
Doméne). PH-Doménen sind sehr unterschiedlich in der Zusammensetzung der Ami-
nosduren und werden héufig in Proteinen mit membranassoziierten Funktionen gefun-
den, da PH-Doménen an Phosphoinositide binden kénnen (Ubersichtsartikel Lemmon,
2008). Dabei handelt es sich um Phosphoinositole, die an Position 3-, 4- oder 5 phospho-
ryliert sind und in kleiner Menge in Zellmembranen vorkommen. PH-Doménen dienen
besonders als Effektoren der Second Messenger PtdIns(3,4,5)P5 und PtdIns(4,5)P,. Fir
die PH-Doménen einzelner Proteine wie der 'Bruton’s Tyrosine Kinase’ und der Pro-
tein Kinase B ist bekannt, dass sie zytoplasmatisch verteilt sind, aber nach Aktivierung
durch die Phosphoinositide-3-Kinase zu der Zellmembran lokalisieren.

Alle hochaffinen, stereospezifischen PH-Doménen weisen das Sequenzmotif KX,,(K/R)-
XR in einem siebenstdngigen [-Faltblatt auf, wobei die basischen Seitenketten von
Lysin und Arginin die meisten Interaktionen mit den Phosphatgruppen der Mem-
branen vermitteln. Andere Seitenketten der PH-Doméne kénnen weitere Interaktio-
nen vermitteln (Ubersichtsartikel Lemmon, 2008). Die Blow PH-Domine verfiigt iiber
das Sequenzmotiv; ist aber dariiber hinaus noch nicht weiter charakterisiert worden.

Es scheint es auflerdem denkbar, dass PH-Doménen-Proteine die Lipidzusammenset-
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zung der Membran beeinflussen, wie das fir das MARCKS-Protein (myristoylated
alanine-rich PKC substrate) beschrieben wurde (McLaughin et al., 2002 und 2005).
M. Lemmon stellt in seinem Ubersichtsartikel die Hypothese auf, dass PH-Doménen
dadurch Funktionen in Membran- und/oder Vesikel-Spaltungen iibernechmen kénnen
(Lemmon, 2008).

Die Forschung an PH-Doménen weist noch viele offene Fragen auf. Neben der Cha-
rakterisierung der Membranbindung weiterer PH-Doménen-Klassen, gibt es viele PH-
Doménen Proteine, denen bislang noch keine Bindung an Phosphoinositide nachgewie-

sen werden konnte. Die Funktion dieser Doménen liegt noch véllig im Dunkeln.

2.4.2 Blows genetischer Interaktionspartner Kette ist in anderen

Entwicklungssystemen Teil eines Aktin-Regulationskomplexes

Wie unter und beschrieben, interagieren Blow und Kette genetisch mitein-
ander. Da die Uberexpression von Kette blow-mutante Embryonen retten kann, agiert
Kette nach Blow in der Signaltransduktionskette. Bislang ist diese Erkenntnis die ein-
zige Information, die einen Hinweis auf die Funktion von blow gibt.

Kette ist in der Regulation der Arp2/3-Aktivatoren SCAR/WAVE und Wasp betei-
ligt, wobei Kette in der Myoblastenfusion von Drosophila als Antagonist von Wasp und
als Aktivator von SCAR/WAVE agiert (Absatz [2.2.4] Richardson et al., 2007; Schéfer
et al., 2007).

Die Regulation durch Kette wurde auch in anderen Prozessen als der Myoblasten-
fusion sowie in anderen Tieren untersucht. Dabei wurde in Séugetieren ein Komplex
gefunden, der WAVE-Komplex genannt wurde (Eden et al., 2002; Ubersichtsartikel
Takenawa und Suetsugu, 2007) und auch fiir die Drosophila-Neurogenese postuliert
wurde (Bogdan und Klambt, 2003). Bei dem WAVE-Komplex handelt es sich um einen
zytosolischen Heterokomplex der Proteine Abi (Abelson interactor), NAP1 (dem Homo-
log von Kette), Sra-1 (auch PIR-121) und HSPC300, der das WAVE-Protein an seiner
WHD-Doméne binden und dadurch in einem inaktiven Status hélt. Nach der Interakti-
on mit Nck (dem Homolog des Drosophila Proteins Dock) oder einem GTP-gebundenen
Rac-Molekiil wird das SCAR/WAVE Protein aus dem Komplex entlassen und damit
aktiviert (Eden et al., 2002). Dabei ist zu beachten, dass der inhibierende Komplex
bislang nicht in der Muskelentwicklung von Drosophila nachgewiesen wurde und dass
Kette in diesem Prozess als Aktivator und nicht als Repressor von SCAR/WAVE be-
kannt ist (Richardson et al., 2007).
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2.5 Die Tyrosin-Kinase Abelson ist ein Kandidat fiir eine
mogliche Blow-Phosphorylierung

Blow verfiigt iiber einige putative Phosphorylierungsstellen (Dissertation R.H. Schréter,
2006; siehe auch . Dabei scheint eine Phosphorylierung durch die Abelson-Kinase
besonders wahrscheinlich, da eine in silico-Analyse das Tyrosin 342 als Substratmotiv
fiir diese Kinase vorhersagt.

Bei der Abelson-Kinase handelt es sich um eine zytoplasmatische Kinase, die N-
terminal {iber eine SH2-, eine SH3- und eine Tyrosin-Kinase-Doméne verfiigt. In Ver-
tebraten folgt weiter C-terminal eine Sequenz fiir die Lokalisation im Nukleus, eine
Prolin-reiche Region, eine DNA-Bindedoméne, eine Aktinbindedoméne und ein Ex-
portsignal fiir den Transport aus dem Nukleus (Donaldson et al., 2002; Hernandez et
al., 2004).

Die wildtypische Abelson-Kinase liegt in der Zelle zunéchst autoinhibiert vor. Dabei
findet sich eine intramolekulare Interaktion, bei der der myristoylierte N-Terminus die
Kinase-Doméne bindet (Nagar et al., 2003). Das Protein wird z.B. durch DNA-Schéden,
fortschreitenden Zell-Zyklus und Zell-Adhésion aktiviert (Raitano et al., 1997). Abl
konnte in Vertebraten ein grofies Spektrum an Funktionen zugeordnet werden, u.a.
scheint es in Signal-Transduktionen, Regulierungen des Zytoskeletts und des Zellzy-
klus’, der Entwicklung des Nervensystems und der Apoptose-Induktion beteiligt zu
sein (Donaldson et al., 2002). Fiir diese mannigfaltigen Aufgaben braucht Abelson eine
grofie Anzahl an Effektoren. So ist bekannt, dass Enabled (Ena), N-WASP, Crk und
p190RhoGAP durch Abelson reguliert werden und die Zytoskelett-Aktivitiat modulie-
ren (Ubersichtsartikel Hernandez et al., 2004; siche auch .

In Drosophila ist die Forschung an Abelson weniger fortgeschritten. 1992 haben Ben-
nett und Hoffmann die rdumliche und zeitliche Expression beschrieben. Eine in situ-
Hybridisierung hat eine hohe Konzentration maternal bereitgestellter mRNA in Em-
bryonen des Priiblastoderms aufgezeigt. Ubereinstimmend mit einem Phénotyp in der
Axon-Wegfiithrung in abl-mutanten Embryonen, wurden in &lteren Embryonen eine
abl-Expression in den Axonen der wachsenden Nervenzellen gefunden. Dariiber hin-
aus ist abl in der entstehenden Muskulatur, besonders im viszeralen Mesoderm, sowie
in den Imagninalscheiben exprimiert. Ab Stadium 17 lidsst sich keine abl-Expression
mehr nachweisen (Bennett und Hoffmann, 1992). In meiner Diplomarbeit (Sickmann,

2005) sowie in der Dissertation von R. H. Schréter (2006) konnte gezeigt werden, dass
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abl-mutante Embryonen einen starken Fusionsdefekt in Muskelentwicklung haben. Die
Entwicklung des viszeralen Mesoderms scheint allerdings unbeintréchtigt zu sein (Ba-
chelorarbeit M. v. Riiden, 2009).

2.6 Crk konnte in der Myoblastenfusion im gleichen Signalweg

wie Blow agieren

Bis heute konnte noch nicht geklart werden, wie das Fusionssignal von dem Adhési-
onsmolekiil Sns in das Innere der FCMs weitergleitet wird. Da eine in silico-Analyse
Grund zur Annahme gab, dass Crk ein Bindungspartner von Blow sein kann, soll auch
Crk in dieser Einleitung néher betrachtet werden.

Das Adaptorprotein Crk wurde urspriinglich in Vertebratenzellen gefunden. In Ver-
tebraten existieren zwei verschiedene Crk-Proteine (Crk I und II), die beide N-terminal
eine SH2-Doméine besitzen, die von einer (Crk I) oder zwei SH3-Doménen (Crk II) ge-
folgt wird. AuBlerdem gibt es ein Crk-dhnliches Protein, CrkL, das ebenfalls eine SH2
und zwei SH3-Doménen hat (Birge et al., 2009). Das Drosophila Crk-Protein besitzt
eine SH2-Doméne am N-Terminus und zwei SH3-Doménen C-terminal davon. In Ver-
tebratenzellen wurden Bindemotive fiir die SH-Doménen identifiziert. Demnach binden
die SH3-Doménen bevorzugt an P-x-x-P-x-K-Sequenzen und SH2-Doménen an pY-x-x-
P-Sequenzen (Ubersichtsartikel Feller, 2001). Ein globaler Hefe-2-Hybrid-Screen zeigt
eine Interaktion von Blow und Crk auf (Giot et al., 2003) .

Als klassisches Adaptormolekiil vermittelt Crk haufig die Antwort zwischen externen
Stimuli und nachfolgenden Signalketten. Die SH2-Doméne interagiert dabei meist mit
den stromaufwirts gelegenen Partnern der Kaskade wahrend die SH3-Doméne die Ver-
bindung zu den Effektoren herstellt (Ubersichtsartikel Feller, 2001). In Vertebraten sind
dabei iiber 40 Crk-Bindepartner beschrieben worden, u.a. das LFA-1-Integin, das auch
beim Aufbau der immunologischen Synapse von Bedeutung ist (siehe[2.3| Petruzzelli et
al., 1996; Birge et al., 2009). Diese Vielzahl von Interaktionen impliziert, dass die Ak-
tivitdt von Crk sehr genau reguliert werden muss, damit die Signalkaskaden z.B. nicht
signalunabhéngig angeschaltet werden. Ein Regulationsmechanismus von Crk wurde in
Feller et al. (1994) postuliert und in mehreren weiteren Arbeiten inzwischen bestitigt
(Moarefi et al., 1997; Sicheri et al., 1997; Xu et al., 1997, Donaldson et al., 2002). Dabei
phosphoryliert die Abelson-Kinase (siehe[2.5)) Crk an Tyrosin 221, an das daraufhin die

SH2-Domaéane desselben Crk-Proteins binden kann. Die dadurch entstandene intramo-
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lekulare Bindung verhindert, dass die SH3-Doméne an andere Proteine binden kann,
so dass Crk in inaktiver Form vorliegt. Auch bereits gebildete Bindungen von Crk wer-
den durch die Phosphorylierung an Tyrosin 221 wieder gelost (Breitner-Johnson and
LeRoith, 1995; Okada und Pessin, 1997; Koval et al., 1998; Hashimoto et al., 1998;
Nakashima et al., 1999: Escalante et al., 2000; Kain und Klemke, 2001; Ubersichtsarti-
kel Feller, 2001). Interessanterweise funktioniert die Interaktion von Abelson und Crk
bi-direktional, so dass es neben der Inaktivierung von Crk auch zu einer Aktivierung
von Abelson kommt (Birge et al., 2009).

Fiir Vertebraten sind einige Crk-aktivierte Effektoren bekannt: Kinasen wie die
Abelson-Kinase (s. oben) und Mitglieder der Src-Familie sowie GTPasen wie Rac
(Donaldson et al., 2002; Feller, 2001). An Drosophila ist eine Untersuchung von Crk
schwieriger, da Crk auf dem vierten Chromosom liegt, das sehr schlecht charakterisiert
ist und fiir das keine Balancer-Chromosomen existieren. Aber es ist bewiesen, dass
das DOCK180-Homolog Mbc mit Crk interagiert. Mbc kann iiber Racl die Aktin-
Reorganisation einleiten (Erickson et al., 1997; Galletta et al., 1999). Irritierenderweise
wurde in Rettungsexperimenten gezeigt, dass die Bindung von Mbc an Crk nicht fiir
die Funktion von Mbc in der Myoblastenfusion nétig ist (Balagopalan et al., 2006), ob-
wohl eine Rolle von Crk in der Myoblastenfusion zumindest an Zebrafisch klar gezeigt
werden konnte (Moore et al, 2007). Hierbei ist zu beachten, dass Mbc in vielen Ent-
wicklungprozessen von Drosophila eine Rolle spielt, so dass die in vitro nachgewiesene
Interaktion (Galletta et al., 1999) fiir andere Prozesse von Wichtigkeit sein konnte.

Durch differentielles Spleilen werden in Drosophila verschiedene Transkripte herge-
stellt. Das daraus resultierende Protein CrkS hat eine um 18 Aminoséduren kiirzere

SH2-Domaéane als seine Isoform CrkL.
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3 Aufgabenstellung

Das Gen blown fuse kodiert fiir ein PH-Doménen-Protein, das — wie der mutante Phéno-
typ zeigt — fiir die Myoblastenfusionen iiber das Precursorstadium hinaus unbedingt
vonnéten ist und nur in den FCMs exprimiert wird (Doberstein et al., 1997, Schréter
et al., 2006). Zwar konnte eine partielle Rettung des blow®-Phénotyps durch die Ex-
pression des Aktinregulators Kette gezeigt werden (Schroter et al., 2004), aber weder
die Funktion noch die Regulation des Proteins konnten bislang aufgeklart werden.

Eine in silico-Analyse der Aminoséduresequenz des Proteins hat putative Interaktionen
mit verschiedenen Kinasen und Adaptorproteinen, sowie mit dem Tyrosin 342 ein Mo-
tiv fiir eine Phosphorylierung aufgezeigt. FEines der Adaptorproteine ist das Protein
Crk, fiir das eine Interaktion mit Myoblast city bereits gezeigt werden konnte (Erick-
son et al., 1997). Daher sollte in einem Hefe-2-Hybrid-Versuch geklart werden, ob Blow
mit Crk interagiert, so dass iiber diesen Weg das Fusionssignal weitergeleitet werden
kann.

Da das Tyrosin 342 eine wichtige Rolle in der Regulation des Proteins zu spie-
len scheint, sollten zwei mutante Konstrukte von Blow in der Fliege exprimiert wer-
den. Dabei stellt Y342H eine Mutation dar, die die Funktion des phosphorylierten
Tyrosins verhindert, wihrend Y342D als phosphomimetische Mutation eine potentiell
konstitutiv-aktive Form darstellt. Als weitere Blow-Konstrukte sollten Blow-Versionen
mit deletierter bzw. isolierter PH-Doméne exprimiert werden, um zu iiberpriifen, ob die
Lokalisation des Proteins von der PH-Doméne abhéngig ist. Parallel dazu sollte iiber-
priift werden, ob Blow in verschiedenen Fusionsmutanten noch an den Zellkontakten
lokalisiert.

Schliefflich sollte in silico und durch Expressionsversuche iiberpriift werden, ob das

Zebrafischprotein Skap2 ein Ortholog von Blow ist.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Methoden - Material

4.1.1 Gerate

Digitale Mikroskop Kamera

Elektrophoreseapparaturen

Fotomikroskop

Kryobad

Kiihlzentrifuge
Fotometer
PCR~Thermoblock
Schiittler
Vakuum-Heiz-Zentrifuge

Tischzentrifugen

pH-Meter
UV-Transilluminator
CCD-Kamera
Wasserbad

Warmeschrank
SDS-PAGE Kammern

Digitalkamera

Polaroid DMC1

Werkstatt, Universitdt Marburg
Axiophot, Zeiss

KH3, Biometra

Heraeus Megafuge 1.0 R

Ultraspec 3000, Pharmacia Biotech
Personal Cycler, Biometra

Rocky 3D, Horizontalschiittler
Univapo 100H, Uniequip, Martinsried
Biofuge fresco, Heraeus

Biofuge pico, Herraeus

Ultrospec 3000, Pharmacia, Freiburg

Ultralum, Electronic Dual-Light-Transilluminator

Ultralum, Carson Californien
Haake 5P

Haake C1

Memmert, Schwabach
peqglab, Erlangen

Powershot A 80, Canon
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4.1.2 Chemikalien

Acrylamid
Adenosintriphosphat

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Casitone
Bacto-Trypton

Blocking Reagenz
(B-Mercaptoethanol
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (X-Phosphat)
Bromphenolblau

DAB

Dan Klorix (Natriumhypochlorid)
Di-Natriumhydrogenphosphat
Diethyether

Digoxygenin
1,4-Dithio-L-threitol (DTT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMEM (low glucose)
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiaminotetraessigsiure (EDTA)
Formaldehyd

Formamid

Glukose

Glutaraldehyd

Glycin

Glykogen

Heptan

Hybond-N-Membran

Isopropanol

Fluka, Buchs
Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Difco, Eggenstein
Becten, Dickensen, Frankreich
Difco, Eggenstein

Roche, Mannheim

Roth, Karlruhe
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisendorf

Colgate Palmolive, Hamburg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen

PAA, Pasching

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe
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Kaliumacetat Roth, Karlsruhe
Kaliumhydroxid Merck, Darmstadt
Levanisol Sigma, Deisenhofen
L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe
Methanol Roth, Karlsruhe
Milchpulver Roth, Karlsruhe
Natriumacetat Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma, Deisendorf
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe
4-Nitrotetrazoiumchlorid (NBT) Roche, Mannheim
Octyl-Phenol-Polyethylen-Glycolether (Triton X-100)  Roth, Karlsruhe
Phenol Roth, Karlsruhe
Poly-Oxy-Ethylen-Sorbitan-Mono-Laurat (Tween 20)  Roth, Karlsruhe
Rinderserumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe
Salzsdure Roth, Karlsruhe
Select-Agar Invitrogen, Karlsruhe
N,N,N’.N’-Tetra-Ethyl-Methylendiamin (TEMED) Sigma, Deisenhofen
Tris Roth, Karlsruhe
Tryphan-Blaulosung Sigma, Taufkirchen
Trypsin Invitrogen, Karlsruhe
Urea Roth, Karlsruhe
Voltalef-Ol Lehmann, Voss & Co.,
Hamburg
Wasserstoffperoxid Merck, Karlruhe

Weitere, hier nicht aufgefithrte Chemikalien wurden von den Firmen Invtirogen/Gibco
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Deisendorf) bezogen.
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4.1.3 Enzyme und Kits

e Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP)

Restriktionsendonucleasen:

Boehringer, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot bzw.
Amersham, Braunschweig
Taq DNA-Polymerase
Sp6-RNA-Polymerase
T7-RNA-Polymerase
Hot Star Taq Plus
AccuPrime Taq
T4-Ligase

Qiagen, Hilden bzw. Sigma, Deisendorf
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Boehringer, Mannheim

Trypsin

Proteinase K

Fertige Reagenziensitze (Kits)

Jetstar Plasmid Kit 2.0
JetSorb

Vectastain ABC Elite Kit PK-6100 Standard
Individual Indirect Tyramide
Reagent Pack (TSA)

CytoTrap Vektor Kit

TNT Quick Coupled Transcription/
Translation System

RNA-DIG-labeling Mix

ProFection Mammalian Transfection System
- Calcium Phosphate

QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit
OneStep RT-PCR Kit

Oligotex mRNA Mini Kit (12)

Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim

Genomed, Bad Oeynhausen
Gel Extraktion Kit /300,
Genomed, Bad Oeynhausen

Camon, Wiesbaden

Perkin Elmer Life Sciences,
Boston

Stratgene, La Jolla, Californien

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Promega, Mannheim
Stratagene, La Jolla, USA
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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4.1.4 Antikorper und Seren

anti-Blow (aus Kaninchen, 1: 200) D. Buttgereit

anti-3-3-Tubulin (aus Meerschweinchen, 1: 5000) D. Buttgereit
anti-3-Galaktosidase (Kaninchen, 1 : 5000) D. Buttgereit

anti-HA (aus Maus, 1 : 200) Covance, Miinster

anti-Maus, biotinyliert (aus Pferd, 1: 500) Vector Laboratories, Burlingham
anti-Meerschweinchen, biotinyliert (1: 600) Vector Laboratories, Burlingham
anti-Kaninchen, AP-gekoppelt (1: 600) Vector Laboratories, Burlingham
anti-Maus, Cy2 (1:200) Dianova, Hamburg

anti-Maus, Cy3 (1:200) Dianova, Hamburg

Normales Ziegenserum Vector Laboratories, Burlingham
Pferdeserum Vector Laboratories, Burlingham

Die anti-Blow Antikorperfirbungen in den Abbildungen und wurden von
Detelv Buttgereit durchgefiihrt.

4.1.5 Bakterien- und Hefestamme sowie Plasmide
e Bakterienstamme

DHb5a supE44, AlacU169 (®80lacZ AM15), hsdR17, recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, relAl

e Hefestamme

cdc25H () MATa ura3-52 his3-200 ade 2-101 lys2-801 trp1-901 leu2-3 112
cdc25-2 Gal™, Stratagene, La Jolla, Californien

e Plasmide

pCR-II-TOPO Klonierungsvektor fiir PCR-Produkte, Invitrogen, Karlsruhe

pCR-II-TOPO
-Blunt Klonierungsvektor fiir PCR-Produkte, Invitrogen, Karlsruhe
pUAST P-Element-Transformationsvektor zur Expression eines

spezifischen ORF's
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p7m25.7we

pcDNA3
pMyr

pSos

pSos Col 1

pSos MAFB

pMyr Lamin C

pMyr MAFB

pMyr SB

Helferplasmid fiir die P-Element-Transformation, das

die Sequenz fiir die Transposase enthélt
Saugetier-Expressionsvektor, Invitrogen, Karlsruhe
Hefe-Vektor fiir den Hefe2Hybrid-Versuch ("Beute-Vektor’),
Stratagene, La Jolla, Californien

Hefe-Vektor fiir den Hefe2Hybrid-Versuch (’Koder-Vektor’),
Stratagene, La Jolla, Californien

Hefe-Kontroll-Vektor fiir den Hefe2Hybrid-Versuch,
Stratagene, La Jolla, Californien

Hefe-Kontroll-Vektor fiir den Hefe2Hybrid-Versuch,
Stratagene, La Jolla, Californien

Hefe-Kontroll-Vektor fiir den Hefe2Hybrid-Versuch,
Stratagene, La Jolla, Californien

Hefe-Kontroll-Vektor fiir den Hefe2Hybrid-Versuch,
Stratagene, La Jolla, Californien

Hefe-Kontroll-Vektor fiir den Hefe2Hybrid-Versuch,

Stratagene, La Jolla, Californien

Karten der Vektoren befinden sich im Anhang der Diplomarbeit.

4.1.6 Materialien fiir den Hefe-2-Hybrid-Interaktionstest

nach Angabe des CytoTrap-Vektor-Kits (Stratagene, La Jolla, Californien)

4.1.7 Materialien fur SDS-PAGEs

Acrylamid-Stock-Losung
Temed

10% APS

10% SDS
Sammelgel-Puffer
Trenngelpuffer
SDS-PAGE-Probenpuffer

SDS-PAGE-Laufpuffer

30%Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid
Tetraethylenmethyldiamin
10%Ammoniumpersulphat

10% Sodiumdodecylsufphat

1 M Tris-HCI pH 6,8

1 M Tris-HCI, pH 8.8

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 3% SDS, 5% DTT,
10% Glycerin, 0,025 % Bromphenolblau
0,025 M Tris, 0,19 M Glycin, 0,1% SDS
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Farbelosung 0,05% Coomassie-Blau, 40% Methanol, 10% Eisessig
Entfirbelosung 40% Methanol, 10% Eisessig

4.1.8 Nahr- und Zuchtmedien

Medien fiir Drosophila melanogaster

Futter- und Zuchtmedien: 90 g Agar Agar
1 kg Maismehl
180 g Trockenhefe
1 kg Malzextrakt
230 g Zuckerriibensirup
120 ml 20% Nipagin in 70 % Ethanol
360 ml 20 % Propionsiure
ad 12 1 in Wasser

Fruchtsaft-Agar fiir Ablageschalen oder -flaschen: 375 ml A. dest
13,5 g Agar agar
6,25 g Zucker
1 g Nipagin
125 ml Traubensaft

Medium fiir Escherichia col:

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium): 1% Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
85,5 mM NaCl

Die Bakterienanzucht erfolgte in fliissigem LB-Medium in Mini- oder Midi-Mafstab.
Zur Isolierung einzelner Kolonien bzw. Bakterienstamme wurden feste Agarndhrboden

verwendet, fiir die fliissiges LB-Medium mit 1,5 % Agar versetzt wurde.
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4.1.9 Fliegenstamme

white!118

CSTM

It/ CyOPs;
;;Dr/Sb TDLZ e
cablt

BL 4918

BL 6018

BL 1617

arp Bschw'alchling

kettel4-48

1de202

SnS20—23

. UAS-blowFL

weiBdugiger Fliegenstamm, der als wildtypische Referenz

fiir die Entwicklung des Mesoderms verwendet wird

(Rubin und Spradling, 1982)

weiBiugiger Stamm, der Sp/CyO auf IT und MKRSS /TM2UPx
auf 11T tragt

Stamm mit If und blaubalanciertem CyO auf 11
Stamm mit Dr und blaubalanciertem Balancer auf I11
;7 abl* kar red e / Sb TDLZ e

;; wg-Gald: Gal4-Treiber hinter wg-Promotor auf I11
Defizienz der Gene duf und rst

loss-of-function EMS-Mutante von myoblast city: mbce!
hypomorphes Allel von arp3, Berger et al., 2008
loss-of-function Allel von kette, Hummel et al., 2000
EMS-Allel von [md, noch nicht charakterisiert,
Hummel et al., 2000

loss-of-function Allel von sns, Paululat et al., 1995,
charakterisiert in Bour et al., 2000

white!'8-Stamm mit Insertion von UAS-blowFL auf 111

C. Stute, unveroffentlicht

:: UAS-blowA N-113 white'''8-Stamm mit Insertion von

UAS-Y8/2H ;;
i UAS-skap2
. UAS-lacZ

;; UAS-GFP

:; rols-Gal4

tunst-Gald;;

;; snsd,5-Gal4

UAS-blowAN-118 auf III. F. Kurtz, R.H. Schréter, unveroffentlicht
white!''¥-Stamm mit Insertion von UAS-blowF LY auf 1.
R.H. Schréter, unversffentlicht

white!"'8-Stamm mit Insertion von UAS-skap2 auf II1.

R.H. Schroter, unveroffentlicht

white!"'8-Stamm mit Insertion UAS-lacZ auf III
white!*®-Stamm mit Insertion von UAS-GFP auf 111
white!'*®¥-Stamm mit Gal4-Treiber hinter dem rolling pebbles-
Promotor auf 111, Stute et al., 2006

white!1'8-Stamm mit Gal4-Treiber hinter dem twist-Promotor auf I,

zu Verfiigung gestellt von A. Michelson, Universitédt Boston
white!'*®¥-Stamm mit Gal4-Treiber hinter dem sticks and stones-
Promotor auf III, Stute et al., 2006
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4.1.10 synthetisiserte Oligonukleotide (Primer)

CvorSH2 5-CAT GGA TCC ACG TTT CTG ATA GGA ACA G-3’

CvorSH3I 5-CAT GGA TCC GCA TTG GGG ATC AGT CTT-
TTG-3

CvorSH3II 5-CAT GGA TCC CTT CCA TTT CGG GAT CTA G-3’

CNotend 5-CAT GCG GCC GCA CAA TCA TCG ACA AAT-
TCA AC-3

CNotSH2 5-CAT GCG GCC GCG CAG TCC ACC ATT G-3’

CNotSH3I 5-CAT GCG GCC GCT AGA TCC CGA AAT GG-3

Primer zur Klonierung von Crk-Fragmenten in pSos mittels BamHI und Notl

Blow-FusionPCR-FM 5-TTG ACC TCT GCA GGG ACA AGT GGC C-3’
Blow-FusionPCR-HA-F2 5-CTC GAG CTA AGC GTA ATC TGG AAC ATC-
GTA TGG GTA CAC CTT CTT GAG AAA GCT-3

Blow-FusionPCR-R2 5-GAA TTC ATG AAT CCG AAA CCA ACA ACT-
ACC AAG C-3

Blow-FusionPCR-RM 5-GTC CCT GCA GAG GTC AAG CGG AGA TGC-
TGG TGC TCA TTC-3’

Fabo-FusionPCR-R2 5-GAATTCATGCTTGCCTCCCCGTCACCC-3’

Primer zur Generierung von blowFLAPH mit Schnittstellen Xhol und EcoRI.

Abi-ATG-fwd 5-CGG AAT TCT ATG TTG ACC GAA ACC CCC ATG G-3’
Abi-flag-rev 5-GCT CTA GAT TAC TTA TCA TCA TCA TCC-
TTG TAA TCG ACA CAA GGC TCT ACG TAG-3’

Primer fiir das Gen abelson interactor zur Klonierung in pGem-T-Easy.

blow-nurPH-ATG-fwd 5-GAA TTC ATG ACA AAG TAC GGA CAG CTG CAG-3
blow-nurPH-Stop-rev 5-CTC GAG CTA GGC ATA ATC TGG CAC ATC-
ATA AGG GTA GCG GAT GGC CGC CTC AAT G-3’

Primer zur Generierung von blow-PH mit Schnittstellen fiir Xhol und EcoRI.
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1st-fwd-blow-genom
1st-rev-blow-genom
2nd-fwd-blow-genom
2nd-rev-blow-genom
3rd-fwd-blow-genom
3rd-rev-blow-genom
4th-fwd-blow-genom
4th-rev-blow-genom
5th-fwd-blow-genom
5th-rev-blow-genom
6th-fwd-bow-genom
6th-rev-blow-genom
7th-fwd-blow-genom

Tth-rev-blow-genom

5-GCC GGA AAG TCG CGC TCG CTT-3’
5-ACT CCG CCG CGC GCT CCT TG-3’
5-TCG GTT CTG CTG TGC ATG TG-3’
5-CTT ATA CTA TTA ACA CCC AAG ACC-3’
5-CGC CCA AGA AAG CTA CTC TG-3
5-GTA TAC TTT AGC ATG GTT TAT TTG-3
5-TGT ACC TGT ACC TCT CTA ATG C-3’
5-CCT CTC CGA AGT GTT CAA TCT-3
5-GAT GCT GTG CTA TGC CGA CG-3
5-GGC ATT TGG GCA CAT CGT ACT C-3’
5-CAT GGT GCT CCC TAA GCT GC-3
5’ACC AGT TTC GTG CCA GCT TG-3’
5-CAC CTC ACC GCA ATC CAG TC-3’
5-GTG AAT AGC AGA TGA CGG ATG TG-3’

Primer zur Sequenzierung von blow?.

blow2ndintronVorn

Im Ergebnisteil auch Primer A genannt ((5.11])).

5-GTCCGCGCCCACTTCCGAGCC-3’

Primer der RT-PCRs an Embryonen mRNA. Primer B entspricht dem 4th-rev-blow-

genom-Primer und Primer C entspricht dem 3rd-fwd-blow-genom-Primer (s.o.).

blow-Y342D-fwd

blow-Y342D-rev

Primer zu Einfiigung der phosphomimetischen Mutation. Zur Klonierung des Konstrukts

5-CCT ACA CAG CAG CGG ACA TCA TAG ACG-
AGG AGC CC-3’

5-GGG CTC CTC GTC ATG ATG TCC GCT GCT-
GTG TAG G-3

wurden anschlielend die Primer Blow-FusionPCR-R2 und Blow-FusionPCR-HA-F2
mit den Schnittstellen EcroRI und Xhol verwendet.

Die Oligonucleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.
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4.1.11 Puffer und Lésungen fiir Plasmidpraparationen

Puffer und Losungen fiir Plasmidpraparationen und Extraktion genomischer DNA

e Plasmid-Priparation im Mini-Maflstab (analytischer Maflstab)

S1-Losung

S2-Losung

S3-Losung

e Plasmid-Préiparation im Midi-Mafistab (priparativer Mafistab)

50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNAseA

200 mM NaOH
1%(w/v) SDS

2,6 M Kaliumactet, pH 5,2 (mit Essigsaure eingestellt)

(Genomed, Bad Oeynhausen)

E1-Puffer

E2-Puffer

E3-Puffer

E4-Puffer

E5-Puffer

50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNAse A

200 mM NaOH
1% (w/v) SDS

3,2 M Kaliumacetat, pH 5,5

100 mM NaAc

600 mM NaCl
0,15% Triton X-100
pH 5,0

800 mM NaCl
100 mM NaAc
pH 5,0
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E6-Puffer 1250 mM NaCl
100 mM Tris pHS8,5

4.1.12 Puffer und Losungen fiir Antikérper-Farbungen

10x PBS (Phosphatpuffer) 130mM NaCl
7 mM Na,HPO,
3 mM NaHQPO4

TNX 7 g NaCl
200 gl Triton X-100
ad 11 aqua dest.

Klorix Haushaltsreiniger

PBT 1x PBS + 0,1% Tween 20

F-PBS-Fixierer 40 g/1 Formaldehyd in 1x PBS

DIG3 0,1 M Tris/HCI, 0,1 M NaCl, 0,05 M MgCl,, pH 9,5

4.1.13 Puffer und Lésungen fiir in situ Hybridisierungen

Hybridisierungslosung (HS-Losung) 125 ml Formamid
62,5 ml 20x SSC
0,25 ml Heparin (50 mg/ml)
0,25 ml Tween 20
ad 250 ml dest Wasser

SSC (20x) 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
sollte pH von 7,0 haben
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DIG1 (10x) 1 M Tris/HCI
1,5 M Na(Cl
pH auf 7,0 einstellen

DIG2 1x DIG1
0,5 % Blockingreagenz
bei 60 °C' 16sen

DIG3 0,1 M Tris/HCI
0,1 M NaCl
0,05 MgCl,
auf pH 9,5 einstellen

4.1.14 Puffer und Loésungen fiir Zellkultur

Wachstumsmedium 2 mM L-Glutamin
10 % (w/v) fotales bovines Serum in DMEM (low glucose)

Waschmedium 2 mM L-Glutamin in DMEM (low glucose)

Fixierlosung PBS
3 % Formaldehyd

2 % Saccharose

Waschpuffer I PBS
0,1 M Glycin

Waschpuffer I1 PBS
0,2 % Triton
0,2 % BSA
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Blockingpuffer PBS
2 % Normales Ziegen Serum
0,4 % Triton

Verdiinnungspuffer fiir den ersten Antikorper PBS
0,1 % Trition

4.1.15 sonstige Puffer und Losungen

50x TAE-Puffer 242 g Tris
800 ml Wasser
57,1 ml Eisessig (nun auf pH 7,7 einstellen)
18,6 g EDTA

ad 1 1 mit Wasser auffiillen

10x TBE-Puffer 108 g Tris
55 g Borsdure
40 ml EDTA (0,5 mol/1, pH 8,0)

Squi B 10 mM Tris pHS,2
1 mM EDTA
25 mM NaCl

Injektionspuffer 0,1 M NayHPO,/NayHyPOy, pH7 4
5 mM KCI

4.1.16 Computer Software sowie Internet-Seiten

ApE - A plasmid Editor v1.12 DNA-Analyseprogramm
EnzymeX 3 Programm zum in silico Verdau von DNA-Sequenzen

Oligo Calc Programm zur in silico Analyse von Primersequenzen
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Sequence Analysis Alignmentprogramm

Clustal W2 Alignmentprogramm

CLC Sequence Viewer 6.0.2 Alignmentprogramm

ELM-Server Programm zur Analyse von Proteinssequenzen
Scansite Programm zur Analyse von Proteinsequenzen
SMART-Server Programm zur Analyse von Proteinsequenzen
NetPhos 2.0 Programm zur Analyse von Proteinsequenzen
BLAST Programm zur Suche von homologen Genen/Proteinen
PubMed Programm zur Literaturrecherche

Adobe Photoshop CS2 9.0.2 Bildbearbeitungsprogramm

Flybase Internetdatenbank zu Drosophila

Ensembl Genom-Datenbank von Mensch, Maus und Zebrafisch
ExPASy Proteomics Server

BioGRID Datenbank fiir Protein-Protein-Interaktionen

BDGP in situ Project Sammlung von in situ Bildern verschiedener

Drosophila Gene

4.2 Material und Methoden - Fliegenhaltung

4.2.1 Stammbhaltung von Drosophila melanogaster

Die Drosophila-Stdmme werden in transparenten Plastikflaschen mit Futter- und Zucht-
medium bei 18 °C' oder 25 °C' sowie bei 70% Luftfeuchtigkeit gehalten. Als (zusétzliche)
Nahrung und Eiablage-Stimulanz dient Trockenhefe, die auf das Medium gestreut wird.
Sofern die Fliegen nur als Stamm gehalten werden sollen, reicht es aus, sie alle drei
Wochen auf neue Flaschen umzusetzen; sollen die Fliegen dagegen vermehrt werden,

muss die Frequenz des Umsetzens erhoht werden.

4.2.2 Sammlung von Drosophila melanogaster-Embryonen

Wenn Drosophila melanogaster-Embryonen zu Analyse-Zwecken gewonnen werden sollen,
wird statt dem Zuchtmedium ein Fruchtsaftagar verwendet. Zur Stimulierung der Ei-

ablage bzw. als Nahrung der Fliegen wird dann Trockenhefe auf den Agar gestreut.
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Die Fliegen werden bei 25°C' gehalten und morgens und abends auf neue Fruchtsaft-
flaschen gesetzt. Die Embryonen auf den alten Flaschen werden gegebenenfalls bei 18

°C' gelagert bis sie sich zum gewiinschten Stadium entwickelt haben.

4.2.3 P-Element Keinbahntransformationen von Drosophila-Embryonen

(Rubin und Spradling, 1982)

Fiir die Herstellung transgener Drosophila-Linien wird das Prinzip der P-Element-
Transformation genutzt. Dabei werden die gewiinschten P-Element-Plasmide in die
Keimzellen von whitee Embryonen eingebracht. Da die injizierten Plasmide stets das
white® Allel tragen, konnen Fliegen, die das P-Element inseriert haben ab der zweiten
Generation an ihrer rot-orangen Augenfarbe erkannt werden.

Bevor den sehr jungen Embryonen durch Injektion ein P-Element in die Keimzellen
inseriert werden kann, miissen die Embryonen mit TNX gewaschen und dechorioni-
siert werden. AnschlieBend werden die Embryonen in einer Reihe ausgerichtet und mit
Hilfe eines Heptanklebers auf einem Deckglédschen aufgeklebt. Anschliefend werden
die Embryonen in einem Exikator leicht angetrocknet, damit der Innendruck der fol-
genden Injektion verringert wird. Mit einer Kapillarnadel werden den Embryonen der
Injektionsansatz, bestehend aus Injektionspuffer, Plasmid mit gewiinschter DNA und
Transposase-tragendem Helferplasmid p725.7we, injiziert. Dabei werden nur Embryo-
nen die das Stadium 4 noch nicht erreicht haben, injiziert, da nur bei diesen Tieren
transgene Keimzellen durch die Injektion hervorgehen kénnen. Altere Tiere werden
durch seitliches Aufreissen mit der Injektionsnadel getotet. Anschliefend werden die

Embryonen mit Voltalef-Ol iiberschichtet, um ein Austrocknen zu vermeiden.

gereinigte DNA 5 ug
pm25.7wce 2,5 ug
10x Injektionspuffer 2,5 pul

ad 25 pul HoO

4.2.4 Etablierung transgener Fliegenlinien

Nach der Injektion sollten einige der injizierten Embryonen die in pUAST enthaltene

DNA in das Genom der Keimzellen inseriert haben. Die sich entwicklenden Larven wer-
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den von dem Deckgliaschen abgesammelt und die daraus schliipfenden Fliegen werden
gegen white” Fliegen gekreuzt, so dass in der G1 Generation erstmals orange-rot-dugige
Fliegen sichtbar werden sollten. Unter den rotduigen Fliegen kénnen sowohl Zwillings-
fliegen mit dem gleichen Integrationsort als auch Fliegen mit unterschiedlichem Inte-
grationsort sein. Zwei weitere Kreuzungsschritte gegen white-Fliegen vermindern das
Riskio von Mehrfachinsertionen durch Entkopplung und ggf. Rekombination. Die Nach-
kommen dieser Kreuzungen kénnen dann durch Kreuzungen mit markierten Fliegen

auf den Integrationsort des P-Elements untersucht werden.

4.3 Material und Methoden - histologische Methoden

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden mehrere Antikérperfarbungen durchgefiihrt. Zwar
haben sich die Farbungen durch die Verwendung verschiedener Fliegen und Antikérper
sowie in den Antikérperkonzentrationen unterschieden, aber der prinzipielle Ablauf der

Féarbung war stets der gleiche:

4.3.1 Fixierung der Drosophila melanogaster-Embryonen

Fiir die immunhistologischen Untersuchungen von Drosophila melanogaster-Embryonen
miissen die Tiere fixiert vorliegen. Dazu werden die Embryonen mit TNX vom Apfelsaf-
tagar gespiilt und gewaschen. Eine 1:2 Mischung von Klorix zu Wasser entfernt das Cho-
rion in wenigen Minuten. Es folgt nach weiteren griindlichen Waschschritten mit TNX
ein 15 miniitiges Schiitteln in einer Heptan/F-PBS-Mischung (1:2) sowie ein Wasch-
schritt in Heptan mit anschliefender Devitellinisierung durch ein Heptan-Methanol-
Gemisch (1:2), bei der das Methanol die Vitellinmembran zum Platzen bringt. Nach
der Fixierung mit anschlieBendem Waschen der Embryonen in Methanol sind die Em-
bryonen auch fiir eine mehrwochige Lagerung bei 4 °C' geeignet.

Da einige Antikorper, wie z.B. der anti-Blow-Antikorper nicht an Formaldehyd-
fixierten Embryonen farben, wurde fiir diese Farbungen eine alternative Fixierungsme-
thode angewandt. Dabei werden die Embryonen statt in Heptan/Formaldehyd gespiilt
zu werden, fiir 20 Sekunden aufgekocht. Das weitere Protokoll unterscheidet sich bei

dieser Fixierungsmethode nicht.
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4.3.2 Immunbhistologie an Drosophila melanogaster-Embryonen

Die fixierten und in Methanol gelagerten Embryonen miissen vor Beginn der An-
tikorperfarbung mehrmals mit PBT gewaschen werden. Danach inkubiert der Erstan-
tikorper iiber Nacht bei 4 °C' unter Schiitteln auf den Embryonen. Der zweite An-
tikorper wird zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen an white-Embryonen ab-
gesittigt. Zeitgleich werden die Embryonen vom 1. Antikorper befreit und mehrmals
in PBT gewaschen. Anschlieend werden sie fiir 30 Minuten in Serum aus dem Tier, in
dem der zweiten Antikorpers generiert wurde, geblockt. Es folgt die Inkubation mit der
Zweit- Antikorperlosung fiir 2 Stunden bei geméBigter Bewegung und Raumtemperatur.

Nach der Inkubation folgen erneut weitere Waschschritte in PBT und schliefSlich
die eigentliche Farbung. Dabei gibt es verschiedene Detektionssysteme je nach Zweit-
antikorper. Ist der Zweitantikorper biotinyliert, erfolgt — meist nach Verwendung des
ABC- und TSA-Kits nach Herstelleranleitung — eine Farbung mit DAB und HyO4 (101
DAB + 5ul HyOs). Ein Antikorper, der an alkalische Phosphatase gekoppelt ist, wird
durch eine Farbung mit NBT und X-Phosphat im Dunkeln sichtbar gemacht (3,5 ul
NBT + 3,5 pl X-Phosphat). Die Féarbungen werden durch mehrmaliges Waschen in
PBT gestoppt. Sind die Zweitantikérper Fluoreszenz-gekoppelt, ist keinerlei weiteres
Detektionssystem erforderlich.

Die Farbungen werden in Epon oder Fluoromount eingebettet.

4.3.3 Whole-mount in situ-Hybridisierung mit RNA-Sonden

Herstellung der Sonden

Zur Herstellung einer RNA-Sonde miissen zunéchst 5 pug des Plasmids, das die DNA
der gewiinschten Sonde enthélt, mittels eines Restriktionsverdaus linearisiert werden.
Im Anschluss daran wird das linearisierte Plasmid mittels einer Ethanol-Féllung gerei-
nigt. Die gereinigte DNA kann dann zur Transkription der Sonde verwendet werden.
Die Synthese und DIG-Markierung der Sonde findet mittels des Roche RNA-labeling
Mix statt (Anwendung nach Anleitung). Diese Reaktion findet fiir zwei bis drei Stun-
den bei 37°C statt. Nach einer weiteren Ethanol-Féllung sollte im Reaktionsgefafl ein

Pellet sichtbar werden, das die Sonde représentiert.
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Sonden-Spot-Test
Nach der Transkription der Sonde, kann diese im sogenannten Sonden-Spot-Test auf
Funktionalitét iiberpriift werden. Dabei werden eine 1:10, 1:100, 1:1000 Verdiinnung der
Sonde hergestellt und auf eine Hybond- Membran aufgetropft. In einem UV-Crosslinker
werden die Sondenproben auf der Membran fixiert. Die so behandelte Membran wird
kurz in Puffer DIG1 &quilibriert und anschlielend fiir 5 Minuten in DIG2 gewaschen.
Anschliefilend inkubiert der anti-DIG Antikorper in einer 1:5000 Verdiinnung (in DIG1)
auf der Membran. Nach zwei fiinfminiitigen Waschschritten mit DIG1 wird die Farbung
gestartet. Dazu werden 3 ml DIG3 mit 10 pl NBT und 10 ul X-Phosphat auf die Mem-
bran gegeben. Nach einer Inkubation im Dunkeln fiir etwa 10 Minuten wird die Reak-
tion mit Leitungswasser gestoppt. Durch eine Féarbung der Tropfen auf der Membran

sollte zu sehen sein, ob die Transkription und Markierung der Sonde funktioniert hat.

in situ Hybridisierung
Vor dem eigentlichen Hybridisierungsschritt werden die Embryonen einmal kurz und
einmal fiir 30 Minuten in PBT gewaschen. Anschliefend folgen einige weitere Wasch-
schritte zur Vorbereitung auf die Hybridisierung: Zunéchst ein Schritt fiir 10 Minu-
ten in PBS/HS (1:2), danach ein weiterer zehnminiitiger Schritt in HS-Losung und
ein einstiindiger in HS-Losung auf Hybridisierungstemperatur (50-55°C"). Nach die-
sen Waschschritten wird die zuvor fiir 15 Minuten aufgekochte Sonde in gewiinsch-
ter Verdiinnung auf die Embryonen gegeben. Die Inkubation erfolgt iiber Nacht bei
50-55 °C'. Am néchsten Morgen werden die Sonden von den Embryonen genommen
und die Embryonen werden viermal fiir 20 Minuten in HS-Losung gewaschen. Es folgt
ein Waschschritt fir 20 Minuten in PBT/HS-Losung (1:2) sowie fiinf weitere Wasch-
schritte in PBT. Anschliefend kann der praadsorbierte anti-DIG-Antikorper in einer
Verdiinnung von 1:2000 auf die Embryonen gegeben werden und fiir ein bis zwei Stun-
den inkubiert werden. Es folgen drei weitere Waschschritte fiir 10 Minuten in PBT
sowie fiir 10 Minuten in DIG3/Tween 20. Im Anschluss daran kann die Farbereaktion
gestartet werden; dafiir werden die Embryonen in ein Blockschélchen iiberfiihrt und
mit 1 ml PBT, 3,5 ul NBT und 3,54l X-Phosphat versetzt. Die Reaktion lauft im
Dunkeln ab und kann durch mehrmaliges Waschen mit PBT abgestoppt werden. Nach

einer Dehydrierung der Embryonen kénnen diese in Epon eingebettet werden.
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4.4 Material und Methoden - Zellkultur

4.4.1 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der Zellkultur findet bei 37 °C' und 5 % Luftfeuchtigkeit statt. Sobald
die Zellen ein Konfluenz von 90 % erreicht haben werden die Zellen gesplittet, d.h.
von der Unterflache gelost und in niedrigerer Konzentration neu ausgesiaht. Dazu wird
zunéchst das Medium von den Zellen abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen.
Durch Trypsin werden die Zellen vom Boden gel6st. Es werden 2 bis 5 ml Zellkulturme-
dium zugegeben und zusammen mit den Zellen mehrmals auf- und abpipettiert. Dann
wird die Zellsuspension in ein Falcon-Reaktionsgefaf iiberfiihrt, das fiir 1 Minute bei
1000 UpM und 37 °C zentrifugiert wird. Das Pellet wird anschlielend in einer kleinen
Menge Medium geltst und in ein neues Zellkulturgefa$ tiberfithrt. Die genaue Menge
des zugesetzten Mediums richtet sich dabei nach der Flaschengrofle (kleine Zellkultur-

flasche ca. 5 ml; grofle Flasche ca. 25 ml).

4.4.2 Das Aussidhen von eingefrorenen Zellen

Wenn Zellen erstmalig aus einem in Fliissigstickstoff gelagerten Stock ausgesdht werden
sollen, dann werden die Zellen zunéchst im 37 °C' Wasserbad aufgetaut und anschlie-
Bend in eine kleine Zellkulturflasche vorgelegt. Sofort danach werden 5 ml vorgewérmtes
Medium hinzugegeben. Am néchsten Tag sollten die Zellen am Boden der Kulturflasche
festgewachsen sein, so dass man das alte Medium absaugen und die Zellen mit neuem

Medium {tiberschichten kann.

4.4 3 Die Transfektion von Zellen

Bevor die Zellen transfiziert werden kéonnen, muf3 die Zellzahl bestimmt werden. Dazu
werden 90 pl Tryphan-Blau mit 10 ul der Zellsuspension vermischt. 10 ul dieser Mi-
schung werden in eine Helber-Zahlkammer eingesetzt, so dass die Zellzahl bestimmt
werden kann.

5 x 10* Zellen werden in den wells einer 24-Well-Platte ausgesiht und mit Medi-
um iiberschichtet. Wenn die Zellen am nichsten Tag eine Konfluenz von ca. 70-80 %

erreicht haben, konnen sie transfiziert werden. Dazu werden 1 pug DNA in einem Volu-
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men von 22,5 pl mit 2,5 ul CaCly gemischt und tropfenweise zu 25 ml 2x HBS gegeben.
Dieser Transfektionsansatz wird tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 16 bis 20
Stunden werden die Zellen zweimal mit Waschmedium gewaschen und schliellich mit

Wachstumsmedium tiberschichtet.

4.4.4 Antigen Nachweis an Zellen

Fiir den Antigennachweis in Zellen wurden die Zellen in einer Mikrotiterplatte auf run-
den Deckglésern ausgesiht. Die Zellen werden zuerst mit PBS auf Raumtemperatur
gewaschen. Anschliefend werden die Zellen fiir 10 Minuten in Fixierlosung fixiert, um
dann fiir 5 Minuten in Waschpuffer I gewaschen zu werden. Es folgt ein Schritt mit
Blockingpuffer fiir 15 bis 20 Minuten. Der Blockingpuffer wird dann drei mal fiir 5
Minuten mit Waschpuffer II abgewaschen. Anschliefend folgt die Inkubation mit dem
entsprechend verdiinnten Erstantikorper auf Parafilm. Dazu werden die Zellen auf den
Deckglaschen aus der Mikrotiterplatte herausgenommen und in eine feuchte Kammer
auf Parafilm tiberfiihrt. Auf dem Parafilm wurden Tropfen (ca. 30 ul) mit verdiinntem
Erstantikorper plaziert. Dabei muss beachtet werden, dass die Seite des Deckglaschens
auf der die Zellen gewachsen sind, unten liegt; also auf der Fliissigkeit aufliegt. Die In-
kubation des ersten Antikorpers erfolgt iiber Nacht bei 4 °C'. Am néchsten Morgen wird
der Erstantikorper drei mal fiir 5 Minuten mit Waschpuffer II abgewaschen und der
Fluoreszenz-gebundene, zweite Antikorper fiir mindestens eine Stunde bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Drei weitere, fiinfminiitige Waschschritte mit Waschpuffer II entfernen
den Antikoérper und die Zellen kénnen nun entweder direkt in Fluoromount eingebet-
tet werden oder eine Aktinfarbung oder Kernfarbung durchlaufen. Die Aktinfarbung
findet mittels Phalloidin statt (50 pl Phalloidin I + 950 gl TRITC fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur) wihrend die Kernfirbung durch Hoechst-Medium geschieht (5 pul
Hoechst + 995 pl PBS fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur). Nach beiden Farbungen

muss dreimal fiir 5 Minuten mit Waschpuffer 11 gewaschen werden.
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4.5 Material und Methoden - molekulare Methoden

4.5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

(Saiki et al., 1988)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Methode zur Am-
plifikation definierter DNA-Stiicke. Dazu sind kleine Oligonukleotide (Primer) notig,
die das gewiinschte DN A-Stiick flankieren. Nach einer Denaturierung bei 94 °C' kénnen
diese Primer auf der einzelstrangigen Matrize an den Flanken der gewiinschten Region
binden. Eine Polymerase verldngert die Oligonucleotide. Das durch die Primer definier-
te DNA-Stiick vermehrt sich dadurch in ca. 30-35 Zyklen exponentiell.

Ansatz:
100 ng cDNA als Matrize
1 pl forward-Primer (25 pmol/ul)
- je nach gewiinschtem Fragment verschieden
1 pl reverse-Primer (25 pmol/ul)
- je nach gewiinschtem Fragment verschieden
10 pl Enhancer-solution
5 pul 10x PCR-Puffer
0,2U Taq-Polymerase
ad 49 ul doppeltdestilliertes Wasser
1 pl dNTPs (25 uM)
Programm:
594 °C erste Denaturierung

1794 °C Denaturierung
I"'x°C Binden der Primer an einzelstranige Matrizen-DNA

(Temperatur héngt von Linge und GC-Gehalt der Oligonukleotide ab)
x 72 °C Verldngerung der Oligonucleotide durch die Polymerase

(Dauer hiangt von Léinge des gewiinschten Fragments ab)

(die letzten drei Schritte werden 30-35 mal wiederholt)
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10’ 72 °C Beenden der Polymerisierung aller noch unvollendeten Fragmente

oo 4 °C Lagerung

4.5.2 Single Embryo PCR an mutanten Embryonen

Die mit anti3-3-Tubulin und anti-3-Galaktosidase Antikérper gefirbten blow®-mutanten
Embryonen werden in PBT rehydriert. In einem Blockschélchen werden die Embryo-
nen, die keine Balancerfarbung, aber den mutanten Phénotyp zeigen, aussortiert und
mit einer Préapariernadel einzeln in PCR-Geféafle mit 10-20 pl SquiB iiberfiihrt. In das
PCR-Gefdfl werden 10 ng Proteinase K pipettiert und die Embryonen werden mit der
Proteinase K fiir 30 Minuten bei 37 °C' inkubiert. Anschlieend wird die Proteinase
K durch eine zehnminiitige Inkubation bei 85 °C' denaturiert. Schliellich werden die

Reaktionsgefie auf Eis gelagert und der PCR-Ansatz auf die Embryonen pipettiert.

4.5.3 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese ist die Auftrennung von DNA-Fragementen ent-
sprechend ihrer Grofle moglich. Dabei wandert die negativ geladene DNA im elektri-
schen Feld zur positiv geladenen Anode. Das 1-2 %ige Agarosegel enthélt 1 ul Ethidium-
Bromid pro 100 ml. Ethidium-Bromid interkaliert in DNA und leuchtet unter UV-Licht,
so dass die DNA sichtbar gemacht wird. Ein Marker mit DNA-Stiicken definierter Grofie
wird zeitgleich mit den DNA-Proben auf das Gel aufgetragen, so dass sich die Groien

der PCR-Fragmente abschétzen lassen.

4.5.4 Klonieren mit dem TOPOTM_TA-Vektor-Kit

(nach Angaben des Herstellers Invitrogen)

Fragmente aus PCR-Reaktionen werden hiufig mittels des Topo?*-TA-Cloning-
Kits (Invitrogen) in den pCRII-Topo-Vektor ligiert und in kompetente Zellen (E. co-
li DH5«) transformiert. Die Fragmente in dem pCRII-Topo-Vektor dienen als soge-

nannte Vorklone, die fiir weitere Ligationen benutzt werden. Der pCRII-Topo-Vektor
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enthilt an seinem 3’-Ende einen Thymin-Uberhang, der komplementér zu den Adenin-
Uberhéngen vieler PCR-Produkte ist. Zudem besitzt der Topo-Vektor die Topoiso-
merase I des Vaccinia-Viruses an den Thymin-Uberhéngen gebunden. Diese beiden
Eigenschaften ermdoglichen ein schnelles Klonieren der PCR-Produkte.

Dabei wird nach folgendem Protokoll vorgegangen: 0,5 — 2 ul PCR-Produkt und
0,5 ul TopoT™-Vektor werden zusammengegeben und mit doppeltdestilliertem Wasser
auf ein Gesamtvolumen von 5 pul gebracht. Dieser Ansatz inkubiert fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur und wird anschlieBend direkt auf die aufgetauten kompetenten Zel-
len (DHb5«, Escherichia coli) gegeben. Der Klonierungsansatz mit den Zellen wird fiir
30 Minuten auf Eis inkubiert und anschliefend fiir 30 Sekunden bei 42 °C' im Was-
serbad einer Hitzeschock-Behandlung unterzogen. Sofort danach inkubiert der Ansatz
fiir 5 Minuten auf Eis bevor 250 pl LB-Medium zugegeben werden. Dieser Transfor-
mationsansatz wird fiir 45 Minuten bei 37 °C' geschiittelt und anschlieSend auf zwei
LB-Ampicillin-Platten ausgestrichen. Am néchsten Morgen koénnen Kolonien von den

Platten gepickt werden.

4.5.5 Plasmid-Praparation im analytischen MaBstab und

Restriktionsverdau

(Birnboim und Doly, 1979)

Um festzustellen, ob eine Kolonie den Vektor mit gewiinschtem Fragment (Insert)
enthélt, ist es notwendig, die DNA mit Hilfe eines Restriktionsverdaus zu iiberpriifen.
Dazu muss die DNA zunéchst aus den Bakterien préapariert werden:

Von den Kolonien der Transformation werden Ubernachtkulturen (3 ml LB-Medium
mit 3 ul Ampicillin (100 pg/ml) versetzt) angeimpft, aus denen die DNA préapariert
wird. Dazu werden 1,5 ml der Ubernachtkultur in Eppendorf-Reaktionsgefifie iiberfiihrt
und bei 13 000 rpm 5 Sekunden lang zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet in 100 pl Puffer S1 resuspendiert. Anschliefend wird eine alkalische Lyse
mittels Puffer S2 herbeigefiihrt (5 Minuten Inkubation mit 200 pl Puffer S2 bei Raum-
temperatur), die durch 150 pl Puffer S3 neutralisiert wird. Dabei fallen die Proteine als
weiBlicher Niederschlag aus. Ein Zentrifugationsschritt (5 Minuten, 13 000 rpm) trennt
die Proteine von dem Plasmid-enthaltenden Uberstand, so dass 400 pl des Uberstandes
in ein neues Eppendorf-Gefifl iiberfithrt werden kénnen. Mit diesem Uberstand wird

eine Isopropanol-Féllung durchgefiihrt. Schliellich konnen die Plasmide in 40 pl Wasser
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aufgenommen werden.

Zur Uberpriifung, ob die Plasmidpréparation den richtigen Vektor mit der gewiinsch-
ten DNA enthélt, werden 5 pl der Probe mit geeigneten Restriktionsenzymen verdaut
(Ansatz: 5 pl Plasmid-DNA, 2 ul Puffer, 0,5 U je Enzym in 20 ul doppeldestilliertem
Wasser. Inkubation fiir zwei Stunden auf 37 °C'). Auf einem Agarosegel sollte sich dann
eine Bande korrekter Grole detektieren lassen. Dass es sich um das richtige Fragment

handelt, wird mit Hilfe einer Sequenzierung bewiesen (AGOWA, Berlin).

4.5.6 Plasmid-Praparation im praparativen MaBstab

(nach Angaben des Herstellers Genomed, Bad Oeynhausen)

Wenn groflere DNA-Mengen oder eine besonders grofle Reinheit der DNA erforderlich
ist, kann eine Plasmid-Préparation im praparativen Midi-Mafistab erfolgen. Dazu muss
eine Ubernachtkultur in groBerem MafBstab (50 ml LB-Medium mit 0,1% Ampicillin
(100 pg/ml)) angeimpft werden. Mit dieser wird eine Plasmidpréparation mit Hilfe
des JETstar Plasmid Midi-Kits 5.0 (Genomed, Bad Oeynhausen; Durchfithrung nach
Vorschrift) durchgefiihrt.

4.5.7 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung einer DNA-Losung erfolgt mittels photometrischer Be-
stimmung bei 260 nm. Dabei gilt: ODggp nm x 50 x Verdiinnungsfaktor = DNA in pg/ml
(bei doppelstrangiger DNA und einer Kiivettendichte von 1 cm).

Alternativ kann eine DNA-Probe neben einen DNA-Standard auf ein Agarosegel
aufgetragen werden, so dass sich die DNA-Konzentration an Dicke und Intensitéit der

Bande abschétzen lésst.

4.5.8 Restriktionsverdau

Restriktionsverdaue von DNA-Fragmenten werden mit 0,5 U pro Enzym und den Puf-
fern des Herstellers durchgefiihrt. Wenn die DNA nach dem Restriktionsverdau in einer
Ligation weiterverwendet werden soll, setzt man 8 ug DNA als Ausgangsmaterial ein.
Bei den Verdauen von Vorklon und Zielvektor miissen dann die selben Enzyme ver-

wendet werde, um ein spéteres Ligieren zu ermoglichen.
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4.5.9 Elution der DNA aus dem Gel

Die Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen wurde mit Hilfe des JetSorb-Kits nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt (JetSorb-Kit, Genomed, Bad Oeynhausen).

4.5.10 Ethanol-Fallung der DNA

(Ausubel et al., 1993; Crouse und Amorese, 1987)

Eine Ethanolfiallung reinigt DNA von Proteinen und Verunreinigungen. Dabei wird
die DNA mit 2,5 Volumenanteilen absolutem Ethanol und 0,1 Volumenanteil Natrium-
acetat (3 M) versetzt und fiir 15 Minuten auf —18 °C' gelagert. Nach einem Zentrifu-
gationsschritt (30°, 4 °C, 13 000 rpm) wird der Uberstand verworfen und das Pellet

getrocknet. Das Pellet wird in 30 ul sterilem Wasser aufgenommen.

4.5.11 Behandlung mit alkaliner Phosphatase (CIP)

Eine Behandlung mit alkaliner Phosphatase dephosphoryliert freie 5° Enden von ver-
dauten Vektormolekiilen, was die Wahrscheinlichkeit einer Religation vermindern soll.
Dazu werden die geféllten Vektoren mit 4 pl Puffer und 2 pl alkaliner Phosphatase
(CIP) versetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Eine Ethanol-Fillung trennt die
DNA von den Proteinen.

4.5.12 Ligation von DNA-Fragmenten

(Gassen und Schrimpf, 1999)

Vor der Ligation werden 1 pl des gezippten Vektors neben 1 ul des zu klonierenden
Fragments und 10 pl des Lambda-Markers (250 ug A-DNA vollstindig mit EcoRI und
Hind IIT geschnitten) auf ein Agarosegel aufgetragen. Von diesem Gel kénnen schlieflich
die DNA-Mengen der Proben geschétzt werden, was wiederum zu einer Bestimmung
der in die Ligationen einzusetzenden Mengen fiihrte. Dabei sollten Vektor und Insert
aquimolar eingesetzt werden. Der Vektor wird mit dem Fragment und 1 U T4-Ligase
sowie 2 pl 10x Ligase-Puffer in 20 pl Gesamtvolumen eingesetzt. Die Ligation erfolgt
iiber Nacht bei 18 °C'.
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4.5.13 Transformation in chemisch kompetente Zellen

(Sambrook et al., 1989)

Die Transformation nach der Ligation erfolgt mit 10 ul des Ligationsansatzes in che-
misch kompetente Zellen (vergleiche 'Klonieren mit dem TOPOTM-TA-Vektor-Kit:
30" Inkubation auf Eis, 30" Hitzeschock auf 42 °C', 5’ auf Eis, Zugabe von 250 ul
LB-Medium, 45’ Schiitteln bei 37 °C, Ausplattieren). Erneut werden von einigen der
Kolonien der Transformation Ubernachtkulturen im Mini-MaBstab angeimpft und ei-
ne Plasmidpraparation durchgefiihrt. Zeigt der anschliefende Restriktionsverdau Kon-
strukte in der richtigen Gréfle, wird schliefSlich noch eine Plasmidpraparation im Midi-
Mafstab durchgefiihrt. Eine Sequenzierung stellte sicher, dass es sich bei dem Insert

wirklich um das gewiinschte Fragment handelt.

4.5.14 Die Theorie des CytoTrap Vector Kits, Stratagene

Das CytoTrap Vector Kit der Firma Stratagene (La Jolla, Californien) ist ein System
mit dessen Hilfe man Protein-Interaktionen in vivo nachweisen kann. Dabei kommt der
cdc25H-Hefestamm zur Verwendung, der eine Punktmutation im C'DC25-Gen enthélt.
Dieses Gen codiert fiir einen Guanin Exchange Faktor (GEF), der den Ras-Signal-
Transduktionsweg aktiviert. Durch die Mutation wird ein Wachstum der Hefezellen
bei 37 °C' verhindert, wihrend die Zellen bei der permissiven Temperatur von 22 — 25
°C' in ihrem Wachstum nicht eingeschréinkt sind.

Das CytoTrap Vektor-Kit beinhaltet einen Vektor (pSos), der vor der multiplen Klo-
nierungsstelle das humane Sos-Protein (hSos) enthélt bzw. einen (pMyr), der nach der
Ligation fiir ein Fusionsprotein mit einer Myristylierungssequenz codiert. Die Myristy-
lierungssequenz bewirkt eine Verankerung an der Zellmembran der Hefezelle wéhrend
hSos den Ras-Signalweg aktiviert. Falls die beiden in die Vektoren ligierten Proteine
miteinander interagieren, wird das hSos-Fusionsprotein zu der Zellmembran rekru-
tiert, woraufhin eine Ras-Signalweg-Aktivierung und somit das Zellwachstum angeregt
wird. Dazu wird ein Galaktose-haltiges Medium bendétigt, da pMyr einen Galaktose-
induzierbaren Promotor enthélt, der fiir die Expression des Fusionsproteins stimuliert

werden muss.
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4.5.15 Herstellung kompetenter cdc25H-Hefezellen und deren

Transformation

(CytoTrap Vector Kit, Stratagene, La Jolla, Californien)

Nach Anleitung des CytoTrap Vector Kits von Stratagen wurden kompetente Hefe-
zellen hergestellt. Dazu wird der cdc25Ha-Hefestamm verwendet. Eine Kolonie dieses
Hefestammes wird benutzt, um eine 50 ml YPD-Ubernachtkultur (enthlt 2% Glucose)
anzuimpfen. Uber Nacht sollte diese Kultur auf eine ODggy von > 1 anwachsen (Inku-
bation bei 22-25 °C'). Durch eine Verdiinnung lésst sich eine ODggg von 0,2 einstellen.
Nach weiteren drei Stunden Inkubation sollte sich eine ODgyy von > 0,7 eingestellt ha-
ben. Nun ist sichergestellt, dass sich die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase
befinden. 75 pl dieser Kultur werden zur Kontrolle auf Revertanten auf eine YPD-Platte
ausgestrichen und bei 37 °C' inkubiert. Diese Platte wurde benutzt, um die Haufigkeit
von Temperatur-sensitiven Revertanten abzuschétzen. Die restlichen Zellen wurden
nacheinander in Wasser und LiSORB gewaschen, mit Heringssperma-DNA versetzt
und in PEG/LiAc und DMSO aufgenommen (genaue Anweisungen siehe Anleitung
des CytoTrap Vector Kits von Stratagene, La Jolla, Californien).

Bei der Transformation der Hefezellen werden je 300 ng der Konstrukte (Inserts +
pMyr/pSos) zu 100 ul kompetenter Zellen gegeben. Die verschiedenen Positiv- und
Negativ-Kontrollen lassen sich Tabelle [5.5] entnehmen. Zu jedem Transformationsan-
satz werden 2ul 1,4 M -Mercaptoethanol gegeben. Nach 30-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgt ein Hitzeschock (42 °C, 20 Minuten), der die Aufnahme der
Konstrukte bzw. der Kontrollvektoren in die Hefezellen gewéhrleisten soll. Nach drei
Minuten auf Eis kénnen die Zellen durch Zentrifugation (14 000 rpm, 30 Sekunden)
pelletiert und anschliefend in 0,5 ml 1 M Sorbitol resuspendiert werden. Die Trans-
formationsansétze der eigenen Konstrukte werden mit Hilfe steriler Glasperlen auf
SD/Glucose(-UL)-Platten ausplattiert und 4-6 Tage bei 22-27 °C' gelagert. Die benutz-
ten Platten der Kontrollen sind in Tabelle [5.5 aufgefiihrt. Nach 4-6 Tagen sollten alle
Platten Hefekolonien aufweisen, da 22-25 °C' der permissiven Temperatur entspricht
und die Mutation des cdc25H-Stamms keine Wirkung ausiibt. Die Kolonien miissen
daher anschlieBend noch bei 37 °C' (nicht-permissive Temperatur) getestet werden.
Dazu werden pro Platte mindestens drei Kolonien gepickt und diese in 25 ul steri-
lem, destillierten Wasser resuspendiert. 2,5 ul dieser Resuspension werden schlieflich
auf je zwei SD/Glucose (-UL) und zwei SD/Galactose (-UL)-Platten platziert und je-
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weils bei 37 °C und 25 °C' inkubiert. Nach 7 bis 10 Tagen sollen alle Platten, die bei
permissiver Temperatur (22 — 25°C') inkubiert wurden, Kolonien zeigen, wihrend alle
SD/Glucose (-UL)-Patten bei 37 °C' kein Wachstum zeigen sollen. pMyr besitzt ndmlich
einen Galactose-Promotor, der aktiviert werden muss, um das Beute-Fusionsprotein
zu exprimieren. Bei den SD/Galaktose (-UL)-Platten, die auf 37 °C' gelagert werden,
sollten alle Hefen, die zwei interagierende Proteinkonstrukte enthalten, ein Wachstum

erkennen lassen.

4.5.16 SDS-PAGE

(Sambrook et al., 1989)

Ansatz Trenngel (15 %):

15 ml Acrylamid (30%)

7,5 ml Trenngelpuffer (4x)

7,4 ml Wasser

90 pul Ammoniumpersulfat (APS)
244l TEMED

Ansatz Sammelgel (4 %):

2 ml Acrylamid (30%)

3,75 ml Sammelgelpuffer (4x)

9,2 ml Wasser

60 1l Ammoniumpersulfat (APS)
12 pl TEMED

Eine SDS-PAGE trennt Proteinen nach ihrem Molekulargewicht auf. Dazu werden
die Proben nach einem zehn miniitigen Denaturierungsschritt bei 95 °C' mit SDS-
haltigen Probenpuffer versetzt, was fiir eine gleichméfige negative Ladung aller Pro-
teine sorgte. Daher sollten sich die Proteine ausschliefllich nach der Gréfle auftrennen.
Das Sammelgel iiberschichtet das Trenngel und dient zur Sammlung der Proteine, was

ein gleichzeitiges Eintreten aller Proteine in das Trenngel gew&hrleistet.
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Nach ca. 2 Stunden bei 200-250 Volt sollten sich die Proteine in dem Trenngel auf-
trennen. Das Sammelgel kann nun entfernt werden, wéihrend das Trenngel in einer
Coomassie-Féarbelosung gefdarbt wird. Nach einer sich anschlieSenden, ca. zweistiind-
igen Inkubation in Entfiarbelosung sollten die Proteine sichtbar sein. Das Trenngel
wird dann auf einem Whatmann-Papier getrocknet. Anschliefend wird das getrockne-

te Gel zur Belichtung im Dunkeln auf einen Film gelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 In blow”-mutanten Embryonen kann immunhistologisch kein

Blow-Protein detektiert werden

Eine Involvierung des PH-Doménen-Proteins Blown fuse in den Myoblastenfusionspro-
zess konnte bereits 1997 durch Analysen von mutanten Tieren gezeigt werden (siehe
, Doberstein et al., 1997). Den blow*-mutanten Phénotyp zeigt Abbildung im
Vergleich zu wildtypischen Embryonen (Abb. ) Dabei ist klar zu erkennen, dass
die blow*-Mutanten einen sehr starken Fusionsdefekt aufweisen und keine Myotuben
mit wildtypischer Kernzahl ausbilden kénnen. Der in Doberstein et al., (1997) beschrie-
bene ’bunch of grapes’-Phénotyp, bei dem sich die Fusions-kompetenten Myoblasten
(FCMs) an die Precursorzelle anlagern, aber nicht fusionieren kénnen, ist in Abbildung
(Pfeil) zu sehen.

Seit 2006 ist bekannt, dass Blow nur in den FCMs und nicht etwa wie zuerst vermutet
in beiden Zelltypen exprimiert wird (Schréter et al., 2006). Das Expressionsmuster ist in
der Farbung mit dem gegen den N-Terminus des Blow-Proteins gerichteten Antikorper
in Abb. zu erkennen. Um zu iiberpriifen, ob Blow in blow*-Embryonen noch expri-
miert wird, wurde eine immunhistologische Analyse an blow?/CyO, hg-lacZ-Embryonen
mit dem anti-Blow Antikérper sowie mit anti-3-Galaktosidase durchgefiihrt. Eine lacZ-
Féarbung im Hinterdarm zeigt bei dieser Farbung, dass ein Balancerchromosom in
dem jeweiligen Embryo vorliegt. Dabei zeigen ausschliefllich Embryonen mit Balancer-
Féarbung auch eine Farbung mit anti-Blow (nicht gezeigt), wihrend mutante Embryo-
nen keine Blow-Farbung aufweisen. Um sicher zu gehen, dass nicht zufillig nur in
diesen Embryonen die Firbung nicht funktioniert hat, wurden blow*/CyO, hg-lacZ-
Embryonen in einem anderen Experiment neben anti-Blow auch noch mit anti-33-
Tubulin gefirbt. Ein solcher Embryo ist in Abbildung gezeigt. Aufgrund des sehr
gestorten Muskelmusters ist davon auszugehen, dass es sich um einen blow?*-mutanten

Embryo handelt. Wahrend in Embryonen mit wildtypischem (33-Tubulin-Muster auch
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eine Blow-Verteilung in der Schwarzfirbung wie in Abb. zu sehen ist, ist in dem

gezeigten Embryo offensichtlich kein Blow detektiert (Abb. [5.1D).
Zusammengenommen zeigen diese Fiarbungen, dass in blow*-Embryonen kein rest-

liches Blow-Protein vorhanden ist, das der anti-Blow-Antikorper nachweisen kann. Es

scheint sich also um eine Nullmutante zu handeln.

blo

Abbildung 5.1: Blow wird in den FCMs exprimiert und blow?-Embryonen zeigen einen starken ’bunch-of-
grapes’-Phénotyp sowie kein Blow-Protein. (A) Eine anti-33-Tubulin-Firbung an einem wildty-
pischen Embryo lisst das geordnete Muskelmuster gut erkennen. (B) Die Anti-Blow Antikérperfirbung
an einem Wildtypembryo verdeutlicht, dass Blow in den FCMs exprimiert wird. (C) Eine anti-83-
Tubulin-, anti-3-Galaktosidase-Firbung an homozygoten blow?-Embryos visualisiert das Muskelmus-
ters bzw. die Existenz eines Balancers. Es finden keine Fusionen nach dem Precursor-Stadium statt.
FCMs kénnen sich aber noch an die Precursorzelle anlagern (Pfeil) ohne zu fusionieren (’bunch of
grapes’). (D) Eine anti-Blow, anti-33-Tubulin-Doppelfirbung an einem homozygoten blow?-Embryo
zeigt, dass blow? Mutanten kein detektierbares Blow-Protein mehr exprimieren. Die anti-33-Tubulin-

Féarbung ist in braun gefarbt, wihrend Blow-Protein in schwarz sichtbar wére.

5.2 Die blow?-Mutante weist eine Deletion im zweiten Exon auf

Obwohl das blow?®-Allel schon 1993 durch eine EMS-Mutagenese erzeugt wurde und
1997 fiir die Drosophila-Myoblastenfusion beschrieben wurde, ist bis heute keine mole-
kulare Analyse des Allels verdffentlicht worden (Van Vactor et al., 1993, Doberstein et
a., 1997). Durch eine Sequenzierung des Allels mittels Einzel-Embryo-PCRs ist es in
dieser Arbeit gelungen, das Allel molekular zu beschreiben. Dazu wurden blow?/CyO,

hg-lacZ-Embryonen mit Antikorpern gegen #3-Tubulin und [-Galaktosidase geférbt,
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so dass sowohl das Muskelmuster als auch die Balancerfarbung zu sehen sein sollte. In
der Folge wurden die Embryonen, die sowohl einen starken Fusionsphénotyp als auch
keine Balancerfarbung zeigten aussortiert, da bei diesen Tieren davon ausgegangen
werden kann, dass sie homozygoter Triger des blow?-Allels sind. Mit insgesamt sieben
Primerpaaren, die iiberlappend die Exons sowie die 5’UTR des blow-Gens iiberspannen,
wurden Einzel-Embryo-PCRs an diesen Embryonen durchgefiihrt (siche [5.2).

Dabei wurden folgende Unterschiede im Vergleich zu der auf FlyBase veroffentlich-
ten Sequenz gefunden: An Position 1864, also noch in der 5> UTR des Gens, hat ein
Austausch von Adenin zu Guanin statt gefunden. Am Ende des zweiten Introns, an
Position 4067, besteht ein Austausch von Thymin zu Cytosin und im Anschluss daran
folgt eine kleine Deletion von Base 4069 bis 4340, also von 271 Basenpaaren Lénge.
Diese Deletion liegt iiber der Intron-Exon-Grenze des zweiten Introns/Exons, so dass
das gesamte zweite Exon nicht als solches erkannt werden kann und daher im fertig-
en Protein deletiert ist. Ein weiterer Basenaustausch von Thymin nach Cytosin an
Position 4402 liegt nach der Deletion im zweiten Exon und hat also voraussichtlich
keine weitere Folge mehr fiir das Protein. Da das dritte Exon ’in frame’ mit dem ersten
Exon liegt, findet ein Rasterschub dariiber hinaus nicht statt.

Wihrend EMS-Mutagenesen Punktmutationen in grofier Menge produzieren, sind
kleine Deletionen nach Pastnik et al. (1991) weniger haufig, kommen aber auch re-
gelmiBig vor. Die Tatsache, dass die kleine Deletion im blow?®-Allel schon nach 55
kodierenden Basenpaaren des Gens auftritt, harmoniert mit dem Befund, dass der anti-
Blow-Antikorper kein Blow-Protein in blow*~Mutanten nachweisen kann. Der anti-Blow
Antikorper ist gegen die Aminosduren 8 — 194, also gegen den N-Terminus, gerichtet.
Da das erste, unbeschadigte Exon des Gens nur fiir 18 Aminosiauren kodiert, verbleiben
letztlich nur zehn Aminosduren des Bereiches gegen den der Antikérper gerichtet ist
im mutanten Protein.

Neben diesen fiir blow® spezifischen Unterschieden wurden aufierdem noch einige
Basenaustausche im Vergleich zu der in FlyBase veroffentlichten Sequenz gefunden,
die jedoch nicht mit der Mutation in Verbindung zu stehen scheinen. Dabei handelt es
sich um vier Austausche, die auch in der embryonalen cDNA-Bank LD (Stapleton et al.,
2003) zu finden sind und die damit auch in der daraus abgeleiteten cDNA von blowFL
enthalten sind. Die Funktion des Proteins beintréichtigen diese vier Basenaustausche
voraussichtlich nicht. Es handelt sich dabei um die Austausche in der cDNA von Blow
an Position 1416 (C zu T, still), 1436 (T zu C, Valin zu Alanin), 1507 (A zu G, Lysin



5 Ergebnisse 63

zu Glutamat), 1690 (T zu G, Tyrosin zu Aspartat). Bei diesen Austauschen handelt es
sich wahrscheinlich um Populationspolymorphismen.

Durch immunhistochemische Farbungen an blow*-Embryonen mit dem anti-FASIII-
Antikérper wurde auerdem aufgezeigt, dass die blow?-Linie einen weiteren Treffer tragt
(personliche Kommunikation S. Berger). Offensichtlich wird gar kein FASIII mehr in
blow*-Embryonen gebildet. Daher scheint das FASIII-Gen oder zumindest ein Gen, das
fiir die Bildung/Stabilisierung von FASIII essentiell ist, betroffen zu sein. Da dieser
Treffer fiir die weiteren Analysen aber ohne Bedeutung ist, wurde kein Versuch unter-

nommen, diese zweite Mutation zu charakterisieren.

D\\,/I—n II\/[ —

| —
1864 40674069 4340

Abbildung 5.2: Sequezierung des blow?-Allels Die Sequenzierung des blow?-Allels wurde mittels Einzel-Embryo-
PCR an Embryonen durchgefiihrt, die sowohl einen starken Fusionsphénotyp als auch eine fehlende
Balancerfiarbung erkennen lielen. Die farbigen Pfeilkopfe zeigen die Lage der sieben Primerpaare an,
die benutzt wurden. Dunkelgrau gefiillte Felder reprasentieren die UTRs des Gens, wihrend weifle
Felder die Exons repréisentieren. Unterhalb des Gens sind die Basenaustausche und die Deletion von

blow? gezeigt. Der Basenaustausch, der nach der Deletion im zweiten Exon liegt, ist hier nicht gezeigt.

5.3 Die in silico-Analysen der Aminosaure-Sequenz von Blow

zeigen viele Phosphorylierungs- und Bindemotive

Um sich der Funktion und Regulation des Blow-Proteins anzunéhern, wurde in der
2006 abgeschlossenen Dissertation von R.H. Schréter eine in silico-Analyse des Blow-
Proteins durchgefiihrt. Da die Algorithmen der Analyseprogramme in den letzten Jah-
ren weiterentwickelt wurden und mehr Vergleichsdaten der Forschungsgemeinschaft

zuginglich gemacht wurden, ergab eine erneute in silico-Analyse ein verandertes Bild,
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das hier in der aktuellen Version présentiert werden soll.

Nach wie vor sagt eine Analyse der Aminosidure-Sequenz mit dem SMART-Search-
Tool des EMBL Heidelberg (Schultz et al., 1998; Letunic et al., 2008) nur eine Doméne
fiir Blow vorher: Die Aminoséduren 205 bis 306 bilden eine PH-Doméne. Neben dieser
Doméne kénnen mit verschiedenen Analyseprogrammen noch weitere Motive in Blow
gefunden werden, die fiir die Funktion des Proteins von Bedeutung sein kénnen. Dabei
wird die Aminosédure-Sequenz des Proteins mit bekannten Sequenzen oder Sequenz-
Fragmenten verglichen, so dass gleiche oder dhnliche Sequenzmotive als putative Phos-
phorylierungs- oder Interaktionsstellen aufgezeigt werden konnen. Da diesen Analysen
nur die Primérstruktur des Proteins zugrunde liegt, miissen die gefunden Interaktionen

stets noch experimentell bewiesen werden.

5.3.1 Die Suche nach putativen Phosphorylierungsstellen in Blow

Der NetPhos 2.0-Server sucht nach putativen Phosphorylierungsstellen in Proteinen
(Blom et al., 1999). Dabei wurden fiir Blow 45 Serine, 9 Threonine und 11 Tyrosine als
putativ phosphoryliert ausgegeben (siehe Tabelle , von denen nicht alle in Binde-
motiven fiir spezifische Kinasen liegen (s. u.). Aminosdurereste, die in der PH-Doméine
liegen, werden nur in Klammern angegeben. Phosphorylierungen, die mit einer Wahr-

scheinlichkeit von weniger als 50 % angegeben wurden, wurden nicht beriicksichtigt.

Aminoséure | Anzahl | Position

Serin 45 | 27,31, 66, 68, 70, 92, 116, 118, 120, 122, 123, 125,
127, 136, 143, (205, 249, 250, 257, 258), 314, 333, 346,
368, 392, 397, 399, 451, 462, 464, 467, 477, 492, 495,
498, 499, 502, 532, 541, 559, 574, 583, 599, 603, 617

Threonin 9 |78, (206, 224), 318, 391, 436, 481, 636
Tyrosin 11 |33, 130, 192, (208, 239, 253, 287), 335, 342,
463, 556

Tabelle 5.1: putative Phosphorylierungsstellen in Blow. Angezeigt werden nur die durch NetPhos 2.0 mit einer
Wahrscheinlichkeit von iiber 50 % angegebenen Phosphorylierungsstellen. Die in Klammern angegebenen

putativen Phosphorylierungsstellen liegen in der PH-Doméne.
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5.3.2 Die Suche nach Protein-Protein-Bindemotiven

Auch bei der Suche nach ELMs (Eukaryotischen Linearen Motiven) mittels des ELM-
Servers (Puntervoll et al., 2003) zeichnet sich inzwischen ein veréndertes Bild im Ver-
gleich zu der Dissertation von R.H. Schréter, aber nach wie vor gilt, dass Bindemotive
fiir klassische SH2-Doménen, Grb-like SH2-Doménen, PTP2-like SH2-Doménen, SH3-
Doménen (Klasse I, Klasse IT und nicht-kanonisch), WW-Doménen der Gruppe I1T und
Gruppe IV und PDZ-Doménen gefunden wurden. Dariiber hinaus finden sich Stellen
fiir Interaktionen mit Proteinen 14-3-3 und Cyclin (siehe Tabelle [5.2). Die Stellen fiir
FHA-Doménen bzw. die Stelle fiir IQ-Doménen sind dagegen nicht mehr angezeigt
worden. Erstmalig gefunden wurden ein Bindemotiv (KEN), das fiir die Bindung an
die APC/C-Untereinheit Cdhl und somit fiir die Degradierung des Proteins nétig ist,
sowie ein Motiv fiir die MAPK1 und drei Motive fiir die STAT5 SH2-Doméne. Bei
dieser Analyse sind die Sequenzen in der PH-Doméne nicht beachtet worden, da die
Motive je nach Faltung des Proteins rdaumlich fiir andere Proteine nicht erreichbar sind
und die in der Doméne gefundenen ELMs durch eine weitere Analysen in ScanSite
2.0 (siehe unten) nicht bestétigt werden konnten. Die Ergebnisse der Analyse mit dem
ELM-Server werden in Tabelle [5.2| zusammengefasst.

Der ELM-Server kann dariiber hinaus dafiir genutzt werden, Substratmotive zu fin-
den, die von Proteinkinasen erkannt werden. Dabei ergibt sich ein Bild wie in Tabelle
dargestellt. Blow verfiigt darin {iber putative Phosphorylierungsstellen fiir die CDK,
CK1, CK2, PKA und Prolin-dirigierte Kinasen (wie z. B. MAPK).

Zusétzlich wurde eine Analyse mit Scansite 2.0 durchgefithrt (Obenauer et al., 2003).
Dieses Programm sucht nach Bindestellen fiir Doménen von spezifischen Proteinen.
Auch bei dieser Analyse wurden die Treffer in der PH-Doméne aufler Acht gelassen.
In Scansite 2.0 konnen verschiedene Sensitivitdten eingestellt werden. Bei dem "High
Stringency Scan’ werden acht Bindedoménen in Blow angezeigt (Tabelle , dabei
handelt es sich um Bindemotive zweier SH3-Doménen (von p85 und Crk), um Binde-
motive von PKC sowie um ein Motiv fiir die Lck SH2-Doméne. Ferner konnen mehrere
Kinasen, z. B. mit ihrer SH2-Doméne binden; dabei scheint besonders das Tyrosin 342
von Bedeutung zu sein, da es in den Bindemotiven, die von verschiedenen Proteine

erkannt werden, liegt (vgl. Dissertation R.H. Schréter, 2006).
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putative Bindedoméne ‘

Aminosdure-Sequenz in Blow

Position

SH2 (klassisch)

Y[QDEVAIL|[DENPYHI]
[IPVGAHS]

342-345, 627-630

SH2 (PTP2-like) Y[IV].[VILP] 130-133

SH2 (Grb2-like) Y.N. 33-36, 463-466

SH3 (Klasse 1) [RKY]..P..P 322-328, 378-384

SH3 (Klasse II) P.P.[KR] 360-365

SH3 (nicht-kanonisch) | ...[PV].P 141-147, 322-328, 357-363,
378-384, 381-387, 565-571,
569-575, 626-632

WW (Gruppe III) PPR. 319-323

WW (Gruppe IV) ..[STP. 113-118, 115-120, 31-320,
323-328, 343-348, 365-370,
448-453, A70-475, 474-479,
478-483, 492-497, 496-501,
529-534, 556-561, 567-572,
571-576, 633-638

PDZ (Klasse III) [DE].IVL) 55-58, 94-97, 111-114, 128-131,

338-341, 402-405, 452-455,
469-472, 505-508, 543-546,
604-607, 627-630

14-3-3 [RHK][STALV].[ST].[PESRDIF] | 323-328, 365-370, 394-399,
491-496, 597-602
Cyeclin [RK].L{0,1}[FYLIVMP] 322-325
KEN KEN. 542-546
MAPK 1 [KR]{0,2}[KR].{0,2}[KR].{2,4} | 582-589
[IVLM].[IVLF]
STAT 5 Y[VLTFIC].. 110-113, 130-133, 335-338

Tabelle 5.2: Bindemotive fiir Protein-Protein-Interaktionen in Blow. Auflistung aller Eukaryotischen Linearen
Motive in Blow nach dem ELM-Server, aufler Kinase-Motiven (siehe Tabelle[5.3) und Motiven, die in der

PH-Doméne von Blow liegen.
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Kinase

‘ Aminosiure-Sequenz in Blow

Position

CDK

~.(ST)P.[KR]

115-121, 448-454, 478-484

CK1

S..([ST))...

27-33, 63-69, 120-126, 122-128, 135-141, 333-339,
439-445, 467-470, 473-479, 492-498, 495-501,
499-505, 570-576, 614-620

CK2

.([ST])..E

28-34, 40-46, 67-73, 464-470, 538-544,
545-551, 614-620

GSK3

.([ST))...[ST]

24-31, 61-68, 63-70, 113-120, 115-122, 120-127,
311-318, 363-370, 390-397, 418-425, 436-443,
430-446, 470-477, A74-481, 491-498, 492-499,
495-502, 523-530, 525-532, 527-534, 567-574,
592-599, 596-603, 614-621, 632-639

PKA

[RK][RK].[ST]...

24-30, 89-95, 140-146, 331-337, 498-495,
490-496

PLK

[DE].[ST][ILFWMVA]..

45-51

ProDKin

_([ST)P..

113-119, 115-121, 315-321, 323-329, 343-349,
365-371, 448-454, 470-476, 474-480, 478-484,
492-498, 496-502, 529-535, 556-562, 567-573,
571-577, 633-639

Tabelle 5.3: Bindemotive fiir Kinase-Interaktionen in Blow. Auflistung der Kinase-Bindemotive laut des ELM-

Servers, die nicht in der PH-Doméne des Proteins liegen.

putative Bindestelle | Aminosiure-Motiv in Blow ‘ Protein ‘

P325 TPPPRKLPTPPVQKK p85-SH3 (mode I)
P328 PRKLPTPPVQKKSTY p85-SH3 (mode II)
T334 PPVQKKSTYTAADII PKC epsilon
Y342 YTAADIIYEEPSPVY Lck SH2

Abl SH2

Nck SH2

Fyn SH2

Itk SH2

Src SH2
Y349 YEEPSPVYGLIDSSS SHIP SH2
P360 DSSSMVLPKLPEKSN Crk SH3
S473 GSEPEMLSPLTSPAQ Erk Kinase
S477 EMLSPLTSPAQTPTK GSK3 Kinase

Tabelle 5.4: Bindemotive fiir Doménen spezifischer Proteine in Blow. Auflistung der im "High Stringency’-

Modus gefundenen Bindemotive nach ScanSite 2.0. Bindemotive in der PH-Domé&ne wurden nicht auf-

gefiihrt.
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Bei Benutzung von ScanSite mit dem "Medium Stringency’-Modus werden sehr viele
weitere putative Bindestellen fiir andere Proteine vorhergesagt: Neben einer Interaktion
mit dem Protein 14-3-3 werden Interaktionen mit Kinase-Doménen der Abelson-Kinase
und der Src-Kinase an der Aminosdure Y342, sowie von Src- und Lck-Kinasen an
Y349 vorhergesagt. Zusammen mit den SH2-Interaktionen verschiedener Kinasen, die
in Tabelle 5.4 aufgefiihrt sind, erscheint Y342 daher als sehr wahrscheinlicher Kandidat
fiir ein Kinase-Bindemotiv.

Neben den Kinasen wird eine Interaktion mit der SH2-Doméne des Adaptor-Proteins
Nck an Y342 vorhergesagt.

Fiir ein weiteres Adaptorprotein, Crk, wird im "Medium Stringency’-Scan eine Inter-
aktion der SH2-Doméne mit Y378 von Blow vorhergesagt, was bedeutet, dass Crk fiir
zwei verschiedene Aminosiurereste als Interaktionspartner vorhergesagt wurde (P360,
"High Stringency’ und Y378, 'Medium Stringency’). Fiir beide Aminoséuremotive hat
auch der ELM-Server eine Interaktion mit SH3-Doménen vorhergesagt, allerdings wur-
de fiir diese Aminoséduren keine Phosphorylierung vorhergesagt .

Weitere Interaktionen von Blow mit SH2-Doménen werden fiir PLCg, Fgr und Grb2
im "Medium Stringency’-Modus vorhergesagt. Neben diesen individuell betrachteten In-
teraktionen werden viele basophile, acidophile und prolin-abhéngige Serin-/Threonin-
Kinase-Gruppen als mogliche Interaktionspartner dargestellt, fiir deren direkte Invol-
vierung in den Myoblastenfusionsprozess keine Hinweise gefunden werden konnten.

Stellt man die Daten der NetPhos-, ELM Server- und ScanSite-Analysen in Kon-
text zueinander, fillt auf, dass Y342 in allen drei Analysen als Motiv gefunden wird.
NetPhos sagt eine Phosphorylierung des Tyrosins vorher. Der ELM-Server und Scan-
Site geben Y342 als Motiv fiir eine SH2-Bindung ("High Stringency’ in ScanSite) bzw.
fiir eine SH2- oder eine Kinase-Doméne aus ("Medium Stringency’ in Scan Site). Die
ScanSite-Analyse findet dabei neben verschiedenen Kinasen den Adaptor Nck als puta-
tiven Interaktionspartner von Y342. Anders als in der Dissertation von R.H. Schréter
(2006) gezeigt, gibt das ScanSite-Programm heute aber die Bindung von Y342 mit glei-
cher Wahrscheinlichkeit fiir alle Kinasen an. Die Phosphorylierung von Y349 durch Src
wie sie von ScanSite im 'Medium Stringency’-Modus vorhergesagt wurde, scheint nach
einer NetPhos-Analyse unwahrscheinlich. Aulerdem wurde P325 mit einer Interaktion
mit der SH3-Doméne von Src, nicht aber mit einer Interaktion von SH3 der Abelson-
Kinase assoziiert (ScanSite 2.0), es sei denn man wendet den 'Low Stringency’-Modus

arll.
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Zellkulturexperimente in C2C12-Zellen, die eine Kolokalisierung von phosphorylier-
tem Tyrosin und transfiziertem Blow zeigen sollten, konnten keinen Aufschluss iiber
die posttranslationale Modifizierung von Blow geben (nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der drei Analysen werden in Abbildung zusammengefasst. Zur
besseren Ubersichtlichkeit werden dabei allerdings nur die Befunde aus dem ’High
Stringency’-Modus erfasst. Das bedeutet, dass die zweite Crk-Bindestelle (Y378), sowie
die Bindung von Kinase-Doménen an Y342, die Bindung von Y349 durch Src und einige

weitere Interaktionen mehr nicht aufgefithrt werden.

Src SH2
Itk SH2
Fyn SH2
Nck SH2
3 AblSH2
p85-SH3 PKC epsilon kSl
SHIP SH2 X
Erk1 Kinase -
pas SH3 / Crk SH3 \ 7!(3 Kinase
Nae N N
m
SH2 SH3
GSK3
CK1
® - NetPhos Vorhersage ,C,::\ i
ww
=% SH3
' ==enn . =Prolin ww SH3 |4-3-3>
. =Threo n 14.3.3 : ProDKin
sl sl {J =Tyrosin Cyclin ww
PoDKin 133
ProDKin

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung von Blow. Das Bild zeigt alle putativen Bindemotive und Phosphory-
lierungsstellen, die sowohl in NetPhos 2.0 als auch im ELM-Server und im High Stringency Modus in
ScanSite 2.0 gefunden werden und die nicht in der PH-Doménen liegen. Oberhalb des Proteins sind
die Ergebnisse aus ScanSite 2.0 dargestellt, wihrend die Ergebnisse aus dem ELM-Server unterhalb

des Proteins dargestellt sind.
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5.4 BlowAN-113 interagiert nicht mit der SpleiBvariante CrkS
des Adaptorproteins Crk

Die in silico-Analyse ergab, dass das Adaptorprotein Crk mit hoher Wahrschein-
lichkeit ein putativer Interaktionspartner von zwei verschiedenen Motiven von Blow
ist. Dariiber hinaus wurde in einem globalen Hefe-2-Hybrid-Screen eine Interaktion
von Blow und Crk gefunden (Giot et al., 2003). Diese Verbindung von Blow und Crk
ist von besonderer Bedeutung, da fiir Crk eine Funktion in der Myoblastenfusion pos-
tuliert wurde und eine Interaktion von Crk mit dem DOCK180-Homolog Myoblast city
bewiesen ist (Galletta et al., 1999).

Da noch nicht geklédrt werden konnte, wie das Signal zur Zell-Zell-Fusion von dem
Adaptormolekiil Sns (siehe2.2.4]) weiter zu dem Blow-Molekiil vermittelt wird, erlaubte
die postulierte Interaktion von Crk und Blow eine interessante Hypothese. Demnach
konnte die Signaltransduktionskette von Sns iiber Mbc und Crk hin zu Blow fithren
(Diplomarbeit A. Sickmann 2005, Dissertation Roxane H. Schréter, 2006).

Um zu testen, ob Crk in vivo mit Blow interagiert, wurde ein Hefe-2-Hybrid-Interakt-
ionstest mit dem Cyto Trap-Kit von Stratagene durchgefiihrt. In Drosophila werden
durch differentielles Spleifien verschiedene Transkripte von Crk synthetisiert (FlyBase,
Tweedie et al., 2009). Diese Transkripte unterscheiden sich u. a. in der SH2-Doméne
des Proteins. Das Protein CrkS hat eine um 18 Aminoséduren kiirzere SH2-Doméne als
CrkL.

Schon in meiner Diplomarbeit 2005 wurde eine Interaktion von Blow mit der Spleif3-
variante CrkL iiberpriift. Da zu diesem Zeitpunkt noch keine cDNA des vollstandigen
blow-Gens vorlag, wurde das sogenannte BlowAN-113, dem N-terminal 112 Amino-
sduren fehlen, verwendet. Es konnte damals keine Interaktion von BlowAN-113 mit
CrkL nachgewiesen werden. Parallel dazu wurde BlowAN-113-Y342H eingesetzt, das
einen Basenaustausch tréigt, der das Tyrosin 342 zu Histidin austauscht. Fiir diese Ar-
beit sollte der gleiche Test mit der Spleiflvariante CrkS von Crk durchgefithrt werden.
Da ScanSite im 'Medium Stringency’-Modus eine Interaktion von Y378 mit der SH2-
Domaéne von Crk vorhersagt, konnte eine verdnderte SH2-Doméne einen Unterschied
in der Bindungsaffinitat hervorrufen.

Bei der Benutzung des Cyto Trap-Kits wird ein cdc25H-Hefestamm verwendet, der
eine Mutation im CDC25-Gen trigt. Dieses Gen kodiert einen Guanin Exchange Faktor
(GEF), der den Ras-Signalweg aktiviert. Durch diese Mutation wird ein Wachstum
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bei 37 °C verhindert, wiahrend die Zellen bei der permissiven Temperatur von 22 —
25 °C' in ihrem Wachstum nicht eingeschriankt sind. Durch eine Interaktion der beiden
Fusionsproteine wird humanes Sos-Protein an die Zellmembran rekrutiert und aktiviert
dort den Ras-Signalweg. Das fiihrt auf Galaktose-haltigen Platten zu einer Anregung
des Zellwachstums bei 37 °C'. Daher kann das Auftreten von Hefekolonien bei 37 °C' eine

Interaktion der beiden Fusionsproteine anzeigen (genauere Theorie des Cyto Trap-Kits

siehe [4.5.14]).

5.4.1 Etablierung des Cyto Trap-Hefe-2-Hybrid-Systems zum Nachweis

von Protein-Protein-Interaktionen

Da sich in dem Cyto Trap-System Interaktionen durch Hefewachstum bei 37 °C' zeigen,
muss der mutante Phénotyp der cdc25H-Zellen kontrolliert werden. Vollig leere Hefe-
zellen, die keinen Vektor enthalten, konnen durch die Verwendung von Auxotrophie-
Markern nicht wachsen. In der Tat sind bei 37 °C' nur zwei untransformierte Hefe-
kolonien gewachsen, wobei laut Hersteller bis zu 30 Kolonien im gleichen Zeitraum
vertretbar wéren. Auch mit leerem pMyr- und pSos-Vektor transformierte Zellen zeig-
ten keine Kolonienbildung. Der mutante Phénotyp des verwendeten Hefestammes war
also nicht revertiert, und der Hefestamm konnte in den Versuch eingesetzt werden.
Zur weiteren Absicherung gegen falsch-positive Kolonienbildung wurde ein Galaktose-
induzierbarer Promotor im pMyr-Vektor verwendet. Zellen, die auf Galaktose-freiem
Medium bei 37 °C' wachsen, hétten als falsch-positiv eingestuft werden miissen. Aller-
dings sind auch solche Fille nicht aufgetreten, da nur minimale Kolonien auf Galaktose-
freien Glukose-Platten aufgetreten sind. SchlieSlich wurden eine Reihe von Kontroll-
vektoren eingesetzt, von deren Fusionsproteinen sicher bekannt ist, dass sie interagieren

bzw. nicht interagieren (zur Ubersicht siehe Tabelle .

5.4.2 Weder BlowAN-113 noch BlowAN-113-Y342H zeigen im Cyto
Trap-System Interaktionen mit CrkS

Fiir die Interaktionstests wurden cdc25H-Hefezellen mit pSos-CrkS sowie pMyr-Blow AN-
113 oder pMyr-BlowAN-113-Y342H transformiert. Parallel dazu wurden die Kontroll-
ansétze 5, 6, 7, 8, 10 und 11 in die Hefezellen tranformiert (Tab. . Jeder die-
ser Transformationsansétze ist erwartungsgeméfl bei der permissiven Temperatur von

25 °C gewachsen, da der mutante Genotyp des Hefestammes hier nicht zum Tragen
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Nummer | Plasmide erwartetes | erwartetes | erwartetes
Wachstum | Wachstum | Wachstum
bei 25 °C bei 37 °C bei 37 °C

(SD/Glu) (SD/Gal)

1 pSos + pMyr + entfallt entfallt

2 pSos MAFB + entfallt entfillt

3 pMyr SB + entfallt entfallt

4 pMyr Lamin C + entfallt entfallt

5 pSos MAFB + pMyr MAFB + - +

6 pSos MAFB + pMyr Lamin C + - -

7 pSos Col I + pMyr MAFB + - -

8 pSos MAFB + pMyr SB + - +

9 pSos-Koder + entfillt entfallt

10 pSos-CrkS + pMyr Lamin C + - -

11 pSos-CrkS + pMyr SB + - +

12 pSos-CrkS + pMyr BlowAN-113 + - zu testen

13 pSos CrkS + pMyr BlowAN-113-Y342H | + - zu testen

Tabelle 5.5: Ubersicht der Transformationen in cdc25H-Hefezellen. Die Nummern 5, 8 und 11 sind Positiv-
kontrollen, weil die Fusionsproteine der Kontrollvektoren miteinander interagieren. Dabei interagiert bei
Nummer 11 das SB-Protein des pMyr SB-Vektors mit dem Sos-Protein des pSos-Vektors. Die Nummern
6, 7 und 10 représentieren dagegen die Negativkontrollen. Bei Nummer 12 und 13 handelt es sich um die
eigentlichen Interaktionstests.
Es wurden je 300 ng jedes Plasmids und 100 pl der kompetenten Zellen in die Transformation einge-
setzt. Jeder Transformationsansatz zeigte Wachstum bei der permissiven Temperatur von 25 °C'. Kein

Transformationsansatz zeigte Wachstum bei 37 °C auf SD/Glucose-Platten.

kommt. Von diesen Platten wurden jeweils zehn Kolonien iiberimpft. Dabei wurde
jede Kolonie auf je zwei SD/Galaktose (~UL)- und zwei SD/Glukose (~UL)-Platten
iiberimpft, von denen je eine bei 22 bis 25 °C' und eine bei nicht-permissiven 37 °C'
inkubiert wurde.

Alle Kolonien sind bei 22 bis 25 °C' gewachsen, wihrend es kaum Kolonienbildung
bei 37 °C" auf SD/Glukose (—~UL)-Platten gab, was den Erwartungen entsprach, da
hier der Galaktose-induzierbare Promotor von pMyr nicht eingeschaltet werden konnte
(nicht gezeigt). Der eigentliche Interaktionstest fand auf SD/Galaktose (—UL)-Platten
bei 37 °C' statt. Dabei zeigten die Positivkontrollen Nummer 5, 8 und 11 deutliche
Kolonienbildung, wahrend die Negativkontrollen 6, 7 und 10 nur in sehr geringem
AusmaBl Kolonien zeigten (Abb. A, B und C). Die Kontrollen sprechen also fiir
die Funktionalitdt des Interaktionstests. In Abbildung D ist das Wachstum der
Hefezellen zu sehen, die mit BlowAN-113 und CrkS bzw. mit BlowAN-113-Y342H und

CrkS transformiert wurden. Gerade im direkten Vergleich mit den Positivkontrollen
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in A, B und C ist eine Kolonienbildung der Hefen nicht auszumachen. Vielmehr
bleiben die sehr wenigen Kolonien klein und dhneln dem Hintergundwachstum wie sie
etwa auch bei der Negativkontrolle Nummer 10 zu sehen ist C).

Der Cyto Trap Interaktionstest deutet also darauf hin, dass BlowAN-113 nicht physi-
kalisch mit CrkS interagiert. Zusammen mit den Ergebnissen aus meiner Diplomarbeit

lasst sich daraus schlielen, dass BlowAN-113 mit keiner Isoform von Crk interagiert.

Abbildung 5.4: BlowAN-113 und BlowAN-113-Y342H zeigen keine Interaktion mit CrkS. Die Positivkon-
trollen 5, 8, und 11 zeigen deutliche Kolonienbildung. Die Negativkontrollen 6, 7 und 10 zeigen nur in
extrem geringem Mafle Kolonienbildung. Die Interaktionstests mit BlowAN-113 bzw. BlowAN-113-
Y342H und CrkS zeigen keine deutliche Kolonienbildung. SD/gal = SD/Galaktose (-UL)-Platte. Fabo
= BlowAN-113. 342 = BlowAN-113-Y342H. Crk = CrkS.

5.5 Transgene Fliegen mit UAS-Konstrukten erlauben die

ektopische Expression von verschiedenen Blow-Varianten

Dem Blow-Protein konnte bisher noch keine molekulare Funktion zugeordnet werden.
Um dem Verstdndnis der molekularen Funktion des Proteins ndherzukommen, wur-
den verschiedene Varianten des Blow-Proteins durch das UAS-Gal4-System im Droso-
phila-Embryo exprimiert (Brand und Perrimon, 1993). Dazu mussten die cDNAs der
verschiedenen Blow-Varianten in den pUAST-Vektor eingebracht werden. Der pUAST-
Vektor tragt fiinf optimierte UAS-Bindestellen, die von Gal4-Proteinen gebunden wer-
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den konnen, eine hsp70 TATA-Box, eine SV40-3’UTR und eine Polyadenylierungsstelle.
Im Anschluss an die hsp70 TATA-Box findet sich eine ’Multiple Cloning Site’, in die
die kodierenden Sequenzen eingebracht werden konnen.

Der pUAST-Vektor wird zusammen mit einem Transposase-kodierenden Helferplas-
mid mittels Mikroinjektion in white-Embryonen eingebracht (siehe [4.2.3)).

5.5.1 Die Generierung verschiedener UAS-blow-Konstrukte

Obwohl die Bedeutung von blow fiir die Myoblastenfusion in Drosophila schon lange
bekannt ist (Doberstein et al., 1997), existierten lange keine cDNAs des Gens. Durch
PCRs an der embryonalen LD ¢DNA-Bank (Stapleton et al., 2003) ist es zunéchst
gelungen, ein Fragment des Gens zu isolieren (Diplomarbeit F. Kurtz, 2003). Dieses
Fragment, BlowAN-113, startet mit dem ATG 336 bp nach dem wildtypischen ATG
und ist somit um 112 Aminoséduren verkiirzt. Da es lange Zeit nur diese cDNA von blow
gab, wurde mit ihr weitergearbeitet. Um zu iiberpriifen, ob die N-terminale Deletion
die Funktion des Proteins stort, wurde BlowAN-113 in pUAST kloniert und in Fliegen
injiziert (R.H. Schroter, unverdffentlicht). Die weiterfithrende Analyse war Teil der
vorliegenden Arbeit und wird in Abschnitt gezeigt.

Spater konnte — ebenfalls durch PCRs an der LD ¢cDNA-Bank — die vollstindige
c¢DNA von blow generiert werden (blowFL, Kesper et al., 2007). Diese cDNA wurde als
Ausgangsmaterial fiir spéitere Analysen verwendet.

Wie die in silico-Analyse in ergab, beinhaltet Blow neben der PH-Domaéne ein
Tyrosin, fiir das eine funktionelle Bedeutung besonders wichtig erscheint: Tyrosin 342
scheint phosphoryliert zu werden und ist zentraler Teil eines Bindemotivs fiir klassische
SH2-Doménen und verschiedene Kinasen. Daher steht diese Aminoséure neben der PH-
Doméne im Zentrum des Interesses.

Fiir die Generierung von pUAST-Konstrukten wurde zum einen das Tyrosin 342
in blowAN-113 zu Histidin mutiert, um in spéteren Experimenten zu iiberpriifen, ob
dieses Tyrosin fiir die Funktion bzw. die Lokalisierung des Blow-Proteins vonnoten
ist (blowAN-113-Y342H, Klonierung: R. Schréter, Fliegenarbeit: diese Dissertation).
Eine phosphomimetische Mutation des gleichen Tyrosins tauscht das Tyrosin gegen ein
Aspartat und sorgt mit der zweiten Carboxylgruppe des Aspartats fiir eine negative
Ladung, die die Ladung einer Phosphorylierung nachahmen kann (BlowFL-Y342D; Lee
et al., 2007; Kahali et al., 2009). BlowFL-Y342D soll also eine putativ aktivierte Form

von Blow darstellen.
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Ein Konstrukt mit einer Deletion der PH-Doméne (BlowAPH) bzw. die Isolation
der PH-Doméne (Blow-PH, Klonierung: M. v.Riiden, BSc 2009) soll kléren, ob die PH-
Doméne fiir die Funktion oder Lokalisation des Proteins notwendig ist. Die Konstrukte

BlowFL-Y342D, BlowAPH und Blow-PH tragen einen HA-Tag vor dem Stop-Codon.

STop

STop

STop

STop

© 0

BlowAN-113 £ _ (I)
3

0

BlowAN-113-Y342H 5___ |
§

o 0
BlowFL-Y342D g _ l

ATG
STop

Blow-PH

AT
— 134,

E
P
STop

BlowAPH

0 = Histidin
O =Tyrosin

. = Aspartat

Abbildung 5.5: Verschiedene Varianten von UAS-blow-Konstrukten. Durch verschiedene Strategien wurden
unterschiedliche Varianten des Blow-Proteins geschaffen. Dabei entspricht BlowFL dem wildtypischen
’Fulllength-Protein’ von Blow. BlowAN-113 entspricht einer verkiirzten Version von Blow, dem 112
Aminosduren des N-Terminus fehlen. BlowAN-113-Y342H entspricht BlowAN-113 mit einem Ami-
nosdure-Austausch von Tyrosin 342 zu Histidin. BlowFL-Y342D ist BlowFL mit einem Austausch
von Tyrosin 342 zu Aspartat. Blow-PH umfasst nur die PH-Doméne von Blow, versehen mit einem
Start und ’Stop-Codon’ in Frame sowie einem HA-Tag vor dem ’Stop-Codon’. Bei BlowAPH wurde
die PH-Doméne deletiert.

5.5.2 Die ektopisch exprimierten Proteine konnen immunhistologisch
nachgewiesen werden
Um zu iiberpriifen, ob die klonierten UAS-blow-Konstrukte in der Fliege funktional

sind und nach Kreuzung mit Gal4-Treiberstammen zur Expression von nachweisbaren

Mengen von Protein fiihren, wurde jede verwendete Fliegenlinie mit dem wg-Gal4 Trei-
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berstamm gekreuzt. Die resultierenden Embryonen wurden mit anti-Blow-Antikérper
analysiert, so dass eine Blow-Detektion im wg-Expressionsmuster die Funktionalitit
der Linie beweist.

Fiir die Linien UAS-blowFL, UAS-blowAN-113, UAS-blowAN-113-Y342H, UAS-
blowFL-Y 342D und UAS-blowA PH konnte dieser Nachweis erfolgreich gefiithrt werden;

das Streifenmuster der wg-Expression ist in der anti-Blow-Farbung zu erkennen (Abb.

A — E, Pfeile).

D Iy

UAS-blowAN-123-Y342H, f"/"'; wg-Gal4 +/+; +/+; UAS-blowFL-Y342D/wg-Gal4

E

4+ UAS‘PH/Wg

Abbildung 5.6: Nachweise der durch das UAS-Gal4-System exprimierten Blow-Versionen. Gezeigt
sind anti-Blow-Antikérperfarbungen an Embryonen, die die UAS-Konstrukte mittels des wg-Gal4-
Treiberstammes exprimieren. (A) blowFL (B) blowAN-113 (C) blowAN-113-Y3842H (D) blowFL-
Y342D. (E) blowAPH. Die Pfeile weisen auf das Streifenmuster einer wg-Expression.
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5.5.3 Die wg-Gal4 vermittelte Expression von UAS-blow-PH fiihrt zu

keinem nachweisbaren Protein

Da der anti-Blow-Antikorper gegen den N-Terminus des Proteins gerichtet ist und
somit nicht die PH-Doméne von Blow detektieren kann, musste zum Nachweis dieser
Expression eine andere Strategie gewéhlt werden. Da Blow-PH ein HA-Epitop vor dem
Stop-Codon trigt, sollte eine anti-HA-Farbung Blow-PH in UAS-blow-PH /wg-Gal4-
Embryonen nachweisen.

Leider war Blow-PH in allen Kreuzungen der drei etablierten UAS-blow-PH Linien
nicht detektierbar (nicht gezeigt).

5.5.4 Unterschiedliche Gal4-Treiberstimme ermdglichen eine Expression

der Blow-Varianten in verschiedenen Expressionsmustern

Ein Vorteil des UAS-Gal4-Systems ist, dass UAS-Konstrukte in verschiedenen Gewe-
ben spezifisch und ektopisch exprimiert werden konnen. Dazu werden Treiberstamme
verwendet, die die kodierende Sequenz von Gal4 hinter den Promotoren verschiede-
ner Gene tragen. Daher unterscheidet sich das Expressionsmuster und die Expres-
sionsstéirke der verschiedenen Treiberstdmme je nach verwendetem Promotor. Fiir
die Untersuchungen der Myoblastenfusion bieten sich verschiedene Treiber an: TGX
(ein twist-Gald Treiber auf dem X-Chromosom lokalisiert) ist ein Treiber, der UAS-
Konstrukte — der twist-Expression entsprechend — in FCMs und in FCs/Precursorzellen
treiben kann. Wie in Abbildung zu sehen, handelt es sich bei dem TGX-Treiber
um einen sehr starken Treiber. Die sns-Treiberlinie kann nur Expressionen in den FCMs
vermitteln und ist deutlich schwécher, d. h. das Expressionsniveau der UAS-Konstrukte
liegt unter dem des TGX-Treibers (Abb. [5.7B). Die rols-Gal4-Fliegenlinie kann schlief-
lich fiir eine Expression in FCs/Precursorzellen verwendet werden (AbbJ5.7C).

Das bedeutet, dass nur der sns-Treiber fiir eine wildtyp-dhnliche Expression von
Blow verwendet werden kann, da Blow nur in den FCMs exprimiert wird (Schréter
et al., 2006). Eine Verwendung von TGX beinhaltet immer auch eine Expression der
Konstrukte in den FCs/Precursorzellen, wihrend der rols-Gal4-Fliegenstamm fiir ei-
ne ausschliefllich ektopische Expression von Blow-Konstrukten in FCs/Precursorzellen

verwendet werden kann.
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TGX/UAS-lacZ anti-BGal  YAS-/acZ;;sns- anti-RGal UAS-lacZ;rols-Gal anti-RGal

Abbildung 5.7: Die Expressionsmuster von verschiedenen Gal4-Treiberlinien. Verschiedene Gal4-
Treiberlinien wurden gegen einen UAS-lacZ Stamm gekreuzt. Die resultierenden Embryonen wur-
den mit einem anti-3-Galaktosidase-Antikérper gefiirbt. (A) Der auf dem X-Chromosom lokalisierte
twist-Gal4-Treiber (TGX) zeigt eine starke LacZ-Expression in den FCs und FCMs. (B) Der sns-
Gal4-Treiber kann UAS-Konstrukte nur in den FCMs treiben. (C) Der rols-Gal4-Treiber zeigt eine

LacZ-Expression in den FCs.

5.5.5 Die ektopische Expression der Blow-Varianten stort die Entwicklung

der embryonalen Muskulatur nicht

Um zu tberpriifen, ob eine ektopische Expression der Blow-Varianten in den FCs/-
Precursorzellen die Entwicklung stort, wurden die UAS-Blow-Konstrukte mittels des
rols-Gal4-Treibers exprimiert. Eine anti-(33-Tubulin-Farbung wurde zur Sichtbarmach-
ung der Muskulatur durchgefiihrt. Abbildung zeigt fiir das wildtypische BlowFL
sowie fiir BlowAN-113, BlowAN-113-Y342H, BlowAPH und BlowAN-113-Y 342D, dass
eine ektopische Expression nicht stort. Die Embryonen sehen trotz der Existenz der
Blow-Versionen in den FCs/Precursorzellen wildtypisch aus und zeigen vollstéandige
Muskeln. Es gibt keine Anzeichen fiir eine gestorte Myoblastenfusion.

Daher gilt, dass fiir Rettungsexperimente mit Blow-Konstrukten sowohl der sns-
Gal4-Treiberstamm als auch der twist-Gal4-Treiberstamm verwendet werden kann, da
eine ektopische Expression des Proteins die Myoblastenfusion nicht stort. Dabei sollte
bedacht werden, das die durch den twist-Gal4-Treiber vermittelte Expression deutlich
starker ist als die Expression, die durch sns-Gal4 oder rols-Gal4 hervorgerufen werden

konnen.
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UAS-blowAN-113-Y342H; +/+; rols-Gal4 +H+; UAS-blowFL-Y342D/rols-Gal4

E

+/+; +/+; UAS-blowAPH)/rols-Gal4

Abbildung 5.8: Ektopische Expression verschiedener Blow-Versionen in den Founderzellen. Anti-33-
Tubulin-Féarbungen an Embryonen, in denen eine Expression verschiedener UAS-Konstrukte mit-
tels des rols-Gal4-Treiberstammes in den FC/Precursorzellen vermittelt wurde. (A) UAS-blowFL (B)
UAS-blowAN-113 (C) UAS-blowAN-113-Y842H (D) UAS-blowFL-Y342D (E) UAS-blowAPH. Die

Embryonen zeigen ein wildtypisches Muskelmuster; die Myoblastenfusion ist nicht gestort.

5.6 Rettungsexperimente des blow?-Phinotyps mit

verschiedenen Blow-Varianten

5.6.1 UAS-blowFL und UAS-blowAN-113 retten den blow?-Phinotyp nicht

Um zu zeigen, dass eine Expression des wildtypischen blowFL-Konstruktes sowie des
blowAN-113-Konstruktes in blow? fihig ist, den mutanten Phinotyp zu retten, wur-
den beide UAS-Konstrukte in den blow*-Hintergrund eingekreuzt und mit dem twist-
bzw. sns-Gald-Treiber getrieben. Die Embryonen sind in Abbildung gezeigt. Uber-
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raschenderweise zeigen alle Embryonen weiterhin den blow*-mutanten Phiinotyp (ver-
gleiche Abb. . Wihrend in Abbildung und C jlingere Embryonen gezeigt sind,
bei denen sich noch klar der ’bunch-of-grapes’-Phéanotyp erkennen lésst, sind in den
Abbildungen A und D &ltere Tiere dargestellt, die das stark ungeordnete Muskelmuster
mit den extrem verdiinnten Myotuben zeigen. Eine Rettung ist in keinem Fall zu er-
kennen. Dabei sind auch keine Unterschiede zwischen der starken Expression mit dem
twist-Gal4-Treiber und der schwécheren Expression mit dem sns-Gal4-Treiberstamm
oder zwischen UAS-blowFL und UAS-blowAN-113 zu erkennen.

Rettungsversuche durch eine Expression von blowAN-113-Y342H, blowAPH und
blowFL-Y38/2D, die die putative Phosphorylierung und deren Relevanz fiir die Funk-
tion des Proteins sowie die Relevanz der PH-Doméne beweisen konnten, wurden an
diese Experimente nicht mehr angeschlossen, da die wildtypischen Konstrukte nicht
zu einer Rettung fithrten. Auch ein in vitro-Assay, bei dem die Phosphorylierung an
in vitro transkribierten/translatierten Proteinen gezeigt werden sollte, konnte keinen
Aufschluss dariiber geben, ob Blow tatsdchlich phosphoryliert wird, wie vorhergesagt
wurde (nicht gezeigt).

A Lo b B

+/+: blow?/blow?: UAS-blowFL/sns-Gald
c D

TGX; blow%blow?; UAS-blowAN-113

+/+; blow?/blow?; WAN-113/sns-Gal4

Abbildung 5.9: Rettungsexperimente mit UAS-blowFL und UAS-blowAN-113. Anti-g3-Tubulin-, anti-3-
Galaktosidase-Fiarbungen an blow?-Embryonen in denen mittels des UAS-Gal4-Systems entweder
UAS-blowFL (A und B) oder UAS-blowAN-113 (C und D) getrieben wurde. Dazu wurden die Treiber
TGX (twist-Gal4, A und C) sowie sns-Gald (B und D) verwendet. Der Phinotyp dhnelt sehr stark

dem der blow?-Embryonen.
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Eine Méglichkeit, warum das Rettungsexperiment von blow® nicht funktioniert ha-
ben konnte ist, dass das Expressionsniveau von Blow genau reguliert ist und z.B. eine
hohere Menge von Blow die Fusionen stort. Wenn eine Uberdosis von Blow tatséchlich
in der Entwicklung stort, sollte sich bei einer zelltypspezifischen Proteinexpression in
wildtypischem Hintergrund ebenfalls ein Defekt in der Myoblastenfusion zeigen. Um
diese Moglichkeit zu tiberpriifen, wurde BlowFL sowie BlowAN-113 mittels des sns-
Gal4-Treiberstammes in den FCMs exprimiert. Wie in Abbildung[5.10]zu sehen, zeigen
die Embryonen trotz der Uberexpression keine UnregelméBigkeiten in der Muskelent-

wicklung. Die Myotuben sind ordnungsgeméaf fusioniert.

A

+/+; +/+; UAS-blowFL/sns-Gal4

+/+; +/+; UAS-blowAN-113/sns-Gal4

Abbildung 5.10: ektopische Expressionen von UAS-blowFL und UAS-blowAN-113 im wildtypischen Hin-
tergrund. Anti-33-Tubulin Farbungen machen das Muskelmuster sichtbar. (A) Expression von

blowFL. (B) Expression von blowAN-113. Die Embryonen zeigen keine Auffilligkeiten.

5.6.2 Die putative SpleiBvariante blow-C wird im Embryo nicht

transkribiert

Am 16. Oktober 2009 wurde auf FlyBase, der Internet-Datenbank fiir Drosophila Gene,
postuliert (Tweedie et al., 2009), dass neben der bekannten Spleifiform Blow-A, die
auch in Abb. dargestellt ist, eine weitere Spleifivariante, Blow-C, existiert. Da die
Rettungsexperimente (Abb. erstaunlicherweise auch mit wildtypischem BlowFL
und verschiedenen Treiberstdmmen nicht funktioniert haben, stellte das potentielle
Auftreten einer zweiten Spleilvariante eine Erklarungsmoglichkeit dar: Sollten statt
nur einer Spleifivariante zwei Spleifivarianten in dem Embryo exprimiert werden, kénnte
es sein, dass eine Rettung mit nur einem getriebenen Konstrukt nicht ausreicht, um
den mutanten Phénotyp aufzuheben. Blow-C wiirde konditional iiber eine sehr viel
langere 5'UTR, ein N-terminal verkiirztes Protein und eine verkiirzte 3'UTR verfiigen.
Interessanterweise entspricht Blow-C exakt BlowAN-113, was bedeutet dass Blow-C

um 112 Aminosauren N-terminal verkiirzt ware.
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Um die Frage zu klédren, ob tatséchlich zwei Spleiivarianten von Blow im Embryo ex-
primiert werden, wurden RT-PCRs an embryonaler mRNA durchgefiihrt (Abb. .
Dabei wurde jeweils ein Primer eingesetzt, der in dem dritten Exon des Gens liegt
(Primer B in Abb. [5.11A). Zum Nachweis von blow-A mRNA wurde neben Primer B
noch Primer A eingesetzt, der am Anfang des zweiten Exons liegt. Zum Nachweis der
neuen Spleifivariante blow-C' wurde der Primer C verwendet, der in dem neu postulier-
ten, verldngerten Bereich der 5’UTR liegt und somit in blow-A weggespleifit sein sollte
(Abb. ) Die Funktionalitidt der Primer konnte durch PCRs an genomischer DNA
sicher gestellt werden (nicht gezeigt).

Wie in Abbildung (Spur A) zu schen, konnte nur die Existenz von blow-A
bewiesen werden. Die Gréfle des RT-PCR Produkts entspricht in etwa den Erwartungen
von 743 bp. Wenn dariiber hinaus tatsdchlich die lange Form der 5’UTR in den Fliegen
exprimiert worden wére, hétte Primer C daran binden kénnen, da UTRs beim Spleifien
nicht entfernt werden. Es wére ein PCR-Produkt von 901 bp zu Erwarten gewesen
(Abb. 5.11B, Spur C). Da die RT-PCR kein Produkt fiir blow-C produzieren konnte,
scheint die Existenz von Blow-C im Embryo unwahrscheinlich.

Damit gibt es keinen Hinweis mehr darauf, dass die Rettungsexperimente aus [5.6.1

an der Existenz verschiedener Spleifivarianten von blow gescheitert sind.

A B
” A>
pRlow-RA = — >
—>
C-blow-RC . — )

Abbildung 5.11: Die von FlyBase vorhergesagten Spleifivarianten von blow. (A) blow-RA stellt die bekannte
und nachgewiesene Spleifivariante von blow dar, bei der die 5’UTR 360 bp und der ORF 1935 bp
umfasst. blow-RC entspricht der neu postulierten Spleilvariante mit 2855 bp 5’UTR und nur 1599
bp ORF. Blow-C entspricht BlowAN-113. Die Pfeile entsprechen den Primern, die fiir die RT-PCRs
an embryonaler mRNA verwendet wurden. Der Primer B wurde in beiden Reaktionen verwendet,
wihrend Primer A nur fiir die RT-PCR zum Nachweis von Spleifivariante A und Primer C nur fiir
den Nachweis von Spleifivariante C verwendet wurde. Die UTRs sind in grau dargestellt, wihrend
die kodierenden Region orange gefirbt sind. (B) Gelbild der RT-PCRs an Embryonen mRNA. Die
RT-PCRs konnen Spleiflvariante A nachweisen, wihrend Spleiflvariante C nicht nachweisbar bleibt

(vergleiche Spur A und C).
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5.7 Das Blow-Protein lokalisiert in verschiedenen Mutanten noch

in den FURMAS

Um zu iiberpriifen, ob Blow in verschiedenen mutanten Situationen immer noch an den
Zellkontakten der FCMs lokalisiert, wie es fiir den Wildtyp nach Zell-Zell-Adhésionen
beschrieben wurde (Kesper et al. 2007), wurde in dieser Arbeit die Blow-Lokalisation
in verschiedenen Fusionsmutanten betrachtet. Dazu wurden anti-Blow-Farbungen aus-
gewertet. Eine Anh&dufung von Blow in Membrannihe bedeutet dabei nach Kesper
et al. (2007) eine Ausbildung der FuRMAS-Struktur, in deren Innerem Blow zu dem

Aktin-Zentrum lokalisiert.

5.7.1 Zell-Zell-Adhasionen sind essentiell fiir die Blow-Lokalisationen an

die Membran

In Embryonen, die eine Defizienz der Adhé&sionsproteine Duf und Rst tragen ((5.12
und C’), ist die Anzahl der membrannahen Blow-Akkumulationen stark reduziert. Al-
lerdings finden sich auch in diesen Embryonen, in denen keinerlei gezielte Adh#sionen
zwischen FCs und FCMs mehr stattfinden koénnen (Ruiz-Gomez et al., 2000), ver-
einzelte Fille von Blow-Lokalisierungen an den Zellkontakten (5.12/C’, Pfeil), obwohl
postuliert wurde, dass Blow erst nach der Zelladhésion lokalisiert wird (Kesper et al.,
2007). Da die Anzahl der Blow-Lokalisierungen im Vergleich zu wildtypischen Embryo-
nen reduziert ist, ist es denkbar, dass Blow in duf, rst-Mutanten nur dann an der
Membran lokalisiert, wenn die Myoblasten zuféllig Kontakt zueinander haben. Eine
Blow-Lokalisation ohne Zell-Zell-Adhésion scheint nicht aufzutreten (fiir eine Beschrei-
bung der Mutationen siehe [1.1.9).

Auf Seite der FCMs ist Sns das kontaktvermittelnde Adhésionsmolekiil. Auch in
den sns®’?’-Mutanten kommt es zu keiner Adhision der beiden Zelltypen, obwohl
kiirzlich gezeigt werden konnte, dass das Protein Hibris bei Uberexpression partiell
redundant zu Sns wirken kann, so dass einzelne Fusionen auftreten (Shelton et al.,
2009). In den mutanten Embryonen werden — #hnlich wie in der duf, rst-Defizienz —
zwar Blow-Akkumulationen an den Zellkontakten gefunden; diese sind aber seltener als
im Wildtyp (Abb. im Vergleich zu [5.12]A). Wie in Abbildung [.12D’ zu sehen,
kommt es auch zu einer Akkumulation, wenn die FCM nicht an eine andere Myotube,

sondern an die Epidermis anlagert.
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Eine #hnliche Beobachtung wie in der duf, rst-Defizienz und der sns®*-**-Mutante
konnte fiir die Mutanten der Gens myoblast city (mbc) gemacht werden. mbc“’-mutante
Embryonen zeigen in 80 % der Félle Defekte im dorsalen Riickenschluss und weisen
iitberhaupt keine Myoblastenfusionen im somatischen Mesoderm mehr auf, d.h. auch
die Precursorzellen werden nicht mehr ausgebildet (Erickson et al., 1997). Daher ist
eine Akkumulation des Blow-Proteins nur in wenigen Féllen zu beobachten (Abb.
E). Auch hier ist es moglich, dass eine Anhdufung des Blow-Proteins nur dann stattfin-
det, wenn es zu einem zufilligen Kontakt zwischen den Myoblasten kommt. In diesem
Phénotyp dhneln die Embryonen den duf, rst-Mutanten.

Ahnlich wie in den vorhergehenden Mutanten zeigen auch lame duckP?%>-Mutanten
keine fusionierten Myoblasten im somatischen Mesoderm (Imd, Abb. ; Duan et al.,
2001). Aber wie in den beiden zuvor beschriebenen Mutanten wird auch hier Blow zu
dem Zellkontakt rekrutiert, wenn ein Kontakt von zwei Myoblasten zustande gekommen
ist (Abb. [5.12B’). Das Allel imd®"? ist molekular noch nicht charakterisiert worden;
es konnte sich also um ein hypomorphes Allel handeln.

kette’#48-Embryonen entwickeln sich — #hnlich wie blow®-Tiere — bis zum Precur-
sorzellstadium; bilden also noch zwei- bis dreikernige Zellen aus. Rettungsexperimente
von blow*-Embryonen durch Kette-Expression haben zeigen konnen, dass kette in der
Entwicklung nach blow agiert (Schréter et al. 2004). Daher verwundert es nicht, dass
die anti-Blow-Farbung an kette-Embryonen zeigt, dass Blow noch an die Zellkontakte
lokalisiert und F’). Die Lokalisation von Blow scheint abgeschlossen zu sein,
bevor die Entwicklung von kette stoppt; die Blow-Verteilung ist wildtypisch.

In Abbildung und G’ ist die Blow-Lokalisierung in arp8*¢*wichling_Embryonen
gezeigt. Diese Embryonen zeichnen sich dadurch aus, dass sie einen Teil der Fusionen
durchfithren kénnen und Precursorzellen ausbilden (Berger et al., 2008). Dies liegt u.a.
daran, dass Arp3 iiber eine starke maternale Komponente verfiigt und somit auch zy-
gotische Null-Mutanten immer noch {iber einen Teil der Proteine verfiigen (Berger et
al., 2008). Diese Mutanten zeigen vereinzelt eine wildtypische Blow-Akkumulation in
Membrannéhe und G’). Ob diese Beobachtung darauf zuriickzufiihren ist, dass
in arpgschwichling_\[utanten wegen ihrer maternalen Komponente noch weiter Fusionen
stattfinden, bleibt zu untersuchen. Pralimindre Analysen lielen aulerdem den Eindruck
entstehen, dass in arp3*“"ichling_Embryonen das Blow-Proteinniveau reduziert ist und
die Lokalisationen von Blow weniger oft auftreten als die Anzahl an Zell-Zell-Adhésio-

nen zuliesse. Diese Beobachtung sollte mit weiteren Farbungen bestéatigt werden.
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ImaF202 anti-Blow

D

anti-Blow

anti-Blow

auf, rst anti-Blow

E

kette’*48 anti-Blow

mbc®’ anti-Blow

arp 3schwiichling anti-Blow

Abbildung 5.12: Die Blow-Verteilung in verschiedenen fusionsmutanten Embryonen. Gezeigt sind anti-
Blow-Farbungen an verschiedenen homozygoten Mutanten: (A) wildtypischer Embryo zum Ver-
gleich. (B) ImdF?02. (C) Defizienz von duf und rst. (D) sns?023. (E) mbcCl. (F) kette’445. (Q)
arpgschwichling Die Bilder A’, B’, C’, D’, E’, F’ und G’ stellen Detailvergroferungen des jeweiligen

Embryos dar. Die Pfeile deuten auf die Akkumulationen von Blow an den Zell-Zell-Kontakten.
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5.8 Die evolutionare Konservierung von blow

5.8.1 Diverse Drosophila-Spezies weisen Orthologe zu blown fuse auf

Da der starke Phénotyp von blow-mutanten Embryonen zeigt, dass Blow eine essentiel-
le Funktion in der Myoblastenfusion von Drosophila melanogaster zukommt, scheint es
wahrscheinlich, dass Orthologe mit dhnlichen Funktionen auch in anderen Drosophila-
Spezies vorkommen. Um diese Orthologe zu finden wurde ein heuristischer Datenbank-
vergleich mit der Aminoséure-Sequenz von Blow durchgefiihrt (Basic Local Alignment
Tool (Blast, Altschul et al., 1990)). Da in den vergangenen Jahren viele Drosophila-
Genome sequenziert und der Forschungsgemeinschaft zugédnglich gemacht worden sind,
hat eine Analyse ein umfassendes Bild schaffen kénnen.

In dem Alignment von blown fuse mit Orthologen anderer Drosophila-Spezies wur-
den ausschliellich Proteine miteinbezogen, deren E-value mit 0.0 angegeben wurde
(siche Anhang, Abb.[9.7). Da der E-value die Wahrscheinlichkeit angibt, mit der die
eingesetzte Sequenz zufillig mit der Ergebnis-Sequenz iibereinstimmt, kann bei einem
E-value von 0.0 davon ausgegangen werden, dass eine signifikante Ubereinstimmung der
Aminosiuresequenzen vorliegt. Uber diese Proteine hinaus wurde ein weiteres Protein
der Art D. willistoni gefunden, XM_002060965, das einen E-value von 3¢ '™ hat. Dieses
Protein weist also unter hochster Wahrscheinlichkeit auch signifikante Ahnlichkeiten in
der Aminosauresequenz auf.

Bei genauerer Analyse des Alignments féllt auf, dass blow mit den Arten D. simulans,
D. sechellia, D. yakuba und D. erecta besonders stark konserviert ist. Das entspricht
den Erwartungen, da diese Arten besonders nah mit D. melanogaster verwandt sind,
wahrend D. ananassae, D. pseudoobscura, D. persimilis, D. mojavensis, D. virilis und
D. grimshawi evolutionir weiter von D. melanogaster entfernt sind (FlyBase). Etwas
iiberraschend ist, dass das blow-Ortholog von D. willistoni nach BLAST weniger kon-
serviert ist als die Orthologe von D. mojavensis, D. virilis und D. grimshawi, obwohl
D. willistoni ndher mit D. melanogaster verwandt ist. Allerdings weist auch das D.
willistoni-Ortholog mit 3™ eine sehr hohe Ahnlichkeit zu Blow auf.

Keines der Orthologe von Blow wurde bislang in irgendeiner Weise analysiert und
daher kénnen auch keine Aussagen iiber Expressionsmuster, Funktionen oder mutante
Phénotypen der Proteine getroffen werden. Allerdings fillt auf, dass sowohl die PH-
Doméne als auch die beiden putativen SH3-Bindestellen fiir Src-SH3 (mit dem "Medium
Stringency’-Modus detektiert) und Crk-SH3 (auch mit dem ’High Stringency’-Modus
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detektiert) sowie das putative Phosphorylierungs- und Bindemotiv um Y342 konser-
viert ist (Abb. Anhang). Da eine hohe Konservierung in Regionen mit funktionaler
Bedeutung auftritt, ist dies ein weiterer Hinweis auf die Wichtigkeit der in silico-
Befunde (siehe . Fiir eine bespielhafte Analyse der Phosphorylierungsstellen wurde
das Blow-Ortholog von D. grimshaw: ausgewéhlt, da diese Art evolutionér vergleichs-
weise weit entfernt von D. melanogaster ist. Erneut wurde der NetPhos 2.0-Server
(Blom et al., 1999) verwendet. Wie in Tabelle zu sehen ist, gibt es mehrere putati-
ve Phosphorylierungsstellen, die zwischen den beiden Arten konserviert sind (Tab. ,

fett gedruckt) und damit eine Phosphorylierung in vivo besonders nahe legen.

Aminoséure | Anzahl | Position

Serin 43 | 11,27, 31, 112, 113, 114, 115, 116, 142, 143, 144,

147, 149, 151, (262, 266, 267, 274), 349, 359, 365, 385,
406, 412, 474, 485, 487, 491, 517, 523, 529, 547, 548,
552, 555, 558, 569, 600, 608, 611, 627, 631, 645
Threonin 11 29, 91, (224), 332, 335, 344, 436, 473, 507, 527, 556
Tyrosin 11 33, 130, 154, 210, (226, 256, 270, 304), 350, 361, 395

Tabelle 5.6: putative Phosphorylierungsstellen in dem Blow-Ortholog von D. grimshawi. Angezeigt werden
nur die durch NetPhos 2.0 mit einer Wahrscheinlichkeit von iiber 50 % angegebenen Phosphorylierungs-
stellen. Die fettgedruckten Zahlen geben Phosphorylierungsstellen an, die konserviert im Blow-Protein

vorliegen. Die in Klammern angegebenen Stellen liegen in der PH-Doméne. Tyrosin 361 entspricht dem

Tyrosin 342 aus Blow .

5.8.2 Ist Blow ein Ortholog von Skap2?

In der Dissertation von R.H. Schroter 2006 wurden die Zebrafisch-Proteine Skap1/Skap-
55 und sein Paralog Skap2/Skap55-R/Skap-Hom als Orthologe von Blown fuse postu-
liert. Diese Proteine sind vermutlich am Aufbau der immunologischen Synapse betei-
ligt (siehe [2.3.1)) und lokalisieren dort im Aktin-reichen Zentrum, &hnlich wie Blow
mit dem Aktin der FuRMAS kolokalisiert. Anders als bei Blow finden sich neben einer
PH-Domiine in beiden Proteinen C-terminal eine SH3-Domiine (Ubersichtsartikel Wang
und Rudd, 2008). Die Skap-Proteine sind in Vertebraten sehr gut konserviert (Abb. ,
Anhang). Die Proteine sind daher von besonderem Interesse, da schon eine strukturelle

Homologie von FuRMAS und immunologischen Synapsen gezeigt wurde (Kesper et al.,
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2007) und einige Aktinregulatoren in beiden Strukturen auftreten (Ubersichtsartikel
Onel und Renkawitz-Pohl, 2009).

In der Tat findet ein heuristischer Datenbankvergleich (BLAST, Altschul et al.,
1990) mit der Aminosdure-Sequenz von Blow im Zebrafisch-Proteom Skap2 als dhn-
lichstes Protein. Dabei wird der E-value mit 0.076 angegeben und die Gleichheit der
PH-Doménen betrigt 25 % withrend die strukturelle Ahnlichkeit der Doménen 48 %
betragt.

Sucht man aber mit der Aminosidure-Sequenz von Skap2 nach Homologen in Dro-
sophila wird keineswegs nur Blow ausgegeben. Vielmehr scheinen neben dem unbe-
schriebenen CG 31772 (E-value 2¢®) und dem CAP-Protein (E-value 7e”®) besonders
das Abelson interactor-Protein (Abi, E-value 2¢) und das Adaptorprotein Dock (E-
value 7e®) Ahnlichkeit mit Skap2 aufzuweisen. Dabei dhneln sich besonders die SH3-
Dominen der Proteine (42 % Identitét fiir Abi und 36 % fiir Dock. Strukturelle Ahn-
lichkeit 53 % fiir Abi und 44 % fiir Dock). Blow weist in dieser Suche einen E-value
von 0.024 auf. Ein Alignment der Aminoséuresequenzen von Blow und Skap2 finden
sich im Anhang (siche Anhang, Abb.[9.8).

Um weitere Hinweise darauf zu finden, welche Funktionen das Protein ausiiben kénn-
te und ob es Ahnlichkeiten mit Blow aufweist, wurde auch von Skap2 eine in silico
Analyse durchgefiihrt (siehe |5.9)).

5.9 Die in silico-Analyse von Skap2 findet Tyrosin 241 als

Phosphorylierungsstelle in verschiedenen Bindemotiven

Analog zu der in silico-Analyse von Blow wurde eine Analyse mit der Aminoséure-
Sequenz von Zebrafisch-Skap2 durchgefiihrt, um herauszufinden, ob es — unabhéngig
von der putativen Homologie und der PH-Doméne — weitere Ahnlichkeiten zwischen
den Proteinen gibt. Es gilt dabei zu beachten, dass Skap2, anders als Blow, neben der
PH-Doméne noch iiber eine C-terminale SH3-Doméne verfiigt, die ebenfalls aus der

Analyse ausgeschlossen wurde.

5.9.1 Die Suche nach putativen Phosphorylierungsstellen in Skap?2

Zur Vorhersage der Phosphorylierungsstellen im Zebrafischprotein Skap2 wurde der
NetPhos 2.0-Server verwendet (Blom et al., 1999). Dabei wurden fiir Skap2 10 Serine,
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5 Threonine und 5 Tyrosine als putativ phosphoryliert ausgegeben (siehe Tabelle .
Phosphorylierungen, die mit einer Wahrscheinlichkeit von weniger als 50 % angegeben
wurden, wurden nicht beriicksichtigt. Aminosdurereste, die in der PH- oder der SH3-

Doméne liegen, werden nur in Klammern angegeben.

Aminoséure | Anzahl | Position

Serin 10 13, 29, 49, 75, (120, 143, 192), 226, 228, 229
Threonin 5 70, 81, (165), 268, (305)

Tyrosin 5 89, 221, 241, 280, (307)

Tabelle 5.7: putative Phosphorylierungsstellen in Skap2. Angezeigt werden nur die durch NetPhos 2.0 mit einer
Wahrscheinlichkeit von iiber 50 % angegebenen Phosphorylierungsstellen. Die in Klammern angegebenen

putativen Phosphorylierungsstellen liegen in der PH- oder der SH3-Doméne.

5.9.2 Die Suche nach Protein-Protein-Bindemotiven in Skap2

So wie auch Blow weist Skap2 verschiedene Protein-Protein-Bindemotive auf. Aufler-
halb der PH- und SH3-Doménen weist das Protein Bindemotive fiir diverse Doménen
(FHA, PDZ, NTD, nicht-kanonische SH3, WW) sowie Glykosylierungsmotive, Phos-
phorylierungsstellen, Erkennungsmotive fiir SUMO-1, CtBP und AP, sowie Bindestel-
len fiir Prolin-dirigierte Kinasen auf.

Die Ergebnisse werden in Tabelle zusammengefasst. In Ergénzung zu der Ana-
lyse mit dem ELM-Server wurde auch fiir Skap2 eine Analyse mit dem ScanSite 2.0-
Programm durchgefiihrt. Die Ergebnisse, die damit im "High Stringency’ Modus gefun-
den wurden, finden sich in Tabelle Da auch hier nur jene Ergebnisse, die nicht in
den Doménen von Skap2 liegen, beriicksichtigt wurden, ist nur Tyrosin 241 als Motiv
fiir verschiedene Kinasen (Src, Lek, Fgr) bzw. als SH2-Doménen-Bindemotiv verschie-
dener Proteinen (Lck, She, Fgr, Fyn, Src) aufgefiithrt. Dabei ist auffallend, dass Skap2
— dhnlich wie Blow mit Tyrosin 342 — iiber ein Tyrosin verfiigt, dass knapp hinter der
PH-Domaéne liegt und von verschiedenen SH2-Doménen gebunden werden kann. Wie
in Blow sind die meisten putativen Bindepartner Kinasen, die im Fall von Skap2 sogar
in "High Stringency’-Modus mit der Kinase-Gruppe an das Tyrosin binden koénnen.
Die Ergebnisse werden in Abbildung zusammengefasst.
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Im "Medium Stringency’-Modus finden sich auch in Skap2 sehr viele weitere Inter-
aktionspartner. Darunter Erkl (P65, T268), die Casein Kinase 1 und 2 (S75, T81), die
Lck-Kinase (Y89), die Sre-Kinase (Y221), die Insulin Rezeptor-Kinase (Y221), She-SH2
(Y221), Cortactin-SH3 (Y266) und Grb-SH2 (Y280). Auflerdem werden im 'Medium
Stringency’-Modus viele weitere SH2-Doménen (SHIP, PLCg, Nck, Itk, Abl, p85) und
Kinasen (PDGFR, EGFR) als Bindepartner von Tyrosin 241 gefunden. Inwieweit diese
Partner fiir eine Funktion von Skap2 oder gar eine Funktionalitdt von Skap2 in Dro-
sophila wichtig sind, ist kaum zu bestimmen. Allerdings gibt die Tatsache, dass auch
Abelson und Nck als Partner fiir Tyrosin 241 gefunden werden, einen weiteren Hin-
weis darauf, dass dieses Tyrosin eine vergleichbare Rolle spielen kénnte wie Y342 in
Blow. Eine Phosphorylierung dieses Tyrosins in Vertebraten wurde bereits beschrieben
(Marie-Cardine et al., 1998).

’ putative Bindedoméne ‘ Aminosédure-Sequenz in Skap2 ‘ Position ‘

CtBP [PG][LVIPME][DENS|L[VASTRGE] | 25-29

FHA ..(T)..[ILV]. 7-13, 18-24, 269-275

FHA ..(T)..[DE]. 79-85

PDZ (Klasse I1T) [DE].IVL) 20-23, 25-28, 89-92, 222-225,
237-240, 241-244, 246-249

SH3 (nicht kanonisch) ...[PV]..P 246-252, 249-255, 257-263,
260-266, 263-269

NTD [PA][P][FYWIL]S[P] 250-254

WW (Klasse IV) ..[ST]P. 92-97, 265-270

CK1 (Phosph.) S..([ST))... 75-81, 78-84

CK2 (Phosph.) ..([ST]..E 10-16, 225-231

GSK3 (Phosph.) ...([ST])...[ST] 6-13, 10-17, 223-230

N-GLC (N)[P][ST] 26-31, 274-279

PIKK (Phosph.) L ([ST)Q.. 225-231

ProDKin (Phosph.) . ([ST)P.. 92-98, 265-271

SUMO [VILMAFP|K.E 23-26

AP Y..[LMVIF] 89-92, 241-244

Tabelle 5.8: Bindemotive fiir Protein-Protein-Interaktionen in Skap2. Auflistung aller "Eukaryotischen Linea-
ren Motive’ in Skap2 nach dem ELM-Server, mit Ausnahme der Motive, die in den Doménen von Skap2

liegen.
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Lck-SH2
Src-kinase She-SH2
Lek-Kinase Fgr-SH2
Fgr-kinase Fyn-SH2

Src-SH2
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Abbildung 5.13: Schematische Darstellung von Skap2. Das Bild zeigt alle putativen Bindemotive und Phos-
phorylierungsstellen, die sowohl in NetPhos 2.0 als auch im ELM-Server und im ’High Stringency’-
Modus in ScanSite 2.0 gefunden werden und die nicht in einer der Doménen liegen. Oberhalb des Pro-
teins sind die Ergebnisse aus ScanSite 2.0 dargestellt, wihrend die Ergebnisse aus dem ELM-Server

unterhalb des Proteins dargestellt sind.

putative Bindestelle | Aminosidure-Motiv in Skap2 | Protein

Y241 ILPDDDIYEELPEED Src Kinase
Lck Kinase
Fgr Kinase
Lck SH2
Shc SH2
Fgr SH2
Fyn SH2
Src SH2

Tabelle 5.9: Bindemotive fiir Doméinen spezifischer Proteine in Skap2. Auflistung der im 'High Stringency-
Modus gefundenen Bindemotive nach ScanSite 2.0. Bindemotive in der PH-Doméne wurden nicht auf-

gefiihrt.

5.10 Expressionen von skap2 im Drosophila-Embryo konnen

keine Funktionalitat des Proteins in der Fliege beweisen

5.10.1 skap2 kann in Fliegenembryonen exprimiert werden

Um zu iiberpriifen, ob Skap2 die Funktion von Blow in Drosophila-Embryonen iiber-
nehmen kann oder diese stort, sollte das Zebrafisch-Skap2-Protein ektopisch in Fliegen-

embryonen exprimiert werden. Dazu konnte ein Stamm von R.H. Schroter verwendet



5 Ergebnisse 92

werden (Dissertation, 2006), der den ORF von skap2 hinter der UAS-Sequenz auf dem
dritten Chromosom trégt. Da dieses Konstrukt kein Epitop zum Nachweis tragt und
kein Skap2-Antikorper verfiigbar ist, musste auf andere Weise die Expression des Kon-
strukts nachgewiesen werden. Dazu wurde der UAS-skap2-Stamm gegen die wg-Gal4
Treiberlinie gekreuzt, so dass skap2 im wg-Muster nachweisbar sein sollte. Schliefilich
wurde eine in situ-Hybridisierung mit einer skap2-spezifischen Sonde durchgefiihrt.
Das Ergebnis ist in Abbildung [5.14A zu sehen. Skap2 wird offensichtlich im Embryo

exprimiert; der Fliegenstamm ist also prinzipiell funktional.

+/+; +/+; UAS-skap2/sns-Gald

+/+; blow?/blow?;UAS-s| TGX;blo

Abbildung 5.14: Die Transkription von Zebrafisch-Skap2 im Drosophila-Embryo. (A) Nachweis der skap2-
Expression im Embryo auf RNA-Ebene. UAS-skap2/wg-Gald-Embryonen zeigen in einer in situ-
Hybridisierung mit einer skap2-spezifischen Sonde, dass das UAS-Konstrukt funktional ist und dass
skap2-RNA ektopisch im Embryo exprimiert wird. (B) Die Expression von Skap2 in FCs vor wild-
typischem Hintergrund. Skap2 in den FCs stért die Myoblastenfusion nicht. (C) Die Expression von
Skap2 in FCMs vor wildtypischem Hintergrund. Anterior zeigt der Embryo leichte Unregelmifig-
keiten, aber keinen generellen Fusionsdefekt. (D) Rettungsexperiment mit Skap2. sns-getriebenes
Skap2 kann den blow?-Phinotyp nicht retten. (E) Weiteres Rettungsexperiment mit Skap2. twist-
Gal4 getriebenes Skap2 kann den blow?-Phinotyp nicht retten. Die Bilder B, C, D und E zeigen das

Muskelmuster in einer anti-33-Tubulin-Antikérperfarbung.

5.10.2 Die ektopische Expression von Skap?2 stort die Myoblastenfusion
von Drosophila nicht
Wie auch fiir die UAS-Konstrukte der Blow-Varianten sollte mit UAS-skap2 iiberpriift

werden, ob eine ektopische Expression in den Founderzellen die embryonale Muskel-

entwicklung stort. Dazu wurde UAS-skap2 mit dem rols-Gald Treiber getrieben. Die
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Myoblastenfusion ist nicht gestort (Abb. ); das Muskelmuster sieht wildtypisch
aus. Es fallen keine unfusionierten Myoblasten auf.

Eine ektopische Expression von Skap2 in den FCMs in wildtypischem Hintergrund
zeigt eine dhnlich wildtypische Entwicklung der Muskulatur (Abb. ) Die Fusionen
finden in wildtypischem Ausmafl statt und das Muskelmuster ist sehr geordnet. Leichte
UnregelméafBigkeiten im anterioren Bereich des Embryos scheinen daher nicht auf feh-
lende Fusionen zuriickzufiithren zu sein, da das Fusionsvermégen in anderen Segmenten

nicht eingeschrénkt zu sein scheint.

5.10.3 Skap2 beeinflusst den blow?-mutanten Phanotyp nicht

Sollte Skap2 tatséchlich ein Ortholog von Blow sein, ist es denkbar, dass eine Expres-
sion von Skap2 den starken Fusionsphinotyp von blow® partiell retten kann. Daher
wurde der UAS-skap2-Fliegenstamm in den blow’-mutanten Hintergrund eingekreuzt
und mit Fliegen verkreuzt, die neben blow® noch twist-Gald (TGX, Abb. ) oder
sns-Gald (Abb. [5.14D) tragen. Dabei hat twist-Gal4 den Vorteil, dass er ein hoheres
Expressionsniveau hervorrufen kann als sns-Gal4.

Beide Rettungsexperimente zeigen keine Auswirkungen auf den blow®-Phinotyp.
Abbildung [5.14D zeigt einen etwas jiingeren Embryo (ca. Stadium 14), bei dem der
klassische ’bunch of grapes’-Phénotyp mit vielen unfusionierten FCMs zu sehen ist.
Abbildung [5.14E zeigt, dass auch bei einer starkeren Expression durch den twist-Gal4-
Treiber keine Rettung stattfindet. Wie in blow*-Embryonen iiblich, zeigt die Firbung
kein regelméfliges Muskelmuster mehr. Die verbleibenden, stark verdiinnten Muskeln
verlaufen héufig schriag und iiberschreiten die Hemisegment-Grenzen des Embryos. Ge-

zeigt ist ein Embryo des Stadiums 16.
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6 Diskussion

6.1 In blow”-Embryonen wird kein Blow exprimiert und die
Myoblastenfusion stoppt nach der Ausbildung des

Prafusionskomplexes

Wie unter und in Doberstein et al. gezeigt, ist der blow*-Phinotyp mit vielen un-
fusionierten Myoblasten sehr stark ausgepréigt (Doberstein et al., 1997). Dabei bilden
die Mutanten zwar gelegentlich noch zwei- bis dreikernige Precursorzellen aus; sind
aber nie in der Lage Myotuben mit wildtypischer Kernzahl zu bilden (Doberstein et
al., 1997). Mit einem Antikérper, der gegen den N-Terminus des Blow-Proteins gerich-
tet ist, wurden immunhistologische Analysen an blow*-Embryonen durchgefiihrt. Diese
zeigen eindeutig, dass in den Mutanten kein Blow-Protein nachweisbar ist (Abb. .
blow? stellt also auf Protein-Ebene eine Null-Mutante dar. Inwieweit blow?® auch eine
transkriptionelle Null darstellt, ist Gegenstand von

Eine Theorie dazu, wie es zu den initialen ersten Fusionen kommen kann, wird in
Beckett und Baylies (2007) postuliert. Darin wird vermutet, dass die ersten Fusionen
zwischen FCs und FCMs stattfinden, die ohnehin im sehr jungen Embryo benach-
bart sind und sehr eng nebeneinander liegen. Da — im Gegensatz zu dem zweiten
Fusionsschritt — in den initialen Fusionen nie die ultrastrukturellen Merkmale Pra-
fusionskomplex und elektronendichte Vesikel beobachtet werden konnten (Schréter et
al., 2006, miindliche Kommunikation S.F. Onel), scheinen die ersten Fusionen ultra-
strukturell anders abzulaufen. Die Tatsache, dass blow® Embryonen teilweise mehrker-
nige Precursorzellen ausbilden koénnen, deutet darauf hin, dass Blow fiir den ersten
Fusionsschritt z. T. abkémmlich ist. Da dariiber hinaus auch noch der Prafusionskom-
plex aufgebaut wird, scheint auch die Vesikelbildung in blow*-Embryonen zumindest
teilweise ungestort zu sein (Doberstein et al., 1997; Schroter et al., 2004). Eine putative

Funktion von Blow ist das Auflésen der Vesikel an der Fusionsstelle, was nach einer
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Hypothese von Doberstein et al. (1997) zum Aufbau der elektronendichten Plaques
fithrt. Diese Theorie spricht dafiir, dass die ultrastrukturellen Merkmale in der Tat erst
im zweiten Fusionsschritt auftreten, da blow-Mutanten teilweise erst im zweiten Schritt
in der Entwicklung stoppen. Allerdings ist der Fusionsphéinotyp fiir blow*-Embryonen
als sehr symmetrisch beschrieben worden, d.h. die Vesikel lagern sich paarweise an der
Membran der Precursorzelle und der FCMs an (Doberstein et al., 1997). Diese Sym-
metrie liesse sich nur schwer erklidren, wenn Blow tatséchlich fiir die Vesikelauflosung
verantwortlich ist, da Blow nur in den FCMs exprimiert ist (Schroter et al., 2006). Al-
lerdings sind die Beschreibungen der Signalkaskaden in Precursorzelle und FCM bislang
so unterschiedlich, dass die Ausbildung der Vesikel zwar phéanotypisch symmetrisch ist,
diese Symmetrie auf molekularer Ebene aber nicht gegeben sein mufl. Sollte Blow also
tatsdchlich fiir das Auflosen der Vesikel vonnéten sein, miisste ein analoger 'Player’
die Aufgabe in den Precursorzellen iibernehmen. Neuere Daten lassen dies allerdings
unwahrscheinlich erscheinen: Mit der Beschreibung sing-Phénotyps ist eine Mutante
gefunden worden, die auch nach der Ausbildung des Prafusionskomplexes in ihrer Ent-
wicklung stoppt, bei der aber — anders als bei blow® — eine Anhdufung von Myotuben
mit Priafusionskomplexen beschrieben wurde (Estrada et al., 2007). Daher scheint Sing
ein besserer Kandidat fiir die Auflosung der Vesikel zu sein als Blow, da es hier zu keine
Akkumulation von Prafusionskomlexen kommt (Doberstein et al., 1997).

Es wire interessant, zu sehen, ob Embryonen schon in den ersten Fusionsschritten
FuRMAS ausbilden (siehe fir weitere Diskussionen), da diese Struktur Blow im
Aktin-reichen Zentrum enthélt. Da FURMAS als Kontaktstrukturen beschrieben sind
(Kesper et al., 2007), ist es moglich, dass die Fusion zwischen eng benachbarten Zellen
auch ohne FuRMAS ablaufen kann, was im Einklang mit dem blow*-Phénotyp stinde,

da in diesem die ersten Fusionen teilweise stattfinden konnen.

6.2 Die Sequenzierung von blow? zeigt eine Deletion von 271 bp

sowie drei Basenaustausche auf

Obwohl das blow?*-Allel schon 1993 durch eine EMS-Mutagenese hergestellt wurde (Van
Vactor et al., 1993) und sein starker Phéanotyp in der Myoblastenfusion seit 1997 be-
schrieben ist (Doberstein et a., 1997), wurde bislang noch nicht die molekulare Lésion
des Allels beschrieben. In dieser Arbeit ist es gelungen, durch Einzel-Embryo-PCR

an homozygoten blow®~-Embryonen zu zeigen, dass blow® neben einem Basenaustausch
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in der 5’UTR und einem weiteren Basenaustausch im zweiten Intron des Gens eine
Deletion von 271 Basenpaaren trigt (5.2).

Ob der Basenaustausch in der 5" UTR eine Rolle spielt, ist schwer vorherzusagen. Es
ist schwierig zu beurteilen, ob die betroffene Base fiir die Funktion der 5’UTR, also fiir
die Translationsinitiation, wichtig ist, aber bisher sind keine Hinweise darauf publiziert
worden (siche auch [6.4)).

Es ist auBerdem nicht unmoglich, dass der zweite Basenaustausch, der in dem zweiten
Intron des Gens liegt, eine Rolle spielt. Allerdings wurde in Schroter et al. (2006)
mittels Reportergenexpression gezeigt, dass die Enhancer, die die blow-Expression im
viszeralen und somatischen Mesoderm steuern, im ersten Intron liegen und daher nicht
von dem Basenaustausch betroffen sind.

Die Deletion dagegen ist mit 271 bp relativ grof3 und liegt zudem {iber der zweiten
Intron-/Exongrenze, so dass die SpleiB-Akzeptorsite des zweiten Exons nicht mehr
vorliegt. Damit kann das zweite Exon nicht mehr als solches erkannt werden und wiirde
voraussichtlich im Spleiivorgang entfernt. Da die Deletion aber im zweiten Exon endet,
spricht nichts dagegen, dass die Donorsite des Exons wildtypisch vorliegt. Fiir den
Spleifivorgang bedeutet das allerdings, dass das zweite Exon nicht einfach iibersprungen
werden kann, so dass eine RNA fiir ein verkiirztes Blow-Protein vorlédge. Vielmehr ist
davon auszugehen, dass die Donorsite des zweiten Exons den Spleiivorgang stort, da
auf die Donorsite des ersten Exons eine weitere Donorsite (des zweiten Exons) folgt. Ein
weiterer Basenaustausch, kurz nach der Deletion im zweiten Exon bleibt ohne weitere
Bedeutung, da das zweite Exon insgesamt nicht translatiert werden kann.

Da fiir Eukaryoten bekannt ist, dass mRNAs, die starke Stérungen aufweisen, abge-
baut werden, scheint die Produktion von einem verkiirzten Blow-Protein in blow?*-
mutanten Embryonen unwahrscheinlich (Ubersichtsartikel Doma und Parker, 2007;
Conti und Izaurralde, 2005). Dafiir sprechen auch die Ergebnisse der Histochemie.
in situ-Hybridisierungen an blow*-Embryonen zeigen kaum RNA von blow (Doberstein
et al., 1997). Der Befund steht in Ubereinstimmung mit der molekularen Analyse des
blow*-Allels, und der Interpretation, dass auch kein verkiirztes Protein von Blow in den
Mutanten gebildet wird.

Seit einer Veroffentlichung von Beckett und Baylies (2007) wird erneut diskutiert, ob
die Myoblastenfusion in zwei Schritten verlduft wie in Rau et al. (2001) und Schroter
et al. (2004) postuliert. Dabei stiitzte sich die Zwei-Schritt-Theorie u. a. darauf, dass

einige Mutanten — wie blow® — zwar zwei- bis dreikernige Precursorzellen, aber niemals
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Myotuben mit einer wildtypischen Kernanzahl ausbilden konnen. Beckett und Baylies
stellten dagegen, dass gerade blow’-mutante Embryonen nur in seltenen Féllen Zellen
mit mehr als einem Kern ausbilden und dass diese Zellen durch einen nicht vollsténdig
ausgepragten Phénotyp der Mutante zustande kommen. Durch meine Sequenzierung
des blow*-Allels scheint diese Theorie wenig wahrscheinlich. Da blow? eine gréfiere Dele-
tion trégt, die zusammen mit den histochemischen Befunden zeigt, dass in der Mutante
gar kein funktionales Transkript bzw. Protein gebildet wird, handelt es sich bei blow?®
um eine genetische Null-Mutante. Eine unvollstindige Ausbildung des blow?-Phéno-
typs scheint daher ausgeschlossen, da keinerlei Protein eine Restfunktion iibernehmen
konnte. Auch die Existenz eines Proteins mit einer redundanten Funktion zu Blow ist
nicht wahrscheinlich. Dafiir spricht der sehr starke Fusionsphénotyp der Mutante (siehe
51).

Zusammengenommen spricht die Sequenzierung des blow?-Allels also fiir die Existenz
des Zwei-Schritte-Modells der Myoblastenfusion. Dabei ist Blow zumindest fiir die Ent-

stehung einiger Muskeln fiir die Fusionen nach dem Precursorzell-Stadium wichtig.

6.3 Blow konnte der in silico-Analyse nach mit verschiedenen
Proteinen interagieren; dabei scheint das Tyrosin 342 eine

besonders wichtige Rolle zu spielen

6.3.1 Eine Phosphorylierung von Tyrosin 342 scheint sehr wahrscheinlich

Durch fortschreitende Entwicklung in den Algorithmen der Programme zur Analyse
von DNA- und Protein-Sequenzen zeichnet die Analyse der Blow-Sequenz heute ein
etwas anderes Bild als in der Dissertation von R.H. Schréter 2006 (siehe [5.3.1)).

Nach wie vor erkennen aber die verwendeten Programme NetPhos, ELM-Server und
ScanSite in dem Tyrosin 342 ein Bindemotiv fiir verschiedene Proteine, insbesondere
Kinasen. Nicht alle Kinasen, die hypothetisch mit dem Tyrosin interagieren, zeigen al-
lerdings auch ein Expressionsmuster, dass eine Involvierung in die Muskelentwicklung
bei Drosophila nahe legt (BDGP in situ-Projekt, Tomancak et al., 2002). Die Src-
und Abelson-Kinasen zeigen ein passendes Expressionsmuster und kommen fiir eine
Phosphorylierung und/oder Interaktion mit Blow in Frage. Schon in meiner Diplomar-
beit 2005 sowie in der Dissertation von R.H. Schréter (2006) wurden mutante Phéno-

typen von abelson und src analysiert. Dabei zeigten die beiden abelson-Allele abl’ und
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abl einen klaren Myoblastenfusionsphiinotyp mit vielen unfusionierten Myoblasten,
wahrend weder src42A- noch src64B-mutante Embryonen einen eindeutigen Fusions-
defekt aufweisen. Daher ist die Abelson-Kinase ein guter Kandidat fiir die Phosphory-
lierung von Blow, zumal Tyrosin 342 in dem konservierten Abelson-Motiv I-Y-E-E-P
liegt. Sowohl die Src-Kinasen als auch die Abelson-Kinase zeigen maternal exprimierte
RNA (Wadsworth et al., 1985, Takahashi et al., 1996, Bennett und Hoffmann, 1992).
Eine funktionale Bedeutung von Tyrosin 342 wird auch durch den Sequenz-Vergleich
zwischen den Drosophila-Arten bekréftigt, da in allen untersuchten Arten das Abelson-
Motiv absolut konserviert vorliegt (siehe [5.8.1]).

Natiirlich ist es moglich, dass die Src-Kinase auch eine Rolle in der Myoblastenfusion
spielt. Zum einen werden Kinasen héufig redundant verwendet, so dass die Mutation
einer Kinase nicht unbedingt einen drastischen Phénotyp hervorruft (Lu und Li, 1999).
Dieser Moglichkeit sollte mit der Analyse von Doppelmutanten nachgegangen werden.
Zum anderen ist es denkbar, dass die Src-Kinase Blow in anderem zelluldrem Kontext
als Abelson phosphoryliert.

Bislang steht der Beweis, dass Blow von Abelson phoyphoryliert wird, allerdings noch
aus. Zwar wurden in meiner Diplomarbeit klare Evidenzen dafiir gefunden, dass Blow
phosphoryliert wird, aber auch ein in vitro-Assay konnte nicht beweisen, dass Abelson
die phosphorylierende Kinase ist. Rettungsexperimente, in denen abelson-Mutanten
durch eine Uberexpression von Kette gerettet werden sollen, konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr ausgewertet werden. FEine Rettung wiirde in diesem Fall bekraftigen,
dass Abelson Blow aktiviert, da Kette als genetischer Interaktionspartner von Blow
nach Blow agiert (Schréter et al., 2004). Wenn Kette also abelson-Mutanten — dhnlich
wie blow-Mutanten — retten kann, wiirde dies fiir eine Involvierung Abelsons in die

Signaltransduktionskette oberhalb von Kette sprechen.

6.3.2 Ein Adaptorprotein, z. B. Dock, nicht aber Crk, konnte iiber eine
Interaktion mit Blow weitere Schliisselproteine zu den FURMAS

rekrutieren

Neben diversen Kinasen wurden auch zwei Adaptorproteine als Interaktionspartner von
Blow vorhergesagt: ScanSite findet Nck als putativen Interaktionspartner von Tyrosin
342 sowie Crk als Interaktionspartner von P360 und Y378 (5.4).

Da bis heute nicht geklért ist, wie das Fusionssignal von dem Rezeptormolekiil Sns zu
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Blow vermittelt wird, war Crk dabei von besonderer Bedeutung. Eine Interaktion von
Mbec und Crk ist eindeutig belegt (Galletta et al., 1999), so dass eine Signaltransduktion
von dem Adhésionsmolekiil Sns iiber Mbe und Crk zu Blow moglich schien. 2006 wurde
allerdings gezeigt, dass Mbc auch mit deletierter Crk-Bindestelle den mbc-mutanten
Phénotyp retten kann (Balagopalan et al., 2006). Ein globaler Hefe-2-Hybrid-Versuch
hat dariiber hinaus die Interaktion von Blow und Crk detektiert (Giot et al., 2003).
Da in globalen Interaktionstests das Auftreten von falsch-positiven Ergebnissen nicht
ausgeschlossen werden kann, sollte die Interaktion verifiziert werden. Dazu habe ich in
meiner Diplomarbeit 2005 bereits die Spleifivariante CrkL (mit l&ngerer SH2-Doméne)
mit BlowAN-113 getestet. Eine Interaktion konnte dabei nicht nachgewiesen werden.
In dieser Arbeit wurde das Experiment mit der Spleilvariante CrkS durchgefiihrt.
Auch hier konnte keine Interaktion nachgewiesen werden (siehe [5.4)). Zusammenfassend
sagen die Ergebnisse des CytoTrap-Assays also aus, dass BlowAN-113 nicht mit Crk
interagiert. Dass die fehlenden N-terminalen 112 Aminosduren fiir eine Interaktion
notig sind, scheint gegenwértig nicht wahrscheinlich, da die in der in silico-Analyse
gefundenen Bindemotive dort nicht lokalisiert sind.

Zweifelsohne schliefit dieses Ergebnis nicht aus, dass Blow {iber ein weiteres Pro-
tein indirekt mit Crk interagiert. Aulerdem ist es moglich, dass Blow phosphoryliert
vorliegen muss, um eine Interaktion mit Crk zu gewéhrleisten. SH2-Doménen binden
héaufig an phosphorylierte Tyrosine. Eine Mo6glichkeit, das zu testen, wire die putative
Kinase gleichzeitig mit Blow in Hefe zu exprimieren. Als "intelligent guess’-Kinase kénn-
te folglich die Abelson-Kinase mitexprimiert werden (siche[6.3.1)). Alternativ kénnte das
phosphomimetisch verdnderte Blow-Konstrukt als Beutekonstrukt verwendet werden.
Sowohl die Interaktion iiber ein Mediatorprotein als auch die putative Voraussetzung,
dass Blow fiir eine Crk-Interaktion phosphoryiert vorliegen muss, konnte auch durch
Immunprézipitationen mit Embryonen-Proteinextrakt geklart werden.

Neben den vorhergesagten Interaktionsstellen fiir Crk ist die vorhergesagte Inter-
aktion mit der SH2-Doméne von Nck interessant. Das Drosophila-Homolog von Nck
ist das Adaptorprotein Dreadlock (Dock). Laut dem BDGP in situ-Projekt ist dock
nicht im Mesoderm exprimiert, allerdings zeigen neue, unversffentlichte Analysen mit
einem Dock-Antikorper durchaus eine Expression im Mesoderm (Schéfer et al., in Vor-
bereitung). Dock verfiigt iiber drei SH3-Doménen und eine SH2-Doméne. Wihrend die
SH2-Doméne des Vertebratenhomologs Nck an phosphorylierte Tyrosinreste, z. B. von

Rezeptoren bindet, schaffen die SH3-Doménen den Kontakt zu weiteren Proteinen, so
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dass das Protein insgesamt als Adaptor wirkt (Lettau et al., 2009). Es ist bekannt, dass
Dock mit mindestens zwei Proteinen (genetisch) interagiert, die fiir die Myoblasten-
fusion von Bedeutung sind. In Drosophila zeigen Doppelmutanten von dock und kette
eine genetische Interaktion in der Neurogenese auf (Hummel et al., 2000). Die Verte-
bratenhomologe Nck und Hem-2 interagieren auch physikalisch miteinander (Kitamura
et al., 1996 und 1997). Auch eine genetische Verbindung von Blow und Kette konnte
durch Rettungsexperimente bereits gezeigt werden (Schréter et al., 2004).

Auflerdem ist eine direkte Interaktion von Nck und WASP in der immunologischen
Synapse beschrieben (Rivero-Lezcano et al., 1995; Lettau et al., 2009; Ubersichtsartikel
Buday et al., 2002). Interessanterweise ist die immunologische Synapse eine der Struk-
turen, die in Kesper et al. (2007) als strukturell homolog zu den FuRMAS beschrieben
wurde. Es wird davon ausgegangen, dass die FuRMAS-Struktur in ihrem Aufbau mit
dem Aktin-reichen Zentrum und dem Adhésionsring der immunologischen Synapse
dhnelt und dass einige Aktinregulatoren in beiden Strukturen eine Rolle spielen (siehe
Einleitung, Kesper et al., 2007; Onel und Renkawitz-Pohl, 2009).

Weitere Bedeutung erlangt die putative Interaktion von Blow mit Dock/Nck durch
den publizierten Pathway des Dok-Proteins ('Downstream of Kinase-Protein). Das
Dok-Protein, das aus Abl transformierten B-Zellen isoliert wurde und u.a. eine PH-
Doméine besitzt, interagiert nach einer Phosphorylierung durch Abelson mit der SH2-
Doméne von Nck (Buday et al., 2002). Nck und seine Interaktionspartner werden dann
durch die PH-Doméne von Dok an die Plasmamembran rekrutiert (Noguchi et al.,
1999; Buday et al., 2002). Blow weist durch seine PH-Doméne, sowie durch die putati-
ve Abelson-Phosphorylierungsstelle und die putative Dock/Nck-Bindestelle Ahnlichkeit
zu Dok auf . Es scheint also moglich, dass Blow in der Myoblastenfusion eine
dghnliche Rolle wie Dok iibernimmt und nach einer Phosphorylierung, die als Relo-
kalisationssignal wirkt, mittels seiner PH-Doméne das Nck-Homolog Dock und seine
Bindepartner an die Plasmamembran rekrutiert. Damit konnte Blow eine Plattform
am Fusionsort schaffen, an die die Fusogene rekrutiert werden konnen. In Drosophila
existiert ein Dok-Protein, dass nicht zu Blow homolog ist (FlyBase, NCBI). Das Pro-
tein ist nur eingeschréankt untersucht worden, und bislang wurde nur eine Rolle im
Dorsalschluss postuliert (Biswas et al., 2006). Da fiir ein Adaptorprotein aber viele
Interaktionspartner vorauszusetzen sind, kénnten Dok und Blow auch in parallelen
Signalwegen mit Dock interagieren.

Auch transiente Zell-Matrix Interaktionsstrukturen wie Podosomen und Invadopodi-
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en weisen strukturelle und molekulare Ahnlichkeiten mit den FuRMAS auf (Onel und
Renkawitz-Pohl, 2009).

In Invadopodien existiert ein Signalweg, in dem Src das sogenannte Tks5-Protein
phosphoryliert, das daraufhin mit Nck interagieren kann und WASP aktiviert. Dabei
wurde postuliert, dass die PX-Doméne von Tks5 die Rekrutierung zu den Invadopodien
vermittelt (Stylli et al., 2009). Da Blow in das Aktin-reiche Zentrum der FuRMAS lo-
kalisiert, sind auch hier die Elemente einer anfdnglichen Phoshorylierung, einer Reloka-
lisation zur Membran bzw. zum Aktin sowie eine (mogliche) Interaktion mit Nck/Dock
gegeben.

Zusammengenommen ergeben die Daten der in silico-Analyse und Literaturrecher-
che, dass Blow vermutlich von Abelson an Tyrosin 342 phosphoryliert wird und dar-
aufhin durch die PH-Doméne in das Zentrum der FuRMAS lokalisiert, wobei eine
Interaktion mit dem Adaptorprotein Dock zur Rekrutierung weiterer Schliisselprote-
ine fithren kann. Dariiber hinaus kénnte Dock mit seiner SH2-Doméne auch mit Sns
interagieren.

Eine Interaktion konnte mittels Hefe-2-Hybrid-Experimenten oder Co-Immunoprézi-

pitationen nachgewiesen werden.

6.4 Durch die Expression von blowFL und blowAN-113 konnte
der blow?-Phinotyp nicht gerettet werden

Die Tatsache, dass weder die UAS-blowFL- noch die UAS-blowA N-113-tragenden Flie-
genlinien fihig sind, den blow*-Phinotyp zu retten , ist sehr iiberraschend. Selbst
wenn der N-Terminus des Blow-Proteins fiir die Funktion unersetzlich sein sollte, hiatte
die Expression von BlowFL mittels der UAS-blowF L-Fliegen den wildtypischen Zustand
wieder annéhernd herstellen sollen. Dies gilt insbesondere dann, wenn der twist-Gal4-
Treiber verwendet wurde, der eine starke Expression im Mesoderm hervorruft. Da eine
ektopische Expression der UAS-Konstrukte in den FCs die Entwicklung nicht stort
(siehe , sollte auch die Tatsache, dass eine Expression mit Hilfe des twist-Gal4-
Treibers die Proteine sowohl in FCs als auch in FCMs treibt, kein Problem darstellen.
Eine Expression, die zelltypspezifisch nur in den FCMs gesteuert wurde (siche
und D), zeigte ebenfalls keine Rettung, wobei der dazu verwendete sns-Gald-Treiber
deutlich weniger starke Expressionen hervorruft. Zudem konnte die Expression der

Proteine durch eine anti-Blow-Farbung an wg-Gal4-tragenden Embryonen eindeutig
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bewiesen werden (5.5.2)).

Durch eine RT-PCR an mRNA von Embryonen konnte ausgeschlossen werden, dass
die zweite putative Spleivariante des Proteins, Blow-RC, exprimiert wird (Abb. .
Eine in silico-Analyse der genomischen Region von blow bestétigt dariiber hinaus den
postulierten Anfang des ORFs, so dass davon ausgegangen werden muss, dass der
einzige, transkribierte ORF des Gens in den Rettungskonstrukten vorliegt und dennoch
zu keiner Rettung von blow® fiihrt.

Eine Regulation der Proteinlokalisation iiber den Leader (5’UTR) oder Trailer (3'UTR),
wie es fiir andere Gene bekannt ist, ist aus meiner Sicht auch keine wahrscheinliche Er-
kldrung fiir die misslungene Rettung. Tatsdchlich werden zwar 70 % aller mRNAs in
Drosophila subzellulér lokalisiert (Lecuyer et al., 2007), so dass eine Lokalisation der
mRNAs eine weitere Regulationsebene der Gene darstellen kann, die bei einer Ex-
pression mittels des UAS-ORF-Konstruktes fehlt. Aber durch Immunhistologie konnte
bereits beobachtet werden, dass das Blow-Protein zunéchst im Zytoplasma verteilt vor-
liegt und nach der Zell-Zell-Adhésion zu dem Fusionsort lokalisiert (Kesper et al., 2007).
Wenn also die Lokalisation nach der Translation des Proteins statt findet, scheint eine
vorherige Lokalisation der mRNA unwahrscheinlich. Sollte diese Moglichkeit dennoch
experimentell ausgeschlossen werden, so konnte man UAS-Konstrukte klonieren, bei
denen jeweils der Leader oder der Trailer des Gens an den ORF von blow fusioniert
wird. Wenn der ORF auflerdem noch an GFP fusioniert wird, konnte man direkt im
Mikroskop verfolgen, ob der Leader oder der Trailer eine Rolle in der subzelluldren
Lokalisation des Proteins spielt.

Diese Konstrukte kénnen auch dazu verwendet werden, zu iiberpriifen, ob die Blow-
Translation oder die mRNA-Stabilitdt ohne die 5’UTR bzw. 3’'UTR herabgesetzt ist,
wie es fiir andere Proteine gezeigt werden konnte. So ist z. B. die mRNA des Apolipo-
proteins B durch cis-regulatorische Elemente in der 5" und 3’UTR charakterisiert, deren
Deletion das Expressionsniveau des Proteins erheblich herabsetzen (Pontrelli et al.,
2004). Gegen diese These spricht zwar, dass das BlowFL-Protein im Embryo nachge-
wiesen werden konnte , aber eine Deletion der UTRs muss keineswegs mit der
totalen Ablation der Proteinexpression einhergehen, sondern eher mit der Reduktion
des Proteins, wie auch fiir das Apolipoprotein B gezeigt wurde (Pontrelli et al., 2004).
Eine Verstdarkung der Expression kénnte auch iiber das Einkreuzen eines Verstérker-
stammes erfolgen, der UAS-gal4 auf allen drei Chromosomen trégt. Dass ein zu hohes

Expressionsniveau einer Rettung nicht im Weg steht, konnte durch die Uberexpression
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von BlowFL in den FCMs durch den sns-Treiber gezeigt werden (Abb. [5.10).

Falls tatsdchlich die Expressionshohe des Proteins zu niedrig fiir eine Rettung ist,
kann das auch einen anderen Grund haben. Sollte der Integrationsort von UAS-blowFL
auf dem Chromosom in einer Region liegen, die im Mesoderm schwer aktivierbar ist,
kann das die Expression herabsetzen, ohne dass ein cis-Element in einem der UTRs

existieren muss.

Ein vollig anderer Ansatz zur Erklarung der fehlenden Rettung durch UAS-blowFL
ist die Moglichkeit, dass das blow*-tragende Chromosom noch eine weitere Mutation
triagt. Durch Farbungen mit anti-FASITI-Antikérper wurde bereits festgestellt, dass
noch eine weitere Mutation in dem FASIII-kodierenden Gen (oder in einem Gen fir
seine Bildung/Stabilisierung) auf dem Chromosom liegt . Das bedeutet also, dass
in der EMS-Mutagenese noch ein dritter Hit auf dem blow*tragenden Chromosom
liegen miisste, wenn das der Grund fiir die fehlende Rettung sein sollte. Zudem miisste
diese dritte Mutation ein Gen betreffen, das d&hnlich wie blow in der Myoblastenfusion
wirkt oder fiir die Stabilitiat/Funktion des Blow-Proteins mitverantwortlich ist. Da das
blow'-Allel den gleichen Phénotyp zeigt wie blow? kann ausgeschlossen werden, dass der
mutante Phénotyp auf die putative dritte Mutation des Chromosoms zuriickgeht. Ein
weiterer Rettungsversuch bei dem die transheterozygote Situation blow?/blow’ gerettet
wird, konnte diese Erklarung verifizieren.

Die Hypothese, dass auf dem blow*-Chromosom ein weiteres fusionsrelevantes Gen
betroffen ist, schien zunichst noch ein weiteres irritierendes Merkmal des blow?-Phéno-
typs erkldren zu konnen: Obwohl Blow nachweislich nur in den FCMs exprimiert ist
(Schréter et al., 2006, Kesper et al., 2007), zeigen blow*-Embryonen im Elektronenmikro-
skop einen stark symmetrischen Phénotyp (Doberstein et al., 1997). Dabei lagern sich
die elektronendichten Vesikel paarweise an den Membranen von Precursorzelle und
FCM an; diese Struktur wird aufgelost, aber die Membranen bleiben auf beiden Sei-
ten intakt. Wieso es zu diesem symmetrischen Stopp in der Entwicklung von blow?-
Embryonen kommt, obwohl Blow nur in einem der Zelltypen exprimiert wird, konnte
bislang nicht gekldrt werden. Eine weitere Mutation auf dem Chromosom eréffnete
die Moglichkeit, dass ein weiteres Gen, das entweder in beiden Zelltypen oder nur in
den Precursorzellen exprimiert wird, fiir die Symmetrie (mit)verantwortlich ist. Dabei
muss beachtet werden, dass die putative zweite Mutation in der lichtmikrokopisch-

beschreibaren Entwicklung nicht vor blow stoppen darf, da der blow*~-Phénotyp durch
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den identischen blow!-Phénotyp verifiziert ist. Die Ausbildung von Precursorzellen,
sowie die Zell-Zell-Erkennung und -Adhésion miissten also auch in der putativen Mu-
tante noch gewéhrleistet sein. Mit dem Fund, dass es in sing-Mutanten im Gegensatz
zu blow’-Embryonen aber zu einer Anhiufung von Myotuben mit Prifusionskomplexen
kommt (Estrada et al., 2007), scheint diese Hyopothese allerdings an Gewicht zu ver-
lieren: Da es in blow®~Embryonen keine Akkumulation von Prifusionskomplexen gibt,
scheint das Auflosen der Vesikel auch ohne Blow noch gewihrleistet zu sein, so dass
blow*-Tiere spiter in ihrer Entwicklung stoppen als sing-Mutanten. Der symmetrische
Phinotyp in blow?® entspricht also eher der wildtypischen Situation in diesem Moment
und entkriftet die Hypothese, dass Blow fiir die Vesikelauflosung verantwortlich ist
(siehe , Doberstein et al., 1997). Fiir diese Aufgabe konnte stattdessen Sing notig

sein.

6.5 Duf-, Rst- und Sns-unabhangige Zelladh&sionen reichen aus,

um Blow an Zellkontakten zu konzentrieren

Abbildung[5.12|zeigt, dass Blow gelegentlich auch noch in Mutanten lokalisiert, in denen
keine Fusionen mehr stattfinden und bei denen die Zell-Zell-Adhésionen vollkommen
inhibiert sind (duf, rst). Dies ist insofern iiberraschend, da gezeigt wurde, dass Blow
erst nach einer Adhésion der Myoblasten zu dem Ort der Fusion akkumuliert (Kesper
et al., 2007). Da allerdings in den mutanten Embryonen weniger Blow-Akkumulationen
als im Wildtyp zu finden sind, kann es sich bei den gezeigten Exemplaren um zuféllige
Kontakte von Myoblasten handeln, da eine gezielte Adhésion von Myoblasten ohne die
founderzellstammigen Signalmolekiile nicht moglich ist. Aulerdem ist das in den FCMs
exprimierte SH3-Doménen-Protein Mbc nicht fiir die Lokalisation von Blow nétig (Abb.
). Da Mbc iiber seine Crk-Bindedoméne mit dem Adaptorprotein Crk interagiert
(Erickson et al., 1997) scheint es auch unwahrscheinlich, dass Crk fiir die Lokalisation
notig ist; zumindest ist die Interaktion mit Mbc dafiir ohne Bedeutung (Balagopalan et
al., 2006). Eine direkte Interaktion von BlowAN-113 und Crk konnte ohnehin bereits
ausgeschlossen werden (siehe oben).

Die Tatsache, dass Blow prinzipiell auch dann lokalisieren kann, wenn die Féahig-
keit zur Fusion im Embryo komplett verloren ist zeigt aulerdem, dass FuRMAS prin-
zipiell auch im ersten Fusionsschritt auftreten koénnen: Da mbc-Mutanten gar keine

Fusionen durchfiihren kénnen (Erickson et al., 1997), kann es in diesen Tieren nie zu
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der Ausbildung von Precursorzellen und damit auch nie zu dem Erreichen des zwei-
ten Fusionsschrittes kommen. Die Zelladhésion ist jedoch in mbc-Mutanten erfolgreich;
die ringférmigen Sns und Duf-Verbindungen wurden beobachtet (Kesper et al., 2007).
Das stellt die Frage, ob diese Adhésion ausreicht, um Blow zu rekrutieren und um die
Aktin-Foci aufzubauen, um also die FuRMAS zu bilden. Die beobachtete Lokalisierung
von Blow — die zusammen mit Aktin den zentralen Teil der FuRMAS-Struktur bildet —
sagt damit aus, dass schon im ersten Fusionsschritt die FuRMAS-Bildung mit Aktin-
Foci moglich ist. Dies stellt eine neue Erkenntnis dar, da FuRMAS mit Aktin-Foci
bisher in spéateren Fusionsschritten beobachtet wurden und entkriftet das Argument,
dass die FuRMAS nur im zweiten Fusionsschritt auftreten, da der erste Fusionsschritt
nur zwischen Zellen stattfindet, die benachbart liegen und daher keine stabilsierende
Adhésionsstruktur benotigen (Dissertation R.H. Schroter).

Auch Imd-Embryonen fusionieren nicht vollstdndig und bestétigen insofern die oben
genannten Thesen (Duan et al., 2001). Das verwendete Imd”???-Allel wurde aber noch
nicht molekular charakterisiert, so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sich
um ein hypomorphes Allel handelt. Anders als Duf, Rst oder Mbc ist Lmd nur in
den FCMs exprimiert und stellt dort den einzigen bekannten FCM-spezifischen Trans-
kriptionsfaktor dar. Lmd ist fiir die Expression von Sns und dem Transkriptionsfaktor
Mef2 in FCMs nétig (Duan et al., 2001). Da sich auch in Imd?*%*-Embryonen Blow-
Lokalisierungen detektieren lassen (Abb. ’), folgt daraus wiederum, dass weder
die Zielgene von Mef2 noch Sns fiir die Lokalisation von Blow essentiell sind. Die Analy-
se der sns®*"?>-Embryonen bestitigt diesen Befund fiir Sns (Abb. [5.12D). Die Tatsache,
dass Sns fiir eine Akkumulation von Blow gelegentlich abkémmlich ist, ist iiberraschend.
Zwar kann es — dhnlich wie bei duf, rst-Mutanten — sein, dass die Zell-Zell-Kontakte
zufillig bestehen, aber da Sns das membranstédndige Adhésionsmolekiil der FCMs ist,
liegt die Vermutung nahe, dass die intrazelluldire Doméne von Sns fiir eine Rekrutie-
rung von Blow zur Membran wichtig ist. Ahnliches konnte auf Seite der Precursorzelle
gezeigt werden, wo die intrazellulire Doméne des Adhésionsmolekiils Duf mit dem
Multidoménen-Protein Rols interagiert (Menon et al., 2005, Kreiskother et al., 2006).

20-23 ist die intrazelluldire Doméne allerdings nachweis-

In der analysierten Mutante sns
lich nicht mehr vorhanden, da ein Stopp-Codon am Anfang des Gens liegt (miindliche
Kommunikation S. Abmayr), so dass eine Funktion der intrazelluliren Doméne fiir
die Blow-Lokalisierung ausgeschlossen werden kann. Diese Beobachtung passt zu der

Beschreibung der FURMAS, da fiir diese gezeigt wurde, dass Blow im Inneren der
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Struktur mit Aktin kolokalisiert und nicht mit den Adhésionsmolekiilen, also Sns, im
aufleren Ring kolokalisiert. Daher scheint einzig die Adhésion der FCM zu einer ande-
ren Zelle fiir die Akkumulation notig zu sein. Dazu passt die Beobachtung, dass auch
dann eine Blow-Lokalisation stattfindet, wenn sich die FCM irrtiimlich an die Epider-
mis anlagert (Abb.[5.12D’). Wie allerdings der Kontakt, der zu einer Akkumulation des
Blow-Proteins und damit zur FuRMAS-Bildung fiihrt, von anderen Zell-Zell-Kontakten
unterschieden wird, ist noch unklar. Fiir die eigentliche Lokalisation verfiigt Blow iiber
eine PH-Doméne. PH-Doménen sind durch ihre Bindung an Phosphoinositole oft mit
Membranrekrutierungen verbunden (Ubersichtsartikel Lemmon, 2004 und 2008).

2009 konnte gezeigt werden, dass das membranstindige Protein Hibris bei Uber-
expression die Funktion von Sns partiell {ibernehmen kann (Shelton et al., 2009).
Daher bleibt die Méglichkeit, dass die intrazellulire Doméne von Hibris in sns®%-?%-
Embryonen die Blow-Rekrutierung an die Membran iibernimmt. Allerdings haben Ex-
perimente mit chiméren Proteinen, die iiber die extrazellulire Doméne von Sns und
die transmembran- und intrazellulire Domé&ne von Hibris verfiigen, gezeigt, dass die
Transmembran- und intrazelluldren Bereiche von Hibris dieselben Bereiche von Sns nur
ungeniigend ersetzen kénnen (Shelton et al., 2009). Gegen eine direkte Abhéngigkeit
der Lokalisation von Blow durch die intrazellulire Doméne spricht auflerdem die Ko-
lokalisation von Blow mit Aktin im Zentrum der FuRMAS und die Lokalisation bei
Attachment an die Epidermis.

Einfacher zu interpretieren ist die gezeigte Akkumulation von Blow in kette-Mutanten.
Blow lokalisiert an den Zellkontakten (Abb. [5.12F’) und da fiir Kette gezeigt wurde,
dass es stromabwiérts von Blow agiert (Schréter et al., 2004), ist nicht zu erwarten
gewesen, dass ein Fehlen des Kette-Proteins die Lokalisation von Blow stort. Insofern
ist das Ergebnis eine Bestétigung der postulierten Reihenfolge in der Signalkaskade der
FCMs.

Dass die Embryonen des arp3*¢wdchiing_Allels eine Lokalisation von Blow zeigen (Abb.
5.12G’), ist wenig verwunderlich, da arp3 iiber eine starke maternale Komponente
verfiigt und somit selbst homozygote Tiere zumindest noch die Fusionen bis zur Precur-
sorzelle ausbilden. Da elektronenmikroskopische Bilder zeigen, das arp3*chwdhing_Tiere
die Fusionspore noch bilden kénnen, dann aber nicht mehr zur Integration der FCMs
fahig sind (Berger et al., 2008), ist es auBerdem denkbar, dass die Lokalisation von
Blow auch iiber das Precursorstadium hinaus nicht durch fehlendes Arp3 gestort wird:

Da die Lokalisation von Blow die Bildung eines FuRMAS anzeigt, was wiederum die
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Fusionsstruktur darstellt in deren Mitte voraussichtlich die Fusionspore gebildet wird
(Kesper et al., 2007), kann nicht davon ausgegangen werden, dass ein Stopp in der
Entwicklung nach der Fusionspore die Lokalisation von Blow an der Membran stort.
Irritierenderweise scheint nach préliminiren Analysen aber gerade in den arp3schwachling_
Embryonen weniger Blow exprimiert oder lokalisiert zu sein und G’). Da aller-
dings Blow nicht mehr in bereits fusionierten Zelle exprimiert ist und hoéchstens in
spateren Stadien wieder in den Muskelenden detektierbar wird, kann es sein, dass das
Blow-Protein in den Myoblasten, die bereits eine Fusionspore gebildet haben, schon
abgebaut ist. Somit konnte der Eindruck eines verringerten Proteinniveaus entstehen.
Andererseits konnte die Funktion von Arp3 einen Hinweis darauf geben, wieso weni-
ger Blow-Akkumulationen detektiert werden konnten. Arp3 ist Bestandteil des Arp2/3
Komplexes und wird somit fiir die Polymerisierung und Verzweigung neuer Aktinfila-
mente benétigt (Ubersichtsartikel Takenawa und Miki, 2001). Da Blow auffillig mit
dem F-Aktin-Zentrum im Inneren der FuRMAS kolokalisiert (Kesper et al., 2007),
kann eine inhibierte F-Aktin Polymerisation auch eine verringerte Lokalisation von
Blow erkldaren - vorausgesetzt, dass Aktin fiir die Blow-Akkumulation im Zentrum der
FuRMAS von Bedeutung ist.

Eine Klirung der Situation kénnte durch Analysen der Blow-Verteilung in arp3schwichling,
wasp®P %% Doppelmutanten entstehen: Da in deren Fliegenembryonen keinerlei Fusio-
nen mehr stattfinden (Berger et al., 2008), sollte es nicht zu einem Abbau des Proteins
wegen erfolgter Fusion kommen. Wenn in diesen Embryonen also immer noch eine ver-
ringerte Anzahl an Blow-Akkumulationen zu finden ist, ldsst das auf eine Funktion von
Aktin in der Blow-Lokalisation schliefen.

Zusammengefasst entsteht aus den Analysen der Blow-Verteilung in mutanten Em-
bryonen folgendes Bild: Blow wird membrannah lokalisiert, wenn es zu einem Zell-
Zell-Kontakt gekommen ist und liegt zuvor im Zytoplasma verteilt vor. Die Lokalisa-
tion ist gelegentlich unabhéingig von den Adhésionsproteinen Duf, Rst und Sns und
dem FCM-stdndigen Transkriptionsfaktor Lmd. Die Anzahl der membrannahen Blow-
Akkumulationen ist in den mutanten Embryonen allerdings stark reduziert. Da die
Imd-defizienten Tiere iiber ein sehr reduziertes Mafl an Mef2 sowie Sns verfiigen (Duan
et al., 2001), sind auch nicht diese Proteine bzw. die Zielgene von Mef2 fiir die Konzen-
trierung von Blow an der Membran essentiell, was fiir Sns durch die Lokalisationen in
sns?0-?%-Tieren bestitigt werden konnte. Fiir Sns kann allerdings nicht ausgeschlossen

werden, dass das Paralog Hibris die Funktion von Sns partiell {ibernimmt (Shelton et
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al., 2009). Arp3 und damit die Aktin-Polymerisation scheinen eine Rolle in der Blow-
Lokalisierung zu spielen, da Blow weniger stark bzw. weniger gut lokalisiert vorliegt.
Wie stark und in welcher Form Arp3 auf Blow wirkt, sollte an Keimbahnklonen von
Arp3, die iiber keine maternale Komponente mehr verfiigen, getestet werden, da die

maternal bereitgestellte RNA einen volligen Null-Phéanotyp des Gens verhindert.

6.5.1 Die Expression von Blow-PH konnte nicht nachgewiesen werden

Die Frage, ob die PH-Doméne das Blow-Protein tatséchlich zu der Membran rekrutiert,
konnte in dieser Arbeit nicht abschliefend geklart werden. Zwar wurden ein UAS-blow-
PH-Konstrukt erstellt und damit transgene Fliegenlinien etabliert, aber der Nachweis
des Fusionsproteins durch anti-HA-Antikérperfarbung ist gescheitert. Durch frithere
Arbeiten ist bekannt, dass ein HA-Epitop prinzipiell ausreicht, um einen Nachweis zu
fithren (Dissertation N. Kreiskother, 2005). Moglicherweise ist der Nachweis von nur
einem HA-Epitop aber nicht sensitiv genug oder die Proteine lagen nicht lange genug
stabil in der Zelle vor, um nachgewiesen werden zu konnen.

Um dennoch beobachten zu kénnen, ob die isolierte PH-Doméne an die Membran re-
krutiert wird und ob die Fahigkeit zur Lokalisierung in Blow APH-Fliegen ablatiert ist,
konnten die Proteine durch das Anhéngen grofierer bzw. mehrerer Epitope vergrofiert
werden. Mehrere Kopien eines Epitops hdtten zudem den Vorteil, dass sich das Protein
besser nachweisen lassen wiirde.

Die Expression von blowAPH kann alternativ Aufschluss dariiber bringen, ob die
PH-Doméne das Protein an die Membran dirigiert. Der Nachweis, dass BlowAPH
exprimiert wird, konnte bereits mittels anti-Blow-Antikorperfarbung erbracht werden
(siche [5.5.2)). Da sich auch hier ein Nachweis mit dem anti-HA-Antikorper als schwie-
rig erwiesen hat (nicht gezeigt), wird das UAS-blowA PH-Konstrukt momentan in den
blow*-Hintergrund eingekreuzt, um mittels anti-Blow zu zeigen, ob das Protein ohne
PH-Doméne noch féhig ist, an die Membran zu lokalisieren. Da die Zelladhésion in
blow*~Mutanten unbeeintrichtigt ist, sollte ein eventueller negativer Befund ausschlief3-

lich auf die Deletion der PH-Domaéne zuriickzufithren sein.
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6.6 Eine funktionelle Homologie von Blow und Zebrafisch Skap2

konnte nicht nachgewiesen werden

6.6.1 Neben Blow konnten auch Abi oder Dock Skap2-Orthologe in der

Drosophila-Myoblastenfusion sein

In vorherigen Arbeiten wurde Blow als mogliches Ortholog von den Zebrafischproteinen
Skap1l/Skap-55 und Skap2 /Skap55-R/Skap-Hom identifiziert, wobei Skap2 die groBere
Ahnlichkeit zu Blow aufweist (Dissertation R.H. Schroter, 2006). Diese Proteine spielen
vermutlich beim Aufbau der immunologischen Synapse eine Rolle und kolokalisieren in
der Synapse mit dem Aktin-reichen Zentrum (siche 2.3.1). Da Blow in den FuRMAS
auch mit dem Aktin-reichen Zentrum lokalisiert, sind die putativen Orthologe von be-
sonderer Bedeutung fiir die Analyse von Blow, da die molekulare Funktion von Blow bis
heute nicht eindeutig gekléart werden konnte und man sich Riickschliisse aus der Funk-
tion der Vertebratenproteine auf das Drosophila-Ortholog erhoffen kann. Auflerdem
konnte zwar bisher die strukturelle Homologie von FuRMAS zu der immunologischen
Synapse beschrieben werden (Kesper et al., 2007), aber eine funktionelle Redundanz
orthologer Proteine ist bislang noch nicht gezeigt worden. Wéahrend Blow als einzige
prominente Doméne eine PH-Doméne aufweist, verfiigen beide Skap-Proteine neben
der PH-Doméne noch iiber eine C-terminale SH3-Doméne. Gemein ist auflerdem bei-
den Skap-Proteinen ein Tyrosin, das kurz hinter der PH-Doméne liegt und von den
SH2-Doménen verschiedener Kinasen erkannt werden kénnte (siehe [5.9.2).

Die Konserviertheit zwischen Blow und Skap2 sollte allerdings experimentell bestétigt
werden, da der heuristische Datenbankvergleich einige Fragen aufwirft: Wéhrend Blow
in verschiedenen Drosophila-Spezies sehr gut konserviert ist (sieche und die Skap-
Proteine in den Vertebraten ebenso gut konserviert sind, weist das Alignment von
Blow und Skap2 einige Liicken auf. Zwar findet ein spezifischer Datenbankvergleich
der Blow-Aminoséaure-Sequenz im Zebrafisch-Proteom Skap2 als dhnlichstes Protein,
aber die umgekehrte Suche nach Orthologen von Skap2 im Drosophila-Proteom gibt
Blow als Nummer 67 mit einem E-value von 0.024 aus. Vielmehr sind die Proteine
Abelson interactor (Abi, E-value von 2e®) und Dock (7e”®) sowie einige unbeschrie-
bene CGs dem Skap2-Protein dhnlicher (siehe [5.8.2). Interessanterweise konnen fiir
beide Proteine eine Involvierung in den Myoblastenfusionsprozess postuliert werden.

Wihrend Abi als Interaktionspartner der Abelson-Kinase in der Phosphorylierung von
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Blow involviert sein kann (Juang und Hoffmann, 1999), ist Dock in der in silico-Analyse
als putativer Interaktionspartner von Tyrosin 342 aufgefallen (siche [5.3.1).

Natiirlich weisen bei allen drei Proteinen die Doménen die grofite Ahnlichkeit zu
Skap2 auf. Die SH3-Doménen von Abi und Dock sind zu 42 bzw. 36 % identisch mit
der von Skap2. Die PH-Doméne von Blow ist zu 25 % identisch mit der von Skap2.
Die strukturelle Ahnlichkeit der Doménen betrigt 58 % (Abi), 44 % (Dock) und 48 %
(Blow). Da die PH-Doménen — im Vergleich zu den SH3-Doménen — besonders wenig
einheitlich konserviert sind und noch wenig dariiber bekannt ist, welche Strukturmotive
die — diversen — Funktionen der PH-Doménen vermitteln, ist es schwierig, eine Aussage
dariiber zu treffen, ob Blow ein Ortholog von Skap2 ist. Um Klarheit zu schaffen, sollte
ein experimenteller Beweis gefithrt werden, der im folgenden Abschnitt diskutiert wird
(siehe [5.10]).

6.6.2 Eine Expression von skap2 im Mesoderm des Drosophila-Embryos
stort nicht die wildtypische Entwicklung und mildert nicht den
blow?-Phanotyp

Um Gewissheit dariiber zu gewinnen, dass Blow ortholog zu Skap?2 ist, sollte Skap2 auf
eine mogliche Funktionalitdat in der Fliegen-Myoblastenfusion untersucht werden. Eine
Expression von skap2 im Drosophila-Embryo konnte mittels in situ-Hybridisierung
eindeutig nachgewiesen werden (Abb. ) Wenn diese Expression im wildtyp-
ischen Hintergrund und mittels des rols-Gal4-Treibers zelltypspezifisch in den Founder-
/Precrusorzellen gesteuert wird, zeigt sich keine Stérung der Muskelentwicklung (Abb.
5.14B), ebensowenig wie bei der zelltypspezifischen Expression in FCMs (5.14C). Auch
eine Expression im blow*-mutanten Embryo zeigt keine Veréinderung der gegebenen Si-
tuation. Der blow’~Phinotyp verindert sich dabei nicht, egal ob der twist-Gald-Treiber
verwendet wird, der eine Expression in den FCs und den FCMs gewéhrleistet oder ob
der schwichere, aber zelltypspezifische sns-Gal4-Treiber verwendet wird, der zu einer
Expression von Skap2 nur in den FCMs fithrt (Abb. und E).

Eine funktionelle Homologie von Skap2 zu Blow konnte also in der Fliege nicht nach-
gewiesen werden. Allerdings ist das Resultat einer Protein-Expression in einem fremden
Gewebe — und in diesem Fall sogar in einem anderen Organismus — keineswegs sicher
vorhersagbar. Uber die Expression von skap2 ist wenig bekannt, aber ein globaler in

situ-Hybridisierungsansatz hat keinen Hinweis auf eine skap2-Expression im Mesoderm
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des Zebrafisches gegeben (personliche Kommunikation B. Thisse).

Die Skap-Proteine sind in den Immunzellen des Zebrafisches Teil komplexer Signalwe-
ge und wie sich ein Protein auflerhalb dieser Signalwege verhalt, ist nicht vorhersehbar.
So ist z. B. bekannt, dass Skap1 und Skap2 durch die Fyn-Kinase phosphoryliert werden
und dass diese Phosphorylierung als Startsignal fiir den Aufbau und die Stabilisierung
der immunologischen Synapse gilt (Marie-Cardine et al., 1998a; Ubersichtsartikel Wang
und Rudd, 2008). Interessanterweise liegt das phosphorylierte Tyrosin kurz hinter der
PH-Doméne von Skap2 und somit in dhnlicher Lage wie Y342 in Blow. Auch &hneln
sich die (putativen) Phosphorylierungsmotive von Fyn in Skap2 und Abl in Blow (Abb.
. Die Fyn Kinase hat nach heutigem Wissensstand kein direktes Ortholog in Dro-
sophila. Sie gehort zu der Familie der Src-Kinasen, von denen es die Kinasen Src42A
und Src64B in Drosophila gibt. Da nicht davon ausgegangen werden kann, dass ei-
ne dieser Kinasen die Phosphorylierung von Skap in der Fliege iibernehmen wiirde,
ist es denkbar, dass das Startsignal fiir die Skap-Funktion fehlt und das Protein im
Drosophila-Embryo schlicht inaktiv vorliegt. Diese Theorie kénnte mittels einer phos-
phomimetischen Mutation iiberpriift werden.

Dariiber hinaus agieren beide Skap-Proteine in einem Komplex mit dem ADAP-
Protein (Marie-Cardine et al., 1998a und 1998b; Simeoni et al., 2004). Eine Suche nach
homologen Proteinen in Drosophila hat keine wahrscheinlichen Kandidaten ergeben.
Daher konnte es ebenso sein, dass Skap2 seine Funktion in dem Fliegenembryo nicht
ausiiben kann, weil der Bindepartner fehlt, mit dem das Protein in seiner wildtypischen
Umgebung im Komplex agiert. Das ADAP-Protein verfiigt iiber zwei SH3-Doménen
iiber die z. B. der Kontakt zu weiteren Proteinen geschaffen werden kann.

Durch diese Unterschiede in dem natiirlichen Umfeld der Proteine Blow und Skap2
muss die Expression von Skap2 in den Myoblasten von Drosophila als Versuch gewertet
werden, eine Orthologie experimentell zu beweisen und kann nicht als Gegenbeweis zu

der Hypothese verstanden werden, dass es sich um Orthologe handelt.

6.7 Ausblick und Modell: Die putative Interaktion von Blow und

Abelson als Startsignal fiir die Aktinreorganisation

In der Erforschung der Drosophila-Myoblastenfusion gibt es noch viele ungeklarte Fra-
gen und fiir die Klarung der Funktion von Blow sind noch weitere Experimente erforder-

lich. Auch die Signalweiterleitung von den Adhé&sionsmolekiilen der FCMs, Sns und
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Hibris, zu Blow muss neu bewertet werden, da keine Interaktion von Blow und Crk
nachgewiesen werden konnte (Abb. und die bereits gezeigte Interaktion von Mbc
und Crk (Erickson et al., 1997, Galletta et al., 1999) nach neueren Daten nicht fiir die
Myoblastenfusion notwendig ist (Balagopalan et al., 2006). Der postulierte Pathway in
dem das Fusionssignal von Sns iiber Mbc und Crk zu Blow weitergeleitet wird, scheint
also so nicht bestehen zu kénnen. Ein erneuter Hefe-2-Hybrid-Versuch mit dem Adap-
torprotein Dock und Blow kann kldren, ob Dock mit Blow interagiert und daher fiir
die Signalweiterleitung in Frage kommt.

Da die in silico-Analyse neben der PH-Doméne eine putative Phosphorylierungsstelle
(Y342) aufgezeigt hat, die von verschiedenen Kinasen detektiert werden kann, scheint
mindestens eine Kinase in dem Signalweg eine Rolle zu spielen. Aufgrund der mu-
tanten Phéanotypen ist dabei die Abelson-Kinase wahrscheinlicher als die Src-Kinasen
(Diplomarbeit A. Sickmann, 2005, Dissertation R.H. Schroter, 2006). Dariiber hin-
aus lokalisiert Blow nach der Adhésion der FCMs an die Fusionsstelle im Inneren des
FuRMAS-Ringes, wobei die Adhésion der Zelle das entscheidende Lokalisierungssignal
zu sein scheint und Kesper et al., 2007).

Diese Ausgangssituation macht folgendes Modell fiir die Funktion von Blow mdoglich
(Abb. : Die Abelson-Kinase phosphoryliert Blow an Tyrosin 342, woraufhin das
Adaptorprotein Dock an ebendieses Tyrosin binden kann. Dabei bleibt offen, ob die
Phosphorylierung von Blow zuvor als Startsignal fiir die PH-gesteuerte Membran-
Rekrutierung wirkt. An der Membran wirkt das SH2-/SH3-Doménenprotein Dock dann
als Adaptor, der weitere Schliisselproteine, z.B. Fusogene oder Aktinregulatoren, zum
Ort der Fusion rekrutiert. Es kommt schlieBlich im Inneren der FuRMAS zur Bildung
der Fusionspore.

Ob Abelson dariiber hinaus noch eine weitere Funktion in der Myoblastenfusion
spielt, ist unklar. In COS7-Zellen konnte gezeigt werden, dass Abelson den Aktinregula-
tor WAVE3 phosphoryliert und dass diese Phosphorylierung zu erhohter Zellmigration
und Lamellipodia-Bildung fithrt (Sossey-Alaoui et al., 2007). Da fiir das Drosophila-
WAVE ein #hnliches Phosphorylierungsmotiv wie fiir WAVE3 existiert (Tyrosin 143),
ist eine Interaktion und Phosphorylierung von WAVE durch Abelson (an der Fusions-
stelle) auch plausibel.

Dieses Modell sollte experimentell bestéitigt werden. Zunéchst muss iiberpriift wer-
den, ob Abelson tatséchlich die phosphorylierende Kinase ist. Bislang existierte keine

fehlerfreie cDNA von Drosophila abelson, was die Forschung sehr erschwert hat. Dieses
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Problem hat sich aber kiirzlich gelost (Ku et al., 2009), so dass ein Hefe-2-Hybrid-
Experiment unternommen werden kann, um die Frage nach einer Interaktion mit Blow
zu klaren. Falls die bereits hergestellte UAS-blowFL-Y3/2D-Fliegenlinie die abelson-
Mutante retten kann, wére das dariiber hinaus ein Hinweis fiir die Phosphorylierung
von Tyrosin 342 durch Abelson. Auch eine Interaktion von Blow und Dock sowie Abel-
son und Scar/WAVE kann ggf. mit einem Hefe-2-Hybrid-Ansatz gezeigt werden. Ob
eine Phosphorylierung von Scar/WAVE tatséchlich eine Aktivierung bedeutet, kénn-
te durch die Expression einer phosphomimetisch mutierten Proteinversion von WA-
VE iiberpriift werden. Ein Rettungsversuch bei dem Kette die abelson-Mutante retten
soll konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr ausgewertet werden. Sollte Kette
retten konnen, wiirde das die Involvierung von Abelson in den Signalweg bestétigen.
Schliefllich wiirde auch die Herstellung eines anti-Abelson-Antikorpers neue Perspekti-
ven erdffnen: Eine Antikorperfarbung kénnte z. B. zeigen, ob Abelson im Zentrum der
FuRMAS mit Aktin und Blow kolokalisiert oder zuvor im Zytoplasma mit Blow loka-
lisiert. Letzteres wire ein Hinweis darauf, dass die Phosphorylierung die Translokation

von Blow zum Aktin initiiert.

FCM FC/
wachsende
Myotube
Y342
Zellmembran
-

Abbildung 6.1: Modell: Blow interagiert nach einer Phosphorylierung mit Dock und wird an die Mem-
bran rekrutiert. Blow wird durch die Abelson-Kinase an Tyrosin 342 phosphoryliert und kann
anschlieend mit der SH2-Doméne von Dock interagieren. Es kommt zu einer Kolokalisation mit dem
Aktin-reichen Zentrum der FuRMAS, wohin weitere Schliisselproteine (durch Dock) rekrutiert werden.
In blau: Adhésionsring der FuRMAS. Dabei bildet das Adhésionsmolekiil Sns den Kontakt auf Sei-
ten der FCMs wihrend das Adhésionsmolekiil die analoge Funktion in den FCs bzw. Precursorzellen
iibernimmt. Der Aktin-Pfropf lokalisiert im Zentrum des FuRMAS.
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Durch die detaillierte Beschreibung des sing-Phénotyps konnte Blow auflerdem ge-
nauer in die Kaskade der Fusion eingeordnet werden (Abb.[6.2] Estrada et al., 2007).
Wihrend Sing fiir die Auflésung der Vesikel im Prafusionskomplex verantwortlich zu
sein scheint, agiert Blow spiter, da in blow*-Mutanten keine Akkumulation von Prifu-
sionskomplexen auftritt und somit die Auflosung der Vesikel auch ohne Blow noch
gewihrleistet scheint. Sollten sich die Vesikel tatséchlich in elektronendichte Plaques
auflésen wie von Doberstein et al. (1997) postuliert wurde, wire dieser Schritt in blow?*-
Mutanten voraussichtlich inhibiert, da bislang nur ein einziges Mal ein elektronendich-
ter Plaque in blow®-Tieren gezeigt werden konnte (Estrada et al., 2007). Eindeutig
ist jedenfalls, dass in blow*-Embryonen keine Vesikulierung der Membran stattfindet
(Doberstein et al., 1997, Schroter et al., 2004). Das gilt auch fiir den genetischen In-
teraktionspartner von Blow, fiir Kette, in deren Mutanten allerdings elektronendichte
Plaques gefunden wurden (Schroter et al., 2004). Da nach Richardson et al. (2007)
Kette und WAVE fiir das Auflésen der Actin-Foci der FuRMAS nétig sind, ist es denk-
bar, dass Blow zuvor als Teil eines ’Checkpoint Systems’ wirkt, das kontrolliert ob die
Fusion durchgefiihrt werden soll (Doberstein et al., 1997). Weitere Komponenten dieses
Checkpoints konnten z.B. iber Dock zur Membran rekrutiert werden (siehe oben). Der
Aktinregulator Arp3 ist schliellich fiir die Weitung der zytoplasmatischen Koninuitét
verantwortlich, was durch Analysen des arp3*"wichling_Allels gezeigt werden konnte, die
zwar die Bildung der Fusionspore, nicht aber die Integration der FCMs in die wachsende
Myotube gezeigt haben. Fiir Kette und Arp3stwichling mygss allerdings bedacht werden,
dass eine abundante maternale Komponente besteht, die den mutanten Phéanotyp ggf.
einschrankt. Das Modell der Fusion ist in Abbildung dargestellt.
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AKTINRELEVANTE FUSION
PROZESSE

FuRMAS-Aufbau Zell-Zell-Adhasion
Vesikel-Transport l

Aufbau des Prafusionskomplexes
* 1 sing

Auflésen des Prafusionskomplexes
* | blow

a) Ubergang zu den Plaques
oder —
Weitung der FURMAS b) direkte Vesikulierung der Membran

* | arp3

zytoplasmatische Kontinuitat und
Integration der FCM Integration der FCM

kette

Abbildung 6.2: Modell: Blow stoppt in der Fusionskaskade nach dem Auflésen der elektronendichten
Vesikel, aber noch vor der Membranvesikulierung. Die linke Spalte stellt die aktinrelevanten
Prozesse der Fusion dar, wihrend rechts daneben der gleichzeitige Fortgang der Fusion gezeigt ist.
Die relevanten Gene werden dem Zeitschema rechts im Bild zugeordnet. Die Fusion beginnt mit der
Zelladhésion und dem Aufbau der Adhésionsstruktur (FuRMAS), die ein aktin-reiches Zentrum besitzt
(Kesper et al., 2007). Der aktin-vermittelte Vesikeltransport zu der Zellkontaktstelle (Kim et al., 2007),
wird vom Aufbau des Prifusionskomplexes gefolgt. Die Vesikel dieses Komplexes werden vermutlich
durch Sing aufgelost (Estrada et al., 2007). blow?-Mutanten stoppen spiter in der Entwicklung als
Sing, da es hier zu keiner Akkumulation von Priifusionskomplexen kommt (Doberstein et al., 1997),
aber noch vor Kette. Kette wird nach Richardson et al. (2007) benétigt, um in Kooperation mit
Scar/WAVE die Aktin-Foci aufzuldsen; eine Vesikulierung der Membran ist in kette-Mutanten nicht
gewdhrleistet. Nach der Vesikulierung der Membran an der Fusionsstelle spielt Arp3 eine Rolle in der
Integration der FCM (Berger et al., 2008).
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9 Anhang

9 Anhang

lacZo. ATG

M13 Reverse Primer

CAG GAA ACA GCT
GTC CTT TGT CGA

ATG ATT ACG

ATG AC
TAC TAA TGC

TAC TG

GTA ACG GCC GCC
CAT TGC CGG CGG

EC(‘JR \%

AGA TAT CCA TCA
TCT ATA GGT AGT

T7 Promoter

BstX 1 EcoR |
| I
AGT GTG CTG GAA TTC

TCA CAC GAC CTT AAG

Bs‘tX | N?t | XI‘IO |

CAC TGG CGG CCG CTC
GTG ACC GCC GGC GAG

Hin‘d 1l

CCA AGC TTG GTA CCG AGC
GGT TCG AAC CAT GGC TCG

Kp‘n |

Sa‘c | E‘!amH |

S;‘)e |

TCG GAT CCA CTA
AGC CTA GGT GAT

EC?R |

Gce CTT IAG GGC GAA TTC TGC
CGC CATNMMAMMBNRRM TTC CCC CTT AAG ACG

Ns/‘l )‘(ba |

GAG CAT GCA TCT AGA GGG
€TC GTA CGT AGA TCT CCC

M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT
TCA CTC AGC ATA

TTA AGT |GAC CGG

TA
AT

AAT TCA‘CTG GCC

GTC GTT TTA CAA CGT CGT
CAG CAA AAT GTT GCA GCA

Apal
|

CCC AAT TCG |CCC TAT
GGG TTA AGC |GGG ATA

4

GAC TGG GAA AAC
CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO®

3931 nucleotides

LacZa fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406

f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991

pUC origin: bases 3136-3809

131

Abbildung 9.1: Der TOPOTM_TA-Vektor zur Klonierung von Vorklonen und Transformation in kompetente E. coli

Zellen
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9 BamHI HindIII Pstl 8546
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UAS (5 GAL4 binding sites
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-A.AGCG GAGACTCTAG C

hsp70 TATA

EcoRI
88961
G GGAA'ITGGG£
Bglll Notl Xhol Kpnl Xbal
_ATTCGTTAAC JEAI:;Tﬁc}Bﬂ_CQGcGGEEB_(\G‘GBIA}!
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o e
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(693 ;j"

pUAST

8896 bp
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Abbildung 9.2: Der pUAST-Vektor fiir Keimbahntransformationen in Drosophila trégt fiinf optimierte UAS-
Bindestellen, eine hsp70 TATA-Box, eine SV40-3’UTR und eine Polyadenylierungsstelle. Er kann

zur Expression der klonierten Konstrukte mittels des UAS-Gal4-Systems verwendet werden,
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pSos Vector

hSOS
2-micron ori-' MCS
T ADHT
LELEZ = pUC ori
ampicillin
pSos Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 3201-3299)
end of hSos BamH | Nco | Srfl Aat Il Sal BssH Il

| | | | | |
CCA AGG AAA ATT AGT TAT AGT AGG ATC CCC ATG GCC CGG GCG ACG TCG ACG...

I\Il\lu | ISoc | l\llofl |Sac 1] IPuc | IPuc 1
. CGC GCA CGC GTG AGC TCG CGG CCG CCG CGG TTA ATT AAT TAA TTA ACC
STOP STOP STOP STOP

Notes: The Sac II and Pac I sites in the pSos MCS (shown in bold) are not unique. A stop codon is
present in all three reading frames.

Abbildung 9.3: Der pSos-Vektor fiir das Hefe-2-Hyridsystem des CytoTrap-Vektor Kits fiir die Kéderproteine
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pMyr Vector myr

pUC ori

/

2_micron oriJ\ 1chlorcmphenicol

pMyr Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 22-120)

myristylation signal Xba | EcoR |
I |

1
ATG GGG AGT AGC AAG AGC AAG CCT AAG GAC CCC AGC CAG CGC CGG TCT AGA GAA TTC...

START

Srf |
]Sma | )I(ho | |SCI| | ?(bu |
. GCC CGG GCC TCG AGG TCG ACT AAT TGA ATA ATA AGC TCT AGA
L 7 L1

STOP STOP STOP

Notes: The Xba I sites in the pMyr MCS (shown in bold) are not unique. A stop codon is present in
all three reading frames.

Abbildung 9.4: Der pMyr-Vektor fiir das Hefe-2-Hyridsystem des CytoTrap-Vektor Kits fiir die Beuteproteine
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Positive Controls
P ADH1 - 2" MAFB
.y
\\\{hsos Teven
\\\\ \\\
\ \‘\‘ / s
2-micron ori\j : pSOS MAFB | “ j “ pMyr MAFB | :ijC ori
. 12.1 kb MAFB 2-micron ori-| | 6.9 kb
\ TADH1
W {b/\/’* N pUC ori
ampicillin
myr
. _P GALI ‘Y Sos-binding protein
Oﬂﬁ/,r{\
A TCYC
| i pMyr SB ||
2-micron ori-| ‘\‘ 7.1 kb 'pUC ori
| /
\

chloramphenicol
URA3!

Abbildung 9.5: Die Positivkontrollen des CytoTrap-Vektor Kits fiir das Hefe-2-Hyridsystem: die Fusionsproteine in-
teragieren miteinander.

Negative Controls

P ADH1 -
- X
T\ shsOs
A
A
i \\\ \\ \
2-micron oriy/ ‘f [ [ ]
L pSos Col | L] || pMyrLaminC |
X 11.9kb collagenase [ 6.5kb l
\ 2-micron ori!\ \ 7/ /\l
AN \ /i
- T ADH1 \\K,\\ ‘ /// chlorampenicol
1 uc 2
ampicil[in] ! pii-on URA3] v

Abbildung 9.6: Die Negativkontrollen des CytoTrap-Vektor Kits fiir das Hefe-2-Hyridsystem: Die Fusionsproteine
interagieren nicht miteinander.
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zlo 4|o
D.melanogaster blow MNPKPTTTKL AEIEQFLLDV RAHFRASLET SEYENTSNLF HVTAAEQTAA 50
>D.sechellia-XP_002032771 mnpkptt-kl aeieqflldv rahfraslet seyentsnlf hvitaaeqtaa 49
>D.erecta-XP_001970604 mnskptit- kp aeieqflldv rahfraslet seyentsnlf hvtaaeqtaa 49
> D.yakuba-XM_002089459.1 mnskptit-kl aeieqflldv rahfraslet seyentsnlf hvitaaeqtaa 49
>D.simulans-XP_002080455 mnskptt-kl aeieqflldv rahfraslet seyentsnlf hvtaaeqtaa 49
>D.ananassae-XM_001960041.1 mdtkptt-kr aeieqflldv rahfraslet seyenasnlf hvtaaeqtaa 49
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 m----attkr pemeqflldv rahfraslet seyentsnlf hmtaaeqtae 46
>D.persimilis-XM_002027133.1 m----attkr pemeqflldv rahfraslet seyentsnlf hmtaaeqtae 46
>D.mojavensis-XM_002005192.1 mdidskpskr ieiqqflldv rahfraslat seyentsnlf hvtaaeqtqe 50
>D.virilis_XM002050299.1 mdmdlkaskr aeieqflldv rahfraslat seyentsnlf hvtaaeqtqe 50
>D.grimshawi-XM_001987313.1 mdmdikvpkr seieqflldv rahfresltt seyentsnlf hvtaaeqtqga 50
Consensus MNSKPTT-KR AEIEQFLLDV RAHFRASLET SEYENTSNLF HVTAAEQTAA
100%
cone, | Frrrd (DT LTI TR
sln sle mo
D.melanogaster blow LLARCEILLA AASSASGSGS GLELGSGLGC A-DEQAAA-- ---------- 87
=>D.sechellia-XP_002032771 llarceilla aacsasgsg- ------- lgc a-degqaaa-- ---------- 78
=D.erecta-XP_001970604 llarceilla aass--gsgl elgpgpglgc a-deqaav-- ---------- 84
> D.yakuba-XM_002089459.1 llarceilla aass--gsgl elp--sglgc a-degaav-- ---------- 82
>D.simulans-XP_002080455 llarceilla aass--gsgl elp--sglgc a-deqaav-- ---------- 82
>D.ananassae-XM_001960041,1 Ilarcemlla s----- gsg- ------- ygc atdegaas-- ---------- 74
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 llercellla gyada----- ---------- -dvqvpaps ik-------- 71
>D.persimilis-XM_002027133.1 llercellla gyada----- ---------- -dvqvpaps ik-------- 71
>D.mojavensis-XM_002005192.1 llqrcdqlla syaddgqaa-t ----taaaat apttsardat at----- aas 90
>D.virilis_XM002050299.1 llqrcdglla siadeqsa-t kptttttaat tatttatiat pa----- tss 94
>D.grimshawi-XM_001987313.1 llercdllla gyaddkaakt taaatgtaaa vatataaaaa ttdsvgqvav 100
Consensus LLARCEILLA AAAXA-G5G- - —-——--—- GLGC A-DEQAAA-- —=——===—==—=—
100K
Conservation |:| I OO DDD DDD D I
[ 4
!EI& !TD
D.melanogaster blow - -------- N HRSSLVDCVD SKVGAETGPS G-- YLEMLAS PS-------- 118
>D.sechellia-XP_002032771 --------- n hrsslvdcvd skvgaetgps g--ylemlas ---------- 107
>D.erecta-XP_001970604 --------- n hrsslivdcevd skvgaetgpg g--ylemlas ps-------- 115
> D.yakuba-XM_002089459.1 --------- n hrscqvdcevd skvgadtgps g--ylemlas ss-------- 113
>D.simulans-XP_002080455 --------- n hrscqvdcvd skvgadtgps g--ylemlas ss-------- 113
>D.ananassae-XM_001960041.1 --------- k qlsslvdcvd skvgadtgpt gpsylpmlits ps-------- 107
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 - -------- s ngngmgdcvd skvgaetgps --cylemlss ss-------- 102
>D.persimilis-XM_002027133.1 --------- s ngngmgdcvd skvgaetgps --cylemlss ss-------- 102
>D.mojavensis-XM_002005192,1 iksnggc---- ----- se--- --vgaetg-- -cylemmss tstaataaaa 122
>D.virilis_XM002050299.1 iklngc---- ----- sdsve nk\rgaetg-— -cylamlss t-tasssaaa 130
=>D.grimshawi-XM_001987313.1 iklngciksn nsssssdcfd skvgaetg- -cylemlss s------- aa 139
CONSENSUS == mmmm=m=m HRSSLVDCVD SKVGAETGPS G-CYLEMLXS S§S-———————=
1008
e I TR T T ——
-su wu 2n|o
D.melanogaster blow ---------- ----PSKSSL SASHEYIDLG SSGSLD---- - RCSVYNQPV- 148
>D.sechellia-XP_002032771 ---------- ------ kssl sasreyidlg ssgsld---- -rcsvnqpv- 135
>D.erecta-XP_001970604 ---------- ----pskssl sasreyidlg ssgsld---- -rcsvnqai- 145
> D.yakuba-XM_002089459.1 ---------- ----pskssl sasreyidlg nsgsld---- -rcsvnqti- 143
>D.simulans-XP_002080455 - - -------- ----pskssl sasreyidlg nsgsld---- -rcsvnqiti- 143
>D.ananassae-XM_001960041.1 ---------- ----ssknsl sasreyidlg ssgsld---- -rcstgqpv- 137
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 ---------- ----ssknsl aasreyidls ssgsldsdkt frisanqpg- 137
>D.persimilis-XM_002027133.1 ---------- --ssknsl aasreyidls ssgsldsdkt frfsanqpg- 137
>D.mojavensis-XM_002005192.1 ataapaaais tplaasktsl sasreyidls ssqsinsdkt frcssnghle 172
>D.virilis_XM002050299.1 ttss------ ----- srnsl sasreyidis snpsinsdkd ---------- 159
>D.grimshawi-XM_001987313.1 tsss------ ----- srnsl sasreyidls snpalnvdka ---------- 168
CONsSensys ===m—==m===— ====PSKXSL SASREYIDLG S$5GSLD=-=--- =RCSVNQFX-
100%
A LT O e, o
zau ZTD
D.melanogaster blow - --------- --------- P AAKDKE- PHQ QLYEICQGQG AG- - QDEDEA 176
=>D.sechellia-XP_002032771 ---------- --------- p aakdke-pngq qlyeicqnqg ag--qdedea 163
>D.erecta-XP_001970604 - - -------- --------- p gakdke- phg qlyeicqgqg tc--qdedea 173
> D.yakuba-XM_002089459.1 ---------- --------- p eakdke-phg qlyeicqgqg qgsiqdedea 173
>D.simulans-XP_002080455 ---------- --------- p eakdke- phg qlyeicqgqg qgsiqdedea 173
>D.ananassae-XM_001960041.1 ---------- --------- m gsaeke-qhq - lyeicqsqd mrigqdedea 166
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 ---------- --------- p gssskddkeq qlyetcqsqg gqgqdqgedea 168
>D.persimilis-XM_002027133.1 ---------- --------- p gssskddkeq qlyetcqsqg gqggdqgedea 168
>D.mojavensis-XM_002005192.1 leqhphsqhs gqhsqhpqqhq qgqqeqqgqqqdq qiydicqnpg ----- eee-t 216
=>D.virilis_XM002050299.1 ---------- --------- qseleqsqpq qlydvcqapg ----- eeeet 185
>D.grimshawi-XM_001987313.1 ---------- ----- pqqpe pvelpese-q qlydicqhga ----- ede-t 196
Consensus =—=—=—==——=—=== ————————- GAKDKE-PHQ QLYEICQGQG QG--QDEDEA
100%
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250 280 300
D.melanogaster blow OOAITFTHE'\.’ FIDCPYADLP AGHLSLQHRST KYGQLQRIVP KRLFFDQTRK 226
>D.sechellia-XP_ 002032771 qqaitfshev fidcpyadlp aghmsigrlst kygqlgrivp kriffdgtrk 213
>D.erecta-XP_001970604 hqaitfthel fidcpyadlp aghlsiqrist kygqlqrivp krilffdgtrk 223
> D.yakuba-XM_002089459.1 qqaitfthev fidcpyadlp aghlsiqklst kygqlqrivp kriffdqtrk 223
>D.simulans-XP_002080455 qqaitfthev fidcpyadlp aghlsliqklst kygglgqrivp krilffdqtrk 223
>D.ananassae-XM_001960041.1 qqvitfthel ildcpyadlp aghlsiqrjst kygqlqrivp kriffdqtrk 216
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 qkvitfthel iidcpyadlp aghlsiqrist kygqlgrivp kriffdqtrk 218
=D.persimilis-XM_002027133.1 qkvitfthel iidcpyadlp aghlsliqrlst kygqlgqrivp krlffdgtrk 218
>D.mojavensis-XM_002005192.1 qqv-- fahel fincpyadlp aghlalhrjsi kfgqlqri-e krilffdqtkk 263
>D.virilis_XM002050299.1 qqv--fahel fincpyadlp aghlalgrlsi kygqlhri-e krlffdgskk 232
>D.grimshawi-XM_001987313.1 qqv-- fahel fincpyadlp aghlalqgrlst kygqlgri-e krlffdgskk 243
Consensus QQVITFTHEL FIDCPYADLP AGHLSLQ
100%
consersion [T CORCLLUU T IO TOR OV (0D o (DU
120 340
D.melanogaster blow CYCGILNDWM LCYADGPTAC RPSSTLYLKS SSIEIEHFGE GKRRDICFQIl 276
=D.sechellia-XP_002032771 cycgilndwm lcyadgptac rpsstlylks ssieiehfge gkrrdicfqi 263
»>D.erecta-XP_ 001970604 cycgilndwm lcyadgptac rpsstlylks ssieiehfge gkrrdicfqgi 273
> D.yakuba-XM_002089459.1 cycgilndwm Ilcyadgptac rpsstlylkc ssieiehfge gkrrdicfqi 273
>D.simulans-XP_002080455 cycgilndwm lcyadgptac rpsstlylkc ssieiehfge gkrrdicfqi 273
>D.ananassae-XM_001960041.1 cycgilndwm Icyadgptac rpsstlylkc ssieiehfge gkrrdicfqi 266
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 cycgilnewm Ilcyadgptac rpssslylks saieiehfge gkrrdicfqi 268
>D.persimilis-XM_002027133.1 cycgilnewm |cyadgptac rpssslylks saieiehfge gkrrdicfqi 268
>D.mojavensis-XM_002005192.1 yycgilndwm Icyadgptsc rpssslylks saieiehfge gkrrevcfqi 313
=D.virilis_XM002050299.1 yycgilndwm Ilcyadgptsc rpsssliylks saieiehfge gkrrevchi 282
>D.grimshawi-XM_001987313.1 cycgilndwm lcyad tsc ssslylks saieiehf krreicf 293
Consensus CYCGILNDWM LCYADGPTAC RPSSTLYLKS SSIEIEHFGE GKRRDICFQ
100%
e, TN LT ORI T ICITTAL
360 380 400
D.melanogaster blow TTDDPNKKFV YQANNEVDAK EWIHAI EAAl RGDWGA--HS ALKTPHPRKL 324
=D.sechellia-XP_002032771 ttddpnkkfv ygasnevdak ewihaieaail rgdaga--hs alkspgprkl 311
>D.erecta-XP 001970604 ttddpnkkfv ygannevdak ewihaieaai rgdpaga--qs alkspgprkl 321
> D.yakuba-XM_002089459.1 ttddpnkkfv ygannevdak ewihaieaai rgdaga--qs alkspgprkl 321
>D.simulans-XP_002080455 ttddpnkkfv yqannevdak ewihaieaai rgdlaga--qs alksppgprkl 321
»D.ananassae-XM_001960041.1 ttddpnkkfv ygannevdak ewihaieaai rgdaga--ht plkipgprkl 314
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 ttddpnkkfv ygqannevdak ewihaieaai rgdptttghq slksplflprkl 318
>D.persimilis-XM_002027133.1 ttddpnkkfv ygannevdak ewihaieaai rgdatttghq slkspllprkl 318
>D.mojavensis-XM_002005192,1 ttadpskkfv ygannevdak ewihaieaai rgef@ava--qa tlksl-}- rkl 359
>D.virilis_XM002050299.1 ttadpgkkfv ygannevdak ewihaieaai rgdaia--qa tlktl-}-rkl 328
>D.grimshawi-XM_001987313.1 ttadpgkkfv annevdak ewihaieaai r ia--qa tlktl-}-rkl 339
Consensus TTDDPNKKFV YQANNEVDAK EWIHAITEAAI RGDAGA--QS ALKSPPPRKL
100%
consenaien | [T [ 11 [TTREDCLCT IOTERRCTAN] HHHHnHmﬂnn o o ]
420
D.melanogaster blow T ¥----TAA-- --------- GL- IDSSS-M 357
>D.sechellia-XP_002032771 t y----iaa-- --------- gl-idsss-m 344
>D.erecta-XP_001970604 t y----taa-- --------- gl-mdsss-m 354
> D.yakuba-XM_002089459.1 t y----tta-- --------- gl-mdsas-m 354
>D.simulans-XP_002080455 t ‘;--- hlss e gl-mdsas-m 354
>D.ananassae-XM_001960041.1 g y----tpa-- --------- gl-mdsssam 348
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 n ysatpttt-- --------- nitvdlsgtp 357
>D.persimilis-XM_002027133.1 n ysatpttt-- --------- nltvdlisgtp 357
>D.mojavensis-XM_002005192.1 ptppvmkrjin faastttaat ns nfge-altp- 400
>D.virilis_XM002050299.1 s ytptatsatt gtgagtgtnd 5|yeep nfgetattp- 377
>D.grimshawi-XM_001987313.1 s ylptptne-- --------- nfge-avip- 376
Consensus PTPPVQKKST Y-==-=TTA-= —=————e—e=- GL-MDSS55-M
100%
Conservation D N n |:| D D DDD D
[
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D.melanogaster blow PKLPEKISN SPSALARRFE YDVPKCPAQP LQGDTSSRVAS VSGELESLGL 407
>D.sechellia-XP_002032771 n spsalarrfe ydvpkcpaqp lqdacarvas vsgdlesligl 394
>D.erecta-XP_001970604 n spsalarrfe ydvpkcpaqp lqdasagvas vsgelesligl 404
> D.yakuba-XM_002089459.1 n spsalarrle ydvpkcpalp lqdasagvla vsgeleslgl 404
>D.simulans-XP_002080455 n spsalarrle ydvpkcpalp lqdasagvla vsgelesligl 404
>D.ananassae-XM_001960041.1 n spsalarqfe ydvpkcpaqp leetn-gsga veg--eslgl 395
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 h spsalarrfe ydvpkcppqp lgqeatssv-- --gevetmvl 401
>D.persimilis-XM_002027133.1 h spsalarrfe ydvpkcppqp lqeatssv-- --gevetmvl 401
>D.mojavensis-XM_002005192.1 n spsalakrfe ydipkcppqp |vmdee- pag --gevetael 445
>D.virilis_XM002050299.1 n spsalakrfe ydipkcppqp Ivmddegtag --gevetael 423
=D.grimshawi-XM_001987313.1 an spsalarrfe ydipkcppqp l|saede-psp --gdvetael 421
Consensus -LPKLPEKNN SPSALARRFE YDVPKCPAQP LQDASAGVAX VSGEXESLGL
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D.melanogaster blow LN- - EG- - ---D----1K VQPQPSSLHG SISLDFQARYV KTVHSELSTQ 444
>D.sechellia-XP_002032771 In--eg- - ---d----ik vqpgpsslhg nisldfqarv ktvhselstq 431
>D.erecta-XP_001970604 In--eg- - ---d----ir vqpgpsslhg nisldfqamv ktvhselstq 441
> D.yakuba-XM_002089459.1 I1h--eg- - ---d----ik vqpgpsslhg nisldfqarv ktvhselstq 441
>D.simulans-XP_002080455 1h--eg- - ---d----ik vqpqpsslhg nisldfqarv ktvhselstq 441
>D.ananassae-XM_001960041.1 Inldqg- - ---e---qvk vqplpsslihg nisldfqakv ktvhselsnqg 435
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 In--dg---- ---gtkaqtq pqpgpsslihg slvmdfhakv ktvhselstq 442
=D.persimilis-XM_002027133.1 In--dg---- ---gtkaqtq pqpgpsslhg slvmdfhakv ktvhselstq 442
>D.mojavensis-XM_002005192.1 Ing-gaiasg sgagaavelk aqpqpsslihg nlaldfqakv ktvhselssq 494
=D.virilis_XM002050299.1 Ing-gava-- ----aaaelk aqpqgasslihg slamdfqakv ktvhselssq 466
=D.grimshawi-XM_001987313.1 Ingvgssgqgg aaaativelk pqpqgassihg hiltldfqakv ktvhselssq 471
Consensus LN-—EG---- —---D----1K VQPQPSSLHG NLSLDFQAKYV KTVHSELSTQ
100%
conseravon [T of) o el T med DT RIT (DD
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D.melanogaster blow LSAAGPSPDR LKKAAKKSYS ---NGS-- EP EMLSPLT--- --- SPAQTPT 483
>D.sechellia-XP_002032771 lsaagpspdr lkkaakksys ---ngs--ep emlsplt-- ---spahtpt 470
>D.erecta-XP_001970604 I1smagpsqdr Ikkaskksys ---nst--ep emlsplt-- ---spahtpt 480
> D.yakuba-XM_002089459.1 Istagpspdr Ilkkalkksys ---ngt--ep emlspli-- ---spahtpt 480
>D.simulans-XP_002080455 Istagpspdr lkkalkksys ---ngi--ep emlspli-- ---spahtpt 480
>D.ananassae-XM_001960041.1 Ispggpspdr lkkavkksys ---ngsgsep emlsplt-- ---spthipt 476
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 Ispggpsper lkkavkksys casnssdseq Isls-1t-- ---npaqspn 485
>D.persimilis-XM_002027133.1 Ispggpsper lkkavkksys casnssdseq Isls-1t--- ---npaqspn 485
>D.mojavensis-XM_002005192.1 1t----sper lkkavkksys cgnpns--ep ells-ltsgs sncsscspat 537
=D.virilis_XM002050299.1 It----sper lkkavkktys cgn--n--ep emls-ltnpt Igns---pvt 504
>D.grimshawi-XM_001987313.1 It----sper lkkavkksys cgn--s--ep emls-1tn-- ---sppapat 507
Consensus LSPAGPSPDR LKKAVKKSYS —---NGS--EP EMLSPLT--- —-—--SPAHTPT
100%
conseravon | T[] IV T et 1 COTEL.
szln s‘lm
D.melanogaster blow - KDGKKQRKS TTSPQSSPVS ------ EDCD KLARNWFLSR LNK- STGLKA 525
>D.sechellia-XP_002032771 - kdqkkqrks ttspgsspvs ------ kdcd klarnwflsr Ink-ttglka 512
>D.erecta-XP_001970604 - kdgqkkqrks ttspqsspvs ------ kdcd klarnwflsr Ink-stglka 522
> D.yakuba-XM_002089459.1 - kdqkkqrks ttspqsspvs ------ kdcd klarnwflsr Ink-ttgmka 522
>D.simulans-XP_002080455 - kdqkkgqrks ttspqsspvs ------ kdcd klarnwflsr Ink-ttgmka 522
>D.ananassae-XM_001960041.1 - keqkkqrkd --------- § ------ kdcd klarnwflsr Ink-stgikv 509
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 nkeqgkkqrks qgtsaqtspgk mistpgkdcd klarnwflsr Ink-stgqkt 534
>D.persimilis-XM_002027133.1 nkeqkkqrks qtsaqtspgk mtstpgkdcd klarnwflsr Ink-stgqkt 534
>D.mojavensis-XM_002005192.1 Ikdqgkkqrka tqtpptspgk ---tpgkdcd klarnwflsr Inktsstqns 584
>D.virilis_XM002050299.1 lkeqkkqrks -qtpqtspgk ---tpgkdcd klarnwflsr Inkssqgpnt 550
>D.grimshawi-XM_001987313.1 lkeqkkqrks -qtpgtspgk ---tpskdcd klarnwflsr Inksstgqgst 553
Consensus —KDQKKQRKS TTSPQXSPXS —-—-—-=-= KDCD KLARNWFLSR LNK-STGQKA
100%
conseraven [ T[T ol e DT HTADVT T
s?u selw ?olc)
D.melanogaster blow TNTGSAS--- ---- PTNAKC KQSEKENLLT EAEL-- GEGY --D- ASPGD- 3562
»D.sechellia-XP_002032771 tntgsas--- ----ptnakc kgsekenllt eael--gegy --d-aspgd- 549
>D.erecta-XP_001970604 tntgsas--- ----pnsakc kgsekenllt eael--gegy --d-aspgd- 559
> D.yakuba-XM_002089459.1 tnagsas--- ----pnnvkc¢ kqsekenllt etel--gegy --d-aspgd- 559
>D.simulans-XP_002080455 tnagsas--- ----pnnvkc kqsekenllt etel--gegy --d-aspgd- 559
>D.ananassae-XM_001960041.1 tnsgsgs--- ----pangkc¢ kqsekenllt dpdp--gecy epd- sspgd- 548
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 astasaa--- ----pantkc kqsekenllt dpdl--gegy gydgalpge- 574
>D.persimilis-XM_002027133.1 astasaa--- ----pantkc kqsekenllt dpdl--gegy gydgalpge- 574
>D.mojavensis-XM_002005192.1 rstgggtssp t-sipanakc klsekenlln gldmcdgs-- -ydga-pndl 629
=D.virilis_XM002050299.1 rstsnaasnp ttstpsnmakc kqsekenllIn gldlcdgsss sydga-pne- 598
=D.grimshawi-XM_001987313.1 rstgsgt--- ----ptnakc kgsekenllIn gldlcdgn-- -ydpt-Ine- 591
Consensus TNTGSAS--- —-——-PANAKC KQSEKENLLT EXDL--GEGY -YD-ASFGD-
100K
conseraton, T, o o (W] TTTTVTR el i ol W
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D.melanogaster blow - ------ RDOH GLPGSPPTSP CLKA-- EAKS KVNMIINQFE SSGHLSTMFS 603
>D.sechellia-XP_002032771 ------- rdh glpgspptsp clka--eaks kvinmiingfe ssghlstmfs 590
>D.erecta-XP_001970604 - - - - - - - rdh glpgspptsp clka--dtks kvinmiingfe ssghlstmfs 600
> D.yakuba-XM_002089459.1 ------- rdh glpgspptsp clka--etks kvinmiingfe ssghlstmfs 600
>D.simulans-XP_002080455 - - ---- - rdh glpgspptsp clka--etks kvinmiingfe ssghlstmfs 600
>D.ananassae-XM_001960041.1 ------- rdg glsgshptsp clka--eaqs kvnriingfe ssghlstmfs 589
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 ------ - rdl slsnsspssp slka--eaks kvnmiingfe ssghlstmfs 615
>D.persimilis=-XM_002027133.1 ------- rdl slsnsspssp slka--eaks kvnmiingfe ssghlstmfs 615
>D.mojavensis-XM_002005192.1 qqyqqqqhgqq hqqgssnpisp clka--eaks kvnmiingfe ssghlstmfs 677
>D.virilis_XM002050299.1 ---------- qqpssnptsp clks--esks kvnmiingfe ssghlstmfs 636
>D.grimshawi-XM_001987313.1 ---------- qqpssnptsp clkggdsnks kvnmiingfe ssghlstmfs 631
Consensus ===—===—= RDH GLPGSPPTSP CLKA--EAKS KVNMIINQFE SSGHLSTMFS
100%
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D.melanogaster blow VEALAANALA SLTSFCESDG CNNYEPIMPL ATTPSSFLKK V* 645
>D.sechellia-XP_002032771 vealaanala sltsfcesdg cnnyepimpl attpssflkk v- 631
>D.erecta-XP_001970604 vealaanala sltsfcesdg cnnyepimpl attpssflkk v- 641
> D.yakuba-XM_002089459.1 vealaanala sltsfcendg cnnyepimpl attpssflkk wv- 641
>D.simulans-XP_002080455 vealaanala sltsfcendg cnnyepimpl attpssflkk v- 641
>D.ananassae-XM_001960041.1 vealaanala sltsfcdgdg cnnyepimpl attpssflkk v- 630
>D.pseudoobscura-XM_001361353.2 vealaanala sltsfcdnds csnyepimpl stppssflkk v- 656
>D.persimilis-XM_002027133.1 vealaanala sltsfcdnds csnyepimpl stppssflkk v- 656
>D.mojavensis-XM_002005192.1 vealaanala sltsfcesdn cnnyepimpl atppssylkk v- 718
>D.virilis_XM002050299.1 vealaanala sltsfcesdn cnnyepimpl sttpssflkk v- 677
>D.grimshawi-XM_001987313.1 vealaanala sltsfcesdn cnnyepimpl atpptsflkk v- 672
Consensus VEALAANALA SLTSFCESDG CNNYEPIMPL ATTPSSFLKK V-

100%
Conservation
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Abbildung 9.7: Alignment von Blow Homologen verschiedener Drosophla Spezies. Die rote Markierung zeigt die PH-
Doméne an, wéihrend in blau die putativen SH3-Bindestellen und in griin das putative Abelson-

Phosphorylierungsmotiv gezeigt sind.
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1
D.melanogaster_blown fuse MN--PKPTTT KLAEIEQFLL DVRAHFRASL ETSEYENTSN LFHVTAAEQT 48
Danio rerio_skap2 MRSVPEDFTT LISDLETFLT DVL------- ---KGENLSK ----KAKEKK 36
Consensus MXSVPXXXTT XXXXXEXFLX DVXAHFRASL ETSXXENXSX LFHVXAXEXX
100%
consersaton |l el || et ol L (1 il conol
g 0 1T
slo slo mlo
D.melanogaster_blown fuse AALLARCEIL LAAASSASGS GSGLELGSGL GCADEQAAAN HRSSLVDCVD 98
Danio rerio_skap2 DAFIKRIK-- —---ccconnn cmmcmcnnns mome= DVKTS YAQEFKDRRD 59
Consensus XAXXXRXXIL LAAASSASGS GSGLELGSGL GCADEXXXXX XXXXXXDXXD
100%
conservaton. | ol
enservatiot. ILANANANAR ONAAANARAA ARARAAAAAR OARAOAARAN ARARACL A
140
|
D.melanogaster_blown fuse SKVGAETGPS GYLEMLASPS PSKSSLSASR EYIDLGSSGS LDRCSVNQPV 148
Danio rerio_skap? EEF------- --------PE PDEA------ ---DTNDGGS L------~-~ 76
Consensus XXXGAETGPS GYLEMLASPX PXXXSLSASR EYIDXXXXGS LDRCSVNQPV
100% | I
Conserat | Ieeeeiill
enservatiet, IIONONONN OOAAAAANL [ | MOAAPANAN ARA! A6 OOOOOOANT
1?0 180 200
| |
D.melanogaster_blown fuse PAAKDKEPHQ QLYEICQGQG AGODEDEAQQ AITFTHEVFI DCPYADLPAG 198
Danio rerio_skap2 -------- HS --RDDENAYD GVQ------- QSP----PVA 99
Consensus PAAKDKEPHX XXXXI1CQGQG AGXDXXXAXX XXXFTHEVFI XXPYADLPXX
100% |
Conservation ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ l ‘ |
% INOOO0000L 0 A0OOO00000_O00LAA0L 00 0000000000 O0HnOO0L o0
240
D.melanogaster_blown fuse HLSLQRISTKY GOLQRIVPKR LFF-DOQTRKC YCGILNDWML CYADGPTACR 247
Danio rerio_skap2 AQDLQ — EKDKQ 148
Consensus XXXLOQXXXKX GXLXXXXXXX XFFGXXXXKX XCXILNXXXX XYXXXXXXXX
100%
consersaton, il [l ool dlieellbrmn
O 0 1 0 T A
260 280 300
D.melanogaster_blown fuse PSSTLYLKSS SIEIEH-FGE GKRRDICFQI TTDDPNKKFV YQ--ANNEVD 294
Danio rerio_skap2 QKGEFNIVGY TVKMNNTLRK DAKRDCCFEV SAPQ———KEV YQFCAASEKE 195
Consensus XXXXXXXXXX XXXXXXTXXX XXXRDXCFXX XXXDPNKKXV YQFCAXXEXX
100%
Conserat oo cooliperl ] [Toel |
enservatiot. IDNOONNOON NNNNOONNON_ ANALEALNAN OnnHAOaLN OO0 O
3;10
D.melanogaster_blown fuse AKEWIHAIEA AIRG ALKTPPPRKL PTPPVQKKST YTAADIIYEE 344
Danio rerio_skap2 AKEWVEHIDF LIKDLEGGI-- - -------- | P----EDEEE YD--DCLSMS 228
Consensus AKEWXXXI XX XIXXXXGXHS ALKTPPPRKX PTPPVXXXXX YXAADXXXXX
100%
conseraton. | [ [ [yl b ol | I [l
Sl b OO0LM0 OHOAAANOON O00AMOA000 - HANOOOOAO0 | A00H0a06n
3?0 3e|30 400
— |
D.melanogaster_blown fuse PSPVYGLIDS SSMVLPKLPE KSNSPSALAR RFEYDVPKCP AQPLQODTSSR 394
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Abbildung 9.8: Alignment von Blow aus Drosophila und Skap2 aus Zebrafisch. Die rote Markierung zeigt die PH-
Doméne an, wihrend in violett die putative SH3-Bindestelle und in griin die Phosphorylierungsmotive

gezeigt sind.
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Abbildung 9.9: Alignment von Skap-Proteinen verschiedener Vertebraten und Blow aus Drosophila. Die PH-Doméne,

putativen SH3-Bindestellen und die Phosphorylierungsstelle von Blow sind unterhalb des Alignments

in rot, violett und griin eingezeichnet. Das Skap2-Phosphorylierungsmotiv um Tyrosin 241 ist oberhalb

des Alignments in griin eingezeichnet.
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