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1 Einleitung

1.1 p21-aktivierte Kinasen (PAKs)

P21-aktivierte Kinasen (PAKs) sind konservierte Serin/Threonin Kinasen, die abgesehen
von Pflanzen in allen Eukaryoten vorkommen und zur Familie der Ste20 Kinasen gezählt
werden (DELPIRE, 2009; HOFMANN ET AL., 2004; KUMAR ET AL., 2009; ZHAO & MANSER,
2012). Sie wurden ursprünglich als Interaktionspartner der kleinen RhoGTPasen Cdc42
und Rac1 (p21 Proteine) identifiziert und zählen heute zu den am besten charakterisier-
ten Effektoren von Guanosintriphosphat (GTP)-gebundenen, aktivierten RhoGTPasen
((MANSER ET AL., 1992), Übersichten in: (ARIAS-ROMERO & CHERNOFF, 2008; BOKOCH,
2003; ESWARAN ET AL., 2008; ZHAO & MANSER, 2012). Charakteristisch für alle PAKs
ist neben der konservierten, C-terminalen Ser/Thr Kinasedomäne ein regulatorischer N-
Terminus mit einer Bindungsstelle für kleine RhoGTPasen (p21-Bindungsdomäne, PBD)
und einer teilweise damit überlappenden autoinhibitorischen Domäne (AID) (Abb.1)
(ZHAO & MANSER, 2012). Aufgrund von strukturellen, regulatorischen und funktionel-
len Unterschieden werden PAKs in Vertebraten in zwei Gruppen unterteilt: Typ I und
Typ II PAKs. Bei Säugetieren existieren je drei Gene für beide Gruppen. PAK1, PAK2 und
PAK3 gehören zu den Typ I PAKs, während PAK4, PAK5 und PAK6 den Typ II PAKs
zugeordnet werden. Xenopus laevis (X. laevis) besitzt auch sechs PAK-Gene, die Typ I
PAKs PAK1, PAK2 und PAK3 und die Typ II PAKs PAK4, PAK5/7 und PAK6 (ZHAO

& MANSER, 2012). Xenopus PAK5/7 ist in diesem Fall das eigentliche PAK4 Ortholog
(ZHAO & MANSER, 2012). Die Gene für PAK4 und PAK6 sind bisher nur vorhergesagt
(www.xenbase.org [2.8.5]). Bei Knochenfischen wie dem Zebrafisch (Danio rerio) und
Medaka (Oryzias latipes) fehlt ein Ortholog für PAK3, dafür sind die Gene PAK1, PAK2
und PAK6 dupliziert (LAW & SARGENT, 2012). Bei Invertebraten sind Typ I und Typ II
PAKs nur durch jeweils ein Gen vertreten (ZHAO & MANSER, 2012). PAK1 ist das Typ I
PAK sowohl in Caenorhabditis elegans (C. elegans) als auch in Drosophila melanogaster. PAK2
ist das Typ II PAK bei C. elegans und Mbt ist das einzige Typ II PAK Protein in Fliegen.
Darüber hinaus kodieren die Genome von C. elegans und Drosophila melanogaster noch
für ein weiteres PAK Protein, PAK3, in C. elegans auch als MAX-2 bezeichnet (LUCANIC
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1 Einleitung

ET AL., 2006; MENTZEL & RAABE, 2005). Diese Gene werden einer dritten Gruppe von
PAK Proteinen zugeordnet, deren Mitglieder nur in Invertebraten vorkommen und auch
die etwas heterogeneren PAK Proteine der Protozoen umfassen (HOFMANN ET AL., 2004;
LUCANIC ET AL., 2006; MENTZEL & RAABE, 2005; ZHAO & MANSER, 2012). Für die PAK
Proteine der Protozoen wird hier auf die Übersichtartikel von ZHAO & MANSER (2012)
und KUMAR ET AL. (2009) verwiesen. Im Folgenden soll nur auf klassische Typ I und
Typ II PAKs eingegangen werden, welche es nur in Metazoen gibt.

1.1.1 Struktur und Regulation von Typ I PAKs

Typ I PAKs weisen im N-terminalen Bereich neben der PBD und der teilweise mit
ihr überlappenden AID einige weitere charakteristische Motive auf (Abb. 1.1). Drei
konservierte, Prolin-reiche Sequenzen dienen der Bindung von Src-Homology 3 (SH3)
Domänen (BOKOCH, 2003; YU ET AL., 1994). Die Adapterproteine Nck und Grb2 bin-
den an die beiden N-Terminal von der PBD gelegenen PXXP-Motive und zwischen
PBD und Kinasedomäne liegt eine atypische SH3-Bindungsstelle für Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren (Guanine Nucleotide Exchange Factors, GEFs) der PIX/Cool-Familie
(BOKOCH ET AL., 1996; MANSER ET AL., 1998; PUTO ET AL., 2003). Basische Motive
direkt vor der PBD und vor der Kinase-Domäne binden Phosphoinositide, die dadurch
als Ko-Aktivatoren für PAKs wirken können (STROCHLIC ET AL., 2010). Die C-terminale
Kinase-Domäne ist hochkonserviert innerhalb der Typ I PAKs (ZHAO & MANSER, 2012).
Sequenzhomologien deuten darauf hin, dass in der Kinasedomäne eine Bindungsstelle
für Integrine liegt (ZHANG ET AL., 2002). Es wurde jedoch bisher keine Bindung von
Typ I PAKs an Integrine nachgewiesen. Ein konserviertes SSLXPL-Motiv am C-Terminus
dient als Bindungsstelle für die bg-Untereinheit trimerer G-Proteine (Gbg) (LEEUW ET AL.,
1998; LI ET AL., 2003).

Die Aktivierung von Typ I PAKs kann über die Bindung von Phospholipiden oder
RhoGTPasen erfolgen (BOKOCH ET AL., 1998; STROCHLIC ET AL., 2010; MANSER ET AL.,
1994). Für PAK2 wurde auch die proteolytische Prozessierung durch eine Caspase als
Aktivierungsmechanismus beschrieben (LEE ET AL., 1997; RUDEL & BOKOCH, 1997).
Die genaue molekulare Funktion der Lipidbindung bei der PAK-Aktivierung ist noch
nicht geklärt. Im Gegensatz dazu ist der Mechanismus der RhoGTPase-vermittelten
PAK Aktivierung bereits sehr detailliert beschrieben worden. Kleine RhoGTPasen im
GTP-gebundenen, aktiven Zustand aktivieren die Kinase, indem sie mit einem Typ I
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1 Einleitung

Abbildung 1.1. Schematische Domänenstruktur von p21-aktivierten Kinasen. rot: Bindungsstellen für
SH3-Domänen, schwarz: basische Motive, gelb: PBD, schraffiert: AID, hellblau: Kinasedomäne, grün:
Bindungsstelle für Gbg, grau: Interaktion mit ribosomalen und ribonukleären Proteinen (RNPs), orange:
Integrin-Bindungsstelle.

PAK-spezifischen Autoinhibitionsmechanismus interferieren (ESWARAN ET AL., 2008;
ZHAO & MANSER, 2012). In Abwesenheit von RhoGTPasen bilden Typ I PAKs Homodi-
mere, bei denen die AID in trans die Kinasedomäne bindet (PARRINI ET AL., 2002; LEI

ET AL., 2000). Die Interaktion der AID mit der Kinasedomäne zwingt die Kinasedomäne
in eine Konformation, die das aktive Zentrum blockiert und verhindert dadurch sowohl
Autophosphorylierung als auch Phosphorylierung von Substraten (LEI ET AL., 2000).
Die Bindung von kleinen RhoGTPasen an die PBD induziert Veränderungen in der
Konformation, welche die Dissoziation der Homodimere zur Folge haben (GIZACHEW

ET AL., 2000; MORREALE ET AL., 2000). Die Dissoziation der AID von der Kinasedomäne
erlaubt Konformationsänderungen, die ein funktionelles katalytisches Zentrum wieder-
herstellen (LEI ET AL., 2000). Es kommt daraufhin zur trans Autophosphorylierung eines
zentralen Threoninrestes in der Aktivierungsschleife (T423 bei humanem PAK1), welche
für die Aktivierung der Kinase erforderlich ist (YU ET AL., 1998). T423 ist die einzige
Autophosphorylierungsstelle in der Kinasedomäne. Diese und weitere Autophosphory-
lierungen von regulatorischen Serinresten im N-Terminus aktivieren die Kinase, auch
über die Bindungsdauer der RhoGTPase hinaus (CHONG ET AL., 2001; ZENKE ET AL.,
1999). Die T423 Phosphorylierung dient der Stabilisierung der aktiven Konformation der
Kinasedomäne (WANG ET AL., 2011). Eine Phosphorylierung von S144 im N-Terminus
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erniedrigt wiederum die Affinität der AID für die Bindung an die Kinasedomäne und
verhindert damit ein „Zurückspringen“ der Kinase in den inaktiven Zustand (CHONG

ET AL., 2001). Die Phosphorylierung von T423 in der Aktivierungsschleife ist im inakti-
ven Homodimer nicht detektierbar und eine wichtige Voraussetzung für die Aktivierung
der Kinase (GATTI ET AL., 1999; YU ET AL., 1998; ZENKE ET AL., 1999). Diese Phospho-
rylierung kann bei Typ I PAKs folglich als Sensor für Kinaseaktivierung verwendet
werden.

1.1.2 Struktur und Regulation von Typ II PAKs

Die Domänenstruktur von Typ II PAKs ähnelt der von Typ I PAKs (Abb. 1, (WELLS &
JONES, 2010)). Im N-terminalen Bereich liegt eine PBD, direkt gefolgt von einer AID.
Die erst vor Kurzem identifizierte AID unterscheidet sich jedoch deutlich von der AID
bei Typ I PAKs (BASKARAN ET AL., 2012; HA ET AL., 2012). Im Vergleich zu Typ I PAKs
fehlen Typ II PAKs die beiden SH3-Bindungsstellen vor der PBD, da dieser Bereich bei
Typ II PAKs viel kürzer ist und nur 10 Aminosäuren umfasst (Übersichten in: (JAFFER

& CHERNOFF, 2002; WELLS & JONES, 2010). Zwischen PBD und Kinasedomäne liegen
einige potentielle SH3-Bindungsstellen, für die bisher jedoch keine Interaktionspartner
beschrieben wurden. Es existieren zwei nachgewiesene, basische Kernlokalisationsse-
quenzen (Nuclear Localisation Signals, NLS) bei PAK4 (LI ET AL., 2012). Eine liegt
vor der PBD und umfasst die Aminosäuren vier bis sieben. Die Zweite liegt zwischen
PBD/AID und Kinasedomäne und umfasst die Aminosäuren 158 bis 161 (LI ET AL.,
2012). Beide binden Importin a5 (LI ET AL., 2012). Direkt vor der PBD liegt ein weiteres
konserviertes basisches Motiv, welches bei Typ II PAKs eine Funktion als NLS erfüllt
(COTTERET & CHERNOFF, 2006). Im Gegensatz dazu wurde dieses basische Motiv bei
Typ I PAKs als Bindungsstelle für Phosphoinositide beschrieben (STROCHLIC ET AL.,
2010). Möglicherweise erfüllt dieses Motiv also unterschiedliche Funktionen in den
beiden PAK Untergruppen. Bei PAK4 wurde direkt auf die PBD folgend eine Domäne
beschrieben, die mit ribosomalen und RNA-bindenden Proteinen interagiert (BALDASSA

ET AL., 2010). Vor der Kinasedomäne wurde ebenfalls bei PAK4 eine auch in anderen
Typ II PAKs konservierte Bindungsstelle für das GEF GEF-H1 beschrieben (CALLOW

ET AL., 2005). Es wurden jedoch bisher keine weiteren Interaktionen von Typ II PAKs
mit GEFs gezeigt. Die Kinasedomäne der Typ II PAKs ist innerhalb der Gruppe sehr
gut konserviert, zu der Kinasedomäne der Typ I PAKs bestehen jedoch deutliche Un-
terschiede (ESWARAN ET AL., 2007; JAFFER & CHERNOFF, 2002; YANG ET AL., 2001). In
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der Kinasedomäne von PAK4 liegt eine Bindungsstelle für Integrine (LI ET AL., 2010b;
ZHANG ET AL., 2002). Sie umfasst die Aminosäuren 505 bis 533. Diese Bindungsstelle
scheint innerhalb der PAK Proteine konserviert zu sein, eine Bindung anderer PAKs an
Integrine wurde jedoch bisher nicht beschrieben (ZHANG ET AL., 2002).

Wie bei Typ I PAKs wird in der Kinasedomäne von Typ II PAKs nur eine einzige Ami-
nosäure autophosphoryliert (ESWARAN ET AL., 2007). Bei Typ II PAKs liegt in der
Aktivierungsschleife an der dem T423 entsprechenden Stelle ein Serin, bei PAK4 ist
dies das S474 (ABO ET AL., 1998; JAFFER & CHERNOFF, 2002). Auch bei Typ II PAKs ist
die Autophosphorylierung an dieser Stelle notwendig für die Aktivierung der Kinase
(ABO ET AL., 1998). Im Unterschied zu beispielsweise T423 bei PAK1 ist S474 bei PAK4
jedoch konstitutiv phosphoryliert (BASKARAN ET AL., 2012; ESWARAN ET AL., 2007). Bis
vor Kurzem wurden Typ II PAKs daher als konstitutiv aktive Kinasen angesehen. Die
Kinasedomänen von Typ I und Typ II PAKs unterscheiden sich zudem deutlich in Se-
quenz und Struktur, was auf Unterschiede bei der Regulation der beiden PAK-Gruppen
hindeutet (ESWARAN ET AL., 2007). Kürzlich wurde ein Autoinhibitionsmechanismus
beschrieben, der die bisherige Sicht der Typ II PAKs als konstitutiv aktive Kinasen in
Frage stellt (BASKARAN ET AL., 2012; HA ET AL., 2012). Ein konserviertes RPKP Motiv
in der AID von PAK4 bindet als Pseudosubstrat an die Kinasedomäne in der aktiven
Konformation und verhindert so Substratphosphorylierung (HA ET AL., 2012). Die Mu-
tation des RPKP Motives führt zur Aktivierung der Kinase (BASKARAN ET AL., 2012;
HA ET AL., 2012). Der Mechanismus der Aufhebung der Inhibition ist allerdings noch
nicht vollständig aufgeklärt. Die Src SH3-Domäne kann bei PAK4 in vitro eine geringe
katalytische Aktivität induzieren (HA ET AL., 2012). Die Mutation des RPKP Motives
führt allerdings zu einer viel stärkeren Aktivierung als die Src SH3-Domäne (HA ET AL.,
2012). Es sind daher detailliertere Untersuchungen nötig, um eine mögliche Funktion
von Src bei der Regulation von Typ II PAKs in vivo beurteilen zu können.
Die Ergebnisse von Untersuchungen zur Rolle von Cdc42 bei der Kinaseaktivierung
sind kontrovers. Mehrfach wurde beschrieben, dass die Cdc42-Bindung nur geringe
Auswirkungen auf die katalytische Aktivität von Typ II PAKs hat (ABO ET AL., 1998; HA

ET AL., 2012; PANDEY ET AL., 2002; SCHNEEBERGER & RAABE, 2003). Allerdings weist
die erhöhte Kinaseaktivität der katalytischen Domäne allein bzw. einer PBD-Mutante
auf eine regulatorische Funktion des N-Terminus hin (ABO ET AL., 1998; BASKARAN

ET AL., 2012; HA ET AL., 2012; SCHNEEBERGER & RAABE, 2003). Darüber hinaus zeigten
BASKARAN ET AL. (2012), dass die Bindung von aktiviertem Cdc42 die Kinaseaktivität
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steigert. Die große Varianz zwischen den Ergebnissen der verschiedenen Studien lässt
sich möglicherweise mit Unterschieden in den Methoden erklären. In allen Studien, in
denen kein Einfluss von Cdc42 auf die Kinaseaktivität gefunden wurde, wurde Myelin
Basic Protein (MBP) oder Histon H4 als Phosphorylierungs-Substrat eingesetzt. Nur
BASKARAN ET AL. (2012) verwendeten ein Peptid mit Typ II PAK-spezifischer Substratse-
quenz (RENNEFAHRT ET AL., 2007). Auch eine kooperative Regulation von Typ II PAKs
durch Src und Cdc42 wurde diskutiert (HA ET AL., 2012). Für PAK2 wurde eine koope-
rative Regulation der Kinaseaktivität durch Cdc42 und Src gezeigt (RENKEMA ET AL.,
2002). Zur Aufklärung der molekularen Mechanismen der Regulation von Typ II PAKs
und einer möglichen Beteiligung von Cdc42 sind weitere Experimente notwendig.

1.1.3 Zelluläre und entwicklungsbiologische Funktionen von Typ I PAKs und
ihre Rolle bei der Entstehung von Krankheiten

PAK Proteine wurden mit der Regulation von zahlreichen zell- und entwicklungsbiologi-
schen Prozessen in Verbindung gebracht. Im Folgenden soll nur auf zentrale Funktionen
und auf die für die vorliegende Arbeit besonders relevanten Publikationen eingegangen
werden. Einige ausführliche Übersichtsartikel sind zu den zellulären, physiologischen
und entwicklungsbiologischen Funktionen von PAKs sowie zu ihrer Rolle bei der Ent-
stehung von Krebs und neurobiologischen Erkrankungen erschienen (BOKOCH, 2003;
CHAN & MANSER, 2012; KREIS & BARNIER, 2009; MINDEN, 2012; YE & FIELD, 2012;
ZHAO & MANSER, 2012).

Regulation von Migration, Adhäsion und polarem Zellwachstum

Viele biologische und entwicklungsbiologische Prozesse erfordern eine koordinierte, dy-
namische Modulation von Zellmigration und Adhäsion. Migrierende Zellen müssen be-
stehende Adhäsionskontakte auflösen, polare Migrations-Strukturen wie Lamellipodien
und Filopodien auf- und wieder abbauen, sowie anschließend wieder Adhäsionskontak-
te aufbauen. PAK1 lokalisiert an aktinreichen Strukturen wie Lamellipodien, Filopodien
und Fokalkontakten (Focal Adhesions) und kann nach Aktivierung die Bildung von
Lamellipodien und Filopodien induzieren und dadurch Zellmigration regulieren (FROST

ET AL., 1998; MANSER ET AL., 1997; SELLS ET AL., 1997, 1999, 2000). Die Aktivierung von
PAK1 resultiert im Verlust von Stressfasern, Fokalkontakten und Adhärenzverbindun-
gen (FROST ET AL., 1998; LOZANO ET AL., 2008; MANSER ET AL., 1997). Diese Effekte
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scheinen jedoch zumindest teilweise zelltypspezifisch zu sein, da in endothelialen Zellen
PAK-Aktivierung zur Bildung von Stressfasern führt (KIOSSES ET AL., 1999). Inzwischen
sind zahlreiche Zytoskelett-assoziierte Proteine als Substrate von PAK Proteinen identifi-
ziert worden. Ein Mechanismus, über den PAK1 das Aktinzytoskelett beeinflusst, ist die
Phosphorylierung von T508 in der Aktivierungsschleife der Lim Kinase (LimK) (ARBER

ET AL., 1998). LimK wiederum inaktiviert Cofilin, einen Aktin-Depolymerisationsfaktor,
durch Phosphorylierung und stabilisiert damit F-Aktin (EDWARDS ET AL., 1999; YANG

ET AL., 1998). Die PAK1-kontrollierte Aktivität von Cofilin ist für die räumlich-zeitliche
Koordination von Migrationsbewegungen erforderlich (DELORME ET AL., 2007). Der
Verlust von Stressfasern bei PAK1 Aktivierung wird begleitet von PAK1 Phosphorylie-
rung der Myosin Light Chain Kinase (MLCK), welche zu geringerer Myosinaktivität
und damit zu verringerter Stressfaserbildung führt (SANDERS ET AL., 1999). Darüber
hinaus phosphoryliert PAK1 Filamin A, ein für die dreidimensionale Vernetzung von
Aktin wichtiges Protein, das bei der Bildung von PAK1-induzierten Membrane Ruffles
und Lamellipodien eine Rolle spielt (MACEYKA ET AL., 2008; VADLAMUDI ET AL., 2002).
Ein Komplex aus Scrib, PIX, GIT1 und PAK1 wird an den Zellkortex rekrutiert, um dort
Adhäsion zu regulieren (ADAM ET AL., 1998; MANSER ET AL., 1997; NOLA ET AL., 2008).
PAK-vermittelte Phosphorylierung von Paxillin beeinflusst dessen Interaktion mit GIT1
und erhöht die positive Wirkung von Paxillin auf Zellmigration (NAYAL ET AL., 2006).
Eine weitere Möglichkeit der Regulation von Adhäsion ergibt sich aus der Phosphorylie-
rung des Transkriptionsfaktors Snail durch PAK1. Die Repressorfunktion von Snail an
den Promotoren von E-Cadherin und Occludin wird dadurch gefördert und Adhäsion
herunterreguliert (YANG ET AL., 2005).

GEF-H1 bindet an Mikrotubuli und beeinflusst die Bildung der mitotischen Spindel
(BAKAL ET AL., 2005). GEF-H1 ist somit ein PAK1-Substrat, das auch die Modulation
des Mikrotubulizytoskeletts erlaubt. GEF-H1 aktiviert RhoA und induziert dadurch
Veränderungen im Aktinzytoskelett (BIRKENFELD ET AL., 2008). GEF-H1-Aktivität hängt
von seiner Bindung an Mikrotubuli ab und koppelt damit Veränderungen in der Mi-
krotubulidynamik mit Veränderungen in der Aktindynamik (KRENDEL ET AL., 2002).
Die Phosphorylierung von GEF-H1 durch PAK1 induziert Assoziation mit dem Gerüst-
protein 14-3-3 und eine Relokalisation an Mikrotubuli (ZENKE ET AL., 2004). Dieser
Mechanismus erlaubt die Modulation RhoA-abhängiger Aktinpolymerisation und somit
die Koordination von Rac-, Cdc42- und Rho-induzierten Veränderungen im Zytoskelett
(BIRKENFELD ET AL., 2008).

Über die zellulären Funktionen von PAK2 und PAK3 ist weniger bekannt. Die Funktio-
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nen von PAK1 und PAK2 sind zum Teil redundant. So wurde zum Beispiel eine Rolle von
PAK2 bei der Migration von hämatopoetischen Stammzellen beschrieben (DORRANCE

ET AL., 2013). Die genauen molekularen Mechanismen unterscheiden sich jedoch. PAK2
phosphoryliert wie PAK1 MLCK (GOECKELER ET AL., 2000). Im Gegensatz zu PAK1
phosphoryliert PAK2 zudem die Leichte Kette des Myosins (Myosin Light Chain, MLC)
direkt (CHEW ET AL., 1998). PAK2 beeinflusst darüber hinaus PAK1 Phosphorylierung
und wirkt somit auch über die Regulation von PAK1 Aktivität (BRIGHT ET AL., 2009).
Für PAK2 wurde wie für PAK1 eine Assoziation mit PIX und Scrib gezeigt (FRANK

ET AL., 2012). SHIN ET AL. (2002) beschrieben eine Rolle für PAK2 in Wachstumske-
geln, was auf eine Funktion bei der axonalen Wegfindung hindeutet. PAK3 scheint über
die Aktivierung von JNK die Migration von Fibroblasten zu beeinflussen (LIU ET AL.,
2010).

Die Funktionen der Gruppe I PAKs sind evolutionär konserviert. Xenopus PAK1 kontrol-
liert Migration von cranialen Neurallinienzellen (Neural Crest Cells) (BISSON ET AL.,
2012). Zebrafisch PAK1 ist an der Regulation von Adhärenzverbindungen während
der Gastrulation beteiligt und ein PAK-PIX-GIT Komplex reguliert endotheliale Inte-
grität (BUCHNER ET AL., 2007; LIU ET AL., 2007, 2012; TAY ET AL., 2010). Drosophila
PAK1 reguliert das Aktinzytoskelett, apiko-basale Polarität, Zellmorphologie und die
Integrität des follikulären Epithels (CONDER ET AL., 2007). Bei Fliegen existiert ein
PAK-PIX-GIT Komplex, der während der Muskelentwicklung PAK Lokalisation steuert
(BAHRI ET AL., 2009). VLACHOS & HARDEN (2011) zeigten genetische Interaktionen, die
darauf hinweisen, dass PAK und Rho1 bei der Aktinpolymerisation entgegengesetzte
Funktionen haben. Verlust von PAK resultiert in morphologischen und zytoskelettalen
Veränderungen follikulärer Zellen und verstärkter Myosinphosphorylierung in Fol-
likelzellen, die morphologische Veränderungen durchlaufen (VLACHOS & HARDEN,
2011). Das stimmt mit der Situation bei Wirbeltieren überein (SANDERS ET AL., 1999).
Die Interaktion von PAK und Scrib ist ebenfalls konserviert. Kurz bevor sich während
der Embryonalentwicklung das Epithel an der dorsalen Mittellinie schließt und neue
Adhärenzverbindungen etabliert werden (Dorsal Closure), rekrutiert PAK Scrib an die
Membran der führenden Epithelzellen (Leading Edge) (BAHRI ET AL., 2010). Droso-
phila PAK3 lokalisiert bei der Wundheilung Rac1-abhängig an der vorderen Membran
der führenden Epidermis-Zellen (Leading Edge) (BAEK ET AL., 2012). Ein Verlust von
PAK3 führt zum Verlust von F-Aktin in den führenden Zellen und zu Defekten bei
der Wundheilung (BAEK ET AL., 2012). Im Gegensatz dazu führt ein Verlust von PAK3
zur Bildung von Lamellipodien und F-Aktinanreicherung und induziert Zellmigration
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in einem Zellkulturmodell (ASANO ET AL., 2009). Drosophila PAK1 und PAK3 koope-
rieren bei der Fusion von Myoblasten während der Muskelentwicklung im Embryo
(DUAN ET AL., 2012). PAK3 spielt in diesem Kontext eine zentrale Rolle bei der Ak-
tinpolymerisation (DUAN ET AL., 2012). C. elegans PAK1 beeinflusst die Migration von
P-Zellen und distalen Spitzenzellen (Distal Tip Cells, DTCs) (LUCANIC ET AL., 2006; LU-
CANIC & CHENG, 2008). Auch hier reguliert PAK1 die Migration von DTCs zusammen
mit PIX-GIT (LUCANIC & CHENG, 2008). ZHANG ET AL. (2011) zeigten kürzlich, dass
PAK1 in einem Mechanotransduktions-Signalweg agiert, der die Reifung von stabilen
Hemidesmosomen steuert.

Regulation von Zellzyklus, Proliferation und Apoptose

Humanes PAK1 spielt eine Rolle bei der Regulation des Zellzyklus und beeinflusst Proli-
feration und Apoptose. PAK1 phosphoryliert Polo-like Kinase 1 (Plk1) und Aurora-A,
zwei zentrale Zellzyklus-Regulatoren (MAROTO ET AL., 2008; ZHAO ET AL., 2005). Auf
diese Weise beeinflusst PAK1 die Reifung von Centrosomen und den Fortgang des Zell-
zyklus sowie die korrekte Bildung der mitotischen Spindel (MAROTO ET AL., 2008; ZHAO

ET AL., 2005). PAK1 aktiviert den Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) Signalweg
und fördert damit das Überleben und die Proliferation von Zellen. Beispielsweise wird
die Aktivierung dieses Signalweges nach Stimulation mit dem Platelet Derived Growth
Factor (PDGF) über PAK1 vermittelt (BEESER ET AL., 2005). PAK1 phosphoryliert die Pro-
teinkinase Raf an S338 und beeinflusst Raf-Phosphorylierung an S445 (EDIN & JULIANO,
2005; TRAN & FROST, 2003; TRAN ET AL., 2005). Eine Kinase-inaktive PAK1-Mutante
verhindert Raf-Phosphorylierung an S338 in COS7 Zellen (CHAUDHARY ET AL., 2000).
Die Phosphorylierung an S338 reguliert die Translokation von Raf-1 an Mitochondrien,
wo es wiederum BAD phosphoryliert und so zusätzlich anti-apoptotische Funktion
ausübt (JIN ET AL., 2005). Auch PAK3 phosphoryliert Raf-1 (KING ET AL., 1998). PAK1
vermittelt die Phosphorylierung der Proteinkinase Akt an S473 nach Stimulation mit
PDGF (RIAZ ET AL., 2012). Außerdem beeinflusst PAK1 die Aktivierung von NF-kappaB
positiv (FRIEDLAND ET AL., 2007; FROST ET AL., 2000). Desweiteren phosphoryliert PAK1
beta-Catenin an S475 und S663 und trägt damit zur Stabilisierung von beta-Catenin
und Aktivierung von beta-Catenin-abhängiger Transkription bei (HE & BALDWIN, 2008;
HE ET AL., 2012; PARK ET AL., 2012; ZHU ET AL., 2012). PAK1 scheint als Linker zwi-
schen Insulin- und Wnt-Signalweg zu agieren, da mittels Insulinstimulation induzierte
beta-Catenin-Phosphorylierung über PAK1 vermittelt wird (SUN ET AL., 2009). Über
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beta-Catenin beeinflussen PAK1 und PAK2 beispielsweise die Expression von c-Myc
und Zellzyklusregulatoren wie Cyclin D1 (HE ET AL., 2012; ZHOU ET AL., 2011).

Rolle von Typ I PAKs bei der Krebsentstehung

Aufgrund ihrer bedeutenden Funktionen bei der Regulation von Zellmigration, Proli-
feration, Überleben und Zelltod, wurden zahlreiche Hinweise für eine Rolle von PAK-
Proteinen bei der Krebsentstehung gefunden (YE & FIELD, 2012). PAKs fördern bei-
spielsweise Angiogenese und aufgrund der Aktivierung von MAPK- und Met-Rezeptor-
Signalwegen adhäsionsunabhängiges Zellwachstum (KIOSSES ET AL., 1999; SHRESTHA

ET AL., 2012). ErbB2 Aktivierung oder Überexpression kommt häufig bei Brustkrebs vor
(SHALABY ET AL., 1992). Die Transformation durch ErbB2 erfordert funktionelles PAK1
(ARIAS-ROMERO ET AL., 2010). PAK1 spielt darüber hinaus eine Rolle im Östrogen-
Rezeptor-Signalweg, der häufig bei Brustkrebs dereguliert ist (BOSTNER ET AL., 2010;
KOK ET AL., 2011). Bei Darmkrebs wurde häufig eine Überexpression von PAK1 festge-
stellt (ZHU ET AL., 2012).

Funktionen von Typ I PAKs im Nervensystem

Oben genannte Mechanismen sind während der Gehirnentwicklung nicht nur für die
Migration von Vorläuferzellen von Bedeutung, sondern auch für die Differenzierung von
Neuronen und für die Funktion des adulten Gehirns. Stark polarisiertes Wachstum, bei
dem Dendriten und Axone ausgebildet werden, erfordert die präzise Regulation von zy-
toskelettalen Strukturen und Adhäsionskontakten. Für PAK1 wurde im Zusammenhang
mit dem Auswachsen des Axons eine Funktion bei der Etablierung von neuronaler Pola-
rität beschrieben (JACOBS ET AL., 2007). Generell spielt PAK1 eine Rolle beim Auswach-
sen von Neuriten und deren Extension (DANIELS ET AL., 1998; MARLER ET AL., 2005).
Die Regulation von PAK1 kann in diesem Kontext durch Src, das GTPase-aktivierende
Protein (GAP) Noma-GAP oder die GEFs betaPIX und Alsin erfolgen (ROBLES ET AL.,
2005; ROSÁRIO ET AL., 2007; TUDOR ET AL., 2005; ZA ET AL., 2006). Laminin-, Netrin-1-
und Semaphorin-3A-induzierte Modulation von axonalen Wachstumskegeln wird über
PAK1 vermittelt (AIZAWA ET AL., 2001; SANTIAGO-MEDINA ET AL., 2013; SHEKARABI

ET AL., 2005). Neuriten-Wachstum scheint darüber hinaus auch PIX-abhängig von PAK3
beeinflusst zu werden (COBOS ET AL., 2007; OBERMEIER ET AL., 1998). Das hauptsächlich
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im Gehirn exprimierte Adhäsionsmolekül Down Syndrome Cell Adhesion Molecule
(DSCAM) bindet PAK1 und stimuliert dessen Aktivität (LI & GUAN, 2004).

Die PAK-abhängige Regulation von axonalem Wachstum ist in C. elegans und Droso-
phila konserviert. Netrin-abhängige axonale Wegfindung wird in C. elegans über PAK1
und MAX-2 vermittelt (LUCANIC ET AL., 2006). Bei Fliegen ist der Mechanismus der
PAK-abhängigen axonalen Wegfindung gut untersucht. PAK steuert die Wegfindung
von Photorezeptoraxonen in einem Signalweg, der von dem GEF Trio, Rac und dem
SH2/SH3-Adapterprotein Dock (Nck in Vertebraten) aktiviert wird (HING ET AL., 1999;
NEWSOME ET AL., 2000). Der gleiche Dock-Rac-PAK-Komplex vermittelt die repulsive
Wirkung von Robo und Slit bei der axonalen Wegfindung im embryonalen Nervensys-
tem (FAN ET AL., 2003). Ebenso verwenden olfaktorische Neurone diesen Mechanismus,
um korrekte Projektionen in die Antennalloben zu bilden, was auf eine weitreichende
Verbreitung dieses Mechanismus hinweist (ANG ET AL., 2003). Drosophila DSCAM regu-
liert axonale Wegfindung in Embryonen ebenfalls über Dock und PAK (SCHMUCKER

ET AL., 2000).

PAK1 reguliert die Initiierung, Morphologie, Dichte und Anzahl von dendritischen
Fortsätzen (Dendritic Spines), sowie Synapsenmorphologie im Gehirn (HAYASHI ET AL.,
2004, 2007). PAK1 und PAK3 Knock-out Mäuse zeigen reduzierte synaptische Plasti-
zität (ASRAR ET AL., 2009; MENG ET AL., 2005). Reduktion der Kinaseaktivität von
PAK1 oder PAK3 oder Überexpression verursachen Veränderungen in der Dendriten-
morphologie bzw. -anzahl und verringerte synaptische Plastizität in hippocampalen
Neuronen (BODA ET AL., 2004; KREIS ET AL., 2007; ZHANG ET AL., 2005). Die Effekte
der beiden PAK-Proteine sind jedoch unterschiedlich. Während eine Reduktion von
PAK1 die Dendritenmorphologie nicht beeinflusst, resultiert die Reduktion von PAK3 in
der vermehrten Ausbildung von unreifen Dendriten in Kulturen von hippocampalen
Schnitten (BODA ET AL., 2008). Die Überexpression von PAK1 führt zu kleineren Den-
driten, hingegen ruft die Überexpression von PAK3 keine Effekte hervor (BODA ET AL.,
2008). Die Überexpression von PAK1 rettet den durch PAK3-Reduktion hervorgerufenen
Dendritenphänotyp (BODA ET AL., 2008). Der Doppel-Knock-out von PAK1 und PAK3
führt zu kleineren Gehirnen mit stark vereinfachter Dendritenstruktur und Verlust von
postnatalem Gehirnwachstum (HUANG ET AL., 2011). Die Lokalisation von PAK1 und
PAK3 wurde in Dendriten nachgewiesen (CHEN ET AL., 2007; HAYASHI ET AL., 2004;
PENZES ET AL., 2003; REX ET AL., 2007). Als ein möglicher Lokalisationsmechanismus
für PAKs in Dendriten wurde eine vom Gerüstprotein Shank vermittelte Rekrutierung
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des PIX-PAK-Komplexes vorgeschlagen (KIM ET AL., 2003; KREIS & BARNIER, 2009;
PARK ET AL., 2003).

PAK1 und PAK3 wurden mehrfach mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzhei-
mer und Huntington in Verbindung gebracht (Übersicht in: (MA ET AL., 2012)). Unter
anderem interagiert PAK3 mit dem Amyloid Vorläuferprotein (Amyloid Precursor Pro-
tein, APP) und PAK1 mit Huntingtin, wodurch neurotoxische Effekte verstärkt werden
können (LUO ET AL., 2008; MCPHIE ET AL., 2003; NGUYEN ET AL., 2008). Darüber
hinaus können bestimmte Mutationen in PAK3 beim Menschen mentale Retardierung
hervorrufen (KREIS & BARNIER, 2009; MA ET AL., 2012). Dies stimmt überein mit ge-
störter Dendritenmorphologie und -dichte und verringerter Lernfähigkeit bei Verlust
von PAK3 (KREIS ET AL., 2007; MENG ET AL., 2005). Darüber hinaus steht damit in
Einklang, dass PAK3 die synaptische Signalübertragung in einem Komplex mit Nck2
beeinflusst (THÉVENOT ET AL., 2011). Bei Drosophila beeinflusst PAK3 die Funktion und
Morphologie von Synapsen (OZDOWSKI ET AL., 2011).

1.1.4 Zelluläre und entwicklungsbiologische Funktionen von Typ II PAKs und
ihre Rolle bei der Entstehung von Krankheiten

Regulation von Migration und Adhäsion

Wie Typ I PAKs spielen auch Typ II PAKs eine Rolle bei der Regulation des Aktinzytoske-
letts. PAK4 reguliert die Bildung von Filopodien und die Auflösung von Stressfasern
und fokalen Adhäsionskontakten, letzteres wahrscheinlich über Phosphorylierung von
GEF-H1 (ABO ET AL., 1998; QU ET AL., 2001; CALLOW ET AL., 2005). Aktiviertes PAK5
kann Filopodienbildung induzieren (DAN ET AL., 2002). Es sind Substrate für Typ II
PAKs bekannt, über die sie das Aktinzytoskelett beeinflussen können. PAK4 verstärkt
Aktin-Polymerisation über LimK1 auf zwei verschiedene Arten. Einerseits phosphory-
liert und aktiviert PAK4 LimK1 direkt und stimuliert dadurch Cofilin-Phosphorylierung
(DAN ET AL., 2001). Darüber hinaus inhibiert PAK4 Slingshot, eine LimK1 und Cofilin
Phosphatase, und stimuliert dadurch Cofilin-Phosphorylierung indirekt (SOOSAIRAJAH

ET AL., 2005). DGCRL ist ein PAK4-bindendes Protein, dass die PAK4-vermittelte Akti-
vierung von LimK1 noch verstärken kann (LI ET AL., 2010a).
Die PAK4 bzw. PAK5 Substrate p120-Catenin und b5-Integrin ermöglichen die Regulati-
on von Zell-Adhäsion (LI ET AL., 2010b; WONG ET AL., 2010). Die Phosphorylierung
von b5-Integrin an S759 und S762 ist notwendig für PAK4-induzierte Zellmigration (LI
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ET AL., 2010b). Die Aktivierung der Met Rezeptortyrosinkinase (RTK) durch den Hepa-
tocyte Growth Factor (HGF) induziert Zellmigration (PALIOURAS ET AL., 2009). PAK4
bindet das Hauptsubstrat des Met-Rezeptors, das Gerüstprotein Grb2-Associated Bin-
der (Gab1), und vermittelt die Met-induzierte Zellmigration und Invasion (PALIOURAS

ET AL., 2009). Überexpression von PAK4 stört sowohl Tight Junction Bildung bei 16HBE
Zellen als auch die apiko-basale Polarität von iMMECs, einer murinen Zelllinie, die als
Modell für Brustdrüsen genutzt wird (LIU ET AL., 2010; WALLACE ET AL., 2010). Der
Verlust von PAK4 führt bei Knock-out Mäusen zu einem Verlust von Adhärenzverbin-
dungen (TIAN ET AL., 2011). In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde für
PAK4 eine Rolle bei adhäsionsunabhängigem Wachstum von Fibroblasten beschrieben
(QU ET AL., 2001).
Auch Funktionen von Typ II PAKs sind evolutionär konserviert. PAK5, das Xenopus
PAK4 Ortholog, ist an der Regulation des Aktin- und Mikrotubulizytoskeletts beteiligt
und beeinflusst Cadherin-abhängige Zelladhäsion während der Entwicklung von Xeno-
pus (CAU ET AL., 2001; FAURE ET AL., 2005). Das Drosophila Typ II PAK Mbt beeinflusst
Aktinpolymerisation über das Drosophila Cofilin Ortholog Twinstar. Mbt-Aktivität führt
zu erhöhter Phosphorylierung von Twinstar (MENZEL ET AL., 2007). Mbt bindet und
phosphoryliert LimK, stimuliert dadurch jedoch die Phosphorylierung von Twinstar
nur schwach (MENZEL ET AL., 2007). Darüber hinaus zeigt das hypomorphe mbt-Allel
mbtP3 mit dem Nullallel D-LimK2 nur eine schwache genetische Interaktion (MENZEL

ET AL., 2007). Diese Ergebnisse stellen eine Funktion der LimK als Haupteffektor von
Typ II PAK-Aktivität bei Drosophila in Frage. Mbt reguliert zudem Cadherin-vermittelte
Adhäsion, indem es die Stabilität von Adhärenzverbindungen beeinflusst (MENZEL

ET AL., 2008).

Regulation von Proliferation und Überleben

Typ II PAKs regulieren den Zellzyklus und die mitotische Spindel. Ein Verlust von
PAK4 beeinträchtigt den Abbau von p21 und verzögert damit den Ablauf des Zellzy-
klus (NEKRASOVA & MINDEN, 2011). PAK4 phosphoryliert die GTPase Ran, welche an
der mitotischen Spindel lokalisiert (BOMPARD ET AL., 2010). PAK4 reguliert auch die
Positionierung und Verankerung der mitotischen Spindel in HeLa-Zellen (BOMPARD

ET AL., 2013). Ein weiteres Substrat für PAK4 und PAK5 ist c-Raf-1 (CAMMARANO ET AL.,
2005; WU ET AL., 2008). PAK4-Expression in primären Fibroblasten führt zu vorzeitiger
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Seneszenz, die über c-Raf-1 vermittelt wird (CAMMARANO ET AL., 2005). PAK5 phos-
phoryliert c-Raf-1 und reguliert dadurch c-Raf-1-Lokalisation an Mitochondrien (WU

ET AL., 2008). Außerdem phosphoryliert PAK4 ebenso wie PAK1 S675 von beta-Catenin
und stimuliert dadurch Tcf/Lef-abhängige Transkription (LI ET AL., 2012). PAK4 und
PAK5 fördern das Überleben von Zellen auch unmittelbar durch Phosporylierung des
pro-apoptotischen Proteins BAD (COTTERET ET AL., 2003; GNESUTTA ET AL., 2001).
PAK4 verhindert außerdem die Aktivierung von Caspase 8 über den DISC-Komplex
nach Aktivierung des extrinsischen Apoptoseweges (GNESUTTA & MINDEN, 2003).

Bedeutung von Typ II PAKs für die Krebsentstehung

Ihren zellulären Funktionen entsprechend spielen Typ II PAKs eine Rolle bei der Krebs-
entstehung. Sie beeinflussen die Proliferation und Migration von Zellen verschiedener
Krebszelllinien (Übersicht in: (MINDEN, 2012)). Die Überexpression von wildtypischem
PAK4 induziert bei Mäusen Tumore (LIU ET AL., 2008). Darüber hinaus sind Typ II PAKs
häufig in Tumoren überexprimiert. Erhöhte PAK4 Proteinmengen wurden bei Magen-,
Leber-, Brust- und Eierstockkrebs festgestellt (AHN ET AL., 2011; LIU ET AL., 2008; SIU

ET AL., 2010). PAK5 Überexpression wurde in Darmkrebszelllinien beschrieben, PAK6
Überexpression in Proben von Prostata-Tumoren (GONG ET AL., 2009; KAUR ET AL.,
2008). Interessanterweise sind im Gegensatz zu anderen Onkogenen, wie zum Beispiel
der kleinen GTPase Ras, in der Regel keine aktivierenden Mutationen von Typ II PAKs
mit Tumoren assoziiert, sondern eine Überexpression. PAK6, welches ein hohes Expres-
sionsniveau in Testis und Prostata zeigt, bindet als Ko-Faktor an den Androgynrezeptor
und reguliert darüber die Transkription von Zielgenen (LEE ET AL., 2002; SCHRANTZ

ET AL., 2004; YANG ET AL., 2001).

Rolle von Typ II PAKs im Nervensystem

Typ II PAKs sind weiterhin wichtig für die Entwicklung und Funktion des zentralen
Nervensystems. PAK4 wird vorwiegend während der Entwicklung exprimiert und ist
in adulten Geweben nur in geringen Mengen vorhanden. Die Deletion von PAK4 in
Mäusen führt zu starker Beeinträchtigung der Angiogenese und embryonaler Lethalität
(QU ET AL., 2003). Der Verlust von PAK4 verursacht außerdem Fehlentwicklungen des
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Herzens und des Gehirns (QU ET AL., 2003). Die Fehlbildung im Herzen ist auf Verände-
rungen des Aktinzytoskeletts in der Herzmuskulatur zurückzuführen (NEKRASOVA &
MINDEN, 2012). Die Untersuchung konditionaler PAK4 Knock-out Mäuse zeigte einen
Verlust von Adhärenzverbindungen im Gehirn und eine Verringerung der Proliferation
von neuronalen Vorläuferzellen (TIAN ET AL., 2011). Im Gegensatz zu PAK4 sind PAK5
und PAK6 im adulten Gehirn stark exprimiert (DAN ET AL., 2002; LEE ET AL., 2002).
Doppel-Knock-out Mäuse für PAK5 und PAK6 sind lebensfähig und zeigen Defizite
beim Lern- und Erinnerungsvermögen (NEKRASOVA ET AL., 2008). Es gibt Hinweise
darauf, dass Typ II PAK-Proteine an Prozessen beteiligt sind, die ausschlaggebend für
synaptische Plastizität sind. PAK5 phosphoryliert Pacsin1 und Synaptojanin1, zwei
Proteine, die an der Endozytose und am Recycling von Neurotransmittern beteiligt sind
(STROCHLIC ET AL., 2012). GEFT ist ein GEF, das im Gehirn, und dort besonders stark
im Hippocampus, exprimiert wird und die Ausbildung von Dendriten fördert. PAK5
wird downstream von GEFT benötigt, um das Wachstum von Dendriten zu ermöglichen
(BRYAN ET AL., 2004).
In diesem Zusammenhang ist interessant, dass Typ II PAKs mittlerweile mit neurodege-
nerativen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht wurden. Beispielsweise wurde
gezeigt, dass PAK5 die Proteinkinase MARK inhibiert, die Tau phosphoryliert und damit
zu dessen Trennung von Mikrotubuli führt. Dies ist ein frühes Ereignis während der
Neurodegeneration bei Alzheimer (MATENIA ET AL., 2005).
Auch bei Invertebraten sind Typ II PAKs für die Entwicklung des Nervensystems
von Bedeutung. Bei Drosophila lokalisiert das Typ II PAK Mbt an Adhärenzverbindun-
gen in Photorezeptorzellen und reguliert deren Morphogenese während der Augen-
entwicklung (SCHNEEBERGER & RAABE, 2003). In diesem Kontext agiert Mbt, wie
PAK4, als Downstream-Effektor von Cdc42 und kooperiert mit dem LimK-Signalweg
(SCHNEEBERGER & RAABE, 2003; MENZEL ET AL., 2007). Mbt-Aktivierung in Neuronen
führt während der Augenentwicklung zu vollständiger Desorganisation des Aktin-
zyoskeletts (MENZEL ET AL., 2007). Darüber hinaus zeigen Mbt Nullmutanten, wie
PAK4 Knock-out Mäuse, Defekte in der Gehirnentwicklung (MELZIG ET AL., 1998). Der
Verlust von Mbt führt zu einer Verkleinerung des Gehirns, die hauptsächlich auf eine
verringerte Neuronenzahl im Pilzkörperneuropil, einem Zentrum für olfaktorisches
Lernen, zurückzuführen ist (MELZIG ET AL., 1998). Die Ursache für die verringerte
Neuronenzahl in der mbt-Mutante war bislang ungeklärt.
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1.2 Entwicklung des zentralen Nervensystems von Drosophila
melanogaster

Das Gehirn von Drosophila melanogaster ist ein hochkomplexes Organ, das aus etwa
hunderttausend Neuronen besteht (VENKEN ET AL., 2011). Das Drosophila Gehirn be-
sitzt somit deutlich weniger Neurone als das menschliche Gehirn. Es enthält jedoch
eine vergleichbare Anzahl neuronaler Zelltypen, die untereinander in vielschichtigen
neuronalen Kreisläufen verschaltet sind, sensorische Informationen prozessieren und
komplexe Verhaltensantworten generieren (VENKEN ET AL., 2011). Das zentrale Nerven-
system der adulten Fliege gliedert sich in das Supraösophageal-, das Subösophageal-
und das Ventralganglion (REICHERT & BOYAN, 1997). Das Supraösophagealganglion
bildet das eigentliche Gehirn, das aus dem Zentralhirn mit seinen verschiedenen Neuro-
pilen und den optischen Loben besteht. Zu den Neuropilen zählen die Antennalloben,
die Pilzkörper, die Pars intercerebralis, die lateralen akzessorischen Loben und der
Zentralkomplex (REICHERT & BOYAN, 1997). Das larvale Gehirn besteht aus zwei Hemi-
sphären und dem Ventralganglion, das in thorakale und abdominale Segmente unterteilt
wird. Die optischen Loben liegen zunächst an der basalen Oberfläche der Hemisphä-
ren und bedecken in späteren Larvenstadien die laterale Oberfläche der Hemisphären
(HARTENSTEIN, 1993).
Das Nervensystem von Drosophila melanogaster wird durch Proliferation von neuronalen
Vorläuferzellen, sogenannten Neuroblasten, generiert. Neuroblasten werden während
der Embryonalentwicklung im procephalischen und ventralen Neuroektoderm mittels
lateraler Inhibition spezifiziert (Abb. 1.2A). Dabei schränken die neurogenen Gene des
Notch Signalweges die Expression der proneuralen Gene des Achaete-Scute-Komplexes
zunehmend ein (Übersicht in: (SKEATH & THOR, 2003; URBACH & TECHNAU, 2004)).
In den Embryonalstadien 8 bis 11 delaminieren diese so spezifizierten Neuroblasten
vom Neuroektoderm und beginnen daraufhin zu proliferieren (SKEATH & THOR, 2003;
URBACH & TECHNAU, 2004) (Abb. 1.2A). Das ventrale Neuroektoderm bildet die Neuro-
blasten, die das Ventralganglion generieren. Das procephalische Neuroektoderm bringt
die Neuroblasten hervor, die das Gehirn generieren (HARTENSTEIN, 1993). Jeder Neu-
roblast erwirbt eine eigene Identität, die durch die Position und den Zeitpunkt der
Delamination bestimmt wird und sich in der Kombination der von ihm exprimierten
Gene und der Bildung einer spezifischen neuronalen Zelllinie äußert (BOSSING ET AL.,
1996; BROADUS ET AL., 1995; DOE, 1992; DOE & TECHNAU, 1993; SCHMIDT ET AL., 1997;
URBACH & TECHNAU, 2003).
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Die apiko-basale Polarität der neuroektodermalen Zellen bleibt in Neuroblasten erhal-
ten. Sie teilen sich entlang der apiko-basalen Achse und durchlaufen asymmetrische
Teilungen, wie sie typisch für Stammzellen sind (Abb. 1.2B). Dabei entsteht ein großer,
sich selbst regenerierender Neuroblast mit einer großen Proliferationskapazität und
eine kleinere Ganglionmutterzelle (ganglion mother cell, GMC). Die GMC durchläuft
nur eine einzige Teilung, bei der zwei Neurone oder Gliazellen generiert werden. Das
unterschiedliche Zellschicksal der beiden Tochterzellen resultiert aus der Segregation
verschiedener Proteinkomplexe in die beiden Tochterzellen bei der Teilung (Übersichten
in: (KNOBLICH, 2008, 2010) (Abb. 1.2B). Der Bazooka (Baz, in Vertebraten: PAR3)-PAR6-
aPKC-Komplex bestimmt den apikalen Pol der Zelle und reguliert die basale Anreiche-
rung von Zellschicksal-Determinanten wie Numb, Prospero (Pros) und Brain Tumor
(Brat), die in der GMC Proliferation unterdrücken und Differenzierung fördern. Numb,
Pros und Brat werden über zwei Adapterproteine, Partner of Numb (PON) und Miranda
am basalen Zellkortex lokalisiert. Der basalen Anreicherung von Determinanten wäh-
rend der Zellteilung liegt asymmetrische Aktivierung von aPKC zugrunde. Während der
Interphase bilden PAR6, aPKC und das zytoskelettale Protein Lgl (Lethal (2) giant larvae)
einen Komplex. Zu Beginn der Mitose phosphoryliert AuroraA PAR6 und aktiviert da-
mit aPKC (WIRTZ-PEITZ ET AL., 2008; YAMANAKA ET AL., 2003). aPKC phosphoryliert
Lgl, das daraufhin den Komplex verlässt und durch PAR3 ersetzt wird. PAR3 fungiert
als Adapter für Numb, das nun von aPKC phosphoryliert werden kann. Numb Phospho-
rylierung durch aPKC verhindert Numb Lokalisation am apikalen Zellpol, vermutlich
indem die Interaktion von Numb mit Phospholipiden gestört wird (SMITH ET AL., 2007;
WIRTZ-PEITZ ET AL., 2008). Auf ähnliche Weise reguliert aPKC auch die Lokalisation
von Miranda (ATWOOD & PREHODA, 2009). Numb inhibiert den Notch-Signalweg und
wirkt somit auf neuronale Differenzierung hin (LE BORGNE ET AL., 2005). Brat wirkt
mit seiner Funktion als translationaler Repressor beispielsweise von Myc ebenfalls als
Differenzierungsfaktor (HARRIS ET AL., 2011). Pros ist ein Transkriptionsfaktor, der
im Neuroblast aufgrund seiner Membranassoziation nicht aktiv ist, in der GMC dann
aber in den Zellkern wandert und die Transkription von Zellzyklusgenen inhibiert und
neurogene Gene aktiviert (CHOKSI ET AL., 2006; SOUTHALL & BRAND, 2009).
Ein weiterer apikaler Proteinkomplex ist notwendig, um die mitotische Spindel entlang
der apiko-basalen Achse zu orientieren, damit die basalen Determinanten in die GMC
segregiert werden. Diese Aufgabe erfüllt ein Komplex bestehend aus den Proteinen Pins,
Gai und Mushroom body defective (Mud, in Vertebraten: NuMA). Dieser Proteinkom-
plex wird über Baz und das Adapter-Protein Inscuteable (Insc) am apikalen Zellkortex
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verankert (SCHAEFER ET AL., 2000, 2001; YU ET AL., 2000). Pins wird mithilfe von Insc
und Gai an die apikale Membran rekrutiert (NIPPER ET AL., 2007; SCHAEFER ET AL.,
2000). Die Bindung von Gai an Pins ermöglicht außerdem die Bindung von Mud an
Pins (BOWMAN ET AL., 2006; IZUMI ET AL., 2006; SILLER ET AL., 2006). Die Regulation
der Spindelorientierung erfolgt dann möglicherweise durch eine Interaktion von Mud
mit astralen Mikrotubuli (BOWMAN ET AL., 2006). Die Orientierung der mitotischen
Spindel wird außerdem parallel über das Adapter-Protein Discs large (Dlg) und das
an den Plus-Enden von Mikrotubuli lokalisierte Motorprotein Kinesin heavy chain
73 (Khc-73) reguliert (SIEGRIST & DOE, 2005). Die mitotische Spindel interagiert über
Khc-73, das an astralen Mikrotubuli lokalisiert, mit am Kortex verankertem Dlg und
wird dadurch entlang der apiko-basalen Polarität ausgerichtet (SIEGRIST & DOE, 2005).
Über diesen Mechanismus induziert die mitotische Spindel die kortikale Anreicherung
von Pins (SIEGRIST & DOE, 2005). Die Aktivierung dieses Signalweges erfolgt durch
AuroraA-vermittelte Phosphorylierung von Pins (JOHNSTON ET AL., 2009).

Während der Neurogenese von Drosophila gliedert sich die Proliferation von Neuro-
blasten im Zentralhirn und im Ventralganglion in zwei Phasen. Während der ersten
Proliferationsphase, die nach der Delamination beginnt und mit der Embryogenese
endet, wird das embryonale und larvale Nervensystem gebildet. Der größte Teil des
adulten Nervensystems wird hingegen während einer zweiten Proliferationsphase in
der Larval- und Pupalentwicklung generiert. Entsprechend proliferieren die meisten
Neuroblasten bis zum Ende der Embryogenese (Stadium 16) und treten dann in Quies-
zenz, ein nicht proliferatives, aber reversibles Stadium, ein (TRUMAN & BATE, 1988). Die
Neuroblasten der abdominalen Segmente des Ventralganglions dagegen werden größ-
tenteils am Ende der Embryogenese mittels Apoptose eliminiert (Abb. 1.2C) (ABRAMS

ET AL., 1993; PETERSON ET AL., 2002; WHITE ET AL., 1994). In jungen Larven treten die
Neuroblasten der thorakalen Segmente und des Procephalons wieder in den Zellzyklus
ein und proliferieren linienabhängig bis in späte Larvenstadien. Neuroblasten been-
den ihre proliferative Phase entweder durch terminale Differenzierung oder Apoptose
(MAURANGE ET AL., 2008; TSUJI ET AL., 2008). Der Eintritt in die Quieszenz ist nicht nur
durch die Einstellung der Proliferation, sondern auch durch bestimmte morphologische
Veränderungen gekennzeichnet. Die Neuroblasten verringern vor Eintritt in die Quies-
zenz ihre Zellgröße und bilden einen Fortsatz in das Neuropil aus (TSUJI ET AL., 2008).
Vor dem Wiedereintritt in den Zellzyklus nehmen Neuroblasten erneut an Zellgröße
zu und bilden den Fortsatz zurück (CHELL & BRAND, 2010; TSUJI ET AL., 2008). Das
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Abbildung 1.2. Schematische Darstellung von Neuroblastendelamination, asymmetrischer Zellteilung
und Neuroblastentypen während der Gehirnentwicklung von Drosophila melanogaster. (A) Neuroblas-
ten delaminieren vom ventralen und procephalischen Neuroektoderm im Embryo und behalten die apiko-
basale Polarität der neuroepithelialen Zellen. (B) Apikale und basale Proteinkomplexe segregieren bei
der asymmetrischen Zellteilung jeweils in eine der beiden unterschiedlichen Tochterzellen. (C) Das Ge-
hirn einer Drosophila Larve enthält verschiedene Neuroblastentypen. Die meisten Neuroblasten in den
beiden Hemisphären zählen zu den Typ I Neuroblasten. Dorsomedial liegen in jeder Hemisphäre acht Typ
II Neuroblasten. Im dorsalen Bereich liegen die vier Pilzkörperneuroblasten. Darüber hinaus existieren
Neuroblasten in den thorakalen und abdominalen Segmenten des Ventralganglions sowie in den optischen
Loben. (D) Teilungsmodi von Typ I und Typ II Neuroblasten. GMC: Ganglionmutterzelle, INP: intermediäre
neurale Vorläuferzelle, NB: Neuroblast, OL: optische Loben, pNE: procephalisches Neuroektoderm, VG:
Ventralganglion, vNE: ventrales Neuroektoderm, Verändert nach (HOMEM & KNOBLICH, 2012).
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Wachstum der Neuroblasten und damit der Wiedereintritt von Neuroblasten in den
Zellzyklus in jungen Larven wird über den Insulin-Signalweg gesteuert und ist abhängig
vom Ernährungszustand der Larve (BRITTON & EDGAR, 1998; CHELL & BRAND, 2010;
SOUSA-NUNES ET AL., 2011). Die Insulin-Abhängigkeit der Neuroblasten-Proliferation
ist nur während einer sensiblen Phase im ersten Larvenstadium gegeben (BRITTON &
EDGAR, 1998). Später wird der Insulin-Signalweg nicht mehr über den Insulinrezeptor
aktiviert, sondern über Alk. Damit ist das Wachstum des Nervensystems, nachdem es
einmal aktiviert worden ist, unabhängig von der Nahrungsaufnahme (CHENG ET AL.,
2011). Alk wird von dem Liganden Jelly Belly aktiviert, der seinerseits von Gliazellen
sezerniert wird (CHENG ET AL., 2011).

Die optischen Loben werden von neuroepithelialen Zellen generiert, die sich nach dem
Schlüpfen des ersten Larvenstadiums symmetrisch teilen und damit die äußeren und
inneren Proliferationszentren generieren (Übersicht in (EGGER ET AL., 2011)). Die neuro-
epithelialen Zellen der Proliferationszentren nehmen ab dem frühen dritten Larvensta-
dium nach und nach die Identität von Neuroblasten an und generieren Neurone mittels
asymmetrischen Teilungen (EGGER ET AL., 2011). Der Übergang von Neuroepithelzellen
zu Neuroblasten wird über den Notch-Signalweg reguliert (EGGER ET AL., 2011). Die
Proliferationsphase der neuroepithelialen Zellen wird wie bei Neuroblasten des Zentral-
hirns über den Insulin-Signalweg reguliert und ist damit ernährungsabhängig (LANET

ET AL., 2013). Sobald die Transition von neuroepithelialen Zellen zu Neuroblasten initiert
worden ist, erfolgt die Proliferation unabhängig vom Ernährungszustand der Larven
(LANET ET AL., 2013).

Anhand ihres Proliferationsverhaltens werden verschiedene Typen von Neuroblasten
im Zentralhirn von Drosophila unterschieden (Abb. 1.2C, D). Der größte Teil der Neu-
roblastenpopulation wird zu den Typ I Neuroblasten gezählt: Sie proliferieren nach
oben beschriebenem Muster, d.h. sie generieren bei jeder Teilung einen Neuroblasten
und eine GMC und durchlaufen beide Proliferationsphasen, unterbrochen von einer
Phase der Quieszenz. Im dorsomedialen Bereich des sich entwickelnden Fliegengehirns
existiert eine kleine Population von je acht Typ II Neuroblasten pro Hemisphäre, de-
ren Proliferationsmuster sich grundlegend von demjenigen der Typ I Neuroblasten
unterscheidet. Typ II Neuroblasten generieren bei jeder Teilung eine intermediäre Vor-
läuferzelle (Intermediate Neural Progenitor, INP), die ein zwar begrenztes, aber deutlich
höheres Proliferatonspotential als eine GMC besitzt (BELLO ET AL., 2008; BOONE & DOE,
2008; BOWMAN ET AL., 2008). Nach einem Reifungsprozess proliferieren diese INPs für
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eine begrenzte Zeit wie Typ I Neuroblasten und generieren dabei eine INP und eine
GMC. Im Vergleich zu Typ I Neuroblasten sind die Linien von Typ II Neuroblasten
daher wesentlich größer. Das Typ II Proliferationsmuster ähnelt dem von neuronalen
Stammzellen in Vertebraten, weshalb Typ II Neuroblasten ein interessantes Modellsys-
tem darstellen (KNOBLICH, 2008). Typ I und Typ II Neuroblasten unterscheiden sich auch
molekular in der Expression von Transkriptionsfaktoren. Während Typ I Neuroblasten
Deadpan (Dpn), Asense (Ase) und Pros exprimieren, zeigen Typ II Neuroblasten nur
Dpn-Expression (BELLO ET AL., 2008; BOONE & DOE, 2008; BOWMAN ET AL., 2008). Die
von Typ II Neuroblasten generierten INPs exprimieren jedoch wie Typ I Neuroblasten
Dpn, Ase und Pros (BAYRAKTAR ET AL., 2010; BELLO ET AL., 2008; BOONE & DOE, 2008;
BOWMAN ET AL., 2008).
Eine dritte Gruppe von Neuroblasten bilden die vier dorsalen Pilzkörperneuroblasten
in jeder Hemisphäre. Sie generieren den Pilzkörper, ein wichtiges Zentrum für olfak-
torisches Lernen und Erinnerung im Fliegengehirn (DAVIS, 2011; HEISENBERG, 2003).
Auch sie zeigen einen ungewöhnlichen Proliferationsmodus, da sie zwar wie Typ I
Neuroblasten immer nur einen Neuroblast und eine GMC generieren, jedoch von der
Delamination bis in späte Puppenstadien durchgehend proliferieren und keine Quies-
zenz zeigen. Auch sie generieren deshalb sehr große Linien (ITO & HOTTA, 1992; KUNZ

ET AL., 2012). Für circa 90% aller Neuroblastenlinien im Drosophila Gehirn wurde mitt-
lerweile eine klonale Analyse durchgeführt (ITO ET AL., 2013; YU ET AL., 2013). Noch
immer sind jedoch die Linien der Pilzkörperneuroblasten die einzigen Neuroblasten-
linien im Drosophila Gehirn, die von der Delamination im Embryo bis in den Imago
detailliert charakterisiert sind. Aufgrund ihrer Lage im Gehirn und der Expression einer
charakteristischen Kombination der Transkriptionsfaktoren dachshund (dac), eyeless (ey)
und Retinal homeobox (Rx) können Pilzkörperneuroblasten individuell angesprochen
werden (KUNZ ET AL., 2012). Die von Pilzkörperneuroblasten sequentiell generierten
Neuronsubklassen (Kenyonzellen) bilden abhängig vom Zeitpunkt ihrer Geburt ein
charakteristisches Projektionsmuster aus, anhand dessen sie identifiziert werden können
(ITO ET AL., 1997; LEE ET AL., 1999; STRAUSFELD ET AL., 2003; TANAKA ET AL., 2008). So-
mit stellen Pilzkörperneuroblasten ein ideales Modellsystem dar, um Neuroblasten und
ihr Proliferationsverhalten während der kompletten Gehirnentwicklung zu untersuchen.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Der Verlust von Mbt in der Nullmutante mbtP1 führt zu einem verkleinerten Gehirn
im Vergleich zum Wildtyp. Dabei sind nicht alle Neuropile des adulten Gehirns im
gleichen Ausmaß betroffen. Die stärkste Verkleinerung zeigen die Pilzkörper (MELZIG

ET AL., 1998). Die verringerte Größe des Pilzkörpers ist auf eine verringerte Anzahl an
Neuronen zurückzuführen (MELZIG ET AL., 1998). Dieser Verringerung der Neuronen-
anzahl in mbtP1 Gehirnen können verschiedene Ursachen zugrunde liegen. Es könnte
eine Beeinträchtigung der Spezifizierung von Neuroblasten, ihrer Proliferation oder
ihres Überlebens vorliegen. Zudem könnte die Proliferation oder das Überleben von
GMCs gestört sein. Eine weitere Möglichkeit wäre neuronaler Zelltod.
In der vorliegenden Arbeit sollte zunächst die Frage geklärt werden, ob Mbt in Neuro-
blasten vorhanden ist, wo es in der Zelle lokalisiert und wie die subzelluläre Lokalisation
reguliert wird. Ausgehend davon sollten die Neuroblasten in mbtP1 Gehirnen näher cha-
rakterisiert werden. Konkrete Fragestellungen waren eine mögliche Rolle von Mbt bei
der asymmetrischen Zellteilung von Neuroblasten und Veränderungen im Zytoskelett.
Darüber hinaus sollten mögliche Effekte von mbtP1 auf Neuroblastenproliferation und
Apoptose analysiert werden. Weitere Ziele waren die Identifikation von Signalwegen,
an deren Regulation Mbt möglicherweise beteiligt ist, sowie die Identifizierung von
Downstream-Effektoren, die weitere Hinweise auf von Mbt beeinflusste Prozesse geben
können.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterial, Chemikalien und Enzyme

Wenn nicht anders angegeben wurden Verbrauchsmaterial von den Firmen Biozym,
Eppendorf, Greiner und Sarstedt, Chemikalien von den Firmen Applichem, Biorad,
Roche, Roth und Sigma und Enzyme von NEB bezogen.

3.1.2 Reagenzien

Reagenz Verwendung Hersteller Endkonzentration

Antipain Protease Inhibitor Applichem 5 mg/ml
Aprotinin Protease Inhibitor Roth 10 mg/ml
Complete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche 1x
Leupeptin Protease Inhibitor Applichem 5 mg/ml
Pepstatin A Protease Inhibitor Roche 0,7 mg/ml
Phalloidin-Rhodamin Aktinfärbung Sigma 1:30
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Roche 1x
PMSF Protease Inhibitor Sigma 0,2 mg/ml
PolyFect Transfektionsreagenz Qiagen -
Protein-G-Agarose Immunpräzipitation Roche -
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3.1.3 Kits

Kit Hersteller

NucleoSpin®Extract II Macherey-Nagel
Plasmid Mini-Prep Qiagen
Plasmid Midi-Prep Qiagen
Plasmid Maxi-Prep Qiagen
QuikChange site-directed Mutagenesis Stratagene

3.1.4 Lösungen und Puffer

Angegeben sind immer Endkonzentrationen, abgesehen von Natriumphosphat-Puffer
und PLP.

Apfelsaftplatten
23% Apfelsaft
2,54% (w/v) Saccharose
2,3% (w/v) Agar

Äquilibirierungspuffer 2D PAGE
50 mM Tris HCl pH 8,8
6 M Harnstoff
30% (v/v) Glycerin (99%)
2% SDS
0,002% Bromphenolblau

Carnoy-Lösung
60% Ethanol abs.
30% Chloroform
10% Essigsäure

Fixierlösung Elektronenmikroskopie
75% Sörensen-Puffer
6,25% (v/v) Glutaraldehyd (Applichem, EM-Grade)
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Lysepuffer für 2D-Gele
8 M Harnstoff
2% CHAPS

Lysepuffer für HEK293-Zellen
25 mM Tris pH 7,5
150 mM Natriumchlorid
2 mM EDTA
2 mM EGTA
10% Glycerol
0,1% Nonidet P-40

Natriumphosphat-Puffer für PLP, pH 6,8
643 ml 0,5 M Di-Natriumhydrogenphosphat
537 ml 0,5 M Natrium-Dihydrogenphosphat

PBS (1x)
137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
8,1 mM Di-Natriumhydrogenphosphat
1,8 mM Kalium-Dihydrogenphosphat

PLP
720 ml frisch angesetztes 8% PFA in 1x PBS
200 ml 0,1 M Natriumperiodat
1 ml 0,15 M DL-Lysin
120 ml Natriumphosphat-Puffer, pH 6,8

SDS-Ladepuffer (4x)
70 mM Tris pH 6,8
40% Glycerin
5% b-Mercaptoethanol
3% SDS
0,05% Bromphenolblau
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SDS-PAGE Laufpuffer (1x)
25 mM Tris
200 mM Glycin
0,1% SDS

SDS-PAGE Sammelgelpuffer (4x)
0,5 M Tris pH 6,8
0,4% SDS

SDS-PAGE Trenngelpuffer (4x)
1,5 M Tris pH 8,8
0,4% SDS

Sörensen-Puffer
13 mM Kaliumdihydrogenphosphat
87 mM Di-Natriumhydrogenphosphat

TBE-Puffer
0,89 M Tris
0,89 M Borsäure
4% EDTA pH 8,0

TBST (1x)
10 mM Tris pH 7,6
150 mM Natriumchlorid
0,05% Tween 20

Western-Blot Transferpuffer
25 mM Tris pH 8,3
150 mM Glycin
10% Methanol
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3.1.5 Primer

Primer Sequenz Verwendung

gArm_S561A_for cttgcaaccttgcagcaacgttccgcgatagccaccactggttcacagcagcc Mutagenense
gArm_S561A_rev ggctgctgtgaaccagtggtggctatcgcggaacgttgctgcaaggttgcaag Mutagenense
gArm_S561E_for cttgcaaccttgcagcaacgttccgagatagccaccactggttcacagcagcc Mutagenense
gArm_S561E_rev ggctgctgtgaaccagtggtggctatctcggaacgttgctgcaaggttgcaag Mutagenense
gArm_F1 gatgccggtggaatgcag Sequenzierung
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3.1.6 Antikörper

Primäre Antikörper

Antigen Spezies Klon Verdünnung Anwendung Kat.Nr. Herkunft

a-Tubulin Maus DM1A 1:500 IF T9026 Sigma
aPKC Kaninchen polyklonal 1:1000 IF sc-216 Santa Cruz
Armadillo Maus N2.7A1 1:100 IF - DSHB
Canoe Kaninchen polyklonal 1:50 - 1:500 IF - D. Yamamoto, Sendai, Japan
Dac Maus mAbdac2-3 1:250 IF - DSHB
Dmef2 Kaninchen polyklonal 1:750 IF - H. T. Nguyen, Erlangen
Dpn Meerschweinchen polyklonal 1:1000 IF - J. Skeath, St. Louis, MO, USA
Erk 2 (C-14) Kaninchen polyklonal 1:50 IF sc-154 Santa Cruz
Fasciclin II Maus 1D4 1:10 IF - DSHB
Fibrillarin Maus 38F3 1:50 IF sc-56676 Santa Cruz
Fibrillarin Maus 72B9 1:20 IF - U. Scheer, Würzburg
Fibrillarin Kaninchen polyklonal 1:50 - 1:500 IF 5821 Abcam
g-Tubulin Maus GTU-88 1:100 IF T 6557 Sigma
GFP Huhn polyklonal 1:1000 IF AB16901 Millipore
GFP Kaninchen polyklonal 1:1000 IF A6455 MoBiTec/Molecular Probes
HA-Tag Maus F-7 1:1000 WB sc-7392 Santa Cruz
Mbt Kaninchen polyklonal 1:675 IF - Eurogentec
Miranda Maus 81-0 1:20 IF - F. Matsuzaki, Kobe, Japan
Mud Maus #57 1:50 IF - F. Matsuzaki
Mud Kaninchen polyklonal 1:200 IF - F. Matsuzaki
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Antigen Spezies Klon Verdünnung Anwendung Kat.Nr. Herkunft

Myc-Tag Maus 9E10 1:2000 WB sc-40 Santa Cruz
Notch extrazelluläre Do-
mäne

Maus C458.2H 1:10 IF - DSHB

Notch intrazelluläre Domä-
ne

Maus C17.9C6 1:10 IF - DSHB

Numb Meerschweinchen polyklonal 1:1000 IF - J. Skeath
Phospho-Akt (Ser473) Kaninchen D9E 1:75 IF 4060 Cell Signaling
Phospho-Histon 3 (Ser10) Kaninchen polyklonal 1:2500 IF 06-570 Millipore-Upstate
Phospho-ERK1/2 (p44/42
MAPK) (Thr202/Tyr204)

Kaninchen D13.14.4E 1:150 IF 4370 Cell Signaling/NEB

Pins Ratte polyklonal 1:500 IF - F. Matsuzaki

Sekundäre Antikörper

Spezifität Konjugat Spezies Verdünnung Bestellnr. Herkunft

Huhn DyLight488 Ziege 1:200 103-485-155 Dianova
Kaninchen Cy3 Ziege 1:150 - 1:200 111-165-144 Dianova
Kaninchen Cy5 Ziege 1:150 - 1:200 111-175-144 Dianova
Maus A488 Ziege 1:150 - 1:250 A-11001 Molecular Probes
Maus Cy3 Ziege 1:150 115-166-003 Dianova
Maus Cy5 Esel 1:150 715-175-151 Dianova
Maus HRP Ziege 1:2500 NA931 Amersham/GE He-

althcare
Meerschweinchen Cy3 Ziege 1:100 106-166-003 Dianova
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3.1.7 Fliegenstämme

Mutationen

Die Sortierung der Fliegenstämme ist alphabetisch nach dem Name des untersuchten Gens bzw. der Defizienz.

Genotyp Stocknr. Herkunft Verwendung/Bemerkung

FM7A 41 T. Raabe Balancer
FM7A; TM2/TM6C, Sb1 45 B. Mentzel Balancer
arm3, w P{neoFRT}19A/FM7a 11 für diese Arbeit auf FRT19A Chromo-

som rekombiniert, von BL 8558
Nullallel

y1, arm4, w* P{neoFRT}19A/FM7a 16 für diese Arbeit auf FRT19A Chromo-
som rekombiniert, von BL 616

Nullallel

Cdc423/FM7, Act-GFPJM3 151 R. Fehon, Chicago, IL, USA Nullallel, Mbt-Lokalisation
Cdc424/FM7, Act-GFPJM3 152 R. Fehon Nullallel, Mbt-Lokalisation
CyO/snaSco 43 B. Mentzel Balancer
CyO/snaSco; MKRS/TM6B, Tb1 44 B. Mentzel Balancer
y1, w*; CyO, Ubi-GFP/In(2LR)Gla,
wgGla-1 Bc1

49 BL 4888 Balancer

Df(3L)H99, kniri-1, pp/TM6B, Tb 8 umbalanciert von BL 1576 Blockierung von Apoptose
dm4/FM7, Act-GFPJM3 70 P. Gallant, Würzburg Myc Nullallel
dm4, mbtP1/FM7, Act-GFPJM3 71 für diese Arbeit zusammenrekombi-

niert
Interaktion mit mbtP1

dm4, mbtP3/FM7, Act-GFPJM3 72 für diese Arbeit zusammenrekombi-
niert

Interaktion mit mbtP3
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Genotyp Stocknr. Herkunft Verwendung/Bemerkung

y, w; ey-flp, gl-lacZ; P{neoFRT}82B,
Dp1101C1/TM6B, Tb, y+

99 E. Hafen/H. Stocker, Zürich, Schweiz Interaktion mit mbtP1

y, w; Sp/CyO; P{neoFRT}82B,
InR304/TM6B, Tb, y+

92 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

w1118, mbtP1 112 T. Raabe Nullallel von mbt
w1118, mbtP1, P{neoFRT}19A 133 T. Raabe MARCM-Analyse von mbtP1

w1118, mbtP3 113 T. Raabe Hypomorph von mbt
y; Mkp3KG09109/TM3, Ser, Sb - BL 15160 Interaktion mit mbtP1

P{neoFRT}82B, Mtldelta/TM6B, Ubi-GFP,
w+

147 umbalanciert von BL 6676 Nullallel, Mbt-Lokalisation

y, w; Sp/CyO, y+; PKB1/TM6B, Tb 102 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

y, w; P{neoFRT}40A, PTEN117.1/CyO 93 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

P{FRT(whs)}2A, Rac1J11/TM6B, Ubi-
GFP, w+

145 umbalanciert von BL 6674 Nullallel, Mbt-Lokalisation

Rac2delta, ry506 143 BL 6675 Nullallel, Mbt-Lokalisation
rl1 A-163 T. Raabe Interaktion mit mbtP1

sev14; Rase1B/TM3, Sb - BL 5689 Interaktion mit mbtP1

sev14; Rase2F/TM3, Sb - BL 5690 Interaktion mit mbtP1

y, w; Sp/CyO;
P{neoFRT}82BRheb2D1/TM6B, Tb,
y+

97 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

y, w; Sp/CyO;
P{neoFRT}82BRheb3M2/TM6B, Tb,
y+

101 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1
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Genotyp Stocknr. Herkunft Verwendung/Bemerkung

y, w; P{neoFRT}80B, dS6K83w2/TM6B,
Tb

91 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

SosR49/ CyO - T. Raabe Interaktion mit mbtP1

TM3, Sb/TM6B, Tb 42 B. Mentzel Balancer
y, w; TordeltaP/CyO; MKRS/TM6B, Tb,
y+

95 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

y, w; ey-flp, gl-lacZ; P{neoFRT}82B,
Tsc12X1/TM6B, Tb, y+

100 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

w; P{neoFRT}80B, Tsc256/TM6B, Tb, 90 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

w; P{neoFRT}80B, 3L55/TM3, Sb, Ser,
y+ (=Tsc2)

98 E. Hafen/H. Stocker Interaktion mit mbtP1

w1118 160 T. Raabe Kontrolle

Transgene

Genotyp Stocknr. Herkunft Verwendung/Bemerkung

y1, Mvas-int.DmZH-2A, w*; M3xP3-
RFP.attPZH-86Fb

- BL 24749 Insertion der genomischen
Armadillo-Konstrukte

y, w; P{arm.attB}86Fb 21 T. Valenta/K. Basler, Zürich, Schweiz genomisches Armadillo-Konstrukt
inseriert bei 86Fb

y, w; P{armS561A.attB}86Fb/TM6B, Tb 23 hergestellt für diese Arbeit genomisches Armadillo-Konstrukt
inseriert bei 86Fb
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Genotyp Stocknr. Herkunft Verwendung/Bemerkung

y, w; P{armS561E.attB}86Fb/TM6B, Tb 24 hergestellt für diese Arbeit genomisches Armadillo-Konstrukt
inseriert bei 86Fb

y, w; P{armS561/688A.attB}86Fb/TM6B,
Tb

27 hergestellt für diese Arbeit genomisches Armadillo-Konstrukt
inseriert bei 86Fb

y, w; P{armS561/688E.attB}86Fb/TM6B,
Tb

28 hergestellt für diese Arbeit genomisches Armadillo-Konstrukt
inseriert bei 86Fb

y, w; P{armS688A.attB}86Fb/TM6B, Tb 26 hergestellt für diese Arbeit genomisches Armadillo-Konstrukt
inseriert bei 86Fb

y, w; P{armS688E.attB}86Fb/TM6B, Tb 26 hergestellt für diese Arbeit genomisches Armadillo-Konstrukt
inseriert bei 86Fb

Ubi-P-Myc::Cdc42 - R. Fehon Rettungskonstrukt, Mbt-Lokalisation
P{GawB}eyOK107 - C. O’Kane, Cambridge, UK Pilzkörper-spezifischer Treiber
P{neoFRT}19A 85 BL 1744 MARCM
UAS-foxo::GFP 89 A. Teleman, Heidelberg Reporter für Insulin-Signalweg-

Aktivierung
hsFLP, tubP-GAL80, P{neoFRT}19A;
UAS-mCD8::GFP

109 BL 5134 MARCM

UAS-mbt T67/TM6B, Tb 116 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt
UAS-mbtT525A T2/CyO 119 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt, Kinase-inaktiv
UAS-mbtT525A T4/CyO 114 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt, Kinase-inaktiv
UAS-mbtK397M T5/CyO 120 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt, Kinase-inaktiv
UAS-mbtK397M T13(2)/CyO 121 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt, Kinase-inaktiv
UAS-mbtH19,22L T3/TM6B, Tb 117 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt, PBD-

bindungsdefizient
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Genotyp Stocknr. Herkunft Verwendung/Bemerkung

UAS-mbtH19,22L T10/TM6B, Tb 118 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt, PBD-
bindungsdefizient

UAS-mbtS492E,S520N T3/CyO 115 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt, konstitutiv aktiv
UAS-mbtS492E,S520N T8b/CyO 122 T. Raabe/D. Schneeberger Rettungskonstrukt, konstitutiv aktiv
P{GawB}Mz1060 - J. Urban, Mainz Neuroblasten-spezifischer Treiber
UAS-p35 - R. Urbach, Mainz Blockierung von Apoptose
worniu-GAL4/CyO 156 C. Doe, Eugene, OR, USA Neuroblasten-spezifischer Treiber
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3 Material und Methoden

3.2 Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden wie in SAMBROOK ET AL. (1989) be-
schrieben durchgeführt. Für Klonierungen wurde der E. coli Stamm DH5a, für DNS Gele
TBE-Puffer verwendet.

3.2.1 Klonierung der Armadillo-Transgene und Herstellung transgener Fliegen

Für die Herstellung genomischer Armadillo-Transgene mit Punktmutationen für Phos-
phorylierungsstellen wurde ein wildtypisches, genomisches Armadillo-Konstrukt (T.
Valenta, K. Basler) als Vorlage benutzt. Das Template lag in zwei Teilen in TOPO-Vektoren
vor, sowie als komplettes Transgen in einem pattB Vektor (BISCHOF ET AL., 2007). Ein
TOPO-Vektor enthielt den N-terminalen Teil des Armadillo-Konstruktes, der zweite den
C-terminalen Teil. Die beiden von Mbt phosphorylierten Serine liegen im C-terminalen
Teil. Dieser wurde als KpnI/NotI-Fragment ausgeschnitten und in einen pBluescript
II SK (-) Vektor kloniert. Aus diesem Konstrukt wurde mit SpeI/SmaI ein 1,8 kb Frag-
ment ausgeschnitten und wiederum in pBluescript II SK (-) subkloniert. In diesem
Konstrukt wurden nach dem QuikChange Protokoll (Stratagene) die Codons S561 und
S688 zu Alanin bzw. Glutamat mutagenisiert. Die mutagenisierten Fragmente wurden
mit SpeI/SmaI in das C-terminale Fragment im pBluescript II SK (-) und als KpnI/NotI
Fragment in den TOPO-Vektor zurück kloniert. Der C-terminale Teil des wildtypischen
Armadillo im pattB-Vektor wurde mit den mutagenisierten Konstrukten als StuI/NotI
Fragment ersetzt. Transgene Fliegen wurden von der Firma BestGene (Chino Hills, CA,
USA) mittels Injektion von DNS einer Midi- oder Maxi-Präparation hergestellt. Die
Armadillo Transgene wurden in den Bloomington Stamm 24749 mit dem Genotyp y1

Mvas-int.DmZH-2A w*; M3xP3-RFP.attPZH-86Fb injiziert (BISCHOF ET AL., 2007). Um
stabile transgene Fliegenlinien zu etablieren, wurden die erhaltenen Fliegen mit dem
Balancer-Stamm TM3, Sb1/ TM6B, Tb gekreuzt. Es wurden Linien mit dem Balancer-
Chromosom TM6B etabliert.

3.2.2 Aufzucht von Larven und Puppen definierten Alters

Für Larven definierten Alters wurden mindestens zwei Tage alte Fliegen zur Eiablage
für drei bis fünf Stunden auf dünn mit Hefe-Saccharose-Lösung bestrichene Apfelsaft-
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platten gesetzt. Die Embryonen wurden mit Wasser in ein Embryonensieb abgespült,
gründlich gewaschen und mit einem Pinsel auf eine frische Apfelsaftplatte ohne Hefe
transferiert. Embryonen wurden bei Raumtemperatur oder 25°C bis zum Schlüpfen auf
der Apfelsaftplatte inkubiert (ca. 22 Stunden). Sofort nach dem Schlüpfen der ersten
Larven wurden mit einem Pinsel in 30 Minuten Intervallen frisch geschlüpfte Larven
abgesammelt und anschließend auf frische, dick mit Hefe-Saccharose-Lösung bestriche-
ne Platten mit Standardfliegenfutter transferiert. Es wurden 30 bis 40 Larven auf die
Fliegenfutterplatten gesetzt. Bei 25°C wurden sie auf den Platten bis zum gewünschten
Alter in Stunden nach dem Schlüpfen (Stunden After Larval Hatching, ALH) gehalten.
Für Puppen definierten Alters wurden weiße Präpuppen abgesammelt und auf mit
Wasser getränktem Filterpapier in Petrischalen bei 25°C bis zum gewünschten Alter
in Stunden nach Puppenbildung (Stunden After Puparium Formation, APF) gehalten.
Als Kontrolle wurde generell der Genotyp w1118 verwendet. Die 36 Stunden alten Lar-
ven waren vom Genotyp UAS-mCD8::GFP, worGAL4/CyO bzw. mbtP1 UAS-mCD8::GFP,
worGAL4/CyO.

3.2.3 Immunfluoreszenzfärbungen und konfokale Mikroskopie von larvalen,
pupalen und adulten Gehirnen

Larvale, pupale und adulte Gehirne wurden in PBS bei Raumtemperatur präpariert
und anschließend mit der Pinzette in frisches PBS in einer 60 Well-Platte (Nunc) auf
Eis transferiert. Die Gehirne wurden maximal 20 Minuten in PBS gelagert, bevor sie
für 25 Minuten in PLP auf Eis fixiert wurden. Anschließend wurden die Gehirne drei-
bis viermal 10 Minuten in PBT mit 0,3 % Triton gewaschen und danach für mindes-
tens 30 Minuten in 5 % NGS in PBT (0,3 % Triton) geblockt. Bei großen Chargen mit
mehreren Fixierschritten wurden die Waschschritte zur Synchronisation genutzt. Die
Gehirne wurden über Nacht mit dem primären Antikörper in Blocklösung im Kühlraum
inkubiert. Nach drei, jeweils mindestens eine Stunde umfassenden, Waschschritten bei
Raumtemperatur wurden die Gehirne in den sekundären Antikörper in PBT (0,3 %
Triton) überführt und darin über Nacht im Kühlraum inkubiert. Es folgten drei weitere,
jeweils mindestens eine Stunde umfassende Waschschritte bei Raumtemperatur und ein
erneuter Transfer in frisches PBT mit 0,3 % Triton. Darin wurden die Gehirne im Kühl-
raum bis zu 14 Tage gelagert. Die Präparate wurden erst kurz vor dem Mikroskopieren
in Vectashield H-1000 (Vector Laboratories) eingebettet.
Für Färbungen gegen alpha-Tubulin wurden die Gehirne nach der Präparation bei
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Raumtemperatur in PBT mit 0,3 % Triton gelagert und anschließend mit 3,7 % PFA für
30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurde wie oben beschrieben
weiterverfahren. Für Phospho-Erk-Färbungen wurden Gehirne auf Eis in PLP präpariert
und nach dem Standardprotokoll gefärbt. Aktin wurde mit Phalloidin-Rhodamin gefärbt
und in der Verdünnung 1:30 zusammen mit dem sekundären Antikörper zugegeben.
Die Präparate wurden an einem inversen Leica SP5 oder Olympus FLUOVIEW 1000 IX
81 Mikroskop aufgenommen. Es wurden ein Olympus UAPON 20x Wasser-Objektiv, ein
Leica HC PL APO 20x Öl/Wasser-Objektiv und ein Leica HCX PL APO 40x Öl-Objekiv
benutzt. Aufnahmen mit dem 40er Objektiv wurden mit 100 Hz und 1024x1024 Pixel
mit einer Pixelgröße von 108,1 nm aufgenommen.

3.2.4 Paraffinschnitte

Paraffinschnitte wurden nach HEISENBERG & BÖHL (1979) angefertigt. Die Fliegen wur-
den auf Krägen aufgefädelt und auf Eis gelagert. Die Krägen wurden mit Carnoy-Lösung
überschichtet und für 4 Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Die Fliegen wurden zwei-
mal für 30 Minuten und anschließend einmal für eine Stunde mit Ethanol absolut ent-
wässert. Über Nacht wurden die Fliegen in Methylbenzoat gelagert. Im nächsten Schritt
wurden die Krägen für eine Stunde bei ca. 58°C in einer 1:1 Paraffin-Methylbenzoat-
Mischung (w:v) inkubiert und anschließend einparaffiniert. Dafür wurde das flüssige
Paraffin achtmal alle 20 Minuten ausgewechselt. Danach wurden die Krägen mit flüssi-
gem Paraffin eingesargt und für 10 bis 20 Minuten zum Erkalten auf Eis gestellt. Über
Nacht wurden die Präparate bei 18°C ausgehärtet. Die Paraffinblöcke wurden mit einer
Rasierklinge von den Krägen gelöst, auf 70°C warme Metallblöcke aufgeschmolzen, mit
einer Rasierklinge zugetrimmt und am Mikrotom in 8 mm dicke Schnitte geschnitten.
Für die Mikrotom-Schnitte wurden Objektträger dünn mit Kaiser’s Glyceringelatine
bestrichen und luftgetrocknet. Darauf wurden einige Tropfen Wasser gegeben, bevor die
Objektträger auf einer Wärmeplatte auf 40°C erwärmt wurden. Anschließend wurden
die Schnittserien mit Pinsel auf diese Objektträger transferiert. Die Objektträger wurden
weitere 5 Sekunden bei 40°C belassen um die Schnitte zu glätten, anschließend wurde
das Wasser abgekippt und die Objektträger für 30 Minuten bei Raumtemperatur getrock-
net. Dann wurden die Objektträger zweimal für mindestens 30 Minuten bei ca. 58°C in
Roti-Histol (Roth) entparaffiniert. Daraufhin wurden die Objektträger in kaltes Xylol
gestellt und mit Entellan (Merck) eingedeckelt. Die Präparate wurden mindestens über
Nacht lichtgeschützt getrocknet und an einem Leica DM5000B Epifluoreszenzmikroskop
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analysiert.

3.2.5 Elektronenmikroskopie

Die Fliegen wurden mit 10 ml Fixierlösung in eine 50 ml Spritze gegeben. Durch mehr-
faches Herausziehen des Stempels bei verschlossener Spritze wurde ein Unterdruck
erzeugt, um die Luftsäcke im Kopf der Fliegen zu entleeren. Die abgesunkenen Fliegen
wurden mit der Fixierlösung in dicht schließende Schnappdeckelgläser transferiert und
über Nacht im Kühlschrank fixiert. Die Fixierlösung wurde abgezogen und die Fliegen
wurden fünf Mal mit jeweils 5 ml Sörensenpuffer gewaschen. Anschließend wurden die
Fliegen über eine Acetonreihe dehydriert: 15 Minuten in 30 % Aceton, 20 Minuten in 50 %
Aceton, 30 Minuten in 75 % Aceton, 45 Minuten in 90 % Aceton und fünfmal je 30 Minu-
ten in 100 % Aceton. Die Lagerung der Fliegen erfolgte in 100 % Aceton im Kühlschrank.
Die Fliegen wurden in der Elektronenmikroskopie auf Tischchen aufgeklebt und mit
Palladium/Gold bedampft. Aufgenommen wurden die Fliegen mit 200-facher Vergrö-
ßerung in der zentralen Abteilung für Elektronenmikroskopie der Universität Würzburg.

3.2.6 Kultur, Transfektion und Lyse von HEK293 Zellen

Humane embryonale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney Cells, HEK293) wurden
bei 37°C und 5 % CO2 in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Invitrogen)
mit 10 % fötalem Kälberserum (FCS) kultiviert. 6 x 105 Zellen wurden in 6-Well Platten
ausgesät und 24 Stunden später mit 2 mg der angegebenen DNS-Konstrukte mit PolyFect
(Qiagen) transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in PBS geerntet
und bei 4°C für 40 Minuten in Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren lysiert.

3.2.7 Immunpräzipitation

Von den Zell-Lysaten wurde eine Proteinbestimmmung nach Bradford durchgeführt.
Gleiche Proteinmengen wurden mit 0,8 mg Myc-Antikörper (9E10) für 30 Minuten
inkubiert. Für die Immunpräzipitation wurde den Proben 40 mg Protein-G-Agarose zu-
gegeben. Nach 4 Stunden Inkubation wurde die Protein-G-Agarose kurz abzentrifugiert,
dreimal mit 1 ml Lysepuffer gewaschen, in SDS-Ladepuffer aufgenommen und mittels
SDS-PAGE und Western Blot analysiert.
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3.2.8 SDS-PAGE und Western Blot

Die Proteinproben wurden mit diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach U.K. Lämmli aufgetrennt (Lämmli, 1970). Es wurde das Biometra-
System mit 7 bis 12 %igen Trenngelen verwendet. Im Sammelgel wurden die Proteine
bei 50 V fokussiert und im Trenngel bei 120 bis 200 V aufgetrennt. Anschließend wurden
die Proteine im Semidry-Verfahren (BioRad) auf eine Nitrozellulosemembran (Schlei-
cher & Schüll, 0,2 mm) geblottet. Die Transferzeit betrug je nach untersuchtem Protein
zwischen 80 und 100 Minuten. Die Membran wurde mit 5 % Magermilchpulver in
TBST für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt und über Nacht bei 4°C mit dem
primären Antikörper in 5 % Milchpulver in TBST inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit TBST für je 10 Minuten wurde die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur
mit dem entsprechenden sekundären, HRP-konjugierten Antikörper in TBST inkubiert
und wiederum dreimal gewaschen. Die Detektion der Antikörper erfolgte mit dem ECL
bzw. ECL Plus System nach Herstelleranweisung (GE Healthcare).

3.2.9 2D-Gele

Die 2D-Gel-Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Stephanie Pütz durchgeführt. Es
wurden Gehirne von wandernden L3 Larven verwendet. Pro Genotyp und Gel wurden
circa 100 intakte Gehirne mit vollständigem Ventralganglion in PBS präpariert. Der
Anteil von männlichen und weiblichen Gehirnen betrug jeweils circa 50 %. Die Gehirne
wurden direkt nach der Präparation mit der Pinzette in 100 ml Lysepuffer, versetzt mit
Protease- und Phosphatase-Inhibitoren (Complete und PhosStop, Roche), transferiert.
Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis aufbewahrt. Für die Lyse
wurden die Proben sechs Mal jeweils erst 10 Sekunden in ein Ultraschallbad gehalten
und anschließend 50 Sekunden auf Eis gekühlt. Anschließend wurden die Proben abzen-
trifugiert und mittels BCA-Assay (Roti-Quant Universal Kit, Roth) quantifiziert. Vor dem
Beladen der IPG-Streifen (3-10NL, 18 cm, GE Healthcare) wurden 180 mg Proteinlysat mit
Protease-Inhibitoren, IPG-Puffer (pH3-10NL, GE Healthcare, 0,5 % Endkonzentration)
und DTT (200 mM Endkonzentration) versetzt und mit DeStreak-Rehydration-Solution
(GE Healthcare) auf 250 ml Endvolumen aufgefüllt. Die IPG-Streifen wurden über Nacht
mit den Proben rehydriert. Folgendes Programm wurde für die isoelektrische Fokussie-
rung verwendet:
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Step and Voltage Methode Spannung (V) Zeit in h:min
Step-n-Hold 150 2:00
Step-n-Hold 300 2:00
Gradient 500 2:00
Gradient 1000 3:00
Gradient 4000 3:00
Step-n-Hold 6000 6:40

Die isoelektrische Fokussierung wurde mit einem Ettan IPGphor3 (GE Healthcare)
durchgeführt. Nach der Fokussierung wurden die IPG-Streifen 15 Minuten in Äquili-
brierungspuffer mit 130 mM DTT auf dem Schüttler inkubiert. Es folgten weitere 15
Minuten Inkubation mit Äquilibrierungspuffer mit 280 mM Iodacetamid (GE Health-
care). Die IPG-Streifen wurden auf 10 % SDS-Trenngele gelegt. Ein in Agarosekügelchen
immobilisierter Molekulargewichtsmarker wurde ebenfalls auf den Trenngelen aufge-
bracht. Anschließend wurde die SDS-PAGE wie oben beschrieben durchgeführt bis
die Lauffront das Gelende erreicht hatte. Die Gele wurden anschließend fixiert und
gefärbt.

3.2.10 RupBS-Färbung

Die Gele wurden zunächst für 2 Stunden in 30 % Ethanol und 10 % Eisessig fixiert.
Anschließend wurden sie zweimal für 30 Minuten in Wasser und weitere zweimal für
30 Minuten in 20 % Ethanol gewaschen. Die Gele wurden über Nacht in Ruthenium-
bathophenanthroline-disulfonat (RuBPs)-Lösung (0,8 mM RuBPS in 20 % Ethanol, Armin
Baack Bedarf und Technik für Labor und Medizin, Schwerin) gefärbt und für drei
Stunden in 10 % Ethanol und 10 % Eisessig entfärbt. Danach wurden die Gele zwei-
bis dreimal für 10 Minuten gewässert und mit einer Chemo Cam (Intas) eingescannt.
Anschließend wurden differentielle Spots ausgestochen und bei -80°C eingefroren.

3.2.11 Massenspektrometrische Analyse

Die Spots wurden mittels Massenspektroskopie (PMF) analysiert und die S-Spektren mit-
tels Datenbanksuche gegen flybase (Version r5.41, November 2011, http://flybase.org)
ausgewertet. Die massenspektrometrische Analyse und Auswertung wurde unter der
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Leitung von Dr. Jens Pfannstiel von der Serviceeinheit des Life Science Centers der
Universität Hohenheim durchgeführt.

3.3 Software und Datenauswertung

Für die Auswertung der konfokalen Aufnahmen wurden die ImageJ Distribution Fiji
(SCHINDELIN ET AL., 2012), Leica LAS AF (2.3.5) und Amira 4.0.01 (Mercury Computer
Systems) verwendet. Neuroblastendurchmesser wurden mit Fiji bestimmt, indem der
größte und der kleinste Durchmesser von Neuroblasten gemessen und daraus ein Mit-
telwert berechnet wurde.

Die statistische Auswertung wurde mit RStudio 0.95.263 durchgeführt. Für den Wilcoxon-
Mann-Whitney U-Test wurde das Paket „coin“ verwendet, um auch bei Bindungen in
den Daten einen exakten p-Wert berechnen zu können.
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4 Ergebnisse

4.1 Lokalisation von Mbt in Neuroblasten des Zentralhirns

4.1.1 Mbt zeigt eine Zellzyklus-abhängige, apikale Anreicherung in Neuroblasten

Um eine mögliche Rolle von Mbt während der Gehirnentwicklung zu untersuchen, wur-
den zunächst Gehirne von wandernden L3 Larven mit einem polyklonalen Antikörper
gegen Mbt (SCHNEEBERGER & RAABE, 2003) gefärbt. Die Färbung zeigte ein deutliches
apikales Mbt-Signal in Zellen, die anhand einer Ko-Färbung mit dem basalen Marker
Miranda als Metaphase-Neuroblasten identifiziert werden konnten (Abb. 4.1A-A2). Dar-
über hinaus zeigte die Färbung ein starkes Signal an Strukturen, die wahrscheinlich
den inneren und äußeren Proliferationszentren der optischen Loben entsprechen (Daten
nicht gezeigt). Entsprechende Färbungen einer Nullmutante, mbtP1, wiesen kein Signal
in Neuroblasten oder den Proliferationszentren auf, was die Spezifität des Signals und
mbtP1 als Nullmutante bestätigt (Abb. 4.1B-B2 und (MELZIG ET AL., 1998)). Mbt lokali-
siert sowohl in den Proliferationszentren als auch in Neuroblasten an der Zellmembran.
Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Funktion von Mbt in Neuroblasten des Zentralhirns.
Die Rolle von Mbt in den vermutlichen Proliferationszentren der optischen Loben wurde
nicht weiter untersucht.
Phospho-Histon H3 ist ein charakteristischer Marker für Chromosomen während der
Mitose und ermöglicht die Unterscheidung verschiedener Zellzyklusphasen. Eine Fär-
bung gegen Mbt, Phospho-Histon H3 (PH3) und Miranda zeigte, dass Mbt immer am
Zellkortex sitzt, die Verteilung des Mbt Proteins am Kortex jedoch Zellzyklus-abhängig
ist (Abb. 4.1C-H). In der Interphase ist die Färbung von Mbt nur schwach und Mbt
scheint gleichmäßig am kompletten Zellkortex verteilt zu sein (Abb. 4.1C). Oft ist eine
etwas stärkere Färbung in Membranbereichen zu sehen, in denen der Neuroblast an
von ihm generierte Ganglionmutterzellen angrenzt (Pfeil in Abb. 4.1D). Diese Mbt-
Lokalisation ändert sich in der Prophase nicht (Abb. 4.1E). In der Prometa- und Meta-
phase war eine starke Anreicherung von Mbt am apikalen Zellkortex zu beobachten
(Abb. 4.1F, G). In Anaphasen war wieder eine gleichmäßige Verteilung von Mbt am
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Abbildung 4.1. Die apikale Lokalisation von Mbt in Neuroblasten ist Zellzyklus-abhängig. Gehirne
von wandernden L3 Larven der gezeigten Genotypen wurden gegen Mbt und Miranda (Mir) oder Phospho-
Histon H3 (PH3), Mbt und g-Tubulin gefärbt. Gezeigt werden Projektionen von konfokalen Bildern. (A-A2)
Mbt ist in Metaphase-Neuroblasten vorhanden und zeigt eine apikale Anreicherung. (B-B2) In mbtP1

Neuroblasten ist mit dem Mbt Antikörper kein Signal detektierbar. (C-H) In der Inter- und Prophase
lokalisiert Mbt am kompletten Zellkortex. In der Prometa- und Metaphase bildet Mbt einen Halbmond am
apikalen Pol. In der Anaphase ist Mbt wieder am ganzen Kortex zu sehen. Die Zahlen in den einzelnen
Bildern geben die Anzahl der analysierten Gehirne wieder. Für die Zellzyklus-abhängige Lokalisation von
Mbt wurden 18 Hemisphären analysiert. Maßstab: 10 mm.

Zellkortex zu sehen (Abb. 4.1H).
Mbt lokalisiert auch in den früheren Larvenstadien L1 und L2 in Neuroblasten und zeigt
die charakteristische apikale Anreicherung (Daten nicht gezeigt). Desweiteren zeigt Mbt
die apikale Anreicherung auch in embryonalen Neuroblasten (MELZER ET AL., 2013).

4.1.2 Cdc42 reguliert apikale Mbt-Lokalisation

Die Lokalisation von PAK Proteinen wird von kleinen RhoGTPasen gesteuert (ABO

ET AL., 1998; MANSER ET AL., 1997; SCHNEEBERGER & RAABE, 2003). RhoGTPasen inter-
agieren mit PAK Proteinen über deren PBD. Die Expression verschiedener mbt-Transgene
in mbtP1 Neuroblasten mit der Neuroblasten-spezifischen Treiberlinie wor-GAL4 zeig-
te, dass ein wildtypisches Mbt sowie zwei verschiedene Kinase-inaktive Mbt-Proteine
(MbtT525A und MbtK375M) in mitotischen Neuroblasten am apikalen Zellkortex akkumu-
lierten (Abb. 4.2A-C2). Die Lokalisation der rekombinanten Proteine ist vergleichbar mit
der Lokalisation von endogenem Mbt im Wildtyp und zeigt, dass die Kinase-Aktivität

46



4 Ergebnisse

für die apikale Lokalisation nicht notwendig ist (vgl. Abb. 4.1A-A2). Eine Mutation
der PBD verhindert die Bindung von RhoGTPasen an Mbt (SCHNEEBERGER & RAABE,
2003). Im Vergleich zu Kinase-inaktiven oder wildtypischen Transgenen resultierte die
Expression eines Transgens mit mutierter PBD (mbtH19/22L) in einer starken zytoplasma-
tischen Mbt-Färbung (Abb. 4.2D-D2). Obwohl in diesen Neuroblasten ein schwaches
kortikales Mbt-Signal detektiert wurde, war keine apikale Anreicherung mehr sichtbar
4.2D-D2). Die PBD ist folglich auch in Neuroblasten für die apikale Lokalisation von
Mbt erforderlich.

In Drosophila wurden sechs Gene aus der Gruppe der kleinen RhoGTPasen beschrieben:
Rac1, Rac2, Mtl, Cdc42, Rho1 und RhoL (HARDEN ET AL., 1995; HARIHARAN ET AL.,
1995; LUO ET AL., 1994; MURPHY & MONTELL, 1996; NEWSOME ET AL., 2000). Cdc42
zeigt in Neuroblasten eine apikale Anreicherung und reguliert die asymmetrische Loka-
lisation der Zellschicksalsdeterminanten aPKC, PAR6 und Miranda (ATWOOD ET AL.,
2007). Zudem interagieren PAK-Proteine vorzugsweise mit Mitgliedern der Rac- und
Cdc42-Gruppe (ABO ET AL., 1998; DAN ET AL., 2002; PANDEY ET AL., 2002). Um zu
untersuchen mit welchen RhoGTPasen Mbt interagiert, wurden mit einem Myc-Epitop
markierte Konstrukte dieser sechs RhoGTPasen und mit einem HA-Epitop markier-
tes Mbt in HEK293 Zellen ko-exprimiert und anschließend Ko-Immunpräzipitationen
durchgeführt. Cdc42 interagierte als einzige der getesteten RhoGTPasen spezifisch
mit Mbt (Abb. 4.2E, H. Wecklein). Um zu überprüfen, ob Mbt auch in vivo mit Cdc42
interagiert, wurden Mbt-Färbungen von verschiedenen RhoGTPase-Mutanten durchge-
führt. Mtl- und Rac2- defiziente Metaphase Neuroblasten zeigten eine mit dem Wildtyp
vergleichbare apikale Anreicherung von Mbt (Abb. 4.2F-G2, vgl. Abb. 4.2A-A2). Eine Mbt-
Färbung von Larvengehirnen einer Cdc42-Nullmutante zeigte, dass in Cdc42-defizienten
Neuroblasten keine apikale Mbt-Anreicherung mehr stattfand (Abb. 4.2H-H2). Mit der
ubiquitären Expression eines wildtypischen Cdc42-Transgens konnte die apikale Anrei-
cherung von Mbt wiederhergestellt werden (Abb. 4.2AI-I2). Gleiche Ergebnisse wurden
mit Cdc424, einer zweiten Cdc42 -Nullmutante, erhalten (Daten nicht gezeigt). Bei der
Analyse von insgesamt sechs Gehirnen einer Rac1-Nullmutante wurde lediglich ein
einziger Metaphase Neuroblast beobachtet, der kein Mbt Signal zeigte (Daten nicht ge-
zeigt). Dies könnte möglicherweise ein sekundärer Effekt sein, da das untersuchte Allel
Rac1J11 bereits in jungen Larvenstadien lethal ist und Neuroblasten zum untersuchten
Zeitpunkt wahrscheinlich bereits stark in Mitleidenschaft gezogen sind und nicht mehr
normal proliferieren. Insgesamt lässt sich aus diesen Ergebnissen schliessen, dass die
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Lokalisation von Mbt in Neuroblasten von Cdc42 gesteuert wird.

4.2 Charakterisierung von mbtP1 Neuroblasten

4.2.1 Der Verlust von Mbt beeinflusst asymmetrische Zellteilung nicht

Die starke apikale Anreicherung von Mbt in mitotischen Neuroblasten legt eine Rolle
von Mbt bei der Regulation der asymmetrischen Zellteilung nahe. Die asymmetrische Tei-
lung von Neuroblasten wird durch vier große Proteinkomplexe, zwei apikale und zwei
basale, gesteuert (KNOBLICH, 2008, 2010). Die beiden apikalen Proteinkomplexe sind der
Baz-PAR6-aPKC- und der Pins-Gai-Mud-Komplex, die von dem großen Gerüstprotein
Insc am apikalen Pol des Neuroblasten verankert werden. Die beiden basalen Komplexe
sind der Numb-PON- und der Miranda-Pros-Brat-Komplex. Die beiden apikalen Protein-
komplexe erfüllen zwei verschiedene Funktionen. Die Proteine des Pins-Gai-Komplexes
steuern die Orientierung der mitotischen Spindel entlang der apikobasalen Achse. Damit
wird sichergestellt, dass die Proteine des Baz-PAR6-aPKC-Komplexes, die eine wichtige
Rolle für die Proliferationsfähigkeit des Neuroblasten spielen, im Neuroblast verbleiben.
Die beiden basalen Proteinkomplexe enthalten Proteine, die die Proliferationsfähigkeit
der GMCs einschränken und die spätere Differenzierung der Tochterzellen in Neurone
regulieren.

Aus jedem Proteinkomplex wurde die Lokalisation repräsentativer Proteine in der
Metaphase untersucht. Es wurden Färbungen von aPKC, Pins, Miranda und Numb
angefertigt. Färbungen mit einem PON-Antikörper zeigten kein spezifisches Signal.
aPKC und Pins ko-lokalisierten im typischen Halbmond-förmigen Muster im Wildtyp
und bei mbtP1 am apikalen Pol (Abb. 4.3A-B1). Numb und Miranda waren in mbtP1

Neuroblasten genau wie im Wildtyp gegenüber von aPKC am basalen Pol angereichert
(Abb. 4.3C-F). Die Lokalisation der apikalen und basalen Proteinkomplexe wies bei
mbtP1 keine Überlappung auf (Abb. 4.3C-F). Keines der vier untersuchten Proteine zeigte
folglich eine von der Kontrolle auffallend abweichende Lokalisation in mbtP1 Neuroblas-
ten. Die Orientierung der mitotischen Spindel wurde in der Metaphase mithilfe einer
g-Tubulin Färbung von Zentrosomen analysiert. Die Spindelorientierung entlang der
apikobasalen Achse zeigte in mbtP1 Neuroblasten keine auffallenden Veränderungen
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Abbildung 4.2. Die apikale Anreicherung von Mbt wird über Cdc42 reguliert. Larvale Gehirne wurden
entweder gegen Mbt, phospho-Histon H3 (PH3) und Miranda (Mir) oder g-Tubulin gefärbt. Es werden
Projektionen von konfokalen Bildern gezeigt. (A-D2) Die ausgewiesenen Transgene wurden im mbtP1

Hintergrund mit wor-GAL4 exprimiert. Bei Expression von mbt, mbtT525A und mbtK375M war eine apikale
Anreicherung in der Metaphase zu beobachten. Bei mbtH19/22L trat eine starke Färbung im Zytoplasma auf.
Eine apikale Anreicherung von MbtH19/22L wurde nicht detektiert. (E) Mit einem Myc-Epitop markier-
te Konstrukte der sechs Drosophila RhoGTPasen wurden mit einem mit HA-Epitop markiertem Mbt in
HEK293 Zellen ko-exprimiert. Anschließend wurde eine Ko-Immunpräzipitation (IP) mit Myc-Antikörpern
durchgeführt. Präzipitierte Proteine wurden im Western Blot (WB) mit HA und Myc-Antikörpern nachge-
wiesen. Mbt präzipitierte selektiv mit Cdc42. (F-I2) Null-Mutanten verschiedener RhoGTPasen wurden
gegen Mbt gefärbt. Mbt akkumulierte apikal in Neuroblasten von Mtldelta und Rac2delta. In Cdc42-Mutanten
war kein Mbt-Signal in Neuroblasten detektierbar. Die ubiquitäre Expression eines Cdc42-Transgens im
Cdc42-Nullhintergrund hatte eine apikale Anreicherung von Mbt in Neuroblasten zur Folge. Die Zahlen in
den einzelnen Bildern geben die Anzahl der analysierten Gehirne wieder. Maßstab: 10 mm.
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(Abb. 4.3G, H). Auch die Asymmetrie bzgl. der Zellgröße, also die Generierung eines
großen Neuroblasten und einer sehr viel kleineren GMC, unterschied sich in mbtP1

Neuroblasten nicht auffallend vom Wildtyp (Abb. 4.3I, J). Symmetrische Teilungen von
Neuroblasten wurden nicht beobachtet.

Mud ist ein weiteres Protein, welches sowohl am apikalen Pol als auch an Zentroso-
men lokalisiert. Mud-Lokalisation wurde von zwei unterschiedlichen Antikörpern an
Zentrosomen und generell an der Plasmamembran detektiert. Eine apikale Anreiche-
rung von Mud während der Mitose wurde hingegen nicht detektiert. Es wurde folglich
ausschließlich die Lokalisation von Mud an Zentrosomen untersucht. Es wurden nur
Neuroblasten mit deutlich sichtbarem basalem Miranda-Halbmond analysiert. Die basa-
le Miranda-Anreicherung kennzeichnet Prometa-, Meta- und Anaphasen. Neuroblasten
in diesen Phasen besitzen zwei Zentrosomen, so dass mögliche Veränderungen der
Mud-Lokalisation in mbtP1 Neuroblasten an beiden Zentrosomen analysiert werden
konnte. Wie im Wildtyp lokalisierte Mud auch in mbtP1 Neuroblasten immer an bei-
den Zentrosomen (Abb. 4.3K, L). Sowohl im Wildtyp als auch bei der mbtP1 Mutante
wurde manchmal eine nur sehr schwache Färbung der Zentrosomen beobachtet, die
bei der Mutante doppelt so häufig auftrat wie im Wildtyp (Abb. 4.3M, Pfeile; Wildtyp:
9 % der Neuroblasten, mbtP1: 18 %, beide Genotypen n = 11 Neuroblasten in sechs
Gehirnen). Desweiteren wurde die Lokalisation von Mud in Abhängigkeit von der Mbt-
Aktivität getestet. Zu diesem Zweck wurden Transgene kodierend für wildtypisches
(UAS-mbt), Kinase-inaktives (UAS-mbtK397M und UAS-mbtT525A) und aktiviertes Mbt
(UAS-mbtS492E,S520N) im mbtP1 Hintergrund exprimiert. Während bei der Expression des
wildtypischen Konstruktes nur 75 % der untersuchten Neuroblasten zwei gut sichtbare
Zentrosomen hatten, waren bei Kinase-inaktivem und aktiviertem Mbt immer zwei
deutlich gefärbte Zentrosomen zu erkennen (Abb. 4.3N-P, UAS-mbt n = 12 Neuroblas-
ten in fünf Gehirnen, UAS-mbtK397M und UAS-mbtT525A n = 10 bzw. 12 Neuroblasten
in jeweils vier Gehirnen, UAS-mbtS492E,S520N n = 11 Neuroblasten in fünf Gehirnen).
Die Überexpressionsexperimente weisen darauf hin, dass die Kinaseaktivität von Mbt
keinen maßgeblichen Einfluss auf die Lokalisation von Mud hat. Die Überexpression
von Mbt-Transgenen resultierte in einer Verstärkung der Mud-Färbung an Zentrosomen
4.3K, N-O. Dies könnte darauf hindeuten, dass die Mbt-Menge die Menge von Mud
an Zentrosomen oder die Größe von Zentrosomen generell beeinflusst. Eine leichte
Fehllokalisation von Mud in mbtP1 Neuroblasten kann nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 4.3. Verlust von Mbt beeinflusst asymmetrische Zellteilung nicht. Gezeigt werden Projektio-
nen (A-J, M) oder einzelne Ebenen konfokaler Aufnahmen von Gehirnen wandernder L3 Larven, die mit
den angegegeben Antikörperkombinationen gefärbt wurden. PH3: phospho-Histon 3, Mir: Miranda, g-Tub:
g-Tubulin. (A-B1) aPKC und Pins waren in w1118 und mbtP1 Neuroblasten am apikalen Pol angereichert.
(C-F) Numb und Mir zeigten eine Anreicherung am basalen Pol gegenüber von aPKC in w1118 und mbtP1

Neuroblasten. (G, H) Die g-Tubulin-Färbung zeigte eine Orientierung der mitotischen Spindel entlang
der apiko-basalen Achse in beiden Genotypen. (I, J) Telophasen zeigten, dass auch die Teilung von mbtP1

Neuroblasten zur Bildung einer großen und einer kleinen Tochterzelle führt. (K) Mud lokalisierte in w1118

Neuroblasten an beiden Zentrosomen. (L) In den meisten mbtP1 Neuroblasten war eine deutliche Mud
Lokalisation an beiden Zentrosomen erhalten. (M) Selten war nur eine sehr schwache Zentrosomenfärbung
zu beobachten (Pfeile). (N-P) Die Expression von UAS-mbt, kinase-inaktivem UAS-mbtK397M und konstitutiv
aktivem UAS-mbtS492E,S520N mit worniu-GAL4 im mbtP1 Hintergund veränderte die Lokalisation von Mud an
beiden Zentrosomen nicht. Die Zahlen in den einzelnen Bildern geben die Anzahl der analysierten Gehirne
wieder. Maßstab: 10 mm.

Die Segregation des Notch-Inhibitors Numb in GMCs führt zu differentieller Regulation
des Notch-Signalweges in Neuroblasten und GMCs (WANG ET AL., 2006). Die basale
Lokalisation von Numb zeigte keine Veränderung in mbtP1 Neuroblasten. Um einen
möglichen Einfluss von Mbt auf den Notch-Signalweg in Neuroblasten zu überprüfen,
wurden von mbtP1 Gehirnen Färbungen gegen Notch angefertigt. Eine Färbung der
extrazellulären Domäne (NECD) zeigte leichte Zellzyklus-abhängige Veränderungen
der Notch-Lokalisation im Wildtyp. In der Interphase war ein deutliches Signal am
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Zellkortex sichtbar, das teilweise an den Kontaktstellen von Neuroblast und GMC noch
verstärkt war (Abb. 4.4A, A1, Pfeilspitzen). Darüber hinaus wies die NECD Färbung
im Zytoplasma zahlreiche größere und kleinere Punkte auf (Abb. 4.4A, A1, Pfeile). In
mitotischen Neuroblasten fiel eine leichte Anreicherung der NECD um die kondensier-
ten Chromosomen herum auf, die in Interphase Neuroblasten nicht beobachtet worden
war (Abb. 4.4B, B1, offene Pfeilspitzen). Dieses Muster der NECD Lokalisation war bei
mbtP1 Neuroblasten nicht auffallend verändert (Abb. 4.4C-D1). Auch hier wurden in der
Interphase zahlreiche Punkte im Zytoplasma und eine kortikale Anreicherung, sowie in
der Metaphase eine Anreicherung um die Chromosomen, beobachtet (Abb. 4.4C-D1). Die
Färbung der intrazellulären Domäne (NICD) ergab ein ähnliches Lokalisationsmuster.
In der Interphase waren Punkte im Zytoplasma und eine Anreicherung an der Zell-
membran zu sehen, in der Metaphase eine verstärkte Lokalisation in der Peripherie der
Chromosomen (Abb. 4.4E-F1). Auch hier war in mbtP1 Neuroblasten keine Veränderung
festzustellen (Abb. 4.4G-H1). Zusammengenommen weisen diese Daten darauf hin, dass
der grundlegende Mechanismus der asymmetrischen Zellteilung in mbtP1 Neuroblasten
nicht gestört ist.

4.2.2 Der Verlust von Mbt beeinflusst weder das Zytoskelett, noch das
Zytoskelett-assoziierte Protein Armadillo, aber reguliert
Canoe-Lokalisation

PAK Proteine wurden als wichtige Regulatoren des Zytoskeletts beschrieben (CHAN

& MANSER, 2012; MINDEN, 2012; YE & FIELD, 2012; ZHAO & MANSER, 2012). Um
eine potenzielle Funktion von Mbt bei der Regulation des Zytoskeletts von Neuroblas-
ten aufzudecken, wurden mbtP1 Larvengehirne gegen F-Aktin und a-Tubulin gefärbt.
Die Verteilung von F-Aktin und a-Tubulin wurde in verschiedenen Zellzyklusphasen
analysiert (Abb. 4.5). Im Wildtyp war F-Aktin während des kompletten Zellzyklus
gleichmäßig am Zellkortex lokalisiert (Abb. 4.5A-C1). Auffallend war eine Anreicherung
von F-Aktin im Grenzbereich zwischen Neuroblast und GMC während der Interphase
(Abb. 4.5A1, Pfeil). Die F-Aktinlokalisation in mbtP1 Neuroblasten unterschied sich nicht
von der bei w1118 beobachteten Verteilung (Abb. 4.5D-F1). Auch die Anreicherung von F-
Aktin an der an GMCs angrenzenden Membran in der Interphase wurde in der Mutante
beobachtet (Abb. 4.5D-F1). a-Tubulin zeigte während der Interphase bei w1118 eine starke
kortikale Lokalisation, bildete aber auch zahlreiche Strukturen im Zytoplasma (Abb.
4.5G, G1). Während der Mitose lokalisierte a-Tubulin hauptsächlich an der mitotischen
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Abbildung 4.4. Verlust von Mbt beeinflusst asymmetrische Zellteilung nicht. Gezeigt werden einzelne
Ebenen konfokaler Aufnahmen von Gehirnen wandernder L3 Larven, die mit den angegebenen Antikör-
perkombinationen gefärbt wurden. PH3: phospho-Histon 3, NECD: Notch extrazelluläre Domäne, NICD:
Notch intrazelluläre Domäne. (A-B1) Im Wildtyp lokalisierte die NECD in der Interphase am Zellkortex und
in punktigen Strukturen im Zytoplasma. Während der Mitose war eine leichte Anreicherung der NECD
um die Chromosomen herum zu beobachten. (C-D1) Auch in der mbtP1 Mutante lokalisierte die NECD
in der Interphase am Zellkortex und in punktförmigen Strukturen im Zytoplasma. Während der Mitose
war ebenfalls eine schwache Anreicherung um die Chromosomen zu sehen. (E-H1) Für die NICD war
sowohl in wildtypischen als auch in mbtP1 Interphase Neuroblasten eine Anreicherung am Zellkortex und
in zytoplasmatischen Punkten sichtbar. Während der Mitose zeigten Neuroblasten beider Genotypen eine
geringe Anreicherung um die Chromosomen herum. Für die Lokalisation von Notch wurden mindestens
fünf Gehirne pro Färbung und Genotyp analysiert. Maßstab: 10 mm.
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Spindel (Abb. 4.5H-J1). Die gleiche a-Tubulinverteilung wurde in mbtP1 Neuroblasten
beobachtet (Abb. 4.5K-N1). In der Interphase lokalisierte a-Tubulin kortial und bildete
Filamente im Zytoplasma (Abb. 4.5K,K1). Während der Mitose lokalisierte a-Tubulin
fast ausschließlich an der Spindel (Abb. 4.5L-N1). Auch astrale Mikrotubuli zeigten
keine auffallenden Unterschiede zwischen w1118 und mbtP1 (Abb. 4.5, Ausschnitte in I1,
J1und M1, N1). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Mbt kein Hauptregulator des
Zytoskeletts in Neuroblasten ist.

Abbildung 4.5. Verlust von Mbt beeinflusst weder das Aktin- noch das a-Tubulinzytoskelett. Gehirne
wandernder L3 Larven wurden entweder gegen F-Aktin, Miranda (Mir) und phospho-Histon 3 (PH3) oder
a-Tubulin (a-Tub), aPKC und PH3 gefärbt. Gezeigt werden Projektionen konfokaler Bilder von Neuroblasten.
(A-C1) In w1118 Neuroblasten lokalisierte F-Aktin während der Inter-, Meta- und Telophase gleichmäßig
am Zellkortex. Der Pfeil in A1 weist auf eine Anreicherung von F-Aktin an der an GMCs angrenzenden
Membran hin. (D-F1) mbtP1 Neuroblasten zeigten, abgesehen von der Anreicherung im Grenzbereich zu
GMCs in der Interphase (Pfeil in D1), auch eine gleichmäßige F-Aktinverteilung am Zellkortex während
des Zellzyklus. (G-J1) In der Interphase lokalisierte a-Tubulin kortial und bildete Filamente im Zytoplasma.
In Meta-, Ana- und Telophase bildete a-Tubulin die mitotische Spindel. (K-N1) Auch in mbtP1 Neuroblasten
waren in der Interphase kortikale und zytoplasmatische Strukturen angefärbt. In Meta-, Ana- und Telophase
war vorwiegend die Spindel gefärbt. Ausschnitte in I1, J1 und M1, N1 zeigen Vergrößerungen der apikalen
astralen Mikrotubuli. Pro Färbung und Genotyp wurden mindestens 10 Gehirne gescannt und die komplette
aufgenommene Neuroblastenpopulation analysiert. Gezeigt werden repräsentative Neuroblasten. Maßstab:
10 mm.

Armadillo, das Drosophila beta-Catenin, ist ein mit dem Aktinzytoskelett assoziiertes
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Protein, das sowohl bei der Cadherin-vermittelten Zelladhäsion als auch im Wingless
(Wg) Signalweg als Transkriptionsfaktor eine Rolle spielt (VALENTA ET AL., 2012). Die le-
thalen armadillo-Allele (arm) arm3 und arm4 wirken als Suppressor auf den rauhe Augen
Phänotyp von mbtP1 (T. Raabe, Daten nicht gezeigt). Mbt phosphoryliert in vitro zwei
Serine, S561 und S688, von Armadillo (MENZEL ET AL., 2008). Um den Zusammenhang
zwischen Mbt und Armadillo in vivo detaillierter zu untersuchen, wurden Gehirne von
wandernden L3 Larven gegen Armadillo gefärbt. In w1118 Neuroblasten lokalisierte Ar-
madillo während der Inter-, Meta- und Telophase am ganzen Zellkortex (Abb. 4.6A-C1).
Auffallend war, wie bei der Aktinfärbung, eine Anreicherung von Armadillo in Berei-
chen des Zellkortex, die an GMCs grenzten (Abb. 4.6A1, B1, Pfeile). Auch an der Grenze
zwischen GMCs akkumulierte Armadillo (Abb. 4.6C1, Pfeilspitzen). Die Lokalisation
von Armadillo in mbtP1 Neuroblasten glich in allen untersuchten Zellzyklusphasen der
Armadillo Verteilung bei w1118 (Abb. 4.6D-F1). Auch die Anreicherung von Armadillo
an der Grenze zwischen Neuroblast und GMC bzw. zwischen GMCs war in der mbt
Mutante vorhanden (Abb. 4.6D1, E1, Pfeile bzw. Pfeilspitzen). Nukleäres Armadillo
wurde nicht detektiert. Dies deutet darauf hin, dass sich der Verlust von Mbt nicht auf
die Lokalisation von Armadillo auswirkt.
Zur Untersuchung der physiologischen Rolle der Phosphorylierungsstellen S561 und
S688 wurden genomische Armadillo Konstrukte hergestellt, bei denen eines der Serine
oder beide zu Alanin oder Glutamat mutiert waren. Unabhängig von der Mutation
retteten jedoch alle Transgene die Lethalität der beiden arm Allele arm3 und arm4 (Daten
nicht gezeigt). Die Transgene mit den mutierten Phosphorylierungsstellen erzeugten
keinen vom Wildtyp abweichenden Phänotyp. Die Armadillo-Färbung von Larvenge-
hirnen einer S561/688E Doppelmutante im arm4 Hintergrund zeigte keine auffallenden
Lokalisationsunterschiede zum wildtypischen Transgen (Daten nicht gezeigt). Mit zwei
Gehirnen war die Stichprobengröße jedoch sehr klein und es wurde kein Marker für
Zellzyklus-Phasen mitgefärbt. Weitere Färbungen sind notwendig, um eine verlässliche-
re Aussage treffen zu können. In vivo konnte bisher also für die Phosphorylierungstellen
S561 und S688 keine Funktion festgestellt werden.

Canoe (Cno) ist ebenfalls ein mit dem Aktinzytoskelett assoziiertes Protein. Homozygot
lethale Mutationen im cno Gen (cno009105 und cno2) wurden als Verstärker des „rauhe
Augen“ Phänotyps von mbtP3, einem hypomorphen mbt Allel, identifiziert (MENZEL

ET AL., 2007; SCHNEEBERGER, 2002). Um einen eventuellen Zusammenhang von Mbt
und Canoe (Cno) in Neuroblasten zu untersuchen, wurden Cno-Färbungen von L3
Gehirnen angefertigt. In w1118 Gehirnen zeigten mitotische Neuroblasten häufig eine
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deutliche, apikale Anreicherung von Cno (Abb. 4.6G-G2). Diese apikale Anreicherung
von Cno in larvalen Neuroblasten ist vergleichbar mit derjenigen in embryonalen Neuro-
blasten (SPEICHER ET AL., 2008). In mbtP1 Larvengehirnen war kein apikales Cno-Signal
detektierbar (Abb. 4.6H-H2). Um den Einfluss der Mbt-Aktivität auf Cno-Lokalisation zu
untersuchen, wurden in mbtP1 Neuroblasten Transgene exprimiert, die für wildtypisches
oder Kinase-inaktives Mbt kodierten. Beide Transgene stellten die apikale Lokalisation
von Cno wieder her (Abb. 4.6I-J2). Sowohl wildtypisches als auch Kinase-inaktives Mbt
verhindern also den Verlust von Cno vom apikalen Pol in mbtP1. Demzufolge wird die
apikale Anreicherung von Cno von Mbt reguliert. Relevant scheint jedoch dabei nur die
Präsenz von Mbt zu sein, nicht dessen Kinase-Aktivität.

4.2.3 Mbt reguliert Neuroblastengröße, Proliferation und Apoptose

Mbt kontrolliert Neuroblastengröße

Beim Vergleich von wildtypischen und mbtP1 Larvengehirnen fiel besonders auf, dass
die Neuroblasten in der mbtP1 Mutante eine kleinere Zellgröße aufwiesen. In 36, 48
und 72 Stunden alten Larven erschien die Neuroblastengröße in mbtP1 Gehirnen kleiner
als in der Kontrolle (Abb. 4.7A-F). Um diesen Phänotyp zu quantifizieren, wurde die
Neuroblastengröße bestimmt. Zu diesem Zweck wurde der geringste und der größ-
te Durchmesser von Neuroblasten im Zentralhirn gemessen und daraus ein mittlerer
Neuroblasten-Durchmesser berechnet. Die Zellzyklusphasen der Neuroblasten wurden
bei der Messung nicht berücksichtigt. mbtP1 Neuroblasten waren zu allen untersuchten
Zeitpunkten signifikant kleiner als wildtypische Neuroblasten (Abb. 4.7G). Während
der Larvalentwicklung zeigten sowohl Kontroll- als auch mbtP1-Neuroblasten eine Grö-
ßenzunahme. In der Kontrolle nahmen Neuroblasten von 10,84 mm in 36 Stunden alten
Larven auf 13,26 mm in 48 Stunden alten Larven zu. Bis zum Alter von 72 Stunden trat
keine signifikante Veränderung der Neuroblastengröße mehr auf. mbtP1 Neuroblasten
verhielten sich wie Kontrollneuroblasten. Nach einer Größenzunahme von 9 auf 10,63
mm von 36 auf 48 Stunden veränderte sich ihre Größe bis zum Alter von 72 Stunden
nicht mehr signifikant. mbtP1 Neuroblasten erreichten nur 83 % der Größe von Kontroll-
neuroblasten im Alter von 36 Stunden. Die Größe von mbtP1 Neuroblasten fiel auf 80
% bei 48 Stunden und 77 % bei 72 Stunden. Der Größenunterschied zwischen Kontroll-
und mbtP1 Neuroblasten war bereits im embryonalen Stadium 17 detektierbar (MELZER
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Abbildung 4.6. Verlust von Mbt beeinflusst Lokalisation von Canoe, nicht aber von Armadillo. Gehirne
von wandernden L3-Larven wurden gegen Armadillo (Arm), aPKC und phospho-Histon 3 (PH3) oder
Canoe und Miranda (Mir) gefärbt. Es werden Projektionen konfokaler Aufnahmen gezeigt. (A-C1) Arm
lokalisierte in w1118 Neuroblasten während der Inter-, Meta- und Telophase am Zellkortex. Pfeile zeigen An-
reicherungen von Arm an der Grenze von Neuroblast und GMC an. Pfeilspitzen zeigen Arm-Anreicherung
zwischen GMCs an. (D-F1) In mbtP1 Neuroblasten zeigte Arm ebenfalls eine kortikale Lokalisation wäh-
rend der Inter-, Meta- und Telophase. Auch Arm-Akkumulation an Neuroblast/GMC-Grenzen (Pfeile)
und GMC/GMC Grenzen (Pfeilspitzen) waren bei mbtP1 erhalten. (G-G2) w1118 Neuroblasten zeigten eine
apikale Anreicherung von Canoe in mitotischen Neuroblasten. (H-H2) In mbtP1 Neuroblasten war kein
apikales Canoe-Signal detektierbar. (I-J2) Die wor-GAl4-getriebene Expression von Transgenen, die für
wildtypisches (mbt) oder Kinase-inaktives (mbtK397M) Mbt kodierten, stellten die apikale Lokalisation von
Cno wieder her. Für Arm-Färbungen wurden mindestens 10 Gehirne pro Genotyp gescannt und die kom-
plette aufgenommene Neuroblastenpopulation analysiert. Gezeigt werden repräsentative Neuroblasten.
Für Cno-Färbungen ist die Anzahl der analysierten Gehirne in den Bildern angegeben. Maßstab: 10 mm.

ET AL., 2013).

Auch mbtP1 Neuroblasten von wandernden L3 Larven zeigten signifikant kleinere Neu-
roblasten (Abb. 4.7H, w1118=10,8 mm, mbtP1=9,16 mm). Hier betrug die Größe der mbtP1

Neuroblasten 85% der wildtypischen Neuroblastengröße. Dieser Zellgrößenphänotyp
konnte mittels Expression eines wildtypischen mbt Transgens in wandernden L3 Larven
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gerettet werden (Abb. 4.7H). Die Expression des wildtypischen Transgens im Wildtyphin-
tergrund führte zu signifikant größeren Neuroblasten als im Wildtyp. Die Expression
des PBD-bindungsdefizienten Transgens dagegen resultierte in einer geringen, jedoch
signifikanten Neuroblastenvergrößerung (Abb. 4.7H). Im Vergleich zum wildtypischen
Transgen hingegen wiesen diese Neuroblasten eine deutlich geringere Neuroblasten-
größe auf. Eine mögliche Erklärung für die beträchtlichen Unterschiede zwischen den
absoluten Neuroblastengrößen, die in jüngeren und L3 Larven gemessen wurden, ist
die unterschiedliche Fütterung von jüngeren und L3 Larven. Das Futter für jüngere
Larven enthielt mehr Hefe, was möglicherweise zu verstärktem Zellwachstum führen
könnte. Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass Mbt generell
die Zellgröße von Neuroblasten reguliert und dass die über die PBD vermittelte, api-
kale Anreicherung von Mbt für das Erreichen der wildtypischen Neuroblastengröße
notwendig ist.

Mbt reguliert Neuroblastenproliferation

Ein Zusammenhang zwischen Zellgröße und Proliferationsvermögen wurde bereits in
mehreren Studien beschrieben. So durchlaufen Neuroblasten nach der Quieszenz zu-
nächst eine Phase der Größenzunahme bevor sie mit der Proliferation beginnen (CHELL

& BRAND, 2010). Die Reduktion der Proliferation von Neuroblasten in späten Larven-
bzw. Puppenstadien wird von einer Verringerung der Neuroblastengröße begleitet
(SIEGRIST ET AL., 2010). Um einen Effekt von Mbt auf die Proliferation von Neuroblas-
ten im Zentralhirn zu untersuchen, wurden Gehirne von 36, 48 und 96 Stunden alten
Larven gegen Phospho-Histon-3 und Miranda gefärbt. Aus der Anzahl der mitotischen
Neuroblasten und der Neuroblastengesamtzahl pro Hemisphäre wurde ein mitotischer
Index berechnet. Der prozentuale Anteil der mitotischen Neuroblasten in mbtP1 Lar-
ven unterschied sich an keinem der untersuchten Zeitpunkte signifikant vom Wildtyp
(Abb. 4.8). Bei Betrachtung der Gesamtpopulation von Neuroblasten im Zentralhirn
zeichnete sich demnach kein Einfluss von Mbt auf die Proliferation von Neuroblasten ab.

Verschiedene Neuroblastenlinien können sich stark in ihrem Proliferationspotential
unterscheiden. Aus diesem Grund könnte eine linienspezifische Analyse mögliche Proli-
ferationsdefekte von mbtP1 Neuroblasten aufdecken. mbt wird in Pilzkörperneuroblasten
exprimiert und in adulten mbtP1 Gehirnen zeigt der Pilzkörper eine starke Größenre-
duktion, der eine im Vergleich zum Wildtyp verringerte Neuronenzahl zugrunde liegt
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Abbildung 4.7. Mbt reguliert Neuroblastengröße. Gehirne von Larven im angegebenen Alter wurden
gegen Miranda gefärbt. Das Larvenalter ist angegeben in Stunden (h) ALH. (A-F) Maximalprojektionen kon-
fokaler Aufnahmen von w1118 und mbtP1 Larvengehirnen der angegebenen Alter. Anterior befindet sich links
und medial oben. In allen Larvenstadien sind mbtP1 Neuroblasten kleiner als w1118 Neuroblasten. Zahlen
geben die Anzahl der analysierten Gehirne an. (G) Quantifizierung der Zellgröße von Miranda-positiven
Neuroblasten im Zentralhirn verschieden alter Larven. (H) Quantifizierung der Neuroblastengröße in
Gehirnen von wandernden L3 Larven der angegebenen Genotypen. Die obere Zahlenreihe in den Box-
plots gibt die Anzahl der ausgemessenen Neuroblasten an. Die untere Zahlenreihe gibt die Anzahl der
ausgewerteten Gehirne an. Maßstab: 50 mm. * = p<0,05, *** = p<0,0001.
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Abbildung 4.8. Mbt beeinflusst Neuroblastenproliferation auf Populationsebene nicht. Quantifizierung
des prozentualen Anteils an Phospho-Histon 3 (PH3)-positiven Neuroblasten in w1118 und mbtP1 Gehirnen
in verschiedenen Larvenstadien. Angegeben ist der Analysezeitpunkt in Stunden (h) nach dem Schlüpfen
des ersten Larvenstadiums. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte unterschied sich der relative Anteil
der PH3-positiven Neuroblasten in mbtP1 Gehirnen von der Kontrolle. Zahlen geben die Anzahl der
ausgezählten Gehirne an. n.s.: nicht signifikant.

((MELZIG ET AL., 1998), und Daten nicht gezeigt). Beides spricht für eine Rolle von Mbt
bei der Pilzkörperentwicklung. Darüber hinaus sind Pilzkörperneuroblasten ein ideales
Modellsystem, da ihre Linien die einzigen Neuroblastenlinien sind, die vom Embryo bis
in den Imago charakterisiert sind (KUNZ ET AL., 2012). Es existieren vier Pilzkörperneu-
roblasten pro Hemisphäre, welche sequentiell morphologisch unterschiedliche Typen
von Pilzkörperneuronen, auch als Kenyonzellen bezeichnet, generieren (ITO & HOT-
TA, 1992). Vom Embryo bis zur Mitte des dritten Larvenstadiums werden g-Neurone
gebildet. Es folgt eine kurze Periode bis zum Ende des dritten Larvenstadiums, in der
a’/b’-Neurone geboren werden. Danach werden nur noch a/b-Neurone generiert. Diese
drei Hauptneuronentypen des Pilzkörpers können anhand ihrer axonalen Projektionen
unterschieden werden. Im adulten Gehirn projizieren g-Neurone in den medialen g-
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Lobus. Die Axone von a’/b’- und a/b-Neuronen gabeln sich, wobei einer der beiden
Arme in einem dorsal projizierenden a’/a Lobus und der zweite Arm in einem medial
projizierenden b’/b Lobus endet ((ITO ET AL., 1997; LEE ET AL., 1999) und Abb. 4.9B).
Bei einer klonalen Analyse mit dem MARCM (Mosaic Analysis with Repressible Cell
Marker)-System können ab einem definierten Zeitpunkt alle von einem Neuroblasten
generierten Neurone markiert werden. Aufgrund der sequentiellen Bildung morpho-
logisch unterschiedlicher Kenyonzelltypen gibt eine klonale Analyse in diesem Fall
folglich nicht nur Hinweise auf die absolute Proliferationskapazität einzelner Pilzkör-
perneuroblasten, sondern ermöglicht auch Rückschlüsse auf den zeitlichen Verlauf der
Proliferation während der Larven- und Puppenentwicklung. Kontrollklone bildeten alle
drei Pilzkörperneuronentypen, erkennbar an den drei deutlich ausgebildeten Loben
(Abb. 4.9B). mbtP1 Klone konnten in zwei Kategorien unterteilt werden. Klone der ers-
ten Kategorie bildeten alle drei Loben, enthielten also alle drei Neuronentypen. Alle
Loben waren jedoch kleiner als bei Kontrollklonen (Abb. 4.9C). Die Klone der zweiten
Kategorie enthielten hauptsächlich g-Neurone (Abb. 4.9D). a’/b’- und a/b-Neurone
waren in diesen Klonen nur selten vorhanden (Abb. 4.9D). Entsprechend enthielten
mbtP1 Klone signifikant weniger Neurone als Kontrollklone (Abb. 4.9E). Die Bildung
von Neuroblastenklonen, die alle Kenyonzelltypen enthielten und solchen, die nur
g-Neurone enthielten, weist darauf hin, dass der Proliferationsdefekt bei mbtP1 Pilzkör-
perneuroblasten unterschiedlich stark ausgeprägt ist. Manche Pilzkörperneuroblasten
proliferieren während des kompletten Entwicklungszeitraumes, generieren somit alle
Kenyonzelltypen, jedoch insgesamt weniger Neurone als Kontrollneuroblasten. Andere
mbtP1 Neuroblasten proliferieren in jüngeren Larvenstadien, in denen sie g-Neurone
generieren, und stellen die Proliferation dann komplett ein.
Mithilfe des MARCM-Systems können auch einzelne Neurone markiert werden. Weder
bei Einzelzellklonen von g-Neuronen noch bei a’/b’- und a/b-Neuronen wurden auffäl-
lige morphologische Unterschiede bezüglich der axonalen Projektionsmuster und der
Anzahl der Dendritenabzweigungen zwischen Kontroll- und mbtP1-Klonen beobachtet
(Abb. 4.9F-I und Daten nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass mbtP1 Neurone über-
leben und keinen Zelltod begehen. Vielmehr zeigen die Ergebnisse der klonalen Analyse,
dass Pilzkörperneuroblasten der mbtP1 Mutante ein gestörtes Proliferationsverhalten
aufweisen.
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Abbildung 4.9. Mbt reguliert Proliferation von Pilzkörperneuroblasten. Alle Klone wurden mit
hsFLP/FRT-vermittelter, mitotischer Rekombination erzeugt. Pilzkörper-Neuroblastenklone und g-
Einzelzellklone wurden im ersten Larvenstadium induziert, a/b-Einzelzellklone in wandernden L3 Larven.
Die Neuroblasten- und Einzelzellklone wurden mittels eyOK107 getriebener UAS-mCD8-GFP-Expression mar-
kiert und mit GFP-Färbung sichtbar gemacht. Gezeigt werden Maximalprojektionen von einzelnen Kontroll-
und mbtP1 Pilzkörper-Neuroblastenklonen (A-C) und Kontroll- und mbtP1 g- und a/b-Einzelzellklonen
(E-H). (A) Kontrollklone bildeten ein vollständiges Lobensystem bestehend aus g-, a’/b’- und a/b-Loben
aus. Die Soma der Kenyonzellen liegen im dorsalen Kortex. (B, C) mbtP1 Pilzkörper-Neuroblastenklone
bilden entweder ein deutlich reduziertes Lobensystem aus (B) oder generieren nur g-Neurone (C). (D)
Quantifizierung der Kenyonzell-Anzahl pro Neuroblastenklon. mbtP1 Klone enthalten signifikant weniger
Neurone als Kontrollklone. Zahlen geben die Anzahl der analysierten Neuroblastenklone an. (E-H) Die
Morphologie und das Projektionsmuster von mbtP1 g- (E, G) und a/b-Neuronen (F, H) war im Vergleich
zur Kontrolle nicht auffallend verändert. Zahlen in Bildern geben die Zahl der analysierten Einzelzellklone
an. Maßstab: 50 mm. *** = p<0,0001.

Mbt beeinflusst das Überleben von Neuroblasten

Infolge einer Reduktion der Zellgröße kommt es bei Neuroblasten zunächst zu einer
Verringerung der Proliferation (MAURANGE ET AL., 2008; SIEGRIST ET AL., 2010). Im
Extremfall wird die Proliferation durch terminale Differenzierung des Neuroblasten
oder Apoptose beendet (ABRAMS ET AL., 1993; MAURANGE ET AL., 2008; PETERSON

ET AL., 2002; SIEGRIST ET AL., 2010; WHITE ET AL., 1994). Zur Prüfung eines eventuellen
Einflusses von Mbt auf die Anzahl der Neuroblasten im Zentralhirn, wurde 36, 48 und
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96 Stunden ALH die Gesamtzahl der Miranda-positiven Neuroblasten pro Hemisphäre
in mbtP1 Gehirnen bestimmt. Zunächst fiel die Anzahl der Neuroblasten zwischen 36
und 48 Stunden ALH sowohl in wildtypischen als auch in mbtP1 Gehirnen auf einen
signifikant geringeren Wert (Abb. 4.10A). Zwischen 48 und 96 Stunden ALH veränderte
sich die Anzahl der Neuroblasten bei beiden Genotypen nicht mehr (Abb. 4.10A). 36
Stunden ALH unterschied sich die Anzahl der Neuroblasten pro Hemisphäre zwischen
Wildtyp und Mutante nicht signifikant. 48 und 96 Stunden ALH wurden in der mbtP1

Mutante signifikant weniger Neuroblasten gezählt als im Wildtyp (Abb.4.10A). In mbtP1

Gehirnen gingen folglich zwischen 36 und 48 Stunden ALH 10 % der Neuroblasten
verloren, wohingegen im Wildtyp nur 7 % verschwanden (Abb. 4.10A). Eine in diesem
Zusammenhang naheliegende Frage ist, ob die geringere Neuroblastenanzahl in mbtP1

Gehirnen durch programmierten Zelltod (Apoptose) verursacht wurde. Mit der Deletion
Df(3L)H99 kann Apoptose unterdrückt werden, da bei ihr die pro-apoptotischen Gene
grim, hid, rpr und sickle fehlen. Für die Analyse von Apoptose in Neuroblasten wurde
Df(3L)H99 in den mbtP1 Hintergrund eingekreuzt und 96 Stunden ALH die Neuroblas-
tenanzahl bestimmt. Die Anzahl Miranda-positiver Neuroblasten von Df(3L)H99/+
im Wildtyp-Hintergrund unterschied sich nicht signifikant von der Anzahl in mbtP1;
Df(3L)H99/+ Hemisphären (Abb. 4.10A). Die mit Df(3L)H99 erhaltenen Werte für die
Neuroblastenanzahl entsprachen ungefähr den Neuroblastenanzahl zum Zeitpunkt 36
Stunden ALH. Die Expression eines wildtypischen Transgens im mbtP1 Hintergund
resultierte ebenfalls in einer Neuroblastenanzahl ähnlich der Kontrolle bei 36 Stunden
ALH (4.10A). Das PBD-bindungsdefiziente Mbt, das in Neuroblasten nicht mehr apikal
lokalisiert, erhöht die Neuroblastenanzahl im Vergleich zu mbtP1. Von einer vollständi-
gen Rettung kann jedoch nicht gesprochen werden, da im Vergleich zum wildtypischen
Transgen eine signifikant geringere Anzahl von Neuroblasten erreicht wird. Dies weist
darauf hin, dass der Verlust von Mbt zu einem vorzeitigen Verlust von Neuroblasten
aufgrund von Apoptose führt. Auch die Verringerung der Neuroblastenanzahl während
der Larvalentwicklung im Wildtyp scheint durch Apoptose bedingt zu sein. Eine Über-
expression von mbt in Neuroblasten unterdrückt Apoptose. Zudem ist auch die apikale
Lokalisation von Mbt in Neuroblasten für das Überleben aller Neuroblasten notwendig.
Da Mbt speziell die Proliferation von Pilzkörperneuroblasten beeinflusst, wurde die
Anzahl von Pilzkörperneuroblasten in pupalen Gehirnen bestimmt. Pilzkörperneuro-
blasten sind die einzigen Neuroblasten, die in 48 Stunden alten Puppen noch existieren
und proliferieren (ITO & HOTTA, 1992). Sie können daher zu diesem Zeitpunkt mit
einem allgemeinen Neuroblastenmarker wie Deadpan (Dpn) eindeutig identifiziert
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werden (Abb. 4.10B). Zusätzlich wurden mit Dachshund (Dac) Kenyonzellen gefärbt,
um anhand der Lage der Dpn-positiven Neuroblasten ihre Identität als Pilzkörperneuro-
blasten zu bestätigen (Abb. 4.10B). Wildtypische Gehirne besitzen zu diesem Zeitpunkt
insgesamt acht Dpn-positive Pilzkörperneuroblasten (Abb. 4.10B, D). In mbtP1 Gehirnen
dagegen wurden zu diesem Zeitpunkt signifikant weniger Dpn-positive Neuroblasten
gezählt als im Wildtyp (Abb. 4.10C, D). Die Einkreuzung von Df(3L)H99 verhinderte
die Reduktion der Pilzkörperneuroblastenzahl in mbtP1 Gehirnen (Abb. 4.10D). Statt-
dessen wiesen alle mbtP1; Df(3L)H99/+ Gehirne wieder die wildtypische Anzahl von
acht Pilzkörperneuroblasten auf (Abb. 4.10D). Daher kann festgestellt werden, dass die
Anzahl der Pilzkörperneuroblasten bei einem Verlust von Mbt vorzeitig reduziert und
die Ursache hierfür Apoptose ist. Dies weist darauf hin, dass Mbt für das Überleben von
Neuroblasten notwendig ist.

Blockierung apikaler Mbt Lokalisation oder Apoptose rettet den adulten mbtP1

Pilzkörperphänotyp nicht

Adulte mbtP1 Gehirne weisen einen stark verkleinerten Pilzkörper auf (Abb. 4.11A-B1).
Wie oben gezeigt ist apikale Lokalisation von Mbt in Neuroblasten notwendig, um in Lar-
vengehirnen wildtypische Neuroblastengröße zu erreichen und Apoptose zu verhindern.
Eine Blockierung von Apoptose kann in Larvengehirnen zumindest die Neuroblastenan-
zahl retten. Um zu klären, ob apikale Mbt Lokalisation in Neuroblasten oder Apoptose
von Neuroblasten auch die adulte Pilzkörperstruktur beeinflusst, wurden Rettungs-
experimente in adulten Fliegen durchgeführt. Die neuroblastenspezifische Expression
des wildtypischen Transgens im mbtP1 Hintergrund stellte die Struktur und Größe des
adulten Pilzkörpers vollständig wieder her (Abb. 4.11C, C1). Dies steht im Einklang mit
der Wiederherstellung wildtypischer Neuroblastengröße durch die Expression dieses
Transgens (Abb. 4.7H). Die Expression des mbt-Transgens im Wildtyp-Hintergrund,
die größere Neuroblasten erzeugte (Abb. 4.7H), stellte ebenfalls Struktur und Größe
des adulten Pilzkörpers wieder her (Abb. 4.11D, D1). PBD-bindungsdefizientes Mbt
zeigte, wie bei der Neuroblastengröße auch (Abb. 4.7H), einen partiellen Rettungseffekt
(Abb. 4.11E, E1). Dies deutet darauf hin, dass apikale Lokalisation von Mbt für normale
Proliferation von Pilzkörperneuroblasten erforderlich ist. Df(3L)H99/+ beeinflusste die
Struktur des adulten Pilzkörpers im Wildtyp-Hintergrund nicht (Abb. 4.11F, F1). Die
Blockierung von Apoptose mittels Df(3L)H99 zeigte auch in mbtP1 Gehirnen keinen Ein-
fluss auf den Pilzkörper (Abb. 4.11G, G1). Struktur und Größe des adulten Pilzkörpers

64



4 Ergebnisse

Abbildung 4.10. Der Verlust von Mbt führt zu Apoptose von Neuroblasten (A) Gehirne von Larven der
angegebenen Genotypen wurden gegen Miranda (Mir) gefärbt und die Gesamtzahl Miranda-positiver
Neuroblasten pro Hemisphäre bestimmt. Das Larvenalter ist angegeben in Stunden (h) ALH. (B, C)
Maximalprojektionen von konfokalen Aufnahmen pupaler Gehirne 48 Stunden APF. Deadpan (Dpn)
markiert Pilzkörperneuroblasten (magenta, Pfeile), Dachshund (Dac) Kenyonzellen im dorsalen Kortex
(grün). Dorsal ist oben. (D) Quantifizierung der Anzahl Dpn-positiver Neuroblasten in pupalen Gehirnen
48 Stunden APF. Zahlen geben die Anzahl der analysierten Hemisphären bzw. Gehirne an. Maßstab: 100
mm. * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,0001, n.s.: nicht signifikant, PKNBs: Pilzkörperneuroblasten.
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von mbtP1; Df(3L)H99/+ Gehirnen waren vergleichbar mit denen von mbtP1 Gehirnen,
obwohl die Df(3L)H99/+ die wildtypische Anzahl von Neuroblasten wieder herstellt
(Abb. 4.11G, G1, vgl. Abb. 4.10A). Der Proliferationsdefekt und die Apoptose von mbtP1

Neuroblasten sind folglich trennbare Effekte und die Tatsache, dass die Blockierung von
Apoptose den wildtypischen Pilzkörper nicht wieder herstellen kann, deutet möglicher-
weise an, dass Apoptose ein sekundärer Effekt ist.

Die Reduktion der Neuronenanzahl in mbtP1 Pilzkörpern könnte auch durch neuro-
nalen Zelltod verursacht werden. Die Analyse von Einzelzellklonen deutete bereits
an, dass Pilzkörperneurone in der mbtP1 Mutante überleben können. Die Analyse von
Einzelzellklonen schließt jedoch nicht aus, dass ein Teil der Neuronenpopulation trotz-
dem aufgrund von Apoptose stirbt. Deshalb wurde durch Expression von UAS-p35
in allen Pilzkörperneuronen Apoptose verhindert. Die Expression von UAS-p35 mit
P{GawB}eyOK107 beeinflusste den wildtypischen Pilzkörper nicht (Abb. 4.11H, H1). Die
Blockierung von Apoptose in Pilzkörperneuronen konnte den adulten Pilzkörperphäno-
typ in mbtP1 Gehirnen nicht retten (Abb. 4.11I, I1). Zusammengenommen zeigen diese
Daten, dass neuronaler Zelltod für den Phänotyp in adulten mbtP1 Gehirnen keine Rolle
spielt.

4.3 Regulation von Zellwachstum und mögliche Downstream-Effektoren
von Mbt

4.3.1 Insulin- und TOR-Signalwege

Die verringerte Zellgröße von mbtP1 Neuroblasten deutet darauf hin, dass Mbt an
der Regulation von Zellgröße beteilig ist. Ein zentraler Signalweg bei der Regulati-
on von Zellgröße und Zellwachstum ist der Insulin-Signalweg. Die Aktivierung des
Insulinrezeptors induziert die Aktivierung der Phosphatidylinositol 3 Kinase (PI3K),
welche daraufhin an der Plasmamembran aus Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat
(PIP2) den Second Messenger Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Trisphosphat (PIP3) generiert
(Übersicht in: (FRANKE, 2008)). Die Lipid-Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin
Homologue deleted on Chromosome 10) wirkt der PI3K-Aktivität entgegen, indem
sie PIP3 wieder dephosphoryliert. Sowohl Phosphatidylinositol-aabhängige Kinase 1
(Phosphatidylinositol Dependent Kinase 1, PDK1) als auch Akt (Protein Kinase B, PKB)
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Abbildung 4.11. Blockierung von apikaler Mbt Lokalisation oder Apoptose rettet den adulten mbtP1

Pilzkörperphänotyp nicht. Adulte Gehirne der angegebenen Genotypen wurden gegen FasII und Dmef2
gefärbt. Gezeigt werden Maximalprojektionen konfokaler Ebenen im Bereich des Lobensystems, das mit
FasII markiert ist, und im Bereich der Kenyonzellen im dorsalen Kortex, der mit Dmef2 markiert ist. (A-B1)
In mbtP1 Gehirnen ist das Lobensystem und der Bereich der Kenyonzellen im Vergleich zum Wildtyp
stark verkleinert. Die a/b-Loben fehlen häufig ganz. (C-C1) Neuroblastenspezifische Expression eines
wildtypischen Transgens mit wor-GAL4 im mbtP1 Hintergrund rettet den Pilzkörperphänotyp komplett.
(D-D1) Expression des mbt-Transgens im Wildtyp-Hintergrund beeinflusst den Pilzkörperphänotyp nicht.
(E-E1) Expression von mbtH19/22L rettet den Phänotyp partiell. (F-G1) Df(3L)H99 verändert weder den
adulten wildtypischen noch den mbtP1 Pilzkörper. (H-H1) Postembryonale Expression von UAS-p35 in
Neuronen mit P{GawB}eyOK107 beeinflusst den Pilzkörper nicht. (I-I1) Expression von UAS-p35 rettet den
mbtP1 Pilzkörperphänotyp nicht. Zahlen geben die Anzahl der analysierten Gehirne an. Maßstab: 100 mm.
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werden über ihre PIP3-bindende Pleckstring Homology (PH)-Domäne an die Membran
rekrutiert. Dort interagieren die beiden Kinasen und PDK1 phosphoryliert und aktiviert
Akt (FRANKE, 2008). Akt phosphoryliert wiederum den Transkriptionsfaktor Foxo, was
dessen Translokation in den Zellkern verhindert und stattdessen den Abbau von Foxo
über das Ubiquitin-Proteasom-System zur Folge hat. Die Aktivierung des Signalweges
inhibiert also Foxo-abhängige Transkription (TELEMAN, 2009). Foxo wirkt inhibitorisch
auf Wachstum, unter anderem weil es die Transkription metabolischer Gene reguliert
(TELEMAN, 2009). Der Insulin-Signalweg kommuniziert an mehreren Stellen mit anderen
Signalwegen, unter anderem dem Target of Rapamycin (TOR)-Signalweg, um Zellwachs-
tumsprozesse zu koordinieren. Akt beispielsweise phosphoryliert und inhibiert den
Tuberous Sclerosis Complex 1 (Tsc1)-Tsc2-Komplex, der als GAP für die kleine GTPase
Ras Homolog enriched in Brain Ortholog (Rheb) fungiert. Rheb wiederum aktivert
den TOR-Raptor Komplex (TOR-C1), der Informationen über die Nährstoffversorgung
der Zelle erhält und integriert und diese Informationen in pro-Wachstumssignale, wie
beispielsweise die Phosphorylierung des 4E-bindenden Proteins (4E-BP) und der ribo-
somalen Protein-S6-p70-Proteinkinase (S6K/RS6K), umsetzt (TELEMAN, 2009). mbtP1

Fliegen zeigen einen rauhe Augen Phänotyp. Zunächst wurde daher nach einer dominan-
ten genetischen Interaktion von mbtP1 mit Komponenten des Insulin-TOR-Signalweges
gesucht. Dafür wurden lethale Nullallele verschiedener an diesen Signalwegen beteilig-
ter Gene in den mbtP1 Hintergrund eingekreuzt (Tab. 4.1).

Der rauhe Augen Phänotyp von mbtP1 wurde nur von einem einzigen Gen, dem Insulin-
rezeptor, InR, leicht beeinflusst. mbtP1/Y; InR304/+ Fliegen hatten relativ kleine, rauhe
Augen im Vergleich zu mbtP1 Fliegen. Darüber hinaus wurden die Allele bezüglich einer
Interaktion mit dem mbtP1 Pilzkörperphänotyp untersucht. Zu diesem Zweck wurden
Paraffinschnitte angefertigt und die Calyxgrößen verglichen. Auch hier war die einzige
auffallende Veränderung bei InR304 zu beobachten. mbtP1/Y; InR304/+ Fliegen zeigten
im Vergleich zu mbtP1 relativ kleine Calyces. Da mbtP1 allein bereits kleine Calyces zeigt,
verstärkte InR304 den Phänotyp nur leicht. Zusammengenommen wurde daher die mit
InR304 beobachtete Interaktion mit mbtP1 als eine relativ schwache Interaktion beurteilt.

Für eine aussagekräftigere Analyse einer möglichen Rolle von Mbt im Insulin-Signalweg
wurden Gehirne von L3 Larven gegen Phospho-Akt (pAkt), einem Marker für die Akti-
vität des Insulin-Signalweges, gefärbt. Da viele Neuroblastenlinien im späten dritten
Larvenstadium nicht mehr so stark proliferieren, wurden 72 Stunden alte Larven ver-
wendet, um die Aktivierung des Insulin-Signalweges in Neuroblasten zu untersuchen.
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Tabelle 4.1. Auf genetische Interaktion mit mbtP1 untersuchte Gene und Allele des Insulin-Tor-
Signalweges

Signalweg Gen Funktion Allel
Insulin Dp110 katalytische Untereinheit der PI3K Dp1101C1

Insulin InR Insulinrezeptor InR304

Insulin PKB Akt PKB1

Insulin PTEN Lipid-Phosphatase, dephosphoryliert PIP3 PTEN117.1

TOR Rheb kleine GTPase, aktiviert TOR-C1 Rheb2D1

TOR Rheb kleine GTPase, aktiviert TOR-C1 Rheb3M2

TOR dS6K S6K dS6K83w2

TOR TOR Kinase, TOR TORdeltaP

TOR Tsc1 GAP-Funktion für Rheb Tsc12X1

TOR Tsc2 GAP-Funktion für Rheb Tsc256

TOR Tsc2 GAP-Funktion für Rheb Tsc23L55

pAkt zeigte verschiedene Lokalisationsmuster in Interphase Neuroblasten. Es wurde
ausschließlich kortikale (Abb. 4.12A, A1), kortikale und nukleäre (Abb. 4.12B, B1) und
ubiquitär zytoplasmatische pAkt Lokalisation (Abb. 4.12C, C1) beobachtet. Sehr selten
war ausschließlich nukleäre pAkt Lokalisation zu sehen (Daten nicht gezeigt). Auffallend
war eine deutliche Lokalisation von pAkt an der Grenze von Neuroblast und GMC in Te-
lophasen (Abb. 4.12D, D1). Alle im Wildtyp beobachteten Lokalisationsmuster von pAkt
waren auch in mbtP1 Gehirnen vorhanden (Abb. 4.12E - H1). Die Quantifizierung der
pAkt Lokalisation in Interphase Neuroblasten ergab, dass in mbtP1 Gehirnen prozentual
weniger Neuroblasten eine rein kortikale pAkt Lokalisation zeigen als im Wildtyp (Abb.
4.12I, blau). Zudem war eine kortikale Lokalisation in der Mutante häufig schwerer zu
erkennen, da sie sich vom Hintergrund oft schlecht abhob, das Signal also wahrschein-
lich weniger stark war. Demzufolge zeigt das Verteilungsmuster der pAkt Lokalisation
in mbtP1 Gehirnen geringe Veränderungen zum Wildtyp, was auf eine Veränderung im
Insulin-Signalweg hinweisen könnte.

Weiterhin wurde zur Überprüfung der Signalweg-Aktivierung der Haupt-Effektor des
Insulin-Signalweges, Foxo, untersucht. Da kein Antikörper gegen Foxo zur Verfügung
stand, der in der Immunhistochemie eingesetzt werden konnte, wurde ein UAS-foxo::GFP
Transgen mit der Neuroblasten-spezifischen Enhancer-Trap-Linie P{GawB}Mz1060 in
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Abbildung 4.12. mbtP1 zeigt geringfügige Veränderungen der pAkt Lokalisation. Gehirne von L3 Larven
wurden mit den angegebenen Antikörpern gefärbt. Abgebildet sind einzelne konfokale Ebenen. (A-C1)
Phospho-Akt (pAkt) lokalisiert in wildtypischen Neuroblasten entweder hauptsächlich kortikal, kortikal
und nukleär oder ubiquitär zytoplasmatisch. (D-D1) Auffallend ist eine starke kortikale Färbung in der
Telophase an der Grenze zwischen Neuroblast und GMC. (E-H1) Die Lokalisationsmuster von pAkt sind in
mbtP1 Neuroblasten erhalten. (I) Quantifizierung der Lokalisation von pAkt in w1118 und mbtP1 Neuroblasten.
blau = kortikal, rot = kortikal und nukleär, grün = nukleär, lila = ubiquitär zytoplasmatisch. nw1118 = 100
Neuroblasten, 25 % kortikal, 71 % kortikal und nukleär, 1 % nukleär, 3 % ubiquitär, nmbtP1 = 106, 14
% kortikal, 81 % kortikal und nukleär, 3 % nukleär, 2 % ubiquitär. Es wurden 9 Gehirne pro Genotyp
ausgewertet. Pfeile zeigen kortikale Lokalisation, Pfeilspitzen nukleäre Lokalisation an. Maßstab: 10 mm.

mbtP1 Neuroblasten exprimiert und Foxo-GFP Lokalisation in Gehirnen von wandern-
den L3 Larven analysiert. Auch Foxo-GFP zeigte verschiedene Lokalisationsmuster in
Neuroblasten. Im Wildtyp lokalisierte Foxo-GFP in 83 % der Neuroblasten hauptsächlich
im Zytoplasma (Abb. 4.13A, A1). In diesem Fall war der Zellkern vom Zytoplasma auf-
grund eines starken Intensitätsunterschiedes in der GFP-Färbung deutlich abgegrenzt.
Dies wurde mithilfe einer Ko-Färbung mit Lamin, einem Marker für die Kernmembran,
bestätigt. In 11 % der Neuroblasten lokalisierte Foxo-GFP sowohl im Zytoplasma als
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auch in Zellkern (Abb. 4.13B, B1). In diesen Neuroblasten war der Zellkern in der GFP-
Färbung nicht mehr klar vom Zytoplasma abgegrenzt (Vgl. Abb. 4.13A1, B1). Dieses
Lokalisationsmuster wird im Folgenden als ubiquitär bezeichnet. 6 % der Neuroblasten
zeigten eine starke Lokalisation von Foxo-GFP im Zellkern (Abb. 4.13C, C1). mbtP1 Neu-
roblasten zeigten die gleichen Lokalisationsmuster von Foxo-GFP (Abb. 4.13D - F1). Die
Quantifizierung der Foxo-GFP Lokalisation ergab, dass der prozentuale Anteil von Neu-
roblasten mit ubiquitärer Foxo-GFP Lokalisation in mbtP1 Gehirnen mit 31 % deutlich
erhöht war (Abb. 4.13G, rot). Der Anteil von Neuroblasten mit zytoplasmatischer oder
nukleärer Foxo-GFP Lokalisation war in mbtP1 Gehirnen mit 67 und 2 % geringer als im
Wildtyp (Abb. 4.13G, grün und blau). Insgesamt ist in mbtP1 Gehirnen folglich der Anteil
von Neuroblasten, die Foxo-GFP im Zellkern enthalten, erhöht. Dies kann als Hinweis
auf eine modulatorische Rolle von Mbt im Insulin-Signalweg gedeutet werden.

Abbildung 4.13. mbtP1 zeigt Veränderungen der Foxo-GFP Lokalisation. Ein UAS-foxo::GFP Transgen
wurde mit P{GawB}Mz1060 in Neuroblasten überexprimiert. Gehirne von L3 Larven wurden mit Antikör-
pern gegen Lamin, einem Marker für die Zellkernmembran, und GFP gefärbt. Abgebildet sind einzelne
konfokale Ebenen. (A-C1) Foxo-GFP lokalisiert in ww1118 Neuroblasten entweder vorwiegend zytoplasma-
tisch, ubiquitär im Zytoplasma und Zellkern oder vorwiegend nukleär. (D-F1) Die Lokalisationsmuster
von Foxo-GFP treten auch in mbtP1 Neuroblasten auf. (G) Quantifizierung der Lokalisation von Foxo-GFP
in w1118 und mbtP1 Neuroblasten. blau = zytoplasmatisch, rot = ubiquitär, grün = nukleär. nw1118 = 129
Neuroblasten (5 Gehirne), nmbtP1 = 139 Neuroblasten (4 Gehirne). Pfeilspitzen zeigen nukleäre Lokalisation
an. Maßstab: 10 mm.
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4.3.2 c-Myc und nukleoläre Proteine

c-Myc ist ein zentraler Regulator von Zellgröße, Zellwachstum und Proliferation. Als
Transkriptionsfaktor reguliert Myc unter anderem die Expression zahlreicher Gene, die
an der Ribosomenbiogenese und Translationsregulation beteiligt sind (VAN RIGGELEN

ET AL., 2010). Myc aktiviert vor allem die Expression von Genen, die für nukleoläre
Proteine kodieren. Eine zentrale Funktion des Nukleolus ist die Ribosomenbiogenese
(HENRAS ET AL., 2008). Zunächst wurde eine mögliche dominante, genetische Inter-
aktion zwischen mbt und dem für Drosophila Myc kodierenden Gen diminutive (dm)
überprüft. Die mbt Allele mbtP1 und mbtP3 wurden mit dm4, einem dm Nullallel, zu-
sammen rekombiniert. Die Rekombinanten wurden auf Veränderungen des mbt rauhe
Augen Phänotyps hin überprüft. Es wurden Weibchen analysiert, die heterozygot für
dm4 und homozygot für eines der beiden mbt Allele waren. dm4 beeinflusste den rauhe
Augen Phänotyp der beiden mbt Allele nicht. Außerdem wurden von diesen Fliegen
Paraffinschnitte angefertigt, um einen möglichen Einfluss auf die Calyxgröße als Maß
für die Pilzkörpergröße zu überprüfen. Auch die Pilzkörpergröße wurde von dm4 nicht
beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Da von drei getesteten Antikörpern gegen Myc keiner
eine spezifische immunhistochemische Färbung lieferte, konnte Myc-Lokalisation in
Neuroblasten nicht untersucht werden.
Der Nukleolus hat als Ort der Ribosomenbiogenese große Bedeutung für das Zellwachs-
tum. Es sollten deshalb mögliche Veränderungen des Nukleolus in der mbtP1 Mutante
untersucht werden. Fibrillarin, eine Methyl-Transferase, die bei der Prozessierung von
rRNA eine Rolle spielt, wird als gängiger Marker für den Nukleolus verwendet. Die
Färbung mit einem polyklonalen Antikörper gegen Fibrillarin zeigte eine überraschende
Veränderung der Fibrillarinlokalisation in der mbtP1 Mutante. Während der Antikörper
im Wildtyp eine punktförmige Lokalisation im Zellkern zeigte, war in mbtP1 Neuro-
blasten eine ausgeprägte Färbung im Zytoplasma zu beobachten (Abb. 4.14A-B1). Eine
Färbung mit einem monoklonalen Fibrillarin-Antikörper zeigte jedoch eine normale,
punktförmige Lokalisation von Fibrillarin im Nukleolus sowohl in wildtypischen wie
auch in mbtP1 Neuroblasten (Abb. 4.14C-D1). Der polyklonale Antikörper erkennt folg-
lich nicht Fibrillarin, sondern ein anderes Protein, dessen Lokalisation in der mbtP1

Mutante verändert ist. Eine Ko-Färbung des polyklonalen Fibrillarin Antikörpers mit
dem monoklonalen Fibrillarin-Antikörper zeigte eine spezifische Lokalisation des un-
bekannten Proteins im Nukleolus (Abb. 4.14E-E2). Obwohl Fibrillarin also in der mbtP1

Mutante nicht fehllokalisiert, deuten diese Ergebnisse an, dass es in mbtP1 Neuroblasten

72



4 Ergebnisse

zu Veränderungen im Nukleolus kommt und zumindest ein Protein in seiner Lokalisati-
on beeinträchtigt sein könnte.

Abbildung 4.14. mbtP1 führt zu Veränderungen im Nukleolus. Gehirne wandernder L3 Larven wurden
mit den angegebenen Antikörpern gefärbt. Abgebildet sind einzelne konfokale Ebenen. (A, A1) Ein po-
lyklonaler Antikörper gegen Fibrillarin zeigt eine nukleoläre Lokalisation in w1118 Neuroblasten. (B, B1)
In mbtP1 Neuroblasten zeigt der gleiche Antikörper eine Lokalisation des Proteins im Zytoplasma und
am Zellkortex. (C-D1) Ein monoklonaler Antikörper gegen Fibrillarin zeigt eine nukleoläre Lokalisation
von Fibrillarin in w1118 und mbtP1 Neuroblasten. (E-E2) Eine Ko-Färbung der beiden Antikörper zeigt, dass
das von dem polyklonalen Antikörper erkannte unbekannte Protein in w1118 Neuroblasten im Nukleolus
lokalisiert. Maßstab: 10 mm.

4.3.3 Klassischer MAPK-Signalweg

Ein weiterer interessanter Signalweg im Zusammenhang mit Mbt ist der klassische
MAPK-Signalweg. Er wurde bereits früher mit Mbt in Verbindung gebracht und steht
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möglicherweise auch aufgrund der Regulation des Zellmetabolismus und Kreuzregu-
lation des Insulin-Signalweges mit Zellgrößenregulation in Verbindung ((MENDOZA

ET AL., 2011; SCHNEEBERGER, 2002) und T. Raabe, unveröffentlicht). Die klassische
MAPK-Signalkaskade wird von RTKs aktiviert (Übersichten in: (MCKAY & MORRISON,
2007; SHAUL & SEGER, 2007)). RTK-Aktivierung resultiert in der Rekrutierung zahlrei-
cher Signalweg-Komponenten an die Plasmamembran. Über das GEF Son of sevenless
(Sos) wird die GTPase Ras aktiviert, welche dann Raf an die Membran rekrutiert und
dessen Aktivierung initiiert. Raf phosphoryliert und aktiviert MEK, welche wiederum
Extracellular Signal-regulated Kinase (ERK, in Drosophila Rolled (Rl)) phosphoryliert
und aktiviert. Aktive ERKs phosphorylieren Zielproteine im Zytoplasma und im Zell-
kern und werden durch Dephosphorylierung beispielsweise von MAPK Phosphatasen
(MKPs) inaktiviert (SHAUL & SEGER, 2007). mbtP1 Fliegen zeigen einen rauhe Augen-
Phänotyp (4.15A, G). Zunächst wurde daher im Auge nach genetischen Interaktionen
zwischen mbtP1 und Mutationen in Genen des klassischen MAPK-Signalweges gesucht.
Loss of function (lof) Mutationen von Genen aus dem MAPK-Signalweg wurden in den
mbtP1 Hintergrund eingekreuzt. Es wurden Männchen analysiert, die hemizygot für
mbtP1 und heterozygot für die jeweilige lof Mutation im MAPK-Signalweg waren. Ein-
zige Ausnahme war das homozygot lebensfähige, hypomorphe Allel rl1. Hier wurden
Männchen analysiert, die hemizygot für mbtP1 und homozygot für rl1 waren, da dies die
stärkste mögliche Allelkombination dieser beiden Gene war. Eine P-Element Insertion im
ersten Intron von MAPK Phosphatase 3 (Mkp3) supprimierte den mbtP1 Augenphänotyp
(Abb. 4.15B, H). Zwei Ras-Allele, Rase1B und RasE2F, zeigten eine leichte Verstärkung
des rauhe Augen-Phänotyps (Abb. 4.15C, I und D, J). SosR49 und rl1 erwiesen sich als
deutliche Verstärker des mbtP1 Augenphänotyps (Abb. 4.15E, F, K, L). mbt wirkt somit
im Auge als Positivregulator des MAPK-Signalweges.
Um zu überprüfen, ob die Interaktion mit dem MAPK-Signalweg auch im Larven-
gehirn existiert, wurden rl1 und mbtP1; rl1 Gehirne von wandernden L3 Larven auf
Neuroblastenanzahl, Proliferation und Neuroblastengröße hin untersucht. Die Gesamt-
zahl der Neuroblasten in rl1 Gehirnen unterschied sich nicht signifikant vom Wildtyp
(Abb. 4.15M). Wie mbtP1 Gehirne auch, enthielten mbtP1; rl1 Gehirne signifikant weniger
Neuroblasten als rl1 Gehirne (Abb. 4.15M). Gleichzeitig wurden in den Gehirnen der
Doppelmutante jedoch signifikant mehr Neuroblasten als in mbtP1 Gehirnen gezählt
(Abb. 4.15M). Dies entspricht einer leichten Suppression des mbtP1 Phänotyps bezüglich
der Neuroblastenanzahl. Zwischen dem prozentualen Anteil der mitotischen Neuroblas-
ten in w1118, mbtP1 und rl1 Gehirnen gab es keine signifikanten Unterschiede. Während
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sich der mitotische Index von mbtP1; rl1 Gehirnen nicht von dem in mbtP1 Gehirnen
unterschied, war der Unterschied zwischen mbtP1; rl1 und rl1 signifikant (Abb. 4.15N).
Dies weist möglicherweise auf eine Interaktion von mbtP1 und rl1 bezüglich der Neuro-
blastenproliferation hin. Neuroblasten in mbtP1; rl1 Gehirnen sind signifikant kleiner als
rl1 Neuroblasten, welche eine wildtypische Neuroblastengröße aufweisen (Abb. 4.15O).
Darüber hinaus waren mbtP1; rl1 Neuroblasten auch kleiner als mbtP1 Neuroblasten.
(Abb. 4.15O). Dies entspricht einer Phänotypverstärkung. Sie ist jedoch nur marginal, da
der Durchmesser von 9,15 mm bei mbtP1 auf 8,61 mm bei der Doppelmutante fällt.

Die Aktivierung des klassischen MAPK-Signalweges führt zur Phosphorylierung von
ERK an zwei Serinresten, die die Kinase aktivieren und damit eine Translokation in
den Zellkern sowie die Phosphorylierung von Zielproteinen durch ERK induzieren.
Als Maß für die Aktivierung des MAPK-Signalweges in der mbtP1 Mutante wurden
daher Gehirne aus wandernden L3 Larven gegen ERK und Di-phospho-ERK gefärbt.
ERK zeigte eine ubiquitär zytoplasmatische Lokalisation und allenfalls ein nur sehr
schwaches Signal im Zellkern in wildtypischen und in mbtP1 Neuroblasten (Abb. 4.16A-
D2). Di-phospho-ERK zeigte in der Interphase sowohl im Wildtyp, als auch in der mbtP1

Mutante ein deutliches, punktförmiges Signal im Zellkern (Abb. 4.16E-F2). Während der
Mitose lokalisierte Di-phospho-ERK vorwiegend an beiden Zentrosomen (Abb. 4.16G-
G2). Neben der zentrosomalen Lokalisation war eine pErk-Färbung zwischen den beiden
Zentrosomen zu beobachten, die möglicherweise auf eine Lokalisation von pErk an der
mitotischen Spindel oder an Chromosomen hinweist (Abb. 4.16G-G2). Grundsätzlich
war in mbtP1 Neuroblasten keine Veränderung der Lokalisation von Di-phospho-ERK
zu beobachten (Abb. 4.16H-H2). Die genetische Interaktion im Auge weist auf eine
Beteiligung von mbt am MAPK-Signalweg hin. Die in Neuroblasten mit rl1 beobachteten
Effekte sind schwach bzw. scheinen widersprüchlich, da der Phänotyp bezüglich der
Gesamtneuroblastenanzahl supprimiert, bezüglich der Anzahl mitotischer Neuroblasten
hingegen verstärkt wird. In Neuroblasten konnte daher keine eindeutige Interaktion mit
rl1 festgestellt werden. Auf Ebene der ERK-Aktivierung war ebenfalls kein Einfluss von
mbtP1 verifizierbar.
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Abbildung 4.15. mbtP1 interagiert mit dem MAPK-Signalweg. (A-L) Lof Mutationen von Komponenten
des klassischen MAPK-Signalweges wurden in den mbtP1 Hintergrund eingekreuzt. Die Abbildung zeigt
Augen von männlichen Fliegen. (A-E) Die Reduktion der Gendosis von Mkp3, Ras und Sos beeinflusst
das Fliegenauge nicht. (F) Die Reduktion der Gendosis von rl führt zu leicht rauhen Augen. (G) mbtP1

Fliegen haben rauhe Augen. (H) Einkreuzen von Mkp3KG09109 führt zu einer leichten Suppression des
mbtP1 Phänotyps. (I, J) Ras-Allele verstärken den Phänotyp leicht. (K, L) SosR49 und rl1 führen zu einer
deutlichen Verstärkung des mbtP1 Phänotyps. (M-O) Gehirne von wandernden L3 Larven wurden gegen
Miranda, aPKC und phospho-Histon 3 gefärbt. Die Gesamtanzahl der Neuroblasten und die Anzahl
mitotischer Neuroblasten, sowie der Neuroblastendurchmesser wurde bestimmt. (M) Quantifizierung
der Gesamtanzahl von Neuroblasten. (N) Quantifizierung der Anzahl mitotischer Neuroblasten. (O)
Quantifizierung von Neuroblastengröße. Maßstab: 100 mm. * = p<0,05, *** = p<0,0001.
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Abbildung 4.16. mbtP1 beeinflusst pERK nicht. Gehirne wandernder L3 Larven wurden gegen Miranda
und ERK bzw. pERK gefärbt. Abgebildet sind einzelne konfokale Ebenen. (A-B2) In der Interphase zeigen
w1118 und mbtP1 Neuroblasten eine starke zytoplasmatische ERK-Färbung. (C-D2) Während der Mitose
lokalisiert ERK in beiden Genotypen hauptsächlich im Zytoplasma. (E-F2) pERK lokalisiert in der Interphase
von wildtypischen und mbtP1 Neuroblasten in punktförmigen Strukturen im Zellkern. (G-H2) Während
der Mitose lokalisiert pERK in beiden Genotypen sowohl an beiden Zentrosomen (Pfeilspitzen) als auch
zwischen den Zentrosomen an der mitotischen Spindel oder an Chromosomen. Maßstab: 10 mm.

4.4 Identifizierung von Downstream-Effektoren mittels 2D-Gelen

Zusätzlich wurde für die Suche nach Downstream-Effektoren von Mbt ein 2D-PAGE An-
satz gewählt, um systematisch nach durch Verlust von Mbt verursachten Veränderungen
im Proteom zu suchen. Gehirne von wandernden L3 Larven wurden in Zusammenarbeit
mit Dr. Stephanie Pütz mittels zweidimensionaler-Gelelektrophorese analysiert. Dabei
wurden die im Lysat der Gehirne enthaltenen Proteine zunächst nach ihrem isoelektri-
schen Punkt und in einem zweiten Schritt nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt.
Nach Färbung der Gele wurden die Protein-Spotmuster auf Unterschiede hin analysiert
um differentielle, also durch Verlust von Mbt beeinflusste, Spots zu finden. Diese Spots
wurden ausgestochen und zur massenspekrometrischen Analyse geschickt. Bei drei

77



4 Ergebnisse

Wiederholungen waren vier Spots reproduzierbar verändert (Abb.4.17 Rahmen in A,
B). Die Auswertung der massenspektrometrischen Daten ergab eine Liste möglicher
Kandidatenproteine für jeden Spot (Tabellen 4.2, 4.3, 4.4, 4.5). In den Spots Nr. 1 und Nr.
3 wurden von vielen verschiedenen Proteinen relativ viele Peptide identifiziert, sodass
hier eine eindeutige Zuordnung des regulierten Proteins nicht erfolgen konnte. Die
wahrscheinlichsten Kandidatenproteine sind in den Tabellen 4.2 und 4.3 aufgeführt. Bei
den Spots Nr. 4 und Nr. 12 konnten jedoch mit relativ großer Sicherheit die regulierten
Proteine identifiziert werden. Diese sind Hsp83 in Spot Nr. 12 und Bicaudal (Bic) in Spot
Nr. 4 (Abb.4.17A2, B3 und Tab. 4.4 und 4.5).
Für Bic existiert ein polyklonaler Antikörper mit dem Bic in larvalen Gehirnen, unter
anderem in Neuroblasten, nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Das
Protein Hsp83 ist ein interessantes Kandidatenprotein, da es im Zusammenhang mit der
Regulation des MAPK-Signalweges beschrieben worden ist (VAN DER STRATEN ET AL.,
1997). Bic und Hsp83 wurden im Rahmen einer Bachelorarbeit in Gehirnen von w1118

und mbtP1 Larven näher charakterisiert (C. Alonso y Rudi). Bisher konnte jedoch keines
der beiden Proteine eindeutig mit Mbt oder einem durch Mbt verursachten Phänotyp in
Verbindung gebracht werden. Bei Betrachtung der biologischen Prozesse an denen die
identifizierten Proteine beteiligt sind fällt auf, dass die drei identifizierten Proteine Bic,
Nacalpha und Tropomyosin 1 (Tm1) alle die Lokalisation von Oskar mRNA beeinflussen
(Tab. 4.6). Da Bic mit relativ großer Wahrscheinlichkeit ein von Mbt reguliertes Protein
ist, könnte diese Koinzidenz möglicherweise auf eine Beteiligung von Mbt an Prozessen
hinweisen, die mit der Lokalisation von mRNA assoziiert sind.
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Abbildung 4.17. Der Verlust von Mbt führt zu Veränderungen im Proteom larvaler Gehirne. Gezeigt
werden RuBPs-gefärbte 2D-Gele, auf denen Lysate von Gehirnen wandernder L3 Larven aufgetrennt
wurden. Es wurden Proteine im pH-Bereich 3 - 11 aufgetrennt. (A) w1118. (B) mbtP1. (A1, B1) Spot Nr. 1
war im Wildtyp zu sehen und in der mbtP1 Mutante deutlich reduziert. Spot Nr. 3 dagegen war in der
mbtP1 Mutante deutlich stärker sichtbar als im Wildtyp. (A2, B2) Spot Nr. 12 war in der Mutante sehr viel
schwächer ausgeprägt als im Wildtyp. (A3, B3) Spot Nr. 4 zeigte eine deutliche Verstärkung in der Mutante.
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Tabelle 4.2. Kandidatenproteine für Spot 1. Die Kandidatenproteine sind nach der Summe der Mascot-Scores aus den Einzelexperi-
menten sortiert. Es wurden nur Proteine in die Liste aufgenommen, die mindestens in einem Einzelexperiment einen emPAI von 0.5
erreichten. Spots aus verschiedenen Wiederholungen sind mit a, b und c gekennzeichnet. Seq gibt die Anzahl der identifizierten Pepti-
de an.

Gen emPAI
1a

emPAI
1b

emPAI
1c

Seq
1a

Seq
1b

Seq
1c

Score
1a

Score
1b

Score
1c

AnnX 0.60 1.38 2.49 7(6) 11(11) 15(14) 228 565 732
AnnIX 0.86 2.73 2.20 10(8) 17(17) 15(15) 296 656 451
CG10527 1.41 1.21 0.85 10(10) 9(9) 8(7) 322 289 294
Tm1 0.33 1.14 3.60 3(3) 9(8) 17(15) 84 281 458
mus209 0.33 1.85 1.14 5(3) 11(10) 8(8) 156 324 286
GstS1 0.35 1.24 1.48 3(3) 9(8) 9(9) 87 201 240
Clc 0.42 1.26 1.26 4(3) 7(7) 8(7) 75 185 169
RpS3A 0.10 0.73 0.32 1(1) 6(6) 3(3) 28 147 42
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Tabelle 4.3. Kandidatenproteine für Spot 3. Die Kandidatenproteine sind nach der Summe der Mascot-Scores aus den Einzelexperi-
menten sortiert. Es wurden nur Proteine in die Liste aufgenommen, die mindestens in einem Einzelexperiment einen emPAI von 0.5
erreichten. Spots aus verschiedenen Wiederholungen sind mit a und b gekennzeichnet. Seq gibt die Anzahl der identifizierten Peptide
an.

Gen emPAI 3a emPAI 3b Seq 3a Seq 3b Score 3a Score 3b

mus209 2.80 1.36 12(12) 9(9) 725 285
AnnX 1.55 0.48 13(12) 5(5) 597 301
CG10527 1.41 1.02 10(10) 8(8) 417 288
Cbp53E 1.56 0.60 10(10) 7(6) 468 209
epsilonCOP 1.43 1.24 11(11) 10(10) 350 261
Nacalpha 0.83 0.83 6(5) 5(5) 317 253
RpLP0 0.77 0.51 8(7) 7(5) 268 182
Clc 1.85 0.79 9(9) 6(5) 246 15581



4
Ergebnisse

Tabelle 4.4. Kandidatenproteine für Spot 4. Die Kandidatenproteine sind nach der Summe der Mascot-Scores aus den Einzelexperi-
menten sortiert. Es wurden nur Proteine in die Liste aufgenommen, die mindestens in einem Einzelexperiment einen emPAI von 0.5
erreichten. Spots aus verschiedenen Wiederholungen sind mit b und c gekennzeichnet. Seq gibt die Anzahl der identifizierten Peptide
an.

Gen emPAI 4b emPAI 4c Seq 4b Seq 4c Score 4b Score 4c

bic 9.07 12.70 16(13) 21(18) 387 526
RpL14 0.54 1.04 4(3) 5(5) 96 181
His2B:CG17949 0.81 0.81 3(3) 4(3) 104 101
RpL40 1.06 1.06 4(3) 4(3) 72 60

Tabelle 4.5. Kandidatenproteine für Spot 12. Die Kandidatenproteine sind nach der Summe der Mascot-Scores aus den Einzelexperi-
menten sortiert. Es wurden nur Proteine in die Liste aufgenommen, die mindestens in einem Einzelexperiment einen emPAI von 0.5
erreichten. Spots aus verschiedenen Wiederholungen sind mit b und c gekennzeichnet. Seq gibt die Anzahl der identifizierten Peptide
an.

Gen emPAI 12b emPAI 12c Seq 12b Seq 12c Score 12b Score 12c

Hsp83 8.58 7.05 68(60) 63(55) 2762 4770
Gga 0.60 0.54 15(12) 13(11) 267 321
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Tabelle 4.6. Biologische Prozesse, an denen die Kandidatenproteine beteiligt sind. Die Nomenklatur folgt Gene Ontology (GO)-
Standards. Die Kandidatenproteine sind alphabetisch sortiert.

Gen GO Biologische Prozesse

AnnX -
AnnIX wing disc dorsal/ventral pattern formation
bic regulation of establishment of protein localization; regulation of pole plasm oskar mRNA localization;

intracellular mRNA localization involved in anterior/posterior axis specification
Cbp53E cellular calcium ion homeostasis
CG10527 -
Clc neurotransmitter secretion; neurotransmitter transport; synaptic vesicle coating; neurotransmitter secretion;

synaptic vesicle coating; intracellular protein transport
epsilonCOP retrograde vesicle-mediated transport, Golgi to ER
Gga post-Golgi vesicle-mediated transport
GstS1 response to oxidative stress
His2B:CG17949 nucleosome assembly
Hsp83 cellular component organization or biogenesis; biological regulation; response to stress; organelle organizati-

on; cell cycle; multicellular organism reproduction; response to stimulus; response to temperature stimulus;
cell cycle process; response to cold; gamete generation

mus209 DNA replication; mitotic spindle organization; eggshell chorion gene amplification; antimicrobial humoral
response; DNA-dependent DNA replication; mismatch repair; nucleotide-excision repair; leading strand
elongation; neurogenesis;regulation of DNA replication

Nacalpha neurogenesis; regulation of pole plasm oskar mRNA localization; oogenesis
RpL14 centrosome organization; mitotic spindle elongation; negative regulation of neuron apoptotic process;

mitotic spindle organization; centrosome duplication
RpL40 ubiquitin-dependent protein catabolic process; translation; cellular protein modification process
RpLP0 translation; DNA repair; translational elongation; ribosome biogenesis
RpS3A mitotic spindle elongation; mitotic spindle organization; oogenesis; translation
Tm1 pole plasm oskar mRNA localization; muscle contraction; dendrite morphogenesis; pole plasm assembly;

oogenesis; regulation of lamellipodium assembly
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Der Verlust der p21-aktivierten Kinase Mbt führt zu einer Verkleinerung von Neuropilen
im adulten Gehirn (MELZIG ET AL., 1998). Dabei zeigt der Pilzkörper die stärkste Grö-
ßenreduktion (MELZIG ET AL., 1998). Diese geringere Größe wird durch eine verringerte
Neuronenanzahl verursacht, welche durch einen Defekt in Neuroblasten, GMCs oder
Neuronen verursacht werden könnte (MELZIG ET AL., 1998). In dieser Arbeit wurde die
Rolle von Mbt in Neuroblasten des larvalen Zentralhirns untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass Mbt eine Komponente des apikalen Proteinkomplexes in Neuroblasten ist
und eine Rolle bei der Regulation der Zellgröße, der Proliferation und dem Überleben
von Neuroblasten spielt. Es wurde eine mögliche Funktion von Mbt in verschiedenen,
für Zellgrößen- und Proliferationsregulation relevanten Signalwegen und Prozessen
getestet. Cno wurde als Downstream-Effektor von Mbt identifiziert.

5.1 Mbt ist Teil des apikalen Proteinkomplexes ohne den grundlegenden
Mechanismus der asymmetrischen Zellteilung zu beeinflussen

Mbt ist in Neuroblasten vorhanden und kolokalisiert mit den apikalen Baz-Par6-aPKC-
und Pins-Gai-Mud-Komplexen in Abhängigkeit vom Zellzyklus. Die apikale Lokali-
sation von Mbt wird über Cdc42 reguliert. Dieser Cdc42-abhängige Lokalisationsme-
chanismus scheint die Lokalisation von Mbt generell zu regulieren, da er nicht nur in
Neuroblasten existiert, sondern auch für die Lokalisation von Mbt an Adhärenzverbin-
dungen in Photorezeptorzellen beschrieben wurde (SCHNEEBERGER & RAABE, 2003).
Cdc42 akkumuliert am apikalen Pol von mitotischen Neuroblasten und ist ein wichtiger
Regulator von asymmetrischer Zellteilung. Es steuert die apikale Lokalisation von aPKC
und Par6 während der Mitose und damit auch die basale Anreicherung von Miranda
(ATWOOD ET AL., 2007). Im Gegensatz zu Cdc42-defizienten Neuroblasten zeigten mbtP1

Neuroblasten keine auffällige Fehllokalisation von Proteinen der apikalen oder basalen
Komplexe. Somit ist Mbt offensichtlich kein zentraler Mediator dieser Cdc42-abhängigen
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Prozesse, sondern erfüllt andere Funktionen als Cdc42 Downstream-Effektor. Da Mbt
präferentiell an GTP-beladenes Cdc42 bindet, kann es als Sensor für lokale Aktivierung
von Cdc42 angesehen werden (SCHNEEBERGER & RAABE, 2003). Die apikale Anreiche-
rung von Mbt in Neuroblasten ist essentiell für die Funktion von Mbt in Neuroblasten,
da ein Cdc42-bindungsdefizientes Mbt, welches hauptsächlich zytoplasmatisch lokali-
siert, den adulten Pilzkörperphänotyp nicht retten kann. Das Cdc42-bindungsdefiziente
MbtH19/22L verhindert jedoch den vorzeitigen Verlust von Neuroblasten und erzeugt
leicht vergrößerte Neuroblasten im Vergleich zur Nullmutante. Neuroblasten mit Cdc42-
bindungsdefizientem Mbt erreichen jedoch nicht die wildtypische Zellgröße. Dies steht
im Einklang mit einer schwachen kortikalen Lokalisation von MbtH19/22L. Die kortikale
Lokalisation von MbtH19/22L könnte möglicherweise ein Effekt der Überexpression sein.
Mbt und Par6 interagieren mit Cdc42 über die gleiche Bindungsstelle (ATWOOD ET AL.,
2007). Eine weitere offene Frage ist daher, wie die Bindung von Mbt und Par6 an Cdc42
reguliert wird. Denkbar wäre, dass Par6 und Mbt gleichzeitig an unterschiedliche Sub-
populationen von Cdc42 binden. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass die Interaktion
der beiden Proteine mit Cdc42 nacheinander stattfindet.

5.2 Mbt ist kein zentraler Regulator des Zytoskeletts, beeinflusst aber
Canoe Lokalisation in Neuroblasten

PAK-Proteine sind bekannt für ihre Rolle als Regulatoren das Zytoskeletts. mbtP1 Neu-
roblasten zeigten keine auffallenden Veränderungen des Aktin- oder a-Tubulin Zy-
toskeletts im Verlauf des Zellzyklus. Astrale Mikrotubuli zeigten keine auffallenden
Veränderungen im Vergleich zum Wildtyp und deuten somit einen funktionierenden
Mechanismus zur Spindelorientierung an. Die asymmetrische Lokalisation apikaler und
basaler Proteinkomplexe hängt vom Aktinzytoskelett ab (BROADUS & DOE, 1997; KNOB-
LICH ET AL., 1997). Fehlende Lokalisations-Defekte von Zellschicksaldeterminanten in
mbtP1 Neuroblasten weisen auf ein intaktes Aktinzytoskelett hin.

Mbt reguliert die apikale Anreicherung des Aktin-assoziierten Proteins Cno in Neu-
roblasten über einen Kinase-unabhängigen Mechanismus. Cno bildet einen Komplex
mit Pins und spielt eine Rolle bei der Rekrutierung von Mud durch Pins (SPEICHER

ET AL., 2008; WEE ET AL., 2011). Der Verlust von Cno resultiert in embryonalen Neuro-
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blasten in Spindelorientierungsdefekten und der Fehllokalisation von Numb und Mud
(SPEICHER ET AL., 2008). Die Lokalisation von Pins wird durch den Verlust von Mbt
nicht beeinflusst. Obwohl Cno in mbtP1 Neuroblasten keine apikale Anreicherung mehr
zeigt, wurden die für cno Mutanten beschriebenen Defekte bei der Numb-Lokalisation
nicht beobachtet (SPEICHER ET AL., 2008). mbtP1 Neuroblasten zeigten leichte Lokalisati-
onsdefekte von Mud an Zentrosomen. Dieser Phänotyp sollte jedoch in einer größeren
Stichprobe genauer analysiert werden, um eine zuverlässige Aussage treffen zu können.
Eine Möglichkeit um Mud-Lokalisation an Zentrosomen besser beurteilen zu können,
wären Ko-Färbungen mit einem zentrosomalen Marker wie g-Tubulin. Der Verlust von
Cno führt auch zu einem Verlust der apikalen Anreicherung von Mud (SPEICHER ET AL.,
2008). Da diese jedoch mit den verwendeten Antikörpern nicht detektiert wurde, kann
über einen Effekt von Mbt auf apikale Mud-Anreicherung keine Aussage getroffen
werden. Auffallende Defekte der Spindelorientierung wie eine Orientierung der mit-
otischen Spindel im 90° Winkel zur apikobasalen Achse wurden nicht beobachtet. Ob
leichte Abweichungen auftreten ist in fixierten Präparaten schwer zu beurteilen, da
sie nur Momentaufnahmen darstellen. Hier besteht die Möglichkeit, Spindelorientie-
rung in mbtP1 Neuroblasten noch genauer zu untersuchen, beispielsweise über eine
Quantifizierung der Abweichung der Spindelachse von der apikobasalen Achse durch
Winkelmessungen. Auch Live-Imaging-Experimente könnten weiteren Aufschluss über
leichte Abweichungen bei der Spindelorientierung geben, da sie die Verfolgung von
Neuroblasten durch den kompletten Zellzyklus und die Analyse präzise definierter
Zeitpunkte ermöglichen. SPEICHER ET AL. (2008) untersuchten Nullallele von cno. Ei-
ne mögliche Erklärung dafür, dass die für Cno-Verlust beschriebenen Phänotypen in
mbtP1 Neuroblasten nicht beobachtet wurden, wäre, dass Cno in mbtP1 Neuroblasten
zwar keine starke Anreicherung mehr zeigt, grundsätzlich aber in den Neuroblasten
noch vorhanden ist und dadurch seine Funktion zumindest teilweise noch erfüllen kann.

Das Aktin-assoziierte Protein beta-Catenin und sein Drosophila-Ortholog Armadillo
wurden als Bindungspartner und Phosphorylierungssubstrate von PAK-Proteinen iden-
tifiziert (HE ET AL., 2008; LI ET AL., 2012; MENZEL ET AL., 2008). PAK1-abhängige
Phosphorylierung von beta-Catenin stimuliert beta-Catenin-abhängige Transkription
(HE ET AL., 2008; SUN ET AL., 2009). Die Phosphorylierung von beta-Catenin an S675
ist notwendig für Insulin-induzierte beta-Catenin-abhängige Transkription und Zell-
proliferation (SUN ET AL., 2009). Mbt phosphoryliert Armadillo an dem S675 entspre-
chenden S688 (MENZEL ET AL., 2008). Weder der Verlust von Mbt noch die Mutation
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der beiden von Mbt phosphorylierten Serine S561 und S688 zu Alanin oder Glutamat
beeinflussten die Lokalisation von Armadillo in Neuroblasten. Aufgrund der sehr klei-
nen Stichprobe sollte das Lokalisationsexperiment für die Armadillo-Mutanten jedoch
wiederholt werden. Bisher wurde ausschließlich Lokalisation von Armadillo in Abhän-
gigkeit von Mbt untersucht. Aussagekräftiger wäre die Analyse von Armadillo-Funktion,
beispielsweise die Überprüfung der Transkription von Armadillo-Zielgenen oder ein
Reporter-Konstrukt für Armadillo-Transkription. Dies wurde bisher nicht getestet, da
ein geeignetes Zielgen in Neuroblasten nicht bekannt war bzw. kein Reporter-Konstrukt
für Fliegen verfügbar war.
Der Verlust von murinem PAK4, dem Mbt Ortholog, ist lethal und führt zu starken De-
fekten bei der Neuralentwicklung (QU ET AL., 2003; TIAN ET AL., 2011). Kürzlich wurde
auch eine Rolle für PAK4 in neuronalen Vorläuferzellen beschrieben (TIAN ET AL., 2011).
In Mäusen führt der Verlust von PAK4 zu einem Verlust von Adhärenzverbindungen an
der Oberfläche der Ventrikel. Dies beeinträchtigt die Proliferation von Vorläuferzellen
und führt schließlich zu deren Verlust (TIAN ET AL., 2011). Obwohl Mbt genau wie
das Vertebraten Ortholog eine Rolle bei der Gehirnentwicklung spielt, unterscheiden
sich die molekularen Mechanismen demnach deutlich. mbtP1 Neuroblasten zeigen keine
offensichtlichen Veränderungen der Armadillo-Lokalisation, was auf intakte Adhärenz-
verbindungen schließen lässt.

5.3 Mbt reguliert Proliferation von Pilzkörperneuroblasten

Pilzkörperneuroblasten in Embryonen der mbt Nullmutante mbtP1 exprimieren die
charakteristische Kombination an Transkriptionsfaktoren und werden folglich richtig
spezifiziert (KUNZ ET AL., 2012; MELZER ET AL., 2013). Die klonale Analyse der Pilzkör-
perneuroblasten zeigte, dass mbtP1 Neuroblasten alle Subtypen von Pilzkörperneuronen
generieren können und diese nicht nur überleben, sondern auch richtig differenzieren
und ihr charakteristisches, axonales Projektionsmuster ausbilden. Die unveränderte
Kenyonzell-Morphologie weist darauf hin, dass Mbt, im Gegensatz zu Pak1, keine
tragende Rolle bei der Differenzierung von Neuronen spielt (NG & LUO, 2004). Auch
die Reorganisation der axonalen Projektionen von Pilzkörperneuronen während der
Metamorphose scheint mbtP1 nicht zu beeinflussen. Stattdessen zeigen Pilzkörperneu-
roblasten der mbtP1 Mutante ein gestörtes Proliferationsverhalten. Die klonale Analyse
erlaubte eine genaue Untersuchung des Proliferationsverhaltens von Pilzkörperneuro-
blasten im zeitlichen Verlauf. Es konnte zwischen zwei Defekten unterschieden werden.
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Einige Neuroblasten proliferierten während des kompletten normalen Entwicklungszeit-
fensters vom Embryo bis in die Puppe und generierten alle Kenyonzelltypen. Insgesamt
produzierten sie jedoch weniger Neurone als der Wildtyp, was auf eine verlangsamte
Proliferationsrate schließen lässt. Andere Neuroblasten proliferierten nur zu Beginn
des Zeitfensters und stellten die Proliferation dann vorzeitig komplett ein. Beides zeigt
eine verringerte Proliferationskapazität. Mögliche Ursachen für die unterschiedlichen
Proliferationsphänotypen könnten Phänotypvariation oder ein unterschiedlicher Effekt
von mbtP1 auf Subtypen der Pilzkörperneuroblasten sein (KUNZ ET AL., 2012).
Warum reguliert Mbt lediglich die Proliferation von Pilzkörperneuroblasten, jedoch
nicht die anderer Neuroblasten im Zentralhirn? Neuroblastenlinien unterscheiden sich
sehr stark in ihrem Proliferationsverhalten und es besteht die Möglichkeit, dass der
Verlust von Mbt in unterschiedlichen Linien nicht die gleichen Auswirkungen zeigt und
daher ein Einfluss von Mbt auf Proliferation erst bei einer linienspezifischen Analyse
nachgewiesen werden kann. Zudem ist unklar, ob mbt in allen Neuroblasten exprimiert
wird. Die Analyse weiterer Neuroblastenlinien wie beispielsweise Typ II Neuroblas-
ten könnte über differentielle Effekte von Mbt Aufschluss geben. Typ II Neuroblasten
generieren Teile des Zentralkomplexes (IZERGINA ET AL., 2009; JIANG & REICHERT,
2012). Die Neuropile des Zentralkomplexes sind in der mbtP1 Mutante zum Teil auch
kleiner als im Wildtyp. Die Größenreduktion ist jedoch weniger stark ausgeprägt als
beim Pilzkörper (MELZIG ET AL., 1998). Dies könnte auf eine geringere Expression von
mbt oder einen geringeren Effekt von Mbt in Typ II Neuroblasten hinweisen.

5.4 Mbt beeinflusst das Überleben von Neuroblasten, nicht aber von
Neuronen

Der Verlust von Mbt führt zu einem vorzeitigen Verlust von Neuroblasten durch Apopto-
se. Dieser Phänotyp war nicht nur bei der spezifischen Analyse von Pilzkörperneuroblas-
ten sichtbar, sondern wurde für die komplette Neuroblastenpopulation des Zentralhirns
bestätigt. Durch Inhibition von Apoptose kann zwar die wildtypische Anzahl der Neuro-
blasten wieder hergestellt werden, es kann jedoch nicht der adulte Pilzkörperphänotyp
der mbtP1 Mutante gerettet werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Apoptose
von mbtP1 Neuroblasten ein sekundärer Effekt ist.
Weiterhin bestand die Möglichkeit, dass der adulte Pilzkörperphänotyp in mbtP1 Mu-
tanten nicht nur aufgrund von Defekten in Neuroblasten entsteht, sondern auch durch
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Apoptose von Neuronen bedingt sein kann. Die Analyse einzelner Pilzkörper-Neurone
in adulten Gehirnen zeigte jedoch keine auffallenden Anzeichen von Zelltod. Die ge-
netische Unterdrückung von Apoptose in allen Zellen im Gehirn und spezifisch in den
Pilzkörperneuronen konnte den adulten Pilzkörperphänotyp der mbtP1 Mutante nicht
retten. Dies zeigt, dass das Überleben von Neuronen nicht von Mbt abhängt.

5.5 Eine mögliche Rolle von Mbt im Regulationsnetzwerk von Zellgröße
und Proliferation

Mehrfach wurde für Neuroblasten gezeigt, dass Proliferation und Zellgröße positiv
miteinander korreliert sind. Larvale Neuroblasten nehmen zunächst an Zellgröße zu,
bevor sie nach der Quieszenz wieder mit der Proliferation beginnen (CHELL & BRAND,
2010; TRUMAN & BATE, 1988). Die genetische Hemmung des Neuroblastenwachstums
verhindert den Wiedereintritt in die Proliferation (CHELL & BRAND, 2010). In einem
Zellkultursystem wurde gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit einer Zellteilung mit zu-
nehmender Zellgröße steigt (TZUR ET AL., 2009). Dies weist auf die Existenz einer
minimal notwendigen Zellgröße für Proliferation hin.
Weiterhin verlieren sowohl embryonale als auch larvale Neuroblasten an Zellgröße,
bevor sie die Proliferation in späten embryonalen oder larvalen Stadien verringern und
schließlich beenden (HARTENSTEIN ET AL., 1987; MAURANGE ET AL., 2008; SIEGRIST

ET AL., 2010; TRUMAN & BATE, 1988). Einer Reduktion der Proliferation geht also immer
eine Reduktion der Zellgröße voraus. Die Daten für mbtP1 Neuroblasten unterstützen
diesen Zusammenhang, da sie kleiner sind als wildtypische Neuroblasten und zumin-
dest Pilzkörperneuroblasten im Vergleich eine geringere Proliferationsfähigkeit besitzen
(MELZER ET AL., 2013). mbtP1 Neuroblasten zeigen Größenwachstum während der Lar-
valentwicklung, sind jedoch immer kleiner als wildtypische Neuroblasten. Dies weist auf
eine Störung der Regulationsmechanismen für Zellgrößenwachstum in Neuroblasten
hin.
Wie könnte Mbt Zellwachstum und -proliferation regulieren? Die Insulin- und Tor-
Signalwege sind zentrale Größen- und Wachstumsregulatoren von Zellen, Geweben
und Organismen (GREWAL, 2009; TELEMAN, 2009). Der Insulin-Signalweg reguliert
die Reaktivierung der Neuroblasten nach der Quieszenz und die rechtzeitige Beendi-
gung der Proliferation (CHELL & BRAND, 2010; SIEGRIST ET AL., 2010). Während der
Reaktivierung induzierte die Aktivierung des Insulin-Signalweges eine für den Prolife-
rationsbeginn notwendige Zunahme der Neuroblastengröße (CHELL & BRAND, 2010).
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Die Aktivierung des Insulin-Signalweges führte zusammen mit der gleichzeitigen Inhi-
bition von Apoptose zu größeren Neuroblasten, einem verlängerten Proliferationszeit-
fenster und einer erhöhten Überlebenswahrscheinlichkeit von Neuroblasten (SIEGRIST

ET AL., 2010). Bei Vertebraten wurde PAK1 als Verknüpfungspunkt zwischen dem
Insulin- und dem Wnt-Signalweg beschrieben (SUN ET AL., 2009). Insulin-Stimulation
von Zellen führte zu verstärkter Phosphorylierung von beta-Catenin an S675, erhöhter
beta-Catenin-abhängiger Transkription und Proliferation. Knock-down von PAK1 ver-
hinderte die Phosphorylierung von beta-Catenin, Transkription und Proliferation. Wie
oben beschrieben wurden für Armadillo in der mbtP1 Mutante keine Veränderungen
beobachtet. Es existieren keine phospho-spezifischen Antikörper für die beiden Mbt-
Phosphorylierungsstellen, so dass der Phosphorylierungsstatus nicht analysiert werden
konnte. mbtP1 zeigte keine eindeutige genetische Interaktion mit Genen der Insulin- und
TOR-Signalwege. pAkt und Foxo-GFP zeigten geringfügige Veränderungen in mbtP1

Neuroblasten. Die Ergebnisse könnten auf eine modulatorische Rolle von Mbt in diesem
Netzwerk hinweisen, sie sollten jedoch durch weitere Experimente ergänzt werden. Für
Foxo-GFP wären Intensitätsmessungen im Zellkern möglich um eine Lokalisationsände-
rung zu belegen. Darüber hinaus könnte beispielsweise mit einem Reporter für PIP3 die
Aktivierung von PI3K in mbtP1 Neuroblasten analysiert werden (BRITTON ET AL., 2002).
Die oberen Komponenten des Insulin-Signalweges wie Chico (Drosophila Insulin receptor
Substrate, IRS), PTEN und PI3K beeinflussen sowohl Zellgröße als auch Proliferation
(Abb. 5.1) (BÖHNI ET AL., 1999; GOBERDHAN ET AL., 1999; LEEVERS ET AL., 1996).
Die weiter unten im Signalweg liegende S6K beispielsweise beeinflusst nur Zellgröße
(MONTAGNE ET AL., 1999). Die Förderung der Proliferation durch den Insulin-Signalweg
wird über PI3K, PDK1 und Akt, und schließlich über den Hippo (Hpo)-Warts (Wts)-
Signalweg und dessen Downstream-Effektor Yorkie (Yki), einen Transkriptionsfaktor,
vermittelt (Abb. 5.1) (STRASSBURGER ET AL., 2012). mbt beeinflusst Zellgröße und Prolife-
ration, was folglich auf eine Beteiligung im oberen Teil des Insulin-Signalweges hinwei-
sen könnte. Die Gabelung des Insulin-Signalweges auf der Ebene von PI3K/PDK1/Akt
bezüglich der Regulation von Proliferation und Zellgröße deutet auf Einflüsse von
Mbt oberhalb oder auf dieser Ebene hin. Ob der Insulin-Signalweg in Neuroblasten
auch über PI3K/PDK1 und Yki agiert wurde allerdings bisher nicht gezeigt. Ein De-
fekt bei einem zentralen Zellgrößenregulator könnte über längere Zeit ebenfalls zu
einem Proliferationsdefekt führen. Der TOR-C1-Komplex ist ein zentraler Größenregula-
tor, der verschiedenste Aspekte des Zellmetabolismus und damit des Zellwachstums
kontrolliert (TELEMAN, 2009). TOR-C1 selbst wird auch über den Insulin-Signalweg
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reguliert (TELEMAN, 2009). Diese Kopplung der beiden Signalwege scheint gewebe-
spezifisch zu sein (PALLARES-CARTES ET AL., 2012). TOR-C1 reguliert unter anderem
Myc, ein wichtiges Protein, das die Proteinbiosynthese-Kapazität einer Zelle durch
Regulation der Ribosomenbiogenese kontrolliert (VAN RIGGELEN ET AL., 2010). Die
Ribosomenbiogenese findet im Nukleolus statt, der in der mbtP1 Mutante auch Verände-
rungen aufweist. Dies könnte ein Hinweis auf eine Rolle von Mbt bei der Regulation
der Proteinbiosynthese-Kapazität von Neuroblasten sein, über die ebenfalls Zellgröße
beeinflusst wird. Ein weiterer möglicher Ansatzpunkt wäre folglich die Analyse der
Ribosomenbiogenese in mbtP1 Neuroblasten. Verschiedenen Ebenen der Ribosomenbio-
genese könnten untersucht werden, beispielsweise die Transkription und Prozessierung
ribosomaler RNA, oder die Reifung und Assemblierung oder der Transport von riboso-
malen Untereinheiten.

mbtP1 Neuroblasten wachsen während der Larvalentwicklung genau wie wildtypische
Neuroblasten und erreichen in 96 Stunden alten Larven ihre maximale Größe (MELZER

ET AL., 2013). Dennoch sind mbtP1 Neuroblasten immer kleiner als wildtypische Neu-
roblasten (MELZER ET AL., 2013). Die absoluten Neuroblastengrößen zwischen auf
Fliegenfutter (wandernde L3 Larven) und auf Fliegenfutter mit frischer Hefe (jüngere
Larvenstadien) gehaltenen Larven unterscheiden sich innerhalb eines Genotyps extrem
(Vgl. Abb.4.7G und H). Da offensichtlich das Futter einen so starken Einfluss auf ab-
solute Neuroblastengrößen hat, können in diesem Fall die Werte von wandernden L3
Larven nicht mit denen jüngerer Larvenstadien verglichen werden. Gleichzeitig deuten
diese Daten darauf hin, dass mbtP1 Neuroblasten auf Umweltveränderungen wie bei-
spielsweise die Futterzusammensetzung reagieren können und somit der grundsätzliche
Mechanismus der Wahrnehmung von Nährstoffen funktioniert. Die Nullmutante auch
eines wichtigen metabolischen Regulators kann jedoch auf Standardfutter keine Wachs-
tumsdefekte zeigen, wie im Fall von 4E-BP. Eine Nullmutante für Thor, das Drosophila
4E-BP, erreicht auf Standardfutter normales Gewicht, zeigt allerdings auf Hungermedi-
um eine geringere Überlebenskurve (TELEMAN ET AL., 2005). Eine weitere interessante
Frage wäre daher, ob mbtP1 Larven auf kalorien- oder Aminosäure-reduzierten Medien
Wachstumsdefekte im Gehirn zeigen würden.
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Abbildung 5.1. Schematische Darstellung des Insulin-Signalweges. Abbildung verändert nach STRASS-
BURGER ET AL. (2012) und TELEMAN (2009). Aktivierende Interaktionen zwischen Signalwegkomponenten
sind mit Pfeilen dargestellt. Inhibitorische Interaktionen sind als Linien, die in einem Querbalken en-
den, abgebildet. Die Beziehungen zwischen den Signalwegkomponenten werden im Text beschrieben.
PDK1: Phosphatidylinositol-abhängige Kinase 1, PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase, 4E-BP: 4E-bindenden
Proteins, hpo: Hippo, InR: Insulinrezeptor, Mats: mob as tumor-suppressor, PIP2: Phosphatidylinositol-(4,5)-
Bisphosphat, PIP3: Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Trisphosphat, PM: Plasmamembran, PTEN: Phosphatase
and Tensin Homologue deleted on Chromosome 10, Rheb: Ras Homolog enriched in Brain Ortholog, S6K:
S6-p70-Proteinkinase, Sav: Salvador, TOR: Target of Rapamycin, Tsc1: Tuberous Sclerosis Complex 1, Tsc2:
Tuberous Sclerosis Complex 2, Wts: Warts, Yki: Yorkie.
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5.6 Mbt ist möglicherweise am klassischen MAPK-Signalweg beteiligt

Der klassische MAPK-Signalweg reguliert unter anderem Überleben, Wachstum und
Proliferation von Zellen. Außerdem interagiert der Signalweg an zahlreichen Stellen
mit den Insulin- und Tor-Signalwegen (MENDOZA ET AL., 2011). Mbt zeigt im Auge
ein starke Interaktion mit Genen des MAPK-Signalweges. Mbt und Erk gemeinsam
beeinflussen Neuroblastenproliferation, die Erk-Aktivierung in mbtP1 Neuroblasten war
jedoch nicht auffällig verändert. Die Beteiligung von Mbt am MAPK-Signalweg in Neu-
roblasten muss daher noch genauer untersucht werden, um eine sichere Aussage treffen
zu können.
Eine Interaktion von mbtP1 mit dem MAPK-Signalweg ist auch im Hinblick auf Cno
interessant. Cno wurde mehrfach mit dem MAPK-Signalweg in Zusammenhang ge-
bracht. Unter anderem wurde eine Rolle von Cno downstream von Ras bei der Rotation
von Ommatidien während der Augenentwicklung beschrieben (GAENGEL & MLODZIK,
2003). Bei der Spezifizierung von Herz-und Muskelvorläuferzellen liegt Cno jedoch
oberhalb von Ras (CARMENA ET AL., 2006). In Neuroblasten wurde die Interaktion
von Cno mit dem Ras-Signalweg noch nicht untersucht. Der Verlust von Cno führt zu
Defekten bei der asymmetrischen Zellteilung, die in mbtP1 Neuroblasten nicht beobach-
tet wurden. Andererseits interagiert Mbt genetisch mit rl. Eine Analyse von mbtP1; rl1

Neuroblasten könnte möglicherweise deutliche Defekte bezüglich asymmetrischer Zell-
teilung, Mud-Lokalisation oder Spindelorientierung aufdecken. Cno und Ras wurden
darüber hinaus mit dem Notch-Signalweg in Verbindung gebracht (CARMENA ET AL.,
2006). Notch reguliert Zellgröße und Neuroblastenproliferation und wäre damit ein
weiterer möglicher Signalweg, an dem Mbt beteiligt sein könnte (SONG & LU, 2011;
ZACHARIOUDAKI ET AL., 2012).

5.7 Bic und Hsp83 sind mögliche Downstream-Effektoren von Mbt

Die 2D-Gel-Analyse erbrachte für zwei Spots je ein eindeutiges Kandidatenprotein und
für zwei weitere Spots jeweils eine Reihe von möglichen Kandidatenproteinen. Alle
Kandidatenproteine müssen auf eine Interaktion mit Mbt hin getestet werden. Bic und
Hsp83 sind die vielverprechendsten Kandidatenproteine, da sie eindeutig als regulierte
Proteine identifiziert werden konnten. Hsp83 wurde als essentiell für die Funktion
von Raf beschrieben und ist im Zusammenhang mit der genetischen Interaktion von
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mbtP1 mit Komponenten des MAPK-Signalweges von besonderem Interesse (VAN DER

STRATEN ET AL., 1997). Eine weitere Analyse wird durch fehlende Reagenzien wie bei-
spielsweise spezifische Antikörper erschwert. Es existieren jedoch einige lof Allele von
Hsp83, die für eine weitere Analyse genutzt werden können. Bic ist eine Komponente
des heterodimeren Nascent Polypetide Associated Complex (NAC), dem eine Rolle als
Chaperon für neu synthetisierte Proteine zugeschrieben wird (PREISSLER & DEUERLING,
2012). Dies wäre mit dem Wachstumsdefekt von mbtP1 Neuroblasten vereinbar. Für Bic
existiert ein Antikörper, mit dem Bic in Neuroblasten nachgewiesen werden konnte.
Eine lethale Insertion im regulatorischen Bereich von bic zeigte im Auge jedoch keine
genetische Interaktion mit mbtP1.
Weitere interessante Kandidatenproteine sind Nacalpha, die zweite Komponente des
NAC neben Bic, und Tm1. Tm1 ist zusammen mit dem NAC an der Lokalisation von
Oskar mRNA beteiligt, was möglicherweise auf eine Beteiligung von Mbt an diesem
Prozess hinweist. Im Zusammenhang mit Mbt ist ebenfalls interessant, dass Tm1 bereits
in einem Screen als Verstärker des mbtP1 Augenphänotyps identifiziert wurde. Dieser
Zusammenhang wurde jedoch nicht weiter analysiert, da verschiedene Mutationen in
Tm1 keine konsistenten Phänotypen erzeugten (SCHNEEBERGER, 2002). Hinzu kommt,
dass die Analyse dieses Gens sehr aufwendig und kompliziert wäre, da 17 verschiedene
Transkripte prognostiziert werden. Mit mus209 (PCNA) wurde ein Kandidatenprotein
identifiziert, welches aufgrund seiner Funktion bei der Replikation der DNS eine tragen-
de Rolle für die Proliferation spielt. Dies wiederum stünde im Einklang mit der Rolle
von Mbt bei der Proliferation von Neuroblasten.

5.8 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde eine bisher unbekannte Funktion der p21-aktivierten
Kinase Mbt in Neuroblasten des Zentralhirns charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass
Mbt eine Rolle bei der Regulation von Zellgröße, Proliferation und dem Erhalt von
Neuroblasten während des normalen Entwicklungszeitfensters spielt. Welche konkrete
Funktion Cno als Effektor von Mbt ausübt ist noch unklar und daher ein möglicher
Ausgangspunkt für weitere Experimente. Weitere Ansatzpunkte für eine detailliertere
Analyse der Funktion von Mbt in Neuroblasten sind die Untersuchung des MAPK-
Signalweges sowie des Insulin-Signalweges oberhalb der PI3K und mögliche Effekte
von Mbt auf den Nukleolus und Ribosomen.
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7 Zusammenfassung

p21-aktivierte Kinasen regulieren zahlreiche zelluläre Prozesse, die während der Ent-
wicklung, aber auch beispielsweise bei der Krebsentstehung, von zentraler Bedeutung
sind. Mbt, das einzige Typ II PAK-Protein von Drosophila melanogaster, spielt eine Rolle
bei der Gehirnentwicklung. Eine Nullmutation von mbt, mbtP1, bildet kleinere Gehir-
ne mit stark verkleinerten Pilzkörpern aus. In dieser Arbeit wurde die Funktion von
Mbt in Neuroblasten untersucht. Mbt wurde als Teil des apikalen Proteinkomplexes
in Neuroblasten des Zentralhirns nachgewiesen. Die apikale Lokalisation von Mbt ist
Zellzyklus-abhängig und wird über Bindung an Cdc42 reguliert. Sie ist essentiell für die
Funktion von Mbt in Neuroblasten. Trotz apikaler Mbt-Lokalisation in Neuroblasten
zeigte die mbt Nullmutante keine Defekte des basalen Mechanismus der asymmetrischen
Zellteilung. Mud zeigte geringfügige Lokalisationsveränderungen, die auf einen mögli-
chen Einfluss von Mbt hinweisen. Obwohl PAKs zentrale Regulatoren des Zytoskeletts
sind, zeigte die mbtP1 Mutante keine offensichtlichen Veränderungen des Aktin- und
Tubulin-Zytoskeletts. Armadillo, ein Aktin-assoziiertes Mbt-Substrat, zeigte ebenfalls
keine Lokalisationsveränderung in Neuroblasten. Mbt steuert jedoch die apikale Anrei-
cherung von Cno, einem weiteren Aktin-assoziierten Protein, in Neuroblasten. Darüber
hinaus beeinflusst Mbt die Zellgröße von Neuroblasten, sowie deren Proliferationspo-
tenzial und Überleben. mbtP1 Neuroblasten sind kleiner als wildtypische Neuroblasten,
haben ein geringeres Proliferationsvermögen und eine geringere Überlebenswahrschein-
lichkeit. Der Zelltod von Neuroblasten ist jedoch ein sekundärer Effekt. Daher kann eine
Blockierung von Apoptose den adulten Pilzkörperphänotyp nicht retten. Signalwege,
die Zellgröße und Proliferation regulieren, wurden auf eine Beteiligung von Mbt hin
analysiert. mbtP1 induzierte leichte Effekte im Insulin-Signalweg und die Delokalisation
eines nukleolären Proteins. Eine genetische Interaktion von mbtP1 mit Mutationen in
Genen des klassischen MAPK-Signalweges identifzierte mbt als Positivregulator dieses
Signalweges im Auge. Ein ähnlicher, schwächerer Effekt wurde auch bzgl. der Prolifera-
tion und Größe von Neuroblasten beobachtet. Eine 2D-Gelanalyse von Larvengehirnen
identifizierte Bic und Hsp83 als mögliche von Mbt regulierte Proteine.
Diese Arbeit charakterisiert eine bisher unbekannte Funktion der p21-aktivierten Kinase
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Mbt in neuronalen Stammzellen und liefert damit Ansatzpunkte für eine detaillier-
te Aufklärung der Funktionsmechanismen von Typ II PAKs bei der Regulation von
Zellproliferation und Überleben.
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8 Summary

p21-activated kinases regulate numerous cellular processes central not only during
development, but also for example for cancer pathogenesis. Mbt, the only type II PAK
in Drosophila, regulates brain development. The mbt null mutant mbtP1 exhibits redu-
ced brain size, with the mushroom bodies showing the most pronounced reduction.
In this work, the function of Mbt in neuroblasts was investigated. Mbt was identified
as a component of the apical protein complex in central brain neuroblasts. The api-
cal localization of Mbt was cell cycle dependent and regulated by binding to Cdc42,
which is essential for Mbt function in neuroblasts. Despite apical localization of Mbt, the
mbtP1 null allel showed no defects in the basic mechanism of asymmetric cell division
in larval neuroblasts. However, Mud showed minor localization changes indicating
a possible influence of Mbt. Even though PAKs are well-known regulators of the cy-
toskeleton, no obvious changes in the actin and tubulin cytoskeleton were observed in
mbtP1 neuroblasts. The localization of Armadillo, an actin-associated Mbt substrate, was
also undisturbed throughout the cell cycle. Mbt controls the apical enrichment of Cno,
another actin-associated protein. Moreover, Mbt influences neuroblast cell size, prolife-
ration potential and survival. mbtP1 neuroblasts were smaller than wildtype neuroblasts
and showed reduced proliferation activity and survival. However, the apoptotic loss
of mbtP1 neuroblasts is a secondary effect. Thus, the adult mushroom body phenotype
cannot be rescued by blocking apoptosis. Signalling pathways known to regulate growth
and proliferation were analyzed with respect to a possible participation of Mbt. mbtP1

induced slight effects in the insulin pathway and strongly influenced the localization of
an unknown nucleolar protein. Genetic interactions of mbtP1 with mutations in genes
involved in the classical MAPK pathway identified mbt as a positive regulator of the
MAPK pathway. A similar effect was also observed with respect to neuroblast prolifera-
tion and size. A 2D gel analysis of larval brains identified Bic and Hsp83 as candidate
proteins, that might be regulated by Mbt.
This work characterizes a novel function of the p21-activated kinase Mbt in neural stem
cells. It provides starting points for a detailed analysis of the mechanisms of type II PAK
functions in the control of cell growth, proliferation and survival.
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10 Abkürzungen

4E-BP 4E-bindendes Protein
AID Autoinhibitorische Domäne
ALH After Larval Hatching
APF After Puparium Formation
aPKC A-typische Protein Kinase C
APP Amyloid Precursor Protein
Ase Asense
Baz Bazooka
Bic Bicaudal
Brat Brain Tumor
Cno Canoe
Dac Dachshund
DNA Deoxyribonucleic acid
DNS Desoxyribonukleinsäure
Dpn Deadpan
DISC Death Inducing Signaling Complex
Dlg Discs large
Dmef2 Drosophila Myocyte enhancer factor 2
Dock Dreadlocks
DSCAM Down Syndrome Cell Adhesion Molecule
FasII Fasciclin II
Gab1 Grb2-associated Binder
GAP GTPase Activating Protein
GEF Guanine Nucleotide Exchange Factor
GFP Green Fluorescent Protein
GMC Ganglion Mother Cell
GO Gene Ontology
Grb2 Growth factor Receptor-Bound Protein 2
GTPase Guanosin Triphosphatase
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10 Abkürzungen

Erk Extracellular Signal Regulated Kinase
h Hours
HGF Hepatocyte Growth Factor
Hpo Hippo
Hsp83 Heat Shock Protein 83
InR Insulinrezeptor
Insc Inscuteable
INP Intermediate Neural Precursor
Khc-73 Kinesin Heavy Chain
Lef Lymphoid Enhancer Factor
LimK1 Lim Kinase 1
lof loss of function
MAPK Mitogen Activated Protein Kinase
MARCM Mosaic Analysis With A Repressible Cell Marker
Mats Mob as Tumor Suppressor
MBP Myelin Basic Protein
Mbt Mushroom bodies tiny
Met N-methyl-N’-nitroso-guanidine
Mir Miranda
MKP MAP Kinase Phosphatase
mRNA messenger RNA
Mud Mushroom body defective
NAC Nascent Polypeptide Associated Complex
Nacalpha NAC Protein Alpha Subunit
NuMA Nuclear Mitotic Apparatus Protein
PAK p21-aktivierte Kinase
pAkt Phospho-Akt
PAR3 Partition defective 3
PAR6 Partition defective 6
PBD p21-binding Domain
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen
PDGF Platelet Derived Growth Factor
PDK1 Phosphatidylinositol Dependent Kinase 1
pErk Phospho-Erk
PH Pleckstring Homology Domain
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10 Abkürzungen

PI3K Phosphatidylinositol 3 Kinase
Pins Partner of Inscuteable
PIP2 Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat
PIP3 Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Trisphosphat
PKB Protein Kinase B
Plk1 Polo-like Kinase 1
PON Partner Of Numb
Pros Prospero
PTEN Phosphatase and Tensin Homologue deleted on Chromosome 10
Raf Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
Ran Ras-like Nuclear
Ras Rat Sarcomas
Rheb Ras Homolog enriched in Brain Ortholog
rl rolled, Gen kodierend für Drosophila Erk
RNA Ribonucleic Acid, Ribonukleinsäure
RS6K Ribosomale Protein S6 p70 Proteinkinase
RTK Rezeptortyrosinkinase
S Serin
S6K Protein S6 p70 Proteinkinase
Ser Serin
SH2 Src Homology Domain 2
SH3 Src Homology Domain 3
Sos Son Of Sevenless
Sav Salvador
T Threonin
Tcf T Cell Factor
Thr Threonin
Tm1 Tropomyosin 1
TOR Target Of Rapamycin
Tsc Tuberous Sclerosis Complex
Wts Warts
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