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1 Einleitung

Jeder vielzellige Organismus entwickelt sich aus einer einzigen Eizelle. Im Laufe der
Entwicklung mussen viele Prozesse kontrolliert ablaufen, um schliefdlich einen
funktionierenden, komplexen Organismus entstehen zu lassen. Nicht nur Zellteilung, sondern
auch Prozesse wie Determination und Differenzierung sind wichtig, damit die
unterschiedlichen Zelltypen eines Lebewesens mit ihren unterschiedlichen Funktionen
entstehen konnen.

Das Schicksal einer Zelle kann prinzipiell auf zwei Arten festgelegt werden: erstens durch
ihre Herkunft, zweitens durch Zell-Zell Kommunikation und das Einwirken von diffusiblen
Molekilen. In jedem Fall ist eine genaue Koordination der einzelnen Prozesse notwendig. Da
bei den meisten Organismen die Zellen zunéchst pluripotent sind, d.h. sie kbnnen sich zu
jeder beliebigen Zelle entwickeln, ist fir ihre Spezialisierung differentielle Genexpression von
groer Bedeutung. Jede einzelne Zelle in einem Zellverband erhélt so ihr bestimmtes
Schicksal und eine spezifische Aufgabe.

Wie empféngt eine Zelle Signale von ihrer Umwelt, mit der sie in Kontakt steht, und wie
werden diese Informationen in den Zellkern weitergeleitet und umgesetzt? Zur Untersuchung
und zum Verstandnis dieser komplexen V organge bendtigt man geeignete Modellsysteme.

Ein gut verstandenes Modellsystem ist die Entwicklung des Komplexauges von Drosophila
melanogaster.

1.1 Augenentwicklung bei Drosophila melanogaster

Das Komplexauge von Drosophila besteht aus ca. 800 Ommatidien, die vollkommen
identisch aufgebaut sind. Jedes Ommatidium besteht aus acht Photorezeptorzellen, die sich in
sechs auflere (R1 bis R6) und zwe innere (R7, R8) aufteillen, und aus einer Anzahl von
akzessorischen Zellen (4 Kegelzellen, 2 primére , 6 sekundére und 3 tertidre Pigmentzellen)
(Ready et a., 1976; Tomlinson and Ready, 1987; Wolff and Ready, 1991).

Die Zdlcluster der zukinftigen Ommatidien entwickeln sich in der larvalen
Augenimaginalscheibe, einem einschichtigen Epithel aus undifferenzierten Zellen. Ausgehend
von klonalen Analysen wurde ein Modell Uber die Festlegung von Zellschicksalen wéahrend
der Augenentwicklung abgeleitet. Man nimmt an, dal3 das Zellschicksal jewells durch
spezifische Zell-Zell Kontakte festgelegt wird. Fir jede Zelle gibt es ein spezifisches Muster
dieser Kontakte, welches ihr Entwicklungsschicksal bestimmt (Ready et al., 1976).

In der morphogenetischen Furche, die im dritten Larvenstadium von posterior nach anterior
Uber die Imaginal scheibe wandert, beginnt die schrittweise Differenzierung der ommatidialen
Zellen. Zunéchst wird ein Précluster aus funf Photorezeptorzellen gebildet. Die R8 Zelle wird
as erste determiniert, die aulReren Photorezeptorzellen folgen jeweils paarweise und in
festgelegter Relhenfolge. R2/R5 und dann R3/R4 werden am posterioren Ende der
morphogenetischen Furche rekrutiert. Posterior der Furche erfolgt eine letzte Mitose der noch
undifferenzierten Zellen des Augenscheibenepithels. Dann werden die noch fehlenden drel
Photorezeptorzellen, R1I/R6 und schliefdlich R7 zu neuronalen Zellen determiniert und dem
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Cluster zugefugt. Zuletzt werden die vier Kegelzellen, welche die Linse sekretieren, rekrutiert
(Dickson and Hafen, 1993; Ready, 1989). Beim Ubergang in das Pupal stadium werden jedem
Cluster die noch fehlenden Pigmentzellen zugefigt. Sie bilden den Abschiul3 der
ommatidialen Entwicklung und sorgen im spéteren Komplexauge fur die optische Isolierung
der Einzelaugen. Die Ubriggebliebenen, undifferenzierten Zellen werden durch Apoptose
entfernt und das Komplexauge erhdlt seine charakteristische, regelméfige Form (Wolff and
Ready, 1991).

Die Determinierung der Zellen bel dieser schrittweisen Rekrutierung erfolgt wahrscheinlich
Uber Zell-Zell Kontakte Bei diesem Modell werden undifferenzierte Zellen durch schon
differenzierte Zellen induziert. Am besten ist die Determination der R7 Zelle durch die
benachbarte R8 Zelle untersucht. Die R7 Zelle hat nur zwei Mdoglichkeiten far ihr
Entwicklungsschicksal: sie wird zu einer neuronalen Zelle, wenn sie ein induktives Signal von
der R8 Zelle erhdlt, oder zu einer Kegelzelle, wenn dieses Signal fehlt oder der Rezeptor das
Signal nicht weiterleiten kann (Cagan et al., 1992; Reinke and Zipursky, 1988; Tomlinson and
Ready, 1986; Wolff and Ready, 1993). Da hierbei nur zwei Zellen notwendig sind, eignet sich
das Studium der R7-Zell Determination sehr gut fir in vivo Untersuchungen der Signalwege,
die hierfir verantwortlich sind. Durch viele Screens nach Mutationen die dieses System
betreffen, konnte eine Vielzahl von Genen, die an dieser Signaltransduktion beteiligt sind,
isoliert und ein Modell fur die ablaufende Signaltransduktion erstellt werden (Badler et a.,
1991; Dickson et al., 1996; Karim et al., 1996; Olivier et a., 1993; Simon et al., 1991).

1.2 Sevenless Signaltransduktion

Die Spezifizierung der R7 Zelle erfolgt durch die Sevenless (Sev) Rezeptor-Tyrosin-Kinase
(RTK) vermittelte Signaltransduktion. Die Sev RTK wird in den Vorlauferzellen der R3/R4
und R7 Photorezeptorzellen, der Kegelzellen und der ,, mystery cells* exprimiert (Tomlinson
and Ready, 1987). Im Wildtyp wird der Sev Rezeptor in der R7 Zelle durch die Bindung von
Bride of Sevenless (BOSS), dem in der benachbarten R8 Zelle exprimierten Liganden,
aktiviert. Die Interaktion hat keinen Einflul3 auf die Determinierung der R3/R4 Zellen, obwonhl
sie ebenfalls Kontakt zur R8 Zelle haben, da sie schon vorher zu &uf3eren Photorezeptorzellen
determiniert wurden. Der Aktivierung des Sev Rezeptors folgt seine Dimerisierung und
Autophosphorylierung. Uber seine SRC homology 2 Doméane (SH2-Doméne) kann nun das
Adaptorprotein Drk (Downstream of Receptor tyrosine kinase) an Phosphotyrosin 2546 in der
cytoplasmatischen Domane von Sev gebunden werden. Die SRC homology 3 Doméanen (SH3-
Domanen) am N-terminalen und C-terminalen Ende des Drk Proteins ermoglichen die
Bindung des Guanin Nukleotid Austauschfaktors Son of Sevenless (SOS). SOS wird so an die
Zellmembran gebracht und allosterisch aktiviert. Da sich SOS nun in unmittelbarer Nahe von
Rasl befindet kann es den Austausch von Rasl-gebundenem GDP nach GTP katalysieren und
dadurch Rasl aktivieren. Nun wird das Signal Uber die Serin-Threonin-Kinase Raf durch
Phosphorylierung auf die Dsorl MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase)
Ubertragen. Dsorl ist eine dualspezifische, cytoplasmatische Kinase, die sowohl Threonin als



auch Tyrosin phosphorylieren kann. Sie gibt das Signal an die Rolled/MAPK (Rl mitogen
aktivated kinase), eine cytoplasmatische Serin-Threonin Kinase, weiter. Nach der Aktivierung
von RI/MAPK kann diese in den Zellkern wandern und durch Phosphorylierung die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren regulieren, die eine spezifische Genexpression
einleiten und somit das neuronale Schicksal der R7 Zelle festlegen (Raabe, 1998; Simon,
1994; Zipursky and Rubin, 1994).

Die Signaltransduktion von RTK’s Uber die sogenannte Ras/Raf/MAPK -K assette stellt einen
evolutiv hochkonservierten Prozed dar (Marshall, 1994; McCormick, 1994), der bei
Drosophila auch die Signaltransduktion der RTK's Torso und DER betrifft (Dickson and
Hafen, 1994; Perrimon, 1993).

Lange hat man die Sevenless RTK vermittelte Signaltransduktion als linearen Prozef3
betrachtet. In Vertebraten gibt es schon langer Hinweise darauf, dal? bel der RTK-vermittelten
Signaltransduktion viele verschiedene Komponenten ein komplexes Netzwerk aus Protein-
Protein Interaktionen bilden (Kazlauskas, 1994; Pawson, 1995). Inzwischen existieren jedoch
mehrere Hinweise darauf, dal3 auch bei Drosophila die Signaltransduktion aus einem Netz
von maoglichen Wegen besteht. Bel der Torso RTK vermittelten Signaltransduktion in
Embryonen verursachen ,loss of function® Mutationen in drk, Sos und Rasl einen
schwécheren Phanotyp, als Mutationen in torso und raf. Dies deutet auf eine alternative
SignalUbertragung von Torso zu Raf hin, die unabhéngig von Rasl funktioniert (Hou et a.,
1995). Der Austausch einer Aminosaure Y2546 in einem konstitutiv aktivem Sev Rezeptor
(Torso**?'-sev"?*") verhindert die Bindung des Adaptorproteins Drk an den aktivierten
Rezeptor. Dennoch kann durch diesen mutierten Sev Rezeptor die Entwicklung einer R7 Zelle
induziert werden, wenngleich mit geringerer Haufigkeit gegeniber der nicht mutierten
Version. Daraus wurde geschlossen, dald es neben der SignalUbertragung Uber Drk noch
mindestens eine weitere, von dieser Interaktion unabhangige Mdéglichkeit geben mul3, den
Ras/Raf/MAPK Signalweg zu aktivieren (Raabe et a., 1995; Raabe et a., 1996). Einen
weiteren Hinwels auf einen nicht linearen Ablauf der Signaltransduktion lieferte die Tyrosin
Phosphatase Corkscrew (Csw), die als Regulator sowohl ober- als auch unterhalb von Raf in
der Sev und Torso vermittelten Signaltransduktion wirkt und die Signal Gibertragung durch ihre
Phosphataseaktivitét positiv beeinfluldt (Allard et al., 1996; Perkins et a., 1992).

Das Bild von einer linearen Signaltransduktion mufd also korrigiert werden. Offensichtlich
gibt es Alternativwege, die in der Lage sind fehlende Proteinfunktion zu kompensieren oder
eine Querverbindung zwischen verschiedenen Wegen der Signaltransduktion zu schaffen.
Eine wichtige Rolle spielen hierbei Mitglieder aus der Familie der Multi-Adaptor-Proteine.
Bel Vertebraten konnte durch die Isolierung der Proteine IRS1 und IRS2, Gabl und Gab2
gezeigt werden, dald3 sie eine Rolle als zentrale Schaltstelle bei der Signaltransduktion
verschiedener RTK's spielen, indem sie als Andockstelle fur verschiedene SH2-Doméanen
Proteine fungieren (Gu et a., 1998; Holgado-Madruga et a., 1996; Ingham et al., 1998; Lehr
et a., 1999; Sun et a., 1993; Sun et a., 1995). Die funktionelle Charakterisierung solcher
Multi-Adaptor-Proteine in Drosophila kann zum weiteren Verstdndnis des komplexen
Vorgangs der Signaltransduktion beitragen.



1.3 Proteinmodule bel der Signaltransduktion

Die Signatransduktion stellt ein komplexes Netzwerk von vielen verschiedenen Protein-
Protein Interaktionen dar. Um diese zu vermitteln, werden bestimmte, hochkonservierte
Proteinstrukturen, sogenannte Proteindoménen verwendet. In einem Protein konnen
nebeneinander viele verschiedene solcher Module fur die Interaktion mit Bindungspartnern
vorhanden sein und Module, die fur die katalytische Aktivitdt notwendig sind. Wichtige
Vertreter zur Vermittlung von Interaktionen sind SH2- und SH3-Doméanen, sowie Pleckstrin
homology Doméanen (PH-Domanen).

PH-Domanen haben eine Grofe von ungeféahr 120 Aminosauren. Sie besitzen keine
einheitliche Primarstruktur, jedoch ist ihre Tertidrstruktur hochkonserviert: PH-Doméanen
bestehen aus zwel antiparallelen b-Faltblattstrukturen, die durch drei bzw. vier Peptidstrange,
verbunden durch variable Loops, gebildet werden. Am C-terminalen Ende findet man immer
eine amphipatische a-Helix, die ein konserviertes Tryptophan enthdlt, welches fir Struktur
und Stabilitédt der gesamten PH-Doméane wichtig ist (Lemmon et al., 1996; Shaw, 1996;
Touhara et a., 1995). PH-Doménen konnen Phospholipide wie Ptdins(3,4)P, und
Ptdins(3,4,5)P; binden und auf diese Weise mit der Zellmembran verankert werden.
Phospholipide, als Produkte der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3Kinase), sind daher flr die
Membranlokalisation von PH-Domanen Proteinen verantwortlich (Isakoff et al., 1998;
Lemmon et al., 1996).

SH3-Doméanen bestehen aus ungeféahr 55 Aminosauren, die eine b-Faltblattstruktur ausbilden,
und binden an prolinreiche Sequenzabschnitte. Die Konsensus Sequenz der Zielpeptide (X-P-
p-X-P) setzt sich aus zwei invarianten Prolinresten (P), zwei aliphatischen Aminosauren (X)
und meist einem weiteren Prolin (p) in Mittelstellung zusammen. SH3-Doménen kdnnen in
beiden Orientierungen, N-C-terminal und C-N-terminal daran binden, wobel fir die Spezifitat
der Bindung die benachbarten Sequenzabschnitte von Bedeutung sind (Feng et al., 1994,
Pawson, 1995; Ren et al., 1993).

SH2-Doméanen dienen zur Bindung an Phosphotyrosin im Zielprotein. Diese wird durch die
Ausbildung einer hochkonservierten Bindungstasche, die von basischen Aminosauren
flankiert ist, vermittelt. In dieser Tasche ermoglicht ein konserviertes Arginin Uber
Wasserstoffbriicken die Bindung an Phosphotyrosin. Von einem variablen Bereich neben
dieser Tasche werden die benachbarten C-terminalen Aminosauren des Tyrosins, die fur die
Spezifitét der Bindung verantwortlich sind, erkannt (Songyang et al., 1993; Songyang et .,
1994). Die Interaktion von SH2-Domanen mit Phosphotyrosinen fuhrt zur Aktivierung von
katalytische Zentren in den SH2-Doménen Proteinen und/oder zur Verédnderung ihrer
Lokalisation innerhalb der Zelle (Cohen et al., 1995; Pawson, 1995). Die hohe Spezifitét
dieser Interaktionen und die Moglichkeit, durch gezielte Mutation das fir die Bindung
unverzichtbare Tyrosin zu entfernen, ermoglichen die Untersuchung von funktionellen
Zusammenhangen der SH2-Domanen vermittelten  Proteininteraktion bei  der
Signaltransduktion.



1.4 Dos, ein Multi-Adaptor-Protein

Das daughter of sevenless (dos) Gen wurde als Suppressor des rauhe Augen Phanotyps von
konstitutiv aktiviertem Sev>" (Basler et al., 1991) in einem Screen nach Modifikatoren dieses
Phanotyps gefunden (Raabe et al., 1996). Eine konstitutiv aktivierte Form der Sev RTK
(Sev™™), unter der Kontrolle des sevenless Enhancers (sE), fiihrt bei der Augenentwicklung
zur Rekrutierung von zusétzlichen R7 Zellen aus Kegelvorlauferzellen. Das Auftreten von
multiplen R7 Zellen in den Ommatidien fuhrt zu einer rauhen Oberfléche des adulten
Fliegenauges, wobe die Starke des Phanotyps, adso die Anzahl zusdtzlicher R7
Photorezeptoren, durch die Gendosis des sE-sev™! Transgens und durch die Veranderung der
Gendosis von downstream Komponenten der Sev Signaltransduktions Kaskade moduliert
werden kann (Badler et a., 1991). Dies ermdglichte das Erkennen von Mutationen in diesen
Komponenten bereits in heterozygotem Zustand.

Um neue Komponente der Sev Signaltransduktions Kaskade zu finden, wurde sowohl eine P-
Element als auch eine EMS (Ethylmethansulfonat) Mutagenese durchgefiihrt und im Sev*
Hintergrund nach Modifikationen des Augenphanotyps gescreent. Aul3er Mutationen in bisher
schon bekannten Komponenten der Kaskade wie Drk, SOS und Rasl wurden zwei neue
Allele, dos™! und dos™?, einer letalen Komplementationsgruppe gefunden, die den rauhe
Augen Phanotyp supprimieren. Beide Allele sind homozygot letal im dritten Larvenstadium
(Raabe et a., 1996). Der rauhe Augen Phanotyp von konstitutiv aktiven Formen der
Signaltransduktions K omponenten Ras1¥*? (Fortini et al., 1992) und Raf**“**** (Dickson et al.,
1992), unter der Kontrolle der sevenless Enhancer Sequenz, wurde durch dos™* und dos
nicht unterdriickt. Dos wirkt unterhalb des Sev Rezeptors aber oberhalb oder paralel zu Rasl
und Raf (Raabe et al., 1996).

Anhand der P-Element Insertion in dos *** konnte die dos Region in 62F auf den linken Arm
des dritten Chromosoms kartiert werden. Das P-Element in der dos™** Mutante inseriert im
ersten grof3en Intron, weshalb gefolgert wurde, dal3 es sich um ein Nullallel handelt (Raabe et
al., 1996).

Mit einer genomischen Probe aus diesem Bereich konnte aus embryonalen und larvalen
cDNA Bibliotheken eine 3184 bp cDNA isoliert werden, was der Grole der Transkripte
entsprach, die in frihen Entwicklungsstadien (Embryo bis in frihe Puppe) auf Northern Blots
detektiert wurden (Raabe et al., 1996). Die genomische dos Organisation, sowie die Exon-
Intron Struktur und die Insertion des P-Elements von dos™™ sind in Abbildung 1.1 A
dargestellt. Der Pfel am 5 Strich Ende von dos markiert den Beginn der
Transkriptionseinheit eines benachbarten ribosomalen Gens.

Die klonierte cDNA wurde al's sE/hsp-dos (duplizierte sevenless Enhancer Sequenz und hsp70
Hitzeschockpromotor) Transgen in Fliegen transformiert und durch Hitzeschock exprimiert.
Die Expression einer Kopie des Transgens war ausreichend um die Letalitét der dos™! und
dos™*® Allele zu retten. Dies belegte, dai? die Mutationen Allele des gefundenen Gens sind
und dal? die Suppression des rauhe Augen Phanotyps durch die Mutationen hervorgerufen
wird.
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1 MDRTFYEGAL | KSPPTKRI W RARWRRRYFT LKQGEI PEQF CLEYYTDHNC
51 RKLKGVI DLD QCEQVDCGLR LENRKQKFQY MEDI KTPKRT YYLAAETEAD
101 MRDWNCI CQ VCHLHDTKQS NELPLGAVGA DENRTQHTSS SGGLSNSTQN
151 TTTTSLHSSA GTTAPQASVP NAGGSAQLRR PAVI EEQPMP SNAGNNNSDS
201 VNVNTENSNR ETM.CDANFD QQELLSAAQQ QPPPSPATAL NLNHSALI QA
251 QAAAAAAEQL QQQQQQAARL AVSANGWRK LPEHLVLTQQ TLAEAAAQOH
301 SSVQASPALS TASGPYEES ECFSGSPRFL PGVPLPGADL Al PNNPTTPL
351 NNLDPKFYIEERSHNNI GLN LTNDQSYSPK | TNLSLQQLA NNNASKQRSD
401 SDSESVFTDD DEWAHPLPLR ENVDRSTRPS DSSI ENESFV LTYSQRFSKM
451 PEEGGA| VPP AEKSSKLAGA ASLAEAGDQG TLDKLAKVLK NKNNLI LDFK
501 ENEKI PRDLP QLSDTENTSP Al VARRNAHS AFI EESEE RSHOQPNYNV
551 NQLLGERPVT SPHNSNPI AA STPNLMAADL GAVAAI SAAA NPGLMGEAQA
601 VASSPTSART LPRHOYTNAA PTKMEGNVFR NEENEQADCP PVNRKLKPKV
651 AGGLPWEDK PPEEFPAKPP VGVDQLTNKL GAAQLQQPI G PPSVDRKCKP
701 NAYKLGNSAT MSPATRRSSG APLSMWLPHE TDVHSPAAAN AFFHETRTLP
751 RQQHRHHPNS PGSMBVQHQR TASAAAAMVE LTAAAAPKQQ AAAQTEHKLQ
801 NEBEDVTNKP PLLNRSSMBV GNLYSQGGNG ASGVRFAGVE AGGARAPVPS
851 SVGEYDFV KTEAFKRI RE ERESSGNK

Abbildung 1.1.: Molekulare Charakterisierung des dos Gens. (A) Karte der genomischen
dos Region. Die P-Element Insertion im ersten Intron von dos™ ist eingezeichnet.
Folgende Restriktionsschnittstellen sind markiert: BamHI (B), EcoRIl (E) und Xhol (X).
Darunter ist die cDNA eingezeichnet. Schwarze Balken kennzeichnen den trandatierten
Bereich. (B) Aminosduresequenz des Dos Proteins. Die Sequenz der PH-Doméne ist
unterstrichen. Tyrosine in Konsensus Sequenzen zur Bindung von SH2-Doménen sind
hervorgehoben (die in dieser Arbeit untersuchten, sind zusétzlich fett), und die Konsensus
Sequenz zur Bindung von SH3-Doménen ist fett gedruckt.

Die Sequenzierung der cDNA ergab ein offenes Leseraster von 2634 bp, was einem Protein
von 878 Aminosauren entspricht (Abb.: 1.1. B). Die Analyse der Aminosauresequenz ergab
eine N-terminale PH-Doméne (Haslam et a., 1993; Mayer et a., 1993; Musacchio et al.,
1993), ein RxxPxxP Motiv as mogliche Bindungsstelle von SH3-Doménen und eine grof3ere
Zahl von Tyrosinresten in potentiellen Bindungsstellen fur SH2-Domanen Proteine (Pawson,
1995; Songyang et a., 1993; Songyang et a., 1994). Die Abbildung 1.2 zeigt eine
schematische Darstellung des Dos Proteins mit seinen potentiellen Bindungsstellen.

Aufgrund der Konsensussequenzen wurden funf SH2-Doménen Bindungsstellen fir das
Adaptorprotein Drk, zwei fur die beiden PhospholipaseC-g (PLCg) SH2-Doménen und je eine
SH2-Domanen Bindungsstelle fir die regulatorische Untereinheit der Phosphatidylinositol -3-
Kinase (PI3Kinase), das SH2/SH3 Adaptorprotein She, und die Phosphotyrosin Phosphatase
Corkscrew (Csw) vorhergesagt (Raabe et a., 1996). Zur Bindung von Csw SH2-Doménen
konnte eine weitere Konsensussequenz, die eine zweite potentielle Bindungsstelle fur Csw
darstellt, gefunden werden (Huyer and Alexander, 1999). Bisher konnte nur eine einzige der



vorhergesagten Interaktionen, namentlich von Dos und Csw, experimentell nachgewiesen
werden (Herbst et al., 1996).

Dos
Drk Drk PLCyPLCy PI3K

t 4 £4 4

PH Domane RxxPxxP : : ; : ; : ;

vV
Drk Shc SH3 DrkDrk Corkscrew
Domaéanen
Proteine?

Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung des Dos Proteins. Die N-terminale PH-Doméane
ist links dargestellt. Phosphorylierbare Tyrosine der SH2-Doménen Bindungsstellen und
mdgliche Bindungspartner sind eingezeichnet,. ebenso die mogliche SH3-Doménen
Bindungsstelle mit der Konsensus Sequenz RxxPxxP (nach MacDougall and Waterfield,
1996).

Angesichts der strukturellen Eigenschaften kann das Dos Protein der Familie der Multi-
Adaptor-Proteine zugerechnet werden. Diese zeichnen sich durch eine N-terminale PH-
Domane aus und besitzen eine Reihe von phosphorylierbaren Tyrosinresten in
Konsensussequenzen zur Bindung von SH2-Domdanen Proteinen. Multi-Adaptor-Proteine
werden durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen phosphoryliert und aktiviert, und kénnen dann
unterschiedliche Protein-Protein Interaktionen vermitteln, die bel der RTK vermittelten
Signaltransduktion bendtigt werden. Zu dieser Familie gehdren bei den Vertebraten die IRS
(Insulin Rezeptor Substrat) Proteine, Gabl und Gab2 (Gu et al., 1998; Holgado-Madruga et
a., 1996; Sun et al., 1993; Sun et a., 1995; Y enush and White, 1997) und in Drosophila das
IRS Homolog Chico (Boehni et al., 1999). Fur das Dos Protein wurde eine Funktion bel der
Signaltransduktion der RTK's Sevenless, DER und Torso gefunden (Herbst et al., 1996;
Raabe et al., 1996).

Dos wurde auch parallel im Labor von M. Simon gefunden. Zur Untersuchung der Funktion
von Corkscrew in der RTK vermittelten Signaltransduktion wurde mit zwei Ansétzen
gearbeitet. Mit einer katalytisch inaktiven Form, der csw™® Mutante unter der Kontrolle des
Aktin5C Promotors, wurde nach phosphorylierten Substraten von Csw gesucht. Hierbei
konnte ein 115 kD Protein aus Schneiderzellen, welche das csw® Transgen exprimierten,
zusammen mit Csw koimmunprézipitiert werden. Mikrosequenzierungen zeigten, dal3 es sich
bei dem gefundenen Protein um Dos handelte. Fur die Interaktion konnten die beiden SH2-
Domanen von Csw verantwortlich gemacht werden, daihr Fehlen keine Prézipitation von Dos
erlaubte (Herbst et al., 1996). Der zweite Ansatz war ein genetischer Screen nach Mutationen,
welche die Funktion von Csw beeintrachtigen. Hierfir wurde eine EMS-Mutagenese
durchgefiihrt und nach Modulatoren des sE/hsp-csw®> Phanotyps gescreent. Fliegen mit einem
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sE/hsp-csw™® Transgen haben leicht rauhe Augen, was durch das Fehlen der Photorezeptoren
R3/R4 und R7 hervorgerufen wird. Die Expression von katalytisch inaktivem Csw® inhibiert
endogenes Csw, was fur die neuronale Differenzierung in diesen Zellen notwendig ist. Als
Enhancer des Augenphanotyps wurden sieben Allele einer Komplementationsgruppe isoliert
und K omplementationstests mit dos™" und dos ' ergaben, daf? es sich hierbei um dos-Allele
handelte (Allard et al., 1996; Herbst et al., 1996). Biochemische Experimente zeigten, dal3
Dos als Substrat von Csw dephosphoryliert wird, was durch die Expression von Csw®®,
welches endogene Csw Funktion inhibiert, und durch die Zugabe von Phosphatase-
Hemmstoffen verhindert werden kann. Es konnte auch gezeigt werden, dal3 Csw durch den
aktivierten Sev Rezeptor phosphoryliert wird (Herbst et al., 1996).

D— SH2 Domane

™ Sevenless ® Phosphotyrosin

GTP Rasl1-GDP) GTP

@@
:;hosphorylleruy > _e_?\/é V\J/i
= A\

v > W \ J\
3-Phosphoinositide {% GDP GDP

% ?
Dos e \
P)<=2?2=> )—ED
(P) \
)

N
P pe————>
il p
e \@i®<}=?#>

7 4 -

2 e
D@G I:ﬁ {; Dephosphorylierung —> Spezg?;z:lr;g der

<

Abbildung 1.3.: Dos as mogliches Multi-Adaptor-Protein in  der Sevenless
Signaltransduktions Kaskade. Die Phosphorylierung von Dos durch die Sevenless RTK
(Herbst et al., 1996) ist mit einem dicken grinen Pfeil markiert. Stattfindende Interaktionen
sind durch rote Pfeile angezeigt (Drk-Sos (Olivier et a., 1993); Sos-Rasl (Bonfini et al.,
1992)), mdgliche durch weil3e Pfeile mit Fragezeichen. Adaptor Proteine sind gelb, Enzyme
und deren Aktivitdt sind grin dargestellt. Das Rasl-GTP Austauschprotein ist blau
dargestellt. P bezeichnet Phosphotyrosin. (nach MacDougall and Waterfield, 1996).

In Abbildung 1.3 ist das mogliche Netzwerk an unterschiedliche Bindungspartnern dargestellt.
Dos konnte als Multi Adaptor unterschiedliche Signaltransduktionsproteine in die Néhe des
Rezeptors und der Membran bringen und als wichtige Schaltstelle bei der Rezeptor-Tyrosin-
Kinase vermittelten Signaltransduktion fungieren. Durch eine funktionelle Analyse der SH2-
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Domaénen Bindungsstellen in Dos und die Charakterisierung von Interaktionspartnern, kann
das noch wenig verstandene Netzwerk von Protein-Protein Wechselwirkungen besser
verstanden werden.

1.5 Problemstellung

Ziel der Arbeit war eine funktionelle Charakterisierung von Dos as potentielles Multi-
Adaptor-Protein  der Sevenless Signaltransduktionskaskade. Mittels  molekularer,
biochemischer, genetischer und histologischer Techniken sollte die Funktion von Dos in der
Signaltransduktion genauer untersucht werden. Ein wichtiger Punkt hierfir war die
Untersuchung der in vivo Funktion von verschiedenen SH2-Doménen-Protein
Bindungsstellen, die aufgrund der Aminosauresequenz von Dos vorhergesagt wurden.
Dartber hinaus sollten mogliche Interaktionspartner von Dos gefunden werden.

Die Kernfrage lautete: Ist Dos ein Multi-Adaptor-Protein und eine zentrale Schaltstelle in der
Rezeptor-Tyrosin-Kinase vermittelten  Signaltransduktion und wenn ja, welche
Interaktionspartner gibt es?

In einer Reihe von Einzelprojekten sollte versucht werden, eine Antwort auf diese Frage zu
finden:

P Herstellung eines monoklonalen Antikdrpers gegen das Dos Protein fur die
durchzuf Ghrenden biochemischen Experimente und fir Lokalisationsstudien.

b Molekulare Charakterisierung des dos ™! EMS Allels.

P In vitro Mutagenese von potentiellen SH2-Doménen Bindungsstellen und Herstellung von
Konstrukten fur die Keimbahntransformation.

P Klonierung der endogenen dos Enhancer/Promotor Sequenzen zur Exprimierung und
Untersuchung der mutierten Transgene in Fliegen.

P Etablierung eines in vivo Testsystems zur Untersuchung der Funktion von mutantem Dos
Protein bei der Augenentwicklung in Abwesenheit endogener Dos Funktion.

P Immun- und Koimmunprazipitation von Interaktionspartnern des Dos Proteins aus
Fliegenprotein.

P Eventuell Charakterisierung von neuen Interaktionspartnern.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterien

Zur Klonierung von Plasmid DNA wurden hitzekompetente E. coli DH5a, XL1-Blue und
XL2-Blue Zellen verwendet. Der Bakterienstamm DH5a wurde nach dem Protokoll von
Nishimura (Nishimura et al., 1990) behandelt, um Hitzeschock kompetente Zellen zu erhalten.
Zur Haltung und Amplifikation der verwendeten | GEM 11 Phagen diente der Bakterienstamm
E. coli NM539. Die vollstandigen Genotypen sind im Sambrook Manua (Sambrook et al.,
1989) beschrieben.

2.2 Plasmide

pPPCR-Script Amp SK(+) Klonierungs-Vektor (Stratagene)

pBluescript 1 KS(+) Klonierungs-V ektor (Stratagene)

pUChpD2-3 Helferplasmid mit Transposase (Rio and Rubin, 1985)

pTH4 P-Element-V ektor mit yellow Marker (E. Hafen, Zirich,
unveroffentlicht), pUC8 Derivat mit erweiterter Multiple Cloning
Site und der genomischen yellow Sequenz von D. melanogaster

pBD749 pW8 P-Element-Vektor mit white Marker (Klemenz et a., 1987),
zweifachem sev Enhancer und hsp70 Promotor (Basler et a., 1991),
erhalten von B. Dickson, Wien

pTW17 pBluescript 11 KS(+) mit vollstdndiger dos cDNA (Raabeet al.,
1996)

pTW21 GST-Dosin pGEX 2T (Dos ohne N-terminal 38 AS)

pTW23 His-Dosin pET 16b (Dos ohne N-terminal ca. 300 AS)

pMS2I1 pBluescript I1 KS(+) mit dos cDNA und GFP-tag (Schmidt, 1997)

pMS3lI| pBluescript I1 KS(+) mit dos cDNA und Myc-tag (Schmidt, 1997)

2.3 Primer

Die verwendeten Primer wurden im Institut fur Physiologische Chemie Il synthetisiert
(Bezeichnung: ,Gen#‘), oder von der Firma GIBCO Lifetechnologies bezogen. Die
lyophilisierte DNA wurde in H,O gelost (100ul bis 200ul) und ihre Konzentration
spektrometrisch bestimmt. Von diesen Stockldsungen wurden entsprechende Verdiinnungen
fur PCR (20 uM) und Sequenzierung (1 UM oder 5 uM) eingesetzt.

Bezeichnung  Sequenz (mit Position in der dos cDNA Sequenz) Bemerkung
Y316F-1(Shc) 5 ( Cy7sACCGCATCCGGACCGT TCATACCCATCAGCGAGTG) forward

Y 316F-2 5" ( C1010ACTCGCTGATGGGTATGAACGGT CCGGATGCGGTG) revers
Y358F1(PLCQ) 5  ( Cio0sAACTTGGATCCCAAGT TCTTCGATACGCCGCGTAGTCAT)  forward

Y 358F2 5" ( A1137 TGACTACGCGGCGTATCGAAGAACTTGGGATCCAAGTTG)  revers
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Y537F1(PLCQ) 5  (Cie3, TTTCATCGAGGAAAGCTTTGACATTCCAAGGTCCCACCA)  forward

Y537F2 5" ( T1676 GGTGGGACCT TGGAATGT CAAAGCT TTCCTCGATGAAAG) revers
631Y-F1(PI3K) 5 ( Gy017GAGEGCAATGTITTTTCGATTCGACTTCATGGAGCAGECG  forward
631Y-F2 5" ( C,056GCCTGCTCCAT GAAGT CGAATCGAAAAACAT TGCCCTCC) revers
801Y-F1(Csw) 5" ( G4, ACTGAGCACAAGCT GCAGT TCTTTGATCTGGATGTGACCAAC) forward
801Y-F2 5" ( Gpape TTGGTCACATCCAGATCAAAGAACT GCAGCTTGTGCTCAGT Q) revers
W104A-f(PH) 5 ( Gy4oCGGATAT GCGCGACGCAGT GAACTGCATCTGC) forward
W104A-r 5" ( Gs7,CAGATGCAGT TCACTGCGT CGOGCATATCCGO) revers
|-f 5" ( CCCCGAATGTGGTTTGITTATA) genom.
[-r 5 ( GGGTCGAGTTTTGCTTTAGT) revers, genom.
[-f 5 ( ATTCCACGACCCATTTTACATA) genom.
Gen203 5" ( A5 GGCCACAGTCCACCTGC) revers
Gen251 5 ( Gy30GOGGATATGCGCGACTQ) forward
[1-f 5" ( T35 CACCTACACGACACAAAGCAA) forward
[-r 5" ( Gygs TGGAGT TGCTTAGACCGCO) revers
Gen250 5 ( GioosCTGATGGGTATGTACGG) revers
IV/IV-f 5 ( T1107CCCAAGT TCTACGATACGCCG) forward
[1-r 5" ( G245 GAGTCGGAGCGTTGTTTACTA) revers
Gen249 5" ( A1290 TGAGCCCACTCATCGTC) revers
VI-f 5" ( Gy50. CCAAGGTGCTGAAGAACAA) forward
Gen246 5" ( Cy575 TGCGGCAGATCGCGAGG) revers
IV/IV-r 5 ( Ays06 TTTTCCGTATCCGACAGCTG) revers
Gen244 5 ( C1920CCTCCATCTTTGTGGGA) revers
VII-f 5" ( Gy12sACAGGAAGT GCAAACCGAA) forward
VIi-r 5" ( Ay10 TTGAGAGAGGGGCACCH) revers
Genz42 5" ( Cy35GTTTCATGCGGCAGCAC) revers
Gen221 5" ( Cop28 GCATGAAACGGATGTACAQ) forward
Gen267 5 ( GousATCTGGATGTGACCAAC) forward
Gen243 5 ( Go703 TGGTCAGCTGAGGAGAG) forward
VII-r 5" ( C3184AGCTTGTGTCGCACACG) revers
2.4 Zdlinien

Fir die Gewinnung von monoklonalem Antikorper gegen das Dos Protein wurden Hybridoma
Z€llen, Fusion von Myeloma- mit Milzzellen von immunisierten Mausen, verwendet. Ein Teil
der biochemischen Experimente wurde mit den Drosophila Zell-Linien Schneider’s S2 und
Echalier und Ohanessian’s Kc durchgefiihrt.

2.5 Fliegenstamme

Stamm Herkunft Literatur
w8 Wiirzburg Stocksammlung (Lindsley and Zimm, 1992)
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y\NlllS

w8 Sco/ Svi6, Cyo
yw8 Sco/ V6, Cyo

w8 TM3, D, e/ TM6B, Tb, Hu, e
yw8 TM3, Sb, e/ TM6B, Tb, Hu, e

ywH D, gl / TM3, S, Ser, e
FM7a, BW*/ FM7a, BwW?

yw; Sp/ SV6, CyO; MKRS/ TM2, y*

w8 D2-3, S/ TM3, Ser
y, W, hsp-Flpl
FRT80B-w"
w; P[w", sE/hsp-dos]
P[w", SE-S11.5]
P[w", SE-S11.1]
dos™/ TM3, S, Ser, e
dos™' / TM6B, Tb, Hu, e
dos™° / TM3, D, Ser, e
dos™; th, cu, sr, e (Rek. 1) /
TM6B, Tb, Hu, e
dos™>; th, cu, sr (Rek. 5) /
TM6B, Tb, Hu, e
FRT80B-dos ™' / TM6B, Tb, Hu, e
yw'® FRT80B-dos ™" /
TM3, S, Ser, e
yw 8 dos™ / TM3, b, Ser, e
w; P[w", sE/hsp-dos-GFP]
w, P[w", sE/hsp-dos"'**A-GFP]
w; P[w", sE/hsp-dos™ ' -GFP]
w; P[w", sE/hsp-PHY-GFP]
w; P[w", sE/hsp-Torso™-
Dos f--GFP]

Wirzburg Stocksammlung (Lindsley and Zimm, 1992)
Wirzburg Stocksammlung (Lindsley and Zimm, 1992)

diese Arbeit

Wirzburg Stocksammlung (Lindsley and Zimm, 1992)

diese Arbeit

Zirich Stocksammlung
Wiirzburg Stocksammlung
Zirich Stocksammlung
Wirzburg Stocksammlung

Bloomington # 1940
Thomas Raabe

K. Bader

K. Bader

Thomas Raabe
Thomas Raabe
Thomas Raabe

Thomas Raabe

Thomas Raabe
Thomas Raabe

diese Arbeit

diese Arbeit

Marc Schmidt (DG38l1)
Marc Schmidt (PG1)
Marc Schmidt (Del-DG4)
Bjorn Mielke (PHD1)

Bjorn Mielke (TDD2)

w; P[w", sE/hsp-GAB™-Dos”™-GFP]

2.6 Enzyme

(Mielke, 1999)

(Lindsley and Zimm, 1992)

(Xu and Rubin, 1993)

(Raabe et d., 1996)
(Basler et al., 1991)
(Basler et al., 1991)
(Raabe et d., 1996)
(Raabe et d., 1996)
(Raabe et d., 1996)

(Ragbe et al., 1996)

(Ragbe et al., 1996)
(Ragbe et al., 1996)

(Schmidt, 1997)
(Schmidt, 1997)
(Schmidt, 1997)
(Mielke, 1999)

(Mielke, 1999)
Bjorn Mielke (GPH6)

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen New England Biolabs NEB, GIBCO
Lifetechnologies, MBI Fermentas, Stratagene, Pharmacia und Boehringer bezogen. Die
verwendete T4 DNA Ligase ist von der Firma GIBCO Lifetechnologies. Fir PCR Reaktionen
wurden Perkin Elmer AmpliTag AS Polymerase und Stratagene Pfu DNA Polymerase

verwendet.
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2.7 Antikor per

Bezeichnung Verwendung Herkunft
Ziege anti-Maus 1gG, AP gekoppelt Western Dianova
Anti-Maus-Biotin ELISA Vectastain
Ziege anti-Maus 1gG, HRP gekoppelt ECL BIORAD
Ziege anti-Kaninchen 1gG, HRP gekoppelt ECL Amersham
Ziege anti-Maus 1gG Cy3 Konjugat Fluoreszenz-Mikroskopie Dianova
Normales Ziegen Serum Blocken Sigma
Maus anti-GFP 1gG1 ECL, Antikérperfarbung MoBiTec
Kaninchen anti-GFP Serum ECL, Antikérperfarbung MoBiTec
Maus anti-Dos (BB117/2) 1gG ECL, Antikorperféarbung Hybridomazellen
Kaninchen anti-Csw (affinitétsgereinigt)  ECL, Immunprazipitation Liz Perkins

Die fur die einzelnen Antikorper eingesetzten Verdinnungen sind im Ergebnisteil aufgefihrt.

2.8 Chemikalien

Gebrauchliche Laborchemikalien wurden in p.a. Qualitét von folgenden Firmen bezogen:
Roth, Serva, GIBCO Lifetechnologies, Sigma, Merck und BIOzym.

2.9 Kits

QIAGEN Plasmid Mini/Midi/Maxi Kit QIAGEN
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN
QIAamp Blood/Tissue Kit QIAGEN
ABI Prism™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit  PE Applied Biosystems
ECL Western blotting detection reagents Amersham
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
pPCR-Script™ Amp SK(+) Cloning Kit Stratagene
Opti-Prime™ PCR Optimization Kit Stratagene
Multiprime DNA Labelling System Amersham
Vectastain ABC Vector
2.10 Gerate

Hybaid Omnigene Thermocycler

Biometra Multi- und Maxi-Gel zur Proteinelektrophorese
Biometra Fast Blot fur semi-dry Proteintransfer

Biometra Agarosegel Apparatur zur DNA Elektrophorese
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2.11 Computerprogramme und Datenbanken

Oligo DNA Analysis Software 3.5 NBI

DNAsis5.0 Pharmacia

Chromas C. McCarthy, Griffith
University

Adobe Photoshop 3.0 Adobe

CorelDRAW 8.0 und Corel PHOTO-PAINT 8.0 Cord

Word 7.0 Microsoft

EndNote 3.0.1 Niles Software

BCM Search Launcher I nternet-Datenbank
Medline I nternet-Datenbank

2.12 Standardmethoden

Molekularbiologische und biochemische Standardmethoden wurden nach den Angaben der
L aborhandbtcher ,, Current protocols* (Ausubel et a., 1994), ,Molecular cloning” (Sambrook
et al., 1989) und , Using antibodies* (Harlow and Lane, 1999) durchgeftihrt. Modifikationen
der Standardprotokolle werden separat beschrieben. Bel der Verwendung von Kits wurde nach
den Angaben der Hersteller verfahren.

2.13 DNA Methoden

2.13.1 Prgparation und Reinigung von Plasmid DNA

Die Prgparation und Reinigung von Plasmid DNA wurde mit den Qiagen Plasmid Kits fir
Mini, Midi und Maxi Prgparationen nach den Herstellerangaben durchgefihrt.
Minipréparationen zum Screen nach positiven Plasmiden wurden nach der Methode der
alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979) durchgefiihrt und nicht tber Sdulen gereinigt.

2.13.2 Isolierung genomischer DNA aus Drosophila Larven

Die Isolierung von genomischer DNA aus zweiten und dritten Larven wurde mit dem
QIAmp® Blood/Tissue Kit der Firma Qiagen durchgefiihrt. Es wurde nach dem im
Produktmanual angegebenen ,,Protokoll fir Insekten“ vorgegangen. Die Konzentration der
isolierten und saulengereinigten DNA wurde durch Gelelektrophorese bestimmt.

2.13.3 DNA Mutagenese

Die in vitro Mutagenese von Plasmid DNA wurde nach der Methode der ,site directed
mutagenesis* mit dem QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit durchgefihrt.
Mutagenese und Transformation erfolgte nach den Angaben im Produktmanual. Das Prinzip
der Methode ist der Replikation bel Plasmiden sehr dhnlich: Ein zirkuléres Plasmid wird
ausgehend von den Primern durch eine Polymerase amplifiziert. Durch den grofl3en
Uberlappungsbereich der Primer werden auch ohne Ligation stabile, zirkuldre und
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doppelstréngige neue Plasmide gebildet, die, nach Verdau der methylierten parentalen DNA
durch Dpnl, in Bakterien transformiert werden konnen. Das Ergebnis der PCR wurde zuerst
mit Restriktionsenzymen verifiziert, da bel den meisten eingefuhrten Punktmutationen
entweder eine neue Schnittstelle entstand oder eine bestehende wegfiel. Vor der weiteren
Klonierung und Transformation in Drosophila Embryonen wurden die Plasmide zusétzlich
sequenziert.

2.13.4 DNA Segquenzierung

Die Sequenzierung von Qiagen gereinigter Plasmid DNA erfolgte mit dem ABI Prism™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit. Der vom Hersteller angegebene
Reaktionsansatz wurde jedoch halbiert. Nach der Ethanolprézipitation wurde in 20ul TSR
resuspendiert. Die Sequenzgel el ektrophorese erfolgte entweder am Ingtitut fir Physiologische
Chemie Il oder am Institut fir Zoologie | der Universitat Wurzburg.

2.14 Proteinmethoden

2.14.1 ELISA

Die ELISA Technik wurde verwendet, um die Hybridomaiiberstande auf ihre Reaktivitét mit
den Dos-Fusionsproteinen zu screenen. Der TSP-Deckel (Transfer Solid Phase) einer 96er
Kulturplatte wurde zur Adsorption des Antigens (10pg/ml in 50 mM NaCOs; pH 10,5) mit
250p1/Napf tber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde fir eine Stunde bei Raumtemperatur
mit 1% Gelatine in 50 mM NaCO3 pH 10,5 geblockt. Nach dem Waschen mit PBST (139
mM NaCl; 55 mM NaHPO,; 1,14 mM NaH,POy; 0,1% Tween 20) wurde eine Stunde mit
250uL Hybridomaiiberstand 1:1 in PBS inkubiert. Der Signalnachweis erfolgte mit dem
Vectastain ABC Kit. Hierzu wurde fur eine Stunde mit dem darin enthaltenen, biotinylierten
anti-Maus 1gG inkubiert, mit PBST gewaschen und durch anschlief3ende Zugabe des Biotin-
Avidin-Komplexes in Gegenwart von Catechol und p-Phenylendiamin die Farbreaktion
ausgel Ost. Hat der erste Antikorper an das Antigen gebunden und wurde er vom biotinylierten
Zweitantikorper erkannt, kommt es durch die Anwesenheit von Enzym und Substrat zu einem
braunen Farbniederschlag.

2.14.2 Westernblot

Der Transfer von Proteinen nach der Gelelektrophorese auf Nitrocellulose erfolgte mit der
Biometra Fast Blot Apparatur nach dem Prinzip des ,, Semi dry blotting®. Es wurde nach dem
vom Hersteller angegebenen Protokoll gearbeitet. Die Quantitdt des Transfers konnte mit
einem bel der Gelelektrophorese verwendeten vorgefarbten Protein-Marker Uberprift werden.
Die Membranen wurden tber Nacht in 5% fettfreiem Milchpulver in TBST (10 mM Tris HCI
pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,05% Tween 20) bei 4°C geblockt.

Der Nachwels der Proteine mit Antikorpern wurde mit den ECL Western blotting detection
reagents (Amersham) nach dem angegebenen Protokoll durchgefihrt. Mit den Antikdrpern
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wurde eine Stunde inkubiert, die Waschschritte wurden auf dreimal 20 Minuten verlangert,
um den Hintergrund zu minimieren.

Fur den Test der Hybridomatiberstéande auf ihre Reaktivitét mit Homogenat von Drosophila
Kopfen wurde der Signalnachweis mit Alkaliner Phosphatase in Gegenwart von NBT/BCIP
durchgefuhrt.

2.14.3 Immunprazipitation

Zur Immunprézipitation und Koimmunprazipitation wurden verschiedene Techniken
ausgetestet. Die verwendeten Protokolle wurden der Produktinformation (Pharmacia), den
»Current protocols* (Ausubel et al., 1994) und ,Using antibodies’ (Harlow and Lane, 1999)
entnommen und teilweise modifiziert. Zur Homogenisierung von Larven und Fliegen wurden
unterschiedliche Puffer verwendet: Homogenisierungspuffer (150 mM NaCl; 10 mM HEPES
pH 7,4; 1 mM EGTA; 0,1 mM MgCl) wurde ohne Detergenz und Proteaseinhibitoren
verwendet; der NP-40 Lysis Puffer (150 mM NaCl; 50 mM Tris pH 8,0; 1% NP-40) ebenfalls
ohne Proteaseinhibitoren; der Lysis Puffer (150 mM NaCl; 50 mM Tris pH 7,4; 1% TritonX
100; 1 mM EDTA; 1 mM NaF; 1 mM DTT; 0,17mg/ml PMSF; 2ug/ml Leupeptin; Y100 Iy
Aprotinin; 5 mM Benzamidin) enthélt eine Reihe von Proteaseinhibitoren, wurde aber auch
ohne verwendet.

2.14.4 SDS-Gelladepuffer

Fur das Laden der Proteinproben wurde ein 5fach Puffer verwendet: 185 mM Tris pH 6,8;
50% Glycerol; 10% SDS; 625 mM DTT; 0,05% BPB.

2.15 Methoden zur Antikor pergewinnung

Die Gewinnung von monoklonalen Antikdrpern und die Kultur der Hybridomazellen wurde
wiebe T. A. Godenschwege (Godenschwege, 1995) beschrieben durchgefihrt.

2.15.1 Fusion von Maus-Milz- mit Myeloma-Zellen

Die praparierte Milz der immunisierten Maus wurde in RPMI 1640 Medium (GIBCO)
vorsichtig zerrieben. Die Milz-Zellsuspension wurde mit Myelomazellen (unsterbliche B-
Lymphozyten-Tumor-Zellen, die keine eigenen Antikorper mehr bilden kdénnen) in 40 ml
RPMI 1640 Medium vereinigt. Die Myelomazellen sollten sich fir die Fusion in der
Teilungsphase befinden und mufdten daher schon zuvor im Brutschrank einige Tage in HT-
Medium (70 ml RPMI 1640; 20 ml Medium 199; 1 ml Glutamax I; 2 ml HT-Supplement; 10
ml FKS) wachsen. Fir die Fusion wurden die Zellen abzentrifugiert und in 1 ml PEG 4000
vorsichtig resuspendiert. Das Volumen der Suspension wurde anschlief3end schrittweise durch
Zugabe von RPMI 1640 Medium auf 20 ml erhéht. Nach erneuter Zentrifugation wurden die
Zellen in 8 ml FKS aufgenommen und vorsichtig mit HT-Medium auf 40 ml aufgefillt. Die
Zellsuspension wurde nun auf 96er Platten (50ul/Napf) verteilt. Nach etwa sieben Tagen
waren die ersten Hybridomaklone zu erkennen. Nachdem die Né&pfe etwa zur Halfte
bewachsen waren wurden die Zellen in 24er Platten umgesetzt. Die Uberstande aus diesen
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Platten wurde mit ELISA und Westernblot Analyse auf ihre Reaktivitét gegen das Dos Protein
getestet. Von den einzelnen Zellklonen wurden jeweils mehrere Aliquots in flissigem
Stickstoff eingefroren.

2.15.2 Subklonierung der Hybridomazellen

Die im ELISA und im Westernblot positiven Klone wurden subkloniert um sicher zu stellen,
da’ jeder Hybridoma Zellklon von einer einzelnen Zelle abstammt und somit ein
monoklonaler Antikorper sezerniert wird.

Zunéchst wurde die Lebend-Zellzahl der Hybridomaklone bestimmt und die Zellsuspension so
weit mit HT-Medium verdinnt, da3 etwa 5 Zellen/Napf in eine frische Platte mit
Subklonierungsmedium (6 ml HT-Medium; 300 pl HECS; 100 pl ESG) getropft werden
konnten. Nach etwa einer Woche waren einzelne Zellklone sichtbar. Es wurden nur digjenigen
Hybridomaklone weiter getestet, die eindeutig von einer einzelnen Zelle abstammten. Die
Uberstande wurden mittels ELISA und Westernblot Analyse auf ihre Reaktivitit gegen das
Dos Protein getestet. Zur Gewinnung von grof3eren Mengen Hybridomatiiberstand wurden die
Hybridomazellen in 50 ml Kulturflaschen in HT-Medium gehalten. Die Uberstande wurden
bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.16 Keimbahntransfor mation

Die Keimbahntransformation von Drosophila Embryonen wurde wie bei T. Twardzik
beschrieben (Twardzik, 1993) durchgefuhrt. Zur Transformation wurde Qiagen gereinigte
DNA verwendet. 12ug P-Element-Vektor und 4ug pUChpD2-3 (Rio and Rubin, 1985)
wurden gemischt und mit Ethanol prézipitiert. Das Pellet wurde in 20ul Injektionspuffer (5
mM KCI; 0,1 mM NaPO4-Puffer pH 6,8) resuspendiert. Bis zu 30 Minuten alte Embryonen
(entweder w8 oder yw'*®) wurden fiir 90 Sekunden mit 7% Na-Hypochlorid dechorioniert,
30 Minuten Uber Silicagel getrocknet und mit Voltalev-Ol Uberschichtet. Die Injektion
erfolgte unter dem Lichtmikroskop in den hinteren Bereich der Embryonen. Nach 48 Stunden
bei 18°C wurden die geschltpften Larven vorsichtig auf frische Breiglaser transferiert. Die
geschltipften Fliegen wurden mit dem Ausgangsstamm (W8 oder yw'*®) gekreuzt. In der F1
Generation wurde nach Transgen exprimierenden Fliegen gescreent (erkennbar am P-
Element-Marker), diese wurden dann mit Baancer-Stammen weiter gekreuzt, um den
Insertionsort (nur Chromosom) der P-Elemente zu bestimmen. Fir jedes Transgen wurden
mindestens zwei voneinander unabhangige Linien etabliert.

2.17 Fliegenzucht

Die Hatung der Stdmme erfolgte bei 18°C in einer Klimakammer bei konstanter
Luftfeuchtigkeit und einem 12 stiindlichem Helldunkel Rhythmus. Kreuzungen wurden bei
24°C und sonst gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Die Expression von Transgenen unter
dem hsp70 Promotor erfolgte in einem Brutschrank im Dauerdunkel. Hierbei wurde viermal
taglich fur eine Stunde die Temperatur von 24°C auf 37°C erhoht.
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2.18 Fliegenkreuzungen

Nach der Keimbahntransformation wurden fir jedes Konstrukt (im folgenden Absatz
algemein: P[w']) mehrere voneinander unabhéngige, transformante Linien etabliert. Hierzu
wurden die aus den injizierten Embryonen geschltpften Fliegen in Einzelkreuzungen mit
w8 Fliegen gekreuzt. In der F1 Generation wurde nach transgenen Fliegen mit roten Augen
gescreent. Rotaugige Fliegen wurden dann einzeln mit w***® Fliegen zuriickgekreuzt. Der
Insertionsort der P-Elemente auf Chromosomenebene wurde durch die Kreuzung mit
Balancerstdmmen festgelegt. In parallelen Kreuzungen wurden die P-Element Mannchen der
F2 Generation mit w''®; Sco / SVI6, CyO bzw. w8 TM3, S, e / TM6B, Tb, Hu, e
Jungfrauen gekreuzt. P[w'] und SM6, CyO F3 Mannchen wurden mit w8, Sco / SM6, CyO
und F3 Méannchen mit P[w*] und TM3, Sb, e wurden mit w**8; TM3, Sb, e/ TM6B, Th, Hu, e
weitergekreuzt. Anhand der erhatenen Markerkombinationen wurden die P-Element
Insertionen den Chromosomen 1 bis 3 zugeordnet. Zur Etablierung von stabilen Stémmen
wurden die Fliegen abschlielend homozygot gekreuzt (P[w'] / SM6, CyO mit P[w'] / SM6,
CyO bzw. P[w'] / TM3, Sb, e mit P[w'] / TM3, S, €). Firr die Konstrukte mit yellow Marker
wurden die entsprechenden Kreuzungen im yw'**® Hintergrund durchgefiihrt.

Die einzelnen Schritte der Kreuzungen sowie die Kreuzungsschemata fir die durchgefihrten
Assays sind zur besseren Ubersicht in den entsprechenden Kapiteln des Ergebnisteils
dargestellt.

2.19 Antikorperfarbung von Augenimaginalscheiben und Embryonen

Augenimaginalscheiben von Larven im dritten Larvenstadium wurden mit Mundhaken
prépariert und auf Eisin PBS (139 mM NaCl; 5,5 mM NaHPO;; 1,14 mM NaH2POy) bis zur
weiteren Verwendung gelagert. Fixiert wurde mit Paraformaldehyd (720ul PFA; 60ul 1M
NaPO4-Puffer pH 6,8; 200ul Na-Perjodat; 1ml 150 mM Lysin) for 30 Minuten auf Eis.
Anschlief3end wurde mindestens dreimal 15 Minuten mit PBT (PBS; 3% Triton X 100; 3%
Normales Ziegen Serum) gewaschen. Die Inkubation mit dem ersten Antikorper (Maus anti-
Dos BB117/2 in einer Verdinnung von 1:10 in PBT) erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Nach
mehrmaligem Waschen (siehe oben) wurde mit dem zweiten Antikérper (anti-Maus Cy3
1:300 in PBT) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert (ab hier abgedunkelt arbeiten,
um das Ausbleichen des Fluoreszenz-Farbstoffs zu verhindern). Das Einbetten fir die
Fluoreszenz-Mikroskopie erfolgte ohne Mundhaken entweder in Vecta-Shield Mounting
Medium oder in PBS mit 50% Glycerol und Phenylendiamin. Um das Austrocknen zu
vermeiden wurden die Rénder der Deckgléser mit Nagellack abgedichtet.

Die Drosophila Embryonen wurden zundchst 90 Sekunden mit 7% Na-Hypochlorid
dechorioniert und fir 15 Minuten fixiert. Fir die weitere Behandlung wurde wie bei der
Augenscheiben-Farbung verfahren.
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2.20 Histologie

Semidunnschnitte (1nm) von Fliegenaugen wurden mit dem Ultracut Mikrotom der Firma
Reichelt und Jung hergestellt. Hierflr wurden auf Eis die Fliegenkopfe abgetrennt und Rissel
sowie die Luftsacke entfernt ohne die Ommatidien zu verletzen. Bis zur anschlief3enden
0Os04-Fixierung wurden die Kopfe in Drosophila-Ringer-Losung (1,28 M NaCl; 47 mM KCI,
19 mM CaCl,) auf Eis aufbewahrt. In Coagulations-Glasréhrchen wurde fur 30 Minuten in der
Fixierlosung (1% OsOg; 2% Glutaraldehyd; 50 mM Na-Cacodylat pH 7,3) auf Eis fixiert.
Nach zweimaligem Waschen mit 0,2 M Na-Cacodylat pH 7,3 wurde fir zwel Stunden bei 0°C
in 2% OsO, nachfixiert. Entwassert wurden die Kopfe anschlief3end fir je zehn Minuten bel
Raumtemperatur in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 96%, 100%, 100%).
Vor dem Uberfihren in ein 1:1 Epon-Propylenoxid-Gemisch wurde zweimal mit
Propylenoxid fur je 20 Minuten inkubiert. Nach dem Abdampfen des Propylenoxids wurden
die Kopfe in reinem Epon eingebettet und einige Tage bei 60°C bis zur vollstandigen
Polymerisation getrocknet.

Die Augenschnitte wurden in einen Wassertropfen auf Objekttrager transferiert und bei 60°C
auf einer Heizplatte getrocknet. Zur Kontrastierung der Rhabdomere wurde fur drel Minuten
mit 1% Toluidinblau, 1% Borax gefarbt. Nach dem Trocknen wurden die Objekttrager mit
DePex® und Deckglasern fur die Mikroskopie eingedeckelt und Uber Nacht bei 60°C
getrocknet.

2.21 Epon Einbettmedium

Gebrauchsfertiges Epon (Glycid Ether 100) mit einer mittleren Héarte nach der Polymerisation
wurde in groferen Mengen zusammen gemischt und bis zur Verwendung bel -20°C gelagert
um das Polymerisieren zu verhindern. Fur die fertige Mischung wurden vier Telle Losung A
(42,6% Epon; 57,4% DDSA) und drel Teile Lésung B (52,5% Epon; 47,5% MNA) gut
verrihrt. Zum Schlufd wurden 2% DMP-30 als Harter zugegeben. Alle hierfir verwendeten
Chemikalien wurden von der Firma Serva bezogen.

2.22 Mikroskopie

Die Mikroskopie der Semidinnschnitte wurde mit einem Leitz Aristoplan Mikroskop unter
normalem Durchlicht durchgefthrt. Fir die Herstellung von Diapositiven wurde ein Leitz
Orthomat benutzt. Als Filmmaterial diente hierbel ein Kodak Select 160T Kunstlichtfilm.
Fluoreszenz-Mikroskopie von GFP und Antikoérpern wurde an einem Konfokalen Laser
Scanning Mikroskop der Firma Leitz durchgefthrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung eines Antikor pers gegen das Dos Protein

Da fur die funktionelle Charakterisierung von Proteinen spezifische Antikorper von grof3er
Bedeutung sind, wurde versucht, einen monoklonalen Maus Antikdrper gegen das Dos Protein
herzustellen. Hierzu wurde zunéchst die dos-cDNA in zwel verschiedene Expressionsvektoren
kloniert und as Fusionsprotein exprimiert. Durch das Fehlen von geeigneten
Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung wurde in beiden Fallen nicht die komplette
cDNA Sequenz verwendet. Dem GST-Dos Fusionsprotein fehlen N-terminal 38
Aminosauren, beim His-Dos Fusionsprotein fehlen ebenso N-terminal 353 Aminosauren.

Die Expression der Fusionsproteine wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG zur jeweiligen
Bakterienkultur induziert. Der pGEX Vektor (GST-Dos) wurde in XL1-Blue, der pET16b
Vektor (His-Dos) in BL21 gehalten. Die Expression der Proteine wurde durch Protein-
Gelelektrophorese des Bakterienlysates und anschlief3ender Coomassie-Farbung der Gele
Uberprift. Ein Maximum der Expression war drei Stunden nach der |PT G-Induktion sichtbar.
Die Aufreinigung der Proteine aus grofderen Kulturvolumina wurde zunéchst dadurch
erschwert, dal3 die Fusionsproteine unldslich in Form von ,inclusion bodies* vorlagen. Das
Abtrennen des GST- bzw. His-tags funktionierte nicht und es konnten auf diese Art keine
ausreichenden Mengen an Protein gereinigt werden.

Fir die Immunisierung der Mause wurde das GST-Dos Protein schliefdlich durch Elution aus
Acrylamidgelen gewonnen, das zundchst unlésliche His-Dos Protein konnte in einem
aufsteigenden Harnstoffgradienten aus den ,inclusion bodies* gelést werden. Die
Hauptfraktion war in 7 M Harnstoff [6dich und wurde ohne weitere Dialyse fur die
Immunisierung verwendet.

Tag Schritt Antigen Mause
1 1. Immunisierung GST-Dos M1-M3
14 | 2. Immunisierung GST-Dos M1-M3
35 |3. Immunisierung His-Dos M1-M3
42 | 1. Abnahme der Antiseren M1-M3
48 | 4. Immunisierung His-Dos M3

50 | 5. Immunisierung His-Dos M3

52 |Fusion (Milz-Myeloma), M3

Abnahme von Antiserum

Tabelle 3.1.: Immunisierungsplan zur Gewinnung von Dos Antikorpern.

Dabei den Fusionsproteinen der GST- bzw. His-Anteil noch vorhanden und die Proteine nicht
vollstandig gereinigt waren, wurde mit beiden immunisiert. Dieses Vorgehen sollte eine hohe
Spezifitét fur den Dos Antikérper gewdahrleisten und sicherstellen, dal? keine Antikorper gegen
den GST- bzw. His-Anteil gebildet werden. Fir die erste und zweite Immunisierung wurden
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drei Mause (M1 - M3) mit je unterschiedlicher Menge GST-Dos Fusionsprotein (M1 ® 1ug;
M2 ® 2,5ug; M3 ® 5pug) injiziert. Ab der dritten Immunisierung der Mé&use wurde dann das
His-Dos Fusionsprotein verwendet. Der Immunisierungsplan ist in Tabelle 3.1. dargestellt.
Zwischen der dritten und vierten Immunisierung wurde den Mé&usen Antiserum entnommen
und auf einem Westernblot getestet. Zum Test der Seren wurde Kopfhomogenat von w; P[w",
SE/hsp-dos| Fliegen (diese wurden zuvor fur eine Stunde auf 37°C gehalten, um die
Expression des Transgens zu induzieren) und das bakterielle His-Dos Fusionsprotein fur den
Westernblot verwendet. Das sE/hsp-dos Konstrukt (Raabe et al., 1996) beinhatet die
komplette dos cDNA unter der Kontrolle einer duplizierten sevenless Enhancer Sequenz und
dem hsp70 Promotor, was eine ektopische, ubiquitdre Expression des Dos Proteins
ermdglicht. Bei allen drei Mausen war die Immunisierung erfolgreich. Das Serum von Maus3
zeigte auf dem Blot den geringsten Hintergrund und die Bande fir das Dos Protein aus
Kopfen, sowie die fir das Fusionsprotein waren sehr deutlich. Fir die weiteren
Immunisierungen wurde daher Maus3 verwendet.

Die Fusion von Maus Milzzellen und Myeloma Zellen wurde von A. Hofbauer durchgefihrt.
Anschlieffend wurden zunéchst mehrere Hybridoma Zellinien etabliert und deren Uberstande
mittels ELISA auf ihre Reaktivitdt mit beiden Fusionsproteinen getestet. Durch dieses
doppelte Testverfahren konnte sichergestellt werden, dald3 die von den Hybridomazellen
sekretierten  Antikérper weder gegen den GST- noch gegen den His-Antell der
Fusionsproteine gerichtet sind. Die Epitope befinden sich folglich im Bereich der C-
terminalen 525 AS des Dos Proteins. Vier Zellinien, deren Uberstande mit beiden Proteinen
positiv waren, wurden zur Antikdrpergewinnung weiter gehalten.

Die vier Zdlinien wurden subkloniert, um sicher zu stellen, da® monoklonale
Hybridomalinien vorliegen, die je einen monoklonalen Antikdrper produzieren. Die
etablierten Subklone wurden wiederum wie oben beschrieben mittels ELISA gescreent.
Zusitzlich wurden sie auf einem Westernblot mit Kopfhomogenat von w; P[w", sE/hsp-dos]
Fliegen (nach Hitzeschock) auf positive Reaktion getestet. Nur die in allen Tests eindeutig
positiven Hybridomaiiberstande wurden zur weiteren AntikOrpergewinnung gehalten.
Insgesamt konnten 34 monoklonale Zellinien aus zwei der vier positiven Ausgangsinien
etabliert werden. Die Hybridomalinie BB117/2 wurde zur Antikdrpergewinnung in
Grofkultur gehaten und die restlichen Zellinien wurden in flissigem Stickstoff eingefroren
(siehe Anhang).

3.2 Darstellung des Dos Proteins

Das Dos Protein hat eine Lange von 878 Aminosauren mit einem vorhergesagten
Molekulargewicht von 96 kD. Die Westernblot Analysen fur den Antikdrper Screen ergaben
jedoch eine geringere Mobilitdt bel der Polyacrylamid Gelelektrophorese, hier lauft das
Protein bel ca. 115 kD. Das vom Molekulargewicht abweichende Laufverhalten kann man
dadurch erklaren, dal’ das Dos Protein durch aktivierte RTK s phosphoryliert werden kann
(Herbst et a., 1996), was zu einem veranderten Laufverhalten beitragen konnte.
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Mittels Westernblot Analyse wurde das Dos Protein genauer untersucht. Es wurden zunéchst
Vorversuche durchgefihrt, um geeignete Antikorper Verdinnungen und Proteinmengen zu
ermitteln. Die besten Ergebnisse brachten ein 1:10 Verdinnung des Hybridomaiiberstandes
BB117/2 und eine 1:7500 Verdinnung des HRP gekoppelten zweiten Antikorpers in TBST
(10 mM Tris HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,05% Tween 20). Fiur den Nachweis von
Hitzeschock induziertem Protein waren das Gesamtprotein von funf Fliegenkdpfen oder drei
dritten Larven ausreichend. Der Nachweis von endogenem Dos war nur mit dem
Gesamtprotein von zehn Kopfen moglich, da im Adultstadium die Expression sehr schwach
ist. Die starkere Expression im Larvenstadium ermoglichte den Nachweis von endogenem
Dos mit drei bis flnf dritten Larven. Die genannten Mengen fur die Westernblot Analyse sind
die untere Grenze fir die verwendete Nachweisreaktion und fir die verwendete Gelgrofie
(11cm x 7cm). Eine grofRere Proteinmenge fuhrte stets zu einem unerwinscht starkeren
Hintergrund.

kD 1 2 3 4 S} 6

175
<+Dos-GFP

<+Dos

83

62

47,5

32,5 )

Abbildung 3.1.: Westernblot mit dem monoklonalen Maus anti-Dos (BB117/2) Antikorper.

Aufgetragen wurde jeweils das Gesamtprotein von zehn dritten Larven (Spur 1), von funf

dritten Larven (Spuren 2 bis 4) und von acht zweiten Larven (Spuren 5 und 6), um

Unterschiede in der Proteinmenge auszugleichen. Die Expression der Transgene in Spur 2

bis 4 wurden durch einen einstiindigen Hitzeschock induziert. 1) w8 ; 2) w; P[w", sE/hsp-

dos] ; 3) und 4) w; P[w", sE/hsp-dos-GFP] (Linien DG21 und DG38ll); 5) dos™ ; 6)

dos™*
Da fiir beide dos Allele (dos™® und dos™") nicht bekannt war, ob es sich um ,loss of
function“ oder Protein-Nullallele handelt, wurde eine Westernblot Analyse durchgefihrt. Bei
der P-Element Linie dos > wurde davon ausgegangen, daf? kein Protein mehr gebildet
werden kann, da das P-Element im ersten Intron der dos Sequenz inseriert und dadurch eine
Trandation des Transkriptes mit P-Element Sequenz sehr unwahrscheinlich ist. Uber die
Mutation im EMS Allel dos™! war noch nichts bekannt, so daR ein Westernblot einen ersten
Aufschlul dartiber geben konnte. Da beide Allele spétestens in der dritten Larve homozygot
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letal sind, muRten zweite bis dritte Larven aus den Stammen dos ™™ oder dos™" / TM6B, Th,
Hu, e gesammelt werden, die nicht den Marker Tb (kurze und dicke Larven) besitzen und
somit homozygot fur das jeweilige dos Allel sind.

Auf dem Westernblot (Abb.: 3.1.) erkennt man bei den als Positivkontrolle verwendeten w8
und bei den Hitzeschock induzierten w; P[w", sE/hsp-dos] Larven eine deutliche Bande fiir
das Dos Protein bei ca. 115 kD. Bei den kleineren Banden handelt es sich offensichtlich um
Abbauprodukte, da diese schwéacher werden, wenn mit Zusatz von Proteaseinhibitoren
gearbeitet wird. Die Expression des GFP getaggten Dos Proteins in den w; P[w", SE/hsp-dos-
GFP] Larven (Schmidt, 1997) wurde ebenfalls durch einen enstindigen Hitzeschock
induziert. Auf dem Blot erkennt man ein um den GFP-tag (241 Aminosduren, DNA Sequenz
siehe Anhang) vergrol3ertes Protein, welches bei ca. 155 kD lauft und eine sehr schwache
Bande bei 115 kD, die das endogene Dos Protein représentiert. Bei den homozygoten Larven
der beiden dos Allele dos ™ und dos™" konnte kein Protein auf dem Blot nachgewiesen
werden. Bei dos™* handelt es sich offensichtlich um ein Nullallel, bei dos™" kénnte es sich
aber auch um ein verkurztes Protein handeln, welches nicht erkannt wird, da das Epitop des
Antikorpersim Bereich der C-terminalen 525 AS liegen mul3. Hierauf wird in Punkt 3.3 ndher
eingegangen.

Abbildung 3.2.: Antikérperfarbung mit Maus anti-Dos an w***® Embryonen. Als zweiter
Antikorper wurde ein Cy3 gekoppelter Ziege anti-Maus verwendet. A) bis D) zeigen vier
verschiedene Scan-Ebenen vom Vorderpol enes Embryos kurz vor dem
Blastodermstadium. Die Zellmembranen beginnen sich gerade von auffen nach innen
einzuziehen. A) und B) zeigen die Aufsicht auf den Embryo, C) und D) Querschnitte. Das
Dos Protein ist vorwiegend an den Membranen lokalisiert, nur wenig befindet sich frel im
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Cytoplasma. Die Aufnahmen wurden mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop
gemacht.

Die Lokalisierung des Dos Proteins wurde anhand von Antikorperféarbungen an Embryonen
und Augenimaginalscheiben mit der Methode der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie
untersucht. Fur die Férbungen erwies sich eine 1:10 Verdinnung des BB117/2
Hybridomaiiberstandes in PBT (140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM NaHPO, x 2H,0;
1,5mM KH2POg4; 3% TritonX 100) als geeignet. Als zweiter Antikdrper wurde ein mit
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 gekoppelter Ziege anti-Maus 1gG verwendet. Vor der Inkubation mit
den Antikorpern wurde das Gewebe wie in 2.19 beschrieben fixiert, um das Eindringen der
Antikorper zu ermoglichen.

In wildtypischen Embryonen findet man Dos fast ausschlief3lich im Cortex und nur sehr wenig
ist diffusim Dotter verteilt. Beim Ubergang in das Blastodermstadium (Abb.: 3.2.) findet man
das Protein an den sich peripher einziehenden Membranen des Embryos. Die sehr frih in der
Entwicklung beginnende Expression von Dos steht im Einklang mit Ergebnissen die zeigen,
daf’d das Protein auch bel der Signaltransduktion der Torso RTK eine Rolle spielt, welche fir
die Entwicklung der Schwanz- und Kopfregion des Embryos wichtig ist (Hou et al., 1995;
Raabe et a., 1996).

Abbildung 3.3.: Konfokale Aufnahme einer Augenimaginalscheibe von w'*® Larven im
dritten Stadium geférbt mit Maus anti-Dos. Posterior befindet sich links (links unten in B),
die morphogenetische Furche ist jeweils durch einen Pfeil markiert. A) Ubersicht der
Imaginalscheibe, Dos wird vorwiegend in der morphogenetischen Furche und in den
dahinter liegenden ommatidialen Clustern exprimiert. B) Ausschnittsvergrof3erung der
Reihen 1-10 hinter der Furche (rechts oben), Dos wird in den sich entwickelnden
Photorezeptorzellen exprimiert. C) Der apikal-basal (unten) Schnitt zeigt eine apikale Dos
Expression in der morphogenetischen Furche und in den ommatidialen Clustern. Die
Grofenmarker entsprechen 500pmin A) und 10pmin B) und C).

Bei der Farbung von w'*® Augenimaginalscheiben dritter Larven (Abb.: 3.3.) mit Maus anti-
Dos findet man eine starke Expression in der morphogenetischen Furche und in den Zellen der
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sich dahinter entwickelnden Ommatidiencluster. Die Photorezeptor Zellen fillen das ganze
Cluster aus, eine genaue Zuordnung der Expression zu einzelnen Zellen ist daher nicht
maoglich. Offensichtlich jedoch wird Dos vorwiegend in den Photorezeptorzellen und deren
Vorléaufern exprimiert. Bei stérkerer Vergréf3erung erkennt man, dai die gefarbten Cluster mit
zunehmendem Abstand zur Furche grof3er werden, was mit der schrittweisen Determinierung
der Photorezeptorzellen zusammenhangt. In einem Schnittbild von apikal nach basal erkennt
man, dald Dos apikal in den ommatidialen Clustern in einer schmalen Region direkt unter der
Oberflache, in der sich die Adherens Juctions befinden, lokalisiert ist. In Ubereinstimmung
mit genetischen Experimenten, die zeigen, dal3 Dos fur die Entwicklung aller Photorezeptoren
bendtigt wird, ist die Expression von Dos nicht auf die R7-Zelle beschréankt (Raabe et al.,
1996).

3.3 Sequenzierung des dos™ Allels

Das dos™! Allel stammt aus einer EM S (Ethylmethansulfonat) Mutagenese. EM'S bewirkt die
Alkylierung von Guanin durch das Anhdngen von Methyl- oder Ethylgruppen, was
Fehlpaarungen bel der DNA Replikation (Transitionen von G-C nach T-A) zur Folge hat. Man
kann deshalb davon ausgehen, da es sich bei dos™* um eine oder mehrere Punktmutationen
handelt.

Da zu Beginn der Arbeit (iber das EMS-Allel dos™! keine molekularen Informationen
vorlagen, sollte die Sequenzierung Aufschluld Uber die Mutation/en geben. Das Allel ist
homozygot letal und kann daher nur Uber Baancerchromosomen gehalten werden.
Homozygote Individuen entwickeln sich maximal bis in das dritte Larvenstadium. Diese sind
in ihrer Entwicklung stark zurtickgeblieben. Sie sind wesentlich kleiner als Wildtyp Larven in
vergleichbaren Stadien und ihre Imaginalscheilben sind stark unterentwickelt oder nur
rudimentér vorhanden. Durch den dominanten, larvalen Marker Tb (kurze und dicke Larven)
auf dem TM6B Balancerchromosom war eine Unterscheidung der Genotypen im
L arvenstadium moglich, und es konnten homozygote dos™* Individuen gesammelt werden.
Eine direkte Sequenzierung von genomischer DNA setzt grof3ere Template Mengen voraus als
die Sequenzierung von Plasmid-DNA oder PCR-Produkten. Der genomische dos Bereich
sollte aus homozygoten dos™* Larven durch PCR amplifiziert, subkloniert und anschlieRend
sequenziert werden. Hierzu wurde zunéchst in mehreren parallelen Ansdtzen, um eine
Kontamination mit wildtypischem dos vom TM6B Balancerchromosom auszuschlief3en, aus
je zehn dos™Ydos™! Larven die DNA mit dem QIAmp® Blood/Tissue Kit isoliert. Die
erhaltene, sdulengereinigte genomische DNA eignete sich gut fur die Amplifikation durch
PCR.

Zur Amplifikation des genomischen dos Bereiches wurde ein Set von Primern
zusammengestellt, die den kompletten kodierenden Bereich nach Exons in sechs Fragmente
unterteilen (Abb.: 3.4. A). Da Exon vier und funf sehr klein sind wurden diese
zusammengefaldt. Die Primer fur das Amplifikat | (= Exon 1) basieren auf benachbarten
Intronsequenzen, was auch fur den forward Primer von Amplifikat Il (= Exon 2) gilt. Die
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Ubrigen Primer wurden so gewahlt, dal3 sich Uberlappende Fragmente ergaben, welche die
Introns zwei bis sechs mit einschlief3en. Die Grofe der Fragmente lag zwischen 400 bp und
1110 bp, was eine leichte und schnelle Amplifikation mit relativ geringer Fehlerrate
ermdglichen sollte.

Im ersten Schritt wurden die Annealingtemperaturen und die MgCl, Konzentrationen fir die
einzelnen Primerpaare optimiert. Die optimale Annealingtemperatur lag fur alle bel 55°C, die
MgCl, Konzentration lag fur Amplifikat 11 und 111 bei 1,6 mM und fir 1V/V, VI und VII bel
1,8 mM. Bis auf Amplifikat | konnten so fur alle Primerkombinationen saubere Amplifikate
gewonnen werden. Exon 1 konnte auch mit einem neuen Primerpaar und anderen
Primersequenzen nicht amplifiziert werden, deshalb wurde nur mit den Ubrigen Produkten
weiter gearbeitet.

Die Produkte der optimierten, genomischen PCR (Reaktionsansatz siehe Tabelle 3.2), die mit
Tag Polymerase durchgefuhrt wurde, wurden mittels Gelelektrophorese auf ihre Grolde
Uberprift und anschliefend Uber Séulen aufgereinigt. Da die DNA Mengen fur die
Sequenzierung nicht ausreichend waren, wurde mit Pfu Polymerase (Reaktionsansatz siehe
Tabelle 3.2) nachamplifiziert, um durch ihre ,,Proof-reading Aktivitét“ die Fehlerrate bei der
PCR moglichst gering zu halten und um glatte Enden bel den Produkten zu bekommen.

Genomische PCR mit Taq Polymerase PCR mit Pfu Polymerase
genom. DNA [0,4 - 0,5ug/ul] 25ul Primaramplifikat [0,1pg/pl] 1,0u
10 x Puffer 5,0 pl 10 x Pfu Puffer 10,0 ul
dNTP's[42 mM] 5,0 pl dNTP’s[425 mM] 0,8l
MgCl, [16 bzw. 18 mM] 5,0 pl Primer 1[20 uM] 254l
aPrimer [20 pM] 25ul Primer 2[20 uM] 25ul
H.O 27,5ul H,0 82,2 ul
Taq Polymerase 0,2ul Pfu Polymerase 1,0 ul
Gesamt 50,0 pl Gesamt 100,0 pl

Tabelle 3.2.: Gegenuiberstellung der unterschiedlichen Reaktionsansétze fur PCR mit Taq
und Pfu Polymerase.
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dos dos®
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- Il

— - VI —

| » 400 bp
Il » 600 bp
Il » 1000 bp

IV/V » 650 bp
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VIl » 1110 bp
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STPNLMAADL
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Al VARRNAHS

GAVAAI SAAA
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NAYKLGNSAT
PGSMBVQHQR

TLAEAAA(
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NNLDPKFYDT
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ASLAEAGDQG
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MSPATRRSSG
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AGGARAPVPS SWYRSVDFV KTEAFKRI RE
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841 ERESSGNK:

Abbildung 3.4.: Sequenzierung von dos . A) Schematische Darstellung der genomischen
dos Region (oben), der Amplifikate (graue Balken) und der cDNA (schwarze und weif3e
Balken) im richtigen GroRRenverhdltnis. Pfeile symbolisieren die Lage der Primer (5-3" =
forward, 3'-5" = revers). Die GrofRen der Fragmente sind in einem Kasten dargestellt. B)
Vergleich der Aminoséuresequenzen von Dos und Dos™. Der nicht sequenzierte Bereich
der N-terminalen 22 AS (Exon 1) ist kursiv und unterstrichen. Unterschiedliche
Aminosauren sind hervorgehoben, das Stopcodon (*) in Dos™" ist mit einem Pfeil markiert.

1kb
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Da eine direkte Sequenzierung der DNA nicht erfolgreich war und durch mehrfaches
Nachamplifizieren potentielle Fehler akkumuliert werden, wurden die Fragmente zunéchst mit
dem pCR-Script™ Amp SK(+) Cloning Kit (Stratagene) subkloniert. Von jedem Fragment
wurden anschlief3end mindestens zwei Amplifikate, die von unterschiedlichen genomischen
dos™/dos™! DNA Préparationen stammten, doppelstréngig sequenziert. Die erhaltenen Daten
wurden mit dem DNAsis Computerprogramm ausgewertet, wobel nur die gegentber der dos
Sequenz veranderten Basen Ubernommen wurden, die in allen Sequenzen gleichzeitig
auftraten. Veranderte Basen in Einzelsequenzen wurden auf Fehler der Polymerase
zurickgefuhrt und nicht Gbernommen.

Anhand der Sequenzdaten konnte eine Aminosauresequenz fiir Dos™" erstellt werden. Da das
erste Exon nicht amplifiziert werden konnte, fehlen fur die ersten N-terminaen 22
Aminosauren im Dos™! Protein die entsprechenden Sequenzdaten. Die ermittelte Sequenz hat
im Vergleich zum wildtypischen Dos Protein sechs verénderte Aminosduren (Abb.: 3.4. B).
Bel Ala?® Val, Val'®® Phe und zweimal Leu?**?*°® Phe bleibt der hydrophobe Charakter
der Aminoséuren erhalten. Der Austausch von Ser'™® Phe andert eine hydrophile in eine
hydrophobe Seitengruppe, was Auswirkungen auf die Tertidrstruktur des Proteins haben
koénnte. Eine fiir die Proteinfaltung kritische Mutation ist der Austausch von Pro®’® GIn, hier
wird eine Iminosaure durch eine Aminosaure mit endstandiger, ionisierbarer Aminogruppe
getauscht. Mit Position 462 (Pfeil in Abb.: 3.4. B) endet das offene Leseraster durch ein
Stopcodon in der dos™! Sequenz, was zum Wegfall von 416 C-terminalen Aminosauren fiihrt.
In dem fehlenden Bereich des Dos Proteins befinden sich drei potentielle SH2-Doménen
Bindungsstellen. Zumindest fir eine dieser Bindungstellen konnte gezeigt werden, dal3 sie
essentiell fur die Dos Funktion ist (siehe Abschnitte 3.5, 3.7.3 und 3.8).

Die Ergebnisse zeigen, da? es sich bei dos™! wahrscheinlich um ein ,loss of function“ Allel
handelt. Der Austausch von sechs Aminosduren und der Verlust von drei mdglichen
Bindungsstellen fur SH2-Doménen durch das Stopcodon konnte fir die Letalitét
verantwortlich sein. Um die gefundenen Aminosdurenaustausche eindeutig zu bestétigen,
wére zusétzlich der Vergleich mit den genomischen Sequenzdaten des zur Mutagenese
verwendeten Ausgangsstammes notwendig.

3.4 invitro Mutagenese von SH2-Domé&nen Bindungsstellen

Zur Untersuchung der potentiellen SH2 Doménen Bindungsstellen fur Shc, PLCg, Pl3kinase
und Csw im Dos Protein wurden durch in vitro Mutagenese jewells die phosphorylierbaren
Tyrosine in den Konsensussequenzen der Bindungsstellen gegen Phenylalanin ausgetauscht.
Die funf vorhergesagten Bindungsstellen fir das Drk Protein wurden nicht ndher untersucht.
Fir den Austausch von Tyrosin gegen Phenylalanin muRte jeweils nur eine Base (Tyr: TA'/¢
® Phe: TT'/c) in der DNA Sequenz gedndert werden. Die Mutagenese wurde mit dem
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) durchgefiihrt. Bei  der
Primersynthese wurde eine Lange von 36 bis 43 bp gewahlt, um eine stabile Bindung an das
Template zu ermoglichen (Primersequenzen siehe 2.3.).

31



Mutation Bindungsstellefir: Basentausch Primer

Y 316F Shc Ao® T | Y316F-1, Y316F-2
Y 358F PLCg A11s® T | Y358F-1, Y358F-2
Y537F PLCg Auss® T | Y537F-1, Y537F-2
Y631F PI3K Aws®T | 631Y-FL, 631Y-F2
Y801F Csw An®T | 801Y-F1, 801Y-F2

Tabelle 3.3.: Ubersicht iiber die durch in vitro Mutagenese eingefiihrten Mutationen.

Als Template diente das Plasmid pTW17, ein pBluescript || KS (+) in den die vollstandige
dos cDNA kloniert ist. Die Templatemenge betrug 50ng pro Ansatz, je Primer wurden 150ng
eingesetzt. Da es fUr die Genauigkeit der Amplifikation noch keine Anhaltspunkte gab, wurde
im Fall der Mutation der Csw Bindungsstelle (Y 801F) die gesamte cDNA Sequenz tberpriift.
Die so erhatenen Sequenzdaten wurden mit der cDNA Sequenz verglichen. Es traten keine
Fehler bei der PCR auf, beide Sequenzen waren identisch bis auf die eingefligte Mutation
A2447® T

K
©
Asp718 T*fb\/ T Notl
l) SE/hSp_dOSY316F SE/hSp I
5 3
X &
) 4)
Asp718 R {go T T\éb T Notl
2) SE/hSp_dOSY358+537F SE/hSp | | I
5 3
A N
sp718 T ~\€b/ A Notl
|
3) SE/hSp'dOSYG31F SE/hSp | I
5 3
5
Asp718 4%0 Notl
|
4) SE/hSp-dOSYSOlF SE/hSp I I
5 3
1kb

Abbildung 3.5.: Konstrukte mit mutierten SH2-Doménen Bindungsstellen. In grau sind die
nicht trandatierten 3" und 5" Regionen dargestellt. Das zur Genregulation benétigte sE/hsp-
Element ist in den Transformationsvektor integriert, Asp718 und Notl wurden zur
Klonierung der cDNA"s in diesen Vektor verwendet. Die Mutationen von Konstrukt 1) bis
4) sind gekennzeichnet. Die Enzyme Rsrll [R], Nhel [N] und Aflll [A] wurden zur
Subklonierung von mutierten Fragmenten bei Konstrukt 1) bis 3) verwendet.

Fur die Ubrigen Punktmutanten wurde nach einer Mdglichkeit gesucht den Umfang der
Sequenzierungen zu minimieren. Drel Enzyme, die nicht im Vektor und nur einmal in der
cDNA schneiden (Rsrll, Nhel und Aflll) waren dazu geeignet den Bereich der
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Punktmutationen als kleine Fragmente (ca. 500 bis 800 bp) auszuschneiden. Die Fragmente
konnten so, nachdem ihre Sequenz auf das Vorhandensein der eingefihrten Punktmutation
Uberprift war, einfach in den Ausgangsvektor mit der verifizierten dos cDNA Sequenz
(pTW17) getauscht werden. Alle Konstrukte sind in Abbildung 3.5. dargestellt.

Die Mutationen der Bindungsstellen fir She, PI3Kinase und den zwei vorhergesagten PLCg
Bindungsstellen, die als Doppelmutation untersucht werden sollten, wurden nun nach
folgendem Prinzip eingefigt. Zundchst wurde die in vitro Mutagenese mit dem
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit durchgefihrt. Von jeweils mehreren
unabhéngigen Klonen mit der potentiellen Mutation wurde die DNA aufgereinigt und
sequenziert. Firr jede Mutation wurde mit eéinem positiven Klon weiter gearbeitet. Fiir dos"'%"
und dos™** wurde der Bereich zwischen der Rsrll und der Nhel Schnittstelle doppelstrangig
sequenziert, fiir dos™*" und dos™*" der Bereich zwischen Nhel und Aflll. AnschlieRend
wurden die Fragmente mit den entsprechenden Enzymen (Abb.: 3.5.) ausgeschnitten und im
Austausch gegen die entsprechenden Bereiche in das pTW17 Plasmid kloniert. Fir die PLCg
Doppelmutation dos™*>*" \wurden zwei Fragmente im pTW17 Plasmid ausgetauscht.
Dieses Konstrukt wurde komplett doppel stréangig sequenziert.

Fur die Keimbahntransformation in Fliegenembryonen wurden die dos cDNA Konstrukte
(P[w", sE/hsp-dos*], * bezeichnet die Position der getauschten Aminosiure) als Asp718-Notl
Fragmente in einen modifizierten pW8 Vektor mit white Marker (Klemenz et al., 1987)
kloniert (Abb.: 3.5.). In dem Transformationsvektor stehen die cDNA Konstrukte unter der
Kontrolle des hsp70 Promotors und eines duplizierten, 1,2 kb langen sev Enhancer Elements
(Badler et a., 1991). Somit wird eine ubiquitéare Expression unter Hitzeschock und eine sev
spezifische Expression in den sev exprimierenden Zellen der Augenimaginalscheibe
ermdglicht.

Fur jedes Konstrukt wurden mehrere voneinander unabhangige transformante Linien etabliert
und der Insertionsort des P-Elementes auf Chromosomenebene bestimmt. Da dos auf dem
dritten Chromosom liegt und die Funktion der Konstrukte in Abwesenheit von endogenem
Dos Protein untersucht werden sollte, waren Insertionen auf dem dritten Chromosom fir die
weiteren Untersuchungen unbrauchbar.

Von den erhaltenen Transformanten P1 bis P21 wurden nur die homozygot vitalen und
fertilen Linien aufgehoben und fur die weiteren Untersuchungen verwendet. Eine Liste der
Transformanten befindet sich im Anhang. Fur die Mutation der PLCg Bindungsstellen
konnten nur Insertionen auf dem dritten Chromosom etabliert werden. Der Versuch durch
Remobilisierung des P-Elementes neue Insertionen auf dem zweiten Chromosom zu erhalten
blieb ohne Erfolg. Auf eine erneute Keimbahntransformation wurde verzichtet, da weitere
Konstrukte getestet werden sollten (siehe 3.7.). Da fir die Csw Mutation nur eine Insertion
auf dem zweiten Chromosom gefunden werden konnte, wurden durch Remobilisierung der X-
chromosomalen Linie P7 drei neue, unabhangige Insertionslinien etabliert (P3jo, P4jo und
P11jo).

Mit Hilfe einer Westernblot Analyse (Abb.: 3.6.) wurde die Expression der Transgene
Uberprift. Fir den Westernblot wurden je Konstrukt das Gesamtprotein von funf
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Fliegenkdpfen nach einem einstiindigen Hitzeschock auf ein Gel geladen. Als Kontrollen
dienten Fliegenkopfe mit dem wildtypischen , Rescue Konstrukt* P[w", sE/hsp-dos] (Raabe
et al., 1996) und Fliegenkopfe mit P[w", sE/hsp-dos-GFP] der Linie DG38I1 (Schmidt, 1997).
Der Blot wurde mit Maus anti-Dos (BB117/2) Antikorper inkubiert, der Signalnachweis
erfolgte mit dem ECL Kit.

kD 1 2 3 4 5 6

" p - S . P——  ——
175 =— ‘

P <Dos-GFP

G— “Dosr  (EEGEG_NG G— - —
83 — ! s ' 1
6 —
47,5 =——

Abbildung 3.6.: Westernblot der sE/hsp-dos Konstrukte. Die Fliegen wurden zundchst eine

Stunde bei 37°C zur Hitzeschockinduktion gehalten, danach fir drei Stunden bei 24°C, um

die Expression der Transgene zu erméglichen. Je Spur wurde das Gesamtprotein von flnf

Kopfen aufgetragen.: (1) Linie 115T3 mit P[w", sE/hsp-dos]; (2) Linie DG38I1 mit P[w",

SE/hsp-dos-GFP]; (3) Linie P10 mit P[w", sE/hsp-dosY631F]; (4) Linie P21 mit P[w",

SE/hsp-dosY316F]; (5) Linie P12 mit P[w", sE/hsp-dosY358+537F]; (6) Linie P9 mit

P[w", sE/hsp-dosY801F].
Alle Transgene werden in den Fliegen exprimiert. Mit Ausnahme des Konstruktes fur die
PLCg Bindungsstellen Mutante (Spur 5) -hier ist eine schwéchere Bande zu sehen- ist die
Stérke der Expression mit den Kontrollen (Spuren 1 und 2) vergleichbar. Die Menge an
endogenem Dos Protein ist im Vergleich zur Transgen Expression sehr gering und ist nur as
schwache Bande zu erkennen (Spur 2).

3.5 Letalitdtsassay der sE/hsp-dos Konstrukte

In einem ersten Assay sollte Uberprift werden, ob die mutierten Transgene in der Lage sind,
die Letalitét der dos™* und dos™* Allele zu retten. Bei diesem sogenannten Letalitétsassay
werden die Transgene in Abwesenheit von endogenem Dos durch Hitzeschock exprimiert.
HierfUr darf das zu untersuchende P-Element nicht auf dem dritten Chromosom liegen. Durch
das Auftreten von P[w", sE/hsp-dos*]; dos™" / dos™", bzw. dos *° / dos™* Fliegen kann
gezeigt werden, dal’ die mutierten Konstrukte ein fir die Signaltransduktion funktionelles Dos
Protein liefern. Treten solche Fliegen nicht auf, bedeutet die eingefiigte Mutation den Verlust
einer essentiellen Funktion des Dos Proteins. Das folgende Kreuzungsschema verdeutlicht die
einzelnen Schritte des Assays.
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Abbildung 3.7.. Kreuzungsschema fiir den Letalitétsassay der P[w', sE/hsp-dost]
Konstrukte mit dos™. Auf der linken Seite sind die Genotypen der Méannchen, auf der
rechten die der verwendeten Jungfrauen dargestellt. Es sind nur die Chromosomen 1. bis 3.
gezeichnet. Die Pfeile zeigen die Genotypen der Fliegen an, die weiter gekreuzt wurden.
Nach Kreuzung 3 wurde ab dem Embryonalstadium viermal pro Tag fir eine Stunde
Hitzeschock gegeben.

Ausgehend von homozygoten, zweitchromosomalen Insertionslinien wurde zuerst ein
Balancer fir das dritte Chromosom eingekreuzt (Abb.: 3.7. 1). Die erhaltenen, fur P-Element
und TM6B-Balancer heterozygoten Fliegen wurden mit dos™! / TM3, Sb, Ser, e gekreuzt
(Abb.:3.7. 2). Fir die dritte Kreuzung wurden P[w", sE/hsp-dos*] / +; dos™! / TM6B, Hu,
Th, e mit dos™ / TM3, Sb, Ser, e Fliegen gekreuzt (Abb.: 3.7. 3). Nach etwa zwei Tagen,
wenn geniigend Eier gelegt waren, wurden die Fliegen auf neue Glaser gesetzt. Die Gl&ser mit
den Embryonen wurden in einem Brutschrank bei 24°C gehalten. Es wurde viermal am Tag
fir eine Stunde 37°C Hitzeschock gegeben, um die Transgene wéhrend der gesamten
Entwicklung zu exprimieren. Durch drei- bis viermaliges Umsetzten der Fliegen nach der
letzten Kreuzung wurde eine grofRe Nachkommenzahl erreicht. Das letzte Breiglas der
Kreuzungen wurde a's Kontrolle bei 18°C gehalten. Da hier kein Hitzeschock gegeben wurde,
wurden die Transgene hier nicht ubiquitdr sondern nur in den Sev exprimierenden Zellen
exprimiert. Da Dos nicht nur bei der Sevenless Signaltransduktion eine wichtige Rolle spielt,
sondern auch bel der Torso und DER vermittelten Signaltransduktion in der Larval- und
Embryonalentwicklung (Raabe et al., 1996), wurde davon ausgegangen, dal3 es bei den 18°C
Kontrollen nicht zur Rettung der Letalitét von dos™ kommen kann.

Setzt man 100% Rettung fir ein Transgen voraus, sO erwartet man unter den rotaugigen
Nachkommen der dritten Kreuzung 25% die homozygot fir dos™' sind. Die Ubrigen
rotaugigen Fliegen sind entweder heterozygot fiir dos™! (50%) oder TM3, S, Ser, e/ TM6B,
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Hu, Tb, e (25%). Fur die Auswertung wurde die maximal zu erwartende Zahl der geretteten
Fliegen gleich 100% Rettung gesetzt. Da TM3, Sh, Ser, e/ TM6B, Hu, Th, e Fliegen entweder
gar nicht oder in viel zu geringer Anzahl (unter 1% des erwarteten Wertes) auftraten und fir
zwel Konstrukte mehr als 100% Rettung eintrat, wurde jeweils noch ein korrigierter Wert
ermittelt, bei dessen Berechnung der TM3, Sb, Ser, e / TM6B, Hu, Th, e Genotyp nicht
mitgerechnet wurde. In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse zusammengefalit.

Fliegenlinie Konstrukt Rettung gesamt Rettung korrigiert
P1 P[w", sE/hsp-dosY 631F] 126,0% 95,0%
P3 P[w", sE/hsp-dosY 631F] 0,0% 0,0%
P10 P[w*, sE/hsp-dosY 631F] 61,5% 46,3%
P20 P[w", sE/hsp-dosY 316F] 18,5% 14,4%
P21 P[w*, SE/hsp-dosY 316F] 108,0% 81,0%
P9 P[w", sE/hsp-dosY 801F] 0,0% 0,0%
P3jo P[w", sE/hsp-dosY 801F] 0,0% 0,0%
P4jo P[w", sE/hsp-dosY 801F] 0,0% 0,0%
P11jo P[w*, SE/hsp-dosY 801F] 0,0% 0,0%

Tabelle 3.4.: Ergebnisse des L etalitétsassays. Rettung gesamt ist bezogen auf drei mdgliche
Genotypen fur das dritte Chromosom bei rotéugigen Fliegen. Die maximal erwartete Anzahl
(25%) geretteter Fliegen entspricht 100% Rettung. Rettung korrigiert rechnet den Doppel-
Balancer Genotyp nicht mit ein. Hier betrdgt die maximal erwartete Anzahl geretteter
Fliegen 33% in der Nachkommenschaft und entspricht 100% Rettung in der Tabelle.

Der Letaitatsassay konnte nicht mit den P[w", sE/hsp-dos*®***""] Fliegen durchgefiihrt

werden, da es nur Insertionen auf dem dritten Chromosom gab. Der Lethalitétsassay wurde
jedoch zu einem spéteren Zeitpunkt mit einem neuen Konstrukt durchgefihrt (siehe 3.7.2.).
Das Ergebnis des Assays zeigt, dal3 die Mutation der Csw Bindungsstelle (Y 801F) den Verlust
der Proteinfunktion zur Folge hat. Bel keiner der vier getesteten Linien konnte eine gerettete
Fliege beobachtet werden, die Rettung betrug somit 0,0%. Die Ubrigen Genotypen bel diesen
Kreuzungen traten in vollig normalen Verhaltnissen auf. Da es sich bei Fliegenstammen P9,
P3jo, P4jo und P1ljo um unabhéngige Insertionslinien handelt und die Ergebnisse der
einzelnen Kreuzungen identisch sind, kann gesagt werden, dal? die Bindung von Csw an Dos
eine essentielle Funktion in der Rezeptor-Tyrosin-Kinase vermittelten Signaltransduktion
besitzt. Der Verlust dieser Interaktion fuhrt zur Letalitét.

Von den Fliegenstdmmen mit der Mutation der PI3Kinasen Bindungsstelle (Y 631F) zeigten
zwei (P1 und P10) Rettung der Letalitdt. Bei der Fliegenlinie P3 konnte keine Rettung
beobachtet werden. Da sich fir dieses Konstrukt Werte von 46,3% und 95% Rettung ergeben,
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wurde der Interaktion zwischen der PI3Kinase und Dos keine essentielle Funktion bei der
Signaltransduktion zugeschrieben. Die Tatsache, dal3 eine Linie im Test keine Rettung zeigte
kann auf einen ,second site’ Effekt, bedingt durch den Insertionsort des P-Elementes im
Genom, zuriickgefuhrt werden, oder darauf, dal3 das P-Element defekt ist. Die geretteten
Fliegen aus den Kreuzungen mit P1 und P10 hatten keine phanotypischen Besonderheiten, sie
waren vollig wildtypisch.

Beide Fliegenlinien mit der Mutation der Shc Bindungsstelle (Y 316F) zeigten eine Rettung
der Letalitét von dos™. P20 zeigt 14,4% und P21 81% Rettung. Die geretteten Fliegen hatten
einen wildtypischen Phanotyp und waren vital. Dieses Ergebnis zeigt, dal3 die Mutation der
potentiellen Bindungsstelle fir Shc Y 316F keinen Einflu® auf die Funktion des Dos Proteins
hat. Aufgrund der Ergebnisse fur die Mutationen der Shc und PI3Kinasen Bindungsstellen
kann eine mogliche Interaktion mit Dos nicht ausgeschlossen werden, sie zeigen nur, dal3 die
Bindungsstellen fur die Funktion von Dos nicht essentiell sind.

Der Letaitatsassay wurde auch mit dos *° durchgefiihrt. Das Kreuzungsschema und die
Durchfihrung wurden gegentiber den vorgenannten nicht verandert. Da sowohl die sE/hsp-dos
Konstrukte as auch dos ™ einen white Marker tragen, mufdten die Genotypen durch
unterschiedlich intensive Pigmentierung der Augen unterschieden werden (kréftigeres Rot der
Augen, je mehr white Kopien in den Fliegen sind). Hier wurden keine Fliegen ausgezéhlt,
sondern nur auf Rettung geachtet. Fir die einzelnen Konstrukte konnten die Ergebnisse mit
dos™" bestatigt werden.

3.6 sev™-Assay

Ein weiterer Assay sollte Aufschluf3 Uber die Funktionalitét der sE/hsp-dos Konstrukte bei der
Determination und Entwicklung der Photorezeptorzellen geben. Grundlage fur diesen Test ist
eine konstitutiv aktivierte Form des Sev Proteins, Sev>'! (Badler et al., 1991), die heterozygot
in Fliegen einen ,rauhe Augen® Phénotyp durch die Rekrutierung von zusétzlichen R7 Zellen
verursacht. Semidiinnschnitte durch Augen von sev™! / + Fliegen zeigen einen
charakteristischen Multi R7 Phanotyp (Abb.: 3.9). In den meisten Ommatidien befinden sich
statt nur einer, wie im Wildtyp, viele R7 Zellen, da durch die konstitutive Aktivierung des Sev
Rezeptors nicht nur die R7 Vorlauferzellen, sondern auch eine unterschiedliche Anzahl von
Vorlaufern der Kegelzellen zu R7 Photorezeptorzellen determiniert werden.

Wie bereits erwshnt, wurden beide dos Allele dos™ und dos ™ in einem Screen nach
Suppressoren dieses rauhe Augen Phanotyps gefunden. Nimmt man Downstream-
Komponenten der Signaltransduktionskaskade weg, oder verringert ihre Aktivitét, kann der
Multi R7 Phanotyp wieder revertiert werden (Abb.: 3.9). Die beiden Allele dos™* und dos™°
unterdriicken im heterozygoten Zustand den Sev™! Phanotyp. In den meisten Ommatidien
findet man nur eine R7 Zelle (Raabe et al., 1996).
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Abbildung 3.8.: Kreuzungsschema fiir den sev™* Assay fiir zweitchromosomale P-Element
Insertionen. Auf der linken Seite sind die Genotypen der Fliegen dargestellt die weiter
gekreuzt wurden, rechts die Genotypen der eingekreuzten Fliegen. Weitere Erl&uterungen
im Text.

Im sev™! Assay sollten Fliegen untersucht werden, die fur sev™?, dos™" und P[w", sE/hsp-
dos*] jewells heterozygot sind. Die Anzahl der R7 Zellen sollte ein Mal3 fur die Funktionalitat
der getesteten Konstrukte in der Sevenless Kaskade sein.

Homozygote, mannliche P[w", sE/hsp-dos*] Fliegen wurden mit homozygoten Weibchen
einer X-chromosomalen P[w, sE-S11.1] Linie gekreuzt (Abb.: 3.8.). Dieser und der folgende
Schritt sind fur Insertionen von P[w", sE/hsp-dos*] auf dem 2. oder 3. Chromosom gleich.
Durch die zweite Kreuzung, wiederum mit homozygoten P[w’, sE-S11.1] Weibchen, wurden
weibliche Nachkommen erzeugt, die homozygot fur P[w, sE-S11.1] und heterozygot fir
P[w", sE/hsp-dos*] waren. Mit dem dritten Kreuzungsschritt wurde das dos™' Allel
eingekreuzt. Von den erhaltenen Nachkommen des Genotyps P[w, SE-S11.1]; P[w", sE/hsp-
dos*]; dos™! wurde mit Hilfe von Semidiinnschnitten durch das Auge die Anzahl der R7
Zellen ausgewertet. Die Genotypen der einzelnen Kreuzungen, sowie der zur weiteren
Untersuchung verwendeten Nachkommen ist in Abbildung 3.8. dargestellt. Bei diesem Assay
wurde im Gegensatz zu oben beschriebenem L etalitatsassay kein Hitzeschock zur ubiquitéren
Expression der Transgene benétigt. Ihre durch die sevenless Enhancer Sequenzen getriebene
Expression bel der Augenentwicklung ist ausreichend zur Beobachtung von Effekten der
Transgene auf den Multi R7 Phanotyp von sev™.

Fir die X-chromosomale Insertionsinie P1 mufte ein zusdtzlicher Kreuzungsschritt
durchgefuihrt werden, da in der letzten Kreuzung weibliche P[w", sE/hsp-dos*] / P[w’, SE-
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S11.1] Fliegen mit P[w, sE-S11.1] / Y; +/+; dos™ / TM3, Sb, Ser, e Mannchen gekreuzt
werden sollten. Somit wurde sichergestellt, dal? alle weiblichen Nachkommen die P[w, SE-
S11.1] Insertion tragen.

Zur Auswertung des Assays wurden die Fliegenkopfe mit OsO, fixiert und in Epon
eingebettet. Anschlief?end wurden Semidiinnschnitte (1um) von den Augen angefertigt und
diese unter dem Lichtmikroskop untersucht.

Die Augenschnitte von P[w", sE/hsp-dos*] transgenen Fliegen, die jeweils noch eine Kopie
P[w, SE-S11.1] und dos™" tragen, wurden mit den von Wildtyp, P[w, sE-S11.1] / +, P[w/,
SE-S11.1] / + ; dos™! / + und P[w, sE-S11.1] / + ; P[w", sE/hsp-dos-GFP] / + Fliegen
verglichen, um Aufschlul3 dariber zu bekommen, ob die verschiedenen SH2-Doménen
Bindungsstellen eine essentielle Rolle fur die Funktion des Dos Proteins spielen. Es wurden
folgende Fliegenlinien in diesem Assay verwendet: P1 und P10 fur die Mutation der putativen
PI3Kinasen Bindungsstelle, P20 und P21 fir die Shc-Mutation, P12 und P15 fir die PLCg
Doppelmutation und P9 und P1ljo fir die Mutation in der Csw Bindungsstelle. Da die
Ergebnisse fur verschiedene Linien eines Konstruktes gleich waren, wird in der nachfolgenden
Abbildung jeweils nur ein Schnitt pro Konstrukt dargestel|t.

Der Schnitt durch das Wildtyp Auge (Abb.: 3.9. A) zeigt die regelmaliige Anordnung der
Rhabdomere in den einzelnen Ommatidien, die durch die Pigmentgranula der Pigmentzellen
deutlich voneinander abgegrenzt sind. Die auf3eren Photorezeptorzellen R1 bis R6 (R1 liegt
unten, R2 bis R6 schlief3en sich gegen den Uhrzeigersinn an) besitzen grof3e Rhabdomere, die
inneren Rezeptoren R7 und R8 haben kleinere Rhabdomere. Da die Rhabdomere der R7 und
R8 Photorezeptoren in den Ommatidien so angeordnet sind, dal3 sie bei Betrachtung eines
L angsschnittes durch ein Ommatidium genau Ubereinander liegen, kann man in Querschnitten
durch das Auge nur jeweils sieben Rhabdomere erkennen. Die Schnittebene wurde daher stets
so gewahlt, dal3 man sich im Bereich der R7 Zelle befindet.

Der Multi R7 Phanotyp von sev™! Fliegen, der zu einer rauhen Augenoberfléche fiihrt, ist gut
zu erkennen (Abb.: 3.9. B). In nahezu allen Ommatidien befinden sich zwei bis vier R7
Zellen. Die Stérke dieses Phanotyps ist abhéngig von der Temperatur bei der Aufzucht (bei
25°C mehr zusétzliche R7 Zellen als bei 18°C) und davon, ob die Fliegen homo- oder
heterozygot sind (Basler et a., 1991).

In heterozygotem Zustand kann dos™' den Multi R7 Phanotyp von sev™ fast ganz
unterdriicken. Es treten nur vereinzelt Ommatidien auf, die mehr als eine R7 Zelle besitzen
(Abb.: 3.9. C), die Mehrzahl zeigt eine wildtypische Anordnung und Anzahl der
Photorezeptorzellen (Raabe et a., 1996).
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Abbildung 3.9.: Augenschnitte des sev®* Assays. A) Wildtyp; B) P[w, sE-S11.1] / + , C)
P[w, sE-S11.1] / + ; dos™ / +, D) P[w, SE-S11.1] / +; P[w", sE/hsp-dos-GFP] / +, E)
P[w, SE-S11.1] / + ; P[w', sE/hsp-dosY631F] / +; dos™" / +, F) P[w, sE-S11.1] / + ;
P[w", sE/hsp-dosY316F] / +; dos™ / +, G) P[w, sE-S11.1] / + ; P[w', sE/hsp-
dosY358+537F] / +; dos® / +, H) P[w, sE-S11.1] / + ; P[w', sE/hsp-dosY801F] / +;
dos™! / +. Der eingezeichnete GroRenmarker entspricht 10pm.



Hat ein zu untersuchendes Transgen wildtypische Dos Funktion, so erwartet man in einem
P[w, SE-S11.1] / + ; dos™! / + Hintergrund wieder einen Multi R7 Phanotyp, da in diesem
Fall der Verlust einer Kopie des dos Gens (dos™! / +) durch Expression des Transgens in
allen Sev exprimierenden Zellen kompensiert wird. Fir P[w", sE/hsp-dos-GFP] wurde diese
Annahme bestétigt (Abb.: 3.9. D). Die Linie DG38II (Schmidt, 1997) zeigte im sevSll
Hintergrund zwel und mehr R7 Zellen je Ommatidium, d.h. es findet keine Suppression statt.
Fur die Mutationen in den PI3Kinasen, Shc und PLCg SH2-Doméanen Bindungsstellen (Abb.:
3.9. E bis G) wurde dasselbe Ergebnis beobachtet. In allen Ommatidien findet man mehr als
eine R7 Zelle (tellweise bis zu sechs). Die Anordnung der auf3eren Photorezeptoren ist stark
beeintrachtigt, es konnte keine regelméallige Anordnung mehr gefunden werden. In einigen
Ommatidien kommt es jedoch auch zum Verlust von auf3eren Photorezeptorzellen, was daher
kommen konnte, dald deren Vorlauferzellen wahrend der larvalen Augenentwicklung zu R7
Zellen determiniert wurden. Der Verlust der Bindungsstellen fur PI3Kinase Shc und PLCg
fahrt folglich nicht zum Verlust der Dos Funktion bei der Signallbertragung in der R7
Zéellentwicklung.

Im Gegensatz hierzu fuhrt die Mutation der Csw Bindungsstelle zum Verlust der Dos
Funktion (Abb.: 3.9. H). Die durch dos™ / + verursachte Suppression des Multi R7
Phanotyps kann durch das P[w", sE/hsp-dos™®F] Transgen nicht revertiert werden. Bei allen
untersuchten Schnitten fanden sich keine Ommatidien die mehr als eine R7 Zelle besitzen.
Hingegen traten hier Zellcluster auf, denen die R7 Zelle ganz fehlte (ungeféhr 25% der
Ommatidien), was auf einen dominant-negativen Effekt des mutierten Transgens schlief3en
|&3%, da die Suppression noch weiter verstarkt wird. Die Csw SH2-Doméanen Bindungsstelle
im Dos Protein hat also eine essentielle Funktion. Ihr Fehlen bewirkt die Suppression des
Multi R7 Phanotyps, teilweise wird auch die Entwicklung einer R7 Zelle in Anwesenheit von
konstitutiv aktiviertem Sev und heterozygotem Dos™* verhindert. Die Ergebnisse der beiden
Assays zeigen in guter Ubereinstimmung, da von den untersuchten, mdglichen
Bindungsstellen nur die Csw Bindungsstelle eine wichtige Funktion fir das Dos Protein in
Vivo hat.

3.7 Etablierung von genomischen dos Rescue Konstrukten

Dabei den bisher verwendeten Assays mit Expression der Transgene unter der Kontrolle von
sevenless Enhancer und hsp70 Promotor nicht ausgeschlossen werden kann, dal3 die
ubiquitére, ektopische Expression Einflul3 auf den beobachteten Phénotyp hat, wurde eine
Moglichkeit gesucht, dieses Problem zu umgehen. Die Klonierung des endogenen dos
Enhancer/Promotor Elements sollte eine Expression der Transgene entsprechend dem
endogenen dos Gen ermoglichen. Deshalb sollten die Konstrukte mit den eingeftihrten
Mutationen unter die Kontrolle der dos Regulationssequenzen gestellt werden.
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3.7.1 Konstrukte mit endogenem Enhancer/Promotor

Ausgehend von der genomischen Organisation der dos Transkriptionseinheit und der
Tatsache, dal3 die Transkriptionseinheit des 5° benachbarten Gens weniger as 500 bp von der
des dos Gens entfernt liegt, wurde angenommen, dal3 sich alle regulatorischen Sequenzen in
der kurzen intergenischen Region und im ersten, grof3en Intron befinden (Abb.: 3.10. A).
Deshalb sollte ein Bereich ca. 500 bp vor dem 5~ Ende des dos Gens bis ins dritte Exon als
genomisches BamHI Fragment mit dem 3" Rest der cDNA fusioniert werden. Genomische
Klone, welche die gesamte dos Transkriptionseinheit umfassen, wurden aus einer | GEM11
Phagen Bibliothek isoliert. Nach einem Prdparativverdau der Phagen DNA mit BamHI
wurden die einzelnen Fragmente in einen pBluescript |1 KS(+) subkloniert. Der Plasmidkion
mit einem 4,3 kb Fragment, welches den genomischen 5° Bereich der dos Region beinhaltet,
wurde durch Southernblot Analyse bestimmt und zusétzlich von beiden Enden ansequenziert.
Da fir die Fusion der genomischen Sequenz mit der cDNA Sequenz wichtig war, dal3 die
Klonierung im Leseraster und in der richtigen Orientierung erfolgt, wurde der genomische 5
dos Bereich als BamHI-Rsrll Fragment im dritten Exon Uber die Rsrll Schnittstelle mit der
cDNA aus pTW17 fusioniert. Das erhaltene Grundkonstrukt genE-dos wurde im Bereich der
Fusion sequenziert, um Fehler auszuschlief3en.

Da das von diesem Konstrukt gebildete Protein in Fliegen nicht von endogenem Dos
unterschieden werden kann, wurde ein GFP-tag angehangt. Hierzu wurde das genomische
BamHI-Rsrll Fragment in das dos-GFP (Schmidt, 1997) Grundkonstrukt Kkloniert. Das
resultierende genE-dos-GFP Konstrukt (Abb.: 3.10. B) wurde ebenfalls durch Sequenzierung
des Fusionsbereiches Uberprift.

Die eingefuigten Mutationen der SH2-Domanen Bindungsstellen (siehe 3.4.) sollten nun in das
genE-dos-GFP Konstrukt eingefuhrt werden. Hierzu sollten wiederum nur kleinere Fragmente
mit der entsprechenden Mutation ausgetauscht werden. Zum Einfigen der Shc-Mutation
Y 316F wurde ein Rsrll-Nhel Fragment, fur die PLCg Doppelmutation Y 358+537F ein Rsrll-
Aflll Fragment und fir die mutierte PI3Kinasen Bindungsstelle Y631F ein Nhel-Aflll
Fragment im genE-dos-GFP Konstrukt ausgetauscht (Abb.: 3.10. B). Die Plasmide wurden
anschlief3end in Bakterien transformiert, durch Midipréparation gereinigt und sequenziert.

Fur die Einfihrung der Csw Bindungsstellen Mutation Y801F mufdte eine neue PCR zur
Mutagenese durchgefihrt werden, da die in der Abbildung eingezeichnete Bglll Schnittstelle
(Schmidt, 1997) nur bei GFP-getaggten Konstrukten vorhanden ist und eine Klonierung as
Fragment, durch das Fehlen einer geeigneten 3" Restriktionsschnittstelle, nicht moglich war.
Als Template fur die Mutagenese diente das sE/hsp-dos-GFP Konstrukt. Die Mutagenese
wurde durch Sequenzierung Uberpruft, ehe das Afll1-Bglll Fragment mit der Y801F Mutation
in das genE-dos-GFP Konstrukt ligiert wurde.
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Abbildung 3.10.: Darstellung der genE-dos* Konstrukte. In A) ist die genomische dos
Region (oben) und die Exon-Intron Struktur (darunter) des transkribierten Bereiches
dargestellt. Die trandatierten Bereiche sind durch schwarze Balken dargestellt. Ein Pfeil am
5" Ende markiert die Lage der benachbarten Transkriptionseinheit. B) Mal3stabsgetreue
Darstellung der Konstrukte. Der weif3e dick umrandete Balken steht fir den cDNA Anteil
der Konstrukte, der GFP-tag ist gestreift. Der genomische Anteil der Konstrukte ist farblich
wie unter A) dargestellt. Die genomische 5° Sequenz und die ersten beiden Introns sind als
grauer Balken dargestellt. Der doppelte Schrégbalken steht fur 1,5 kb nicht dargestellte
Intronsequenz. Die Mutationen sind gekennzeichnet und die Schnittstellen der verwendeten
Enzyme eingezeichnet. Aflll (A), BamHI (B), Bdlll, EcoRI (E), Nhel (N), Rsrll (R) und
Xhol (X).



Die Mutation W104A betrifft die PH-Domane. Ein fir die Tertiérstruktur wichtiges
Tryptophan ist gegen ein Alanin ausgetauscht, dies hat moglicherweise Auswirkungen auf die
Proteinfaltung. Die Expression von Transgenen mit dieser Mutation kann die Letalitdt der dos
Allele nicht retten, und im sev®™ Hintergrund koénnen die Transgene die Suppression des
Multi R7 Phanotyps durch dos™" / + nicht revertieren (Schmidt, 1997). Die Mutation sollte
zur Ergénzung der bisher erhaltenen Ergebnisse zusétzlich unter der Kontrolle des endogenen
dos Enhancer/Promotor Elements untersucht werden. Da eine Klonierung mit
Restriktionsenzymen nicht moglich war, wurde sie durch eine Mutagenese PCR direkt in das
genE-dos-GFP Konstrukt eingefiihrt. Das erhaltene Plasmid wurde im Bereich der Mutation
sequenziert.

Fur die Transformation in Fliegen mufdten die Konstrukte in einen P-Element Vektor
umkloniert werden. Hierzu wurde ein modifizierter pUC8 Vektor mit einen yellow Marker
verwendet. Dieser wurde von E. Hafen (Zirich) zur Verfigung gestellt und besitzt keine
regul atorischen Elemente, welche die Expression einklonierter Transgene steuern konnen. Da
das Asp718-Notl Fragment, welches das komplette Konstrukt einschliefdt, eine Grof3e von ca.
7 kb besitzt und Klonierungen mit zunehmender Fragmentgrofe schwieriger werden, wurde
zunéchst nur das Grundkonstrukt genE-dos-GFP in den Transformationsvektor ligiert. In
dieses P[y", genE-dos-GFP] Konstrukt wurden durch Austausch des Rsrll-Bglll Fragmentes
die einzelnen Punktmutanten der SH2-Domanen Bindungsstellen eingefiigt. Die PH-Doméanen
Mutante genE-dos™**A-GFP wurde als Asp718-Notl Fragment in den Transformationsvektor
kloniert, da hier ebenfalls keine geeigneten Schnittstellen gefunden wurden.

Zur Keimbahntransformation wurde Qiagen gereinigte Plasmid DNA verwendet. Die
Transformation erfolgte in yw'*® Fliegenembryonen, um die Anwesenheit des Transgens am
yellow Marker erkennen zu konnen. Der Insertionsort der P-Elemente wurde auf die
Chromosomen bestimmt, die hierfir benétigten Baancerstdmme fir das 2. und 3.
Chromosom mufRten zunéchst ebenfalls in einen yw'**® Hintergrund gekreuzt werden.

Im Rahmen der Arbeit wurden fiir die Konstrukte P[y", genE-dos], P[y", genE-dos-GFP],
P[y", genE-dos™®">*F.GFP], P[y", genE-dos™®"-GFP] und P[y*, genE-dos™*A-GFP]
jeweils mindestens zwei unabhangige Fliegenstdmme etabliert. Da die weiteren Experimente
im dos™" und dos”™* Hintergrund durchgefiihrt werden sollten, waren drittchromosomale
Insertionen unerwiinscht und wurden verworfen. Eine Liste der transgenen Fliegenstdmme
befindet sich im Anhang.

Die Expression der Transgene wurde mittels Westernblot Analyse tberpruft. Hierfir wurden
je Konstrukt zehn Kopfe einer Fliegenlinie homogenisiert und das Gesamtprotein durch
Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Westernblot wurde mit Maus anti-Dos inkubiert und der
Signalnachweis erfolgte mit dem ECL Kit.
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Abbildung 3.11.: Westernblot der genE-dos*-GFP Konstrukte. In den Spuren 1 und 2 sind

zur Kontrolle je funf Kopfe nach Hitzeschock von P[w", sE/hsp-dos] (1) und Linie DG38II

mit P[w", sE/hsp-dos-GFP] (2) aufgetragen. In den Spuren 3 bis 6 ist das Gesamtprotein

von je zehn Kdpfen aufgetragen: (3) Linie P52 mit P[y*, genE-dos-GFP]; (4) Linie P66 mit

P[y", genE-dosW104A-GFP]; (5) Linie P36 mit P[y", genE-dosY358+537F-GFP]; (6)

Linie P64 mit P[y", genE-dosY801F-GFP].
Durch den Westernblot wurde gezeigt, dal3 die Transgene in den Fliegen exprimiert werden.
Da die Expression von Dos in adulten Fliegen geringer als in Larven und Embryonen ist
(Raabe et d., 1996), sind die Signale auf den Blot im Vergleich zu den Hitzeschock
induzierten Kontrollen relativ schwach (Abb.: 3.11). Die Banden der GFP-getaggten
Transgene (Ca. 155 kD) sind bei den getesteten Linien gut zu erkennen. Auf dem Blot sind die
Banden fir endogenes Dos nur sehr schwach zu erkennen. Zur Verifizierung des Ergebnises
wurde der Nachweis der Transgene auch mit einem Maus anti-GFP Antikorper durchgefihrt
(nicht gezeigt). Die GFP-getaggten Transgene konnten ebenso nachgewiesen werden. Aus der
fur die Transgene nachweisbaren Expression in adulten Fliegen wurde geschlossen, dal3 die
Transgene entsprechend dem endogenen dos Gen exprimiert werden kénnen.
Die durchgefihrte Westernblot Analyse lieferte einen ersten Anhatspunkt dber die
Funktionalitéat der klonierten, genomischen dos Enhancer/Promotor Sequenzen. Das genE-
dos-GFP Minigen enthdlt offensichtlich alle notwendigen regulatorischen Bereiche zur
Expression.

3.7.2 Expression von P[y", genE-dos-GFP] in Augenimaginalscheiben

Als weiterer Nachwels fur die korrekte Expression der klonierten dos Enhancer/Promotor
Region, wurde die Lokalisation der Proteine in Augenscheiben mittels konfokaler Laser
Scanning Mikroskopie untersucht. Das Dos Protein ist in den larvalen Augenscheiben apikal
im Bereich der Adherens Junctions lokalisiert. Es wird vorrangig in der morphogenetischen
Furche und in den sich dahinter entwickelnden ommatidialen Clustern exprimiert. Man geht
davon aus, dal3 es sich hierbel um die Photorezeptorzellen und deren Vorlaufer handelt.
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Fir diese Lokalisationsstudie wurde eine Maus anti-Dos Farbung an  w''®
Augenimaginalscheiben durchgefiihrt und mit dem Expressionsmuster des P[y*, genE-dos-
GFP] Transgens anhand seiner GFP Autofluoreszenz verglichen.

B

Abbildung 3.12.: Lokalisation von endogenem und transgenem Dos Protein in
Augenimaginalscheiben. A) Maus anti-Dos Antikérperfarbung an w8, B) Autofluoreszenz
des GFP-tags in P[y", genE-dos-GFP] Augenscheiben. Dargestellt sind Ausschnitte der
ommatidialen Cluster etwa 5 Reihen hinter der morphogenetischen Furche. Anterior ist
rechts, der Grof3enmarker entspricht 10pum.

Die Lokalisationen des vom Transgen exprimierten Proteins und von endogenem Dos Protein
sind identisch (Abb.: 3.12). Das klonierte genE-dos Minigen zeigt das gleiche
Expressionsmuster in larvalen Augenscheiben wie wildtypisches Dos.

3.7.3 Letditétsassay der genE-dos Konstrukte

Fir das P[y", genE-dos] Konstrukt sollte der Letalitétsassay zundchst kléren, ob das dos
Minigen die Letalitét der beiden Allele dos™! und dos™® ebenso retten kann wie das P[w",
sE/hsp-dos] Konstrukt. Damit wirde gezeigt, dal3 der klonierte genomische Bereich alle
notwendigen Regulationssequenzen fir eine raumlich und zeitlich korrekte Expression enthalt
und ein funktionales Dos Protein gebildet wird. Die Untersuchung der Konstrukte mit den
mutierten, potentiellen SH2-Domanen Bindungsstellen sollte weiteren Aufschlul® Uber die
Rolle dieser Bindungsstellen fir die Funktion des Dos Proteins geben und die Ergebnisse der
sE/hsp-dos Konstrukte erganzen. Der Assay wurde nach folgendem Kreuzungsschema
durchgefhrt:

In homozygote, zweitchromosomale Insertionslinien wurde im ersten Schritt ein Balancer fir
das 3. Chromosom eingekreuzt. In einem zweiten Schritt wurde das dos™* Allel eingekreuzt.
In der dritten und letzten Kreuzung wurden yw'*® / Y: P[y*, genE-dos*-GFP] / +; dos™* /
TM6B, Hu, Tb, e Mannchen mit yw™® / yw™8 : + / +; dos™! / TM3, Sb, Ser, e Weibchen
gekreuzt (Abb.: 3.13.). Im Gegensatz zum Letalitétsassay mit den Hitzeschock Konstrukten
wurden hier alle Kreuzungen konstant auf 24°C gehalten. Wenn die Fliegen nach der letzten
Kreuzung genug Eier abgelegt hatten, wurden sie auf neue Breiglaser gesetzt, um eine
moglichst hohe Zahl Nachkommen zu erhalten.
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Abbildung 3.13.: Kreuzungsschema fur den Letalititsassay der P[y*, genE-dos*-GFP]
Konstrukte mit dos™. Auf der linken Seite sind die Genotypen der Méannchen, auf der
rechten die der verwendeten Jungfrauen dargestellt. Es sind nur die Chromosomen 1. bis 3.
gezeichnet. Die Pfeile zeigen die Genotypen an, die weiter gekreuzt wurden.

Der Letalitatsassay wurde in gleicher Weise mit dem dos™**® Allel durchgefiihrt und lieferte
die gleichen Ergebnisse. Die genaue Auswertung des Assays fur die Insertionslinien des P[y",
genE-dos] Grundkonstruktes im dos™' Hintergrund ergab eine Rettung von 95,4%
(korrigierter Wert; den Doppel balancer-Genotyp mit eingerechnet ergab 109,6% Rettung). Fur
die einzelnen Konstrukte wurde folgendes Ergebnis festgehalten, hierbel sind keine
prozentual en Werte angegeben:

Der Letditatsassay mit den genomischen Konstrukten konnte zeigen, dald die Transgene
korrekt exprimiert werden, sonst ware eine nahezu 100%ige Rettung der Letalitét nicht
moglich. Die beobachteten, geretteten Individuen waren vital und fertil, und zeigten keine
phanotypischen Besonderheiten. Die Ergebnisse der untersuchten Punktmutationen stimmte
mit den Ergebnissen der sE/hsp-dos Konstrukte (siehe 3.3.) sehr gut Uberein. Der Verlust der
Csw Bindungsstelle Y801F fiihrte auch bei den P[y", genE-dos"®*"-GFP] Konstrukten zum
vollstandigen Verlust der Funktion des mutierten Transgens. Das Konstrukt P[y*, genE-
dos"'%*A.GFP] mit dem mutierten Tryptophan in der Dos PH-Doméane ist nicht in der Lage,
die Letalitét der dos Allele zu retten. Dagegen konnten durch ektopische Expression des P[w",
sE/hsp-dos'*A-GFP] Konstruktes nur sehr wenig gerettete Fliegen beobachtet werden. Diese
waren nicht lange |ebensfahig und hatten Fllgel- und Augendefekte (Schmidt, 1997).
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Fliegenlinie Konstrukt

P25 Ply*, genE-dos] rettet rettet
P27 Ply*, genE-dos] rettet rettet
P52 Ply*, genE-dos-GFP] rettet rettet
P53 Ply*, genE-dos-GFP] rettet rettet
P36 Ply*, genE-dosY 358+537F-GFP] rettet rettet
P55 Ply*, genE-dosY 358+537F-GFP] rettet rettet
P60 Ply*, genE-dosY 801F-GFP]| rettet nicht rettet nicht
P64 Ply*, genE-dosY 801F-GFP]| rettet nicht rettet nicht
P66 Ply*, genE-dosW104A-GFP] rettet nicht rettet nicht
P69 Ply*, genE-dosW104A-GFP] rettet nicht rettet nicht

Tabelle 3.5.: Ergebnisse des L etalitétsassays. Die nicht mutierten dos Konstrukte P25, P27,
P52 und P53 zeigten mehr als 90% Rettung. Fir P36 und P55 war der Wert geringer. Bei
P60 bis P69 konnten keine geretteten Fliegen gefunden werden.

3.8 Etablierung einesin vivo Testsystems zur funktionellen Untersuchung der genE-dos
Konstrukte

Durch die Klonierung des endogenen dos Enhancer/Promotor Elementes wurde es mdoglich
einen weiteren, neuen Funktions-Assay durchzufiihren. In den bisher verwendeten
L etalitétsassays konnte nur gezeigt werden, ob eine bestimmte Aminoséure des Dos Proteins
eine essentielle Funktion wahrend der Entwicklung besitzt oder nicht. Nun sollte die Frage
geklart werden, ob die Konstrukte mit den mutierten, potentiellen SH2-Doménen
Bindungsstellen die Funktion von fehlendem endogenem Dos Protein bei  der
Augenentwicklung ersetzen konnen. Die Induktion von homozygoten dos™! Klonen im Auge
hatte gezeigt, dal3 Dos eine wichtige Rolle bel der Augenentwicklung spielt, da in den
klonden Geweben die R7 Zelle und eine unterschiedliche Anzahl an &uf3eren
Photorezeptorzellen fehlen (Abb.: 3.15. B) (Raabe et a., 1996). Ein klonales Testsystem sollte
die funktionelle Untersuchung der mutierten Konstrukte in Abwesenheit von endogenem Dos
Protein bel der Signaltransduktion von DER, dem Drosophila EGF Rezeptor Homolog, in der
Augenentwicklung ermdglichen. Hierfir sollten durch das FIp/FRT Rekombinase System (Xu
and Rubin, 1993) Klone im Auge induziert werden, die ein P[y", genE-dos-GFP] Transgen
exprimieren und denen gleichzeitig endogenes Dos fehlt. Mit den P[y", genE-dos*-GFP]
Konstrukten kann in klonalem Gewebe die Funktion des Transgens in Abwesenheit von
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endogenem Dos untersucht werden. Das Testsystem ist in der folgenden Abbildung
schematisch dargestellt.

Mitotische Rekombination Nachkommenzellen
nach DNA Replikation nach mitotischer
in der Elternzelle Rekombination

/

\ P[genE-dos*] dos™
| |

P[genE-dos*] dos™' i -— Ry
1 | dos™ .
¢ T 7% I — e
P[genE-dos*] dos™ '_
Centro- P[w] .
mee T \/ | PlgenE-dos*] , PIW1]
—— , o _1 X7 FrT
T PA+ FRT L P
N wi R v - A

Abbildung 3.14.: Schematische Darstellung des Flp-Assays. Auf der linken Seite ist der
Genotyp einer Elternzelle nach der Replikation dargestellt. Die Zelle ist heterozygot fir ein
P[y", genE-dos*-GFP] Transgen auf dem 2. Chromosom. Ein 3. Chromosom trégt die
dos™! Mutation und die Rekombinationssequenz FRT80B, das homologe Chromosom ein
P[w"] as Marker und die FRT80B Rekombinationssequenz. Das X Chromosom (hier nicht
dargestellt) hat den Genotyp yw, hsFIpl /Y oder + und liefert nach Hitzeschock Induktion
die Flipase, welche die Rekombination zwischen den FRT-Sequenzen vermittelt. Rechts
sind zwei der drei moglichen Genotypen (der nicht dargestellte entspricht dem parentalen)
fur die Tochterzellen gezeigt. Nach der Rekombination zwischen den FRT Sequenzen auf
den homologen 3. Chromosomen, finden sich Zellen, die homozygot fir das Marker P-
Element sind und solche, die homozygot fir dos™* sind. In Abwesenheit von endogenem
dos ist in diesen Zellen das Transgen auf dem 2. Chromosom die einzige Quelle fir Dos
Protein. Das klonale Gewebe ist am Fehlen des roten Augenpigmentes zu erkennen.

Fir das genetische Testsystem wurden zunachst Fliegenstamme etabliert, die den Genotyp
ywH 8/ yw8: ply*, genE-dost-GFP] / P[y", genE-dos*-GFP]; dos™*, FRT80B / TM3, Sb,
Ser, e besalRen. Hierfiir wurden die Fliegenstamme P52 und P53 mit P[y", genE-dos-GFP],
P36 und P55 mit P[y*, genE-dos™>*>*"F_-GFP], P60 und P64 mit P[y", genE-dos®*F-GFP]
und P66 und P69 mit P[y*, genE-dos"'®**-GFP] verwendet. Zur Durchfiihrung des Assays
wurden Weibchen dieser Linien mit yw''8, hsFlpl/Y; + / +; P[w'], FRT80B / + Mannchen
gekreuzt. Erste Larven dieser Kreuzung wurden fir eine Stunde auf 37°C gehalten um die
Expression der Flipase zu induzieren. Da die Rekombination nicht in alen Zellen stattfindet
entstehen Mosaikindividuen. Je nachdem wie haufig sich eine Zelle nach der Rekombination
noch teilt, entstehen mehr oder weniger groRRe homozygote dos™! Klone im Gewebe, die als
einzige Quelle fur das Dos Protein das P[y", genE-dos*-GFP] Transgen besitzen. Das klonale
Gewebe wurde am Fehlen des roten Augenpigmentes erkannt. Weiblichen Nachkommen der
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Kreuzungen wurden auf Klone im Auge untersucht. Es wurden nur Fliegen ausgewahlt deren
Klone grofier als ein Ommatidium waren.

Von den ausgewdahiten Fliegen wurden die Kopfe mit OsO, fixiert und in Epon eingebettet.
Anschlief3end wurden Semidinnschnitte (1um) von den Augen angefertigt und unter dem
Lichtmikroskop ausgewertet.

E -"

Abbildung 3.15.: Augenschnitte des Flp-Assays. A) Wildtyp. B) Homozygoter dos™
Klon. In C) bis F) ist das klonale Gewebe stets homozygot fiir dos™:, und heterozygot fiir
C) P[y’, genE-dos-GFP], D) P[y', genE-dosY358+537F-GFP], E) P[y", genE-
dosW104A-GFP], F) P[y", genE-dosY801F-GFP]. Der GréRenmarker entspricht 10pm.
Erléuterungen im Text.

Bei der mikroskopischen Auswertung des Assays wurde fir das P[y’, genE-dos-GFP]
Transgen in homozygoten dos " Klonen (Abb.: 3.15. C) stets eine véllig wil dtypische Anzahl
und Anordnung der Photorezeptorzellen beobachtet, was aufgrund der bisherigen Ergebnisse
erwartet wurde. Bereits eine Kopie des dos Minigens war in der Lage den Verlust von
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endogenem dos zu kompensieren. Gleiches gilt fir die Doppelmutation der PLCg
Bindungsstellen: Eine Kopie des P[y*, genE-dos™®*>**F.GFP] Transgens konnte die
fehlende endogene Dos Funktion ersetzen (Abb.: 3.15. D).

Im Gegensatz dazu wurden bei der PH-Domanen Mutation P[y*, genE-dos"®*-GFP] in
homozygoten dos™ Klonen keine R7 Zellen ausgebildet, die Anzahl der &uReren
Photorezeptoren war normal, jedoch ihre Anordnung nicht so regelméfdig wie beim Wildtyp
(Abb.: 3.15. E). Fir das P[y", genE-dos™F-GFP] Transgen mit der mutierten Csw
Bindungsstelle wurde neben dem Fehlen von R7 Zellen das Fehlen von ein bis mehreren
aulleren Photorezeptoren beobachtet (Abb.: 3.15. F). Dieses Bild ist dem bel homozygoten
dos™* Klonen beobachteten sehr dhnlich (Abb.: 3.15. B).

Aufgrund der Ergebnisse kann gesagt werden, dal3 die Csw Bindungsstelle Y801 fur die
Funktion des Dos Proteins wahrend der Augenentwicklung notwendig ist. Sie spielt eine
essentielle Rolle in der Sev und DER Rezeptor-Tyrosin-Kinasen vermittelten
Signaltransduktion bel der Entwicklung der Photorezeptorzellen im Drosophila Auge. Die
Mutation in der Dos PH-Doméne W104A zeigt, dal3 die PH-Doméane ebenfalls notwendig ist
fur die normale Dos Funktion.

3.9 Immunpr&zipitation von Csw als potentiellen Inter aktionspartner von Dos

In den genetischen Tests die bisher durchgefiihrt wurden konnte gezeigt werden, dal3 die SH2-
Domanen Bindungsstelle fur Csw Y801 eine wichtige Funktion fur das Dos Protein besitzt.
Die genetischen Daten sollten zusétzlich durch biochemische Untersuchungen bestétigt
werden. In neueren Untersuchungen wurde die Interaktion von Dos mit Csw in Zellkultur
nachgewiesen. Hierbel wurde gezeigt, da3 die zwei SH2-Domanen von Csw und die
phosphorylierten Tyrosine 801 und 854 im Dos Protein fur die Bindung verantwortlich sind
(Herbst et al., 1999).

Da die bisherigen biochemischen Daten in Zellkultur gewonnen wurden, sollte versucht
werden durch Immunprazipitation (IP) von Dos aus Fliegenprotein mogliche Bindungspartner
wie Csw koimmun zu préazipitieren. In einem paralelen Ansatz sollte Dos mit Csw koimmun
prézipitiert werden.

Die dritten Larven fir die Proteingewinnung wurden, da keine Standardprotokolle zur
Verfligung standen, mit verschiedenen Puffern homogenisiert.

Die Reinigung sollte Uber Protein G Sepharose Saulen erfolgen. Hierzu wurde nach dem
Protokoll vom Hersteller (Pharmacia) verfahren. Zuerst wurde das Larvenhomogenat mit
Maus anti-Dos bzw. mit Kaninchen anti-Csw fir eine Stunde bel 4°C inkubiert. Dieses wurde
dann auf die Protein G Saulen geladen (teilweise mehrmals nacheinander, um die Saulen
abzuséttigen). Nach dem Waschen wurde mit Glycin pH 3,0 €uiert. Durch
Proteingel el ektrophorese wurden die einzelnen Wasch- und Elutionsfraktionen aufgetrennt
und anschlieffend auf Nitrozellulose geblottet. Fir den Westernblot wurden bel
Immunprazipitationen mit anti-Dos, Csw und bei Immunprazipitationen mit anti-Csw, Dos
Antikorper verwendet.
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Trotz schrittweiser Verdnderung verschiedener Parameter, wie Detergenzart und -menge,
Verwendung von Proteaseinhibitoren, verschiedene Antikdrperkonzentrationen und
Puffermengen fur Wasch- und Elutionsschritte, konnten aus dem Gesamtprotein von dritten
Larven keine nachweisbaren Mengen an Proteinen immun und koimmun prazipitiert werden.
Da zunachst angenommen wurde, dal? dies an zu geringer Proteinmenge in wildtypischen
Larven liegt, wurde die Experimente mit Larven von P[w", sE/hsp-dos] nach einstiindigem
Hitzeschock durchgefiihrt, jedoch konnte auch hier kein Ergebnis erzielt werden.
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisse zum Dos Protein

Durch die Immunisierung von Mé&usen mit zwei unterschiedlichen Dos Fusionsproteinen,
GST-Dos und His-Dos, und die anschlief3ende Gewinnung von monoklonalen Hybridoma
Zdlinien konnte ein monoklonaler Maus anti-Dos Antikdrper gewonnen werden. Das Epitop
des Antikorpers befindet sich im Bereich der C-terminalen 525 Aminosduren des Dos
Proteins. Die fir die optimae Konzentration in Westernblot Anaysen und
Antikorperfarbungen ermittelte sehr geringe Verdinnung von 1:10 ist nicht optimal, da
Antikorper in Losungen stabiler sind je hoher ihre Konzentration ist (Harlow and Lane, 1999).
Normalerweise enthalten Uberstande von Zellkulturen 20-50pg/ml monoklonalen Antikorper.
Zur Lagerung werden jedoch Konzentrationen von mehr als 1mg/ml empfohlen. Eine
Reinigung des Dos Antikdrpers aus den Hybridomalberstanden wére deshalb sinnvoll. For
den Proteinnachweis durch Westernblot und die durchgefihrten Antikorperfarbungen war die
Verwendung der ungereinigten Hybridomaiiberstande jedoch vollkommen ausreichend. Der
gewonnene Antikorper besitzt eine gute Spezifitdt und Affinitét zum Dos Protein in vivo und
in vitro. Farbungen an larvalem und embryonalem Gewebe zeigen sehr wenig Hintergrund.
Dieser wurde auf eine unspezifische Farbung zurtickgeftihrt, kénnte jedoch auch durch eine
Kreuzreaktion hervorgerufen werden. Die bel der Westernblot Analyse stets gleichférmig
auftretenden, zusétzlichen kleineren Banden konnen auf Abbauprodukte des Dos Proteins
zurtickgefiihrt werden, da sich durch den Zusatz von Proteaseinhibitoren bel der
Proteingewinnung deren Stdrke und Anzahl verringerte. Fur den noch verbleibenden
Hintergrund konnen unspezifische Kreuzreaktionen des bel der Zellkultur eingesetzten
Serums mit Proteinen auf der Nitrozellulosemembran verantwortlich sein.

Im Westernblot wurde das native Dos Protein mit einer Grofe von 115 kD nachgewiesen. Die
Abweichung von der vorhergesagten Grof3e wird auf posttrandationelle Proteinmodifikation
zurtickgeftihrt. Die in vitro Dephosphorylierung durch Phosphatase konnte zeigen, welche
Auswirkungen Phophorylierungen auf das Laufverhalten des Dos Proteins haben. Einen
Anhaltspunkt fur weitere Modifikationen, welche die Mobilité bei der Gelelektrophorese
beeinfluf3en, konnte der Vergleich von nativem Dos mit einem in Bakterien exprimiertem
vollstdndigen Dos Protein liefern, da es in Bakterien keine Proteinmodifikationen wie in
eukaryontischen Zellen gibt. Die Phosphorylierung von Dos Y801 und Y854, durch die
aktivierte Sev RTK wurde bereits gezeigt und fuhrt zu einer Verringerung der Mobilitét bel
der Proteingelelektrophorese (Herbst et al., 1996; Herbst et al., 1999). Dos wird in vivo sehr
schnell durch die Tyrosin Phosphatase Csw dephosphoryliert (Herbst et al., 1996), weshalb
wahrscheinlich auf3er der Phosphorylierung von Tyrosinresten in potentiellen SH2-Domanen
Bindungsstellen noch andere Modifikationen fir das nachgewiesene Molekulargewicht
verantwortlich sind.

In Westernblot Analysen konnte fiir die beiden dos Allele dos™* und dos™*** kein Protein
detektiert werden. Da das Epitop fur den BB117/2 Antikorper jedoch im C-terminalen Bereich
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des Proteins liegt ist es moglich, dald verkirzte Proteine gebildet werden, die der Antikorper
nicht erkennen kann. Fiir das dos™*° Allel ware aufgrund der Lage des P-Elementes im ersten
Intron auch wahrscheinlich, dal3 durch das Entfernen des Introns zusammen mit dem P-
Element beim Splicevorgang noch eine geringe Menge an Protein vorhanden ist. Die
molekulare Analyse der beiden Allele deutet darauf hin, dal3 es sich um ,loss of function®
Allele handelt. Beide sind im dritten Larvenstadium homozygot letal und wirken in
heterozygotem Zustand als Suppressoren des Multi R7 Phanotyps von konstitutiv aktivem
Sev®™, indem sie die Anzahl der R7 Zellen in fast allen Ommatidien zum Wildtyp revertieren.
Beides zeigt, dal’ die unter Umstdnden gebildeten Restproteine die Dos Funktion bei der
Signaltransduktion nicht ersetzen kdnnen (Raabe et al., 1996). Das dos > Allel verhalt sich
in alen genetischen Assays wie die beiden ,loss of function* Allele dos** und dos**,
wodurch die Annahme zusétzlich unterstiitzt wird (Herbst et al., 1999).

Die apikale Lokalisation des Dos Proteins in der morphogenetischen Furche und den sich
dahinter entwickelnden Photorezeptorzellen in Augenimaginalscheiben korreliert mit der
Lokalisation anderer Proteine, die bei der Sevenless Signaltransduktion beteiligt sind. So wird
Sev in den Photorezeptorzellen R7 und R3/R4 sowie in den Kegelzellvorlaufern (Tomlinson
et a., 1987) und das Adaptorprotein Drk im apikalen Bereich der Augenscheibe in allen
Zellen an der Membran exprimiert (Olivier et al., 1993). Da Dos bel der Signaltransduktion
sowohl von Sev als auch von DER eine Rolle spielt (Raabe et al., 1996), entspricht eine
Expression in allen Photorezeptorzellen den Erwartungen.

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Membranassoziation von Dos nicht ausschliefdlich durch
die PH-Domane vermittelt wird, da ihre Deletion oder Inaktivierung auf die subzelluldre
L okalisation keinen Einfluf3 hat, sondern nur auf die Funktion des Proteins (Bausenwein et a.,
2000; Mielke, 1999; Schmidt, 1997). Vielmehr muld es weitere Mdoglichkeiten fur die
Rekrutierung des Proteins an die Zellmembran geben. Fir das Vertebraten Multi-Adaptor-
Protein Gabl wurden mehrere unabhangige Mechanismen gefunden: Erstens, die Bindung an
die Zellmembran Uber Phospholipide, Produkte der PI3Kinase. Zweitens, die direkte Bindung
an ein Phosphotyrosin der intrazellularen Doméne der Met Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die an
einer Vielzahl von HGF (hepatocyte growth factor) stimulierten Signaltransduktionsprozessen
beteiligt ist. Drittens die Bindung Uber Grb2, das Vertebratenhomolog zum Drosophila
Adaptorprotein Drk, an die Rezeptor-Tyrosin-Kinase. Wie das Dos Protein, ist auch Gabl
ohne seine PH-Domaéne nicht funktionell (Maroun et al., 1999; Nguyen et al., 1997; Weidner
et a., 1996). Fur Dos sind dhnliche Mechanismen denkbar. Eine direkte Interaktion mit der
Sev RTK und/oder eine Bindung von Dos via Drk an den Sev Rezeptor, wobei die PH-
Domane eine stabilisierende, oder fur die sterische Molekilanordnung wichtige Rolle spielt.
Die Mdglichkeit der Dos PH-Doméne Uber Phospholipide an die Membran zu binden wurde
mit einem Hefe-Testsystem nachgewiesen (Isakoff et al., 1998). Bisher konnte gezeigt
werden, dal? eine indirekte, SH2-Doméanen abhangige Bindung von Dos Uber Csw an die Sev
RTK zumindest in Zellkultur moglichist (Allard et al., 1998).



4.2 Molekulare Charakterisierung von dos™*

Die genomische Sequenzierung des EM S-Allels dos™! sollte AufschluR tiber den molekularen
Defekt geben, der Ursache fir die Letalitét ist. Die amplifizierten Fragmente des genomischen
dos Bereiches konnten erfolgreich sequenziert werden und der Vergleich mit der dos cDNA
Seguenz ergab sieben eindeutige Verdnderungen im Bereich von Exon |1 bisV.

Das Mutagen EMS erzeugt G-C nach A-T Transitionen in der DNA durch die Bildung von
Methyl- bzw. Ethylguanin. So wird die Paarung von Guanin mit Thymin ermdglicht und fihrt
bei der Replikation in einem Tochterstrang zur Transition. Fir die Sequenz der dos™* DNA
wurden daher nur G-C nach A-T Anderungen erwartet. Die gefundenen
Aminosauresubstitutionen und das Stopcodon in Position 463 konnten somit auf EMS-
induzierte Transitionen zurtickgefuihrt werden. Dies ist jedoch nicht sehr wahrscheinlich, da
die Anzahl der gefundenen Mutationen zu grof3 ist und fUr das gesamte Genom betrachtet,
mehr als nur ein letales Allel die Folge sein mufte. Aufschlul® darlber kdnnte nur der
Vergleich der dos™! Sequenz mit der genomischen Sequenz des zur Mutagenese eingesetzten
Ausgangsstammes geben.

Bei den Substitutionen AY?® V, V¥® F und L2*?*® F wird keine drastische Veranderung
in der Tertidrstruktur des Dos Proteins erwartet, da der hydrophobe Charakter der
urspriinglichen Aminosauren erhalten bleibt und die neuen Aminosdurenreste in ihrer Grof3e
shnlich sind. Die Substitutionen S™"°® F und P**’® Q hingegen kdnnen Auswirkungen auf die
Proteinfaltung haben. Beim Austausch von S® F andert sich der Charakter der Seitengruppe
von hydrophil nach hydrophob. Die Iminosaure Prolin mit ihrer intramol ekularen Ringstruktur
ist haufig an Knicken von gefalteten Proteinen zu finden und stabilisiert die Struktur durch
sterische Hemmung. Durch den Austausch in ein Glutamin geht diese Stabilisatorfunktion
verloren und wird durch eine leicht ionisierbare Seitenkette ersetzt, die sich bel der Faltung
des Protein anders verhdlt.

Die funktionell wichtigste Transition in der dos™ Sequenz fiihrt zu einem Stopcodon in
Position 463 der Aminosauresequenz. Dem verkiirzten Dos ™! Protein fehlen somit C-terminal
416 Aminosauren, wodurch die Ausbildung der Tertiarstruktur verhindert oder zumindest
drastisch verandert wird. Dartber hinaus fUhrt das Stopcodon zum Verlust von 6 potentiellen
SH2-Doméanen Bindungsstellen und verhindert dadurch die Interaktion von Dos mit anderen
Proteinen der Signaltransduktionskaskade.

Fir das dos™! Allel konnte somit gezeigt werden, daR es sich um eine ,loss of function®
Mutation handelt. Der Verlust der Csw SH2-Domanen Bindungsstellen Y801 und Y 854 fihrt
zum vollstandigen Verlust der Proteinfunktion, was durch die Ergebnisse fir die dos'®*"
Mutation (siehe 4.4) und durch Untersuchungen zur Interaktion zwischen den Csw SH2-
Domanen und Dos (Herbst et al., 1999) gezeigt werden konnte. Da aber noch ein, wenn auch
verklrztes Protein gebildet werden konnte, kann nicht ganz ausgeschlossen werden, dal3
dieses Restprotein mit den eingefuhrten sE/hsp-dos* und genE-dos* Transgenen unter
Bildung von Di- und/oder Heteromeren interagiert und fehlende Funktionen dadurch erganzt
werden koénnen. Erkennbar wére dies an unterschiedlichen Ergebnissen fir die Funktion von
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Transgenen im dos™" und dos™**® Hintergrund. Die erhaltenen Daten geben aber keinen
Hinweis auf eine vorhandene Restfunktion des Dos™ Proteins.

Die fehlenden Sequenzdaten fiir das erste Exon beeinflussen die Ergebnisse nur wenig. Zum
einen codiert es nur fir 22 Aminosauren, zum anderen sind in diesem Bereich durch EMS-
induzierte Transitionen nur Aminosauresubstitutionen moglich. Eine genaue Betrachtung der
Nukleotidsequenz im offenen Leseraster zeigt, dald kein G-C nach A-T Basentausch zu einem
Stopcodon fuhren kann. Wie die Sequenz des Uberpriften Bereiches zeigen konnte, werden
uberwiegend &hnliche Aminosduren substituiert und haben somit wenig oder keinen Einfluld
auf die Tertidrstruktur des gesamten Proteins. Eine dramatische Anderung der Proteinstruktur
wird daher in diesem Bereich nicht erwartet.

Die dargestellten Ergebnisse erklaren auch die Tatsache, dal? das Dos™" Protein nicht mit dem
monoklonalen Dos Antikorper BB117/2 im Westernblot erkannt werden kann. Wie bereits
erwadhnt, mui3 sich das Epitop fur den Antikdrper im C-terminalen Bereich des Dos Proteins
befinden. Das Fehlen der C-terminalen 416 Aminosauren bei Dos™! und die Ergebnisse der
Westernblot Analysen deuten darauf hin, dald sich das Epitop innerhab dieser 416
Aminosauren befindet.

4.3 DasgenE-dos Minigen als Voraussetzung fur en in vivo Testsystem

Die ubiquitdre Expression von Transgenen durch Hitzeschockinduktion, wie dies bei den
sE/hsp-dos Konstrukten der Fall ist, reflektiert nicht das endogene Expressionsmuster des dos
Gens. Es besteht daher die Mdglichkeit, dal3 beobachtete phénotypische Auswirkungen auch
auf Fehlexpression der Transgene zurtickgefiihrt werden konnen. Eine Aussage Uber die
Funktion von mutierten Transgenen bei der Signaltransduktion ist deshalb nur bedingt
moglich. Das etablierte und bisher zur Untersuchung von Signaltransduktionskomponenten
verwendete Testsystemm mit einer duplizierten sevenless Enhancer Sequenz und dem hsp70
Promotor als regulatorische Einheit (Basler et al., 1991) zeigte, dal3 die untersuchten
Tyrosinreste in den potentiellen SH2-Doménen Bindungsstellen mit Ausnahme von Tyrosin
801 nicht essentiell fur die Funktion des Dos Proteins bei der Entwicklung sind.

Um die moglichen Probleme der ektopischen Expression mutierter Transgene zu umgehen,
sollte ein dos Minigen kloniert werden, welches unter der Kontrolle der endogenen
Enhancer/Promotor Einheit steht. Hierzu wurde ein genomisches Fragment, welches den
gesamten 5 Bereich des dos Gens enthdlt, im dritten Exon Uber eine Rsrll Schnittstelle mit
der dos cDNA fusioniert. Die genomische Organisation von dos, mit einem groféen ersten
Intron und einem in unmittelbarer Nachbarschaft zum Startpunkt der Transkription liegenden
ribosomalen Gen, legten die Vermutung nahe, dal3 sich in dem kurzen intergenischen Bereich
und im ersten Intron die gesamten regul atorischen Sequenzen befinden miissen.

Zunéchst wurde untersucht, ob das genE-dos Minigen im dos™! Hintergrund die fehlende
endogene Expression im korrekten, raumlich-zeitlichen Muster ersetzen kann. Die Ergebnisse
des Letalitdtsassays zeigten, dald bereits eine Kopie des genE-dos Minigens das Fehlen des
endogenen Dos Proteins kompensiert. Es wurde im Durchschnitt 95% der rechnerisch
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erwarteten, geretteten Fliegen gefunden. Die beobachteten geretteten Fliegen zeigten keine
phanotypischen Besonderheiten und waren normal Iebensfahig und fertil. Man kann folgern,
dal’ das genE-dos Minigen voll funktionsfahig ist und ale notwendigen regulatorischen
Sequenzen kloniert wurden.

Weiterhin wurde das Expressionsmuster des Minigens in larvalen Augenimaginalscheiben
untersucht. Hierzu wurde eine anti-Dos Farbung an wildtypischen Imaginalscheiben mit der
Autofluoreszenz von einem genE-dos-GFP Transgen verglichen. Das Muster der Expression
war in beiden Féllen identisch, was das Ergebnis des Letalitdtsassays bestétigt und fur die
Funktionalitét der klonierten dos Enhancer/Promotor Kassette spricht.

Die erfolgreiche Klonierung des genE-dos Minigens war die Voraussetzung fur die
Etablierung eines klonalen Testsystems, mit dessen Hilfe die Auswirkungen von in vitro
eingefuhrten Mutationen in vivo im Drosophila Auge untersucht werden kénnen. Der bisher
verwendete L ethalitatsassay, mit der ektopischen, ubiquitéren Expression der Transgene durch
Hitzeschock wahrend der gesamten Entwicklung, erlaubte nur eine generelle Aussage dariber,
ob eine bestimmte Domé&ne des Dos Proteins wichtig ist fir seine Funktion, oder nicht. Da
Dos wahrend der gesamten Entwicklung bei der Signaltransduktion von verschiedenen RTK's
eine wichtige Rolle spielt, konnte die Rolle von Proteindoménen fur die Dos Funktion in der
Augenentwicklung mit dem vorhandenen Testsystem nicht untersucht werden, wenn die
eingefiihrten Mutationen eine essentielle Proteinfunktion betrafen. Im Falle der mutierten
SH2-Domanen Bindungsstelle Y801 konnten im Letalitétsassay keine geretteten Fliegen
gefunden werden. Eine Aussage Uber die Funktion von Y801 in der Augenentwicklung war
daher nicht méglich. Durch mitotische Rekombination kann man in fir dos™! heterozygoten
Individuen Klone von Zellen erzeugen, die homozygot fur das Allel sind. Da die
Rekombination, hervorgerufen durch hitzeschockinduzierte Flipaseaktivitét, nicht in alen
Zellen stattfindet, hat die Letalitdt des dos™" Allels keine Auswirkungen auf die gesamte
Entwicklung. In klonalem Gewebe im Auge kann deshalb die funktionelle Rolle eines
Transgens fur die Augenentwicklung untersucht werden. Durch das in dieser Arbeit etablierte
genE-dos Minigen konnten die Probleme mit der ektopischen Expression von Transgenen
umgangen werden. Die beobachteten phanotypischen Effekte kénnen dann direkt auf die
untersuchten Mutationen zurlickgeftihrt werden und geben somit Aufschlufld Uber ihre
Funktion. Die Einfihrung von somatischen Zellklonen im Auge basiert auf dem Flp/FRT
Rekombinase System (Xu and Rubin, 1993). Die Idee war die Untersuchung von Zellklonen
im adulten Fliegenauge, die homozygot fiir dos™ sind und als einzige Quelle fiir das Dos
Protein ein genE-dos Transgen besitzen.

Homozygote dos™" Klone zeigen das Fehlen der R7 Zelle und einer unterschiedlichen Anzahl
von aul¥eren Photorezeptorzellen, was ein Hinwels auf die Funktion von Dos bel der
Signaltransduktion der DER RTK ist (Raabe et a., 1996). Bereits eine Kopie des genE-dos
Minigens ist ausreichend, um in homozygoten dos™" / dos™! Ommatidien die wildtypische
Anordnung und Anzahl der Photorezeptorzellen wieder herzustellen. Das Minigen kann also
den Verlust von endogenem Dos vollstandig kompensieren. Mit diesem Testsystem wird eine
funktionelle Untersuchung von verschiedenen Mutationen in der Augenentwicklung moglich,
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unabhangig von der Funktion von Dos in anderen Entwicklungsprozessen. Jede
Bindungsstelle kann einzeln oder in Kombination mit anderen Mutationen auf ihre
Funktionalitét in der Sev und DER vermittelten Signaltransduktion untersucht werden.

Geht man von einem Netzwerk an Protein-Protein Interaktionen bel der SignalUbertragung
aus, so wird deutlich, dal?3 der Verlust von Bindungseigenschaften nicht zwangslaufig in
diesem klonalen Assay einen phanotypischen Effekt zeigen muf3. Der Ausfall eines Proteins
oder einer Proteininteraktion kann dazu fuhren, dald3 alternative Wege fur die
Signaltransduktion verwendet werden und den Verlust vollstdndig kompensieren kdnnen.
Daneben erwartet man alle Zwischenstufen der genannten Extremsituationen. Eine Interaktion
kann z.B. fur nur eine RTK wichtig sein, oder es kommt zu einem Teilausfall der Funktion,
wenn Alternativwege den Wegfall eines Weges nicht vollstandig ersetzen konnen.

Um die mit diesem System erhaltenen in vivo Ergebnisse zu unterstiitzen, missen noch auf
biochemischer Ebene die postulierten Proteininteraktionen nachgewiesen werden. Erst die
Kombination von biochemischen und genetischen Experimenten kann ein genaueres Bild der
funktionellen Eigenschaften des Dos Proteins bei der Signaltransduktion liefern.

4.4 Dos- ein Multi-Adaptor-Protein?

Die Rolle von Dos als Multi-Adaptor-Protein sollte durch die Mutation der vorhergesagten
Bindungsstellen fur SH2-Doménen Proteine genauer untersucht und deren Funktion fur die
Signaltransduktion geklért werden. Die Aminosauresequenz des Proteins besitzt Tyrosinreste
in potentiellen Bindungsstellen fur Drk, Shc, PLCg, PI3Kinase und Csw. Dos spielt eine
wichtige Rolle bel der Signaltransduktion von Sev, DER und Torso. Nach der Aktivierung
durch eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase kann Dos das Signa auf verschiedene intrazellulére
Wege weitergeben. Fur Gabl und Gab2, sowie fir die IRS Proteine, die verwandten Multi-
Adaptor-Proteine bei Vertebraten, konnte gezeigt werden, dal3 sie von verschiedenen RTK's
as Folge deren Aktivierung phosphoryliert werden und das Signal durch die Bindung an
unterschiedliche Effektorproteine weiterleiten. Hierbei werden in den verschiedenen
Signaltransduktionswegen unterschiedliche Bindungsstellen aktiviert, wodurch erreicht wird,
da? downstream Komponenten gezielt rekrutiert und somit eine hohe Spezifitdt der
SignalUbertragung erreicht werden kann (Gu et al., 1998; Holgado-Madruga et al., 1996;
Ingham et al., 1998; Lehr et a., 1999; Myerset a., 1998; Takahashi-Tezuka et al., 1998).

Die Ergebnisse der verschiedenen durchgefihrten Assays konnten zeigen, dal3 nur die
Funktion der Csw Bindungsstelle Y801 essentiell ist fir die Funktion von Dos be der
Signaltransduktion von Sev und DER. Mutationen in den potentiellen Bindungsstellen fur
She, PI3Kinase und PLCg SH2-Doméanen hatten keine Auswirkungen auf die Funktionalitat
von Dos. Bel den durchgefiihrten Assays verhielten sich die Transgene mit den Y 316F,
Y 631F und Y 358+537F Punktmutationen jeweils wie die Kontrollen mit den nicht mutierten
dos Transgenen. Fir die RTK vermittelten Signaltransduktionen, welche Dos benttigen, spielt
die Bindung dieser drel Proteine daher keine Rolle oder hat eine redundante Funktion.
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Anders waren die Ergebnisse fur die Mutation der Csw Bindungsstelle Y801. Das Fehlen
fuhrt zum vollstdndigen Funtionsverlust des Dos Proteins bei der Sev und DER
Signaltransduktion. Mit dem klonalen Testsystem wurde gezeigt, dal3 der Verlust der Csw
Bindungsstelle Y801 das Fehlen von Photorezeptorzellen verursacht, wobei stets die R7 Zelle
und eine unterschiedliche Anzahl an auf3eren Rezeptorzellen nicht entwickelt werden. Die
Interaktion zwischen Dos und Csw ist also bei der Signaltransduktion von Sev und DER ein
wichtiger Schritt. Dieses Ergebnis, das in allen durchgefirten Assays identisch war, stimmt
mit den Beobachtungen Uberein, daf3 die Interaktion zwischen Dos und Csw durch SH2-
Doménen vermittelt ist und Dos as Substrat der Phophataseaktivitdt von Csw
dephosphoryliert wird (Allard et al., 1998; Herbst et al., 1996). Fir SHP-2, das Vertebraten
Homolog von Csw, wurde gezeigt, dal3 es Uber seine zwei SH2-Doménen an jewells zwel
phosphorylierbare Tyrosine in den IRS, Gabl und Gab2 Proteinen binden kann (Gu et a.,
1998; Myerset a., 1998). Csw besitzt ebenso zwel SH2-Domaénen, deren Verlust die Bindung
an Dos verhindert. Ist hingegen nur eine der beiden SH2-Domanen deletiert, kommt es nur zu
einem Teilverlust der Interaktion zwischen beiden Proteinen (Allard et al., 1998). Bel der
Untersuchung der Dos Sequenz findet sich noch eine zweite potentielle Bindungsstelle fur
Csw SH2-Domanen. Der Aminosaurekontext von Tyrosine Y801 (LQYgy:FDL) und Y854
(VVYg4RSV) entsprechen der Consensus Sequenz  (V/LxYxxV/L) far Csw SH2
Bindungsstellen (Huyer and Alexander, 1999).

Parallel durchgefihrte Arbeiten in der Arbeitsgruppe von M. Simon zeigen, dal3 Csw mit Dos
Uber die beiden SH2-Doméanen Bindungsstellen Y801 und Y854 interagiert, und dal? deren
Mutation zum Verlust der Dos Funktion fuhrt. Es wurden verschiedene, in vitro mutierte Dos
Proteine auf ihre Fahigkeit hin untersucht, mit Csw zu interagieren. Hierzu wurden folgende
Konstrukte verwendet: Dos-Y801F und Dos-Y854F mit je einer einzelnen Mutation in den
vorhergesagten Csw SH2-Doménen Bindungsstellen, Dos-Y801F+Y854F mit der
Doppelmutation beider Bindungsstellen, Dos-YY mit Y801+854 als einzigen Tyrosinresten
und Dos-0Y as Protein ohne Tyrosine. Mit Immunprézipitationen aus Drosophila
Schneiderzellen, welche die mutierten dos Transgene und ein Transgen mit der katalytisch
inaktiven Form von Csw, csw™S, exprimierten, konnte gezeigt werden, daf die beiden SH2-
Domanen Bindungsstellen Y801 und Y854 fur die Interaktion verantwortlich sind. Beide
Tyrosinreste werden durch die aktivierte Sev RTK phosphoryliert. Genetische Experimente
mit den mutierten Konstrukten zeigten, dal3 die Mutation der potentiellen Csw Bindungstellen
den Verlust der Dos Funktion zur Folge hat. Der rauhe Augen Phanotyp von P[sE/hsp-csw®]
Fliegen, der durch das Fehlen von Photorezeptorzellen hervorgerufen wird, wurde durch das
Dos-0Y und DosY801F+Y854F verstéarkt, beide wirken also wie ,loss of function®
Mutationen im dos Genlokus. Die beiden Konstrukte sind auch nicht in der Lage den Multi
R7 Phanotyp von sev™ Fliegen zu revertieren. Die Mutation oder Deletion aller anderen
potentiellen SH2-Doménen Bindungsstellen und der potentiellen SH3-Doménen
Bindungsstelle im Dos Protein hatte hingegen keine Auswirkung auf die Funktion in der Sev
und DER Signaltransduktion, wenn Y801 und Y854 vorhanden waren. Zusétzlich zu den
biochemischen und genetischen Daten konnte durch Massenspektroskopie gezeigt werden,
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daid es sich bei den Phosphotyrosinen Y801 und Y 854 tatsachlich um die Bindungsstellen fir
die beiden Csw SH2-Doménen handelt (Herbst et a., 1999). Diese Daten stimmen gut mit den
eigenen Ergebnissen Uberein und zeigen, dafd bel der Sev und DER RTK vermittelten
Signaltransduktion Dos mit Csw interagiert und die Signal Ubertragung positiv beeinflufit.

Die Tatsache, dal3 die Immunprazipitation von Dos und Csw aus Fliegenlysaten kein Ergebnis
gebracht hat, konnte daran liegen, dal3 die Dephosphorylierung von Dos durch Csw in vivo
sehr schnell stattfindet und infolge dessen keine stabile Interaktion mehr mdglich ist. Die
Versuche in der Arbeitsgruppe von M. Simon wurden, um dieses Problem zu umgehen, in
Anwesenheit der katalytisch inaktiven Form Csw®  durchgefithrt, wodurch die
Dephosphorylierung von Dos verhindert werden konnte und die somit stabile Interaktion
zwischen den beiden Proteinen eine Immunprazipitation ermoglichte (Herbst et al., 1999). Die
Versuche zur Immunprazipitation mufiten daher ebenso in Gegenwart der katalytisch
inaktiven Form von Csw, oder in Anwesenheit von Phosphatase Hemmstoffen durchgefiihrt
werden, um Dos im phosphorylierten Zustand zu erhalten und die Dos-Csw Interaktion zu
ermaglichen.

Fur die Funktion der Interaktion zwischen Dos und Csw bei der RTK vermittelten
Signaltransduktion ist folgendes Modell denkbar: Die Bindung von Csw an Dos aktiviert die
Phosphataseaktivitdt und ermoglicht so die Dephosphorylierung von Dos und anderen
downstream gelegenen Signaltransduktionskomponenten. Die Interaktion sorgt fir eine
intrazellulér korrekte Lokalisation von Csw durch seine Rekrutierung an die Zellmembran in
die unmittelbare Ndhe des Rezeptors, und ermoglicht die Regulation des
Phosphorylierungsgrades von einzelnen Komponenten in der Signaltransduktion. Das
Zustandekommen eines positiven Signals durch diese Interaktion kann bisher jedoch nicht
erkléart werden. Hierzu mufdten weitere Untersuchungen zur Aufkl&rung der biochemischen
Auswirkungen dieser Interaktion auf andere Signaltransduktionskomponenten durchgefihrt
werden.

Die Tatsache, dal3 nur zwel Tyrosine, Y801 und Y854, fur die in vivo Funktion von Dos
wichtig sind entspricht nicht den Erwartungen, da fir die Vertebraten Multi-Adaptor-Proteine
IRS, Gabl und Gab2 eine Reihe von verschiedenen Interaktionen nachgewiesen werden
konnten (Gu et al., 1998; Holgado-Madruga et a., 1996; Ingham et al., 1998; Lehr et a.,
1999; Myers et a., 1998; Takahashi-Tezuka et al., 1998). Dies kann jedoch aufgrund der
Daten auch fir das Dos Protein nicht endglltig ausgeschlossen werden, da die
Bindungsstellen fur SHC, PI3Kinase und PLCg eine redundante Rolle fir die Dos Funktion
besitzen konnten, d.h. der Verlust von Bindungseigenschaften kann durch Alternativwege
kompensiert werden.

Fur eine Interaktion bei der Sev und DER Signaltransduktion zwischen PLCgund Dos gibt es
genetische Hinweise. Das Drosophila PLCg Gen, small wing, wirkt als negativ Regulator bei
der RTK vermittelten Signaltransduktion. Mutationen im small wing Gen bewirken die
Rekrutierung von vielen R7 Zellen bel der Augenentwicklung (Thackeray et al., 1998). Das
PLCg Protein besitzt unter anderem zwei SH2-Doménen und eine SH3-Doméne, diese
koénnten an Dos binden, da es hier zwei potentielle SH2-Doménen Bindungsstellen Y 358 und
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Y537 und eine mogliche SH3-Doméanen Bindungsstelle gibt. In den Tests wurden nur die
SH2-Bindungsstellen mutiert, was eine Interaktion Uber die SH3-Doméane immer noch
ermdglichen kdnnte. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von M. Simon konnten jedoch zeigen,
dal3 auch die Deletion der putativen SH3-Domanen Bindungsstelle keinen Einfluf3 auf die
Funktion des Dos Proteins hat (Herbst et al., 1999). Daher kann eine essentielle Funktion
dieser Interaktion ebenfalls ausgeschl ossen werden.

Die erhaltenen Ergebnisse zur Funktion der verschiedenen SH2-Doméanen Bindungsstellen im
Dos Protein konnten in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem Labor von M. Simon
(Herbst et al., 1999) zeigen, dal3 nur die SH2-Doméanen vermittelte Bindung von Csw an Dos
fur die Dos Funktion bei der Signaltransduktion von RTK’s essentiell ist. Die Ubrigen
postulierten Bindungsstellen spielen keine essentielle Rolle bei der Funktion von Dos. Das
eingangs aufgestellte Modell von einem Multi-Adaptor-Protein, welches als zentrale
Bindungsstelle fur viele unterschiedliche Proteine fungiert, konnte in dieser Form nicht
bewiesen werden. Dos hat zumindest die Funktion eines, durch seine PH-Domane
membranassoziierten, Adaptors fir Csw. Da eine Interaktion von Dos mit Drk beobachtet
werden konnte (Herbst et al., 1999), ist es moglich, dal3 dies eine alternative Moglichkeit zur
Aktivierung von Rasl darstellt, neben der direkten Bindung von Drk an den aktivierten
Rezeptor. Die Zuordnung von Dos zur Familie der Multi-Adaptor-Proteine kann bisher nur
durch seine strukturellen Eigenschaften gerechtfertigt werden. Funktionell haben Dos und die
Vertebraten Proteine Gabl und Gab2, sowie die IRS Proteine die fur die Membranassoziation
verantwortliche PH-Doméane und die Interaktion mit einer Tyrosin Phosphatase gemeinsam.
Fur IRS-1 und Gab2 konnten je zwei Tyrosinreste charakterisiert werden, die eine Bindung
der beiden SH2-Domanen von SHP-2, das Vertebraten Homolog von Csw, erméglichen (Gu
et a., 1998, Myers et a., 1998). Da bei Vertebraten mehrere Multi-Adaptor-Proteine
vorkommen und in Drosophila bisher auf3r Dos nur ein weiterer Vertreter dieser
Proteinfamilie, ndmlich das fur die IRS RTK wichtige Chico (Boehni et al., 1999), gefunden
werden konnte, wére es denkbar, dal3 noch weitere Proteine in Drosophila existieren.

4.5 Ausblick

Das Adaptorprotein Dos spielt eine wichtige Rolle bel der Rezeptor-Tyrosin-Kinase
vermittelten Signaltransduktion der RTK s Sev, DER und Torso. Es konnte gezeigt werden,
da3 die SH2-Doménen vermittelte Bindung der Tyrosin Phosphatase Csw an Dos ein
essentieller Schritt bei der Signaltransduktion ist. Werden die SH2-Doménen Bindungsstellen
fur She, PI3Kinase und PLCg mutiert, so ist das Dos Protein dennoch funktionsfahig. Die
bisherigen Ergebnisse lassen keine Aussage Uber die Rolle dieser Bindungsstellen fir die
Funktion von Dos bei der Torso RTK vermittelten Signaltransduktion zu. Bei der
Signaltransduktion anderer RTK’s wahrend der Entwicklung haben diese Bindungsstellen
keine essentielle Funktion fir Dos, eine redundante Funktion kann aber nicht ganz
ausgeschlossen werden. Dies ist ein Hinweis darauf, da3 durch Phosphorylierung von
unterschiedlichen Tyrosinresten eine Schalterfunktion entsteht, die eine spezifische
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intrazelluldre Antwort erméglicht und letztendlich Einflul? auf die spezifische Genexpression
hat. Untersuchungen im Kontext anderer RTK's sind daher ein wichtiger Ansatzpunkt zur
weiteren funktionellen Charakterisierung von Dos als Adaptorprotein.

Die Charakterisierung von Sequenzabschnitten, die eine Bindung an die aktivierte RTK
ermoglichen, konnte weiteren Aufschlufd Uber die Funktion von Dos geben, da bisher keine
direkte Interaktion nachgewiesen werden konnte. Eingefligte Mutationen kénnen mit dem
klonalen Testsystem in vivo untersucht werden. Um die Ergebnisse zu vervollstandigen sollten
biochemische Experimente in Form von Immun- und Koimmunprézipitationen folgen. Durch
Koimmunprazipitationen kénnte auch nach weiteren Proteinen gesucht werden, die mit Dos
interagieren und nachgewiesene | nteraktionspartner kénnten genauer charakterisiert werden.
Eine weitere Moglichkeit, die durch das klonale Testsystem ertffnet wird, ist die
Charakterisierung von anderen Proteinregionen in Dos, die Protein-Protein Interaktionen
ermoglichen, und deren Funktion bel der Sev und DER vermittelten Signaltransduktion in der
Augenentwicklung von Drosophila.
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5 Zusammenfassung

Ein Weg, der von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen benutzt wird um Signale auf ,, downstream®
gelegene Effektormolekile zu Ubertragen, erfolgt Uber Adaptorproteine, die Bindungsstellen
fur verschiedene Proteine zur Verfligung stellen. Das daughter of sevenless (dos) Gen wurde
in einem Screen nach Downstream-Komponenten der Sevenless (Sev) Rezeptor-Tyrosin-
Kinase gefunden. Dos besitzt eine N-terminale PH-Doméne und mehrere Tyrosinreste in
Konsensussequenzen fur SH2-Doméanen Bindungsstellen von verschiedenen Proteinen. Die
strukturellen Merkmale von Dos und Experimente, die zeigten, dal3 Tyrosine im Dos Protein
nach der Aktivierung von Sev phosphoryliert werden, legen den Schluf3 nahe, dal3 Dos zur
Familie der Multi-Adaptor-Proteine gehoért. Zu dieser Familie werden die Insulin-Rezeptor-
Substrat (IRS) Proteine, Gabl und Gab2 gerechnet.

In dieser Arbeit wurde ein monoklonaler Maus anti-Dos Antikorper etabliert. Das Epitop
dieses Antikorpers liegt im Bereich der C-terminalen 416 Aminosauren des Dos Proteins.
Mittels Westernblot Analysen wurde fir Dos ein Molekulargewicht von 115 kD ermittelt.
Antikorperfarbungen von wildtypischen Augenimaginalscheiben dritter Larven zeigten, dal3
das Dos Protein in Zellen in und posterior der morphogenetischen Furche exprimiert wird und
in diesen Zellen apikal lokalisiert ist.

Zur Charakterisierung des homozygot letalen dos™" Allels, wurde der genomische Bereich
sequenziert und die erhaltenen Daten mit der cDNA Sequenz verglichen. Die so etablierte
Aminosiuresequenz  fir das Dos™" Protein hat sechs Aminosiuresubstitutionen, die
maoglicherweise die Tertiarstruktur beeinflussen. Zusétzlich wurde ein Stopcodon in Position
463 der Aminoséuresequenz gefunden. Bei dos™" handelt es sich um ein ,loss of function®
Allel, das nicht in der Lageist, die normale Dos Funktion zu erfillen.

Um die funktionelle Rolle der potentiellen SH2-Doménen Bindungsstellen fur die Dos
Funktion in der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen vermittelten Signaltransduktion zu untersuchen,
wurden mutierte dos Transgene in Fliegen exprimiert. Die potentiellen Bindungsstellen fur die
SH2-Domanen des SH2/SH3 Adaptorproteins Shc, der PhospholipaseC-g (PLCg), der
regul atorische Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3Kinase) und der Corkscrew
(Csw) Tyrosin Phosphatase wurden durch den Austausch des fir die Bindung wichtigen
Tyrosins gegen ein Phenylalanin mutiert. Die ektopische Expression der mutierten Konstrukte
ohne Bindungsstellen fur die Shc, PLCg und PI3Kinasen SH2-Doménen konnte in
Abwesenheit von endogenem Dos die fehlende Dos Funktion wahrend der Entwicklung
vollsténdig ersetzen. Im Gegensatz dazu ist das Tyrosin 801 als nachgewiesene Bindungsstelle
fir Csw SH2-Domanen essentiell fur die Funktion von Dos.

Ektopische Expression von Transgene durch Hitzeschock kann zu phanotypischen Effekten
fuhren, die nicht auf das Transgen zurtickzufihren sind. Um dieses Problem zu umgehen
wurde das endogene dos Enhancer/Promotor Element kloniert, damit die Funktion von
mutierten Transgenen auch im endogenen Expressionsmuster untersucht werden konnte. Das
klonierte genE-dos Minigen war in der Lage, den Verlust von endogenem Dos in dos™" und
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dos”™™* Tieren vollstandig zu ersetzen und zeigte eine véllig wildtypische Expression in
Augenimaginal scheiben.

Zur Untersuchung, welche Rolle die mutierten SH2-Doméanen Bindungsstellen bel der Dos
Funktion in der Augenentwicklung spielen, wurde ein neues in vivo Testsystem basierend auf
der FIp/FRT Fipase Rekombinase Technik etabliert. Dieses klonale Testsystem erlaubt die
Expression mutierter Transgene unter der Kontrolle der dos Enhancer/Promotor Sequenzen in
Klonen von Zellen, denen die endogene Dos Funktion fehlt. Die klonale Anayse der
mutierten Konstrukte konnte zeigen, dal3 das Tyrosin 801, als Bindungsstelle fir eine Csw
SH2-Domane, eine essentielle Rolle fir die Dos Funktion spielt. Die Tyrosinreste in den
potentiellen SH2-Doméanen Bindungsstellen fir Shc, PLCg und PI3Kinase spielen hingegen
keine essentielle Rolle fur die Dos Funktion bel der Augenentwicklung.

Das etablierte klonale Testsystem kann allgemein zur Untersuchung der in vivo Funktion von
potentiellen Protein-Protein Interaktionsregionen im Dos Protein bel der Augenentwicklung
eingesetzt werden unabhéngig von deren Erfordernis fir andere Entwicklungsprozesse.



6 Conclusion

One mechanism used by receptor tyrosine kinases to relay a signal to different downstream
effector molecules is to use adaptor proteins that provide docking sites for a variety of
proteins. The daughter of sevenless (dos) gene was isolated in a genetic screen for components
acting downstream of the Sevenless (Sev) receptor tyrosine kinase. Dos contains a N-
terminally located PH domain and several tyrosine residues within consensus binding sites for
anumber of SH2 domain containing proteins. The structural features of Dos and experiments
demonstrating tyrosine phosphorylation of Dos upon Sev activation suggested that Dos
belongs to the family of multisite adaptor proteins that include the Insulin Receptor Substrate
(IRS) proteins, Gabl, and Gab2.

In this work, a monoclonal mouse anti-Dos antibody was generated. The epitope of this
antibody lies within the C-terminal 416 amino acids of the Dos Protein. Western Blot analyses
of the Dos protein revealed a molecular mass of 115 kD. The staining of eye imaginal discs
from wildtype third instar larvae with the monoclonal antibody showed that the Dos protein is
expressed in cells in and posterior to the morphogenetic furrow. In this cells Dos localizes to
the apical region.

For the molecular characterisation of the homozygous lethal dos™" allele, genomic sequence
analysis were performed and the sequences compared to the dos cDNA sequence. The
established amino acid sequence of the Dos™>" protein showed six amino acid substitutions
that potentially influence the tertiary structure of the protein. In addition, a stop codon in
position 463 of the amino acid sequence was found. These results confirm that dos™! is a
loss-of-function allele which does not provide normal Dos function.

To study the functional requirements of the potential SH2 domain binding sites for the Dos
function in receptor tyrosine kinase mediated signaling processes, mutated dos transgenes
were expressed in flies. The putative binding sites for the SH2 domains of the SH2/SH3
adaptor protein Shc, PhospholipaseC-g (PLCg), the regulatory subunit of Phosphatidylinositol-
3-kinase (PI3kinase) and the Corkscrew (Csw) tyrosine phosphatase were mutated by
changing the invariant tyrosine within the consensus sites into phenylalanine. Ectopic
expression of the mutated constructs lacking the binding sites for the Shc, PLCg, and
PI3kinase SH2 domains can substitute the loss of endogenous Dos function during
development. In contrast, tyrosine 801, corresponding to a Corkscrew (Csw) SH2 domain
binding site, is essential for Dos function.

Ectopic expression of transgenes upon heat shock induction may lead to phenotypic effects
not caused by the transgene. To circumvent this problem, the endogenous dos
enhancer/promotor element was cloned to study the function of the mutated transgenes
expressed in awildtype pattern. The cloned genE-dos minigene was able to fully substitute the
loss of endogenous Dos function in dos™ and dos™* animals and shows wildtype like
expression in eyeimaginal discs.

To study the role of the mutated SH2 domain binding sites for Dos function in eye
development, a new in vivo test system based on the FIp/FRT flipase recombinase system was
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established. This clonal assay system allows the expression of the mutated transgenes under
the control of the dos enhancer/promotor in clones of cells lacking endogenous Dos function.
Expression of mutated transgenes in clones of cells lacking endogenous Dos function
provided evidence that tyrosine residue Y 801 that has been shown to bind a Csw SH2 domain
is critical for Dos function. The tyrosine residues within the potential SH2 domain binding
sitesfor Shc, PLCgund PI3kinase do not play an essential role for the Dos function during eye
devel opment.

The established clonal test system is of genera use for assaying the in vivo function of
putative protein-protein interaction regions within the Dos protein for eye development
irrespective of their requirement in other developmental processes.
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8 Anhang

8.1 dos-cDNA Sequenz

DOS 3184 bp
BASE COUNT: 837 A, 886 C, 808 G, 653 T

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

AGAGT GAAAT
TACGAGGGECT
CGICGCTACT

AAATCGAAGT
GGCTAATTAA
TCACCCTGAA

AAATTGCGTC
GTCGCCGCCC
GCAGGGCGAG

GAGCGCTGCA
ACCAAGCGCA
ATACCGGAGC

AAATAATGGA
TTTGGCGAGC
AGTTCTGCCT

TCGCACTTTC
ACGCTGGAGG
CGAATACTAC

ACCGACCACA

ACTGCCGCAA

GCTGAAGGCEC

GITATCGATT

TGGATCAGIG

CGAGCAGGTG

GACTGIGECC

TGCGCCTGGA

GAATCGCAAG

CAGAAGITTC

AGTACATGIT

CGATATCAAG

ACGCCCAAGC

GCACCTACTA

CCTGGCTGCA

GAGACGGAGG

CGGATATCGCG

CCGACTGEGTG

AACTCGCATCT

GCCAGGIGIG

TCACCTACAC

GACACAAAGC

GGACGCTGIGG
AACTCCACTC
CAGCCTTCGG
GAGCAACCGA
GAGTACAGCA
TCGGECTGCCC
GCTTTGATCC
CAACGCTCCTC
GTGCTCACGC
TCACCCGCTT
AGCCCGAGAT
CCCACCACGC
AACATAGGTC
CTGCAACAAT
GITTTCACCG
AGCACCCGAC
CGATTCTCTA
AACCTAGCGG
GCCAAGGTGC
CCTCGCGATC
CGCAACCCGC
CCTTACTACA
AATCCCATTG
ATTTCAGCGG
ACCAGIGCGC
GCCAATGITT
CTTAAGCCAA
CCTGCAAAGC
CAGCAGCCCA
GCCAATTCGG
GIGCTGCCGC
ACCCGCACCC
GIACAACATC
GCTCCTAAGC
GIGACCAACA
CAAGGCGGAA
GCGCCAGTGC
AAGAGGATTC
ATGAAATCAT

GTGCAGACGA
AAAATACGAC
TCOCAAATGC
TGOCCTCGAA
ATCGCGAGAC
AGCAGCAACC
AAGCTCAGGC
GCTTGGOGGT
AGCAGACCCT
TGAGCACCGC
TCCTGOCOGG
CGTTGAACAA
TAAATCTGAC
TGGCCAATAA
ATGACGATGA
CTTCGGATAG
AAATGOCCGA
GAGCAGCATC
TGAAGAACAA
TGOCGCAGCT
ACTCCGCTTT
ACGTCAACCA
CAGCATCCAC
CAGCGAATCC
GCACATTGCC
TTCGATACGA
AGGT GGCGGG
CCCCGGTGGG
TTGGACCGCC
CTACCATGTC
ATGAAACGGA
TGOCTCGCCA
AGOGCACCGC
AGCAAGCAGC
AACCGCCGTT
ATGGAGCTAG
CTAGCAGCGT
GAGAGGAGCG
ATCTCCAGTA

AAACCGCACC
CACCACATCG
TGGAGGATCT
TGCCGGCAAC
GATCGCTCTGC
GCCTCCATCG
GGCAGCTGCA
CAGIGCCAAC
GGCGGAGGCA
ATCCGGACCG
CGITCCACTG
CTTGGATCCC
CAACGATCAA
CAATGCTAGT
GTGGGCTCAT
TTCCATTGAG
GGAAGGAGGA
TCTGGCAGAG
AAATAATCTC
GICGGATACG
CATCGAGGAA
GCTGCTGEEC
ACCGAATCTC
CCGCCTGATG
TCGACACTGC
CTTCATGGAG
TGGATTGCCA
CGTAGATCAG
CAGTGTGGAC
GCCGGCAACG
TGTACACTCC
ACAGCATCGG
CTCCGCAGCG
GGCACAGACT
GCTAAATCGA
TGGAATGCGA
GGTCTATAGA
CGAGAGCAGC
CATTTACTTG

CAACACACGA
TTGCACTCGT
GOCCAGCTGC
AATAACTCAG
GATGOCAATT
COGGOCACGG
GOCGOCGAGC
GGAGTAGTGC
GCTGOCCAGC
TACATACCCA
CCCGGCGCAG
AAGTTCTACG
TCTTACTCAC
AAACAACGCT
CCTTTGOCCC
AACGAATCAT
GOGATCGTGC
GCTGGTGACC
ATATTGGACT
GAAAATACTT
AGCTATGACA
GAGCGACCAG
ATGGOGG0CG
GGTGAGGCAC
TACACCAATG
CAGGOGGACT
GTTGTAGAGG
TTAACCAATA
AGGAAGTGCA
CGACGTTCCT
COGGOGGCAG
CATCATCCGA
GCTGOCATGA
GAGCACAAGC
TCCAGCATGA
TTCGCAGGECG
TCOGTGGACT
GGCAACAAGT
TCAACGTGCA

AATCGAATGA
GCTCCAGTGG
CGGOCGGAAC
GACGACOGGC
ACTCGGTGTA
TCGATCAGCA
CTCTTTATCT
AACTGCAACA
GCAAGCTGCC
AACACAGCAG
TCAGCGAGTG
ATTTGGCCAT
ATACGOCGCG
CGAAGATAAC
COGACTCCGA
TGOGOGAGAA
TCGTGCTAAC
CACCAGCTGA
AGGGAACGCT
TTAAGGAGAA
CACCGGCCAT
TTCCAAGGTC
TCACCAGCCC
ATCTGGGTGC
AGGCAGTCGC
CAGCTCCCAC
GOCCGCOGGT
ACAAACCGCC
AACTGGGTGC
AACCGAATGC
COGGTGOCCC
CCAACGCCTT
ACAGTCCCGG
TGAGCTTGAC
TGCAGTACTT
GTGTGGGGAA
TCGAAGCTGG
TTGTCAAGAC
GAAACTGCTG
ATAGCAAAGG

GITGCCATTA
CGGTCTAAGC
CACAGCCCCT
GGTCATTGAA
TGTCAACACG
GGAACTCCTC
AAACCACAGT
GCAGCAGCAA
GGAGCATCTG
CGTACAGCCT
CTTCTCGGEC
ACCAAACAAC
TAGTCATAAT
CAATTTGAGT
TTCGGAAAGC
TGTGGATCGC
GTACTCGCCAG
AAAGAGTTCC
GGATAAGCTG
TGAAAAAATT
TGTGGCCCCC
CCACCAGCAG
GCACAATTCC
AGTGGCCGCA
ATCATCGECCC
AAAGATGGAG
TAACCGGAAA
GGAGGAGITT
AGCCCAACTG
CTATAAGITG
TCTCTCAATG
CTTTCACGAG
CAGCATGICG
GGCAGCAGCT
TGATCTGGAT
TCTGTACTCA
CGGAGCTCEA
GGAGGCATTT
GITCAGCTGA
AAGGACCATG
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2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

TTGCTGATCC GAGATTTTCG TAGTGCCTAT TGGIGGTICAG CTGAGGAGAG CTGACCCCAT
CCAAAAACAG TGCAAATTTC GAGIGCCTTT TACATTCCGT TAACATCGIC AAATTCATTA
TTCATTAAAC CACATATCTA GCTTGTAGGA CGGCACCAGC ATTTCTGIGI GCTGTTTTAA
ATCTGTAATC TGTAACCCGT ATCTGAATCT ATGICGTATT CGTATTTAAA TCGIGCTTCC
AACACTTCCA TGITTATTGT TAAGCTTCGG AATCAAAATG TAACCATGAC AAACGATCTT
AGTGCTAATT TTACAATGCA AACAATTATT TTATATACGC AAGCGAAATA TTTATATACA
CGAATTTTAT ATGGTAACAA ATTATTTACA ATTTATTAAT GTAACTCGTG TGCGACACAA
GCTG

Darstellung 8.1.: Sequenz der dos-cDNA. Die Sequenz der PH-Domaéne ist unterstrichen,
das Start- und das Stopcodon sind fett gedruckt. Die durch in vitro Mutagenese verénderten
Nukleotide sind fett und doppelt unterstrichen. Fett und kursiv ist das Stopcodon des EMS-
Allels dos™ dargestellt, das Adenin,.g, ist gegen ein Thymin getauscht.

8.2 Dos-Aminosauresequenz

>D0OS 878 AMINO ACIDS

1
51
101

MDRTFYEGAL | KSPPTKRI W RARWRRRYFT LKQGElI PEQF CLEYYTDHNC

151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

TTTTSLHSSA GTTAPQASVP
VYVNTEYSNR ETM.CDANFD
QAAAAAAEQL  QRRQRQAARL
SSVQASPALS TASGPYI PI S
NNLDPKFYDT PRSHNNI GLN
SDSESVFTDD DEWAHPLPLR

PEEGGAI VPP
ENEKI PRDLP
NQLLGERPVT
VASSPTSART
AGGLPWEDK
NAYKL GNSAT
RQQHRHHPNS
YEDLDVTNKP
SWWYRSVDFV

AEKSSKLAGA
QLSDTENTSP
SPHNSNPI AA
LPRHCYTNAA
PPEEFPAKPP

NAGGSAQLRR
QQELLSAAQQ
AVSANGVWRK
ECFSGSPRFL
L TNDQSYSPK
ENVDRSTRPS
ASLAEAGDQG
Al VARRNAHS
STPNLMAADL
PTKMEGNVFR
VGVDQLTNKL

MSPATRRSSG APL SWLPHE

PGSMBVQHQR

TASAAAAMVB

PAVI EEQPMP  SNAGNNNSDS
QPPPSPATAL YLNHSALI QA
LPEHLVLTQQ TLAEAAAQQH
PGVPLPGADL Al PNNPTTPL
| TNLSLQQLA NNNASKQRSD
DSSI ENESFV LTYSQRFSKM
TLDKLAKVLK NKNNLI LDFK
AF| EESYDI P RSHQQPYYNV
GAVAAI SAAA NPGLMGEAQA
YDFMEQADCP PVNRKLKPKV
GAAQLQQPI G PPSVDRKCKP
TDVHSPAAAN AFFHETRTLP
LTAAAAPKQQ AAAQTEHKLQ

PLLNRSSM5V GNLYSQGGNG ASGVRFAGVE AGGARAPVPS

KTEAFKRI RE

ERESSGN\K

Darstellung 8.2.: Aminosduresequenz von Dos. Die PH-Doméane ist durch eine gestrichelte
Linie gekennzeichnet. Das hochkonservierte Tryptophan,y ist fett und kursiv gedruckt. Die
potentiellen SH2-Doménen Bindungsstellen sind unterstrichen, wobel die mutierten und
untersuchten Tyrosine fett gekennzeichnet sind.
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8.3 GFP-Sequenz

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

AGATCTCGAT
TAGATGGTGA
CATACGGAAA
CAACACTTGT
TGAAACAGCA
TATTTTTCAA
CCCTTGITAA
GACACAAATT
AGAATGGAAT
TAGCAGACCA
ACCATTACCT
TGGTCCTTCT

GAGTAAAGGA GAAGAACTTT
TGTTAATGEG CACAAATTTT
ACTTACCCTT AAATTTATTT
CACTACTTTC GCGTATGGTC
TGACTTTTTC AAGAGIGCCA
AGATGACGGG AACTACAAGA
TAGAATCGAG TTAAAAGGTA
GGAATACAAC TATAACTCAC
CAAAGTTAAC TTCAAAATTA
TTATCAACAA AATACTCCAA
GICCACACAA TCTGCCCTTT
TGAGTTTGTA ACAGCTGCTG

AATAATCTAG A

TCACTGGAGT TGICCCAATT
CTGICAGIGG AGAGGGTGAA
GCACTACTGG AAAACTACCT
TTCAATGCTT TGCGAGATAC
TGCCCGAAGG TTATGTACAG
CACGTGCTGA AGTCAAGTTT
TTGATTTTAA AGAAGATGGA
ACAATGTATA CATCATGGCA
GACACAACAT TGAAGATGEA
TTGGCGATGG CCCTGICCTT
CGAAAGATCC CAACGAAAAG
GGATTACACA TGGCATGGAT

CTTGITGAAT
GGTGATGCAA
GITCCATGGEC
CCAGATCATA
GAAAGAACTA
GAAGGTGATA
AACATTCTTG
GACAAACAAA
AGCGTTCAAC
TTACCAGACA
AGAGACCACA
GAACTATACA

Darstellung 8.3.: Sequenz des verwendeten GFP-tags. Die Schnittstellen fir die Enzyme
Bglll (1-6) und Xbal (726-731) wurden zur Klonierung im Leseraster verwendet. Start- und
Stopcodon sind fett gedruckt. Die Mutationen S65A, V68L und S72A zur Verstarkung der
Fluoreszenz des GFP-Proteins (Cormack et al., 1996) sind fett und kursiv.

8.4 Hybridomaklonein Stickstoff

Ausgangsklon
BB 99

Subklon

Anzahl der Aliquots
4

BB 99/1

BB 99/2

BB 99/3

BB 99/4

BB 99/5

BB 99/6

BB 99/7

BB 99/8

BB 99/9

BB 99/10

BB 99/12

BB 117

BB 117/1

BB 117/2

BB 117/3

BB 117/4

BB 117/5

BB 117/6

BB 117/8

BB 117/9

BB 117/10

BB 117/11

NIN[IN[INININIDNIDNININBRININININIDNIDNININNNDN
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BB 117/12

BB 117/13

BB 117/14

BB 117/16

BB 117/17

BB 117/18

BB 117/23

BB 117/24

BB 117/26

BB 117/27

BB 117/28

BB 117/29

BB 117/30

NIN[INININ]IDNIDNIDNINDNNNDN

Tabelle 8.1.: Liste der in Stickstoff gelagerten Hybridomaklone

8.5 Hergestellte Transgene Fliegen

Konstrukt

Mutation der

Bnd.stelle fir:

P1

P[w", sE/hsp-dosY 631F]

PI3-Kinase

FM7a/P,

P3 | P[w", sE/hsp-dosY 631F] PI3-Kinase [l homozygot
P10 | P[w", sE/hsp-dosY 631F] PI3-Kinase [l homozygot
P7 | P[w", sE/hsp-dosY 801F] Csw X homozygot
P9 | P[w", sE/hsp-dosY 801F] Csw [l homozygot
P3jo | P[w", sE/hsp-dosY 801F] Csw [l homozygot
P4jo | P[w", sE/hsp-dosY 801F] Csw I homozygot
P11jo| P[w", sE/hsp-dosY 801F] Csw [l homozygot
P12 | P[w", sE/hsp-dosY 358/537F] PLCg " homozygot
P15 | P[w", sE/hsp-dosY 358/537F] PLCg 1] homozygot
P20 | P[w", sE/hsp-dosY 316F] She [l homozygot
P21 | Plw", sE/hsp-dosY 316F] She [l homozygot
P25 | Ply*, genE-dos] I SM6, CyO/P, (homozygot vital aber
steril)
P27 | Ply*, genE-dos] X homozygot
P29 | Ply*, genE-dos-Myc] Il TM3/P, (homozygot vital aber steril)
P50 | Ply*, genE-dos-GFP] " homozygot
P52 | Ply*, genE-dos-GFP)| [l homozygot
P53 | P[y*, genE-dos-GFP) I SM6, CyO /P, (homozygot vital aber
steril)
P59 | Ply*, genE-dosY 801F-Myc] Csw [l SM6, CyO /P,
P60 |P[y*, genE-dosY 801F-GFP] Csw I SM6, CyO /P,
P63 | Ply*, genE-dosY 801F-GFP] Csw X homozygot,
P64 | Ply*, genE-dosY 801F-GFP] Csw X homozygot,
P76 | Ply*, genE-dosY 801F-GFP] Csw [l SM6, CyO /P,
P36 | P[y*, genE-dosY358/537F-GFP] | PLCg I SM6, CyO /P,
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P37 |Ply", genE-dosY 358/537F-GFP] | PLCg " homozygot,

P55 | P[y*, genE-dosY 358/537F-GFP] | PL Cg 1 verloren

P44 | Ply*, genE-dosY 358/537F-Myc] | PLCg I SM6, CyO /P,

P46 | P[y", genE-dosY 358/537F-Myc] | PL Cg I SM6, CyO /P,

P66 |P[y", genE-dosW104A-GFP| PH-Domane 0 SM6, CyO /P, (semiletal)
P67 | Ply", genE-dosW104A-GFP| PH-Domane I SM6, CyO /P,

P69 |Ply*, genE-dosW104A-GFP| PH-Doméane 1 SM6, CyO /P,

Tabelle 8.2.: Durch Keimbahntransformation erhaltene transgene Fliegen. Die fett
hervorgehobenen P-Element Linien wurden in den beschriebenen Tests verwendet. Die drei
mit P#jo bezeichneten Stdmme sind ,,jump out” Linien von Stamm P7.
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