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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der evolutiondr stark konservierte Notch-Signalweg vermittelt die Kommunikation zwischen
benachbarten Zellen und ist ein zentraler Regulator der Embryonalentwicklung. Die Interaktion des
Notch-Rezeptors mit membranstindigen Liganden fiithrt zur Spaltung des Rezeptors innerhalb der
Transmembrandoméne und zur Freisetzung seiner intrazelluliren Doméne, die in den Zellkern transloziert
und dort als transkriptioneller Koaktivator die Expression von Zielgenen induziert. Fiir die Bindung der
Liganden an den Rezeptor sind neben der DSL-Doméne die EGF-dhnlichen Motive in der extrazelluldren
Doméne von entscheidender Bedeutung. Es wird vermutet, dass wie auch fiir den Notch-Rezeptor selber,
die O-Fucosylierung dieser extrazelluldren Doméne eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion spielt.

In dieser Arbeit wurde durch in vitro Mutationsstudien fiir einen der Liganden, DLL1, die Erforderlichkeit
der strukturellen Integritit der EGF-Motive 1- 3 innerhalb der extrazelluldiren Doméine fiir die Aktivitat
des Liganden gezeigt. Die Inhibition der Bildung von zwei konservierten Disulfidbriicken innerhalb dieser
EGF-Motive durch einen Aminosdurenaustausch fiihrte zum Verlust der NOTCH1-Aktivierung und
zusitzlich bei der Mutation des EGF-Motivs 1 zu einer intrazelluldren Akkumulation der Proteinmutante.
Diese Beobachtungen legten nahe, dass die von den konservierten Disulfidbriicken abhéngige
Proteinstruktur oder -stabilitdt fiir die DLL1-Aktivitéit essentiell ist. Dieselben Mutationen in den EGF-
Motiven 4-8 von DLLI1 lieBen keine wesentlichen Anderungen fiir die Lokalisierung und NOTCH]1-
Aktivierung in vitro erkennen.

In einem weiteren Teil dieser Studie wurde DLL1 als in vitro Substrat fiir die O-Fucosylierung
nachgewiesen. Nach Mutation aller fiinf Konsensussequenzen in der extrazelluliren Doméne wurde die
Proteinvariante intrazelluldr in Kolokalisierung mit dem ER-Protein Calreticulin nachgewiesen und zeigte
keine Aktivierung von NOTCH1. Durch Kombination der Mutationen in den generierten Proteinvarianten
konnten keine Konsensussequenzen der O-Fucosylierung fiir die Funktion von DLLI1 eindeutig
ausgeschlossen werden. Die Daten zeigen aber, dass die EGF-Motive 4 und 7 eine besondere Stellung
einnehmen, der Verlust der Fucosylierung an diesen Positionen jedoch durch weitere Mutationen
kompensiert werden kann.

Weiterhin wurde fiir DLL1 in Abwesenheit von POFUT1 in vitro und in vivo eine intrazelluldre
Anreicherung in vesikuldren Strukturen gezeigt. Endogenes DLL1 wird zusédtzlich in Pofutl-/- PSM
Zellen auf der Zelloberfliche exprimiert. Diese Beobachtung legte nahe, dass der O-Fucosylierung von
DLL1 durch POFUTI1 eine entscheidende Bedeutung fiir die Funktion des Liganden im Notch-Signalweg

zukommt.

Schlagworte: Notch-Signalweg, EGF-dhnliche Doméne, O-Fucosylierung



Abstract

Abstract

The highly conserved Notch signaling pathway plays a key role in growth control and cell fate
determination through direct cell to cell contacts in metazoa. The Notch receptor and its ligands are cell
surface transmembrane glycoproteins with epidermal growth factor (EGF)-like repeats in their
extracellular domains. The DSL domain unique to Notch ligands and the EGF-like repeats of DLLI are
indispensable for binding and activating the Notch receptor. NOTCH and its ligands can be modified by
O-linked fucosylation which is essentiel for the active Notch signaling pathway.

Aiming at understanding the relevance of each EGF-like repeat in the extracellular domain of DLL1 it was
demonstrated in this study that the structural integrity of the EGF repeats 1-3 is indispensable for DLL1
function. The disruption of disulfide bonds in these EGF-like repeats by mutating conserved cysteines was
sufficient to impair DLL1 function in vitro. While mutation of EGF-like repeat 1 abolished cell surface
presentation, DLL1 with disrupted EGF-like repeats 2 and 3, respectively were localized to the membrane
but showed no transactivating potential. Both observations suggest a direct requirement of the disulfide
bond dependent protein structure and stability for DLL1 function. Disruption of the EGF-like repeats 4-8
in DLL1 does not diminish the capability of the mutant proteins for activating Notch in vitro.

In addition, in this study the role of O-fucosylation for DLL1 was analyzed. It was demonstrated that
DLL1 is a substrate for fucosylation. The loss of five predicted fucosylation consensus sites within the
extracellular domain by replacing relevant acceptor amino acids using site directed mutagenesis resulted
in a protein variant which accumulate intracellularly, was not able to activate NOTCH1 and incorporate
H’-Fucose after metabolic labeling suggesting that fucosylation is necessary for proper DLLI function.
Combination of the mutations in the consensus sites did not exclude one particular fucosylation site
significant for the DLL1 function. However, analyses revealed distinct roles for the sites in EGF-like
repeat 4 and 7. Moreover, to investigate the importance of the fucosylation for DLL1 its subcellular
localisation was analyzed in vitro in immortalized embryonic fibroblasts derived from E9.5Pofutl-/-
embryos. It was demonstrated that DLL1 was predominantly located intracellularly in a punctate and
vesicular distribution suggesting that the loss of fucosylation may result in trafficking or folding problems
for DLL1. Subcellular localisation studies in vivo in the presomitic mesoderm of Pofutl-/- mouse embryos
revealed an additional cell surface localisation for DLL1. Collectively, the in vitro and in vivo results
suggest an important influence of the O-fucosylation for DLL1 by POFUT1 and its role in the Notch

signaling pathway in the mouse.

Keywords: Notch signaling, EGF-like repeat, O-fucosylation
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Einleitung

1. Einleitung

Die Steuerung der Embryonalentwicklung eines Lebewesens von der befruchteten Eizelle bis
zum vollstindigen Organismus mit allen dazugehorigen Zelldifferenzierungen, der
Morphogenese und Gewebehomoostase erfolgt durch wenige biologische Signalwege. Zu den
wichtigsten Signalmolekiilen mit dazugehorigem Rezeptor gehdren dabei die Wingless-
homologen Wnt-Proteine mit den frizz/ed-Rezeptoren, die Hedgehog-Proteine, die mit dem
Rezeptor patched interagieren, die TGF-f-Familie (Transformierender Wachstumsfaktor-f3), mit
Serin-Threonin-Proteinkinase-assoziierten Rezeptoren, die Fibroblasten Wachstumsfaktoren
(FGF) mit Rezeptor-Tyrosinkinasen und der Notch-Signalweg, in dem die Signale von DSL-
Liganden auf den Notch-Rezeptor iibertragen werden. Diese Signalwege sind zentrale
Regulatoren der Embryonalentwicklung, indem sie individuell oder in Kommunikation
miteinander auf dullere Signale reagieren und diese in transkriptionelle Aktivierung oder

Inhibition umsetzen (Shay und Greenwald, 2002; Wahl et al., 2007; Mumm und Kopan, 2000).

1.1 Der Notch-Signalweg

Der evolutiondr konservierte Notch-Signalweg reguliert in hoheren Eumetazoen viele
Differenzierungsprozesse durch direkten interzelluliren Kontakt (Artavanis-Tsakonas et al.,
1999). Er spielt eine essentielle Rolle fiir die zelluldre Differenzierung und laterale Inhibition
wéhrend der embryonalen Muster- und Organbildung, sowie fiir Gewebedifferenzierung und -
homdostase in adulten Organismen (Joute et al., 1996; Li et al., 1997). Anders als in vielen
parakrinen Signalwegen erfolgt die Signalweiterleitung im Notch-Signalweg {iber eine juxtakrine
Interaktion zwischen einem spezifischen membranstindigen Ligand und dem transmembranéren
Notch-Rezeptor, wobei eine interzelluldre Interaktion zur Signalweiterleitung in trans fiihrt
(Fehon et al., 1990). Die heterophile Bindung des Liganden an den Notch-Rezeptor fiihrt zur
Spaltung des Rezeptors innerhalb des Transmembranabschnitts, worauf die intrazelluldre Notch-
Doméne in den Zellkern transloziert und dort als transkriptioneller Koaktivator zusammen mit
RBP-Jk die Expression zahlreicher Zielgene aktiviert. Die Signalweiterleitung erfolgt im Notch-
Signalweg somit ohne einen zweiten Transmitter nur mit Hilfe der intrazelluldren Notch-Doméne
(Mumm et al., 2000; Kopan et al., 1996; Jarriault, 1995; Logeat et al., 1998).

Eine der am besten beschriebenen Funktionen von Notch ist die Regulation der
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Zelldifferenzierung und Festlegung von Zellschicksalen dquivalenter benachbarter
Vorlduferzellen, die sowohl den Notch-Rezeptor als auch den Liganden exprimieren. Durch
Verstarkung geringer stochastischer Unterschiede in der Expression des Rezeptors oder Liganden
in einer Zelle durch negative oder positive Riickkopplungsmechanismen wird der Notch-
Signalweg in den umgebenden Nachbarzellen verstdrkt aktiviert, was bewirkt, daf3 die
Nachbarzellen nicht das gleiche Zellschicksal annehmen. Die urspriinglich gleichen Zelltypen
differenzieren zu zwei verschiedenen Populationen (Greenwald et al., 1998). Dieser in der
Literatur als laterale Inhibition bezeichnete Effekt steuert bei der Neurogenese in Drosophila die
Bildung von Neuroblasten neben Epidermiszellen, und die Bildung der Vorlduferzellen der
Haarsensillen, der sogenannten “sensory organ precursor cells* (Chitnis et al., 1995; Muskavitch,
1994; Tiedemann et al., 1998; Simpson, 1997; Fisher und Caudy, 1998). Bei der lateralen
Induktion sind zwei verschiedene Zelltypen beteiligt, die entweder den Rezeptor oder den
Liganden exprimieren. Die Rezeptor-tragende Zelle wird durch den Liganden stimuliert, was eine
Zell-Schicksalsentscheidung abhingig vom entsprechenden Liganden ausldst (Lewis et al., 1998;
Panin et al., 1997). Durch diese Notch-Funktion entstehen ganze Felder von Zellen mit neuer
Identitét. Die laterale Induktion fiihrt in Drosophila zur Bildung der Fliigelrédnder, in Vertebraten
zur Bildung der apikalen ektodermalen Randleiste (AER) als Organisationszentrum (Baron et al.,

2002; Louvi et al., 2006; Lowell et al., 2006).

1.2 Die Biochemie des kanonischen Notch-Signalwegs

Das Notch-Gen, das erstmals in Drosophila entdeckt wurde, kodiert einen ca. 300 kDa, die
Zellmembran einmalig durchspannenden (Typ I) Rezeptor, der als Vorlduferprotein im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert wird. Bevor das Protein die Plasmamembran
erreicht, findet im trans-Golgi-Netzwerk an der sogenannten S1 Stelle, ca. 70 AS auBlerhalb der
Transmembrandomine, eine erste proteolytische Spaltung durch eine Furin-dhnliche Konvertase
statt (Logeat et al., 1998; Blaumueller et al., 1997). Die aus dieser Spaltung hervorgehenden zwei
Untereinheiten bilden ein Heterodimer, das an der Zelloberfldche priasentiert wird und aus einer
N-terminalen extrazelluliren Domidne (NECD) von ca. 180 kDa und einer nicht-kovalent
gebundenen C-terminalen Transmembranuntereinheit von ca. 120 kDa zusammengesetzt ist,
welche aus der intrazelluldren-, einer Transmembrandoméne und einer kurzen extrazelluldren

Ektodoméne besteht (Blaumueller et al., 1997). Die NECD weist eine unterschiedliche Anzahl
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von “Epidermal growth factor-like” (EGF) dhnlichen Tandemwiederholungen auf, innerhalb
denen die Ligandenbindungsstellen liegen (Rebay et al., 1991). Neben der Bindung der Liganden
reguliert die extrazelluldre Doméne noch die Aktivitit des Notch-Rezeptors in Abwesenheit eines
Liganden. Die calciumabhingige Bindung der beiden nicht-kovalent interagierenden
Untereinheiten sowie drei LIN12/Notch (LNR)-Wiederholungen zwischen den EGF-Motiven und
der Transmembrandoméne verhindern eine konstitutive liganden-unabhéngige Aktivierung des
Rezeptors (Rand et al., 2000; Malecki et al., 2006; Greenwald, 1994; Lyman und Young, 1993;
Lieber et al., 1993).

Durch die Bindung des Notch-Rezeptors an einen Liganden der DSL-Familie
(Delta/Serrate/Lag?2) auf einer benachbarten Zelle, wird der Rezeptor aktiviert. In Drosophila
sind als Liganden Delta und Serrate beschrieben, in Caenorhabditis elegans Lag2, und fiir
Vertebraten fiinf Liganden, die basierend auf ihrer Homologie zu Delta und Serrate in zwei
Gruppen unterteilt werden: Als Serrate-dhnliche (Serrate-like) Liganden Jaggedl und 2, sowie
Delta-dhnliche (Delta-like, DIl) mit DIl1-4, wobei DII2 bisher nur in Xenopus beschrieben
worden ist (Bettenhausen et al., 1995; Dunwoodie et al., 1997; Jen et al., 1997; Shutter et al.,
2000). Die DSL-Liganden gehdren wie der Notch-Rezeptor zu den Typ I-
Transmembranproteinen und weisen in ihren extrazelluliren Doménen ebenfalls EGF-Motive in
unterschiedlicher Anzahl auf. Eine konservierte sogenannte DSL-Doméne in diesem
extrazelluldren Bereich ist dabei essentiell fiir die Rezeptorbindung (Fleming, 1998; Ascano et
al., 2003; Pfister et al., 2003).

Die Bindung eines Liganden an den Notch-Rezeptor induziert Konformationsidnderungen, die
eine Schnittstelle flir die zweite proteolytische Spaltung (S2) freilegen (Brou et al., 2000; Lieber
et al., 2002; Mumm et al., 2000). Erkannt wird diese Spaltstelle durch die Metalloprotease
TACE/ADAMI17 (Tumor-necrosis-faktor-alpha converting enzyme), ein Mitglied der ADAM (a
disintegrin and metalloprotease) Familie der Metalloproteasen. Das Drosophila Homolog ist
Kuzbanian (Pan und Rubin, 1997; Sotillos et al., 1997). Die Entfernung der NECD fiihrt zur
Bildung des sogenannten Notch Extracellular Truncation Proteins (NEXT), das bestehend aus der
intrazelluldren Domiéne, der Transmembrandoméne und einer aus 12 AS bestehenden restlichen
extrazellulire Doméne, das Substrat fiir eine dritte proteolytische intramembranére Spaltung
darstellt. Die regulierte intramembranére Proteolyse (RIP) erfolgt durch einen y-Sekretase-

Komplex, der aus den 4 integralen Membranproteinen Presenilin, Nicastrin, APH1 (anterior
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pharynx defectivel) und PEN2 (Presenilin enhancer?) besteht und das intrazelluldre
cytoplasmatische Notch-Fragment (NICD) freisetzt (Wolfe, 2006).

Die RIP mit Hilfe eines y-Sekretase/Presenilin-Komplexes spielt auch eine Rolle bei der
Entstehung der Alzheimer Erkrankung, genauer bei der Prozessierung des Amyloid precursor
proteins (APP) zu 16slichen Peptiden (Sisodia und St. George-Hyslop, 2002; Fortini, 2001).

Die NICD transloziert aufgrund ihrer Kernlokalisierungssequenzen nach der Abspaltung in den
Zellkern, wo sie mit dem DNA-bindenden Transkriptionsfaktor CSL (CBFI (Mensch),
Suppressor of hairless (Drosophila), LAG-1 (C.elegans), RBPJ « (Maus)) interagiert und die
Transkription von Zielgenen anschaltet (Chitnis, 2006; Weinmaster, 2000; Chan et al., 1998).

Control of ligands by
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Fig. 1.1: Der Notch-Signalweg (Radtke et al., 2005). Der Notch-Rezeptor wird nach der Synthese im ER
auf seinem Weg zur Zelloberfliche im trans Golgi-Netzwerk durch eine Furin-dhnliche Konvertase
gespalten und durch die Glycosyltransferase Fringe modifiziert. Das resultierende Heterodimer interagiert
an der Zelloberfliche mit einem Liganden der DSL(Delta/Serrat/LAG2)-Familie, worauf zwei
proteolytische Spaltungen folgen. Die Metalloprotease TACE spaltet den Rezeptor in der extrazelluldren
Doméne (NECD), was durch die Trans-Endocytose der NECD in die Nachbarzelle erleichtert wird. Die
zweite Spaltung erfolgt in der transmembrandren Doméne durch einen y-Secretase/Presenilin-Komplex,
wobei die intrazelluldire Domédne (NICD) von der Membran freigesetzt wird und aufgrund der
Kernlokalisations-Signale in den Kern wandert. Nach Bindung der NICD an den Transkriptionsfaktor
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CSL (CBF1 (Mensch), Suppressor of hairless (Drosophila), LAG-1 (C.elegans), RBPJ « (Maus)), wird
durch die Freisetzung eines Ko-Repressor-Komplexes (CoR), und Rekrutierung eines Ko-Aktivator-
Komplexes (CoA), der u.a Mastermind-dhnliche (MAML, Mastermind-like)-Proteine enthilt, die
Transkription von Notch-Zielgenen. induziert.

In der Abwesenheit der NICD ist das CSL Protein mit einem Ko-Repressor-Komplex zur
Unterdriickung der Transkription assoziiert, an dem die Korepressoren SMRT (silencing meditor
of retinoic and thyroid receptors), N-CoR (nuclear receptor corepressor), CIR (CBFI-
interacting repressor) und die Histon-Deacetylase HDAC-1 beteiligt sind (Lai, 2002).

Die Bindung der NICD fiihrt zum Austausch der Ko-Repressoren durch transkriptionelle Ko-
Aktivatoren, wie den p300 Histon Acetyltransferase (HAT)-Komplex und als nukledre
Aktivatoren die Mastermind-like Proteine (MAML)/LAG-3/SEL-10 (Jeffries et al., 2002; Nam et
al., 2006). Ein weiterer Bestandteil des Ko-Aktivator-Komplexes ist SKIP (Ski-interacting
protein), das als Adapterprotein zundchst CBF-1 und SMRT im Ko-Repressor Komplex bindet,
dann aber dessen Umwandlung zu einem Aktivator durch Interaktion mit NICD unterstiitzt
(Kurooka et al., 2000; Wu et al., 2000; Mumm und Kopan, 2000). Durch die Verdrangung des
Ko-Repressor Komplexes stimuliert NICD die Transkription der Zielgene, zu denen die helix-
loop-helix (bHLH) transkriptionellen Repressoren des Enhancer of Split (E(Spl)) Komplexes in
Drosophila und die HES (Hairy/Enhancer of Split) und HERP (HES-related repressor proteins:
Hey, HRT, Hesr, CHF, gridlock) Genfamilien in Vertebraten sowie Lunatic fringe (Lfng) gehoren
(Maier und Gessler, 2000; Cole et al., 2002; Davis und Turner, 2001). Sonstige Zielgene sind
Mediatoren des Zellzyklus wie Cyclin D1 und p21cipl/wafl, Transkriptionsfaktoren der NFk-B
Familie, Ephrin B2, Nodal, cytoplasmatische Modulatoren wie Deltex und Numb (Ronchini und
Capobianco, 2001; Rangarajan et al., 2001; Cheng et al., 2001; Krebs et al., 2003; Deftos et al.,
2000; Miele, 2006).

Die Inaktivierung des Notch-Signalwegs erfolgt iiber eine phosphorylierungsabhingige
Ubiquitinierung der NICD und anschlieBende Degradierung durch das Proteasom (Baron, 2003).
Neben der Signalweiterleitung tiber den konservierten kanonischen Notch-Signalweg, {iber den in
den meisten Prozessen die Signalgebung erfolgt, wurde alternativ eine CSL/RBPJx unabhingige,
iiber Deltex vermittelte Notch-Signaliibertragung beschrieben, wobei die Einzelheiten noch
ungeklért sind (Zecchini et al., 1999; Bush et al., 2001; Shawber et al., 1996; Matsuno et al.,
1997).
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1.3 Die Komponenten des Notch-Signalwegs

1.3.1 Die Notch-Rezeptoren

Das den Notch-Rezeptor codierende Gen wurde 1917 von Thomas Morgan Hunt entdeckt, der
eine Mutation in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster mit dem Auftreten von Kerben
(notches) an den Fliigelrindern beschrieb. Die Mutation wurde einem teilweisen Verlust
(Haploinsuffizienz) eines Gens aus dem “Notch“-Lokus zugeordnet und als neurogen bezeichnet,
da homozygote Notch-Mutanten eine Hyperplasie des Nervensystems zu Lasten von
epidermalem Gewebe aufwiesen (Morgan, 1917; Poulsen, 1937). Die Notch-Rezeptor Familie
sowie deren Liganden und Regulatoren sind in der Evolution stark konserviert und werden in
allen Metazoen gefunden. Zur Familie der Notch-Rezeptoren gehoren neben dem Mitglied in
Drosophila noch vier Notch-Proteine (Notchl-4) in Vertebraten und zwei Notch-dhnliche
Proteine (LIN-12 und GLP-1) in C. elegans (Artavanis-Tsakonas, 1999). In Vertebraten ist
Notchl aufgrund seiner Beteiligung an zahlreichen Prozessen der Embryonalentwicklung das am
besten untersuchte Protein (Weinmaster und Kitner, 2003). Das Gen Notchl wird in Organen
aller drei Keimblétter exprimiert: In der friihen Mausentwicklung u.a. wihrend der Gastrulation
im Primitivstreifen, wihrend der Somitogenese im prdasomitischen Mesoderm (PSM), in
differenzierenden Endothelialzellen und im sich entwickelnden Nervensystem (Lieber et al.,
1992).

Notchl-defiziente Mduse sterben wihrend der Embryonalentwicklung am Tag 9.5 mit Defekten
in den Somiten und des vaskuldren Systems, was auf eine entscheidende Rolle von Notchl fiir
die frithe Embryonalentwicklung hinweist. Fiir einen lebensfahigen murinen Embryo sind sowohl
Notchl als Notch2 notwendig. Die Expressionen der beiden Gene iiberlappen im PSM und Null-
Allele zeigen schwere Defekte in der Somitenanordnung, was die Bedeutung des Notch-
Signalwegs fiir die Somitogenese verdeutlicht (Shimizu et al., 1999; Krebs et al., 2000). Das
Ausschalten der Gene Notch3 und Notch4 fiihrt zu keinen anormalen embryonalen Phénotypen
(Krebs et al., 2000; Krebs et al., 2003).

In der Proteinstruktur des Notch-Rezeptors (Abb. 1.2) weist die Extrazellulirdomine 29-36
“Epidermal growth factor (EGF)“-dhnliche Tandem-Wiederholungen, drei Cystein-reiche
Lin12/Notch-(LNR)-Wiederholungen und eine Heterodimerisierungsdoméne auf. Die EGF-
Motive fordern in Abhdngigkeit von Calcium die Homodimerisierung des Rezeptors und sind

malgeblich an der Ligandenbindung beteiligt. In Drosophila sind die beiden EGF-Motive 11 und
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12 fiir die Interaktion mit den Liganden als notwendig und hinreichend beschrieben worden
(Rebay et al., 1991). Die EGF-Motive sind auflerdem Substrate fiir die Glykosylierung durch
Pofutl und Fringe, die auf diese Weise die Affinitit des Rezeptors zu den Liganden regulieren
(siche Abschnitt 1.7). Mit Hilfe der Linl12/Notch-(LNR)-Wiederholungen wird die
Heterodimerisierung des Rezeptors ermdglicht und eine Aktivierung in Liganden-Abwesenheit
verhindert (Abb. 1.2; Lieber et al., 1993; Fehon et al., 1990; Shaye und Greenwald, 2002).

Die fiir die Weiterleitung des Signals verantwortliche NICD besitzt in unmittelbarer Néhe zur
Transmembrandoméne eine “RBPJk-assoziierte-Molekiil (RAM)-Doméne, sieben
hintereinanderangeordnete Ankyrin-Wiederholungen (ANK), die von zwei
Kernlokalisationssignalen (NLS) flankiert werden, eine PEST (Prolin-Glutamat-Serin-Threonin-
reiche)-Sequenz, und mit Ausnahme von Notch4 eine Transaktivierungsdoméne (TAD). Die
RAM-Domine interagiert zusammen mit den Ankyrin-Wiederholungen im Kern mit dem CSL-
Transkriptionsfaktor (Tamura et al., 1995; Kato et al., 1997). Die PEST-Sequenz ist an der
Regulation der Halbwertszeit des Proteins beteiligt. Die TAD-Doméne ist fiir die Rekrutierung
transkriptioneller Aktivatoren wie die Mastermind-dhnlichen (MAML) Proteine und den Histon-
Acetyltransferase-Komplex (HAT) verantwortlich (Kurooka et al., 1998; Tani et al., 2001; Struhl,
1999).
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TAD sl | 36 l
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Abb. 1.2: Die Notch-Rezeptoren und DSL-Liganden (Niessen und Karsan, 2007). In Vertebraten
finden sich 4 Notch-Rezeptoren (1-4) und 5 Liganden (Jagged1/2, Delta-like (DII) 1/3/4). Die Rezeptoren
liegen als Heterodimere vor. Der N-terminale Bereich des Notch-Rezeptors besitzt ein Signalpeptid,
gefolgt von 29-36 “Epidermal Growth Factor (EGF) like Repeats®, die als Liganden-Bindedoménen
agieren und “LIN12/Notch-Repeats (LNR)“, die eine Signalweiterleitung in Abwesenheit eines Liganden
verhindern. Der intrazelluldre Teil (NICD) beinhaltet die RAM-Domaéne, eine Reihe von “Ankyrin-
Repeats” (ANK), die im Kern mit CSL/RBPJ-k interagieren konnen; zwei Kernlokalisations-Signale
(NLS), eine Transaktivierungsdoméne (TAD) und eine c-terminale PEST-Sequenz, die fiir die Regulation
der Proteinstabilitit verantwortlich ist. Die Notch-Liganden sind ebenfalls Typ I Transmembranproteine.
Allen Liganden gemeinsam ist die Delta/Serrate/Lag2 (DSL) Domine und zahlreiche EGF-ahnliche
Wiederholungen. Die Jagged Proteine besitzen in ihrem extrazelluldren Bereich zusitzlich eine
cysteinreiche Doméne sowie eine “von Willebrandt Faktor Typ C“-Doméne. Die intrazelluliren Doménen
von Jagged1, DII1 und D114 weisen zusétzlich ein PDZ-Motiv auf.

1.3.2 Die DSL-Liganden

Von den fiinf in Vertebraten beschriebenen Notch-Liganden werden DIl1, DII3 und Jagged1
wéhrend der Embryonalentwicklung im présomitischen Mesoderm exprimiert. Bei gezielter
Inaktivierung der DIl1- und DI13-Gene zeigen sich in den Mutanten schwere Defekte in den
Somiten, wéahrend hingegen Jaggedl-defiziente Maéuse keinerlei Defekte in der
Somitenentwicklung zeigen. Jaggedl und DIl4 spielen aullerdem eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung des vaskuldren Systems, Jagged? teilweise fiir die Ausbildung der Extremititen, der
Schédelbasis und des Thymus (Jiang et al., 1998; Krebs et al., 2004; Valsecchi et al., 1997; Xue
et al., 1999).

Die Proteinstruktur der Liganden zeigt im extrazelluldren Teil eine N-terminale Region fiir die
Rezeptorbindung, dhnlich zum Notch-Rezeptor EGF-dhnliche Wiederholungen (DIl 6-8,
Jagged1/2 16) und eine fiir diese Ligandenfamilie charakteristische DSL Doméne (Delta, Serrate,
Lag?2) (Abb. 1.2). An der Bindung des Liganden an den EGF-Wiederholungen 11 und 12 des
Notch-Rezeptors sind sowohl die EGF-dhnlichen Motive, als auch die DSL Doméne der
Liganden beteiligt, wobei die DSL Domine in vitro die wichtigste minimale Einheit fiir die
Bindung darstellt und die EGF-Motive 1 und 2 die Interaktion substantiell stabilisieren (Shimizu
et al., 1999; Lieber et al., 1992; Muskavitch, 1994; Fitzgerald und Greenwald, 1995; Henderson
et al., 1994). Daneben spielen die EGF-Dominen noch eine wichtige Rolle fiir die
Homodimerisierung und sind dhnlich wie der Notch-Rezeptor Substrate fiir die Glykosylierung

(Panin et al., 2002; Sakomoto et al., 2005).
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Jaggedl und 2 enthalten zusétzliche EGF-Wiederholungen sowie eine cysteinreiche Region und
eine “von Willebrand Faktor Typ C* Domine, die eine Rolle fiir die Liganden-Dimerisierung
spielt. Die cysteinreiche Region ist an der Auswahl eines spezifischen Notch-Rezeptors durch die
Liganden beteiligt (Fleming, 1998; Luo, 1997; Sakamoto et al., 2005).

Die intrazelluldren Bereiche der Liganden sind im Vergleich zu den Notch-Rezeptoren relativ
kurz (100-150 AS) und weisen keine einheitliche Struktur auf. Innerhalb des gleichen
Ligandentyps sind die Intrazellulirdoménen stark konserviert, wihrend sich die verschiedenen
Ligandentypen darin untereinander stark unterscheiden (Pintar et al., 2007).

Ahnlich wie die Notch-Rezeptoren werden auch einige Liganden proteolytisch durch ADAM-
Metalloproteasen und den y-Secretase-Komplex gespalten und die intrazellulire Doméne (ICD)
freigesetzt (Six et al., 2003; LaVoie und Selkoe, 2003). Weiterhin sind fiir die Liganden DII1 und
DII2 Kernlokalisationssignale vorhergesagt, und die ICD von DII1 ist im Kern und in Interaktion
mit nukledren Faktoren nachgewiesen worden (Hiratochi et al., 2007; Ikeuchi und Sisodia, 2003;
Six et al., 2003). Durch eine mdogliche Beteiligung der ICD der Liganden an der
transkriptionellen Aktivierung im Kern ist somit eine bidirektionelle Signalweiterleitung fiir den
Notch-Signalweg moglich. Die genaue Bedeutung und die Notwendigkeit der Funktion der ICD
sind noch ungeklart, und zahlreiche Studien zeigen gegenséitzliche Ergebnisse: In Experimenten
in C.elegans reichen die sekretierten extrazelluliren Doménen der Liganden fiir eine Notch-
Aktivierung aus und fungieren wie natiirliche Liganden, wiahrend in Drosophila transmembranére
und 16sliche Liganden koexistieren (Chen et al., 2004; Klueg et al., 1998; Qi et al., 1999). Studien
mit Liganden, in denen der Verlust der ICD zu dominant-negativen Effekten fiihrt, zeigen, dass
die ICD der Liganden eine wichtige Funktion ausiiben kann (Sun und Artavanis-Tsakonas, 1996
und 1997; Hukriede et al., 1997).

DIl1, DII4 und Jagged1 besitzen zusdtzlich am C-Terminus ihrer ICD eine PDZ (Post-synaptic
density-95/Discs large/Zonula occludentes-1)-Domine, die Proteine fiir die Organisation von
Zell-Zell-Kontakten enthilt. D113 und Jagged2 besitzen keine PDZ-Domine in ihrer ICD. Die
Unterschiede zwischen den Liganden zeigen sich auch bei der Interaktion mit verschiedenen
Proteinpartnern. Jaggedl interagiert mittels der PDZ-Doméane mit dem Ras-bindenden Protein
Afadin (AF6) (Hock et al., 1998; Ascano et al., 2003). Dlgl, das humane Homolog des
Drosophila Discs Large Protein wurde als Bindungspartner von DIl1 und D114 nachgewiesen (Six

et al., 2004), wobei DII1 und D114 Dlgl an Zell-Zell-Kontakten rekrutieren, was die Zellmotilitét
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reduziert. Andere Studien zeigten Interaktionen zwischen DIl1 und Mitgliedern der Scaffold
Protein MAGI-Familie (Membrane Associated Guanylate Kinases with Inverted domain
arrangement) fiir die das PDZ-Bindungsmotiv, wie in Deletionsstudien gezeigt, essentiell ist
(Wright et al., 2004; Pfister et al., 2003). Die Liganden sind daher in der Lage mittels des PDZ-
Motivs unterschiedliche Proteine zu binden. Fiir die liganden-abhingige Aktivierung des Notch-
Signalwegs scheint diese PDZ-Domine aber nicht essentiell zu sein, da eine Proteinvariante des
DeltaD aus Zebrafisch deren PDZ-Motiv nicht mehr bindet als normaler Ligand Notch aktiviert
(Wright et al., 2004).

Alle DSL-Liganden, mit Ausnahme von DII3, sind Aktivatoren des Notch-Signalwegs. Neben
dieser positiven Funktion wird auch gezeigt, dass die Liganden die Notch Signalkaskade
dominant-negativ inhibieren, wenn sie in cis (in derselben Zelle) wie der Notch-Rezeptor
exprimiert werden. Der exakte Mechanismus fiir diese Inhibierung ist allerdings noch ungeklart

(Dunwoodie et al., 1997; de Celis und Bray, 2000).

1.4 Delta-like 1 (DII1) in der Maus

1.4.1 Die Genfunktion von DII1

Der Ligand Delta-like (DII1) als Homolog von Delta aus Drosophila wird in der
Embryonalentwicklung der Maus in einem komplexen und dynamischen Muster wéhrend der
Gastrulation und friihen Organogenese in verschiedenen Geweben und Organanlagen exprimiert,
u.a. im PSM und im zentralen Nervensystem (Bettenhausen et al., 1995; Jouve et al., 2000). Der
entscheidende Einflufl von DII1 fiir die Somitogenese wird durch die gezielte Inaktivierung von
DII1 in der Maus deutlich. Somiten sind transiente paarige Strukturen, die sich im Laufe der
Embryonalentwicklung aus dem paraxialen Mesoderm, das als mesenchymales Gewebe wihrend
der Gastrulation auf beiden Seiten des Neuralrohrs angelegt wurde, am kaudalen Ende des
Embryos durch periodische Segmentierung bilden und zu Kdérper- und GliedmaBenmuskulatur,
Dermis und Teilen der Wirbelsdule (Rippen, Wirbelkdrper, Wirbelbdgen) differenzieren
(Weinmaster und Kintner, 2003). Die periodische Segmentierung des PSM wird dabei durch eine
Reihe komplexer Interaktionen von unterschiedlichen Signalen und einem molekularen
Oszillator, der so genannten “Segmentierungs-Uhr* reguliert. Der Notch-Signalweg spielt fiir

diese eine zentrale Bedeutung, da fiir einige seiner Komponenten wéhrend der Somitogenese eine
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zyklische Expression im PSM nachgewiesen wurde. Méuse, die heterozygot fiir das DI11-Null-
Allel sind, zeigen mit unvollstidndiger Penetranz Fehlbildungen in den Wirbelkdrpern, was auf
eine Haploinsuffizienz von DII1 hinweist (Cordes et al., 2004). In homozygoten mutanten DIl1
Embryonen werden schwere Defekte im paraxialen Mesoderm und Hyperplasien im zentralen
Nervensystem beobachtet. Eine unvollstindige Ausbildung der epithelialen Somiten und deren
Somitengrenzen fithren zu Fehlbildungen des von den Somiten abgeleiteten Myotoms und
Sklerotoms, sowie einem vollstindigen Verlust der anterior-posterioren Polaritét, der mit Hilfe
von Markern fiir die Somiten-Polaritit (7hx18, Uncx4.1) bestitigt werden kann. DIl1-defiziente
Maiuse sterben ungefahr am Tag E12 der Embryonalentwicklung an himorrhagischen Blutungen
(Hrabe de et al., 1997; Bussen et al., 2004; Morales et al., 2002).

Die fritheste Expression von DII1 in der Maus wird am Tag E7.0 im Primitivstreifen und im
paraxialen Mesoderm beschrieben und bleibt bis zum Ende der Somitogenese am Tag E12.5
erhalten (Beckers et al., 2000). In den Somiten ist die Expression von DII1 auf die kaudalen
Halften und auf die Myotome der differenzierenden Somiten beschrénkt (Bettenhausen et al.,
1995). Im zentralen Nervensystem wird DIl1 ab Tag E8.0 der Entwicklung in den anterioren
Neuralfalten des spéteren Mittel- und Vorderhirns exprimiert, wobei sich ab Tag E9.5 die
Expression auf das Neuralrohr ausdehnt, spiter auch in den kraniofazialen Ganglien, in den
Neuralleistenzellen, in den Spinalnerven und den Spinalganglien nachgewiesen wird
(Bettenhausen et al., 1995; Beckers et al., 1999). Im Nervensystem wird eine laterale Inhibierung
in Zellen des Neuroektoderms beobacht, in dem Zellen mit und ohne DI11-Expression benachbart
sind. DII1 scheint an dieser Stelle fiir die Aufrechterhaltung des Zellschicksals der
neuroepithelialen Vorlauferzellen und deren kontrollierte Differenzierung in neuronale Vorldufer
verantwortlich zu sein (Appel und Eisen, 1998; Campos-Ortega, 1995; Chitnis et al., 1995;
Lewis, 1998). Zusitzlich wird in der frithen Entwicklungsphase und wihrend der Organogenese
eine Expression von DIl im Mesoderm und den Tubuli des Mesonephrons und in verschiedenen
Organanlagen, u.a. von Thymus, Niere, Lunge, Pankreas und serdsen Driisen detektiert
(Bettenhausen et al., 1995). Eine persistierende Expression fiir DII1 ist in den
Skelettmuskelzellen und im Nervengewebe und aulerdem in einigen Bereichen des sensorischen
Epithels (u.a. Retina) nachweisbar (Beckers et al., 1999; Morrison et al., 1999). In adulten Tieren
wird DII1 u.a. im Herz und in der Lunge exprimiert (Bettenhausen et al., 1995; Jouve et al.,

2000).
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1.4.2 Das Protein DLL1

Die DII1 ¢cDNA enthilt ein 2166 bp langes offenes Leseraster, das ein Transmembranprotein mit
722 AS codiert, welches dem Liganden DELTA (D) aus Drosophila strukturell sehr dhnlich ist.
Die beiden Proteine weisen eine Sequenzidentitit von 40% auf, die in einigen Bereichen der
DSL-Domine und EGF-Motive sogar Ubereinstimmungen von bis zu 70% zeigt (Bettenhausen et
al., 1995). Das Transmembranprotein durchspannt einmal die Membran. Die extrazellulédre
Doméne aus 545 AS beginnt mit einem kurzen hydrophoben Signalpeptid, enthidlt 8 EGF-
dhnliche Wiederholungen und eine DSL-Doméne. Die Intrazellulirdoméne von DLL1 enthélt
viele Lysine, am C-Terminus ein PDZ-Ligandenbindungsmotiv und weist mit anderen Proteinen
keine Sequenzhomologien auf. Die an der Interaktion mit dem Notch-Rezeptor beteiligten acht
EGF-Motive der extrazelluliren Doméne von DLL1 weisen charakteristische Merkmale und
Konsensussequenzen fiir posttranslationelle Modifikationen auf.

Die EGF-Wiederholungen sind kurze ca. 40-50 AS umfassende cystein-reiche Motive, die
charakteristisch 6 konservierte Cysteine aufweisen, die spezifisch drei Disulfidbriicken ausbilden
und die Proteindomine auf diese Weise stabilisieren: Cys'- Cys’, Cys”- Cys’ und Cys’- Cys®
(Campbell et al., 1993; Lu und Stanley, 2006). Die EGF-Doménen 4 und 7 von DLL1 zeigen
Konsensussequenzen fiir die Bindung von Calcium, die fiir die Stabilitit gegeniiber
proteolytischen Spaltungen wichtig ist. Durch den Austausch von Cystein-Resten innerhalb
calciumbindender EGF-Motive wird die Proteinfaltung gestort, die Proteinstabilitdt und Protein-
Interaktionen verindert. Die EGF-Motive von DLL1 weisen spezifische Konsensussequenzen fiir
die Modifizierung durch O-Fucose-Glykane und N-Glykane auf (Haltiwanger und Lowe, 2004;
Xia et al., 2004). O-Fucose wird an die Hydroxylgruppen von Serin-(S) und Threonin (T)
spezifischer Konsensussequenzen angefiigt. Die EGF-Motive 2, 3, 4 und 8 besitzen zwischen
dem zweiten und dritten konservierten Cystein die allgemeine Konsensussequenz C*Xs.s(S/T)C?
und die EGF-Domine 7 die sogenannte begrenzte Fucosylierungssequenz C*XXGG(S/T)C’,
wobei X fiir jede beliebige Aminoséure steht (Panin et al., 2002). Das EGF-Motiv 7 von DLL1
beinhaltet zusétzlich eine Konsensussequenz fiir die N-Glykosylierung, N-X-(S/T), in der die
Bindung des Zuckers an den Stickstoff der freien Sdureamidgruppe von Asparagin (N) erfolgt.
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Abb. 1.3: Die Lage der Konsensussequenzen fiir die O-Fucosylierung und N-Glykosylierung
innerhalb der EGF-Motive der extrazelluliren Doméne von DLL1 in der Maus. Die EGF-Motive 2,
3, 4 und 8 tragen zwischen dem zweiten und dritten konservierten Cystein (C°,C’) die allgemeine
Fucosylierungssequenz C*X;.5(S/T)C’ und die EGF-Domine 7 sowohl die begrenzte O-Fucosylierungs-
Konsensussequenz C*XXGG(S/T)C’, als auch die N-Glykosylierungssequenz N-X-(S/T). Fiir die Bindung
von Calcium sind Konsensussequenzen in den EGF-Motiven 4 und 7 nachgewiesen worden. X steht fiir
jede beliebige Aminoséure, C fiir Cystein, G fiir Glycin, S fiir Serin, T fiir Threonin und N fiir Asparagin.
Die Akzeptoraminosiuren sind jeweils unterstrichen.

1.5 Die Regulation des Notch-Signalwegs

Obwohl der Notch-Signalweg nur wenige Komponenten aufweist, mit denen die
Signalweiterleitung erfolgt, ist aufgrund der zentralen Rolle fiir Musterbildungs- und
Differenzierungsprozesse wihrend der Embryonalentwicklung und in adulten Organismen eine
komplexe und stringente Regulation notwendig.

Die Aktivitit des Signalwegs kann dabei auf unterschiedlichen Ebenen reguliert werden:
Unterschiedliche Verfiigbarkeiten und Affinititen des Rezeptors und der Liganden, verschiedene
Arten der Interaktionen zwischen diesen, kovalente Modifikationen wie Glykosylierung,
Ubiquitinierung und Phosphorylierung und unterschiedliche Transportwege des Rezeptors oder

der Liganden mittels Endocytose (Baron et al., 2002; Le Borgne et al., 2005).
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Regulation der Aktivitit der DSL-Liganden

Kompetitive Effekte durch losliche Liganden

Losliche Formen der Liganden DIl1 und Jagged konnen sowohl als Agonisten wie Antagonisten
auf den Notch-Signalweg wirken. In vitro muf} fiir die Bindung der Liganden an den Rezeptor
eine Multimerisierung der 16slichen Liganden stattfinden, deren Bindung dann abhédngig vom
Grad der Vernetzung aktivierend oder dominant-negativ auf die Notch-Aktivitdt wirkt. Der
genaue Mechanismus, wie die Liganden-Bindung die Aktivierung positiv oder negativ
beeinflusst, ist noch ungeklért. /n vivo sind beide Wirkungen der ldslichen Liganden in
Drosophila und C. elegans beobachtet und als Ursache der Blockierung des Signalwegs eine
mogliche Konkurrenz zwischen 10slichen und membranstindigen Liganden um die
Rezeptorbindung diskutiert worden (Shimizu et al., 2002; Hicks et al., 2002; Sun und Artavanis-
Tsakonas, 1997; Qi et al., 1999).

Endocytose der Liganden

Die Endocytose der Liganden wirkt als positiver Regulator fiir den Notch-Signalweg, da diese als
“zichende kraft“ auf die Notch-Extrazellulirdomdne (NECD) die Dissoziation des Notch-
Heterodimers fordert und zur Entfernung des Liganden von der Zelloberfldche fiihrt. Die
Liganden-NECD-Komplexe dissoziieren in endocytotischen Vesikeln und der Ligand kehrt zur
Zelloberflache zuriick, wéhrend die NECD internalisiert bleibt und abgebaut wird Die
Transendocytose der NECD in die Liganden-exprimierende Zelle induziert eine
Konformationsédnderung in der juxtamembranen Region des Rezeptors, wodurch die S2-
Spaltstelle freigelegt wird. Anhand von Drosophila shibire (Dynamin) Mutanten, deren
Endocytose inhibiert ist, wird die Notwendigkeit der dynamin-abhingigen Endocytose fiir den
Notch-Signalweg gezeigt (Poodry, 1990; Parks et al., 2000; Seugnet et al., 1997; Chitnis et al.,
2006).

Ubiquitinierung
Ubiquitin als konserviertes 76-AS-Polypeptid wird in einem dreistufigen ProzeB kovalent mit
dem Proteinsubstrat verbunden, wobei die Ubiquitin-Protein-Ligase (E3 Ligase) das Substrat

spezifisch erkennt und den Transfer katalysiert. Urspriinglich als Proteinmarkierung fiir den
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Abbau durch das 26S Proteasom entdeckt, dient es zugleich auch als Signal fiir die Endocytose,
endocytose-abhéngige Membranprozesse und die Proteinsortierung in Multivesicular bodies
(MVBs) (Le Borgne et al., 2005). Mit Hilfe der Ubiquitinierung durch E3 Ligasen wird die
Aktivitdt der Liganden reguliert, in dem sie diese fiir die Endocytose und den intrazelluldren
Vesikeltransport markieren. Durch einen noch ungekldrten Mechanismus wird so mittels
Ubiquitinierung die Notch-Aktivierung in der Signal-empfangenden Zelle positiv durch die
Regulation der Liganden-Endocytose in der Signal-sendenden Zelle beeinflut. Die
Ubiquitinierung induziert auBerdem durch die Endocytose des Liganden-NECD-Komplexes eine
Konformationséinderung im Rezeptor mit Freilegung der S2-Spaltstelle (sieche Endocytose), sowie
eine mogliche Vernetzung der Liganden in Mikrodoménen und deren Prozessierung vor der
Oberflachenprisentation in intrazelluliren Vesikeln (Chitnis, 2006; Wang und Struhl, 2005;
Parks et al., 2000).

Die E3 Ubiquitin Ligasen Neuralized (Neu) und Mind bomb (Mib/Dmib) aus Drosophila,
Xenopus und Zebrafisch sind direkte Interaktionspartner der Liganden und regulieren deren
Aktivitét. Die Inaktivierung der Ligasen fiihrt zu einer Akkumulation inaktiver Liganden auf der
Zelloberflache, was auf eine mdgliche Erforderlichkeit der Ligasen fiir die Liganden-Aktivitét
und deren Degradation hinweist (Wang und Struhl, 2004; Le Borgne et al., 2005; Pavlopoulos et
al., 2001).

Cis-Inhibierung

Cis-Interaktionen zwischen dem Notch-Rezeptor und einem Liganden innerhalb derselben Zelle
filhren nicht zu einer autokrinen Aktivierung des Rezeptors, sondern bewirken einen dominant
negativen Effekt, der auch als zell-autonome Inhibierung bezeichnet wird, da eine Bindung von
Liganden benachbarter Zellen an den Rezeptor verhindert wird. Der genaue Mechanismus ist
noch ungeklirt, aber Studien in Drosophila geben erste Hinweise, dass die fiir die Inhibition
verantwortliche Rezeptor-Liganden-Interaktion an der Zelloberfldche stattfindet. Die Inhibition
wird dabei durch Liganden, deren Endocytose inhibiert wird und Notch auf der Zelloberfldche
akkumulieren, verstirkt. Umgekehrt wird sie verringert, wenn die Liganden durch
Modifikationen im sekretorischen Transportweg festgehalten werden und nicht die Zelloberflache

erreichen (Glittenberg et al., 2006).

17



Einleitung

Regulation der Aktivitit des Notch-Rezeptors

Modifikation der Rezeptor-Liganden Interaktion mittels Glykosylierung

Die Aktivitit des Notch-Rezeptors wird u.a. durch die Modifizierung der extrazelluldren Doméne
mit O-Fucose-Glykanen reguliert (Panin et al., 1997; Irvine, 1999). Die Ubertragung von Fucose
an Serin- und Threonin-Reste spezifischer Konsensussequenzen in einigen EGF-Motiven wird
durch Protein-O-Fucosyltransferasel (Pofutl, Ofut in Drosophila) im ER katalysiert. Eine
Verlingerung der O-Fucose-Struktur erfolgt durch Anheftung von N-Acetylglycosamin durch die
B-1,3,-N-Acetylglycosaminyltransferase Fringe (Lunatic, Maniac und Radical Fringe in
Vertebraten) im Golgi-Apparat. Durch die Glykosylierung des Notch-Rezeptors wird seine
Affinitdt zu den Liganden verdndert. Mit Hilfe der Wirkung von Lfng wird so die Notch-
Aktivierung durch Liganden der Delta-Familie verstdrkt und die der Serrate/Jagged Familie
verringert (Bruckner et al., 2000; Hicks et al., 2000; Moloney et al., 2000; Munro und Freeman,
2000; de Celis und Bray, 2000). Die gezielte Inaktivierung von Pofutl in Méusen fiihrt zum
Verlust der Notch-Aktivitdt und verdeutlicht die Notwendigkeit der O-Fucosylierung fiir den
Notch-Signalweg (Shi und Stanley, 2003). Die Bedeutung der Glykosylierung fiir Notchl und

seine Liganden wird ausfiihrlich in Abschnitt 1.7 beschrieben.

Regulierte Degradation von Notchl

Die durch den Notch-Signalweg induzierte Transkription der Zielgene mufl gezielt und
dynamisch erfolgen, um eine hohe Sensitivitit der Signalweiterleitung zu gewéhrleisten. Ein
schneller Abbau der NICD wird durch die Rekrutierung von negativen Regulatoren durch
Proteine des Ko-Aktivatorkomplexes erreicht. Als solcher bewirkt Sel-10 (Suppressor/Enhancer
of lin-12) eine Phosphorylierungs-abhéngige Ubiquitinierung und den anschliefenden
proteosomalen Abbau der nukledren phosphorylierten NICD (Hubbard et al., 1997; Oberg et al.,
2001; Wu et al., 2001).

Regulation der Rezeptoraktivitdit mittels Ubiquitinierung
Die Aktivitit des Notch-Rezeptors wird ebenso wie die Aktivitdt der Liganden durch Endocytose
und Ubiquitinierung beeinflusst. Mit Hilfe mehrerer E3 Ubiquitin Ligasen wird der Notch-

Signalweg durch Ubiquitinierung des Rezeptors und Proteasomen-abhédngiger Degradation
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herunterreguliert. Eine Verstarkung ergibt sich dagegen durch die Inhibition des Abbaus und den
Transport des Rezeptors zu intrazelluliren Kompartimenten, in denen er mit Elementen der
Signaltransduktionsmechanerie (z.B. dem y-Sekretasekomplex) zusammentrifft (Seugnet et al.,
1997).

Die E3 Ubiquitin Ligasen Su(dx) (suppressor of deltex) und Itch aus der Nedd4-Familie binden
an den N-terminalen Teil der NICD und induzieren deren Abbau (Qiu et al., 2000; Chastagner et
al., 2008). Das cytoplasmatische Protein Numb bewirkt ebenfalls den Abbau von NICD und
bindet diese als Adapterprotein neben alpha-Adaptin als Untereinheit des AP2-Komplexes, der an
der Rezeptor-vermittelten Endocytose beteiligt ist (Berdnik et al., 2002, Santolini et al., 2000).
Numb kann wiederum von Lnx, einer weiteren E3 Ubiquitin Ligase, ubiquitiniert werden, so dass
durch den Abbau von Numb die Notch-Signalgebung verstirkt und die negative Regulation
aufgehoben wird (Nie et al., 2002). Durch Unterdriickung der Notch-Signaltransduktion
beeinflusst Numb asymmetrische Zellteilungen und Zellschicksalsentscheidungen (Lu et al.,
1998). In Mausen kommt es wéhrend der Entwicklung des peripheren Nervensystems zu einer
asymmetrischen Verteilung von Numb auf die Tochterzellen und zu unterschiedlichen
Zellschicksalen, da in Zellen mit Numb durch die Unterdriickung des Signalwegs die neuronale
Differenzierung induziert wird (Shen et al., 2002).

Deltex (Dtx), als vorwiegend cytoplasmatisch lokalisiertes Protein, wirkt als positiver Regulator
verstirkend auf die Notch1-Signalgebung und ist an der Liganden- und CSL-unabhéngigen Form
des Signalwegs beteiligt ist (Hori et al., 2004). Eine Uberexpression des Proteins fiihrt zur
Stabilisierung von Notchl in intrazelluldren Vesikeln und einer Inhibition des Notch-Abbaus
antagonistisch zur Wirkung von Su(dx) und Nedd4. Durch einen gezielten Transport von Notch
zu spiten Endosomen oder Rab-11 positiven Recycling-Endosomen, kann Notchl in diesen
unabhingig von Liganden- und einem CSL-Komplex funktionieren (Matsuno et al., 1995;
Ramain et al., 2001). Neben der Rolle als positiver Regulator in Drosophila kann Deltex in
anderen Spezies die Notch Signalgebung unter bestimmten Umstdnden auch hemmen (Sestan et

al., 1999; Izon et al., 2002).
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1.6 Durch fehlerhafte Notch-Signalgebung ausgeloste Krankheitsbilder

Der Notch-Signalweg spielt eine entscheidene Rolle fiir die Entwicklung vieler Gewebe und
Organe, so dass Mutationen des Rezeptors, der Liganden und/oder eine abnorme Signalgebung
im Tiermodell haufig zu starken Stérungen oder dem Abbruch der Embryonalentwicklung fiihren
und beim Menschen daher hiufig mit der Entstehung von Krankheiten und Krebs verbunden sind
(Joutel et al., 1996; Li et al., 1997).

Aufgrund seiner Beteiligung an einer T-Zell Leukdmie wurde humanes Notchl zuerst als
translokations-assoziiertes Notch Homolog 1 (TAN-1) beschrieben. Durch eine chromosomale
Translokation innerhalb eines Notch1 Introns wird das 3’-Ende von Notch an die JB-Region des
T-Zell Rezeptors B (TCR-P) fusioniert, wodurch Transkripte codiert werden, die nur noch die
ICD von Notchl enthalten. Die resultierende verkiirzte konstitutiv aktive Variante von NOTCH1
wird in einer Untergruppe von akuter T-Zell lymphoblastischer Leukédmie (T- ALL) gefunden
(Ellisen et al., 2002). In Méusen wird eine T-Zell Leukdmie durch die provirale Integration von
Moloney murine leukaemia virus (MuLV) in das Notchl Gen verursacht, so dal3 die intrazellulédre
Doméne von NOTCH1 unter dem Einflu3 eines viralen Promoters iiberexprimiert wird (Girard et
al., 1996). In Méausen wird auBerdem eine Beteiligung von NOTCHI1 an epithelialen Tumoren
beschrieben (Dievart et al., 1999). Die Integration eines Mouse mammary tumor virus (MMTV) in
den Lokus von Notchl fiihrt zur Expression der NOTCH-ICD, was die Entwicklung von Brust-
Tumoren in diesen Miusen auszuldsen scheint. Neben den Hinweisen auf einen Zusammenhang
zwischen der Storung der Notch-Funktion und der Entstehung von Tumoren durch eine
konstitutive Aktivierung von Notch, zeigt sich abhingig von der zelluldren Situation auch eine
mogliche Funktion als Tumor-Suppressor, da Deletionen von Notchl in der Epidermis zur
Entwicklung von Tumoren der Haut fithren kdnnen (Nicholas et al., 2003).

Durch Mutation im Notch3 Gen wird eine cerebrale autosomal dominante Arteriopathie mit
subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie (CADASIL) verursacht, was die hdufigste
hereditidre Ursache von Schlaganfillen darstellt und auf Fehlbildungen der arteriellen glatten
Muskulatur zuriickzufiihren ist, in der NOTCH3 hauptsédchlich exprimiert wird (Joutel und
Tournier-Lasserve, 1998). Punktmutationen (Deletion oder Addition) in den cysteinreichen EGF-
Abschnitten des Rezeptors verhindern die Ausbildung von Disulfid-Briicken und storen somit die

Proteinfaltung (Joutel et al., 1997). In transgenen Miusen fiihrt durch einen lck Promotor
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bewirkte Uberexpression von intrazellulirem NOTCH3 zur Entwicklung von T-Zell Lymphomen
(Bellavia et al., 2000). Das autosomal dominant vererbte Alagille Syndrom wird durch
Mutationen im extrazelluldren Bereich von JAGGEDI verursacht und fiihrt zu Fehlbildungen im
Bereich der Leber sowie des Herzens, des Skelettes und der Augen (Li et al., 1997; Oda et al.,
1997; Crosnier et al., 2001; Colliton et al., 2001). Daneben wird auch eine “missense* (nicht
synonyme) Mutation von JAGGED1 mit einer vererbbaren Form von Taubheit in Verbindung
gebracht (Le Caignec et al., 2002). Patienten mit spondylokostaler Dysostose zeigen
unterschiedliche Skelettfehlbildungen, u.a Fusionen von Wirbeln und Rippen, hervorgerufen
durch Mutationen im Gen des Notch-Liganden DII3 (Dunwoodie et al., 2002; Sparrow et al.,
2002).
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1.7 Die Glykosylierung als Regulator des Notch-Signalwegs

Wie bereits unter 1.5 beschrieben sind O-Fucose-Glykane auf den Notch-Rezeptoren wichtige

Modifikationen, die entscheidend zur Regulierung des Notch-Signalwegs beitragen.

O-Glycosylierung der EGF-Domiinen von Notch und seinen Liganden

O-Glucose und O-Fucose sind erstmals auf EGF-Doménen von Serumglykoproteinen entdeckt
worden (Wang et al., 2001). Bei der Expression von NOTCH in Siugerzellen weist die
extrazelluldire Doméne Glykosylierungen von N-Glykanen, O-Fucose- und O-Glucose-Glykanen
auf, die an spezifischen Konsensussequenzen innerhalb der EGF-Motive angefiigt werden und in
allen Notch-Rezeptoren zu finden sind (Johansen et al., 1989; Moloney et al., 2000; Panin et al.,
2002). Die Rolle der N-Glykane fiir den Notch-Signalweg ist noch weitgehend ungeklért.
Mutante Mause mit einer Defizienz an N-Glykanen weisen keine Defekte fiir den Signalweg in
der Embryonalentwicklung auf (Haltiwanger und Lowe, 2004; Xia et al., 2004). Die Protein-O-
Glykosylierung ist eine seltene Modifikation, die nur in EGF-Doménen von wenigen Proteinen,
darunter die Blutgerinnungsfaktoren VII und IX, Protein Z, Thrombospondin, Notch und die
Delta-like gefunden wird (Shao et al., 2002). Obwohl fiir diese Proteine eine O-Glykosylierung in
Zellextrakten verschiedener Spezies bestdtigt ist, sind fiir die meisten noch keine
Glycosyltransferasen identifiziert worden. Der Notch-Rezeptor wird an Serin-Resten zwischen
dem ersten und zweiten konservierten Cystein der EGF-Doménen an der Konsensussequenz
C'XSXPC® O-glykosyliert und liegt entweder als Mono- oder Trisaccharid vor. Die Struktur des
Trisaccharids von NOTCH1 aus CHO-Zellen ist noch unbestimmt, es wird aber eine Ahnlichkeit
mit der aus dem Blutgerinnungsfaktor IX gefundenen, Xylosea 1,3 Xylosea1,3 Glucose,
vermutet (Moloney et al., 2000; Haines und Irvine, 2003; Shao et al., 2002). In einer aktuellen
Studie wird erstmals die O-Glykosylierung des Notch1-Rezeptors in Drosophila als moglicher
Regulator fiir den Signalweg beschrieben. Eine Null-Mutante der Glycosyltransferase Rumi in
Drosophila S2-Zellen zeigt einen temperaturabhéngigen Verlust des Notch-Signalwegs und
damit einhergehende Phinotypen: Die Abwesenheit von Rumi bei 25°C fiihrt zum Tod der
Fliegen im Larvenstadium, wéhrend bei 18°C mildere Defekte zu beobachten sind (Acar et al.,
2008). Die vom Drosophila Rumi Gen codierte Glycosyltransferase glycosyliert NOTCHI1 im
ER. Ein Verlust dieser Glykosylierung scheint die Zelloberflaichenexpression und die DELTA-
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Bindung von NOTCH nicht zu reduzieren, dagegen die Proteinfaltung zu beeintrichtigen, so dass
die essentielle Konformationsénderung des Rezeptors nach Ligandenbindung fiir die Freilegung
der proteolytischen Spaltstelle S2 verhindert wird. Bei geringer Temperatur (18°C) wird von
einer langsameren Proteinfaltung und als Folge noch von einer teilweisen Aktivierung des
Signalwegs ausgegangen, was den milderen Phénotyp erklirt (Acar et al., 2008).

Fiir die O-Fucose-Glykane auf dem Notch-Rezeptor und seinen Liganden sind zwei verschiedene
Konsensussequenzen bekannt, die zwischen dem zweiten und dritten konservierten Cystein der
EGF-Domine liegen: Die begrenztere C*XXGG(S/T)C’ und die allgemeinere C*X,(S/T)C".
Beim Sequenzvergleich der extrazelluldren Bereiche von 15 Notch-Rezeptoren aus verschiedenen
Spezies zeigt sich, dal die O-Fucosylierungsstellen sehr stark konserviert sind. Die Struktur des
an NOTCHI1 in CHO Zellen gebundenen Tetrasaccharids ist als Sialinsdure-a2,3-Galaktose-
B1,4-N-Acetylglucosamin-f1,3-Fucose identifiziert (Moloney et al., 2000; Schiffer et al., 2001;
Panin et al., 2002). Zuséitzlich sind auch Glykosyltransferasen, die in der Synthese von
Glycolipiden involviert sind, fiir den Notch-Signalweg essentiell, wahrscheinlich als indirekter
Effekt der Organisation von NOTCH als Membranglykoprotein (Chen et al., 2007). Die
Inaktivierung von Glycosyltransferasen oder anderen Aktivititen, die fiir die Synthese der O-
Fucose-Glykane notwendig sind, zeigen Notch-Signalweg-Defekte in Drosophila, Zebrafisch,
Seeigel und Vertebraten (Haines und Irvine, 2003; Appel et al., 2003; Peterson et al., 2005; Lu
und Stanley, 2006).

Sialinsdure Zalak toze GleMAc Fucose
L 4 e
repeat
W <<*
%2 ° {““ 0
(;L 1 %bl Q ]

Abb. 1.4: Struktur der O-Fucose-Glykane auf Notch-Rezeptoren und Liganden (angepasst aus Lu
und Stanley, 2006). O-Fucose wird durch POFUT1 von UDP-Fucose auf Serin- oder Threonin in
spezifischen Konsensussequenzen innerhalb der EGF-Motive der Extrazellulirdoménen von NOTCH und
seinen Liganden iibertragen. Die EGF-O-Fucose-Glykane werden mittels Fringe verldngert, das den
Transfer von N-Acetylglucosamin (GlcNac) katalysiert. AnschlieBend erfolgt die Ubertragung von
Galaktose durch die P1,4-Galaktosyltransferase (f4GalT1) und Sialinsdure durch die a2,3
Sialinsduretransferase (02,3 SAT) zum Tetrasaccharid.
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Die O-Fucosylierung durch Pofutl/Ofutl

Die Ubertragung der Fucose erfolgt durch das Enzym Protein O-Fucosyltransferase 1 (POFUTI,
OFUTI in Drosophila) von GDP-Fucose als Donor auf die Serin-/Threoninreste der
Konsensussequenzen. Das als Typ 2 Transmembranprotein identifizierte Enzym besitzt eine hohe
Substratspezifitit, da nur vollstindig und korrekt gefaltete EGF-Doménen und keine
synthetischen Peptide als Substrat akzeptiert werden. Sequenzanalysen zeigen, dass nur ein
einziges Pofutl Gen in Vertebraten und nur zwei weitere Homologe in C. elegans und
Drosophila existieren (Wang et al., 1998; Wang et al., 2001).

Die ersten Hinweise zur Bedeutung der O-Fucosylierung fiir den Notch-Signalweg lieferten
Studien in Drosophila, in denen die Biosynthese von GDP-Fucose ausgeschaltet oder die Ofutl-
Expression durch RNA-Interferenz reduziert wurde, die beide einen Verlust des Notch-
Signalwegs zeigen. Die resultierenden Phénotypen weisen schwere Defekte in der
Embryonalentwicklung auf, die vergleichbar mit denen in Abwesenheit des Notch-Rezeptors
sind. In Vertebraten fiihrt die gezielte Inaktivierung des Pofutl Gens zu embryonaler Letalitit am
Tag E9.5 mit schweren Defekten in der Somitogenese, Kardiogenese, Vaskulogenese und
Neurogenese (Shi und Stanley, 2003). Das Ausmal} der Phénotypen in Mausen und Drosophila
deutet auf eine Schliisselrolle fiir POFUTI in der Regulation hin, da O-Fucose in diesen Spezies
fiir nahezu alle Notch-Signalgebungsprozesse essentiell ist, dagegen eine Verldngerung der O-
Fucose-Struktur durch FRINGE nur in bestimmten Zellkontexten benétigt wird (Oka et al., 1995;
Donoviel et al.,1999; Shi und Stanley, 2003).

Die Expression von POFUT1/OFUT]1 ist sowohl in Vertebraten als auch in Drosophila streng
reguliert und erfolgt auf transkriptioneller Ebene (Okajima et al., 2002; Shi und Stanley, 2003;
Wang et al.,, 2001). Das Pofutl Gen wird in Maiusen verstirkt widhrend der
Embryonalentwicklung exprimiert. /n situ Hybridisierungen zeigen eine ubiquitére Expression in
Embryonen am Tag E11.5 der Embryonalentwicklung und in allen adulten Mausgeweben (Shi
und Stanley, 2002). Eine Uberexpression von OFUT1 in Drosophila bewirkt eine Inhibierung der
induzierenden Wirkung des Notch-Signalwegs und der lateralen Inhibition, so dal} die verstérkte
Expression sowohl einen positiven wie auch negativen Effekt auf die Signalgebung hat
(Sasamura et al., 2003; Okajima et al., 2003).

Fir OFUTI1 ist in Drosophila neben der Rolle der Glycosyltransferase noch eine

glycosyltransferase-unabhéngige Aktivitit beschrieben worden, die fiir den Transport zur
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Zelloberfliche verantwortlich ist (Abb. 1.6 Modell 1; Okajima et al., 2003). Hierfiir sind die
Interaktionen von NOTCH und den Liganden in An- und Abwesenheit von OFUTI in
Drosophila S2 Zellen mit einer 16slichen Form von NOTCH untersucht worden. S2 Zellen
zeichnen sich dabei durch eine fehlende Expression von FRINGE und eine geringe endogene
OFUT1-Expression aus. Die Bindung von 16slichem NOTCH, das mit alkalischer Phosphatase
verlinkt ist (N-AP), an DELTA- und SERRATE-exprimierende S2-Zellen kann auf diese Weise
analysiert werden (Okajima et al., 2003). In Abwesenheit von OFUT1 bindet N-AP nicht an die
Liganden-exprimierenden Zellen und N-AP wird nur gering sekretiert. Eine anschliefende
Uberexpression von OFUT]1 in diesen Zellen bewirkt, dass N-AP wieder sekretiert wird und
verstirkt Liganden bindet. Den gleichen Effekt auf die Sekretion und Ligandenbindung von N-
AP zeigt die Uberexpression einer mutanten murinen POFUT1 Proteinvariante, der die
Glycosyltransferaseaktivitit fehlt (POFUT1 R245A). Daneben ist in diesen Zellen eine direkte
Bindung von OFUT1 an NOTCH nach Uberexpression der beiden Proteine bestitigt und OFUT1
als essentiell fiir die stabile NOTCH-Oberflichenexpression beschrieben worden (Okajima et al.,
2003 und 2005; Sasamura et al., 2007).

Die Ausschaltung des Ofutl Gens in Zellen von Drosophila Fliigelscheiben durch RNA-
Interferenz bewirkt eine intrazelluldre Akkumulation von NOTCH im ER (Okajima et al., 2005;
Sasamura et al., 2007). Mit Hilfe einer transgenen Expression von POFUT1 R245A in OFUT1
defizienten Klonen kann die Oberflichenexpression von NOTCH wieder hergestellt werden
(Okajima et al., 2005). Andere Studien in Drosophila und Vertebraten zeigen trotz Abwesenheit
von OFUT1/POFUT]1 fiir NOTCH eine Zelloberflichenexpression (Abb. 1.6 Modell 2). Wéhrend
NOTCH in Wildtyp-Zellen durch Transcytose zu Adhdsionsverbindungen (Adherens junctions)
transportiert wird, akkumuliert NOTCH bei Fehlen von OFUTI1/POFUT1 in nicht
charakterisierten endocytotischen Kompartimenten. Die exogene Zugabe von OFUT1/POFUT]1
reduziert diese Akkumulation, was vermuten ldsst, dass sekretiertes OFUT1/POFUT1 an
NOTCH auf der Zelloberfldche bindet und die konstitutive Endocytose des Rezeptors reguliert
(Sasamura et al., 2007; Sasaki et al., 2007; Stahl et al., 2007).
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Abb. 1.5: Zwei Modelle fiir die Rolle von OFUT1/POFUT]1 fiir den Notch-Signalweg (aus Vodovar
und Schweisguth, 2008). Jedes Modell ist schematisch in einer Zelle dargestellt, deren linke Halfte die
Wildtyp-Situation zeigt und die rechte die in Abwesenheit von OFUT1 (grau unterlegt). Modell 1: Im ER
neu synthetisiertes ungefaltetes NOTCH (mit NECD in rot, NICD in weil}) wird mittels OFUT1 gefaltet
(NECD in griin) und O-fucosyliert (gelbe Rhomben). AnschlieBend wird der Rezeptor iiber den Golgi-
Apparat zur Plasmamembran und Adhésionsverbindungen (Adherens junctions, AlJs in tiirkis)
transportiert. In der Abwesenheit von OFUT1 akkumuliert NOTCH ungefaltet im ER. Modell 2: O-
fucosyliertes NOTCH wird zuerst iiber den Golgi-Apparat zur apikalen Membran transportiert und
anschliefend durch einen Transcytose-Mechanismus zu den Adhésionsverbindungen. In Ofutl-mutanten
Zellen wird NOTCH zur Membran transportiert, schnell internalisiert und in uncharakterisierten
endocytotischen Kompartimenten akkumuliert.

Fringe verliangert die O-Fucose auf den EGF-Motiven und beeinflusst die Notch-Rezeptor
Aktivierung

Fringe ist urspriinglich in einem Screen von Drosophila-Mutanten fiir Gene entdeckt worden, die
an der dorsal-ventralen Grenzbildung wéhrend der Fliigelentwicklung beteiligt sind (Irvine et al.,
1994). Als B-1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase katalysiert FRINGE im Golgi-Apparat den
zweiten Schritt der Synthese der O-Fucose-Glykane, den Transfer von B-N-Acetylglucosamin
(GlcNAc) auf die 3’-Hydroxylgruppe der O-Fucose in den EGF-Motiven (Abb. 1.4; Moloney et
al., 2000; Briickner et al., 2000; Munro et al., 2000). Obwohl FRINGE sekretiert werden kann,
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wirkt das Enzym intrazelluldr noch wihrend der Biosynthese von NOTCH (Panin et al., 1997;
Johnstone et al., 1997). FRINGE ist spezifisch fiir O-Fucose an bestimmten korrekt gefalteten
EGF-Motiven als Substrat und UDP-GIcNAc als Donor.

In Drosophila und Vertebraten sind sowohl die Notch-Rezeptoren als auch die Liganden
Substrate fiir OFUT1/POFUT1 und FRINGE (Moloney et al., 2000, Briickner et al., 2000; Panin
et al., 2002). So wird an den Drosophila Liganden DELTA und SERRATE nach Expression in
S2 Zellen O-Fucose nachgewiesen, die in vitro in Gegenwart von Fringe und UDP-GIcNAc mit
GlcNAc verldangert wird. DLL1 (Ratte) und JAGGEDI (human) als Vertebraten-Liganden sind in
vivo als O-Fucose-Monosaccharide nachgewiesen worden, auf die anschlieBend GIcNAc durch
MANIAC FRINGE iibertragen wird (Panin et al., 2002).

Fiir seine enzymatische Aktivitit und als charakteristische Gemeinsamkeit mit anderen
Glycosyltransferasen besitzt FRINGE ein hochkonserviertes DXD-Motiv, dessen Mutagenese
zum Verlust der enzymatischen Aktivitdt in vitro und zum Verlust der biologischen Aktivitit in
vivo fiihrt. Fiir die modulierende Wirkung auf den Notch-Signalweg ist die Glycosyltransferase-
Aktivitit essentiell. Die Effekte von FRINGE wirken zell-autonom im Hinblick auf NOTCH, d.h.
FRINGE muB in derselben Zelle wie NOTCH exprimiert sein (Moloney et al., 2000, Briickner et
al., 2000; Munro und Freeman, 2000; Chen et al., 2001).

Die Notwendigkeit von FRINGE und seiner regulierenden Wirkung fiir den Notch-Signalweg ist
erstmals in Studien der Fliigelentwicklung in Drosophila entdeckt worden. FRINGE verstarkt
dort die NOTCH-Aktivierung durch DELTA und inhibiert gleichzeitig die NOTCH-Aktivierung
durch SERRATE. Eine dorsal-ventrale Grenze kann sich so unter der Wirkung von FRINGE
ausbilden, in dem in DELTA-exprimierenden Zellen im ventralen Bereich die NOTCH-
Aktivierung durch SERRATE stimuliert, und in direkt benachbarten Zellen im dorsalen Bereich,
die FRINGE und SERRATE exprimieren, die Notch-Aktivierung durch SERRATE inhibiert wird
(Irvine, 1999; Irvine und Rauskolb, 2001; Panin et al., 1997; Fleming et al., 1997; Klein et al.,
1998). Mutationen in Fringe aus Drosophila fithren zu Defekten in der Entwicklung von
verschiedenen Geweben und Organen, u.a. Fliigeln, Augen und Beinen (Cho et al., 1996;
Dominguez und de Celis, 1998; Papayannopoulos et al., 1998).

In Vertebraten sind drei Fringe-Homologe bekannt: Lunatic Fringe (Lfng), Maniac Fringe
(Mfng) und Radical Fringe (Rfng), die zum Teil die Mutationen von Fringe in Drosophila

komplementieren konnen (Cohen et al., 1997; Johnston et al., 1997). Sie unterscheiden sich in
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ihrer in vitro Aktivitit und zeigen in verschiedenen Zelllinien unterschiedliche Ergebnisse. In
zell-basierten Signalaktivierungsassays zeigt eine Uberexpression der Fringe Gene aus
Vertebraten eine Inhibierung der JAGGED1-induzierten Aktivierung durch LFNG und MFNG
und eine Erhohung von DELTA-induzierter Aktivierung (Moloney et al., 2000; Shimizu et al.,
2001; Hicks et al., 2000). Unterschiedliche Effekte auf NOTCH2 sind zwischen LFNG und
MFNG beobachtet worden: Einmal kann die Aktivierung von NOTCH2 durch DELTA1 und
JAGGEDI verstirkt werden, in einer anderen Studie dagegen inhibiert LFNG die Aktivierung
von NOTCH2 induziert durch JAGGEDI und zeigt keinen Effekt auf die DELTA-induzierte
Aktivierung. In NH3T3-Zellen verstirkt RENG nach Uberexpression sowohl die DELTA- als
auch JAGGED1-induzierte Notch-Signalweiterleitung (Yang et al., 2005). Ahnliche Differenzen
zeigen sich bei der Untersuchung des Effekts von FRINGE auf die Liganden-Bindung. Im
Allgemeinen entsprechen die Analysenergebnisse iiber die Bindung von I6slicher Delta ECD an
NOTCH1 und 2 mittels durchflucytometrischen Messungen und Immunfluoreszenz-Analysen
den zuvor beobachteten Effekten, dagegen wird die Bindung von JAGGEDI1 durch
Uberexpression von LENG, MFNG und RFNG nicht beeinflusst, obwohl eine induzierte Notch-
Aktivierung durch die Fringe-Proteine moduliert wird (Rampal et al., 2005; Nichols et al., 2007;
Ladi et al., 2005). Im Gegensatz zu der breiten Wirkung von POFUT1/OFUT]1 auf nahezu alle
Notch-Signaliibermittlungen wirkt FRINGE nur bei ausgewédhlten Notch-Funktionen
modulatorisch, was durch die spezifischen Phinotypen nach gezielter Ausschaltung der Gene
gezeigt wird. Wahrend in Drosophila und Vertebraten eine Pofutl/Ofutl-Inaktivierung durch
einen vollstindigen Verlust des Notch-Signalweges gekennzeichnet ist, zeigen Miuse bei Fehlen
von Lfng einen milderen Phidnotyp. In Vertebraten beschrinkt sich die Regulation der Notch-
Aktivierung durch Fringe auf die Entwicklung des axialen Skelettes, der GliedmaBen, Zihne,
Neuralleiste, himatopoetische Zellen und das Vorderhirn (Esteban, 1997; Laufer et al., 1997;
Nellemann et al., 2001; Koch et al., 2001, Evrard et al., 1998). In Vertebraten wird Lfng von den
drei Homologen als einziges Gen im PSM exprimiert. Die Expression erfolgt wiahrend der
Somitogenese in dynamischen Zyklen, die durch Notch-abhingige negative
Riickkopplungsmechanismen hervorgerufen werden und essentiell fiir den molekularen
Oszillator, die Segmentierungsuhr sind, die zusammen mit anderen Komponenten des Notch-
Signalwegs fiir die Bildung von Somiten aus dem PSM verantwortlich ist. Eine ubiquitére

Expression von Lfng fiihrt zur Blockierung der Somitogenese und Notch-Aktivierung (Cohen et
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al., 1997; Johnston et al., 1997; Barrantes et al., 1999; Cole et al., 2002; Dale et al., 2003;
Forsberg et al., 1998). Die gezielte Inaktivierung durch Fringe fiihrt zu fusionierten Somiten. Die
Ausschaltung von Rfng hingegen zeigt keinen Phénotyp, eine Inaktivierung des murinen Mfng-
Genes ist noch nicht beschrieben (Stanley, 2007).

Unterschiedliche EGF-Motive werden mit unterschiedlicher Effizienz durch LFNG und MFNG
verldngert. Auch deren Fahigkeit zur Glykosylierung unterscheidet sich, wie der Vergleich von
Profilen verschiedener O-Fucose-Glykane in CHO-Zellen zeigt (Shao et al., 2003; Shimizu et al.,
2001). Unter der groBen Zahl von potentiellen Fucosylierungsstellen ist die O-Fucose-
Konsensussequenz im EGF-Motiv 12 des Notch-Rezeptors, das notwendig und hinreichend fiir
die Bindung des Liganden ist, unter allen Notch-Rezeptoren konserviert und ein Substrat fiir
POFUT1 und FRINGE (Shao et al., 2003; de Celis et al., 1993).

FRINGE reguliert die Notch-Aktivitit durch einen direkten EinfluB} auf die Rezeptor-Liganden-
Bindung, was in Experimenten mit 16slichen Formen des Rezeptors und der Liganden gezeigt
wird. FRINGE kann die Bindung zwischen einer 16slichen Form von NOTCH (oder DELTA) an
membrangebundenes DELTA (oder NOTCH), das auf der Oberfliche von Zellen exprimiert
wird, verstirken und im Falle von SERRATE als Ligand inhibieren (Samura et al., 2003;
Okajima et al., 2003). Fringe-Effekte, die Notch-Signale verringern korrelieren dabei mit einer
abnehmenden Liganden-Bindung und verstirkende Effekte mit verstirkter Liganden-Bindung
(Hicks et al., 2000, Shimizu et al., 200, Yang et al., 2005). Dieselbe Modifizierung, die somit zur
Stimulierung der Signalweitergabe durch einen Liganden (DELTA) fiihrt, bewirkt gleichzeitig
die Inhibition durch den anderen (SERRATE/JAGGED). Diese Tatsache und CHO-
Kokultivierungs-Experimente, die zeigen, dass die Aktivitit von LFNG und RFNG essentiell,
aber nicht hinreichend fiir die Inhibierung der JAGGED1-induzierten Notch-Aktivitdt ist, lassen
auf 2 Mechanismen fiir diese Effekte schlieBen und dass Anderungen in der Zuckerstruktur auf
direkte oder indirekte Weise die Affinitdt zu den Liganden verdndern (Hicks et al., 2000;
Briickner et al., 2000; Shimizu et al., 2001; Chen et al., 2001). Mehrere Modelle fiir den
Mechanismus der Fringe-Funktion sind mit Hilfe verschiedener Studien beschrieben worden: So
kann die Verldngerung der O-Fucose-Struktur innerhalb der Notch-EGF-Doménen direkt die
Bindungsaffinitdt des Rezeptors zu den Liganden verdndern. Eine Bindung kann aufgrund einer
Liganden-Zucker-Interaktion verstiarkt werden, wihrend eine andere aufgrund der Blockierung

des Liganden durch sterische Behinderung vermindert wird.
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Alternativ kénnen die Verinderungen der Zuckerstruktur zu einer Anderung der Interaktionen
zwischen NOTCH und Liganden in cis (Liganden, die in derselben Zelle koexprimiert werden)
fiihren, wodurch die zell-autonome Inhibierung moduliert wird. Die verdnderte Zuckerstruktur
hat so einen direkten Effekt auf die Bindung von NOTCH zu den cis-Liganden, der einen
indirekten Effekt auf die Notch-Aktivierung durch trans-Liganden hervorruft. Eine Verlangerung
der O-Fucose-Glykane kann auch zu einer Konformationsénderung des Notch-Molekiils selbst
fiihren, ausgeldst durch intramolekulare Verdnderungen spezifischer Interaktionen zwischen
verschiedenen EGF-Motiven des Rezeptors, und so die Ligandenbindung verdndern. Moglich ist
auch die Beteiligung eines dritten Molekiils, z. B. Galektin als Galaktose bindendes Protein, das
spezifisch die verldngerte O-Fucose erkennt, diese bindet und entweder verstirkend oder
abschwichend auf die Notch-Liganden-Interaktion wirkt (Moloney et al., 2000; Chen et al.,
2001; Briickner et al., 2000, Haines und Irvine, 2003).

Verlingerung der GlcNAc-Fucose-O-Glykane

In Vertebraten erfolgt die Verlingerung des GlcNAc-Fucose-Dissaccharids in O-Fucose-
Glykanen durch die Anheftung von Galaktose durch die 1,4-Galaktosyltransferase (34GalT1),
gefolgt von Sialinsdure durch die 2,3 Sialinsduretransferase (02,3 SiaT) zum Tetrasaccharid
(Abb. 1.4; Moloney et al., 2000). Kokultivierungs-Experimente zeigen, dass flir die durch Fringe
vermittelte Inhibierung der Notch-Aktivierung durch Jaggedl das Trisaccharid mit 1,4-
Galaktose (Galp1,4 GIcNAcp1,3Fuc) die minimale Einheit fiir die Regulation darstellt und die
Anwesenheit von Sialinsdure nicht notwendig ist, was auch fiir die f4GalT1 auf eine
Schliisselrolle bei der Regulation der Notch-Aktivitdt schlieBen ldsst (Chen et al., 2001; Lee et
al., 2001; Moloney et al., 2000).

Jedoch zeigen Maus-Embryonen mit inaktiver f4GalT1 keine offensichtlichen Skelett-Defekte.
Einige an der Somitogenese beteiligte Notch-Zielgene, wie Hes5 und Mesp2, sind schwicher
exprimiert, die Liganden DII1 und DII3 zeigen eine verdnderte Expression und die meisten
Embryonen haben einen zusétzlichen Lendenwirbel. Dieser schwache Phénotyp konnte durch die
Existenz von 6 f4GalT-Genen in der Maus erkldrt werden, da diese den Verlust von 4GalT1

kompensieren konnten. (Chen et al., 2006; Lu und Stanley, 2006).
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Obwohl die essentielle Rolle der O-Fucose-Glykane fiir den Notch-Signalweg bereits
beschrieben ist, sind in zukiinftigen Studien noch die genauen molekularen Mechanismen der O-
Fucosylierung fiir die Aktivierung des Notch-Rezeptors und seiner Liganden, sowie die

Unterschiede in den Effekten und der Regulation zu erforschen.
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2. Zielsetzung

Die EGF-Motive der extrazelluliren Doméane von DLL1 haben eine entscheidende Bedeutung fiir
die Bindung an den Notch-Rezeptor und dessen Aktivierung. Gleichzeitig sind diese Doménen
Substrate fiir die O-Fucosylierung, deren Rolle im Notch-Signalweg noch weitgehend ungeklart
ist.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Einflul der konservierten Disulfidbindungen in den EGF-
dhnlichen Doménen von DLL1 auf die Funktion des Liganden zu untersuchen. Der Beitrag der
konservierten Disulfidbriicken innerhalb jedes einzelnen EGF-Motivs sollte mit Hilfe von in vitro
hergestellten DLL1 Mutanten bestimmt werden, in denen jeweils in einer der acht EGF-Doménen
durch Austausch von zwei Cysteinen zu Glycinen die Bildung von 2 Disulfidbriicken verhindert
wurde. Mogliche resultierende Verdnderungen in DLL1 und die Konsequenzen fiir die Liganden-
Aktivitdt sollten in Analysen der zelluldren Lokalisierung und der NOTCHI1-Aktivierung
untersucht werden. Diese Experimente sollten Hinweise auf die Notwendigkeit der strukturellen
Integritdt einzelner Doménen der extrazelluliren Doméne von DLL1 fiir seine Funktion im
Notch-Signalweg und auf fiir die Interaktion mit dem Rezeptor essentielle Liganden-Bereiche
liefern.

Daneben sollte die Rolle von DLL1 als Substrat der O-Fucosylierung, sowie die Signifikanz
dieser Modifikation fiir die biologische Aktivitit des Liganden im Notch-Signalweg in vitro und
in vivo analysiert werden. Dazu sollte mit Hilfe von generierten DLL1 Mutanten, in denen die
spezifischen Konsensussequenzen der O-Fucosylierung innerhalb der extrazelluliren Domine
einzeln und in Kombination entfernt wurden, Hinweise auf die Funktion dieser
Fucosylierungsstellen gewonnen werden. Fiir die mutanten DLL1-Proteine sollte die subzellulére
Lokalisierung, die NOTCHI-Aktivierung und eine Rolle als *H-Fucose-Akzeptor mittels
metabolischer Markierung analysiert werden. Zusétzlich sollte die Fucosylierung von DLLI in
Abwesenheit des Enzyms POFUT1 untersucht werden, das den Transfer der O-Fucose auf die
Konsensusseqenzen katalysiert. DLL1 sollte in CHO-Zellen, in denen die Pofutl-Genexpression
mit Hilfe von RNA-Interferenz ausgeschaltet werden sollte, sowie in immortalisierten
embryonalen Fibroblasten, die aus E9.5 Pofutl+/+- und Pofut-1/- Embryonen generiert werden
sollten, auf seine subzelluldre Lokalisierung und NOTCH1-Aktivierung untersucht werden.
Erginzend sollte die Expression von endogenem DLL1 in Zellen des priasomitischen Mesoderms

(PSM) von Pofutl+/+- und Pofutl-/- E9.5 Embryonen analysiert werden. Durch diese in vitro
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und in vivo Experimente sollten wichtige Hinweise auf die Signifikanz der O-Fucosylierung fiir

DLL1 und seine Funktion im Notch-Signalweg erhalten werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden Firmen
bezogen: AppliChem (Darmstadt), Calbiochem (Darmstadt), Fluka (UK), Invitrogen (Karlsruhe),
Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsuhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma (Taufkirchen).

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Alle Verbrauchsmaterialen wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Amersham
Biosciences (Freiburg), Eppendorf (Koln), Greiner (Solingen), Millipore (Schwalbach), Nunc
(Wiesbaden), Sarstedt (Niimbrecht) und Whatmann (Dassel) bezogen.

3.1.3 Enzyme

Alle Restriktionsenzyme, Polymerasen und T4-Ligasen wurden, soweit nicht anders erwéhnt, von
folgenden Firmen bezogen: Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fermentas (St.Leon-Roth), New
England Biolabs GmbH (Schwalbach), Stratagene (Heidelberg) und Roche Diagnostics
(Mannheim).

3.1.4 Primer und Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech GmbH
(Ebersberg) oder Operon Biotechnologies GmbH (Ko6ln) bezogen und mit bidestilliertem Wasser
(ddH,0) auf eine Endkonzentration von 100 uM gebracht.
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Primer fiir die Klonierung der Expressionskonstrukte

Primername

Sequenz 5° — 3’

DI1-mutEGF2-T/V-for

GTTGTCTCCATGGCGTCTGCCAGCAACCC

DI1-mutEGF2-T/V-rev

GGGTTGCTGGCAGACGCCATGGAGACAAC

DI 1-mutEGF3-T/V-for

GGAATGGAGCCGTCTGCACCAACACGGGC

DI1-mutEGF3-T/V-rev

GCCCGTGTTGGTGCAGACGGCTCCATTCC

DI 1-mutEGF4-S/A-for

GAACGGAGCGGCCTGCACGGACCTTGAGG

DI1-mutEGF4-S/A-rev

CCTCAAGGTCCGTGCAGGCCGCTCCGTTC

DIl 1-mutEGF7-T/V-for

GCAAATGGGGGCGTCTGCCGGGACAGTGT

DI1-mutEGF7-T/V-rev

ACACTGTCCCGGCAGACGCCCCCATTTGC

DI 1-mutEGF8-T/V-for

CCATAATGGGGCCGTCTGCCACCAGAGGG

DI1-mutEGF8-T/V-rev

CCCTCTGGTGGCAGACGGCCCCATTATGG

DIl1-Nglykomut-for

CTACACGGGCAAGCAGTGCAGCGCCCCTG

DIl1-Nglykomut-rev

CAGGGGCGCTGCACTGCTTGCCCGTGTAG

Tabelle 1: Primer fiir die Klonierung der Expressionskonstrukte

Primer fiir die Sequenzierung

Primername

Sequenz 5° — 3’

Notlfor3'DII1

GCGGCCGCACAGACCTCC

Notlrev5'DIl1

GCGGCCGCTACTGTGAAGG

DIlI1DSLfor

GACAGAGGGGAGAAGATGTG

EGFclonefor

GCAACAGAAAACCCAGAAAGACTC

DIl1-for fur P2

TCCCGGCTTCTATGGCAAGG

DIl1 5'raus rev

GGTAGTGCTTGAGGCATACG

Tabelle 2: Primer fiir die Sequenzierung

Primer fiir die Genotypisierung von Mausembryonen

Primername

Sequenz 5° — 3’

Pofut 644 GGGTCACCTTCATGTACAAGTGAGTG
Pofut 645 ACCCACAGGCTGTGCAGTCTTTG
Pofut F1 AATGCCGTGCTGAGAGTAAAGG

Tabelle 3: Primer fiir Genotypisierungen
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Oligonukleotide fiir siRNA-Expressionskonstrukte

Name Sequenz 5° — 3’
Oligo1-for GATCCGTCCTGATAAGAAGACATGTTCAAGAGACATGTCTTCTT
Pofut siRNA1 ATCAGGACTTTTTTGGAAA
Oligol-rev AGCTTTTCCAAAAAAGTCCTGATAAGAAGACATGTCTCTTGAAC
Pofut siRNA1 ATGTCTTCTTATCAGGACG
Oligo2-for GATCCGCCTCCTTTCACTAATCTCCTTCAAGAGAGGAGATTAGT
Pofut siRNA2 GAAAGGAGGTTTTTTGGAAA
Oligo2-rev AGCTTTTCCAAAAAACCTCCTTTCACTAATCTCCTCTCTTGAAGG
Pofut siRNA2 AGATTAGTGAAAGGAGGCG

Tabelle 4: Oligonukleotide fiir siRNA Expressionskonstrukte

3.1.5 Klonierungsvektoren und verwendete Plasmide

Klonierungsvektoren
Plasmide/Vektoren Herkunft
pTracerCMV Clontech
pSilencer™ 2.1-U6 puro Ambion
pSilencer™ 2.1-U6 hygro Ambion
pBluescriptIl KS (+/-) Stratagene
pCRII-TOPO Invitrogen
pGemT-Easy Promega

Tabelle 5: Klonierungsvektoren
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Verwendete Plasmide

Plasmide

Herkunft/ enthaltene Elemente

pTracerCMV-DIl1Flag

Von S. Chiba, Univ. of Tokyo, Tokyo, Japan (Shimizu et
al., 2000b), durch Einfiigen von DIl1-Flag in

pTracerCMV generiert. Amp. und Zeocin-Kassette. 5° —
3’: CMV-Prom. DIl1Flag ORF, IRES-Neomycin-Kassette

pTracerCMV-DIl1 EGF4ex Flag

Ursprungsplasmid: pTracerCMV-DIl1Flag. Durch
ortsgerichtete Mutagenese in EGF-Motiv 4 wurden 2
Cysteine zu Glycinen transformiert (Cystein Codons
(TGT und TGC), Glycin Codons (GGT und GGC)), von
Insa Geffers (AG Gossler)

phRL-TK Eukaryotischer Expressionsvektor fiir die Expression von
Renilla-Luciferase unter HSV-TK Promotor (Promega)
Rbpsluc Eukaryotischer Expresssionsvektor fiir die Expression von

Firefly-Luciferase als Reporter, in dem und 12 RBPJk-
Bindungsstellen vor einem -Globin-Promotor liegen

(Minoguchi et al., 1997)

Tabelle 6: Verwendete Plasmide

3.1.6 Nihrmedien

Bakterienkultur
Bezeichnung Zusammensetzung
LB-Medium 1% Bacto- Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl (pH 7.5)

Bei Bedarf wurden nach dem Autoklavieren Antibiotika zugesetzt (100

pg/mlcAmpizillin, 25 pg/ml Kanamyzin).

LB-Agarplatten | LB-Medium mit 1.5% Bacto-Agar

Bei Bedarf wurden nach dem Autoklavieren Antibiotika zugesetzt (100

png/ml Ampizillin; 25 pg/ml Kanamyzin; 1 mM IPTG; 50 pg/ml X-Gal).

Tabelle 7: Bakterienmedien
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Zellkultur

Bezeichnung Zusammensetzung

CHO-Medium DMEM/F12 1:1,10% FCS, 2 mM Glutamax, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml

Streptomycin

HeLa-Medium DMEM, 10% FCS, 2 mM Glutamax, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin

Pofut-Medium DMEM, 15% FCS, 2 mM Glutamax, 1 mM Natriumpyruvat, 100 uM
Nichtessentielle Aminoséuren, 100 uM B-Mercaptoethanol, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Tabelle 8: Zellkulturmedien
Alle verwendeten Zellkulturzusétze wurden von der Firma GibcoBRL (USA) bezogen. Das fetale
Kiélberserum (FCS) wurde vor Gebrauch 30 min bei 56°C im Wasserbad erhitzt, um Antikorper,

Enzymaktivitdten und die Komplementbindungskapazitét zu inaktivieren.

3.1.7 Bakterienstimme, Zelllinien, Labortiere

Bakterienstimme

Escherichia coli Stamme Firma
XL1-Blue Stratagene
TOP10 Invitrogen

Tabelle 9: E.coli -Stimme
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Zelllinien

Zelllinie Herkunft

CHO Chinesische Hamsterovarzellen (Labor AG Gossler)

CHO DLL1 Chinesische Hamsterovarzellen, stabil DLL1-Flag exprimierend, von

Insa Geffers hergestellt durch Transfektion von pTracerCMV-
Dll1Flag und Selektion mit 500 pg/ml G418

CHO DLL1 EGFI1-Flag

Chinesische Hamsterovarzellen, stabil DLL1-EGF1-Flag
exprimierend, von Insa Geffers hergestellt durch Transfektion von

pTracerCMV-DII1 EGFlex Flag und Selektion mit 500 pg/ml G418

CHO DLL1 EGF2-Flag

Chinesische Hamsterovarzellen, stabil DLL1-EGF2-Flag
exprimierend, von Insa Geffers hergestellt durch Transfektion von

pTracerCMV-DIl1 EGF2ex Flag und Selektion mit 500 pg/ml G418

CHO DLL1 EGF3-Flag

Chinesische Hamsterovarzellen, stabil DLL1-EGF3-Flag
exprimierend, von Insa Geffers hergestellt durch Transfektion von

pTracerCMV-DII1 EGF3ex Flag und Selektion mit 500 pg/ml G418

CHO DLL1 EGF5-Flag

Chinesische Hamsterovarzellen, stabil DLL1-EGF5-Flag
exprimierend, von Insa Geffers hergestellt durch Transfektion von

pTracerCMV-DII1 EGF5ex Flag und Selektion mit 500 pg/ml G418

CHO DLL1 EGFé6-Flag

Chinesische Hamsterovarzellen, stabil DLL1-EGF6-Flag
exprimierend, von Insa Geffers hergestellt durch Transfektion von

pTracerCMV-DIl1 EGF6ex Flag und Selektion mit 500 pg/ml G418

CHO DLL1 EGF7-Flag

Chinesische Hamsterovarzellen, stabil DLL1-EGF7-Flag
exprimierend, von Insa Geffers hergestellt durch Transfektion von

pTracerCMV-DIlI1 EGF7ex Flag und Selektion mit 500 pg/ml G418

CHO DLL1 EGF8-Flag

Chinesische Hamsterovarzellen, stabil DLL1-EGF8-Flag
exprimierend, von Insa Geffers hergestellt durch Transfektion von

pTracerCMV-DIl1 EGF8ex Flag und Selektion mit 500 pg/ml G418

HeLa

Humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (Labor AG Gossler)

Hel.a N1

Humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms, stabil NOTCHI

exprimierend (A. Israel, Institute Pasteur, Paris, Frankreich)
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Pofutl +/+ Immortalisierte Fibroblasten aus Pofutl E9.5 +/+ Embryonen (siche
3.4.4)

Pofutl -/- Immortalisierte Fibroblasten aus Pofutl E9.5 -/- Embryonen
(siche 3.4.4)

Tabelle 10: Verwendete Zelllinien

Labortiere
Mauslinie Generiert/bezogen von Referenz
Pofutl Pamela Stanley , Departement of Cell | Shi und Stanley, 2003

Biology, Albert Einstein College of
Medicine, New York

Tabelle 11: Verwendete Mauslinie

3.1.8 Antikorper

Alle Primidr- und Sekundirantikorper, die fiir Western Blot-Analysen (WB),
Immunfluoreszenzfiarbungen von Zellen (IF), des prasomitischen Mesoderms als Ganzpraparat
(whole mount immunofluorescence (WM-IF)) und Immunprézipitationen (IP) verwendet wurden,

sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst.

Primdrantikorper
Antikorper Epitop Wirtspezies Firma Anwendung
Fuionsprotein, das AS
154-347 von Kaninchen,
Anti-Calreticulin Abcam IF, 1:100

Calreticulin (Maus) polyklonal

umfalt
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anti-cleaved Peptid, das nach '
Kaninchen, o
Notchl Spaltung an Vall744 Cell Signaling | WB, 1:1000
polyklonal
(Vall744) entsteht
anti-DI11 Kaninchen,
C-Terminus Santa Cruz WM-IF, 1:100
(H-265) polyklonal
E. Kremmer, IF, 1:20
) Ratte
anti-DII1 1F9 | Extrazelluldres Peptid GSF WB :1000
monoklonal
Miinchen IP 1:50
E. Kremmer, IF, 1:20
Ratte
anti-DII1 2A5 | Intrazelluldres Peptid GSF WB :1000
monoklonal
Miinchen IP 1:50
E. Kremmer, IF, 1:20
Ratte
anti-DIl1 2B3 | Extrazelluldres Peptid GSF WB :1000
monoklonal
Miinchen IP 1:50
) Maus, _ WB, 1:10000
anti-Flag (M2) | Peptid DYKDDDDK Sigma
monoklonal IF, 1:5000
IF, 1:250
. . Maus, BD
anti-GM130 (35) C-Terminus o WM-IF, 1:250
monoklonal Biosciences
anti-pan
Maus, _ WM-IF, 1:250
Cadherin C-Terminus Sigma
monoklonal
(CH-19)
Rekombinantes GST- Maus,
anti-Pofut ' . Abnova WB, 1:100
Fusionsprotein polyklonal
Maus,
anti-Pofut -- Y. Saga WB, 1:100
polyklonal

Tabelle 12: Verwendete Primdrantikorper
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Sekunddrantikorper
Antikorper Wirtspezies Firma Anwendung
Anti-Maus-POD Schaf Amersham WB, 1:10000
Jackson
Anti-Ratte-POD Ziege ImmunoResearch | WB, 1:10000
Laboratories, Inc.
Anti-Kaninchen
IF, 1:1000
Alexa Fluor® Esel Invitrogen
WM-IF, 1:500
488
Anti-Kaninchen
IF, 1:1000
Alexa Fluor® Esel Invitrogen
WM-IF, 1:500
555
Anti-Maus Alexa IF, 1:1000
Esel Invitrogen
Fluor® 488 WM-IF, 1:500
Anti-Maus Alexa IF, 1:1000
Esel Invitrogen
Fluor® 555 WML-IF, 1:500

Tabelle 13: Verwendete Sekundarantikorper

3.1.9 Datenbanken

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit folgenden Datenbanken gearbeitet:

National Center for Biotechnology Information (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Ensemble Genome Browser

Mouse Genome Informatics (MGI)

Expert Protein Analysis System (ExPASy)

http://www.ensembl.org
http://www.informatics.jax.org

http://www.expasy.org/
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3.1.10 Computerprogramme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Computerprogramme benutzt:

Textverarbeitung:

Bildverarbeitung:

Literaturverwaltung:

Bilderstellung:

Sequenzauswertung:

Internetrecherche:

Word v. X 2003 (Microsoft); Reader 6.0 (Adobe)

Photoshop 7.0 und CS (Adobe),

[lustrator CS (Adobe)

EndNote X (Wintertree Software)

LSM 510 Confocal Software (Carl Zeiss Micro Imaging,

Inc)
FUJIFILM Photograb-300Z (FUJI Photo Film Co, Ltd.);
FUJIFILM Image Reader Version 1.8E (FUJI Photo Film Co, Ltd.);
Graphic Converter V 4.5 (Lemke Software GmbH)
MacVectormv 7.2 (Accelrys Inc.)

Netscape Communicator 7.1 (Netscape Communication Corporation);

Safari Version 2.0.4 (Apple Computer, Inc.)
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden, wie die Préizipitation von Nukleinsduren, die Spaltung
von DNA mit Restriktionsenzymen, die Transformation elektrisch kompetenter Bakterien, die
analytische Pradparation von DNA durch alkalische Lyse, die photometrische
Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren sowie die Agarose-Gelelektrophorese zur
Auftrennung von DNA-Fragmenten, die im Folgenden nicht weiter beschrieben sind, wurden,
nach Ausubel et al. (1994 ) und Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

Plasmid-DNA wurde unter Verwendung des “GenElute™ Plasmid Miniprep Kits“ der Firma
Sigma nach Herstellerprotokoll aus Bakterien-Ubernachtkulturen aufgereinigt. Die Agarose-
Gelelektrophorese erfolgte mit TAE als Laufpuffer. Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus
Agarose-Gelen wurde unter Verwendung des “Nucleo Spin Extract II Kits* der Firma Macherey-
Nagel durchgefiihrt. DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Agowa (Berlin) oder im
Institut fiir Mikrobiologie der MHH unter Verwendung des ,,Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Kits* und dem Sequenzierungsgerit “ABI Prism 377 DNA Sequencer* (PE Applied
Biosystems) durchgefiihrt.

Weiterfiihrende Techniken sind im Folgenden beschrieben.

3.2.1.1 Ortsgerichtete Mutagenese mittels PCR

Die ortsgerichtete Mutagenese wurden unter Verwendung des “QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit 2 (Stratagene) durchgefiihrt und dabei geméll den Angaben des Herstellers
verfahren. Als Primer wurden die von der Firma MWG-Biotech bezogenen Oligonukleotide
(siehe 3.1.4, Tabelle 1) verwendet, als DNA-Matrize diente das Plasmid pTracerCMV-DIl1Flag.
Nach der PCR wurde das amplifizierte Plasmid mit dem Restriktionsenzym Dpnl fiir 1 h bei
37°C inkubiert, wobei selektiv das parentale Plasmid zerstort wurde. Das Plasmid wurde in
elektrokompetente E. coli XL1 blue Zellen (Stratagene) transformiert und auf Ampicillin-haltigen
Agarplatten (LB-amp) selektiert. Der Erfolg der Mutagenese wurde mittels Sequenzierung
tiberpriift. Fiir Varianten mit multiplem Aminosidureaustausch dienten bereits generierte

Konstrukte mit Mutationen als neue Matrizen.
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3.2.1.2 Klonierung der Expressionskonstrukte

Alle Expressionskonstrukte wurden ausgehend von dem Plasmid pTracerCMV-DIl1Flag (sieche
3.1.5 Tabelle 6) generiert, das neben einem CMV-Promotor noch eine Ampicillin-Resistenz-
Kassette fiir die Selektion in Bakterien, sowie eine Zeocin- und eine IRES-Neomycin-Resistenz-
Kassette fiir die Selektion in Zellkultur aufwies. Fiir die Generierung der Expressionskonstrukte
DLL1 mEGF wurden in dem Plasmid pTracerCMV-DIl1Flag in den Konsensussequenzen fiir die
O-Fucosylierung, die fiir DLL1 in den EGF-dhnlichen Doménen EGF 2, 3, 4, 7 und 8§
nachgewiesen wurden, durch ortsgerichtete Mutagenese jeweils eine Aminosdure ausgetauscht.
In den Konsensussequenzen, C,XXX(S/T)C; fiir die EGF-Motive 2, 3, 4, 8 und C,XXGG(S/T)C;
fiir EGF-Motiv 7, in denen C; und C; fiir das jeweilige zweite und dritte konservierte Cystein im
EGF-Motiv, X fiir beliebige Aminosdure und S/T fiir Serin/Threonin stehen, wurden jeweils die
Aminosduren Threonin zu Valin oder Serin zu Alanin transformiert.

Fiir das Expressionskonstrukt DII1 mutN-Glycosite wurde in der Konsensussequenz fiir die N-
Glykosylierung N-X-S/T (Asparagin+beliebige AS auBler Prolin und Asparagin+ Serin/Threonin)
in dem EGF-Motiv 7 von DLL1 die Aminosdure Asparagin durch Glutamin ausgetauscht. Fiir
jeden Austausch einer Aminosdure wurden in dem sie codierenden Nukleotidtriplett jeweils zwei
Basen ausgewechselt

In Tab. 14 sind alle Daten und verwendeten Primer fiir die Mutagenesen zusammengestellt: Die
Konsensussequenzen fiir die Fucosylierungsstellen zwischen dem 2. und 3. konservierten Cystein
(Aminosduren- und Nukleotidsequenzen) der DLL1 EGF-Motive 2, 3, 4, 7 und 8 sowie die
Konsensussequenz fiir die N-Glykosylierung in EGF7. Die mutierten Aminosiuren und die sie

codierenden Nukleotidtripletts sind gekennzeichnet (unterstrichen, fett gedruckt).
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EGF-Motiv/ Sequenz zwischen Mutation
Konstrukt- Cys2 und Cys3 (Aminosiure/ Verwendete Primer
name (Aminosduren/Nukleotide) Nukleotide)
EGF2/ CLHGIGC; Thr — Val DII1-mutEGF2-T/V-
DIIImEGF2 TGTCTCCATGGCACCTGC ACC — GTC for und -rev
EGF3/ CoRNGAT Cs Thr — Val DIl1-mutEGF2-T/V-
DIIImEGF3 | TGCAGGAATGGAGCCACCTGC ACC — GTC for und -rev
EGF4/ C,KNGAS Cs Ser — Ala DIlT-mutEGF2-T/V-
DIIImEGF4 | TGCAAGAACGGAGCGAGCTGC AGC — GCC for und -rev
EGF7/ C,ANGGT C; Thr — Val DII1-mutEGF2-T/V-
DIIImEGF7 | TGTGCAAATGGGGGCACCTGC ACC — GTC for und -rev
EGF8/ C,HNGAT C; Thr — Val DIlIT-mutEGF2-T/V-
DIIImEGF8 | TGCCATAATGGGGCCACCTGC ACC — GTC for und -rev
EGF7/Dlll NCS
Asn — GlIn DIl1-N-glyko mut-for
mut N- AACTGCAGC
AAC — CAG und -rev
Glycosite

Tabelle 14: Mutierte Konsensussequenzen fiir die O-Fucosylierung und N-Glykosylierung in den
EGF-Motiven von DLLI1. Es sind die Konsensussequenzen, die durch die Mutagenese
transformierten Aminosduren bzw. sie codierende Nukleotidtripletts, (unterstrichen und
fettgedruckt) sowie die verwendeten Primer dargestellt.

3.2.1.3 PCR fiir die Genotypisierung von Mausembryonen

10x PCR-Reaktionspuffer

500 mM KCI, 100 mM Tris/HCI pH 8.8, 0.1% Triton

Zur Genotypisierung der préparierten Pofutl-Mausembryonen wurde die Polymerase-

Kettenreaktion (PCR (Saiki et al., 1988)) verwendet und die aus den prédpararierten Embryonen

gewonnene genomische DNA (siehe 3.5.3) eingesetzt.
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Es wurde folgender PCR-Ansatz verwendet:

325 ul ddH20

S5ul 10 x PCR Reaktionspuffer
S5ul 15 mM MgCl2

2.5 ul DMSO

1 ul Pofut644 (siehe 3.1.1)

1 ul Pofut645 (siehe 3.1.1)

1 ul dNTPs (10 mM)

1 ul Taq Polymerase

1 ul genomische DNA

Die PCR wurde mit folgendem Programm auf Primus 96 PCR-Maschinen (MWG Biotech AG)

durchgefiihrt:

94°C 3 min 1x
94°C 30 sec

60°C 30 sec 30 x
72°C 45 sec

Das Pofut-Wildtyp-Allel wurde als 700-bp-PCR-Produkt, das Transgen als 300-bp-PCR-Produkt

nachgewiesen.

3.2.1.4 Praparation und Analyse von RNA

Aufreinigung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen und E9.5 Embryonen

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen und E9.5 Embryonen wurde der
RNeasy-Mini-Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Zellen wurden auf 100 mm-J-Schalen bis zur
gewiinschten Konfluenz kultiviert. Danach wurden sie einmal mit PBS gewaschen und mit 350 pl
Lysepuffer mit einem Zellschaber von der Kulturschale geldst. Die Embryonen wurden einmal
mit PBS gewaschen und in 600 pl Lysepuffer aufgenommen und resuspendiert.

Die weitere Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die RNA wurde in 50 pl

RNase freiem Wasser von der Siule eluiert und bei -80°C aufbewahrt.
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Northern Blot Analyse
RNA-Agarose-Gelelektrophorese

10 x MOPS-Puffer 0.2 M MOPS
0,05 M Natrium-Acetat
10 mM EDTA, pH 7.0
20 x SSC 3 M NaCl,
0,3 M Natrium-Citrat,
mit HCl auf pH 7 eingestellt

Die Agarose-Gelelektrophorese von RNA wurde unter denaturierenden Bedingungen in 1%-igen
MOPS/Formaldehyd-Gelen durchgefiihrt. Dabei wurde Agarose in DEPC-H,0 und 1 x MOPS-
Puffer durch Erhitzen geldst. Nach Abkiihlung auf ca. 60°C wurde unter leichtem Schwenken
Formaldehyd (final 12,3 M) zugegeben, anschlieBend das Gel gegossen und nach vollstindigem
Auspolymerisieren mit dem spéteren Laufpuffer (1 x MOPS-Puffer mit 2,2 M Formaldehyd)
iiberschichtet. Die RNA-Proben und der verwendete RNA-Lingenstandard (peQ GOLD High
Range RNA Leiter, peqlab) wurden mit 1 Vol frisch angesetztem Probenpuffer versetzt (25 pl
Formamid (100%), 8,8 ul Formaldehyd (37%), 2,5 pl 10fach-konzentrierter MOPS-Puffer, 1 pl
Bromphenolblau (2%), 0,1 ul Ethidiumbromid in H,O), griindlich durchmischt und nach
10 miniitiger Inkubation bei 70°C auf Eis abgekiihlt. Pro Spur wurde 20 pg Gesamt-RNA bzw.
50 ng Léngenstandard aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte bei 75-100 V fiir 3-4 h.

Kapillartransfer von RNA auf Nylon-Membran

Die in Formaldehyd-Agarosegelen aufgetrennte Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der Kapillar-Blot-
Technik auf ungeladene Nylonmembran (Hybond XL, Amersham) iibertragen. Dafiir wurde das
Agarose-Gel nach Beendigung der Elektrophorese kurz mit DEPC-H,0 gespiilt und 20 min in
10 x SSC-Puffer dquilibriert. Die Nylon-Membran wurde ca. 1 min mit DEPC-H,0 angefeuchtet
und anschlieBend in 10 x SSC-Puffer getrinkt, ebenso drei auf Gelgrofe zurechtgeschnittene
Whatman-Filterpapiere. Der Transfer erfolgte mit 10 x SSC fiir 16 bis 18 Stunden. Anschlie8end
wurde die Membran 1 min in 2 x SSC gespiilt und die RNA nach kurzem Trocknen der Filter
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durch Backen fiir 2 h bei 80°C fixiert. Der RNA-Blot konnte auf diese Weise iiber mehrere
Monate bei —20°C gelagert werden.

Northern Blot Hybridisierung

Die Préhybridisierung des RNA-Blots erfolgte fiir mindestens 2 h bei 42°C mit 10 ml
“Ultrahyb*“-Lésung (Ambion) unter Schwenken in einem Hybridisierungsofen. Fiir die
anschlieBende Hybridisierung mit der **P-radioaktiv markierten Sonde (siche unter 3.2.5), wurde
diese durch 10 miniitige Inkubation bei 100°C und raschem Abkiihlen auf Eis denaturiert und
schlieBlich in Ultrahyb-Puffer eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht unter
Schwenken bei 42°C im Hybridisierungsofen. AnschlieBend wurde der RNA-Blot zunichst bei
42°C zweimal 15 min mit “Low Stringency Wash Northern Max“-Losung (Ambion) gewaschen,
um ungebundene Sonde zu entfernen. Stringentes Waschen erfolgte anschlieBend fiir
zweimal 15 min bei 42°C mit “High Stringency Wash Northern Max“-Ldsung (Ambion). Die
Membran wurde kurz auf Filterpapier gelegt, um iiberschiissige Fliissigkeit zu entfernen und in
eine Plastikfolie eingeschweilt. Zur Autoradiographie wurde die Membran in eine

Rontgenkassette mit Verstirkerfolie flir einige Tage bei -80°C exponiert.

3.2.1.5 Radioaktive Markierung von DNA

Fiir die Northern Blot Hybridisierung wurden radioaktiv markierte DNA-Sonden mit Hilfe des
"Prime-It I Random Primer Labeling Kits" (Stratagene) durch Einbau von oP*’-dCTP
hergestellt (Feinberg und Vogelstein 1983). Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers. Nicht eingebaute Nukleotide wurden anschlieBend durch eine ethanolische Fallung
entfernt, das Pellet in 100 pl DEPC-H,O aufgenommen und 1 pl davon in einem Fliissigkeits-
Szintillationszdhler (LS6000, Beckmann) gemessen. Vor der Zugabe zur Hybridisierungslosung

wurde die markierte DNA-Sonde denaturiert.
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3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Elektrophorese Puffer 25 mM Tris, 200 mM Glycin 0.1% SDS
2x Lammlipuffer 125 mM Tris/HCI pH 6.8, 20% (w/v) Glycerin, 4% (w/v)
SDS, 2% (v/v) 3-Mercaptoethanol, 0.4 mM Bromphenolblau

Die Proteine wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) nach der Methode von Lammli (1970) entsprechend ihrer Molekiilgroe aufgetrennt,
wobei das ,,Mini Protean II System* fiir Minigele der Firma Biorad (Miinchen) verwendet
wurde. Die Trenngele wurden mit 10%iger-Acrylamid-Endkonzentration aus 40% Acrylamid-
und 1% Bisacrylamid-Fertiglosung, 1/1000 Volumen TEMED, 1/400 Volumen
Ammoniumpersulfatlosung (20% (w/v), 1,5 M Tris/HCI pH 8.7 und 1% (w/v) SDS nach
Standardprotokoll (Ausubel et al., 2007) in Mini-Gel-Kammern gegossen und mit Isopropanol
iiberschichtet. Nach Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen, und das 4%ige
Sammelgel (wie Trenngel mit 30% Acrylamid-/0.8%Bisacrylamid und 1M Tris/HCI, pH 6.8)
eingefiillt und ein Kamm eingesetzt. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit
Lammlipuffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Elektrophorese wurde mit einer
Spannung von 200 V {iber 45 min durchgefiihrt. Als Molekulargewichtsstandard wurde ein
definiertes, vorgefarbtes Proteingemisch (Page Ruler Prestained Protein Ladder Plus, Fermentas)
mitaufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine entweder auf einer Membran

immobilisiert oder mit Coomassie-Losung angefarbt.

3.2.3.2 Western-Blot

Transfer-Puffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na,HPO4, 1.4 mM KH>PO4,
pH 7.3

PBST: PBS, 0.5% Tween-20
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Der Transfer der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine PVDF Membran erfolgte im
Tank-Blot Verfahren in “Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell”-Kammern der Firma
Biorad (Miinchen). Hierzu wurde das Gel, die PVDF-Membran, die zuvor kurz in Methanol
getrankt wurde, Filterpapiere und Schwammtiicher fiir 10 min in Transferpuffer dquilibiert und
anschlieBend nach den Angaben des Herstellers zu einem Gel-Membran-Sandwich in einer
Transferkassette zusammengeschichtet, die anschlieBend in einen horizontalen Puffertank
eingehdngt wurde. Der Transfer erfolgte fiir 60 min bei 100 Volt und einer Begrenzung der
Stromstirke auf 350 mA/cm’.

Nach dem Transfer wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran durch Inkubation in
5% (w/v) Magermilchpulver/ PBST unter Schwenken fiir 1h bei RT abgesittigt. AnschlieBend
erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikorper in 5% (w/v) Magermilchpulver/PBST unter
Schwenken bei 4°C {iber Nacht. Nicht gebundener Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen
mit PBST fiir je 20 min unter Schwenken entfernt. Es folgte eine 60 miniitige Inkubation mit dem
Peroxidase-gekoppelten-Sekundirantikorper in 5% (w/v) Magermilchpulver/PBST. Die
Membran wurde anschliefend dreimal mit PBST und einmal mit PBS gewaschen. Die Detektion
der Peroxidaseaktivitét erfolgte mit Hilfe der “Enhanced Chemilumineszenz* (ECL)-Reaktion.
Dazu wurde die Membran mit dem ECL-Reagenz (Amersham) nach Angaben des Herstellers
inkubiert und anschlieBend die Membran fiir eine entsprechende Zeit einem Film

(Hyperfilm ™ ECL, Amersham) exponiert.

3.2.3.3 Proteinanfiarbung mit Coomassie-Losung

Férbe-Losung: 40% Methanol, 40% einer wdssrigen 0.1% (w/v) Coomassie
Brilliantblau R250-Losung, 20% Eisessig (2:2:1)
Entfirbelosung: 5% Methanol, 7.5% Eisessig in H>O

Zum Anférben der aufgetrennten Proteine wurden die Gele aus 3.2.3.1 in Coomassie-Farbe-
Losung gegeben und mindestens 1 Stunde unter Schwenken bei RT inkubiert. Durch Schwenken
in Entfarbelosung konnte iiberschiissiger Farbstoff entfernt werden. Das Gel wurde anschlie3end
fiir 60 min in einer Vakuum-Geltrocknungsanlage auf Whatmann-Filterpapier aufgetrocknet und

dokumentiert.
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3.2.3.4 Zelloberflichenbiotinylierung

PBS ¢/m: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM NaHPO4, 1.4 mM KH>PO4, pH
7.3, 1 mM MgCi2, 0.1 mM CaCl2
Quench-Losung: 50 mM Glycin in DMEM
RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% DOC, 0.1%
SDS, Proteaseinhibitor Complete Mini (Roche)
2x Lammlipuffer 125 mM Tris/HCI pH 6.8, 20% (w/v) Glycerin, 4% (w/v) SDS, 2% (v/v)

f3-Mercaptoethanol, 0.4 mM Bromphenolblau

Fiir die Zelloberflichenbiotinylierung wurden am Vortag der Biotinylierung 3x10° Zellen auf 60
mm-J-Zellkulturschalen ausgesit. Die Zellen wurden dreimal mit kaltem PSB ¢/m gewaschen
und mit 500 pl PBS auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde in 10-Minuten Abstinden jeweils 10 pl
einer Sulfo-NHS-LC-Biotin Losung (5 mg/ml in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7, Pierce
Chemicals) zugegeben und die Zellen unter Schwenken auf Eis inkubiert. Zum Abstoppen der
Biotinylierungsreaktion wurde die Biotin-Losung abgesaugt, die Zellen einmal mit Quench-
Losung gewaschen und fiir weitere 30 min mit dieser auf Eis inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS ¢/m wurde pro Schale fiir die Zelllyse 400 ul RIPA-Puffer zugegeben, die
Zellen fiir 10 min auf Eis unter Schwenken inkubiert, mit einem Zellschaber abgelost und in ein
Mikrozentrifugationsrohrchen tiberfiihrt und fiir 3 sec durch Vortexen gemischt. Nach einer
weiteren 20-miniitigen Inkubation auf Eis wurden feste Bestandteile mittels Zentrifugation (10
min, 12000 x g) abgetrennt. Die biotinylierten Proteine wurden mit Hilfe von Streptavidin-
Agarose (Sigma) liber Nacht bei 4°C prézipitiert. Von den fiir die Prazipitation eingesetzten
Proteinlysaten wurden Aliquote abgenommen und mit Ldmmli-Puffer versetzt. Die Streptavidin-
Agarose-Kiigelchen wurden dreimal mit RIPA-Puffer gewaschen und anschliefend mit Lammli-
Puffer gemischt. Fiir die Detektion der biotinylierten Proteine wurden dquivalente Mengen der
Lysate und Prézipitate auf einem Proteingel aufgetrennt und mittels Western Blot Analyse

nachgewiesen.
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3.2.3.5 Metabolische Zellmarkierungen mit Radioisotopen

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na,HPO4, 1.4 mM
KH,PO4, pH 7.3

Hungermedium: Cystein- und Methionfreies DMEM-Medium mit Zusatz von
10% dialysiertem FCS, 2 mM Glutamax, 100 U/ml Penicillin, 100
ug/ml Streptomycin (alles Gibco)

Modifizierter RIPA-Puffer: 1% NP-40, 1% Triton X-100, Proteaseinhibitor Complete Mini

(Roche)
2x Lammlipuffer 125 mM Tris/HCI pH 6.8, 20% (w/v) Glycerin, 4% (w/v) SDS, 2%
(v/v) 3-Mercaptoethanol, 0.4 mM Bromphenolblau
IP-Waschpuffer 50 mM Tris/HCI pH 8.5, 500 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.05% NP-

40, Img/ml Ovalbumin

Metabolische Markierungen von Zellen mit *H-Fucose

Am Vortag der metabolischen Markierung wurden von den entsprechenden CHO-Zelllinien
5x10° Zellen auf 100 mm-& Zellkulturschalen ausgesit. Untransfizierte CHO-Zellen wurden als
Negativkontrolle, DLL1 stabil exprimierende CHO-Zellen als Positivkontrolle verwendet. Zur
Markierung wurde pro Schale 7 ml CHO-Medium mit 20 pCi/ml [*Hs ¢]-Fucose zugegeben und
die Zellen fiir 24 h bei 37°C und 5% COz2 inkubiert. Nach der Markierung wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen dreimal mit kaltem PBS gewaschen und auf Eis gestellt. Fiir die Zelllyse
wurde pro Zellkulturschale 700 pl modifizierter RIPA-Puffer zugegeben und die Zellen fiir 10
min unter gelegentlichem Schwenken auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
einem Zellschaber von den Schalen abgeldst und in Mikrozentrifugationsréhrchen iiberfiihrt.
Nach einer weiteren 30 miniitigen Inkubation auf Eis wurden feste Bestandteile abzentrifugiert
(10 min 3.000 x g), die Lysate fiir die Immunprézipitation mit dem anti-DIl1, 1F9-Antikdrper
gemischt und fiir mindestens 2 h bei 4°C rotierend inkubiert. Anschliefend wurden Protein G-
Sepharose-Kiigelchen (GE Healthcare) zugegeben und die markierten Proteine bei 4°C iiber
Nacht unter Rotation prézipitiert.

Die Protein G-Sepharose-Kiigelchen wurden dreimal mit Waschpuffer gewaschen und durch

Zentrifugation fiir 30 sec bei 1000 g pelletiert. Fiir die Auftrennung der Proteine mittels PAGE
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wurden die Protein G-Sepharose-Kiigelchen in Ldmmli-Puffer aufgenommen und fiir 5 min bei
95°C aufgekocht. Nach der Gelelektrophorese wurde die Proteine mit Coomassie-Farbelosung,
wie unter 3.3.3 beschrieben, in den Gelen angefirbt und fixiert Durch Schwenken in
Entfirbelosung wurde iiberschiissiger Farbstoff entfernt. Zur Verstirkung der H’ -und S*-Signale
wurden die Gele fiir 30 min mit “NAMP100 Amplify ™ “ Losung (Amersham) inkubiert,
anschlieBend unter Vakuum getrocknet und fiir mindestens 2 Wochen “Hyperfilm ™ MP*

Rontgenfilmen exponiert (Amersham).

Metabolische Markierungen von Zellen mit S**-Methion/Cystein

Fiir die Markierung wurden 5x10° Zellen auf 100 mm-&-Zellkulturschalen ausgesit. Eine Stunde
vor Markierungsbeginn wurden die Zellen zweimal mit 15 ml PBS gewaschen, um
nichtradioaktives Methionin und Cystein von den Zellen und den Wénden der Petrischale zu
entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir eine Stunde mit Hungermedium inkubiert, bevor
das Medium gegen 7 ml Markierungsmedium (Hungermedium mit 50 pCi/ml S*-
Methion/Cystein ausgetauscht wurde. Die Zellen wurden fiir 24 h bei 37°C und 5% CO2
inkubiert. Das Medium wurde nach der Markierung abgesaugt und die Zellen wie bereits oben
beschrieben lysiert. Die Immunprizipitation und weitere Analyse wurde fir die S*-

Methion/Cystein-und H’-Fucose-markierten Proteinen parallel durchgefiihrt.

Inhibition der N-Glykosylierung mit Tunicamycin

Die Hemmung des ersten Syntheseschritts der N-Glykosylierung durch Tunicamycin in CHO-
Zellen, die die gewiinschten DLL1-Proteinvarianten exprimierten, erfolgte durch die Zugabe von
10 ug/ml Tunicamycin (Sigma) zum Zellkulturmedium. Die Zellen wurden parallel, und wie
oben beschrieben, mit oder ohne 10 xg/ml Tunicamycin fiir 24 h metabolisch mit H>-Fucose und
S*-Methion/Cystein markiert. Die nachfolgende Zelllyse und Immunprizipitation der Proteine

wurde wie bereits oben beschrieben durchgefiihrt.
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3.2.3.6 Immunhistochemische Firbungen von Zellen

Fiir die Immunfluoreszenzfiarbung wurden die Zellen auf sterilen gelatinisierten Deckgldsern
ausgesit. Die Zellen wurden mit zweimal mit PBS gewaschen und mit kaltem (—20°C) Methanol
fiir 10 min bei 4°C fixiert und permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und unspezifische Bindungsstellen durch eine 30-miniitige Inkubation mit 5% Esel-
Serum/PBS abgesittigt. Die Inkubation des Primdrantikorpers erfolgte in 5% Esel-Serum/PBS fiir
1h bei RT. Zur Entfernung von ungebundenem Primérantikorper wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen und bei Raumtemperatur fiir 1h mit dem Alexa® Fluorochrom gekoppelten
Sekundarantikdrper unter LichtausschluB3 inkubiert. Bei Doppelfirbungen wurden die
Primédrantikérper jeweils zusammen eingesetzt und mit unterschiedlichen Alexa® -
Fluorochromen visualisiert. Anschliefend wurden die Zellen dreimal mit PBS, einmal mit H2Oyq
gewaschen und die Deckgldser mit “ProLong Antifade” (Invitrogen) auf einen Objekttriger
eingedeckelt. Die Analyse erfolgte mittels konfokaler Lasermikroskopie mit dem LSM510 Meta
(CarlZeiss Microlmaging, Inc), das mit dem inverten Mikroskop Axiovert 200M verbunden war
und einem Plan Apochromat 63x/1.4 Ol-Objektiv fiir differentiellen Interferenz-Kontrast. Fiir die
Bildautnhahme wurde die LSM510 Software (CarlZeiss Microlmaging, Inc), fiir die anschlieBende

Bildbearbeitung und -zusammenstellung die Programme Photoshop und Illustrator CS verwendet.

3.2.3.7 Immunhistochemische Firbungen auf Ganzpriparaten

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na,HPO4, 1.4 mM
KH>PO4, pH 7.3

PBS-TR: 0.1% Triton X-100 in PBS

Blocking-Losung: 1% BSA in PBS-TR

Antigen-Retrieval-Losung: 10 mM Natriumcitratpuffer, pH 6

Die Immunfluoreszenz-Ganzpriparat-Farbung fiir die Analyse der subzelluldren Lokalisierung
von DLL1 im priasomitischen Mesoderm wurde nach Protokollen von Gavin Chapman (Victor
Chang Cardiac Research Institute Darlinghurst, Australien) und Insa Geffers (Geffers et al.,
2007) durchgefiihrt. Embryonen des Embryonalstadiums E9.5 wurden wie oben beschrieben

prapariert, in 4% Paraformaldehyd (PFA)/PBS bei 4°C iiber Nacht fixiert, dreimal in PBS
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gewaschen, in einer aufsteigenden Methanolreihe fiir 15 min bei Raumtemperatur dehydriert (25,
50, 75, 100% Methanol) und in 100% Methanol bei -20°C gelagert.

Fiir die Farbung wurden die Embryonen rehydriert, dreimal in Antigen-Retrieval-Losung
gewaschen und in dieser fiir 10 min bei 100°C erhitzt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur
wurden die Embryonen mit Wasser gewaschen und zur Permeabilisierung fiir 8 min in 100%
kaltem (-20°C) Aceton inkubiert. Nach anschlieBender Rehydrierung wurden die Embryonen zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen {iber Nacht bei 4°C mit Blocking-Ldsung inkubiert.
Die Primérantikorper wurden in Blocking-Losung verdiinnt, zu den Embryonen gegeben und fiir
2-3 Tage bei 4°C und gelegentlichem Schwenken inkubiert. Zur Entfernung von ungebundenem
Antikorper wurden die Embryonen sechsmal fiir 30 min unter Schwenken mit PBS-TR
gewaschen, fiir 2 h bei RT mit Blocking-Losung und anschlieBend iiber Nacht mit den
Alexa®Fluorochrom-gekoppelten Sekundérantikérpern, die in Blocking-Lésung verdiinnt
wurden, inkubiert. Die Embryonen wurden sechsmal fiir 30 min unter Schwenken mit PBS-TR
gewaschen und in einer aufsteigenden Glyzerinreihe geklart (25%, 50%, 70% Glyzerin). Von den
gefiarbten Embryonen wurden die posterioren PSM-Bereiche abgetrennt und diese mittels
“ProLong Antifade (Invitrogen) auf einen Objekttriger mit einem Deckgldschen eingebettet. Die
Analyse erfolgte wie bei der immunhistochemischen Fiarbung von Zellen mit Hilfe der

konfokalen Lasermikroskopie.

3.2.4 Zellbiologische Methoden

3.2.4.1 Zellkultur von eukaryotischen Zellen

Eukaryotische Zellen wurden in entsprechenden Medien in einer wassergesittigten Atmosphire
bei 5% CO: und 37°C kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit Hilfe von
Trypsinierung nach Standardprotokoll passagiert. Fiir die Langzeitlagerung wurden die Zellen als
Zellsuspension in Einfriermedium (DMEM supplementiert mit 10% FCS und DMSO) in
Kryorohrchen eingefroren. Das Auftauen von kryokonservierten Zellen erfolgte ziigig mit Hilfe

von vorgewirmtem Zellkulturmedium.
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3.2.4.2 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Zur Transfektion von eukaryotischen Zellen wurde das JetPei-Transfektionsreagenz (Biomol)
nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Zellen wurden 24h vor der Transfektion
ausgesit, so dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 50-70% Konfluenz aufwiesen. 2h vor der

Transfektion wurde das Zellkulturmedium ausgewechselt.

3.2.4.3 Generierung und Subklonierung von stabilen Zelllinien

Fiir die Herstellung von CHO-Zelllinien, die bestimmte Proteine stabil {iberexprimieren sollten,
wurden die Zellen mit den entsprechenden Konstrukten mit Hilfe des JetPei-
Transfektionsreagenzes (Biomol) transfiziert. 24h nach der Transfektion wurden die Zellen in
einer Verdliinnung von 1:150 bis 1:200 auf mehrere Zellkulturschalen aufgeteilt und unter
Selektion (500 pg/ml Neomycin (G418), 250 pg/ml Zeocin) fiir 10-12 Tage kultiviert. Die
entstandenen CHO-Zellklone wurden gepickt und zunéchst auf einer 96-Loch-Platte,
anschlieend 24-Loch-Platte expandiert. Nach Duplizieren der Zellklone wurde eine Hélfte der
Zellen mit Ldmmli-Puffer lysiert, sonifiziert und die Proteinexpression auf einem Western-Blot
analysiert. Zellklone, die das gewiinschte Protein stabil exprimierten, wurden anschlielend weiter
expandiert.

CHO-Zellklone, die fiir das gewiinschte Protein eine heterogene stabile Expression zeigten,
wurden einer Subklonierung durch limitierte Verdiinnung unterzogen. Dazu wurden die Zellen in
einer Verdiinnung von 0,5 Zellen pro Vertiefung auf einer 96-Loch-Platte ausgesdt und unter
Selektion kultiviert. Klonale Einzelzellen wurden expandiert und wie oben auf ihre

Proteinexpression analysiert.

3.2.4.4 Generierung von Primirzellkulturen aus E9.5 Pofutl-Mausembryonen

Frisch préparierte E9.5 Embryonen wurden in vorgewarmten PBS gewaschen, in vorgewérmtes
Pofut-Medium {iiberfithrt und durch Resuspendieren zerkleinert. Die erhaltene Zellsuspension
wurde auf gelatinisierte 24-Loch-Platten ausgesét und expandiert.

Die Immortalisierung der Primérzellen erfolgte durch Infektion mit transduzierenden Lentiviren
in der Arbeitsgruppe von Dagmar Wirth (Institut fiir Genregulation und Differenzierung; HZI

Braunschweig) unter Verwendung von lentiviralen Vektoren, in denen eine autoregulierte SV40
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TAg Kassettte transduziert wurde. 24h nach der Infektion wurde Doxycyclin (2 pg/ml) zur
Aktivierung der Expressionskassette zugegeben (May et al., 2008; May et al., 2004).
Die Zellen wurden vor der Verwendung fiir weitere Analysen auf die Abwesenheit von

transduzierenden Viren getestet.

3.2.4.5. Notch Transaktivierungsassay

Die NOTCHI1-Aktivierung bestimmter DLL1 Proteinvarianten wurde mit Hilfe des “Dual-
Luciferase Reporter Assay Systems” (Promega) gemessen. Dazu wurden CHO-Zelllinien, die
stabil die DLL1 Proteinvarianten exprimierten, mit HeL.a Zellen kokultviert, die stabil NOTCHI
und transient Renilla-Luciferase als Reporter exprimierten. Bei Interaktion von DLL1 mit
NOTCH1 wurde die Expression des Luciferase-Reporters angeschaltet, die als Mal fiir die
NOTCH1-Aktivierung gemessen wurde. Zur internen Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde
zusammen mit dem Renilla-Luciferase-Reporterkonstrukt ein zweites Reportergenkonstrukt fiir
die Firefly-Luciferase transfiziert, deren Aktivitit zur Normalisierung verwendet wurde.

Fiir die Kokultivierung wurden entsprechend den Angaben des Herstellers HeLaN1-Zellen
transient mit den Reporterkonstrukten fiir die Firefly-Luciferase (pRBP¢-Luc) und der Renilla-
Luciferase (pHRL-TK) als interne Transfektionskontrolle mit Hilfe des JetPei-
Transfektionsreagenzes transfiziert. 24h nach der Transfektion wurden in 6-Loch-Platten in
Doppelbestimmungen jeweils 1x10° kotransfizierte HeLaN1-Zellen mit 1x10° DLLI
exprimierenden CHO-Zellen kokultiviert. 24h nach nach der Kokultivierung wurden die Zellen
mit dem “Dual Luciferase Reporter Assay System Kit*“ (Promega) nach Herstellerprotokoll
aufgearbeitet. Nach dem Absaugen des Mediums wurden die auf Eis stehenden Zellen einmal mit
PBS gewaschen und anschlieBend 250 x1 PLB Puffer (Promega) zugegeben. Die Zellen wurden
mit einem Zellschaber abgeldst und in Mikrozentrifugationsrohrchen iiberfiihrt. Die
Zellmembranen wurden durch einen Gefrier-Auftauzyklus aufgebrochen, die festen Bestandteile
mittels Zentrifugation abgetrennt (30s, 10.000x g). 20 ul jedes Zelllysates wurden in eine 96-
Loch-Luminometer-Platte pipettiert und im Luminometer durch automatische Injektion mit 30x1
LAR II- und 30 ul Stop&Glo-Puffer (Promega) versetzt, wobei unmittelbar nach Quantifizierung
der Firefly-Luciferase Aktivitit durch Zusatz von Stop&Glo Reagenz das Biolumineszenz-Signal
dieser Reaktion abgestoppt und simultan durch das im Stop&Glo Reagenz enthaltene Renilla-

Luciferase-Substrat die Renilla Luciferase Biolumineszenz induziert wurde. Die Zugabe der
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jeweiligen Mengen LARII- und Stop&Glo-Puffer erfolgte automatisiert iiber zwei Injektoren des
verwendeten Luminometers (Lumat LB 9507; EG&G Berthold, Bad Wildbad).

Alle ermittelten Firefly- und Renilla-Luciferasewerte eines Ansatzes (Doppelmessungen) wurden
gemittelt. AnschlieBend wurde der gemittelte Luciferasewert durch den gemittelten Renillawert
geteilt (RLU= Luc/Ren). Die relativen Luciferaseaktivitdten (RLUs) einer Transfektion bzw. von
gleichen Transfektionen wurden wiederum gemittelt und die Standardabweichungen berechnet
und in einem Excel-Diagramm vergleichend dargestellt. Die Expression der Proteine in den

eingesetzten Zelllinien wurde mit Hilfe einer Western Blot-Analyse tiberpriift.

3.2.5 Embryologische Methoden

3.2.5.1 Tierhaltung

Die Méuse wurden in dem Zentralen Tierlabor der Medizinischen Hochschule Hannover
gehalten. Um Embryonen des Stadiums E9.5 zu erhalten wurden terminierte Verpaarungen
angesetzt. Dazu wurden die Weibchen der iiber Nacht angesetzten Verpaarungen auf die Bildung
eines Vaginalpfropf (plug) untersucht. Der Zeitpunkt eines positiven plugs wurde als

embryonaler Tag 0.5 (E0.5) festgesetzt.

3.2.5.2 Isolation und Priparation der Embryonen

Zur Préparation der Embryonen wurden die trichtigen Miuse durch zervikale Dislokation
getotet, der Bauchraum er6ffnet, die Uteri herauspripariert und in eiskaltes PBS iiberfiihrt. Die
Embryonen wurden in PBS unter einem Stereomikroskop nach Standardtechnik aus den Uteri
prépariert und von allen embryonalen Membranen befreit (Hogan et al., 1994). Der Dottersack
wurde zur Bestimmung des Genotyps mittels PCR-Analyse verwendet. Fiir die
Immunfluoreszenzfiarbung wurden die Embryonen in PBS gewaschen, {iber Nacht in 4%
Paraformaldehyd (PFA)/PBS bei 4°C fixiert, 3-mal in PBS gewaschen und in einer aufsteigenden
Methanolreihe fiir 15 min bei Raumtemperatur dehydriert (25, 50, 75, 100% Methanol). Die
Lagerung erfolgte in 100% Methanol bei —20°C.
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3.2.5.3 Priaparation von genomischer DNA aus embryonalen Dottersicken

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, ImM EDTA
Proteinase K Puffer 0.1M Tris/HCI pH 8.0, 5SmM EDTA, 0.5% SDS, 200
ug/ml Proteinase K

Bei der Priaparation der Embryonen (siehe 3.2.5.2) wurde der Dottersack entnommen und iiber
Nacht mit 200 pl Proteinase K Puffer bei 56°C inkubiert. Die Dottersicke wurden abzentrifugiert
(13.200 rpm, 10 min) und der Uberstand mit 450 pl Isopropanol gefillt. Nach Waschen mit 70%
Ethanol wurde das Pellet in 100-200 pl TE-Puffer aufgenommen und zur Inaktivierung von
DNasen 30 min bei 65°C inkubiert. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte bei 4°C. Zur
Genotypisierung der Embryonen wurde 1 pl der DNA fiir die Genotypisierungs-PCR eingesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse von DLL1-Proteinvarianten nach Mutation von Cysteinresten in

den EGF-idhnlichen Domanen

Die fiir die Notch Liganden charakteristischen Epidermal growth factor (EGF)-dhnlichen Motive
in der extrazelluliren Doméne von DLL1 haben eine entscheidende Bedeutung fiir die Liganden-
Rezeptor Interaktion, die dadurch induzierte Aktivierung des Notch Signalwegs und sind
gleichzeitig Substrate fiir O-Fucosylierung und Glykosylierung (Rebay et al., 1991; Sakamoto et
al, 2005; Panin et al., 2002). Der Vergleich der EGF-Doménen von DLL1 zeigt 6 konservierte
Cysteinreste, die intramolekular 3 Disulfidbriicken ausbilden (Abb. 4.1). Die Bedeutung der
einzelnen EGF-Motive fiir den Notch-Signalweg wird durch in vivo Experimente verdeutlicht, in
denen Mutationen in den einzelnen EGF-Motiven von DLLI1 unterschiedliche Phénotypen
ergeben. Ein Austausch zweier konservierter Cysteine gegen Glycine, was die Bildung von 2
Disulfidbriicken verhindert, wirkt sich fiir die Mutanten der EGF-dhnlichen Doménen 1 und 2
letal aus. Die Embryonen sterben am Tag E12 der Embryonalentwicklung, wihrend hingegen
Maiduse mit Mutationen in den EGF-Domiénen 5, 6 und 7 lebensfihig sind und milde

Skelelettphinotypen aufweisen (K. Schuster-Gossler, unpublizierte Daten).

| 11 111

| I |
CLPG--CDDQHGY-CDKPGE-———CKCRVGWQGRYC EGF1
CIRYPGCLH--GT-CQQPWQ----CNCQEGWGGLFC EGF2

CTHHKPCRN--GATCTNTGQGSYTCSCRPGYTGANC EGF3
CAPSP-CKN--GASCTDLEDSFS-CTCPPGFYGKVC EGF4
CADGP-CFN--GGRCSDNPDGGYTCHCPLGFSGFNC EGF5
CGSSP-CSN--GAKCVDLGNSYL-CRCQAGFSGRYC EGF6
CASSP-CAN--GGTCRDSVNDFS-CTCPPGYTGKNC EGF7
CEHAP-CHN--GATCHQRGQRYM-CECAQGYGGPNC EGFS8

CESEEE RSN SRR GEcENCENCENCNCon

Cysteine —» Glycine
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Abbildung 4.1: Vergleich der Aminosiuresequenzen der EGF-Dominen 1-8 von DLLI1. Diec 6
konservierten Cystein- (C)- und 3 Glycin (G)-Reste sind jeweils unter dem Sequenzvergleich
hervorgestellt (schwarz), darunter die beiden mutierten Cysteine (rot). Die 6 konservierten Cysteinreste
von DLL1 bilden 3 intramolekulare Disulfidbriicken aus (I-1II), von denen 2 nach Mutation der
Cysteinreste nicht mehr gebildet werden.

Um die Rolle der Integritit der einzelnen EGF-dhnlichen Doménen von DLL1 zu untersuchen
und um die Frage zu kldren, welche Bedeutung der Verlust dieser beiden konservierten
Cysteinreste und der durch sie gebildeten Disulfidbriicken in den EGF-Motiven fiir die zelluldre
Rolle des Liganden hat, wurden im Rahmen dieser Arbeit in vitro DLL1 Proteinvarianten mit

entsprechenden Aminosduresubstitutionen analysiert.

4.1.1 Analyse der subzelluliiren Lokalisation der DLL1 EGF Mutanten

Um die Auswirkungen der Punktmutationen auf die subzelluldre Verteilung von DLL1 zu
untersuchen, wurden CHO-Zellen, die diese mutanten DLL1 EGF-Proteinvarianten stabil
exprimierten, einer Immunfluoreszenzfirbung unterzogen. Dazu wurden die unter 3.1.7
aufgefiihrten hergestellten stabilen CHO Zelllinien fiir die mutanten Proteine DLL1 EGF1, 3, 5, 6
und 7 einer Subklonierung, die Linien CHO DLL1 EGF2 und 8 einer zweifachen Subklonierung
unterzogen, um monoklonale Zellen mit moglichst hoher Proteinexpression zu erhalten. Mit Hilfe
von Western-Blot-Analysen wurden fiir die einzelnen Linien die Proteinexpressionen bestimmt
und Zellklone mit vergleichbarer Expression fiir die in vitro Analysen ausgewéhlt. Fiir die
Herstellung einer stabil exprimierenden CHO DLL1 EGF4 Zelllinie wurde das unter 3.1.5
aufgefiihrte Konstrukt pTracerCMV-DIl1 EGF4ex Flag in CHO Zellen transfiziert und mit 500
pg/ml Neomycin (G418) auf Zellklone selektiert, die DLL.1 EGF4 Flag stabil exprimierten. Mit
Hilfe von Western Blot Analysen wurden die Klone mit der hdchsten Proteinexpression bestimmt
und anschlieBend subkloniert (siche 3.2.4).

Fiir die Immunfluoreszenzfiarbungen wurden CHO Zellen, die DLL 1wt und die jeweiligen DLL1
EGF Mutanten stabil exprimierten, mit drei Antikorpern gegen unterschiedliche Epitope der
DLL1 Proteine angefarbt. Der anti-Flag-Antikdrper war gegen den am C-Terminus plazierten
Flag-Tag, der anti-DLL1, 2A5-Antikorper gegen ein Peptid in der intrazelluliren Doméane und
der Antikorper anti-DLL1, 1F9 gegen ein Peptid gerichtet, das zwischen EGF8 und der

Transmembrandomdne von DLLI1 liegt. Da alle drei Epitope auBlerhalb der von den
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vorgenommenen Mutationen betroffenen EGF-Motiven lagen, wurde die Detektion durch die
Mutagenese nicht beeintréchtigt.

In den stabil DLL1 exprimierenden CHO-Zellen war nach Anfarbung mit den Antikérpern gegen
die intra- und extrazellulire Doméine DLL1-Flag auf der Zelloberflache lokalisiert (Abb. 4.2, a-
c), was aufgrund seiner Transmembrandoméne, des N-terminalen Signalpeptids und seiner Rolle
als Notch-Ligand auf der Signal-sendenden Zelle erwartet wurde. Dagegen zeigte DLL1 EGF1
Flag eine intrazelluldre Lokalisierung nach Anfirbung mit allen drei Antikdrpern (Abb. 4.2 d-f).
Eine verstiarkte Proteinexpression wurde dabei um den Kern detektiert. Die DLLI-
Proteinvarianten mit Mutationen in den EGF-Motiven 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8 zeigten nach den
Antikorperfarbungen eine Lokalisierung auf der Zelloberfliche, wie sie vergleichbar beim
DLL1wt Protein beobachtet wurde (Abb. 4.2, g-a’). Neben der starken Expression auf der
Plasmamembran zeigten einige der mutierten Proteine noch eine schwache Expression im
Cytosol, so bei DLL1 EGF2 (Abb. 4.2 g, h), EGF3 (Abb. 4.2 j-1), EGF4 (Abb. 4.2 o), EGF5
(Abb. 4.2 p-r), EGF6 (Abb. 4.2 s, t), EGF7 (Abb. 4.2 w) und EGF8 (y-a’). Beim Vergleich der
konfokalen Aufnahmen wurde fiir DLL1 EGF8 eine geringere Proteinmenge auf der
Plasmamembran nachgewiesen (Abb. 4.2 y-a"). Auf Zelloberflachen ohne Zellkontakt wurde nur
eine sehr schwache Expression detektiert, wihrend hingegen Plasmamembranen zwischen zwei
benachbarten Zellen eine stirkere Expression zeigten (Abb. 4.2 y-a’, Pfeile). Im Vergleich zu
DLL1 wies von allen EGF-Mutanten nur DLL1 EGF1 ein abweichendes Expressionsmuster auf,
das sich durch eine intrazelluldre bzw. perinukledre Lokalisierung auszeichnete. Die Mutationen
in den EGF-Motiven 2 bis 8 schienen keinen wesentlichen EinfluB3 auf die subzelluldre
Lokalisierung zu haben, da eine Expression auf der Zelloberfliche wie beim DLLI1wt Protein

beobachtet wurde.
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Abb. 4.2: Lokalisationsanalyse von DLL1 und DLL1-EGF-Proteinvarianten. Stabil DLL1 und die
mutanten DLL1 Proteinvarianten exprimierende CHO Zellen wurden mit drei Primérantikdrpern gegen
verschiedene Epitope des DLL1 Proteins und Alexa488®-konjugierten Sekundérantikdrpern angefirbt:
Mit dem a-Flag Antikorper gegen das C-terminale Flag-Tag (a, d, g, j, m, p, s, v, y); mit a-DII1,1F9
gegen ein extrazelluldres (b, e, h, k, n, q, t, w, z) und mit a-DLL1, 2AS5 gegen ein intrazelluldres Peptid (c,
f,1,1,0,1,u,%x,2a") von DLLI. Die Farbungen zeigten fiir DLL1 EGF1 eine intrazelluldre Lokalisierung im
Vergleich zum DLLI1wt Protein. Der Austausch von zwei Cysteinresten durch Glycine in den EGF-
Motiven 2-8 von DLL1 fiihrten zu einer Expression auf der Zelloberfliche. Malstab, 10 um.

4.1.2 Analyse der Zelloberflichenprisentation der DLL1 EGF Mutanten mit Hilfe einer
Oberflichenbiotinylierung

Um zu untersuchen, ob DLL1 EGF1 ausschlieBlich intrazelluldr exprimiert wurde und sich die
mutierten DLL1 EGF-Proteine in der auf der Zelloberfliche prisentierten Proteinmenge
unterschieden, wurde eine Biotinylierung der Zelloberfliche mit anschlieBender Streptavidin-
Immunprézipitation durchgefiihrt (siehe 3.2.3.4) und die biotinylierten Proteine mit Hilfe des
Flag-Tags auf einem Western Blot nachgewiesen (Abb. 4.3). Dabei zeigte sich, dass nur ein
geringer Teil des Proteins DLL1 EGF1 die Zelloberfliche erreichte und mit Biotin markiert
wurde. Fiir die tibrigen Proteinmutanten (DLL1 EGF2-EGF8) wurden wie fiir das DLL1wt
Protein eindeutige Zelloberflichenprisentationen nachgewiesen, wobei die Proteinmengen fiir
DLL1 EGF2 und DLL1 EGF3 schwicher erschienen. Mit Hilfe der Western Blot Analyse der
Zelllysate (Input) wurde die Proteinexpression von DLL1 und allen DLL1 EGF Proteinvarianten
in den fiir die Immunprézipitation eingesetzten Lysaten detektiert.

Zusammen mit der Analyse der subzelluliren Lokalisierung konnte auf diese Weise bestétigt
werden, dass DLL1 EGF1 die Zelloberflache nicht erreichte, die tibrigen mutanten DLL1-EGF
Proteine auf der Oberfldche prasentiert wurden und somit fiir eine Interaktion mit dem Notchl-

Rezeptor zur Verfiigung standen.
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Abb. 4.3: Oberflichenbiotinylierung von DLL1 und den mutanten DLL1-EGF-Proteinvarianten.
Die Oberfliche von CHO-Zellen, die DLL1 und die mutanten DLL1-EGF Proteine stabil exprimierten,
wurde mit Biotin markiert. Nach Zelllyse und Streptavidin-Immunprézipitation wurden die Zelllysate
(Input) und die Streptavidin-immunpréizipitierten Proteine nach der Oberldchenbiotinylierung (IP) mit
Hilfe des anti-Flag-Antikorpers auf einem Western Blot nachgewiesen. Der Blot zeigte fiir DLL1 EGF1
eine sehr schwache Expression auf der Zelloberfliche, dagegen fiir die EGF-Mutanten 2-8 (DLL1 EGF2-
EGF8) eine eindeutige Oberfldchenprisentation.

4.1.3 Analyse der NOTCH1-Aktvierung der DLL1 EGF Proteinmutanten

Um zu ermitteln, ob die mutierten DLL1 EGF Proteine in der Lage waren, den Notch-Signalweg
zu aktivieren, wurde in einem Luciferase-basierten Transaktivierungsassay flir diese die relativen
NOTCHI1-Aktivierungen im Vergleich zum DLL1wt Protein gemessen.

Fiir den Assay wurden wie unter 3.2.4.5 beschrieben, NOTCH1 exprimierende HeLaN1 Zellen
transient mit einem Reporter-Konstrukt (pRBPs-Luc) und einem Konstrukt fiir Renilla-Luciferase
(pHRL-TK) als interne Transfektionskontrolle transfiziert. Die HeLaN1 Zellen wurden
anschlieBend fiir 24 h mit der gleichen Zellzahl DLL1wt und die mutanten DLL.1 EGF Proteine
exprimierenden CHO Zellen kokultiviert. Eine Interaktion des Notchl-Rezeptors mit dem
Liganden DLLI1 oder seinen mutanten Proteinvarianten fiihrten im Falle einer Aktivierung des
Notch-Signalwegs zur Expression der Luciferase, die zur Quantifizierung der NOTCH-
Aktivierung herangezogen wurde.

Als Negativkontrolle wurden untransfizierte CHO-Zellen kokultiviert. DLL1 EGF1 zeigte nach

einmaliger Analyse der Aktivierungen, wie aufgrund der fehlenden Zelloberflichenprisentation
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erwartet, keine NOTCH1-Aktivierung und wurde fiir weitere Wiederholungen des Assays
ausgeschlossen (Daten hier nicht gezeigt). Die Messungen zeigten, dass die weiteren DLL1-EGF-
Proteinvarianten sehr unterschiedlich in der Lage waren, NOTCHI1 zu aktivieren (Abb. 4.4). Die
mutanten Proteine DLL1 EGF2 und EGF3 verfiigten nur iiber eine sehr geringe
Transaktivierungsfahigkeit (19% und 25% relative Luciferase-Aktivierung). Wahrend in der
Lokalisierungsanalyse eine Zelloberflichenexpression fiir beide Proteinvarianten detektiert wurde
(Abb. 4.2), zeigte die Zelloberflachenbiotinylierung fiir diese verringerte Proteinmengen auf der
Oberflache im Vergleich zum DLL1wt Protein (siche Abb. 4.3), so dass diese Ergebnisse der
Zelloberflachenprasentation mit den NOTCH1-Aktivierungen korrelierten. Die Proteinvarianten

DLL1 EGF4, EGF6, EGF7 und EGF8 wiesen ein zum DLLwt Protein vergleichbares Potential
auf, NOTCH1 zu aktivieren (87%, 89%, 92%, 98%). Fir DLL1 EGF 5 wurde mit einer
Luciferase-Aktivierung von 63% eine im Vergleich zum DLL1 wt Protein um ein Drittel

reduzierte Aktivierung gemessen.

Mit Hilfe der Lokalisierungsanalyse und der Zelloberflachenbiotinylierung wurde fiir alle im
Transaktivierungsassay getesteten mutanten Proteine (DLL1 EGF2-EGF8) eine Expression auf
der Plasmamembran und somit die Voraussetzung fiir die Interaktion mit dem Notch-Rezeptor
bestitigt. Mit dem Transaktivierungsassay konnte gezeigt werden, welche der auf der Oberfléche
prasentierten Proteine in der Lage waren, NOTCHI1 zu aktivieren und wie sich die
Proteinvarianten untereinander in diesem Vermogen unterschieden, nicht aber die Affinititen der

Proteinvarianten zum Notch-Rezeptor bestimmt werden.
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Abb. 4.4: Bestimmung der NOTCH1-Aktivierung der mutanten DLL1 EGF Proteine. Mit Hilfe eines
Luciferase-basierten Transaktivierungsassays wurde die Fdhigkeit der mutanten Liganden getestet,
NOTCHI1 zu aktivieren. Dazu wurden fiir 24h gleiche Zellzahlen von NOTCHI1 stabil exprimierenden
HeLa-Zellen, in die zuvor ein Luciferase-Reporter (RBP-luc)- und Renilla-Luciferase-Konstrukt (pRL-
TK) transient transfiziert worden war, mit CHO-Zellen kokultiviert, die stabil DLL1wt und die mutanten
DLL1 EGF Proteinvarianten exprimierten. Die Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor fiihrte zur
Aktivierung des Notch-Signalwegs und zur Expression der Luciferase als Reporter, die als Mal} der
Transaktivierung gemessen wurde. Bei vergleichbarer Oberflachenpréisentation (Abb. 4.2) zeigten die
einzelnen DLL1 EGF Proteinvarianten sehr unterschiedliche Werte fiir die relative Luciferase-
Aktivierung. DLL1 EGF2 und EGF3 waren demnach nicht oder nur sehr wenig in der Lage, den Notch-
Signalweg zu aktivieren (<25%). DLL1 EGF 4, 6, 7 und 8 wiesen im Vergleich zum DLL1wt Protein nur
etwas verringerte Transaktivierungsfahigkeiten auf (87-98%). DLL1 EGFS5 erreichte nur eine 70%ige
Luciferase-Aktivierung verglichen zu DLL1wt. Die relative Luciferase-Aktivitdt der untransfizierten CHO
Zellen (CHO) wurde auf 0% und die des DLL1wt Proteins (DLL1) auf 100% gesetzt. Die
Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe der Aktivitdt der Renilla-Luciferase normalisiert, fiir die ein
Konstrukt (pRL-TK) kotransfiziert worden war. In drei unabhidngigen Experimenten wurden 6
Kokultivierungen pro EGF Proteinvariante durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwertex
Standardabweichung.
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Zusammenfassend konnte in diesem ersten Teil der Arbeit gezeigt werden, dass in vitro der
Austausch zweier konservierter Cysteinreste in der EGF-dhnlichen Domine EGF1 von DLL1
dazu fiihrte, dass der Ligand nicht mehr an der Zelloberflidche, sondern perinukledr exprimiert
wurde. Als Folge der fehlenden Zelloberflichenprédsentation war eine Interaktion mit dem Notch-
Rezeptor und eine NOTCH1-Aktivierung nicht mehr moglich.

Fiir die mutanten Proteine DLL1 EGF2 und EGF3 wurde mit Hilfe einer Lokalisierungsanalyse
und Oberflachenbiotinylierung gezeigt, dass die beiden Proteine auf der Zelloberfliche
exprimiert wurden, aber im Vergleich zum DLL1 wt Protein eine verringerte Proteinmenge
aufwiesen, und nicht mehr oder nur sehr gering in der Lage waren, NOTCH1 zu aktivieren. Die
Proteine DLL1 EGF 4, 6, 7 und 8 wurden an der Zelloberfliche prisentiert und wiesen,
verglichen mit dem DLL1wt Protein, eine nur schwach verringerte Fahigkeit auf, NOTCH1 zu
aktivieren. Die Mutationen in diesen EGF-Motiven schienen demnach in vitro keine essentielle

Bedeutung fiir die Funktion von DLL1 zu haben.
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4.2 Untersuchung der Rolle der O-Fucosylierung fiir den Notch-Liganden
DLL1

Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass verschiedene EGF-Motive in der
extrazelluliren Domédne des Notch-Rezeptors posttranslational durch die Protein
Glycosyltransferasel (POFUTI) modifiziert werden, in dem sie die Ubertragung von O-Fucose
auf Serin- und Threoninreste in spezifischen Konsensussequenzen der EGF-Motive katalysiert
(Okajima et al., 2003). Die O-fucosylierten EGF-Motive werden weiter durch die 3-1,3-N-
Acteylglucosaminyltransferase FRINGE modifiziert, wobei diese Modifikationen insgesamt die
Notch-Affinitdt zu den Liganden reguliert (Moloney et al., 2000; Haines und Irvine, 2003; Hicks
et al., 2000). In den EGF-éhnlichen Domidnen der Notch-Liganden wurden ebenfalls
Konsensussequenzen fiir eine O-Fucosylierung gefunden, die als Substrat fiir POFUT1 dienen
und weiter durch FRINGE modifiziert werden (Panin et al., 2002; Shao et al., 2002). Hinweise
darauf, dass die O-Fucosylierung fiir eine normale Liganden-Funktion essentiell ist, gaben
Studien tiber Mutationen in den Liganden, in denen die O-Fucosylierung fehlte. So wurde in
Drosophila ein hypomorphes Allel von Delta gefunden (sup5), das eine Mutation in der
Fucosylierungsstelle in EGF3 aufweist (Lieber et al., 2002), eine Mutation (“missense mutation®)
in der Fucosylierungsstelle in EGF5 von JAGGEDI fiihrt zam Alagille-Syndrom (Heritage et al.,
2000).

Um herauszufinden, ob die O-Fucosylierung fiir die biologische Aktivitidt von DLL1 essentiell
ist, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit in vivo und in vitro untersucht, ob DLL1 mit seinen
Fucosylierungsstellen in den EGF-dhnlichen Doménen ein in vitro Substrat fiir POFUTI1 ist und

wie sich die Aktivitdt von DLL1 durch einen Verlust der Fucosylierung dndert.

4.2.1 In vitro Analysen

Um zu untersuchen, welche der durch die Konsensussequenzen vorhergesagten
Fucosylierungsstellen in den EGF-Motiven von DLL1 tatséchlich fucosyliert werden und eine
Rolle fiir DLL1 und seine Funktion im Notch-Signalweg spielen, wurden diese
Fucosylierungsstellen mutiert und die resultierenden mutanten DLL1 Proteine in vitro auf ihre
subzelluldre Lokalisierung, ihre Oberflichenprdsentation und die Fihigkeit, NOTCH1 zu

aktivieren, getestet.
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4.2.1.1 Analyse der subzelluliren Lokalisierung von DLL1 und den mutanten O-
Fucosylierungsvarianten DLL1 mEGF

Um zu untersuchen, wie sich der Verlust der O-Fucosylierung nach Mutagenese der
Konsensussequenzen auf die subzelluldre Lokalisierung der Proteinvarianten auswirkte, wurden
mit den unter 3.2.1.2 generierten Expressionskonstrukten zunédchst stabile Zelllinien hergestellt.
Dazu wurden die verschiedenen Konstrukte in CHO Zellen transfiziert und mit Hilfe von 500
pg/ml Neomycin und 250 pg/ml Zeocin auf Zellklone selektiert, die die mutanten Proteine stabil
exprimierten. Die Proteinexpression wurde auf einem Western Blot mit dem anti-Flag-
Antikorper, der gegen das am C-Terminus platzierte Flag-Tag gerichtet war, nachgewiesen. Alle
stabilen Zelllinien wurden daraufhin einer Subklonierung unterzogen, die Proteinexpression auf
einem Western Blot bestimmt und fiir die in vitro Analysen von allen Zelllinien Klone mit einer
vergleichbaren Expression ausgewéhlt (siche 3.2.4.3).

Mit den Expressionskonstrukten DIl mEGF2, mEGF4, mEGF8 und mEGF7, 8 konnte keine
stabilen Zelllinien hergestellt werden. Durch Sequenzierung wurden Mutationen, auller der
generierten, die zu einem Translationsabbruch gefiihrt hétten, ausgeschlossen. Da sowohl 24 h als
auch 48 h nach transienter Transfektion in CHO Zellen kein Expressionssignal auf einem
Western Blot mit Antikdrpern gegen die intrazelluldre und extrazellulire Doméne von DLLI
sowie gegen den Flag-Tag detektiert wurden, konnten diese Konstrukte nicht fiir die in vitro
Analysen verwendet werden. Von den Proteinvarianten, in denen jeweils nur ein EGF-Motiv in
seiner Fucosylierungssequenz mutiert wurde, waren nur DLLImEGF3 und DLLImEGF7
exprimierbar. Alle weiteren exprimierten Konstrukte enthielten Kombinationen von zwei oder
mehreren Mutationen.

Die stabilen Zellen der DLL1-Fucosylierungsmutanten wurden mit drei Primérantikorpern gegen
unterschiedliche Epitope des DLL1 Proteins und Alexa®488-konjugierten Sekundirantikérpern
angefirbt (siehe 3.3.6). Die konfokalen Aufnahmen zeigten fiir die Immunfluoreszenzfirbungen
des DLL1wt Proteins eine Lokalisierung auf der Zelloberflidche, wie sie fiir den Liganden des
Notch-Rezeptors erwartet und im Folgenden als Positivkontrolle verwendet wurde. Die 13
DLL1-Fucosylierungsmutanten (DLL1 mEGFs) zeigten nach der Firbung unterschiedliche
Lokalisierungsmuster (Abb. 4.5 A und B). Die mutanten Proteine DLL1 mEGF 2.3, mEGF 2.4,
mEGF 2.7, mEGF 2.8, mEGF 3, mEGF 3.4, mEGF 3.8, mEGF 4.8 und mEGF 2.3.4. wurden

nach Uberexpression in den CHO-Zellen mit allen drei Antikdrpern auf der Zelloberfliche
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detektiert (Abb. 4.5 A a-u, B d-f, j-I, p-r). Verglichen mit der Farbung des DLL1wt Proteins
zeigten einige dieser Proteinvarianten neben der starken Oberflichenfarbung eine zusitzliche
schwichere intrazelluldre Farbung, so z.B. DLL1 mEGF 2.3 (Abb. 4.5 A e), mEGF 2.8 (Abb. 4.5
A m, o) mEGF 3.4 (Abb. 4.5 A s-u) und DLL1 mEGF 4.8 (Abb. 4.5 B 1). Wihrend diese
schwichere cytoplasmatische Fiarbung fiir DLL1 mEGF 2.3 mit allen drei Antikérpern
beobachtet wurde (A d-f), war sie fiir DLL1 mEGF 2.8 mit den Antikdrpern gegen die
intrazelluldren Epitope, anti-Flag und anti-DLL1, 2AS5, deutlicher zu erkennen (A m-o), fiir
DLL1 mEGF 3.4 umgekehrt mit dem Antikorper gegen die extrazelluldre DLL1-Domine (A s-u).
Die Aufnahmen zeigten fiir die Proteinvariante DLL1 mEGF 4.8 (B j-1) mit dem anti-Flag- und
anti-DLL1, 1F9-Antikorpern eine gleichmiBige Expression auf der Zelloberfliche von Zellen,
die von Nachbarzellen umgeben waren (B j, k). Die mit dem anti-DLL1, 2A5-Antikorper
nachgewiesene Lokalisierung erschien auf nicht an Nachbarzellen grenzende Zelloberflachen
schwach und an Plasmamembranen von direkt aufeinandertreffenden Zellen verstirkt (B 1,
Pfeile). Ein zum DLLIwt Protein abweichendes Expressionsmuster zeigten die
Immunfluoreszenzfarbungen der mutanten Proteine DLL1 mEGF 3.7, mEGF 4.7, mEGF 7 und
mEGF 2.3.4.7.8, die iiberwiegend intrazellulér lokalisiert waren (Abb. 4.5 B a-c, g-i, m-o, s-u).
Dabei schien die Expression im Cytoplasma der Zellen nicht homogen, sondern perinukledr
konzentriert (B i, o und s, Pfeile) und an der Plasmamembran sehr gering, da diese nur sehr
schwach angeférbt (B m, s, Pfeile) oder sogar zwischen zwei aneinandergrenzenden Zellen nicht
mehr zu erkennen war (B t, u, Pfeile).

Die Analyse der subzelluldren Lokalisierung zeigte, dass die Mutagenese der
Fucosylierungsstelle in EGF7, in den EGF-Motiven 3 und 7, sowie 4 und 7 und der vollstindige
Verlust der Fucosylierung durch Mutagenese aller Fucosylierungssequenzen dazu fiihrte, dass die
mutanten DLL1-Proteine die Zelloberfliche nicht mehr oder in geringer Menge erreichten und
somit fiir eine Interaktion mit dem Notch-Rezeptor nicht mehr oder nur eingeschriankt zur
Verfiigung standen.

Da die Mutationen in den Fucosylierungsstellen, fiir deren zugehorige Proteine eine zum DLL 1wt
Protein verdnderte Zelllokalisierung beobachtet wurde, einzeln oder in Kombination mit einer
anderen Mutation zu verschiedenen und nicht konsistenten Ergebnissen fiihrten, war es nicht
moglich, eine einzelne Fucosylierungsstelle zu identifizieren, deren Verlust durch Mutagenese

fiir die Verdnderungen in der Lokalisierung verantwortlich war.
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Abb. 4.5: Analyse der subzelluliren Lokalisierung von DLL1 und den DLL1 mEGF-
Fucosylierungsmutanten. CHO Zellklone, die stabil DLL1 und die mutanten DLL1 Proteinvarianten
(DLL1 mEGFs) exprimierten, wurden mit drei Primdrantikdrpern gegen verschiedene Epitope des DLLI1
Proteins und Alexa488®-konjugierten Sekundirantikdrpern angefdrbt. Eine zum DLLI1 wt Protein
vergleichbare Zelloberflichenexpression zeigten die mutanten Proteine DLL1 mEGF 2.3, DLL1 mEGF
2.4, DLL1 mEGF 2.7, DLL1 mEGF 2.8, DLL1 mEGF 3, DLL1 mEGF 3.4, DLL1 mEGF 3.8, DLL1
mEGF 4.8 und DLL1 mEGF 2.3.4 (Abb. 4.5 A a-u, B d-f, j-1, p-r). Dagegen wurde fiir die
Proteinvarianten DLL1 mEGF 3.7, DLL1 mEGF 4.7, DLL1 mEGF 7 und DLL1 mEGF 2.3.4.7.8 eine
iiberwiegend intrazelluldre Lokalisierung beobachtet, die perinukleér stirker erschien als in der Nidhe der
Plasmamembran. Maf3stab, 10 pm.

4.2.1.2 Analyse der intrazelluliiren Lokalisierung von DLL1 und den mutanten O-
Fucosylierungsvarianten DLL.1 mEGF

Um die unter 4.2.1.1 ermittelte intrazelluldre Lokalisierung der Proteinvarianten DLL1 mEGF3.7,
DLL1 mEGF4.7, DLL1 mEGF7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 in den perinukledren Regionen
genauer zu untersuchen, wurden Kolokalisierungsstudien mit Organellenmarkern durchgefiihrt.
Aufgrund der Konzentration der Proteine um den Kern wurde ein Marker fiir das
Endoplasmatische Reticulum (ER), Calreticulin, und fiir das Cis-Golgi-Netzwerk, GM 130,
ausgewihlt. GM 130, ein Mitglied der Golgin-Familie ist ein cytoplasmatisches Protein, das an
die Membran des Cis-Golgi-Netzwerkes und des ER-Golgi-Intermediat-Kompartiments (ERGIC)
bindet. Calreticulin liegt im Lumen des ER vor und fungiert zusammen mit Calnexin wéhrend der
Faltung von Glykoproteinen als Chaperon. Calreticulin wurde auch auf der Oberfliche, im
Cytosol und im Zellkern vieler Zellarten gefunden (Arosa et al., 1999).

Fiir die Antikorperfirbung wurden die CHO-Zellklone, die diese Proteinvarianten stabil
exprimierten mit dem anti-DLL1, 1F9-Antikorper, jeweils einem dieser Marker, sowie
Alexa®488- und Alexa®555 konjugierten Sekundarantikorpern gefarbt (Abb. 4.6 A und B). Das
als Positivkontrolle verwendete DLL1wt Protein wurde wie erwartet mit Hilfe des anti-DIl1-
Antikorpers ausschlieBlich auf der Zelloberfliche detektiert und zeigte weder eine
Kolokalisierung mit dem Cis-Golgi-Protein GM 130, noch eine mit dem ER-Protein Calreticulin
(Abb. 4.6 A a-c, B a-c). Die mutanten Proteine DLL1 mEGF3.7, DLL1 mEGF4.7 und DLL1
mEGF7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 wiesen, wie bereits unter 4.2.1.1 beschrieben, eine
intrazelluldre Expression auf, die zum Teil als ringférmige Struktur um den Zellkern konzentriert

erschien (A g, j, m).
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Die Doppelfarbungen mit dem Golgi-Protein GM130 zeigten fiir das mutante Protein DLL1
mEGF3.7 teilweise eine Kolokalisierung in unmittelbarer Kernniihe, wobei diese Uberlagerung
der Farbungen wegen der schon geringen Expression von GM130 nur an wenigen Stellen
deutlich erkennbar war (A f, f°, Pfeile). Fiir die Proteinvarianten DLL1 mEGF4.7, DLL1 mEGF7
und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 lagen die Farbungen des anti-DLL1- und GM130-Antikorpers sehr
dicht beieinander, die Uberlagerung konnte aber keine Kolokalisierungen bestitigen (A g-o).

Die Lokalisierungsanalyse mit dem anti-DLL1- und Calreticulin-Antikorper zeigten fiir die
Proteinvarianten DLL1 mEGF3.7, DLL1 mEGF4.7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 eine teilweise
Kolokalisierung (Abb. 4.4 B d-i, m-0), fiir das Protein DLL1 mEGF7 aber keine {iberlappende
Expression (B d-f).

Da die intrazelluldre Expression der Proteine nicht fldchig, sondern vielmehr in vesikuléren
Strukturen nachgewiesen wurde und somit die Uberlagerungen nur punktuell entstanden, war die
Auswertung der Kolokalisierungsanalysen erschwert. Um zu iiberpriifen, ob die Proteine noch in
geringen Mengen die Zelloberflache der CHO-Zellen erreichten, wurden diese in einem weiteren
Experiment mit anti-PanCadherin-Antikorpern als Oberflaichenmarker angeférbt, die getesteten
Antikorper zeigten allerdings keine spezifische Detektion. Um die intrazelluldre Lokalisierung
noch detailierter aufzuklaren, wéren noch weitere Doppelfarbungen nétig, so z. Bsp. mit Markern

fiir die frithen, mittleren und spiten Endosomen Rabl, Rab6 und Rabl1.
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Abb. 4.6: Analyse der intrazelluliiren Lokalisierung der mutanten Proteinvarianten DLL1
mEGF3.7, DLL1 mEGF4.7, DLL1 mEGF7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8. Die CHO-Zellklone, die diese
Proteinvarianten stabil exprimierten, wurden in Doppelfdrbungen auf eine Kolokalisierung mit dem cis-
Golgi-Protein GM130 (A) und dem ER-Protein Calreticulin (B) analysiert. Die CHO-Zellen wurden mit
dem anti-DLL1, 1F9 Antikorper und einem Marker fiir den cis-Golgi-Apparat, GM130 (A), oder fiir das
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Endoplasmatische Reticulum (ER), Calreticulin (B), sowie Alexa®488- und Alexa®555 konjugierten
Sekundidrantikorpern angefiarbt. Das mutante Protein DLL1 mEGF3.7 zeigte eine teilweise
Kolokalisierung mit GM130 (A d-f*), wihrend hingegen die Proteine DLL1 mEGF4.7, DLL1 mEGF7 und
DLL1 mEGF2.3.4.7.8 keine Kolokalisierung aufwiesen (A g-o’). Die Doppelfirbungen mit dem anti-
DLL1- und Calreticulin-Antikorper zeigten fiir die Proteinvarianten DLL1 mEGF3.7, DLL1 mEGF4.7
und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 teilweise eine Kolokalisierung (Abb.4.4 B d-i, m-o), fiir das Protein DLL1
mEGF7 aber keine tiberlappende Expression (B d-f). MaBstab, 10 pm.

Zusammenfassend zeigten die Analysen der subzelluldren Lokalisierung der mutanten DLLI
mEGF-Proteine, dass die Varianten DLL1 mEGF 2.3, DLL1 mEGF 2.4, DLL1 mEGF 2.7, DLLI1
mEGF 2.8, DLL1 mEGF 3, DLL1 mEGF 3.4, DLL1 mEGF 3.8, DLL1 mEGF 4.8 und DLL1
mEGF 2.3.4 auf der Zelloberflache nachgewiesen wurden und dort vergleichbar zum DLLI1wt
Protein fiir eine Interaktion mit dem Notch-Rezeptor zur Verfligung stehen konnten (siche
Tabelle 15 1., 11, IIL., IV., V., VL., VIIIL., X., XIII.). Die Varianten DLL1 mEGF3.7, DLLI
mEGF4.7, DLL1 mEGF7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 dagegen wiesen eine intrazelluldre
Lokalisierung auf. Bei weiteren Analysen mit den ER- und cis-Golgi-Markern Calreticulin und
GM130 wurde fiir DLL1 mEGF3.7 eine teilweise Uberlagerung der Expression mit beiden
Markern gefunden und fiir die Proteine DLL1 mEGF3.7, DLL1 mEGF4.7 und DLLI
mEGF2.3.4.7.8 eine Kolokalisierung mit dem ER-Protein Calreticulin (sieche Tabelle 15 VIL., IX.,
XII., XIIL).

4.2.1.3 Analyse der Oberfliichenprisentation der DLL1 mEGF Mutanten mit Hilfe einer
Zelloberflichenbiotinylierung

Um zu untersuchen, ob sich die Proteinvarianten DLL1 mEGF, in denen die
Fucosylierungsstellen der EGF-Motive 2, 3, 4, 7 und 8 ausgeschaltet wurden, in ihrer
Zelloberflachenprisentation in der Weise unterschieden, wie es die Analyse der subzelluldren
Lokalisierung gezeigt hatte, wurde eine Biotinylierung der Zelloberfldche mit anschlieBender
Streptavidin-Immunprizipitation durchgefiihrt (siche 3.2.3.4) und die biotinylierten Proteine mit
Hilfe des Flag-Tags auf einem Western Blot nachgewiesen (Abb. 4.7).

Die mutanten Proteine, fiir die in der Immunfluoreszenzfarbung eine intrazellulire Lokalisierung
gezeigt wurde, DLL1 mEGF3.7, DLL1 mEGF4.7, DLL1 mEGF7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8

konnten auf der Zelloberfldche nicht detektiert werden. Dagegen wurde fiir die Proteinvarianten
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DLL1 mEGF 2.3, DLL1 mEGF 2.4, DLL1 mEGF 2.7, DLL1 mEGF 2.8, DLL1 mEGF 3, DLLI
mEGF 3.4, DLL1 mEGF 3.8, DLL1 mEGF 4.8 und DLL1 und mEGF2.3.4, die in der
Lokalisationsanalyse auf der Zelloberflache exprimiert wurden, die Zelloberfldchenprisentation
durch die Biotinylierung bestétigt (Abb. 4.7 IP). Die Proteinexpression fiir DLL1 und alle
Proteinvarianten in den fiir die Immunprizipitation eingesetzten Lysaten wurde mit Hilfe des

anti-Flag-Antikorpers auf einem Western Blot nachgewiesen (Abb. 4.7 Input).
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Abb. 4.7: Analyse der Oberflichenbiotinylierung von DLL1 und DLL1 mEGF Proteinvarianten, in
denen die Fucosylierungsstellen der EGF-Motive 2, 3, 4, 7 und 8 ausgeschaltet wurden. CHO-Zellen,
die stabil DLL1 und die mutanten DLL1 mEGF Proteine exprimierten, wurden mit Biotin inkubiert. Nach
Zelllyse und Streptavidin-Immunprézipitation wurden die biotinmarkierten Proteine (IP) zusammen mit
den Expressionskontrollen der Zelllysate (Input) mit Hilfe des anti-Flag-Antikorpers auf dem Western
Blot nachgewiesen. Der Blot zeigte, dass die mutanten Proteine DLL1 mEGF3.7, DLL1 mEGF4.7, DLL1
mEGF7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 nicht auf der Zelloberfliche prisentiert wurden. Die Proteinvarianten
DLL1 mEGF 2.3, DLL1 mEGF 2.4, DLL1 mEGF 2.7, DLL1 mEGF 2.8, DLL1 mEGF 3, DLL1 mEGF
3.4, DLL1 mEGF 3.8, DLL1 mEGF 4.8 und DLL1 mEGF 2.3.4 erreichten dagegen wie das DLL1wt
Protein die Zelloberflache und wurden mit Biotin markiert. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte
CHO Zellen verwendet.
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4.2.1.4 Analyse der NOTCH1-Aktivierung der DLL1 mEGF Proteinmutanten

Um zu untersuchen, ob die mutierten DLL1 mEGF Proteine in der Lage waren, NOTCHI zu
aktivieren, wurden in einem Luciferase-basierten Transaktivierungsassay fiir diese Proteine die
relativen NOTCHI1-Aktivierungen im Vergleich zum DLL1wt Protein gemessen. Der Assay
wurde wie unter 3.2.4.5 und 4.1.3 beschrieben durchgefiihrt.

Die mutanten Proteine DLL1 mEGF2.3, DLL1 mEGF2.4, DLL1 mEGF2.7, DLL1 mEGF2.8,
DLL1 mEGF3, DLL1 mEGF3.4, DLL1 mEGF3.8, DLL1 mEGF4.8 und DLL1 mEGF2.3.4,
deren Zelloberflichenprésentation durch Biotinylierung und Analyse der subzelluldren
Lokalisierung bestdtigt worden war, zeigten unterschiedliche Werte fiir die NOTCHI1-
Aktivierung (Abb. 4.8 und Tabelle 15 ): Mit Ausnahme der Proteine DLL1 mEGF3.4 und
mEGF4.8 wurden fiir diese Proteine relative Luciferase-Aktivierungen von 90-120% und damit
zum DLLIwt Protein vergleichbare Werte gemessen. Fiir einige der Kandidaten (DLLI
mEGF2.7, mEGF3, mEGF3.8 und DLL1 mEGF2.3.4) wurden sogar Aktivierungen ermittelt,
deren Werte liber dem des DLLIwt Proteins mit 100% Luciferase-Aktivierung lagen.
Unterschiede in der Klonalitdt der verschiedenen CHO-Zelllinien konnten ein Grund fiir diese
Werte sein. Die mutanten Proteine DLL1 mEGF3.4 und DLL1 mEGF3.8 zeigten eine
Aktivierung von 80 bzw. 84% verglichen mit der des DLL1wt Proteins und damit nur eine
schwache Verringerung der NOTCH1-Aktivierung.

Die mutanten Proteinvarianten DLL1 mEGF4.7, DLL1 mEGF7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8, fiir
die mit Hilfe der Biotinylierung und Lokalisierungsanalyse eine intrazelluldre Expression
nachgewiesen worden war, verfiigten iiber eine zum DLLI1wt Protein deutlich verringerte
NOTCHI1-Aktivierung (21%, 30%, 22%), was mit der reduzierten Proteinmenge auf der
Zelloberflache korrelieren konnte. Die Proteinvariante DLL1 mEGF3.7 zeigte trotz der
nachgewiesenen iiberwiegend intrazelluldren Lokalisierung eine relative Luciferase-Aktivierung

von 64%.
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Abb. 4.8: Bestimmung der NOTCH 1-Aktivierung der mutanten DLL1 mEGF Proteine. Mit Hilfe
eines Transaktivierungsassays wurde die NOTCHI1-Aktivierung der mutanten DLL1-Ligandenproteine
getestet. Dazu wurden gleiche Zellzahlen von NOTCHI stabil exprimierenden HelLa-Zellen, in die zuvor
ein Luciferase-Reporter (RBP-luc)- und Renilla-Luciferase-Konstrukt (pRL-TK) transient transfiziert
worden war, fir 24h mit CHO-Zellen kokultiviert, die stabil DLLIwt und die mutanten DLL1 mEGF
Proteinvarianten exprimierten. Eine Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor fiihrte zur Aktivierung von
NOTCH1 und zur Expression des Luciferase-Reporters. Als MalBl der Transaktivierung wurde die
Luciferase gemessen. Die DLL1 Proteinvarianten, fiir die eine intrazelluldre Lokalisierung nachgewiesen
worden war (DLL1 mEGF4.7, DLL1 mEGF7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8), zeigten eine schr geringe
NOTCH1-Aktivierung (<30%). DLL1 mEGF3.7 erreichte trotz ermittelter intrazelluldrer Lokalisierung
einen Wert von 80%. Die Proteine DLL1 mEGF2.3, DLL1 mEGF2.4, DLL1 mEGF2.7, DLL1 mEGF2.8,
DLL1 mEGF3, DLL1 mEGF3.4, DLL1 mEGF3.8, DLL1 mEGF4.8 und DLL1 mEGF2.3.4, fiir die eine
Zelloberflachenprisentation gezeigt wurde, waren in der Lage, NOTCHI zu aktivieren (80-130%) wobei
einige Zellklone sogar den Wert des DLLIwt Proteins iiberschritten, was auf eine unterschiedliche
Klonalitét der Zellen zuriickgefiihrt wurde. Die relative Luciferase-Aktivitdt der untransfizierten CHO
Zellen (CHO) wurde auf 0% und die des DLL1wt Proteins (DLL1) auf 100% gesetzt. Die
Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe der Aktivitdt der Renilla-Luciferase normalisiert, fiir die ein
Konstrukt (pRL-TK) kotransfiziert worden war. In drei unabhidngigen Experimenten wurden 6
Kokultivierungen pro DLL1 mEGF Proteinvariante durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte=
Standardabweichung.
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4.2.1.5 Metabolische Markierung von DLL1 und den Proteinvarianten DLL1 mEGF mit
’H-Fucose und **S-Methion/Cystein

Um zu untersuchen, welche der Fucosylierungsstellen in den EGF-dhnlichen Doménen von
DLL1 in vitro fir die Fucosylierung essentiell waren und ob fiir DLL1 eine O-Fucosylierung
ausschlieBlich an diesen Akzeptorstellen stattfand, wurden die mutanten DLL1 mEGF-Proteine
metabolisch mit *H-Fucose markiert. Nach 24-stiindiger Inkubation wurden die Proteine nach der
Zelllyse mit dem anti-DLL1-1F9-Antikorper immunprézipitiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt
und die markierten Proteine mit Hilfe von Autoradiographie detektiert. Zur Kontrolle der
metabolischen Markierung und der Expression der verschiedenen Proteine aus den stabilen
Zelllinien wurde diese parallel mit einem Gemisch aus **S-Methion und Cystein markiert und auf
gleiche Weise wie die fucosylierten Proteine analysiert. Das DLL1wt Protein wurde als Positiv-,
untransfizierte CHO-Zellen als Negativ-Kontrolle verwendet (siehe 3.2.3.5). Die
Autoradiographie der *’S-Methion/Cystein-markierten Proteine wies bereits nach einem Tag
Exposition fiir das DLLIwt- und alle mutanten DLL1 mEGF-Proteine eine Expression nach
(Abb. 4.9, unteres Gel). Wie die Autoradiographie zeigte, wurde der Ligand DLL1 in vitro
ausschlieBlich an einer oder mehreren der vorhergesagten Fucosylierungsstellen in den EGF-
Motiven 2, 3, 4, 7 und 8 fucosyliert, da bei Fehlen dieser Stellen in der Proteinvariante DLLI
mEGF2.3.4.7.8 kein Einbau von *H-Fucose detektiert wurde (Abb. 4.9, oberes Gel, Tabelle 15).
AuBlerdem fiihrte die gleichzeitige Mutation der Fucosylierungsstellen in EGF4 und 7, EGF4 und
8 sowie die alleinige Mutation der speziellen Konsensussequenz in EGF7 zu einem nicht
detektierbaren *H-Fucose-Einbau. Die Proteine DLL1 mEGF2.3, DLL1 mEGF2.4, DLLI
mEGF2.7, DLL1 mEGF2.8, DLL1 mEGF3, DLL1 mEGF3.4, DLL1 mEGF3.7, DLL1 mEGF3.8
und DLL1 mEGF2.3.4 wurden trotz der Mutationen, die sie aufwiesen, in vitro fucosyliert, so
dass diese Proteinvarianten in vitro Substrate fiir die O-Fucosylierung darstellten (Abb. 4.9,
oberes Gel, Tabelle 15). Im Vergleich zum DLL1wt-Protein zeigten alle Proteinvarianten
schwichere Fucosylierungssignale, wobei diese Abnahme nicht mit der nachgewiesenen

Expression nach *’S-Methion-/Cystein-Markierung korrelierte.
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Abb. 4.9: Analyse der in vitro Fucosylierung der DLL1 mEGF-Proteinvarianten nach Einbau von
*H-Fucose. Die CHO-Zellklone, die stabil DLLI und die DLL1 mEGF-Proteinvarianten exprimierten
wurden fiir 24 h mit *H-Fucose und einem Gemisch aus *°S-Methion und Cystein inkubiert. Nach Zelllyse
und Immunprézipitation mit dem anti-DLL1, 1F9-Antikoérper wurden die Proteine gelelektrophoretisch
aufgetrennt, die Gele getrocknet und Rontgenfilmen exponiert. Die Autoradiographie der >°S-
Methion/Cystein-Markierung (unteres Gel) zeigte, dass alle Proteine exprimiert, aber fiir einige der
mutanten Varianten kein Einbau von *H-Fucose detektiert wurde (DLL1 mEGF4.7, DLL1 mEGF4.8,
DLL1 mEGF7, DLL1 mEGF2.3.4.7.8, oberes Gel). Fiir die Proteinvarianten DLL1 mEGF2.3, DLL1
mEGF2.4, DLL1 mEGF2.7, DLL1 mEGF2.8, DLL1 mEGF3, DLL1 mEGF3.4, DLL1 mEGF3.7, DLLI
mEGF3.8 und DLL1 mEGF2.3.4 wurde mittels Autoradiographie eine in vitro Fucosylierung durch den
Einbau von *H-Fucose nachgewiesen.

Beim systematischen Vergleich aller Ergebnissse der in vitro Analysen (subzelluldre
Lokalisierung, Zelloberfldchenbiotinylierug, NOTCH1-Aktivierung, Akzeptorfahigkeit fiir die
Fucosylierung) der verschiedenen DLL1 mEGF Proteinvarianten zeigte sich, dass in allen
zweifachen Kombinationen der Mutation in der EGF-Domine 2 mit einer weiteren in der EGF-
Domine 3, 4, 7 oder 8 die Ergebnisse vergleichbar zum DLLI1wt Protein waren (DLLI
mEGF2.3, DLL1 mEGF2.4, mEGF2.7, DLL1 mEGF2.8 (Tabelle 15 1., II., IIL., IV.)). Diese
Beobachtungen konnten ebenfalls fiir die Proteinvariante DLLL1 mEGF3.4 und DLL1 mEGF
2.3.4 mit drei Mutationen in den EGF-Motiven 2, 3 und 4 gemacht werden (Tabelle 15 VI., XIL.).
Alle diese Proteine wurden wie das nichtmutierte DLL1wt Protein auf der Zelloberfldche
exprimiert, waren in der Lage den NOTCHI1 zu aktivieren und wurden als Substrate in vitro
fucosyliert. Wenn auch die Konstrukte fiir DLL1 mEGF2 und DLL1 mEGF4 nicht exprimiert

werden konnten, so schien aufgrund der Ergebnisse der Analyse der Proteine, in denen jeweils
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nur die Fucosylierungstellen in den EGF-Motiven 2, 3 und 4 in verschiedenen Kombinationen
ausgeschaltet wurden, der Verlust dieser Konsensussequenzen keine essentielle Bedeutung fiir
die Funktion von DLL1 zu haben. Wurden zu den drei Mutationen in den EGF-Motiven 2, 3 und
4 zwei weitere in den Fucosylierungsstellen der EGF-Doménen 7 und 8 hinzugefiigt, zeigte die
entstandene Proteinvariante DLL1 mEGF 2.3.4.7.8 alle Merkmale eines in vitro Phénotyps: Das
Protein wurde iiberwiegend intrazelluldr exprimiert, konnte aufgrund der fehlenden oder
schwachen Oberflachenpriasentation, NOTCHI nur schwach aktivieren und wurde in einer
metabolischen Markierung nicht nachweisbar fucosyliert (Tabelle 15 XIII.). Der direkte
Vergleich zwischen den Proteinvarianten DLL1 mEGF2.3.4 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 zeigte als
einzigen Unterschied den Verlust der Fucosylierungsstellen in den EGF-Motiven 7 und 8, so dass
die Hypothese aufgestellt werden konnte, dass diese EGF-Motive eine besondere Rolle fiir die
Fucosylierung von DLL1 haben, deren Mutation zu den beobachteten Effekten fiihrte.

Zu einer dhnlichen Schlussfolgerung fiihrte auch die Analyse der Ergebnisse der in vitro-
Fucosylierungen: Der Verlust der Fucosylierungskonsensussequenzen in den EGF-Motiven 4, 7
und 8 waren allen 4 Proteinen gemeinsam, die keinen Einbau von SH-Fucose zeigten, so dass sich
die Frage stellte, ob diese drei Fucosylierungsstellen eine Minimaleinheit bildeten, die fiir eine O-
Fucosylierung von DLLI eine entscheidene Rolle spielte. Um diese Hypothese zu iiberpriifen,
wurde ein weiteres Expressionskonstrukt generiert, das Mutationen in den Konsensussequenzen
fiir die EGF-Motive 4, 7 und 8 trug. Ahnlich zu den Konstrukten, die diese drei Mutationen
einzeln bzw. in zweifacher Kombination aufwiesen (DLL1 mEGF4, DLL1 mEGF8 und DLLI
mEGF7.8 (Tabelle 15 XV., XVI., XVIIL.) konnte dieses Konstrukt ebenfalls nicht exprimiert
werden, so dass eine weitere Untersuchung der Mutationen in diesen drei EGF-Doménen
erschwert wurde. Da bei Kombination dieser drei Mutationen in den EGF-Motiven 4, 7 und 8 mit
anderen Mutationen, die resultierenden Proteinvarianten wiederum das DLLI1wt Verhalten
aufwiesen, konnte diese drei Mutationen nicht allein dafiir verantwortlich sein. So wurde zum
Beispiel fiir DLL mEGF7 eine intrazellulire Lokalisierung, ein geringe NOTCH1-Aktivierung
und keine Fucosylierung nachgewiesen (Tabelle 15 XI.). Wie bereits zuvor erwéhnt, zeigte aber
die Kombination mit der Mutation in dem EGF-Motiv 2 die Wildtyp-dhnlichen Ergebnisse,
dagegen ergab die Kombination mit einer Mutation in der EGF-Doméne 3 eine Proteinvariante,
die liberwiegend intrazelluldr exprimiert wurde, aber noch NOTCHI1 aktivierte und in vitro

fucosyliert wurde (Tabelle 15 VIL.).
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Der Vergleich der Analysenergebnisse deutet final darauf hin, dass nicht die Mutationen der
einzelnen EGF-Motive 4, 7 und 8 oder wenige Kombinationen der drei Mutationen fiir alle
beobachteten Effekte verantwortlich waren. Vielmehr bestand die Moglichkeit, dass diese 3
Mutationen mafigeblich an den Effekten beteiligt waren, in Kombination mit anderen mutierten
oder auch intakten EGF-Motiven aber so durch deren Einflu} verstérkt oder aufgehoben wurden,

dass dieses vielfiltige Spektrum an Ergebnissen entstehen konnte.
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Nr. Konstrukt- Exprimier- | Subzellulare Notch1- in vitro
name barkeit | Lokalisierung Aktivierung Fucosylierung

mEGF 2.3 + @ — +

I. mEGF 2.4 + @ B

. | mEGF27 + ©) +

IV. | mEGF 2.8 + @ %

V. mEGF 3 + @ 4

V. | mEGF 3.4 + @ +

Vil. | mEGF37 + . ) +

Vil | mEGF 3.8 + @ +

IX. | mEGF47 4 o -

X. MEGF 4.8 + @ -

Xl. | mEGF7 + ° -

Xll. | mEGF2.34 + @ +

Xlll. | mEGF 2.3.4.7.8 + o -

XIV. | mEGF 2 -

XV. | mEGF 4 -

XVI. | mEGF 8 =

XVIl.| mEGF 7.8 -

XVIIl.| mEGF 4.7.8 -

@ Zelloberflachenexpression °Intrazel|ulére Expression
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Tabelle 15: Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro Analysen fiir die DLL1 mEGF
Proteinvarianten: Analyse der Exprimierbarkeit (Daten hier nicht gezeigt), subzelluliren Lokalisierung,
NOTCH 1-Aktivierung und in vitro Fucosylierung nach Einbau von *H-Fucose.

4.3 Ausschalten (Knock Out) der Pofutl Expression in DLL1 exprimierenden
Zellen mit Hilfe von RNA-Interferenz

Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass das Enzym POFUT1 die Ubertragung der O-
Fucose auf spezifische Serin- und Threoninreste in Konsensussequenzen verschiedener EGF-
Motive des Notch-Rezeptors katalysierte (Moloney et al., 2000, Chen et al., 2001). Bei gezielter
Inaktivierung von OFUTI1 wurde fiir den Rezeptor in Drosophila der Verlust der
Zelloberflachenexpression und eine intrazellulire Akkumulation beobachtet (Okajima et al., 2005
und 2007). Um die Rolle der O-Fucosylierung fiir den Liganden DLL1 in Abwesenheit der
Modifikation zu untersuchen und mogliche Einfliisse von Punktmutationen durch Mutagenese
des DLL1-Substrats auszuschlieen, wurden in vitro CHO Zellen hergestellt, in denen DLLI
stabil exprimiert und die Genexpression von Pofutl spezifisch ausgeschaltet wurde. Mit Hilfe der
Expression von siRNA-Konstrukten, die gegen das Pofutl-Gen gerichtet waren, sollte dessen
Expression ausgeschaltet (Knock-Out) und auf diese Weise die O-Fucosylierung des Liganden
inhibiert werden. Vergleichbar zu den Proteinvarianten, in denen der Verlust der Fucosylierung
durch Mutation der Fucosylierungsstellen erreicht wurde, sollten fiir DLL1 die subzellulére
Lokalisierung, die NOTCHI1-Aktivierung sowie eine mogliche in vitro Fucosylierung in

Abwesenheit von POFUT1 untersucht werden.

4.3.1 Herstellung von stabilen Zelllinien fiir die Expression der Pofutl siRNA-Konstrukte

Fiir die Verringerung der Pofutl-Genexpression wurde mit Hilfe von Pamela Stanley drei
zielerkennende siRNA-Sequenzen ausgewdhlt (siehe 3.1.4 Tabelle 3). Mit Hilfe von jeweils zwei
komplementiren Oligonukleotiden wurden die entsprechenden Genfragmente, die die siRNA
Hairpin-Struktur codierten, durch Hybridisierung generiert. Diese wurden in die Vektoren
pSilencer™ 2. 1-U6 puro und pSilencer™ 2.1-U6 hygro kloniert, die neben dem humanen U6-
Promotor fiir die Expression der siRNAs noch jeweils eine Puromycin- und Hygromycin-

Resistenz-Kassette aufwiesen.
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Zur Herstellung von drei Zelllinien, die gleichzeitig stabil DLL1-Flag und jeweils eines der
beiden und beide siRNA-Expressionskonstrukte exprimierten, wurden die CHO-Zelllinie, die
stabil DLL1 exprimierte mit den hergestellten siRNA-Konstrukten transfiziert. Mit Hilfe von 2,5
ug/ml Puromycin, 500 yg/ml Hygromycin B oder beiden Antibiotika wurde auf das Wachstum
von Zellklonen mit stabiler Expression selektiert. Um die erhaltenen Zellklone auf die Expression
der einzelnen oder beiden siRNA-Expressionskonstrukten zu testen, wurden Zelllysate aus den
Zellklonen hergestellt und diese zunichst auf einem Western Blot mit Hilfe eines anti-Pofutl-
Antikorpers auf die Ausschaltung der Expression von POFUT1 untersucht. Als Positivkontrolle
wurde die Expression von POFUT1 in Lysaten der DLL1 stabil exprimierenden CHO-Zelllinie,
immortalisierter Pofutl+/+-Maus-Primérzellen sowie aus Pofut+/+- E9.5 Embryonen detektiert.
Als Negativkontrolle wurden Lysate aus Pofut-/- E9.5 Embryonen verwendet. Der anti-Pofutl
Antikorper (von Y.Saga) war in der Lage, POFUT]1 in den Lysaten der immortalisierten Maus-
Primirzellen sowie der Embryonen nachzuweisen, dagegen nicht in den DLL1 exprimierenden
CHO-Zellen, so dass ohne die Bestitigung der Expression der Positivkontrolle die schwachen
Signale fiir die Expression einiger Zellklone, wie Klon #4, nicht auswertbar waren (Abb. 4.10 A).
Der einzige kommerziell erhéltliche anti-Pofutl Antikdrper (Abnova) zeigte keinerlei spezifische
Detektion auf einem Western Blot (Daten hier nicht gezeigt), so dass die Analyse der
Proteinexpressionen in den verschiedenen Zellklonen keine verlédsslichen Aussagen zulieB3.

Daher wurde mit Hilfe einer Northern Blot-Hybridisierung die RNA verschiedener Zellklone auf
die Expression der Pofutl-Transkripte analysiert. Dazu wurde aus den Zellklonen die Gesamt-
RNA pripariert, diese auf einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, mittels
Kapillartransfer auf eine Nylonmembran iibertragen und mit einer **P-markierten DNA-Sonde
aus dem proteincodierenden Bereich des murinen Pofutl-Gens hybridisiert (siche 3.2.1.4.). Die
Transkripte wurden autoradiographisch sichtbar gemacht.

Die Autoradiographie wies Pofutl-Transkripte in untransfizierten sowie DLL1 exprimierenden
CHO-Zellen nach, die als Positivkontrollen keine gegen Pofutl gerichteten siRNA-
Expressionskonstrukte enthielten (Abb. 4.10 B). Wie erwartet konnten in Pofutl-/-Embryonen
keine Pofutl-Transkript detektiert werden. In den hergestellten Zellklonen wurden
unterschiedliche Mengen des Pofutl-Transkripts nachgewiesen, so zeigten die Klone #2, 3, 13
und 23 nur eine sehr geringe Transkriptmenge im Vergleich zu den Klonen 21, 22, 24 und 26,

deren Signalintensitdt fiir die Expression aber insgesamt noch schwécher als die der
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Positivkontrollen war. Mit Hilfe der Northern Blot-Analyse konnte kein Zellklon mit
vollstdndiger Eliminierung des Pofutl-Transkripts gefunden werden, so dass fiir die Klone mit
geringer Transkriptmenge eine Reduzierung statt einer Eliminierung des Pofutl-Transkripts
erreicht wurde. Die Zellklone, die beide siRNA-Konstrukte stabil exprimierten, zeigten deutlich
geringere Transkriptmengen auf, als die Zellen, die nur eines der beiden Konstrukte exprimierten.
Fiir die weitere Analysen wurden die Klone 6, 13 und 23 ausgewéhlt, da sie unterschiedliche
Mengen an Pofutl-Transkript aufwiesen und so die Beobachtung von Effekten ermoglichen

sollten, die eventuell von der Pofutl-Dosis abhidngig waren.
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Abb. 4.10: Analysen von POFUTI1-Protein- (A) und Pofutl-Genexpression (B) in DLL1
exprimierenden CHO-Zellen, die stabil gegen Pofutl gerichtete siRNA-Expressionskonstrukte
exprimierten.

A Western Blot-Analyse von Proteinlysaten einiger CHO-Zellklone, die stabil DLL1 und beide gegen
Pofutl gerichtete siRNA-Expressionskonstrukte exprimierten. Der anti-Pofutl Antikdrper detektierte
POFUTI!1 in den Lysaten aus Pofut+/+-Maus-Primérzellen und Pofut+/+-Embryonen (E9.5), die als
Positivkontrollen verwendet wurden, dagegen nicht in DLL1 exprimierenden CHO-Zellen. Fiir den Klon
#4 wurde eine schwache POFUT1-Expression nachgewiesen.

B Northern Blot Analyse von Gesamt-RNA aus CHO-Zellklonen, die stabil Transkripte von DII1 und den
beiden siRNA-Expressionskonstrukten exprimierten. Der Blot wurde mit einer **P-markierten DNA-
Sonde aus der proteinkodierenden Region des murinen Pofutl-Gens hybridisiert. Die Autoradiographie
bestétigte fiir die Positivkontrollen, untransfizierte und stabil DLL1 exprimierende CHO-Zellen, die
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Expression des Pofutl-Transkripts, sowie das Fehlen des Transkripts in Pofut-/- Embryonen (E9.5) als
Negativkontrolle (Abb. 4.10 B). Fiir alle hergestellten Zellklone wurden im Vergleich zur Positivkontrolle
geringere Transkriptmengen nachgewiesen, wobei diese zwischen verschiedenen Klonen variierten. So
zeigten die Klone #2, 3, 13 und 23 insgesamt die schwéchsten Signalintensititen im Vergleich zu den
Klonen 21, 22, 24 und 26 mit hoheren Pofutl-Transkriptmengen.

4.3.1 Analyse der subzelluliiren Lokalisierung, NOTCH1-Aktivierung und Fucosylierung
von DLL1 in CHO-Zellen nach Reduzierung von POFUT1 durch RNA-Interferenz

Fiir den Notch-Rezeptor konnte in Drosophila S2 Zellen, in denen POFUT1 durch siRNAs
ausgeschaltet wurde, ein Verlust der NOTCH1-Expression an der Zelloberfliche und eine
Akkumulation im ER beobachtet werden (Okajima et al., 2005). Um zu untersuchen, ob sich die
subzelluldare Lokalisierung von DLL1 durch die Reduzierung von POFUT1 in CHO-Zellen
veridnderte, wurden die CHO-Zellklone #6, 13 und 23, die DLL1 und die beiden gegen Pofutl
gerichteten siRNA-Expressionskonstrukte exprimierten, mit dem anti-Flag- Antikérper und einem
Alexa®488-konjugierten Sekundirantikdrper angeférbt (siehe 3.3.6). Die konfokalen Aufnahmen
zeigten fiir die Immunfluoreszenzfirbungen aller drei Klone eine Lokalisierung von DLL1 auf
der Zelloberfliche, wie sie fiir DLL1 aus CHO-Zellen ohne siRNAs nachgewiesen wurde (Abb.
4.11 A, Reprisentativ Klon #6 dargestellt). Fiir die detektierte Zelloberflichenexpression der drei
Zellklone, die sich durch die Proteinmenge von POFUTI1 unterschieden, konnten keine
Unterschiede in der Signalstirke oder -verteilung festgestellt werden, so dass auf die Darstellung
der Féarbungen aller drei Klone verzichtet wurde.

Um zu untersuchen, ob sich die NOTCHI1-Aktivierung von DLL1 durch Reduktion von POFUT1
dnderte, und diese Effekte von unterschiedlichen POFUT1-Proteindosen abhingig waren, wurde
diese drei Zellklone in einem unter 3.2.4.5 beschriebenen Luciferase-basierten
Transaktivierungsassay getestet. Die Messung der relativen Luciferase-Aktivierung zeigte, dass
DLL1 in allen drei Zellklonen trotz unterschiedlicher POFUT1-Protein-Mengen NOTCHI1
aktivierte (Abb. 4.11 B). Fiir die Zellklone #6, 13 und 26 wurden Luciferase-Aktivititen von
96%, 104% und 87% ermittelt, die damit sehr nahe an der Aktivierung von DLL1 in CHO-Zellen
ohne Reduktion von POFUTI lagen bzw. diese iibertrafen. Wie durch die Northern Blot-Analyse
(Abb. 4.10 B) gezeigt wurde, wies von den drei Zellklonen der Klon #6 die hochste Menge des
Pofutl-Transkripts auf, gefolgt von Klon #13 mit einem etwas schwicheren und Klon #23 mit

einem sehr schwachen Signal fiir die Pofutl-Expression. Beim Vergleich der Werte fiir die
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NOTCHI1-Aktivierungen und POFUTI1-Proteinmengen in den Zellklonen wurde nur fiir den
Zellklon #23 eine Korrelation gefunden, da dieser bei stirkster Reduktion von POFUT1 auch den
niedrigsten Wert flir die Aktivierung von NOTCHI1 zeigte.

A CHO DLL1+
Pofut1 siRNA #6
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Abb. 4.11: Analyse der subzelluliren Lokalisierung und NOTCH1-Aktivierung von DLL1 in CHO-
Zellen nach Reduzierung von POFUT1 durch RNA-Interferenz.

A Immunfluoreszenzfarbung des Zellklons #6, der stabil DLL1 und die beiden gegen Pofutl gerichteten
siRNA-Konstrukte exprimierte, mit dem anti-Flag-Antikérper und einem Alexa®488-konjugierten
Sekundérantikdrper. Die Farbung wies DLL1 auf der Zelloberfliche nach (A) wie in CHO DLL1-Zellen
ohne Expression von siRNA-Konstrukten (CHO DLL1, hier nicht gezeigt, siche Abb. 4.2 A a-c, Abb. 4.5
A a-c). Da das Expressionsmuster aller drei untersuchten Zellklone (#6, 13, 23) identisch war, wird an
dieser Stelle nur die Aufnahme eines Klons gezeigt. MaB3stab, 10 pm.
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B Luciferase-abhéngiger Transaktivierungsassay, um DLL1 nach Reduzierung von POFUT1 auf die
NOTCHI1-Aktivierung zu iiberpriifen. DLL1 konnte unabhangig vom Maf der Reduktion von POFUT1
NOTCHI aktivieren (B). Die gemessenen Werte der relativen Luciferase-Aktivitdt lagen dabei mit 96%,
104% und 87% fiir die Klone #6, 13 und 26 sehr nah an der zelluliren Wildtyp-Situation. Die relative
Luciferase-Aktivitidt der untransfizierten CHO Zellen (CHO) wurde auf 0% und die von DLL1 ohne
Pofut-Reduktion (CHO DLL1) auf 100% gesetzt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe der Aktivitét
der Renilla-Luciferase normalisiert, fiir die ein Konstrukt (pRL-TK) kotransfiziert worden war. In zwei
unabhingigen Experimenten wurden 4 Kokultivierungen pro Zellklon und CHO DLL1 durchgefiihrt.
Dargestellt sind die Mittelwerte+ Standardabweichung.

Um den schwachen Einflul der POFUTI1-Reduktion auf den Zellklon #23 genauer zu
untersuchen, der bei Uberpriifung der NOTCH 1-Aktivitiit eine geringe Abnahme gezeigt hatte,
wurde eine metabolische Markierung mit *H-Fucose durchgefiihrt, da fiir den Fall einer
Reduzierung der POFUT1-Menge ein geringerer Einbau von *H-Fucose in das Protein DLLI
erwartet wurde. Zur Kontrolle der Proteinexpression von DLL1 in den verschieden Zellklonen
wurden die Zellen parallel mit einem Gemisch aus *S-Methion und Cystein markiert. Nach 24-
stiindiger Inkubation wurden die Zellen lysiert, DLL1 mit dem anti-DLL1, 1F9-Antikdrper
immunpréazipitiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und radioaktiv-markiertes DLL1 mit Hilfe

der Autoradiographie detektiert (siche 3.2.3.5).
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Abb. 4.12: Autoradiographie der *H-Fucose und **S-Methion/Cystein-markierten DLL1 Proteine
aus CHO-Zellklonen, die stabil DLL1 und die die beiden gegen Pofutl gerichteten siRNA-
Konstrukte exprimierten. Die drei Zellklone #6, 13 und 23 wurden zusammen mit CHO-Zellen, die nur
DLL1 exprimierten (CHO DLLI1) fiir 24 h mit *H-Fucose und einem Gemisch aus *’S-Methion und
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Cystein inkubiert. Nach Zelllyse und Immunprézipitation mit dem anti-DLL1, 1F9-Antikdrper wurden die
Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt, die Gele getrocknet und die markierten Proteine mittels
Autoradiographie sichtbar gemacht. Alle drei Zellklone zeigten trotz der Reduzierung von POFUT1 noch
einen Einbau von *H-Fucose vergleichbar zum DLL 1wt Protein.

Die Abbildung 4.12 zeigte, dass alle drei Zellklone trotz unterschiedlicher Mengen an POFUTI1
in vitro fucosyliert wurden und beim Vergleich des Einbaus kein Unterschied zwischen den
einzelnen Zellklonen, noch der CHO DLL1-Zelllinie ohne POFUT1-Reduzierung zu erkennen
war. Fiir die in vitro Fucosylierung wurde somit im Gegensatz zur Messung der NOTCH1-

Aktivierung keine POFUT1-Dosis-abhinigen Effekte fiir DLL1 beobachtet.

Zusammenfassend wurde bei der Herstellung von Zellklonen, die stabil DLL1 und zwei gegen
Pofutl gerichtete siRNA-Konstrukte exprimierten, nur eine Reduzierung der POFUT1-
Expression erreicht. Trotz dieser Reduzierung wurde DLL1 in diesen Zellen unveridndert auf der
Zelloberfldche exprimiert, zeigte eine nur etwas verringerte NOTCH1-Aktivierung und wurde
mittels metabolischer Markierung in vitro fucosyliert. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass
die Reduzierung von POFUTI in den DLLI1 exprimierenden Zellen moglicherweise nicht
ausreichte, und dass fiir die Untersuchung der Rolle von POFUTTI fiir DLLI1 eine vollstindige

Eliminierung von POFUT1 gewihrleistet sein miisste.
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4.4 Untersuchung des Einflusses der N-Glykosylierung auf DLL1

Der Notch-Rezeptor trigt in den EGF-Motiven der extrazelluliren Domidne neben den
Konsensussequenzen fiir O-Fucosylierung und O-Glykosylierung auch Konsensussequenzen fiir
eine N-Glyksosylierung (Johansen et al.,1989). 10 EGF-dhnliche Dominen des Rezeptors tragen
als Modifizierung komplexe N-Glykane zusammen mit O-Fucose-Glykanen (Haines und Irvine,
2003; Haltiwanger und Lowe, 2004). Wéhrend die Eliminierung der Glycosyltransferaseaktivitét
von Genen, die fiir die Synthese von O-Fucose-Glykanen essentiell sind, zu Defekten in
Drosophila, Zebrafisch und Vertebraten filihrten, die durch den Verlust des Notch-Signalwegs
entstanden (Haines und Irvine, 2003, Appel et., 2003, Lu und Stanley, 2006), wiesen mutante
Miuse, denen die komplexen N-Glykane fehlten, keine vom Notch-Signalweg abhédngigen
Defekte wihrend der embryonalen Entwicklung auf (Panin et al., 2002; Haltiwanger und Lowe,
2004). Da auch fiir DLL1 eine Konsensussequenz in der EGF-dhnlichen Doméne 7 fiir eine
Modifizierung durch N-Glykane beschrieben wurde, stellte sich die Frage, welche Rolle die N-
Glykosylierung fiir DLL1 spielte und ob diese aufgrund der Nachbarschaft zu der begrenzten
Fucosylierungs-Konsensussequenz im EGF-Motiv 7 einen Einfluf auf die O-Fucosylierung von

DLL1 hatte.

4.4.1 Analyse von zelluliren Eigenschaften von DLL1 nach Mutagenese der
Konsensussequenz fiir die N-Glykosylierung in EGF-Motiv 7

Um die Rolle der N-Glykosylierung fiir DLL1 zu analysieren, wurde diese durch ortsgerichtete
Mutagenese der Konsensussequenz in dem EGF-Motiv 7 von DLL1 inhibiert und die neu
entstandene DLL1 Proteinvariante auf ihre subzelluldre Lokalisierung, NOTCH1-Aktivierung
und einen EinfluB der N-Glykosylierung auf die Fucosylierung untersucht. In der
Konsensussequenz fiir die N-Glykosylierung, NCS (Aparagin-Cystein-Serin) im EGF-Motiv 7
von DLL1, wurde Asparagin als Akzeptoraminosdure durch Glutamin ersetzt.

Das, wie unter 3.2.1.2 beschrieben, generierte Expressionskonstrukt D111 mutN-Glycosite wurde
fiir die Herstellung einer stabilen Zelllinie in CHO Zellen transfiziert und mit Hilfe von 500
pg/ml Neomycin und 250 pg/ml Zeocin auf Zellklone selektiert, die das mutante Protein stabil

exprimierten. Die stabile Zelllinie wurde im Anschlufl subkloniert (siehe 3.2.4.3). Die
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Proteinexpression wurde auf einem Western Blot mit dem anti-Flag-Antikorper, der gegen das
am C-Terminus platzierte Flag-Tag gerichtet war, nachgewiesen .

Fiir die Analyse der subzelluliren Lokalisierung wurde ein CHO-Zellklon, der stabil DLLI
mutN-Glycosite exprimierte, mit drei Primérantikorpern gegen verschiedene Epitope von DLL1
und Alexa488®-konjugierten Sekundirantikdrpern angefirbt (Abb. 4.13). Die
Immunfluoreszenzfarbungen der drei verschiedenen Primérantikorper zeigten fiir die mutante
Proteinvariante DLL1 mutN-Glycosite eine Lokalisierung auf der Zelloberflache (Abb. 4.13 d-f)
vergleichbar zum DLL1 wt Protein (a-c). Der Verlust der N-Glykosylierung schien damit keinen
Effekt auf die subzelluldre Lokalisierung von DLL1 zu haben.

a-Flag a-DLL1, 1F9 a-DLL1, 2A5

DLLA1

DLL1 mutN-Glycosite

Abb. 4.13: Analyse der subzelluliiren Lokalisierung von DLL1 mutN-Glycosite. Das mutante Protein
stabil exprimierende CHO-Zellen wurden mit drei Primédrantikorpern gegen zwei intrazelluldre Epitope
(Peptid 2A5 und das Flag-Tag) und ein extrazelluldres Epitop (Peptid 1F9) von DLL1 und Alexa488°-
konjugierten Sekundirantikdrpern angefirbt. Fiir das mutante Protein DLL1 mutN-Glycosite wurde mit
allen drei Antikorpern eine Lokalisierung auf der Zelloberfliche (d-f) detektiert, wie sie auch das DLL1wt
Protein als Positivkontrolle zeigte (a-c). Malistab, 10 um.
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Mit Hilfe einer Zelloberflichenbiotinylierung wurde auf eine zweite Weise die Verteilung des
DLL1 mutN-Glycosite-Proteins in der Zelle untersucht. Dazu wurde CHO-Zellen, die diese
Proteinvariante oder das DLL1wt Protein stabil exprimierten mit Biotin inkubiert und nach der
Lyse der Zellen, die biotinmarkierten Proteine mit Hilfe von Streptavidin immunpréazipitiert. Auf
einem Western-Blot wurde die Proteinexpression der fiir die Immunprézipitation eingesetzten
Lysate (Input) kontrolliert und die markierten Proteine mittels des anti-Flag-Antikorpers
nachgewiesen (IP) (siehe 3.3.4). Die Zelloberflichenbiotinylierung zeigte sowohl fiir das
DLL1wt Protein (DLL1) als auch fiir die mutante Proteinvariante eine Présentation auf der
Zelloberfliche (Abb. 4.14). Um zu ermitteln, wie viel von dem auf der Oberfliche prasentierten
Protein tatsdchlich in der Lage war, NOTCHI1 zu aktivieren, wurde das mutante Protein in einem
bereits unter 4.1.3 beschriebenen Transaktivierungsassay getestet (Abb. 4.15). Die relative
Luciferase-Aktivierung, die als Mal} fiir die NOTCH1-Aktivierung gemessen wurde, betrug fiir
DLL1 mutN-Glycosite 78,4% und war damit gegeniiber dem DLL 1wt Protein verringert.

Mit Hilfe der Lokalisierungsanalyse und der Zelloberfldchenbiotinylierung war die Prasentation
des mutanten Proteins auf der Zelloberfliche nachgewiesen worden, und mit der NOTCHI1-
Aktivierung, dass das auf der Oberfliche vorhandene Protein im Vergleich zum DLL1wt Protein

eine verringerte Fahigkeit besal}, den Notch-Signalweg zu aktivieren.
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Abb. 4.14: Untersuchung der Zelloberflichenbiotinylierung von DLL1 mutN-Glycosite. CHO-
Zellen, die stabil DLL1 und das mutante Protein DLL1 mutN-Glycosite exprimierten, wurden mit Biotin
inkubiert. Nach der Lyse der Zellen und einer Streptavidin-Immunprézipitation wurden die
biotinmarkierten Proteine (IP) zusammen mit den Zelllysaten, die fiir die IP eingesetzt wurden (Input), mit
Hilfe des anti-Flag-Antikorpers auf dem Western Blot nachgewiesen. Die Biotinylierung zeigte, dass die
mutante Proteinvariante DLL1 mutN-Glycosite wie das DLL1wt Protein auf der Zelloberfliache prasentiert
wurde.
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Abb. 4.15: Analyse der NOTCHI1-Aktivierung von DLL1 mutN-Glycosite. Diec mutante
Proteinvariante DLL1 mutN-Glycosite zeigte im Vergleich zum DLL1wt Protein eine verringerte relative
Luciferase- und damit NOTCHI1-Aktivierung (78,4%). Die relative Luciferase-Aktivitit der
untransfizierten CHO Zellen (CHO) wurde auf 0% und die des DLL1wt Proteins (CHO DLL1) auf 100%
gesetzt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe der Aktivitit der Renilla-Luciferase normalisiert, fiir
die ein Konstrukt (pRL-TK) kotransfiziert worden war. Es wurden 4 Kokultivierungen pro Zellklon und
CHO DLL1 durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte+ Standardabweichung.

Um einen Einflufl der N-Glykosylierung auf die O-Fucosylierung zu untersuchen, wurden CHO
Zellen, die stabil die generierte Proteinvariante exprimierten, in vitro mit *H-Fucose fucosyliert.
Zusitzlich wurde ein Teil der Zellen gleichzeitig mit *H-Fucose und Tunicamycin als Inhibitor

der N-Glykosylierung inkubiert. Die N-Glykosylierung von Proteinen erfolgt im
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endoplasmatischen Retikulum durch Ubertragung eines Core-Oligosaccharides von
Dolicholphosphat an einen Asparaginrest des Proteins. Der erste Schritt der Core-
Oligosaccharidsynthese ist die Addition von N-Acetylglucosamin an Dolicholphosphat. Dieser
initiale Schritt wird durch Tunicamycin, einem hydrophoben Analogon des N-
Acetylglucosamins, gehemmt, wodurch die N-Glykosylierung von Proteinen unterbunden wird.
AuBerdem bewirkt es einen Stillstand des Zellzyklus in der G1-Phase. Eine Folge der inhibierten
N-Glykosylierung ist die Retention von Proteinen im ER, da nur vollstindig glykosylierte
Proteine nach Uberpriifung durch die Chaperone das ER verlassen.

Zunichst wurden die CHO-Zellen, die DLL1 stabil exprimierten fiir 24 h metabolisch mit *H-
Fucose, parallel mit einem Gemisch aus *’S-Methion und Cystein markiert und die Hilfte der
Zellen zusitzlich mit Tunicamycin inkubiert. Nach der Zelllyse und einer Immunprézipitation mit
dem anti-DLL1-1F9-Antikérper wurde das Protein gelelektrophoretisch aufgetrennt und
radioaktiv markiertes DLL1 mit Hilfe der Autoradiographie detektiert. Der unverinderte Einbau
von “H-Fucose in DLL1 in Ab- und Anwesenheit von Tunicamycin zeigte, dass ein Verlust der
N-Glycosylierung keinen Einflull auf die in vitro O-Fucosylierung hatte (Abb. 4.16). Beim
Vergleich der detektierten Proteinmengen fiir die O-Fucosylierung wurde fiir die Anwesenheit
von Tunicamycin eine Abnahme der Proteinmenge des markierten DLL1 beobachtet, die auf eine
mogliche Retention des Proteins im ER oder eine Inhibition der Proteinsynthese zuriickgefiihrt

werden konnte.
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Abb. 4.16: Analyse des Einflusses der N-Glykosylierung auf die O-Fucosylierung von DLL1. Stabil
DLL1 exprimierende CHO-Zellen wurden fiir 24 h mit *H-Fucose und zur Hilfte zusitzlich mit 10 pg/ml
Tunicamcin inkubiert. Nach der Lyse der Zellen und einer Immunprézipitation mit dem anti-DLL1, 1F9-
Antikorper wurde das Protein gelelektrophoretisch aufgetrennt, die Gele getrocknet und DLL1 mit Hilfe
von Autoradiographie detektiert. Durch den Verlust der N-Glykosylierung wurde der *H-Fucose-Einbau in
DLL1 nicht verhindert. Beim Vergleich der detektierten Proteinsignale fiir die Fucosylierung wurde bei
Anwesenheit von Tunicamycin fiir DLL1 eine Abnahme der Proteinmenge beobachtet, die durch eine
mogliche ER-Retention des Proteins entstehen konnte.

Wie die Autoradiographie von Abb. 4.17 zeigte, wurde die Proteinvariante DLL1 mutN-
Glycosite in vitro fucosyliert, so dass der Verlust der N-Glykosylierung den Einbau von *H-
Fucose nicht verhinderte (Abb. 4.17 3. Bande von links). Auch die Zugabe von Tunicamycin
fiihrte nicht zu einer Verdnderung dieses Einbaus in DLL1 mutN-Gycosite (Abb. 4.17, 4. Bande
von links). Das als Positivkontrolle verwendete DLL1 zeigte die bereits in Abb. 4.16 beobachtete
in vitro Fucosylierung unter beiden Bedingungen, wobei die Proteinmenge in diesem Experiment

durch Zugabe von Tunicamycin nicht abnahm.
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Abb. 4.17: Analyse des Einflusses der N-Glykosylierung auf die O-Fucosylierung der
Proteinvariante DLL1 mutN-Glycosite. CHO-Zellklone, die stabil die DLL1 mutN-Gycosite-
Proteinvariante und als Positivkontrolle DLL1 exprimierten, wurden fiir 24 h mit *H-Fucose und zur
Halfte mit 10 pg/ml Tunicamycin inkubiert. Nach der Zelllyse und einer Immunprézipitation mit dem
anti-DLL1, 1F9-Antikérper wurden die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt, die Gele getrocknet und
mittels Autoradiographie die markierten Proteine detektiert. Fiir die Proteinvariante DLL1 mutN-
Glycosite und das DLL1wt Protein wurde ein Einbau von *H-Fucose nachgewiesen (1. und 3. Band von
links). Die Inkubation mit Tunicamycin zur zusitzlichen Inhibition der N-Glykosylierung zeigte fiir beide
Proteine keinen wesentlichen Einflu3 auf diesen Einbau (2. und 4. Bande von links).
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Der Verlust der N-Glykosylierung durch Mutagenese der Konsensussequenz zeigte keinen
wesentlichen EinfluB} auf die fiir den Notch-Signalweg potentiell wichtige O-Fucosylierung von
DLLI, da die mutante Proteinvariante in vitro vergleichbar zum DLLIwt Protein *H-Fucose
einbaute. Die subzelluldre Lokalisierung wurde durch Mutagenese der Konsensussequenz
ebenfalls nicht beeinflusst, da die Proteinvariante auf der Zelloberfliche exprimiert wurde. Allein
die gemessene NOTCH1-Aktivierung des mutanten Proteins war gegeniiber dem DLL1wt

Protein verringert.
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4.5 Analyse der subzellulidren Lokalisierung von endogenem DLL1 in

Abwesenheit von POFUT1

4.5.1 Analyse der subzelluliren Lokalisierung von endogenem DLL1 in Zellen des
priasomitischen Mesoderms von Pofutl+/+ und Pofutl-/- Embryonen

Zusétzlich zur Untersuchung der Rolle der O-Fucosylierung in vitro wurde die subzelluldre
Lokalisierung von endogenem DLLI1 in Abwesenheit von POFUTI1 unter physiologischen
Bedingungen mit Hilfe einer Ganzpraparat-Immunfluoreszenzfarbung analysiert.

In CHO-Zellen wurde fiir die subzellulire Lokalisierung von DLL1 bei Verlust der
Fucosylierung in den in vitro Analysen unterschiedliche Ergebnisse gefunden: Die DLLI
Proteinvariante DLL1 mEGF2.3.4.7.8 zeigte nach Fehlen der Fucosylierung durch Mutagenese
aller Fucosylierungsstellen eine intrazellulire Lokalisierung, dagegen wurde DLL1 bei
Reduzierung der POFUT1-Proteinmenge durch Herabregulation der Pofutl-Genexpression in

CHO-Zellen noch auf der Zelloberfliche exprimiert.

Mit Hilfe der Ganzpriparat-Immunfluoreszenzfirbung wurde DLL1 in vivo in Zellen des
prasomitischen Mesoderms (PSM) in Pofut1+/+ und Pofutl-/- E9.5 Embryonen, wie unter 3.2.3.7
beschrieben, angefirbt und mittels konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Der verwendete
polyklonale anti-DLL1 Antikorper war gegen den C-Terminus gerichtet und wurde mit Hilfe
eines Alexa488®-konjugierten Sekundirantikdrpers sichtbar gemacht. Der Farbstoff Draq5 wurde
als DNA-bindender Kernfarbstoff verwendet. Vor Beginn dieser Arbeit war durch In situ
Hybridisierung gezeigt worden, dass DII1 im PSM von Pofutl E9.5 Embryonen exprimiert
wurde. Um die Expression von endogenem DLL1 in PSM-Zellen des gleichen
Embryonalstadiums miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden fiir die Experimente Pofutl +/+
und Pofutl-/- Embryonen derselben Wiirfe verwendet und innerhalb des PSM Zellen aus
gleichen Regionen untersucht. Die Immunfluoreszenzfarbung von PSM-Zellen eines Pofutl+/+
Embryos zeigte fiir DLL1 in vivo eine iiberwiegend uniforme Lokalisierung auf der
Plasmamembran der Zellen (Abb. 4.18 a, f, k, p), die durch die vollstindige Uberlagerung der
Farbung mit der des Zelloberflichenproteins Pan-Cadherin bestdtigt wurde (Abb. 4.18 a-t,

Pfeile). Daneben wurde in einigen Zellen eine zusitzliche cytoplasmatische Farbung mit
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punktierter Verteilung detektiert, die keine Uberlagerung mit der Expression von Pan-Cadherin

zeigte (Abb. 4.18 f, g, h, Sterne).

o DLL1/
o Pan-Cadherin

=

o DLLA1 o Pan-Cadherin

Drag5 Uberlagerung

Pofut+/+

Abb. 4.18: Analyse der subzelluliren Lokalisierung von endogenem DLL1 in Pofutl+/+ PSM-
Zellen. Die PSM-Zellen von Pofutl+/+-Embryonen wurden mit Antikdrpern gegen die intrazellulédre
Doméne von DLLI, das Zelloberflichenprotein Pan-Cadherin und dem Kernfarbstoff Draq5 sowie
Alexa488®-und 555 konjugierten Sekundirantikérpern angefirbt und mit Hilfe der konfokalen
Lasermikroskopie analysiert. Endogenes DLL1 wurde iiberwiegend auf der Plasmamembran der Zellen
nachgewiesen, was durch die Uberlagerung der Firbung mit der von Pan-Cadherin bestitigt wurde (a, b, c,
f, g, h, p, q, r, Markierung mit Pfeilen). In einigen Bereichen wurde zusitzlich eine cytoplasmatische
Lokalisierung in Form vesikuldrer Strukturen detektiert, die keine Koexpression mit Pan-Cadherin zeigte
(f, g, h, Sterne). Mafistab, 10 um.

In Abwesenheit von POFUT1 und somit inhibierter O-Fucosylierung wurde DLL1 in PSM-
Zellen von Pofutl-/- Embryonen ebenfalls auf der Zelloberflache mit Pan-Cadherin koexprimiert
(Abb. 4.19 g, h, I, m, v, w, a’, b’). Neben dieser Zelloberflichenexpression fiir DLL1, die
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vergleichbar mit dem Expressionsmuster aus den Pofutl+/+ PSM-Zellen war (Abb. 4.18), wurde
zusitzlich eine diffuse intrazelluldre Lokalisierung von DLL1 im Cytosol detektiert, die keine
Uberlagerung mit der Pan-Cadherin-Expression zeigte (Abb. 4.19 f, gh, k, 1, m,u, v, w,z, a’, b’,
Markierung mit Pfeilen). In einigen Zellen erschien diese intrazelluldre Expression um den mit
Draq5 angeférbten Kern nicht einheitlich, sondern vielmehr in vesikuldren punktierten Strukturen

vorzuliegen (Abb. 4.19 u).
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o-DLL1/

o-DLLA1 a-PanCadherin Draq5

Uberlagerung

o-PanCadherin

Pofut-/-

Abb. 4.19: Analyse der subzelluliren Lokalisierung von endogenem DLL1 in Pofutl-/- PSM-Zellen.
Fiir DLL1 wurde in vivo auf der Plasmamembran der PSM-Zellen von Pofutl-/- E9.5 Embryonen eine
Koexpression mit Pan-Cadherin nachgewiesen (c, h, m, r, w, b”). Daneben zeigte DLL1 eine Expression
im Cytosol der PSM-Zellen, fiir die keine Uberlagerung mit der Pan-Cadherin Firbung und zum Teil eine
punktierte Verteilung beobachtet wurde (f-h, k-m, u-w, z-b’, Markierung mit Pfeilen). MaBstab, 10 pm.
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Um in vivo die ektopische intrazelluldre Lokalisierung von DLLI1 in Pofutl-/- PSM-Zellen auf
eine Kolokalisierung mit dem Endoplasmatischen Reticulum (ER) oder dem Golgi-Apparat als
Syntheseort der O-Glykane und ihrer weiteren Modifizierung zu untersuchen, wurden
Dreifachfarbungen mit Antikorpern gegen DLLI1, den cis-Golgi-Marker GM130, das ER-Protein
Calreticulin sowie Draq5 durchgefiihrt. In PSM-Zellen aus Pofutl+/+ Embryonen wurde eine
partielle Kolokalisierung von endogenem DLLI mit dem cis-Golgi-Protein GM130 in
vesikuldren Strukturen im Cytoplasma in Plasmamembranndhe der Zellen festgestellt (Abb. 4.20
a-e, siche Markierung mit Pfeil in d). Diese wurde bereits in fritheren Studien beobachtet (Geffers
et al., 2007). In Pofutl-/-PSM-Zellen fand in den Bereichen, in denen das endogene DLLI
intrazelluldr nachgewiesen wurde, eine Koexpression mit GM130 sehr nahe der Plasmamembran

statt (Abb. 4.20 £-j, siche Pfeil ).

o-DLL1+GM130 Ausschnitt Uberlagerung

Pofut+/+

Pofut-/-

Abb. 4.20: Analyse der intrazelluliren Lokalisierung von endogenem DLL1 in Pofutl-/- PSM-Zellen
mit Hilfe des cis-Golgi-Proteins GM130. Die PSM-Zellen aus Pofutl+/+ und Pofutl-/- Embryonen
wurden mit Antikoérpern gegen DLL1 und das cis-Golgi-Protein GM130 sowie dem Kernfarbstoff Draq5
geférbt. Fiir das endogene DLL1 wurde in den Pofutl+/+-PSM Zellen eine partielle Kolokalisierung mit
dem cis-Golgi-Protein GM130 in der Nédhe der Plasmamembran nachgewiesen (c, d Markierung mit
Pfeil). In Pofutl-/- PSM-Zellen wurde in den Bereichen, in denen eine intrazelluldre Expression von
DLL1 detektiert wurde, eine Koexpression mit GM130 in Plasmamembrannédhe gezeigt (h, i mit Pfeil).
Ma@stab, 10 pm.
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Neben der subzelluldren Lokalisierung von DLL1 als Ligand wurde auch die des Notchl-
Rezeptors in den PSM-Zellen von Pofutl Embryonen mit der Ganzpriparat-
Immunfluoreszenzfarbung analysiert. In Doppelfiarbungen gegen endogenes DLL1 und NOTCHI1
in PSM-Zellen von Pofutl+/+ Embryonen wurde fiir beide Proteine eine Koexpression auf der
Plasmamembran der Zellen nachgewiesen (Abb. 4.21 a-d), wie sie fiir die Wildtyp-Situation
erwartet und fiir eine Interaktion vorausgesetzt wurde. Wéhrend sich dabei die Expression von
DLL1 tiberwiegend uniform auf die Zelloberfldche beschrinkte, wurde NOTCH1 sowohl auf der
Oberfliache als auch diffus im Cytoplasma der Zellen in Form vesikuldrer Strukturen detektiert
(Abb. 4.21 a, b), wodurch die Uberlagerung der Firbungen kleine Unterbrechungen aufwies
(Abb. 4.21 ¢, d Pfeil). Die Farbungen in den Pofutl-/- PSM-Zellen zeigten fiir DLLI eine starke
Zelloberflichenexpression neben einer schwidcheren im Cytosol (e), wie bereits in
vorangegangenen Firbungen beobachtet wurde. NOTCH1 wurde verstirkt in groBeren
vesikuldren Strukturen im Cytosol exprimiert (Abb. 4.21 f Pfeil, h Pfeile). Daneben zeigten die
Féarbungen eine im Vergleich dazu schwichere uneinheitliche Expression im gesamten Cytosol,
so dass eine deutliche Abgrenzung der einzelnen Zellen erschwert wurde. Die Kolokalisierung
von DLL1 und NOTCHI1 war im Vergleich zu der in den Pofutl+/+ PSM-Zellen sehr gering und
wurde nur punktuell detektiert (Abb. 4.21 g, h Pfeil mit Stern).

o-DLL1 o-NOTCH1 Uberlagerung Ausschnitt

Pofut+/+

Pofut-/-
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Abb. 4.21: Analyse der subzelluliiren Lokalisierung von endogenem DLL1 und NOTCH1 in
Pofutl+/+ und -/- PSM-Zellen. Die PSM-Zellen aus Pofutl+/+ und Pofutl-/- Embryonen wurden mit
Antikorpern gegen DLL1 und NOTCH1 angefarbt. In Pofutl+/+-PSM Zellen wurde endogenes DLL1 auf
der Zelloberfliche exprimiert und NOTCH1 sowohl auf der Zelloberflache als auch weniger distinkt im
Cytoplasma (a-d). In Pofutl-/- PSM-Zellen wurde endogenes DLL1 auf der Plasmamembran und im
Cytosol der Zellen nachgewiesen (e). Fiir NOTCH1 wurde eine verstirkte Expression in vesikuldren
Strukturen im Cytosol detektiert (f, h Markierung mit Pfeilen), daneben eine schwache uneinheitliche
Anfiarbung des gesamten Cytosols und weniger konzentriert auf der Zelloberfliche im Vergleich zur
Expression in Pofutl+/+ PSM-Zellen (f). Die Kolokalisierung von DLL1 und NOTCH1 in Pofut-/- PSM-
Zellen nahm ab und war nur punktuell zu beobachten (g, h Pfeil mit Stern). Mal3stab, 10 um.

Um die Ergebnisse der subzelluldren Lokalisierungsanalyse von NOTCH1 mit denen von DLL1
vergleichen zu konnen, wurden fiir NOTCHI1 ebenfalls Dreifachfarbungen mit dem Antikorper
gegen das Oberflachenprotein Pan-Cadherin und Draq5 durchgefiihrt. In Pofutl+/+ PSM-Zellen
wurde fiir NOTCHI eine iiberwiegende Expression auf der Zelloberfliche nachgewiesen, die
nicht uniform war, sondern vielmehr kleine Unterbrechungen aufwies. In einigen Bereichen
reichte sie von der Plasmamembran bis ins Cytosol, was mit der Gegenfarbung durch Pan-
Cadherin auf der Zelloberfldche gezeigt wurde (Abb. 4.22 A f-j, k-0). In Pofutl-/- PSM-Zellen
wurde das endogene NOTCH1 sowohl auf der Zelloberfliche kolokalisiert mit Pan-Cadherin
nachgewiesen (Abb. 4.22 B f-], k-0), als auch intrazellulér in vesikuldren Strukturen im gesamten

Cytoplasma (Abb. 4.22 B f, g, j, k, 1, o Markierung mit Pfeilen).

Zusammenfassend wiesen die in vivo Firbungen von PSM-Zellen aus Pofutl+/+ Embryonen eine
iiberwiegende Zelloberflichenexpression der endogenen Proteine DLL1 und NOTCH1 nach, die
mit der des Oberfldchenmarkerproteins Pan-Cadherin in groen Bereichen der Plasmamembran
Uberlagerungen zeigte. Im Gegensatz dazu wurde DLL1 bei Fehlen von POFUT1 in den PSM-
Zellen auf der Zelloberflache und im Cytosol der Zellen detektiert. Die grof3ere Proteinmenge

von DLL1 wurde auf der Plasmamembran in Kolokalisierung mit Pan-Cadherin nachgewiesen.
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Intrazellulédr zeigte DLL1 eine Lokalisierung in vesikuldren bzw. punktierten Strukturen, wobei
der groBte Teil des Proteins auBerhalb von ER und Golgi-Apparat detektiert und somit in noch
nicht charakterisierten Strukturen exprimiert wurde. Fiir NOTCH1 wurde in den Pofutl-/- PSM-
Zellen ein dhnliches Expressionsmuster ermittelt: Der groflte Anteil des endogen exprimierten
NOTCHI1 wurde auf der Zelloberfldche mit Pan-Cadherin koexprimiert. Intrazelluldr wurde eine
geringere Menge des Proteins im Cytosol nachgewiesen, wobei diese Expression wenig distinkt
und in einigen Bereichen vesikuldr erschien. Wie diese Ergebnisse zeigten, fithrte in den PSM-
Zellen das Fehlen von POFUT1 und der Fucosylierung zu einer Verdnderung der subzelluldren
Lokalisierung, so dass beide Proteine neben der Oberflichenexpression zusétzlich im Cytosol

lokalisiert waren.
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o-NOTCH1

a-PanCadherin

o-NOTCH1/

Drag5

Uberlagerung

Pofut +/+

N

oa-PanCadherin

o-NOTCH1

o-PanCadherin

o-NOTCH1/

Drag5

Pofut -/-

a-PanCadherin
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Abb. 4.22: Analyse der subzelluliiren Lokalisierung von endogenem NOTCHI1 in Pofutl+/+ und -/-
PSM-Zellen. Die PSM-Zellen aus Pofutl+/+ (A) und Pofutl-/- (B) Embryonen wurden mit Antikdrpern
gegen NOTCHI, das Zelloberflichenprotein Pan-Cadherin und Draq5 angefarbt. Fiir NOTCH1 wurde in
Pofutl+/+-PSM Zellen eine iiberwiegende Koexpression mit Pan-Cadherin auf der Plasmamembran
nachgewiesen (A), die nicht als homogen, sondern vielmehr mit kleinen Unterbrechungen beschrieben
wurde (f, g, h, j, k, I, m, o, Markierung mit Pfeilen). In Pofutl-/- PSM-Zellen zeigten die Farbungen fiir
das endogene NOTCHI eine Expression auf der Zelloberflache, die mit der fiir Pan-Cadherin iiberlagert
wurde (B, f, g, h und k, 1, m, Pfeile). Zusétzlich wurde eine uneinheitliche intrazelluldre Lokalisierung von
NOTCHI1 im Cytosol der Zellen detektiert (B, f, g, h, j und k, 1, m, o Pfeile). MaB3stab, 10 pm.

4.5.2 In vitro Analyse der subzelluliren Lokalisierung von DLL1 in embryonalen Pofutl-/-
Fibroblasten

Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse der Lokalisierungsanalysen von DLL1 in vivo bei
Abwesenheit von POFUT1 und in vitro durch Reduzierung der POFUT1-Menge wurden fiir
weitere Untersuchungen von DLL1 embryonale Fibroblastenzelllinien aus E9.5 Pofutl+/+ und
Pofutl-/- E9.5 Embryonen generiert, die stabil DLL1 exprimierten.

Die immortalisierten embryonalen Fibroblasten aus Pofutl+/+ und Pofutl-/-Embryonen wurden
wie unter 3.2.4.4 beschrieben hergestellt. Fiir eine stabile Expression von DLL1 wurde das
Plasmid pTracerCMV-DIl1Flag in die Zellen transfiziert und mit 500 pg/ml Neomycin (G418)
auf Zellklone selektiert, die DLL1-Flag stabil exprimierten. Mit Hilfe des anti-Flag-Antikorpers
wurde auf einem Western-Blot die Proteinexpression fiir die stabilen Zellklone nachgewiesen.
Fiir die Analyse der subzelluldren Lokalisierung von DLL1 in den Pofutl-defizienten
embryonalen Fibroblasten wurden diese mit Antikorpern gegen DLLI1, das cis-Golgi-Protein
GM130, das ER-Protein Calreticulin und Clathrin angefarbt (siehe 3.3.6). Das Protein Clathrin
wirkt an der Einstiilpung von Zellmembranen und der Bildung von Vesikeln mit. Auflerdem
wurde fiir die Clathrin-abhingige Endocytose eine Beteiligung am Recycling des Notch-
Rezeptors, sowie der trans- und cis-Inhibierung des Signalwegs beschrieben (Gupta-Rossi et al.,
2004; Sakata et al., 2004; Wilkin et al., 2004). Fiir die Pofut1+/+ embryonalen Fibroblasten, die
stabil DLL1 exprimieren sollten, wurde erst nach mehrmonatiger Kultivierung und Selektion mit
Neomycin Zellklone isoliert, so dass diese wenigen Zellen bis zur Fertigstellung dieser Arbeit nur
mit Antikdrpern gegen DLL1 und das ER-Protein Calreticulin angefarbt wurden. Die konfokalen
Aufnahmen zeigten fiir DLL1 eine Expression auf der Zelloberfldche der Pofut+/+-Primérzellen

(Abb. 4.23 a, d, e) und keine Kolokalisierung mit dem ER-Protein Calreticulin (Abb. 4.23 c).
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a-DLL1, 1F9 a- Calreticulin Uberlagerung

Immortalisierte Primarzellen Pofut +/+

Abb. 4.23: Analyse der subzelluliren Lokalisierung von DLL1 in embryonalen Pofutl+/+
Fibroblasten. Immortalisierte Fibroblasten aus Pofutl+/+ Embryonen, die stabil DLL1 exprimierten,
wurden mit Antikdrpern gegen die extrazellulire Doméine von DLL1 und das ER-Protein Calreticulin
angefarbt. DLL1 wurde auf der Zelloberfldche (a, d, e) nachgewiesen und zeigte keine Kolokalisierung
mit dem ER-Protein Calreticulin (c). Mafistab, 10 um.

In Abwesenheit von POFUT1 wurde fiir DLL1 mit zwei Antikdrpern, die gegen die intra- und
extrazelluldire Doméne von DLL1 gerichtet waren, eine intrazellulire Expression nachgewiesen
(Abb. 4.24 A a-f, B a-f). In einigen Zellen wurde diese homogen im gesamten Cytosol beobachtet
(A a-f, B b, d), in anderen perinukledr konzentriert (B a, e, f, Pfeile). Um die Anwesenheit von
DLL1-Protein auf der Zelloberfliche zu tliberpriifen, wurde zusitzlich mit Antikorpern gegen die
Zelloberflachenproteine Pan-Cadherin, das “Tight junction® spezifische Proteinl (ZO1) sowie die
die Na'-K'-ATPase als integrales Membranprotein gefirbt. Alle getesteten Antikorper zeigten
jedoch auf den embryonalen Fibroblasten keine spezifische Detektion.

Die Doppelfarbungen von DLL1 und den intrazelluldren Organellenmarkern wiesen partielle

Kolokalisierungen nach, die aufgrund der zum Teil vesikuldr vorliegenden Einzelfarbungen von
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DLL1 und den Markerproteinen als punktuelle Uberlagerungen detektiert wurden (B m-x,
Markierung durch Pfeile). Durch den Vergleich der Einzelfirbungen von DLL1 und den
Markerproteinen wurden diese aber als spezifische Signale verifiziert. So wurde fiir DLL1 und
GM130 eine teilweise Koexpression im perinukledren Bereich des Cytosols detektiert (B m, n, s,
t, Pfeile), fiir DLL1 und Calreticulin eine im peripheren Cytoplasma (B o, p, u, v, Pfeile) und fiir

DLL1 und Clathrin eine iberwiegend perinukledre Kolokalisierung (B q, r, w, x, Pfeile).
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a-Flag + o-DLL1, 1F9

a-Flag

a-DLL1, 1F9

o

DIl1,1F9 + GM130

DII1,1F9 + Calreticulin

DII1,1F9 + Clathrin

DLL1, 1F9

GM130/
Calreticulin/Clathrin

Ausschnitt

Abb. 4.24: Analyse der subzelluliren Lokalisierung von DLL1 in embryonalen Pofutl-/-
Fibroblasten. Immortalisierte Fibroblasten aus Pofutl-/- Embryonen, die stabil DLL1 exprimierten,
wurden mit Antikdrpern gegen die extrazelluldre Doméne und den Flag-Tag von DLL1 (A), sowie gegen
das cis-Golgi-Protein GM130, das ER-Protein Calreticulin und Clathrin. angeférbt (B). In den Pofut-
defizienten Zellen wurde DLL1 im Cytoplasma der Zellen nachgewiesen (A a-f, B a-f), in einigen Zellen
homogen (A a-f, B b, d), in anderen zum Teil perinukledr konzentriert (B a, e, f, Markierung mit Pfeilen).
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Die Doppelfdarbungen mit dem cis-Golgi-Protein GM130 (B a, b, g, h, m, n, s, t), dem ER-Protein
Calreticulin (B ¢, d,i, j, 0, p, u, v) und Clathrin (B e, f, k, 1, g, r, w, x Pfeile) zeigten in einigen Bereichen
des Cytosols und fiir GM130 und Clathrin perinukleér teilweise Kolokalisierungen, die aufgrund der
vesikuldren Einzel-Expressionen punktuell nachgewiesen wurde (B m, n, s, t, o, p, u, v, q, 1, W, X).
Mafstab, 10 pm.

Die in vitro Lokalisierungsanalysen in immortalisierten embryonalen Fibroblasten, die aus
Pofutl+/+- und Pofutl-/- Embryonen hergestellt wurden und stabil DLL1 exprimierten, zeigten
fiir DLL1 in Anwesenheit von POFUT]1 eine Zelloberfachenexpression, wie sie vergleichbar in
den zuvor beschriebenen in vitro und in vivo Untersuchungen als Wildtyp-Situation beobachtet
wurde.

Dagegen wurde bei Abwesenheit von POFUT1 fiir DLL1 eine intrazellulire Lokalisierung
nachgewiesen, die sich iiberwiegend homogen iiber das gesamte Cytoplasma erstreckte, nur in
wenigen Farbungen eine perinukledre Konzentration zeigte und teilweise mit der Expression von
GM130, Calreticulin oder Clathrin iiberlagerte. Vergleichbar zu den Ergebnissen der in vitro
Studien nach Ausschaltung der Fucosylierungsstellen wurde DLL1 auch bei Fehlen von POFUT1
intrazelluldr akkumuliert und ein groB3er Teil des Proteins auflerhalb von ER und Golgi-Apparat

in noch nicht charakterisierten Strukturen exprimiert.
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5. Diskussion

5.1 Die Rolle der Integritit der konservierten Disulfidbriicken der EGF-
dhnlichen Doméinen von DLL1 in vitro fiir den Notch-Signalweg

Die EGF-Motive der extrazelluliren Doméane von DLL1 haben eine entscheidende Bedeutung fiir
die Bindung des Notch-Rezeptors, die anschlieBende Aktivierung des Notch-Signalwegs und als
Substrate fiir die O-Fucosylierung und Glykosylierung (Rebay et al., 1991; Sakamoto et al., 2005;
Panin etal., 2002). Obwohl in Drosophila beschriebene Mutationen in der extrazelluliren
Domine von DELTA Anderungen fiir die Interaktion mit dem Rezeptor zeigten, wurde der
Beitrag jeder einzelnen EGF-Doméne zu dieser Interaktion bislang nicht untersucht (Lieber et al.,
1992; Brand und Campos-Ortega, 1990). Um den EinfluB3 der konservierten Disulfidbriicken als
Strukturelemente innerhalb der EGF-Doménen von DLL1 fiir die Funktion des Liganden zu
untersuchen und Hinweise auf die moglicherweise an der Bindung zum Rezeptor essentiellen
Bereiche von DLL1 zu erlangen, wurde in den acht EGF-Motiven von DLL1 in jedem einzeln
zwei konservierte Cysteine durch Glycine ersetzt. Durch die Punktmutationen wurde die
Ausbildung von zwei der drei konservierten Disulfidbriicken innerhalb jeder EGF-Doméne
inhibiert und die resultierenden Effekte der Mutationen auf die subzelluldre Lokalisierung und
Aktivitdt von DLL1 analysiert. Die mutante DLL1 EGF1-Proteinvariante zeigte in den in vitro
Analysen als einzige eine liberwiegend intrazelluldre Expression und aufgrund der fehlenden
Zelloberflachenprésentation keine Aktivierung von NOTCH1 (Abb. 4.2; 4.4). Alle weiteren
mutanten DLL1-Proteine (DLL1 EGF2-EGF8) wurden auf der Zelloberflache detektiert und
zeigten mit Ausnahme von DLL1 EGF2 und DLL1 EGF3 zum DLL1 wt Protein vergleichbare
NOTCHI1-Aktivierungen. Die Proteinvarianten DLL1 EGF2 und DLL1 EGF3 wiesen nur
Aktivierungen des Rezeptors von ca. 20 und 25% auf. Der Verlust bzw. die geringe Aktivierung
von NOTCHI1 durch die DLL1 Proteine, die Mutationen in den EGF-Doménen 1 und 2 tragen,
sind auf deren Bedeutung fiir die Rezeptorbindung zuriickzufiihren. Diese beiden Motive bilden
zusammen mit der DSL-Doméne die essentielle minimale Einheit fiir die Bindung des Rezeptors,
was mit Hilfe von in vitro Bindungsstudien gezeigt wurde (Shimizu et al., 1999; Muskavitch,
1994). Im DLL1-Protein sind an der Aktivierung von NOTCH1 der N-Terminus mit der DSL-
Doméne und den EGF-Motiven 1 und 2 sowie die intrazellulire Doméne beteiligt (Geffers et al.,

2007). Die Erforderlichkeit der EGF-Domine 3 von DLLI1, deren zugehoriges Protein eine
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ebenfalls geringe NOTCHI1-Aktivierung zeigte, fiir eine Rezeptor-Interaktion ist bislang nicht
untersucht worden. Aufgrund ihrer distalen Lage zu den EGF-Motiven 1 und 2, welche die
Bindung zum Rezeptor substantiell stabilisieren, ist ein unterstiitzender Einflu8 durch das EGF-
Motiv 3 ebenfalls denkbar.

Da bislang keine Proteinstruktur fiir die extrazelluldre Doméne (ECD) von DLL1 bekannt und
somit die Anordnung der EGF-Motive zueinander ungeklédrt ist, konnen fiir mogliche
molekularen Mechanismen, welche die Erkennung, Bindung und Aktivierung des Rezeptors
durch DLL1 bestimmen wiirden, nur Hypothesen in Analogie zu bekannten Strukturmodellen fiir
die extrazellulire Doméine von DLL1 aufgestellt werden. Denkbar fiir einen Einflul wiren
strukturelle Effekte, die sich durch die Faltungen und Anordnung der EGF-Motive, sowie durch
posttranslationelle Modifikationen wie die Glykosylierung ergeben konnten.

Der Vergleich der NOTCH1-Aktivierungen der DLL1 EGF Proteine in vitro in Bezug auf die
Anordnung der mutierten EGF-Motive in DLL1 zeigt eine fast lineare Zunahme der
Aktivierungen. Eine Korrelation zwischen den Effekten der Mutationen und der Entfernung des
entsprechenden mutierten EGF-Motives zu der fiir die Bindung von NOTCHI1 essentiellen DSL-
Doméne konnte somit bestehen. Auf den in vitro Beobachtungen basierend wére fiir die Struktur
der extrazelluldiren Doméne von DLLI ein stabformiges Modell denkbar, in dem die acht EGF-
Doménen linear hintereinander angeordnet wiren. Der rdumliche Abstand zwischen den
einzelnen EGF-Dominen in der Reihenfolge von EGF-Motiv 1 bis EGF-Motiv 8 und der DSL-
Domine wiirde immer grofer und umgekehrt proportional die Moglichkeit physikalisch direkt an
der durch die DSL-Doméne vermittelten Bindung teilzunehmen oder diese zu unterstiitzen immer
kleiner. Somit wiirde in diesem Modell die Abnahme der rdumlichen Entfernung eines EGF-
Motives von der Bindungsstelle auch die Abnahme seiner Signifikanz fiir die Liganden-Rezeptor-
Interaktion bedeuten. Mutationen in den peripheren EGF-Doménen 6, 7 und 8 wiirden aufgrund
ihres geringeren Einflusses fiir die Interaktion mit dem Rezeptor geringere Auswirkungen auf die
Gesamtaktivitdt von DLL1 zeigen, was fiir die in dieser Arbeit gemessenen Aktivierungen nach
der Mutation dieser EGF-Motive beobachtet wird.

Die Unterschiede in den in vitro NOTCH1-Aktivierungen der Proteinvarianten konnen auch auf
unspezifische Effekte zuriickgefiihrt werden, die durch die Einfiihrung der Punktmutationen in
die Proteinvarianten bedingt sind, wobei eine Unterscheidung bzw. Auftrennung der Einfliisse

von spezifischen oder unspezifischer Effekten nicht moglich ist.
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5.1.2 Die Analysen der Mutanten von DLL1 zeigen in vitro und in vivo deutliche
Unterschiede fiir die Aktivitit von DLL1

Parallel zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Studien wird die Rolle der Mutationen in
vivo unter Verwendung von unterschiedlichen Mauslinien analysiert, welche jeweils einzeln die
Mutationen tragen (K. Schuster-Gossler, unpublizierte Daten, siehe auch Abb. 5.1 C).

Wiéhrend in vitro von den acht mutanten DLL1 Proteinvarianten nur die Proteine mit einer
Mutation in der ersten, zweiten und dritten EGF-Doméne einen deutlichen Verlust ihrer
biologischen Aktivitit aufweisen und nicht mehr oder nur gering in der Lage sind, den Notch-
Signalweg zu aktivieren, zeigt die in vivo Analyse, mit Ausnahme der Mutation im EGF-Motiv 6,
fiir alle weiteren mutierten EGF-Motive von DLL1 Phénotypen. Diese Mutationen fiihren in vivo
zu unterschiedlichen Auspriagungen des Phinotyps, der mit milden bis schweren Defekten in der
Somitogenese, Neurogenese und Vaskulogenese und teilweise mit embryonaler Letalitit
verbunden ist. Wéhrend sich der Austausch der Cystein-Reste gegen Glycin in den EGF-Motiven
1 und 2 sehr friih in der Embryonalentwicklung letal auswirkt, Embryonen mit Mutationen in den
EGF-Motiven 3, 4 und 8 perinatal letal sind, fiihren die Mutationen in den EGF-Dominen 5 und
7 zu lebensfdahigen Méusen mit milden Skelettphénotypen. Die Mutation in der EGF-Doméne 6
von DLLI scheint als einzige keine Auswirkungen in vivo zu haben, da die Embryonen keine
Auftilligkeiten zeigen (Abb. 5.1; K. Schuster-Gossler, unpublizierte Daten).

Der Vergleich der Ergebnisse der in vitro und in vivo Studien zeigt deutliche Unterschiede in den
Auswirkungen der Mutationen in den einzelnen EGF-Motiven von DLLI1. Eine eindeutige
Korrelation zwischen den Ergebnissen in vitro und in vivo besteht nur fiir die Mutationen im
ersten und zweiten EGF-Motiv (DLL1 EGF1, EGF2). DLL1 EGF1 wurde in vitro im Vergleich
zum DLL1 wt Protein iiberwiegend intrazelluldr exprimiert (B b) und zeigte aufgrund der
fehlenden Oberflachenprisentation keine Aktivierung von NOTCHI1. Embryonen mit dieser
Mutation weisen schwere Defekte auf und sterben am Tag 12 der Embryonalentwicklung (A b, B
b, C, zweite Spalte). Eine anndhernde Korrelation kann noch fiir die Auswirkungen der Mutation
im zweiten EGF-Motiv beschrieben werden. Das Protein DLL1 EGF2 wurde auf der
Zelloberflache exprimiert und zeigte eine schwache NOTCH1-Aktivierung, wihrend in vivo die
Schwere der Defekte und die frithe Letalitit der Embryonen vergleichbar zu denen durch die

Mutation im EGF-Motiv 1 sind (A; B, C dritte Spalte jeweils). Fiir DLL1 EGF3 wurde eine
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hohere Funktionalitét bei fast gleicher NOTCH1-Aktivierung beobachtet. Die Embryonen mit
einer mutierten EGF-Domine 3 zeigen schwere Defekte, sind aber nicht frith embryonal letal (A;
B; C vierte Spalte). Zwischen den in vitro und in vivo Ergebnissen fiir die Mutationen in den
EGF-Dominen 4-8 sind, mit Ausnahme der Mutation in der EGF-Doméne 6, keine klaren
Korrelationen zu erkennen, da den gemessenen und sehr dhnlichen relativen Luciferase-
Aktivierungen von NOTCHI1 in vitro sehr unterschiedliche Auspridgungen des Phéanotyps in vivo

gegeniiberstehen.
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Abb. 5.1: Vergleich der in vitro und in vivo Effekte der Mutationen in den EGF-ihnlichen Motiven
1-8 der extrazelluliren Domine von DLL1, in denen jeweils zwei Cysteinreste ausgetauscht wurden.
A. Analyse der NOTCHI1-Aktivierungen von DLL1 und den DLL1 EGF-Proteinvarianten (siche auch
4.1.3, Abb. 4.4). B. Analyse der subzelluldren Lokalisierung von DLL1 und den DLL1 EGF-
Proteinvarianten in CHO-Zellen (siehe auch 4.1.1, Abb. 4.2). C. In vivo Analyse der Mutationen in
Mausembryonen aus drei unterschiedlichen Entwicklungsstadien (E12.5, E15.5 und E18.5) zeigen
unterschiedlich stark ausgepriagte Phinotypen (Karin Schuster-Gossler, unpublizierte Daten). Die in vitro
und in vivo Ergebnisse korrelieren fiir die Mutation im ersten EGF-Motiv (EGF1). DLL1 EGF1 wurde in
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vitro lberwiegend intrazelluldir exprimiert (B b) und aktivierte aufgrund der fehlenden
Oberflachenpriasentation NOTCH1 (N1) nicht. In vivo zeigen E12.5 Embryonen mit dieser Mutation
schwere Defekte und sind frith embryonal letal (A b, B b, C, zweite Spalte). Fiir DLL1 EGF2 dagegen
wird nur noch eine annidhernde Korrelation nachgewiesen. Das auf der Zelloberfliche exprimierte Protein
DLL1 EGF2 ist nur schwach in der Lage, N1 zu aktivieren. /n vivo sind die Defekte und die frithe Letalitét
vergleichbar zu DLL1 EGF1 (A; B, C dritte Spalte jeweils). Fiir DLL1 EGF3 wurde eine
Zelloberflichenexpression und im Vergleich zu DLL1 EGF1 und DLL1 EGF2 eine unwesentlich stérkere
N1-Aktivierung gezeigt, wihrend die Embryonen mit schweren Defekten perinatal letal sind (A; B; C
vierte Spalte). Maiise mit einer Mutation in der EGF-Doméne 6 zeigen keinen Phinotyp und kdnnen mit
dem Wildtyp verglichen werden. Zwischen den in vitro und in vivo Ergebnissen fiir die Mutationen in
EGF4, 5, 7 und 8 sind keine klaren Korrelationen zu erkennen: Sehr dhnlichen N1-Aktivierungen von 70-
90% in vitro stehen mutante Mausembryonen mit unterschiedlich schweren Phéinotypen in vivo
gegeniiber.

Eine Ursache fiir die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen konnte in der deutlich hoheren
Empfindlichkeit unter physiologischen Bedingungen liegen, die auch eine Unterscheidung von
geringen Abweichungen zwischen den einzelnen Mutationen von DLL1 ermdglicht, wiahrend in
vitro die hohen Proteinmengen aufgrund der Uberexpression fiir leichte Funktionsverluste
kompensieren konnten und somit geringe Unterschiede zwischen mutanten Proteinvarianten und
deren Aktivitdt nicht erkennen lassen. Um die Bedeutung dieses moglichen Effekts zu
untersuchen, konnten die Proteinvarianten in vivo fiir einen Vergleich iiberexprimiert werden.

Wihrend die in vitro Ergebnisse den Eindruck vermitteln, dass die Aktivitdt von DLL1 nur durch
Mutationen in den EGF-Motiven 1-3 beeintrachtigt wird, zeigen die in vivo Mutanten, dass die
DLL1-Aktivitdt durch Mutationen in fast allen EGF-Motiven betroffen ist, was auf einen
moglichen gemeinsamen Einflul von fast allen EGF-Doménen auf die Interaktion mit dem
Rezeptor hinweist, der neben einer direkten Beteiligung an der Bindung diese zusitzlich
unterstiitzen konnte. Das Zusammenwirken von fast allen EGF-Motiven auf diese Interaktion
wiirde ein Strukturmodell fiir die extrazellulire Doméne von DLL1 favorisieren, in dem die
einzelnen EGF-Motive Moglichkeiten haben, untereinander Wechselwirkungen einzugehen, so
dass Variationen des stabformigen Strukturmodells fiir die extrazellulire Domine, welches die in
vitro Effekte allein erkldren konnte, wahrscheinlicher wird. Die Moglichkeit von redundanten
Effekten der einzelnen EGF-Motive konnte zusitzlich die Entstehung der unterschiedlichen
Phénotypen und ihrer Auspridgungen erkliren, da fiir jede einzelne Mutation eines EGF-Motives

ein spezifisches Zusammenspiel von Einfliissen der tibrigen EGF-Motive entstehen wiirde.
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Da DLL1 in den EGF-Motiven 4 und 7 zwei Calciumbindungsstellen aufweist, ist auch ein
EinfluB der Calciumbindung von den EGF-Doménen auf die Proteininteraktionen und
Proteinstruktur denkbar und bereits fiir andere EGF-Proteine beschrieben (Hambleton et al.,
2004; Saha et al., 2001). Calciumbindende EGF-Dominen sind physiologisch von Bedeutung. So
wird beispielsweise das Marfan-Syndrom durch einen Cystein-Austausch in einer
calciumbindenden EGF-Domine des Bindegewebeproteins Fibrillin verursacht (Suk et al., 2004;
Downing et al., 1996; Wouters et al., 2006). Eine Calciumbindung kann Verbindungen zwischen
Proteindomédnen innerhalb eines Proteins stabilisieren und Tandemwiederholungen von
calciumbindenden EGF-Motiven (cbEGF) verstirken. Im Notch-Rezeptor ist eine
Calciumbindung fiir die an der Ligandenbindung beteiligten EGF-Motive 11 und 12 essentiell
(Fehon et al., 1990). Aullerdem wurde mit Hilfe von Bindungsstudien in Drosophila fiir die
Interaktion der ECD von NOTCHI1 mit den Liganden Delta und Serrate ein Strukturmodell
beschrieben, das auch Hinweise fiir die ECD-Struktur von DLLI1 liefern konnte. In diesem Model
sind innerhalb der EGF-Doménen 6-26 von NOTCHI1 die calciumbindenden EGF-Motive starr
miteinander verbunden und bilden unbiegsame Strukturbereiche, wéahrend in anderen
Proteinregionen calciumbindende und nicht-calciumbindende EGF-Motive gegeneinander
gefaltet sind und eine bogenihnliche flexible Struktur ausbilden (Abb. 5.2 A). Das resultierende
Modell zeigt die Moglichkeit von Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen EGF-Motiven
und einem Zusammenwirken bei der Bindung eines Liganden (Xu et al., 2005). Da wie bereits
erwiahnt, DLL1 ebenfalls zwei Calciumbindungsstellen in den EGF-Motiven 4 und 7 besitzt,
kann fiir den Liganden in Analogie ein hypothetisches Strukturmodell unter Annahme von

Wechselwirkungen der calciumbindenden EGF-Dominen beschrieben werden (Abb. 5.2 B).
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Abb. 5.2: Mogliche Strukturmodelle fiir die extrazelluliire Domine von NOTCH1 (Xu et al., 2005)
und daraus abgeleitet fiir DLL1. A Vorgeschlagene Proteinstruktur fiir die EGF-Motive 6-26 der ECD
von NOTCHI, in der Wiederholungen von calciumbindenden EGF-Doménen starre Strukturabschnitte
bilden (grau) und nicht calciumbindende-Doménen (orange) sich gegeneinander falten, wodurch eine
gebogene Struktur entsteht. Das Modell zeigt die Mdoglichkeit, dass die Bindung eines Liganden (in der
leeren Bindungstasche) durch mehrere EGF-Motive beeinflusst wiirde (abgedndert aus Xu et al., 2005).

B Hypothetisches Strukturmodell fiir die ECD von DLLI1. Durch eine mogliche Wechselwirkung der
beiden calciumbindenden EGF-Motive 4 und 7 konnte eine gebogene DLL1-Struktur entstehen, die
Wechselwirkungen der EGF-Motive untereinander fordern wiirde. Aulerdem kdnnte die Proteinstabilitét
verdndert werden. Graue Kreise stehen fiir calciumbindende EGF-Motive, orangefarbene Kreise/Quadrate
fiir nicht-calciumbindende EGF-Motive.

Die Proteinstruktur von DLL1 kénnte durch die Bindung von Calcium so verdndert werden, dass
einige EGF-Motive zum Teil in eine engere Nachbarschaft gebracht wiirden, was Einfliisse
zwischen den Dominen und bei Interaktionen mit dem Rezeptor begiinstigen konnte. Die
geringeren phinotypischen bzw. keine Auffilligkeiten fiir die Mutationen in den EGF-Motiven 5
und 6 konnten beispielsweise auf ihre Lage zwischen den beiden calciumbindenden Doménen
zuriickgefiihrt werden, die Wirkungen dieser EGF-Motive auf den Bindebereich verringern
konnte. Daneben konnte eine Calciumbindung die Proteinstabilitit von DLL1 erhdhen. Die
Bindung betreffende Mutationen konnten so eine Destabilisierung bewirken. Denkbar sind auch
von einer Calciumbindung abhingige Einfliisse auf die Halbwertszeit von DLL1 an der Membran

sowie auf den membranéren Vesikeltransport (Trafficking).
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Die Verminderungen der DLLI1-Aktivitidten in vivo und teilweise in vitro aufgrund der
eingefithrten Mutationen zeigen, dass die Integritidt der EGF-Doménen eine entscheidende Rolle
fiir die Funktion von DLL1 spielt. Normalerweise wird die Proteinstruktur mit Hilfe der drei
Disulfidbriicken stabilisiert (Abb. 5.3), die drei Schleifen fiir die Verankerung der beiden f3-
Faltblatter der EGF-Doméne bilden (Montelione et al., 1992; Carray et al., 1995; Barnham et al.,
1998). Durch den Austausch der konservierten Cysteine 4 und 5 und dem damit verursachten
Verlust der zwei Disulfidbriicken, sowie der Strukturschleifen scheint die Proteinstruktur durch
die Mutationen stark beeintrdchtigt worden zu sein, entweder die Proteinstabilitdt selbst oder
durch Effekte wéhrend der Proteinsynthese oder -faltung. Die beobachteten Ergebnisse legen
nahe, dass die von den konservierten Disulfidbriicken abhdngige Proteinstruktur oder -stabilitét
fiir die DLL1-Aktivitét essentiell ist. Um den Beitrag der konservierten Disulfidbindungen fiir die
Funktionalitdt von DLL1 eindeutig zu bestimmen, miisste zukiinftig noch untersucht werden, auf

welche Weise die strukturellen Anderungen diese modulieren.

Abb. 5.3: Die Anordnung der drei konservierten Disulfidbriicken innerhalb einer EGF-Domiéne
(adaptiert aus Haltiwanger, 2003). Schematische Darstellung einer EGF-Doméidne mit den 6
konservierten Cysteinen (gelb) und deren Beteiligung an den drei Disulfidbriicken. Durch Austausch der
Cysteinreste 4 und 5 gegen Glycin wird die Ausbildung von 2 Disulfidbriicken in den mutanten Proteinen
verhindert. Zwischen dem ersten und zweiten, sowie zweiten und dritten Cysteinrest befinden sich die
Konsensussequenzen fiir die O-Glykosylierung und O-Fucosylierung von DLL1 mit Serin (S) als
Akzeptoraminosdure.

Um zukiinftig die Diskrepanz zwischen den in vivo DLL1-Aktivititen der Embryonen und den
als MaB fiir die Ligandenaktivititen gemessenen NOTCH1-Aktivierungen aufzukldren, miissen
die Affinitdten und Bindungsstirken der DLL1-Proteinvarianten zum Notchl-Rezeptor ermittelt

werden. Mit Hilfe einer exakteren und sensitiveren in vitro Analyse der Interaktionen zwischen
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den mutanten DLL1-Liganden und NOTCHI1 sollte es gelingen, den Anteil des auf der
Zelloberflache prisentierten Liganden zu bestimmen, der an NOTCHI1 binden kann, an der
NOTCHI1-Aktivierung beteiligt ist, sowie eine Messung der Bindungsstirke zu ermdglichen, um
insgesamt die Zusammenhénge zwischen einer Zelloberflaichenexpression eines Liganden und

der Interaktion mit NOTCH]1 préziser analysieren und vergleichen zu kénnen.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die EGF-Dominen 1-3 der
extrazelluliren Doméne von DLLI1 in vitro eine entscheidende Bedeutung fiir die Funktionalitét
von DLL1 haben, da durch Mutation dieser Motive ein Verlust bzw. eine starke Verringerung der
NOTCHI1-Aktivierung gezeigt wurde, die moglicherweise auf Verdnderungen in der
Proteinstruktur oder-stabilitdt zuriickzufiihren ist.

Auf welche Weise und mit welchem Beitrag die einzelnen EGF-Motive von DLL1 an der
Bindung und Interaktion von DLL1 und NOTCHI teilnehmen, kann nur mit Hilfe der
Aufklarung der Proteinstruktur fiir die extrazelluldre Doméne von DLL1 beantwortet werden, fiir

die bereits Bemiithungen angestrengt werden.
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5.2 Die Rolle der O-Fucosylierung fiir DLL1

Die Notch-Liganden JAGGED1 aus dem Menschen und DLL1 aus der Ratte sind als Substrate
fiir eine O-Fucosylierung in vivo nachgewiesen worden, als diese Modifizierung bereits als
essentiell fiir die Aktivitdt des Rezeptors und den Notch-Signalweg beschrieben war (Panin et al.,
2002). Die Notch-Liganden bilden somit eine neue Gruppe von Proteinen, fiir die zusammen mit
nur noch sechs weiteren, eine O-Fucosylierung innerhalb ihrer EGF-dhnlichen Wiederholungen
nachgewiesen sind: Die Plasminogen-Aktivatoren, die Blutgerinnungs-Faktoren (VII, IX, XII),
Crypto (human und murin) als Ligand des Nodal-Signalwegs, ein Protease-Inhibitor aus der
Heuschrecke (PMP-C) und Thrombospondin (Schiffer et al., 2001; Yan et al., 2002; Panin et al.,
2002, Harris et al., 1993, Kentzer et al., 1990). Die schweren Defekte in Mausen aufgrund der
Inaktivierung der an der Synthese von O-Fucose-Glykanen beteiligten Aktivititen verdeutlichen
deren auBerordentliche Bedeutung fiir den Notch-Signalweg. Obwohl in zahlreichen Studien die
O-Fucosylierung des murinen Notch1-Rezeptors analysiert wird, ist deren Rolle fiir den murinen

Liganden DLL1 bislang ungeklart.

5.2.1 Einige Konsensussequenzen fiir die O-Fucosylierung von DLL1 sind in vitro Substrate
fiir diese Modifikation

Fiir die Untersuchung der Bedeutung der O-Fucosylierung fiir DLL1 in vitro sind
Proteinvarianten generiert worden, in denen die fiinf spezifischen Konsensussequenzen in den
EGF-Motiven der extrazelluliren Doméne von DLL1 einzeln und/oder in Kombination mutiert
wurden. Um die Auswirkungen des partiellen oder vollstindigen Verlusts der O-Fucosylierung
fiir die biologische Aktivitidt im Notch-Signalweg zu analysieren und die dafiir essentielle(n)
Konsensussequenz(en) zu bestimmen, sind diese Proteinvarianten auf Verdnderungen in ihrer
subzelluldren Lokalisierung, der NOTCH1-Aktivierung und ihrer Rolle als in vitro Substrate fiir
den Einbau von *H-Fucose im Vergleich zum DLL 1wt Protein untersucht worden.

In der hier vorgelegten Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass durch den vollstindigen
Verlust der O-Fucosylierung in vitro durch Mutagenese aller fiinf Konsensusstellen von DLL1
(DLL1 mEGF2.3.4.7.8), der begrenzten Fucosylierungssequenz in EGF-Motiv 7 (DLLI
mEGF7), sowie durch doppelte Mutation in den Konsensussequenzen der EGF-Motive 4 und 7

(DLL1 mEGF4.7) die resultierenden Proteine nicht mehr in der Lage waren, die Zelloberfliche
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zu erreichen und intrazelluldr exprimiert wurden. Die Proteinvarianten zeigten auBlerdem
aufgrund der fehlenden Zelloberflichenprisentation eine starke Verminderung der NOTCHI1-
Aktivierung, sowie einen Verlust des Einbaus von *H-Fucose nach metabolischer Markierung
(siche Tabelle 15). Da die beobachteten vom DLL 1wt Protein stark abweichenden Effekte stets in
Verbindung mit den Mutationen in den beiden Konsensussequenzen der EGF-Motive 4 und 7
auftraten, scheinen diese beiden Sequenzen eine besondere Bedeutung als Substratstellen fiir die
O-Fucosylierung von DLL1 zu haben. Durch den Verlust des Einbaus von *H-Fucose in DLLI
mEGF2.3.4.7.8 wurde auBlerdem eine O-Fucosylierung an anderen als den mutierten fiinf
Konsensusstellen in DLL1 ausgeschlossen. Die perinukledre Konzentrierung bzw. teilweise
Koexpression der mutierten Proteine DLL1 mEGF4.7 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 mit dem ER-
Protein Calreticulin lassen auf eine mogliche Retention der Proteine im ER schlieBen, wobei
noch ungeklért ist, ob diese Lokalisation aufgrund von Problemen in der Proteinfaltung oder -
struktur infolge fehlender O-Fucosylierung oder der Einfiihrung der Punktmutationen entsteht.
Die intrazelluldre Akkumulation der mutanten Liganden in den CHO-Zellen konnte durch das
Fehlen der O-Fucosylierung verursacht werden. Fiir den Notch-Rezeptor wurde bereits in
Drosophila eine intrazellulire Akkumulation im ER in Abwesenheit einer O-Fucosylierung
aufgrund der Inaktivierung von Ofutl beschrieben. Neben seiner Rolle als Glycosyltransferase
wurde Ofutl als Chaperon fiir NOTCHI identifiziert, wobei letztere Funktion unabhédngig von
der Glycosyltransferaseaktivitdat ist, da mit Hilfe einer mutanten murinen POFUTI
Proteinvariante, der diese Aktivitit fehlt (POFUT1 R245A) die Zelloberflichenexpression und
Ligandenbindung von NOTCH1 ohne Fucosylierung in dieser Situation wieder hergestellt wird
(Okajima et al., 2005 und 2007; Abb. 1.5 Modell 1). Eine vergleichbare Wirkung von POFUT]1
auf die Notch-Liganden ist bisher nicht untersucht worden.

Fiir eine Lokalisierung der Proteinvarianten im ER spricht neben der teilweisen Kolokalisierung
mit Calreticulin die fehlende Kolokalsierung mit dem Golgi-Protein GM130. Da die O-
Fucosylierung als erster Schritt der Synthese von O-Fucose-Glykanen im ER stattfindet, konnte
der Verlust des Einbaus von *H-Fucose als Hinweis auf diesen Ort dienen. Die Proteinvariante
DLL1 mEGF3.7 zeigte eine iiberwiegend intrazelluldre Expression und teilweise Kolokalisierung
mit GM 130, aber im Vergleich zum DLL1wt Protein noch 60%ige NOTCH1-Aktivierung sowie
die Aufnahme von *H-Fucose. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die potentielle

Fucosylierung an den Konsensussequenzen der EGF-Motive 2, 4 und 8 fiir eine NOTCH-
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Bindung ausreicht, aber ein effektiver Transport an die Zelloberfliche eingeschriankt ist. Die
weiteren DLL1 Proteinvarianten mit meist kombinierten Mutationen von zwei
Konsensussequenzen in den EGF-Motiven (DLL1 mEGF2.3, DLL1 mEGF2.4, DLL1 mEGF2.7,
DLL1 mEGF2.8, DLL1 mEGF3, DLL1 mEGF3.4, DLL1 mEGF3.8 und DLL1 mEGF2.3.4)
zeigen ein vielfiltiges Spektrum in ihren Ergebnissen, weisen aber als Gemeinsamkeit eine
Zelloberflachenexpression auf, aktivieren in unterschiedlichem Ausmall den Notch-Signalweg
und sind in der Lage, als Akzeptoren in vitro *H-Fucose aufzunechmen (Tabelle 15). Obwohl
diesen Proteinvarianten eine NOTCHI-Aktivierung gemeinsam ist, zeigen sie sehr
unterschiedliche Werte, die von einer 50%igen (DLL1 mEGF3.4) bis iiber 100%ige Aktivierung
variieren. Die iiber der Aktivitit des DLL1wt Proteins liegenden NOTCH1-Aktivierungen
konnten dabei durch Unterschiede in der Klonalitdt der stabilen Zelllinien zu erkldren sein,
welche die verschiedenen DLL1 Proteinvarianten exprimieren. Trotz Subklonierung der
Zelllinien konnen diese Unterschiede in der Klonalitdt aufweisen. Fehlende oder verringerte
Zelloberflachenprésentationen der Ligandenvarianten als Ursache fiir die im Vergleich zum
DLL1wt Protein verringerten NOTCH1-Aktivierungen sind aufgrund der Ergebnisse der
Immunfluoreszenzfirbungen und der Oberflichenbiotinylierung unwahrscheinlich. Eine
Abnahme der Aktivierungen konnte aber durch Verdnderungen der Affinititen oder
Bindungsstarken der an der Oberfldche exprimierten DLL1-Liganden zum Rezeptor entstehen
und gleichzeitig Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der O-Fucosylierung bestimmter
EGF-Motive und den Auswirkungen auf die Liganden-Rezeptor-Interaktion liefern, was mit dem
in dieser Arbeit beschriebenen Transaktivierungsassay nicht bestimmt wurde. Um die NOTCHI1-
Aktivierungen der Proteinvarianten quantitativ vergleichen zu kdnnen, miifiten die Aktivierungen
in zukiinftigen Experimenten zusdtzlich auf die Zelloberflichenprédsentation der Proteine
normalisiert werden.

Mit Hilfe der Kombination der verschiedenen mutierten Konsensussequenzen von DLL1 und
dem Vergleich der Effekte auf die resultierenden Proteinvarianten sollten die fiir die Funktionen
des Liganden relevanten Fucosylierungsstellen ermittelt werden. Fiir die mutanten
Proteinvarianten wurde ein sehr groBBes Spektrum von Effekten beobachtet, die aber zum Teil
durch die Kombinatorik der Mutationen gegensitzliche Bedeutungen einzelner
Fucosylierungsstellen zeigten, so dass keine eindeutige Identifizieung von fiir die

Ligandenfunktion signifikanten Konsensussequenzen mdglich war. Eine besondere Rolle fiir die
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O-Fucosylierung von DLL1 wurde aber fiir die beiden Konsensussequenzen in den EGF-Motiven
4 und 7 beobachtet. Sowohl deren gemeinsame Inaktivierung wie auch die Ausschaltung der
einzelnen begrenzten Konsensussequenz in der EGF-Doméne 7 fithrten zum Verlust der
Fucosylierung in vitro. Daneben waren diese Sequenzen noch in den ebenfalls nicht fucosylierten
Proteinvarianten DLL1 mEGF4.8 und DLL1 mEGF2.3.4.7.8 vertreten. Wéhrend die Wirkung der
Mutationen in den beiden Konsensussequenzen einzeln durch zusétzliche Inaktivierungen der
Fucosylierungsstellen in EGF2 und 3 oftmals aufgehoben wurden bzw. fiir DLL1 mEGF3.7 nur
eine verdnderte subzelluldre Lokalisierung zeigte, konnte fiir die Proteinmutante DLLI1
mEGF2.3.4.7.8 keine Verdnderung im Vergleich zu der Proteinvariante DLL1 mEGF4.7
detektiert werden. Neben der besonderen Rolle fiir die Fucosylierung scheint die Mutation der
Fucosylierungsstelle in der EGF-Doméne 7, die als einzige eine begrenzte Konsensussequenz ist,
zusitzlich fiir die subzelluldre Lokalisierung relevant zu sein. Die Mutation in EGF7 war in allen
in dieser Arbeit untersuchten intrazelluldr exprimierten Proteinen vorzufinden und wies nur in
Kombination mit der Mutation in EGF-Motiv 2 (DLL1 mEGF2.7) eine normalisierte
Lokalisierung auf, was auf eine besondere Beziehung der Fucosylierungssequenzen der beiden
EGF-Motive 2 und 7 hinweist. Zusammenfassend werden die beiden Konsensussequenzen in den
EGF-Motiven 4 und 7 als besonders wichtige Substratstellen identifiziert.

Die unterschiedlichen Ergebnisse, die sich durch die Kombinatorik der Mutationen in den 5
Konsensussequenzen von DLL1 ergeben, zeigen, dass keine Fucosylierungsstellen fiir die O-
Fucosylierung und damit fiir die Funktion von DLLI alleine unabdingbar sind. Vielmehr ist
anzunehmen, dass fiir die beobachteten Effekte fiir die DLL1 Proteinvarianten Einfliisse aus
mehreren verschiedenen EGF-Motiven zusammenwirken konnen. Der zu diesen Ergebnissen
filhrende Mechanismus ist noch ungeklért, vermutlich spielen aber strukturelle Effekte der EGF-
Doménen zueinander eine Rolle, z. B. durch Interaktionen oder Faltung zwischen den EGF-

Motiven.

Die in diesen Analysen beobachteten Verdnderungen der Proteineigenschaften der mutanten
DLL1-Proteine konnen auf verschiedene Effekte zuriickgehen: Einmal konnen diese durch
Verdnderungen der O-Fucosylierung zustande kommen, die sich direkt auf die zelluldre
Lokalisierung und die NOTCH1-Aktivierung auswirken konnten und als solche in dieser Arbeit

gemessen wurden. Daneben besteht aber auch die Moglichkeit, dass einige Eigenschaften
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fucosylierungsunabhingig auf die Einfithrung der Punktmutationen zuriickzufiihren sind. Beide
Effekte konnen die Proteinstruktur, die Proteinfaltung wéihrend der Synthese und den
intrazelluldiren Membrantransport (Trafficking) beeinflussen, wobei nicht unterschieden werden
kann, ob ein Effekt die Ergebnisse ausmacht oder von dem zweiten begleitet wird. Aufgrund
dieser Einschrinkung fiir die Auswertung der in vitro Experimente, in denen die Proteine
auBerdem noch tliberexprimiert werden, wiren ergénzend in vivo Studien mit Knockout Méausen,
die diese Mutationen der Konsensussequenzen tragen, sinnvoll, allerdings aufgrund der hohen
Anzahl von moglichen Kombinationen der Mutationen nur mit einem sehr hohen technischen

Aufwand moglich.

Bedeutung der O-Fucosylierung fiir die Notch-Liganden

Hinweise auf eine Signifikanz oder Erforderlichkeit der O-Fucosylierung fiir die Funktion der
Notch-Liganden liefert die Identifizierung von zahlreichen O-Fucose-Konsensussequenzen in
allen Notch-Liganden, und ihre Konservierung in der Evolution (Panin et al., 2002). AuBBerdem
lassen Mutationen in den O-Fucosylierungssequenzen der Liganden und die daraus resultierenden
Phéanotypen mit zum Teil schweren Defekten auf einen entscheidenden Einflufl der O-
Fucosylierung der Liganden fiir den Notch-Signalweg schlieen. So wurde u.a. eine Mutation in

der Fucosylierungssequenz in EGF3 von Drosophila DELTA, DIl1®*"

als hypomorphes Allel
von Delta entdeckt, das als Suppressor der Notch split Mutation wirkt (Lieber et al., 1992). Als
Ursache ist eine Reduktion oder ein Verlust der O-Fucosylierung ermittelt worden, der durch
einen Austausch von Glycin durch Arginin der engeren Konsensussequenz (‘CXXGGTC?)
hervorgerufen wird. Daneben ist fiir das humane Alagille Syndrom eine zu DIII®"?° dhnliche
Mutation in der engeren Fucosylierungsstelle in der EGF-Doméne 5 von JAGGEDI als Ursache
identifiziert worden (Heritage at al., 2000).

Wie kann die O-Fucosylierung dabei auf den Notch-Liganden wirken und den Notch-Signalweg
beeinflussen? In Fibroblasten-Wachstumsfaktoren spielen Heparansulfat-Proteoglykane eine
wichtige Rolle fiir die Rezeptor-Aktivierung, in dem sie eine Liganden-Dimerisierung vermitteln,
die fiir die Rezeptor-Aktivierung wichtig ist (Plotnikov et al., 1999). Daneben zeigen andere
Studien, dass eine Liganden-Multimerisierung zur NOTCH-Aktivierung beitragen konnte
(Berezovska et al., 2000). Die O-Fucose-Glykane auf den Liganden kdnnten auch die Erkennung

zwischen Rezeptor und Liganden verstirken und somit die Bildung der Bindung unterstiitzen. In
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sehr einfachen Modellen werden dabei die Liganden selbst als Lektine beschrieben, deren
Erkennung und Bindung des Notch-Rezeptors durch die O-Fucosylierung beeinflusst werden
(Sacchettini et al., 2001). Da viele Lektine als Dimere und Multimere bekannt sind (Rini und
Lobsanov, 1999), besteht auch die Moglichkeit, dass ein Lektin O-Fucose-Glykane auf den
Liganden erkennt und durch eine Liganden-Multimerisierung zur NOTCH-Aktivierung beitragt.
Die Anwesenheit von O-Fucose-Glykanen sowohl auf den Notch-Rezeptoren als auch auf den
Liganden er6ffnen zudem die Mdglichkeit einer Verstirkung der NOTCH-Aktivierung durch
einen direkten Einflu von O-Fucose-bindenden Lektinen als Kofaktoren auf die Rezeptor-

Liganden-Bindung.

Besteht ein Zusammenhang zwischen den intrazellulir exprimierten DLL1 O-Fucose
defizienten Ligandenvarianten und der cis-Inhibition?

Die mutante intrazelluldr exprimierte DLL1-Proteinvariante DLL1 mEGF2.3.4.7.8, die nicht in
vitro O-fucosyliert wurde, zeigte eine sehr schwache Transaktivierung von NOTCH1. Hingegen
wurden bei der Detektion von aktiviertem NOTCHI1 (NICD) in Western-Blot-Analysen im
Verhiltnis dazu hohe Proteinmengen nachgewiesen (vorldufige Daten, hier nicht gezeigt). Um zu
tiberpriifen, ob trotz der fehlenden NOTCHI1-Transaktivierung diese Proteinvariante durch
Koexpression in derselben Zelle (in cis) auf den Rezeptor wirken kann, wurde in ersten
Experimenten der Einflull des Verlustes der O-Fucosylierung und der ER-Retention des mutanten
Ligandenproteins auf die cis-Inhibition mit Hilfe eines unter 3.2.4.5 beschriebenen Luciferase-
basierten Transaktivierungsassays untersucht. In Studien aus Drosophila und Vertebraten (Huhn)
war fiir Interaktionen des Notch1-Rezeptors mit koexprimierten Liganden in derselben Zelle (cis)
eine Verminderung der Notch-Signalaktivierung beschrieben worden (de Celis und Bray, 2000;
Jacobsen et al., 1998; Sakamoto et al., 2002). In NOTCH1-exprimierende Hel.a-Zellen wurde
dazu das Konstrukt fiir die Proteinvariante DLL1 mEGF2.3.4.7.8 transfiziert und diese mit
DLLIwt exprimierenden CHO-Zellen kokultiviert. Die vorldufigen Experimente mit der
mutanten Proteinvariante zeigten im Gegensatz zur cis-Inhibition durch das DLL1wt Protein eine
Verstirkung der Transaktivierung von NOTCH1 um 30% (Daten hier nicht gezeigt). Dieses
Ergebnis der Analyse der NOTCH1-Aktivierung durch DLLL1 mEGF2.3.4.7.8 in cis zeigt vorerst,

dass der mutante DLL1-Ligand trotz seiner veridnderten funktionellen Eigenschaften und dem
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Verlust der NOTCH1-Aktivierung in trans noch in der Lage ist, die NOTCH1-Aktivierung in cis
zu beeinflussen. Der genaue Mechanismus der cis-Inhibierung ist noch ungeklirt.

Da statt der erwarteten Verringerung eine Erhohung der NOTCH1-Aktivierung beobachtet wurde
und erste Hinweise als Ort der cis-Inhibition die Zelloberfliche beschreiben, konnte der
Mechanismus fiir die beobachteten Effekte von DLL1 mEGF2.3.4.7.8 als intrazellulédr
exprimierter Ligand moglicherweise von dem der cis-Inhibition abweichen, der bislang ebenfalls
noch ungeklirt ist (Glittenberg et al., 2006). Aufgrund der intrazelluldren Lokalisierung und der
O-Fucose-Defizienz des mutanten Liganden sollte in zukiinftigen Experimenten getestet werden,
ob diese Verstiarkung der NOTCH1-Aktivierung durch eine direkte intrazelluldre Interaktion mit
dem Notch-Rezeptor entstehen konnte oder auf noch ungeklirte Weise indirekt an die Rezeptoren
auf der Zelloberfliche weitergeleitet wird und deren Fihigkeiten, mit Liganden benachbarter
Zellen zu interagieren beeinflussen konnte. Daneben wéren auch die anderen Proteinvarianten auf
die NOTCH1-Aktivierung bei einer cis-Koexpression zu untersuchen und zu priifen, ob die
beobachtete Verstirkung der NOTCHI1-Aktivierung spezifisch fiir eine intrazellulére

Lokalisierung oder den Fucosylierungszustand des koexprimierten Liganden ist.

5.2.2. Eine Reduktion von POFUT1 in CHO-Zellen beeintrichtigt die Aktivierung von
NOTCHI1 durch DLL1 nicht

Die Rolle der O-Fucosylierung fiir DLL1 wurde in vitro zusétzlich in Abwesenheit von POFUTI1
in CHO-Zellen untersucht. Die Bedeutung von POFUTT] fiir den Notch-Signalweg war zuvor
durch die gezielte Inaktivierung von Pofutl in Mdusen gezeigt worden, die zu einem Phénotyp
fiihrte, der mit einem vollstindigen Verlust von Notch-Aktivitit verbunden war (Shi und Stanley,
2003). Wihrend bereits begonnen wurde, die Rolle von Pofutl/Ofutl fiir den Notch-Rezeptor zu
untersuchen, ist die Bedeutung fiir die Notch-Liganden noch immer ungeklért.

Im Vergleich zur Inhibition der O-Fucosylierung durch Mutagenese der Akzeptorstellen im
Substrat sollte in dieser Analyse das modifizierende Enzym Pofutl spezifisch mit Hilfe von
RNA-Interferenz ausgeschaltet werden, um durch Punktmutationen eingefiihrte Effekte auf die
Ergebnisse auszuschlieBen. Nach Ausschaltung der Pofutl-Genexpression wurde die
subzelluldre Lokalisierung, die NOTCHI-Aktivierung und in vitro Fucosylierung mittels
metabolischer Markierung mit *H-Fucose in stabil DLL1 exprimierenden CHO-Zellklonen

analysiert, die zwei gegen Pofutl gerichtete siRNA-Expressionskonstrukte exprimierten. Mit
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Hilfe von Northern Blot Analysen konnte statt einer vollstindigen Ausschaltung nur eine ca.
50%ige Reduktion der Pofutl Genexpression in den Zellklonen nachgewiesen werden. DLLI
wurde in Gegenwart der reduzierten POFUT1-Proteinmenge weiterhin auf der Zelloberflidche
exprimiert, zeigte eine lediglich schwach verringerte Aktivierung und eine Aufnahme von *H-
Fucose als Akzeptor in der metabolischen Markierung (Abb. 4.11 und 4.12). Die im Vergleich
zum DLLIwt Protein iiberwiegend unverédnderten Proteineigenschaften lieBen auf eine
unzureichende Reduzierung der Pofutl-Genexpression schlieBen. Das noch vorhandene
POFUTI1-Protein in diesen CHO-Zellen bzw. die verbleibende 50%ige Genexpression von Pofutl
schien fiir die Wirkungen von POFUT! auf DLLI1 ausreichend. Ahnliche Pofutl-
Expressionsmengen in heterozygoten Pofut]-Méusen sind ebenfalls ausreichend, so dass diese
Mause im Gegensatz zu homozygoten Pofutl-Null-Méusen, lebensfihig sind und keine Defekte
aufweisen (Shi und Stanley, 2002). Als Ursachen fiir die unzureichende Reduzierung der Pofutl-
Genexpression ist moglicherweise eine nicht ausreichende Spezifitit der beiden siRNA-
Sequenzen fiir das Pofutl-Zielgen in den CHO-Zellen zu nennen. Daneben konnte auch die
Bildung der siRNA-Sequenzen aus den stabil exprimierten Targeting-Konstrukten reduziert oder
deren Stabilitét beeintrdchtigt sein. Um eine effektivere Hemmung der Genexpression von Pofutl
zu errreichen konnten neue siRNA-Konstrukte zundchst mit Hilfe transienter Transfektionen in
den stabil DLL1 exprimierenden CHO-Zellen getestet werden.

In einer wihrend der Anfertigung dieser Arbeit veroffentlichten Studie, in der die Rolle von O-
Fucose und POFUTI!1 fiir NOTCH1 und die Liganden-Rezeptor-Bindung in Sdugerzellen
untersucht wurde, wird eine vollstindigen Ausschaltung der Pofut1-Genexpression in Lecl CHO
Zellen mittels RNA-Interferenz erreicht und eine 3-6fache Verringerung von JAGGEDI und
DELTA-induzierten Aktivierungen des endogenen Notchl-Rezeptors beobachtet. Eine
Reduzierung der Pofutl-Expression fiihrt dabei zu einer 1,5 fachen Verminderung der
Aktivierungen. Es wird auflerdem ausgeschlossen, dass die Abnahme der Aktivierungen auf eine
Verringerung der Zelloberflichenexpression des Rezeptors zuriickzufiihren ist (Stahl et al.,
2008). In Pofutl-defizienten ES-Zellen wird der vollstindige Verlust der Notch-Signalaktivitét
bei unverinderter stabiler Zelloberflichenexpression von NOTCHI1 im Vergleich zu Pofutl+/+
ES-Zellen festgestellt (Stahl et al., 2008).

Die Ergebnisse der obigen siRNA-Analysen zeigen, dass POFUT]1 in Sdugerzellen dosisabhingig

die NOTCHI1-Aktivierung beeinflussen kann und korrelieren so mit der Beobachtung dieser
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Arbeit, dass eine 50%ige Reduzierung der Pofutl-Genexpression nicht ausreicht, um Effekte
durch eine fehlende Wirkung des Enzyms nachzuweisen. Aktuelle Studien zur Untersuchung der
Funktion von POFUTI in Vertebraten zeigen gegensitzliche Ergebnisse in Bezug auf die Frage,
ob POFUTTI in Vertebraten neben seiner Funktion als Glycosyltransferase auch als Chaperon
fungiert dhnlich zu OFUT1 aus Drosophila. In der ersten Studie wird eine Chaperon-Funktion fiir
POFUTI ausgeschlossen, da NOTCHI1 in Pofutl-defizienten ES-Zellen an der Zelloberflache
detektiert wird, allerdings nicht in der Lage ist, Liganden zu binden, was als Funktionsverlust
durch eine mogliche unkorrekte Proteinfaltung oder die Notwendigkeit von O-Fucose-Glykanen
fiir die Konformation oder die Erkennung der Liganden interpretiert wird. AuBBerdem reicht die
Uberexpression eines unspezifischen ER-Glycoproteins aus, um die Synthese von funktionellem
NOTCHI1 wiederherzustellen (Stahl et al., 2008). In einer zweiten Studie wird fiir NOTCHI1 in
vivo eine intrazelluldre Akkumulation nachgewiesen, wahrend der Rezeptor in Anwesenheit von

POFUT]1 auf der Oberflidche detektiert wird (Okamura et al., 2008).

5.2.3 Die Mutation der Konsensussequenz fiir die N-Glykosylierung von DLL1 zeigt keinen
wesentlichen Einfluf} auf die Aktivitiit von DLL1

Um in vitro einen moglichen Einflul einer N-Glykosylierung auf DLL1 zu untersuchen, wurde
eine DLL1-Proteinvariante generiert, in der die einzige fiir DLL1 beschriebene N-
Glykosylierungs-Konsensussequenz in der EGF-Doméne 7 durch Mutagenese ausgeschaltet
wurde. Das Protein DLL1 mutN-Glycosite wurde auf der Zelloberfldche exprimiert und wies eine
um ca. 20% verringerte NOTCH1-Aktivierung im Vergleich zum DLL1wt-Protein auf.

Da eine mogliche N-Glykosylierung von DLL1 bisher nicht nachgewiesen wurde, kann die
beobachtete schwache Verringerung der NOTCH1-Aktivierung nicht eindeutig auf den Verlust
der N-Glykosylierung zuriickgefiihrt werden. Vielmehr muf3 zunédchst die mogliche N-
Glykosylierung fiir DLL1 in vitro bestétigt werden. Der beobachtete Effekt der Verringerung der
NOTCH1-Aktivierung kann daher, wie bereits fiir die DLL1 Proteinvarianten mit mutierten O-
Fucosylierungsstellen diskutiert, auch durch die Einflihrung der Punktmutation induziert worden
sein. Um zu tberpriifen, ob die fiir DLL1 beschriebene Konsensussequenz fiir die N-
Glykosylierung in vitro als Akzeptorstelle fungiert, sind weitere Experimente notig. Es kann
ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass die N-Glykosylierung in vivo einen Effekt fiir DLL1

und seine Eigenschaften zeigt. Bislang ist allerdings keine physiologische Bedeutung der N-
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Glykosylierung fiir die Notch-Signalaktivierung entdeckt worden. Mause mit Null-Mutationen in
den Glykosyltransferase-Genen fiir die Synthese von komplexen N-Glykanen zeigen keine
Defekte, die bei Inaktivierung des Notch-Signalwegs oder seiner Komponenten beobachtet
werden (Haltiwanger und Lowe, 2004).

Aufgrund der Lage der N-Glykosylierungskonsensussequenz im EGF-Motiv 7 von DLLI in
unmittelbarer Nachbarschaft zu der begrenzten Konsensussequenz fiir die O-Fucosylierung sollte
der Einfluf} dieser moglichen N-Glykosylierung auf die O-Fucosylierung des Liganden mit Hilfe
einer in vitro Fucosylierung untersucht werden. Trotz der engen Nachbarschaft der
Konsensussequenzen lielen die Ergebnisse in vitro keinen Einflufl auf die O-Fucosylierung des
Liganden erkennen. Da DLLI1 als Akzeptor fiir die N-Glykoslierung nicht eindeutig
ausgeschlossen werden kann, sind die Beobachtungen fiir einen fehlenden Einflufl auf die
Fucosylierung als vorldufig anzusehen bis detaillierte Analysen die Existenz von N-Glykanen auf

DLL1 ausschlieBen oder bestitigen.

5.2.4 DLL1 zeigt in vivo bei Inaktivierung von POFUT1 eine abweichende subzelluliire
Lokalisierung

Aufgrund der Beteiligung von POFUT1 an der Bildung von NICD vorgeschalteten Prozessen
kann das Enzym mittels der O-Fucosylierung auf verschiedene Weisen auf DLL1 und NOTCHI1
einwirken: Auf die subzelluldre Lokalisierung des Liganden und Rezeptors, deren Bindung,
anschlieBende Prozessierung und intrazelluldren Transport (Trafficking). Mit Hilfe der Analyse
der subzelluldren Lokalisierung von DLL1 und NOTCHI1 in vivo in Zellen des prasomitischen
Mesoderms (PSM) von E9.5 Pofutl+/+ und Pofutl-/- Embryonen wurden ergidnzend zu den
Ergebnissen der in vitro Studien Hinweise auf die Rolle der O-Fucosylierung durch POFUT1 fiir
die beiden Interaktionspartner unter physiologischen Bedingungen gewonnen.

Die Ganzpriparat-Immunfluoreszenzfiarbungen auf Pofutl+/+ PSM-Zellen zeigten fiir DLL1 eine
iiberwiegend uniforme Expression auf der Plasmamembran der Zellen, die durch Kolokalisierung
mit dem Zelloberflichenmarker Pan-Cadherin bestétigt wurde und damit dem erwarteten
Expressionsmuster eines transmembranédren Liganden entsprach, der auf der Zelloberfldche mit
dem Rezeptor interagiert. In einigen Zellen wurde zusétzlich eine geringe cytoplasmatische, zum
Teil nur punktuell nachweisbare, Expression in unmittelbarer Nédhe der Plasmamembran

beobachtet, die partiell mit dem Golgi-Protein GM130 kolokalisierte (Abb. 4.18, 4.20). Diese
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Strukturen konnten den intrazelluldren Transport von DLL1 in Vesikeln detektieren, mit dessen
Hilfe DLL1 entweder exocytotisch wiahrend der Synthese vom ER iiber den Golgi-Apparat zur
Plasmamembran gelangt oder nach der Rezeptor-Bindung endocytotisch aufgenommen wird, was
fiir die Aktivitdt von DLL1 essentiell ist (Nichols et al., 2007; Le Borgne et al., 2005).

In Pofutl-/- PSM-Zellen wurde DLL1 sowohl auf der Zelloberfliche mit Pan-Cadherin
koexprimiert, als auch intrazelluldr in Form von punktierten, vesikuldren Strukturen, die teilweise
mit GM130 kolokalisierten, nachgewiesen (Abb. 4.19, 4.20). Im Gegensatz zu der schwachen
zum Teil nur punktuell detektierten intrazelluldren Expression von DLLI in direkter Néhe zur
Plasmamembran in Anwesenheit von POFUT1, bewirkt das Fehlen des Enzyms die Expression
und Verteilung der vesikuldren Strukturen auf das gesamte Cytosol (Abb. 4.19). Diese
intrazelluldre Anreicherung von DLL1 kann somit auf die fehlende Wirkung von POFUTI
zuriickgefiihrt werden. Wie bereits in anderen Studien fiir den Notchl-Rezeptor beschrieben,
konnte der fehlende EinfluB von POFUTI1 auf DLL1 wéhrend der Synthese und Proteinfaltung
dazu fiihren, dass nicht fucosyliertes DLLI teilweise in der Zelle akkumuliert, was auf eine
essentielle Rolle von POFUT]1 fiir DLL1 hinweisen wiirde (Okajima et al., 2005 und 2007). Da
DLLI1 auf der Zelloberfliche der Pofutl-/- PSM-Zellen aber noch in Koexpression mit Pan-
Cadherin nachgewiesen wurde, erreicht ein Teil des neu synthetisierten DLL1-Proteins demnach
noch die Zelloberfliche. Die Untersuchung dieses an der Oberfliche priasentierten DLL1 und
seine Fahigkeit, den Notch-Rezeptor zu binden und aktivieren, konnte die Frage nach der
Erforderlichkeit von POFUT]1 fiir die Zelloberflichenexpression von aktivem DLL1 klédren. Fiir
NOTCH ist in Drosophila in vitro die Mdglichkeit beschrieben worden, in Abwesenheit von
OFUTI! zur Zelloberflache transportiert zu werden. Der Rezeptor wird dort schnell mittels
Transcytose in das Cytoplasma aufgenommen und in Vesikeln in der Ndhe der Plasmamembran
angereichert, die bislang nicht charakterisiert wurden (Sasaki et al., 2007; Sasamura et al., 2007).
Die intrazelluldre Expression von DLL1 bei Fehlen von POFUT1 konnte aufgrund ihrer
vesikuldren Struktur neben einer Akkumulation von neu synthetisiertem DLL1 auch einen
verstérkten intrazelluldren Vesikeltransport von DLL1 nachweisen. DLL1 konnte demnach trotz
der POFUT1-Defizienz mit Hilfe von Vesikeln zur Plasmamembran gelangen und anschlieBend
durch Endocytose in Vesikeln aufgenommen werden, wodurch diese Prozesse vergleichbar zu
den fiir NOTCH1 beobachteten wiren (Sasamura et al., 2007). An dieser Stelle sollte in weiteren

Studien mit Hilfe geeigneter Markerproteine, die in Vesikeln verschiedener Stadien des
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Transports (frithe, mittlere, spite Endosomen z.B. mit Rab 5, 6 und 11) vorkommen, der Anteil
von DLL1 an diesen Prozessen, mogliche Transportwege und -richtungen sowie die Dynamik bei
Fehlen von POFUT1 untersucht werden.

Immunfluoreszenzfarbungen auf Cryoschnitten in einer kiirzlich verdffentlichten Studie zeigen
fiir DLL1 in vivo in Pofutl+/+ PSM Zellen ebenfalls eine starke Zelloberflichenexpression und
zusitzlich einzelne intrazelluldre vesikuldre Strukturen, die nahe der Zellmembran liegen und
eine Kolokalisierung mit NOTCH1 aufweisen (Okamura und Saga, 2008). Fiir das Fehlen von
POFUTI1 wird in diesen Experimenten dagegen bei unverdnderter Oberflichenexpression von
DLL1 eine Abnahme der intrazelluldren Vesikelstrukturen beschrieben und diese als Folge eines
Mangels an NOTCHI1-DLLI1-Interaktionen an der Zelloberfliche vermutet, der aufgrund einer
ER-Akkumulation von NOTCHI1 entsteht (Okamura und Saga, 2008). Aufgrund der Verwendung
von unterschiedlichen Antikorpern gegen unterschiedliche Epitope von DLL1 (ECD und ICD),
sowie Unterschiede in den fiir die Farbung verwendeten Préparaten (Embryonale Ganzpriparate
versus Cryoschnitte) ist ein direkter Vergleich der beobachteten Ergebnisse fiir die Unterschiede
in der intrazelluliren Expression von DLL1 nicht moglich. Fiir eine Vergleichbarkeit und
detailliertere Untersuchung der intrazelluliren Expression miissten weitere Farbungen mit den
verwendeten Antikorpern auf beiden Formen von Pridparaten durchgefiihrt und vergleichend

analysiert werden.

Um Hinweise auf die Bedeutung der O-Fucosylierung durch POFUT]1 fiir die Liganden-
Rezeptor-Interaktion und die anschlieBende Notch-Signalaktivierung zu erlangen, wurde
zusiétzlich die Lokalisierung von NOTCHI1 untersucht. In Pofutl+/+ PSM-Zellen wurde
NOTCHI ebenfalls und dhnlich zu DLL1 sowohl auf der Plasmamembran als auch teilweise im
Cytosol exprimiert (Abb. 4.21, 4.22), wobei im Vergleich zu DLLI in einigen Zellen diese
intrazelluldre Expression auf weitere Teile des Cytoplasmas und diffuser ausgebreitet erschien
(Abb. 4.21). In Pofutl-/- PSM-Zellen wurde NOTCH1 sowohl auf der Zelloberflache als auch
intrazelluldr exprimiert, wobei auch fiir den Rezeptor bei Fehlen von POFUT] eine stérkere
intrazelluldre Expression in Form von vesikuldren Strukturen im gesamten Cytoplasma detektiert
wurde, die auf eine Akkumulation des Proteins oder Anreicherung in Vesikeln hindeuten konnte.
Die Farbungen fiir DLL1 und NOTCHI zeigten somit iibereinstimmend eine Zunahme der

intrazelluldren Expression fiir beide Interaktionspartner, was auf eine Notwendigkeit von
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POFUT]1 fiir beide Proteine und die daraus resultierende Interaktion im Notch-Signalweg
schlieBen ldsst. Doppelfarbungen gegen DLL1 und NOTCHI1 zeigten in Pofutl+/+ PSM-Zellen
eine Kolokalisierung auf der Zelloberflache, die somit auf eine ungestorte Interaktion zwischen
den beiden Proteinen fiir die Signalaktivierung hindeutete (Abb. 4.21). In Pofutl-/- Zellen
dagegen nahm die Kolokalisierung der beiden Interaktionspartner auf der Zelloberfldche stark ab,
was auch auf eine Verringerung der NOTCH1-DLL1-Interaktionen schlieBen 146t. Folglich ist zu
untersuchen, in welchem Mal} die beiden Proteine auf der Plasmamembran von Pofutl-/- PSM-
Zellen in einer aktiven Form vorliegen, noch miteinander interagieren konnen und eine

Interaktion zur Aktivierung des Notch-Signalwegs fiihrt.

Zusammenfassend wurde aus den Analysen der in vivo Farbungen von DLL1 und NOTCH1 auf
eine Beteiligung und Notwendigkeit der O-Fucosylierung durch POFUT]1 fiir die beiden Proteine
geschlossen, da bei Fehlen des Enzyms fiir beide Proteine eine verdnderte subzelluldre
Proteinverteilung detektiert wurde, welche die gemeinsame Interaktion sowohl auf der
Zelloberfliche als auch intrazelluldr beeinflullit. Die biochemische Bedeutung der O-
Fucosylierung durch Pofutl fiir den Notch-Signalweg in der Maus ist dabei noch ungeklart.
Hinweise auf einen Einflul der O-Fucosylierung fiir die Proteinfaltung des Liganden und
Rezeptors wihrend der Synthese geben dabei die intrazelluldren Anreicherungen der Proteine bei
Verlust des Enzyms, die auch in einer in vivo Studie in der Maus beobachtet wurde (Okamura
und Saga, 2008). Da beide Proteine in Pofutl-/- PSM-Zellen noch auf der Zelloberfliche
detektiert werden, wird eine Funktion von POFUT1 als Chaperon fiir DLL1 und/oder NOTCHI1
als weniger wahrscheinlich angesehen, wobei zunédchst die Proteinaktivitidten an der Oberfldche
iiberpriift werden miissten. Aufgrund der nachgewiesenen intrazelluliren Expression, zum Teil
in vesikuldren Strukturen, ist auch ein Einflul von POFUTI1 auf intrazellulire vesikuldre
Transportvorgdange oder die Aufnahme der Proteine mittels Endocytose denkbar. Weitere
Féarbungen mit an Endocytosevorgidngen teilnehmenden Proteinen wie dem AP2-Adaptorprotein,
dem Transferrin-Rezeptor oder Clathrin konnten weitere Hinweise auf eine Beteiligung an
Clathrin-abhingigen Endocytosewegen fiir die Inkorporation von DLL1 und NOTCHI1 liefern,
wobei die Teilnahme von Clathrin an den trans-aktivierenden und cis-inhibierenden
Signalaktivierungsprozessen und Recyclingablidufen fiir den Notch-Rezeptor bereits bestétigt ist

(Gupta-Rossi etal., 2004; Wilkin et al., 2004; Sakata et al., 2004). Kolokalisierungen von
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NOTCHI1 mit dem Protein Caveolin in Pofutl-/- PSM-Zellen zeigen, dass auch eine Aufnahme
des Rezeptors durch Clathrin-unabhéngige Endocytose-Vorginge moglich ist (Okamura und
Saga, 2008).

DLL1 zeigt in immortalisierten Pofutl-/-Zellen eine iiberwiegend intrazelluliire Expression

Um zusitzliche Hinweise auf die Rolle der O-Fucosylierung von DLL1 durch POFUTI1 zu
erhalten, wurde die subzelluldre Lokalisierung von DLLI1 ergédnzend in immortalisierten
embryonalen Mausfibroblasten untersucht, die aus E9.5 Pofut] Embryonen generiert worden
waren. Mit Hilfe dieser Zellen sollte zukiinftig DLL1 in Abwesenheit von POFUT1 mit den in
vitro Analysen untersucht werden, mit denen bereits die mutanten DLL1-Substrate (DLL1
mEGFs) untersucht wurden, mit dem wichtigen Unterschied, dal3 durch Punktmutationen
mogliche Effekte ausgeschlossen und eine Ausschaltung von POFUTI stabil gewihrleistet
wiren. Erste Immunfluoreszenzfirbungen von Pofutl+/+ embryonalen Fibroblasten zeigten fiir
DLLI1 eine Expression auf der Zelloberfldche vergleichbar zu DLL1 in den Pofutl+/+ PSM
Zellen (Abb. 4.23), so dass der Ligand theoretisch fiir eine Interaktion mit dem NOTCH1-
Rezeptor an der Oberflidche zur Verfiigung stiinde. Das Fehlen von POFUT1 in den embryonalen
Fibroblasten fiihrte zu einer iiberwiegend intrazelluliren Expression, die in einigen Zellen
perinukleidr konzentriert detektiert wurde und teilweise Kolokalisierungen mit GM130, Clathrin
und Calreticulin im peripheren Cytoplasma aufwies (Abb. 4.24). Zusitzlich zu den
Beobachtungen fiir DLL1 aus den Pofutl-/- PSM-Zellen spricht fiir einen Einflul von POFUT]1
auf DLL1 bei Fehlen des Enzyms die Verringerung der Zelloberfldchenlokalisierung, die
cytosolische Expression in Form von vesikuldren Strukturen, sowie die Kolokalisierungen mit
Proteinen der Organellen, die an Synthese- und Endocytoseprozessen beteiligt sind.

Um die Rolle der O-Fucosylierung fiir DLL1 in diesen Zellen detaillierter zu untersuchen, sollten
weitere Analysen anschlieffen, in denen mit Farbungen gegen NOTCHI1 die Wirkungen von
POFUT]1 auf die Liganden-Rezeptor-Interaktion ermittelt wiirden. AuBBerdem konnte mit Hilfe
der Transfektion einer Pofutl ¢cDNA bestimmt werden, in welchem Mal die Funktion von
POFUT1 die Lokalisierung von DLL1 beeinfluBt. Nach Inaktivierung der
Glycosyltransferaseaktivitit von POFUT1 konnte auBerdem gepriift werden, ob die durch

POFUT]1 vermittelten Wirkungen von seiner enzymatischen Aktivitdt abhingen.
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Als mogliche Ursache fiir den Unterschied zwischen den unterschiedlichen DLLI-
Zelloberflichenexpressionen der Pofutl-/- PSM-Zellen und den Pofutl-/- embryonalen
Fibroblasten wird die Uberexpression von DLL1 in den Fibroblasten vermutet, die zur Synthese
hoher Proteinmengen von DLLI fiihrt. Mogliche Wirkungen von POFUT1 auf DLL1 wéhrend
der Synthese, die z.B. eine Akkumulation ausldsen konnten, wiirden so durch die Uberexpression
verstirkt, so dass ein direkter Vergleich mit den Beobachtungen von DLL1 in den Pofutl-/-
Zellen nur eingeschrankt moglich ist, da der Ligand in den PSM-Zellen unter physiologischen

Bedingungen exprimiert wird.

Der Vergleich der Auswirkungen der inhibierten O-Fucosylierung von DLL1 mit Hilfe
veschiedener experimenteller Ansétze und sowohl in vitro als auch in vivo zeigt, dass DLL1 bei
Inhibition der O-Fucosylierung verstérkt intrazelluldr exprimiert wird, wobei dieses gemeinsame
Ergebnis durch die unterschiedliche Sensitivitdt und andere Effekte der Modell-Systeme
unterschiedliche Auspragungen aufweist, die bei der Interpretation zu beachten sind. So scheint
die beobachtete intrazelluldre Expression von DLL1 in den in vitro Analysen mit den mutierten
DLL1-Substraten und DLL1 in Pofutl-defizienten Zellen stirker ausgeprigt, was auf die
Uberexpression der Proteine und fiir die mutierten Ligandensubstrate moglichen Einfliisse durch
Punktmutationen zuriickgefiihrt werden kann. Die starke intrazelluldre, zum Teil perinukledr
konzentrierte Expression mit teilweiser Kolokalisierung im ER, wiirde deutlich auf eine Funktion
von POFUT!1 fiir die Synthese, Proteinfaltung und Oberfldchenexpression hinweisen. DLL1 in
Pofutl-defizienten PSM-Zellen dagegen wird in vivo sowohl auf der Zelloberfliche exprimiert,
als auch intrazelluldr im Cytosol in Form von vesikuldren Strukturen nachgewiesen, was eine
Bedeutung von POFUTI fiir die Zelloberflichenexpression von DLL1 nicht unbedingt
erforderlich machen wiirde, dafiir aber Hinweise auf eine Funktion fiir den intrazelluldren

Transport liefert.
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Potentielle Wirkungen von FRINGE auf die Liganden

Die Liganden JAGGEDI1 aus dem Menschen und DLL1 aus der Ratte sind nicht nur als Substrate
fiir die O-Fucosylierung als ersten Schritt der O-Fucose-Glykansynthese beschrieben worden,
vielmehr wurde fiir diese Liganden eine Verldngerung der O-Fucose-Strukturen mittels GlcNac
durch FRINGE in vitro nachgewiesen (Panin et al., 2002). Da noch keine weiteren Daten fiir die
O-Fucosylierung von Notch-Liganden aus Vertebraten vorliegen, wurde in dieser Arbeit
vorwiegend versucht, die Bedeutung der O-Fucosylierung fiir DLL1 zu analysieren. Es konnte
gezeigt werden, dass DLL1 in vitro O-fucosyliert wird, wodurch die Moglichkeit zur einer
weiteren Modulation durch FRINGE gegeben ist.

Obwohl genetische Studien in Drosophila und Experimente mit Sdugerzellen eine tiberwiegende
Wirkung von FRINGE auf den Notch-Rezeptor als Schliisselziel und zell-autonom in der Signal-
empfangenden Zelle beschrieben haben, besteht auch die Moglichkeit, dass FRINGE die
NOTCH-AKktivitdt durch Modifikation der Liganden beeinflusst, da die Notch-Liganden sowohl
als parakrine Agonisten und autokrine Antagonisten der Notch-Rezeptor-Aktivierung fungieren
konnen. Die autokrine oder cis-Inhibierung der NOTCH-Aktivierung durch die Liganden ist
dabei, wie bereits oben erwihnt, zell-autonom und der Mechanismus noch weitgehend ungeklért.
Experimente in Kulturen von Séugerzellen veranlassen zu der Vermutung, dass durch diese
Inhibierung eine Aktivierung des Rezeptors durch Liganden auf benachbarten Zellen verhindert
wird (Sakamoto et al., 2002). Eine Glykosylierung der Liganden durch FRINGE konnte so die
Féhigkeit auf Liganden-exprimierende Nachbarzellen zu reagieren (trans) durch Beeinflussung
der autonomen Inhibition (cis) verdndert werden oder auf die Féahigkeit der Liganden wirken,
Notch-Rezeptoren der Nachbarzellen zu aktivieren. Beispiele fiir eine nicht-autonome Wirkung
von FRINGE liefern dabei die Beobachtungen aus Drosophila-Fligeln, in denen eine
Signalweiterleitung durch SERRATE zu Nachbarzellen durch die Koexpression von FRINGE
stimuliert wurde (Panin et al., 1997). Desweiteren scheint wéhrend der Fliigelentwicklung in
Drosophila die Expression von FRINGE die Wirkung von ektopisch exprimiertem SERRATE
oder DELTA auf Nachbarzellen zu verringern (Jacobsen et al., 1998). Aullerdem beeinflusst
LFNG im sich entwickelnden Thymus die Notch-Signalgebung in benachbarten Zellen (Koch et
al., 2001). Wenn auch in diesen Beispielen der Einflu von FRINGE auf die Liganden nur

indirekt ist, so geben diese Hinweise auf Zusammenhinge zwischen FRINGE und den Liganden
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im Signalweg. Da die Liganden als Substrate fiir FRINGE gezeigt wurden, ist eine biochemische

Basis fiir eine weitere Aufkldrung der Rolle der O-Fucosylierung gelegt.

Die Aufkldrung der Funktion der O-Fucosylierung fiir NOTCH1 und DLL1 durch POFUTI in
der Maus bildet die Grundlage zu einem molekularen Versténdnis, wie diese Modifikation des
Rezeptors und der Liganden, deren Interaktion im Notch-Signalweg und damit dessen Aktivitét
reguliert wird. In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die O-Fucosylierung
des murinen Liganden DLL1 in der Maus eine entscheidende Bedeutung fiir seine zelluléren
Eigenschaften und die Funktion des Liganden darstellen. Sowohl in vitro als auch in vivo fiihrte
eine Inhibition der O-Fucosylierung von DLL1 zu Verdnderungen in der subzelluldren
Lokalisierung des Proteins, die in vitro zum Verlust der NOTCH1-Aktivierung fiihrten. Ein
weiteres Ziel der Aufklidrung der O-Fucosylierung ist die Bestimmung der Funktion von
POFUT]1 fiir DLL1 und damit dessen Moglichkeit als Enzym, Chaperon oder beidem zu wirken,
da weitere Kenntnisse iiber die O-Fucosylierung von DLL1 und NOTCH1 auch zu einem

besseren Verstdndnis der Interaktion und Aktivierung im Notch-Signalweg beitragen.
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