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In Drosophila, the adaptor protein Stardust is essential for
the stabilization of the pelarity determinant Crumbs in
various epithelial tissues, including the embryonic epidermis,
the follicular epithelium and photoreceptor cells of the
compound eye. In turn, Stardust recruits another adaptor
protein, PAT], to the subapical region to support adherens
junction formation and morphogenetic events. Moreover,
Stardust binds to Lin7, which is dispensable in epithelial
cells but functions in postsynaptic vesicle fusion. Finally
Stardust has been reported to bind directly to PAR-6, thereby
linking the Crumbs-Stardust-PAT] complex to the PAR-
6/aPKC complex. PAR-6 and aPKC are also capable of directly
binding Bazooka (the Drosophila homologue of PAR-3) to form
the PAR/aPKC complex, which is essential for apical-basal
polarity and cell-cell contact formation in most epithelia.
However, little is known about the physiological relevance of
these interactions in the embryonic epidermis of Drosophila in
vive. Thus, we performed a structure—function analysis of the
annotated domains with GEP-tagged Stardust and evaluated
thelocalization and function of the mutant proteins in epithelial
cells of the embryonic epidermis. The data presented here
confirm a crucial role of the PDZ domain in binding Crumbs
and recruiting the protein to the subapical region. However,
the isolated PDZ domain is not capable of being recruited to
the cortex, and the SH3 domain is essential to support the
binding to Crumbs. Notably, the conserved N-terminal regicns
(ECR1 and ECR2) are not crucial for epithelial polarity. Finally,
the GUK domain plays an important role for the protein’s
function, which is not directly linked to Crumbs stabilization,
and the L27N domain is essential for epithelial polarization
independently of recruiting PAT].

©) 2015 The Authors. Published by the Royal Society under the terms of the Creative Commons
Attribution License http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/, which permits unrestricted
use, provided the original author and source are credited.



1. Introduction

Apical-basal polarity is one of the most imnportant characteristics of many epithelial cells to accomplish
their function. In these cells, the apical plasma membrane domain faces an organ lumen or the outer
surface of an organism on one side, and the basal plasma membrane domain connects the epithelial cells
with the basal membrane and connective tissue on the other side. Furthermore, apical-basal polarity is
closely linked to the formation of cell-cell contacts, thus ensuring mechanical integrity of the tissue as
well as regulation of a paracellular diffusion barrier.

Many polarity determinants, which regulate apical-basal polarity and junction assembly, are highly
conserved throughout evolution, from worm to human. According to their localization and function,
polarity preteins can be classified as apical polarity regulators (APRs) or basolateral polarity regulators
(BLPRs) [1].

Apical and basolateral polarity proteins interact in an antagonistic way, using negative feedback
mechanisms. Thus, they ensure the differentiation of the plasma membrane in an apical and a
basolateral domain, which is the prerequisite for correct sorting, e.g. of channels, receptors, enzymes
or lipids.

In Drosophila, two apical protein complexes determine the apical plasmma membrane domain—partly
in redundancy, depending on the tissue and developmental context: the PAR complex and the Crumbs
complex. The PAR complex is composed of the serine-threonine-kinase aPKC (atypical protein kinase C),
the scaffold proteins PAR-6 and Bazooka (Baz) and the GTPase Cdc42 [2,3].

The second apical polarity complex, the Crumbs complex, consists in its canonical form of the
transmembrane protein Crumbs (Crb), the adaptor protein Stardust (Sdt; protein associated with Lin-
7 One, Palsl in mammals), the PDZ domain containing protein PAT] (Palsl-associated tight junction
protein) and Lin-7 [4].

Crb is a key determinant of apical identity: loss of Crb in the embryonic epidermis results in a strong
reduction of the apical domain (reflected by an impaired secretion of the cuticle) and a weakening of the
adherens junctions (AJ) [5,6], and vice versa, overexpression of Crb enlarges the apical plasma membrane
at the expense of the basolateral domain [7]. Notably, loss of Crb is at least partly compensated by
simultaneous reduction of one of the basolateral polarity cues (Lethal (2) Giant Larvae, Lgl, Discs Large
or Scribble) [8].

The big extracellular domain of Crb has been reported to facilitate a homophilic interaction [9],
although it might be dispensable for determining apical identity [7,9,10]. By contrast, the short—highly
conserved—intracellular tail contains two important protein-interaction domains: the C-terminal ERLI-
metif facilitates binding to Sdt which is in turn necessary to stabilize Crb in the membrane at the
subapical region [11,12]. Furthermore, PAR-6 competes with Sdt for binding the ERLI-motif of Crb in
vitro [13,14]. Secondly, Crb is linked via the FERM (Protein 4.1—FEzrin/Radixin/Moesin) domain to the
subcortical Actin cytoskeleton through the FERM domain protein Meesin and {3 peavy-spectrin [15,16].
Another function of the FERM domain is binding to Yurt, which restricts Crb activity [17]. Apart from the
control of apical-basal polarity, Crb controls cell proliferation and organ growth by influencing the Hippo
pathway via binding to the FERM domain protein Expanded [18-20] and by restricting the activation of
Notch [21].

As 5dt stabilizes Crb at the correct subcellular position, sdt alleles exhibit similar phenotypes to crb
mutants regarding apical-basal polarity [11,12,22,23].

However, Sdt is a large scaffold protein exhibiting several protein-interaction domains (figure 1a):
The N-terminal evelutionary conserved regions (ECR) 1 and 2 have been reported to be involved
in the binding of mammalian Palsl to two different PAR-6 proteins in cultured mammalian cells
[24-26]. However, apart from the function of a large N-terminal fragment, including ECR1/2, in apical
recruitment of PAR-6 in photoreceptor cells [27], no function of this interaction in epithelia in vive has
been reported until now.

The first 127 (Lin-2/Lin-7) domain (L.27N) is essential to recruit PAT] to the subapical region [28,29],
which in turn stabilizes the A] by promoting Myosin activity [30] but is not essential to stabilize
the Crb-8dt complex in the embryonic epidermds [28,30,31]. Via its second L27 domain (L27C),
Sdt recruits Lin-7 (Veli) to the plasma membrane, which is not crucial for epithelial polarity in
Drosophila but functions at the postsynaptic synapse membrane to prevent light-induced photoreceptor
degeneration [32,33]. The PDZ domain of Sdt binds not only to the ERLI-motif of Crb but alse to a
conserved region of Baz [34], thus establishing two different polarity complexes which are present in
parallel in the embryonic epidermis throughout embryogenesis: the Crb-5dt-PAT] and the Baz-Sdt-PAT]
complexes [29].
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Figure1. Structure—function analysis of Drosophifa Stardust in epithelial cells. (¢) Schematic drawing of different Sdt variants analysed
inthis study. The amino acid sequence of ECR1 and ECR2 is indicated inwild-typa Sdt. (6,c) Overaxpression of UAS::Sdt-GFP usingen:GAL4
results in cytoplasmic Sdt-GFP localization and depletion of Crb and partially of Baz from the subapical region {focal plane in (5)) and an
accumulation of the proteins in the cytoplasm (more lateral facal plane in (c)). (¢) Ubi::Sdt-GFP localizes correctly to the apical junctions.
(e) Western blotting of embryonic lysates expressing the Sdt variants described in this study. Pictures show embryonic stages 11-12. Scale
bars, 5 pm.

Apart from the PDZ domain, recent data from the crystallization of parts of the Crb-Palsl complex
reveal an important role of the SH3 (Src-homology-3) and GUK (guanylate kinase) domains in stabilizing
the Crb-Pals1 complex, thus regulating lumen formation in mammalian cysts models [35].

Because limited information is available about the function of the protein-interaction domains of Sdt
in vivo, we performed a structure-function analysis of Sdt in the embryonic epidermis of Dresophila.

2. Material and methods

2.1. Plasmids

The ORF of Sdt-F (formerly described as Sdt-Bl) was cloned into pENTR (Life Technologies). Deletions
of the distinct domains (introducing a flexible 3xGlycin spacer instead of the domain) were established
by mutagenesis PCR using the following oligonucleotides:

SAtDECR1-F: 5-CAAGATAACGGTCCAGGTGCGAGGTGACACGTTCATCGCA-3'—deletion of
aall-19;

SAtDECR2-F: 5 -TACCAGGAGCAACTGGGAGGTGGAGAGCGCATAGCGCAG-3'—deletion
of aal19-125;

SAtDL27N-F: 5-GCGGAACAGATCGATGGTGGAGGTTCTGGTCCACTGCAT-3'—deletion of
aal93-250;

SdtDL27C-F: 5 - CGCGTCTCTGGTCCAGCGAGGTGCGAGGCACGCCCTCGCCA -3 —deletion of
aa254-304;
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SAtDPDZ-F: 5-ATCATCCAGATCGAGGGAGGTGGACCAGCGGGTAGTCCA-3'—deletion of

aad05-476;
SdtDSH2-F: 5 -CGACACCGCCGTGTTGGGAGGTGGACAGTCGTTCCAGCAT3' —deletion of
aab09-568;
SdtDGUK-F: ¥-GCTACCCACAAGCGGGGAGGTGGACAATGGGTGCCCGCC-3 —deletion of
aabh7-841.

The ORF of 8dt variants was subcloned into UWGattB (modified from UWG, which was obtained
from the Drosophila Genomic Resource Center as described before [29]) vector by clonase reaction (Life
Technelogies).

2.2. Fly stocks and genetics

Fly stocks were cultured on standard cornmeal agar foed and maintained at 25°C. Transgenic flies of
UAS:SAt-GEP and the Ubi:nSdt-GFP variants were established using the Phi-C31-Integrase system [36]
with attP40 (for the UAS construct) and attPVKO0037 (22A, for the Ubi:Sdt-GFP constructs). En:GALA4
and arm::GAL4 were obtained from the Bloomington stock center. The sdE8> allele [37] was used for
evaluation of the function of (mutant) Sdt proteins in vivo by producing germ line clones with the
female sterile OvoD technique [38] using FRT19A-OvoD1, hs::Flp (BL#23880). Females of 58 FRT19A-
OvoD1, FRT19A; Ubi:Sdt-GFP were mated with males carrying an FM7-ChFP-fluorescent balancer [39]
and Ubi:S8dt-GFP. Embryos which were homozygous for sdtX8 were identified using staining against
sex lethal [40] for immunostainings and by sorting against ChEP for cuticle preparations and lethality
tests. The crb!1422 allele [41] was used for cuticle preparations of crb-mutant embryos. For lethality
tests, sdf***-mutant embryos expressing the Sdt protein variants were generated as described above. In
three independent experiments, 100 homozygous mutant embryos were scored (in each experiment) for
embryenic lethality, L1/L2, L3 and pupal lethality and surviving flies. Error bars indicate the standard
error of the mean.

2.2.1. Generation of an antibody against Sdt

An antibody directed against the PDZ domain of 5dt was raised by immunizing rabbits with GST-
Sdtppz (Davids Biotechnology, Regensburg, Germany). The specificity of the serum was tested in
immunostainings on sAES5 mutant embryos (electronic supplementary material, figure Slcd).

2.2.2. Immunoprecipitation and western blotting

For immunoprecipitations, w~ embryos or embryos expressing GFP-tagged Sdt variants from an
overnight collection were dechorionated and lysed in lysis buffer (1% Triton X-100, 150 mM NaCl,
1mM CaCly, TmM MgCl, 50mM Tris-HCI pH 7.5) supplemented with protease inhibitors. After
centrifugation, either mouse anti Sdt antibody [42], mouse anti B-galactosidase or rabbit anti GEP
(Life Technologies) was added to embryonic lysate corresponding to 500ng total protein. Immune
complexes were harvested using protein A/G-conjugated agarose (BioVision). Beads were washed
five times in lysis buffer and boiled in 2x SDS sample buffer before SDS-PAGE and western blot.
Immunoprecipitation from Schneider 2R cells transfected with SAt-GEFP (Sdt UWGattB) and Ubi:PAR-
6-myc (PAR-6 UWM) was similarly performed as described previously [30]. Western blotting was done
according to standard procedures. The primary antibodies used for western blotting were as follows:
mouse anti Crb (Cq4, 1:50, DSHB), mouse anti Sdt (1 :20, [42]), guinea pig anti PAT] (1 :1000, [30]), rabbit
anti Baz (1:2000, [43]), rabbit anti aPKC (aPKC{Z, 1:500, Santa Cruz sc-216), mouse anti GFP (1:500, B2,
Santa Cruz sc-9996) and guinea pig anti PAR6 (1 :500, [44]).

2.23. Immunohistochemistry

Embryos were fixed in 4% formaldehyde, phosphate buffer pH 7.4 as previously described [45].
The primary antibodies used for indirect immunofluorescence were as follows: guinea pig anti PAT]
(1:500, [30]), mouse anti Sdt (1:20, [42]), rabbit anti Sdt (1 : 2000, this study), rabbit anti Baz (1 : 1000, [43]),
mouse anti Crb (Cq4, 1:50, DSHB), mouse anti Dlg (1: 50, DSHB), rabbit anti GFP (#A11122, 1: 1000, Life
Technelogies) and chicken anti GEFP (1: 2000, Aves Laboratories). Secondary antibodies conjugated with
Alexa 488, Alexa 568 and Alexa 647 (Life Technologies) were used at 1:400.

Images were taken on a Zeiss LSM 710 Meta confocal microscope and processed using Adobe
Photoshop.
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3. Results and discussion

3.1. Sdtexhibits several evolutionary conserved protein-interaction domains

Similar to other MAGUK (membrane-associated GUK) proteins, eg. discs large, ZO-1, calcium/
calmodulin-dependent serine protein kinase or other members of the MPP (MAGUK pb5 subfamily)
family, 5dt contains a GUK domain, which is catalytically inactive but might facilitate protein—protein
interaction, as well as a single PDZ domain (binding to Crb and Baz [11,12,34,46]), an SH3 domain
and twe L27 domains (L27N facilitating assembly of the Sdt-PAT] complex and L27C recruiting
Lin-7/Veli [29,32,46-48]).

Furthermere, two highly conserved short amino acid metifs (ECR1=HREMAVDCP and
ECR2=RRRREEE, figure 1a) have been identified in mammalian Palsl to mediate an interaction with
the PDZ domain of PAR-6 [24-26]. Interestingly, this interaction is only seen in Sdt iseforms, which do
net exhibit a long spacer between ECR1 and ECR2 due to alternative splicing {(formerly annotated as
Sdi-B1 [11,27,37]).

Some insights into the i vivo relevance of the described protein interactions have already been drawn
from structure—function analyses in photoreceptor cells of the developing Drosophila eye [27], a study in
zebrafish using alleles and morphelino-knock-dewn of Nagie oko, the zebrafish homologue of Sdt [49],
and expression of Pals1 variants in cultured mammalian epithelial cells in a wild-type background [446].

In order to investigate the relevance of the protein-interaction domains for epithelial peolarization in
the Drosophila epidermis and for development of the fly, we performed a structure—function analysis of
diverse Sdt variants (as depicted in figure 1g) in a wild-type background as well as in an sdf-mutant
background. Even mild overexpression of 5dt (using the UAS/GAL4 system with a weak armadillo
promoter or engrailed promoter at 18°%) causes a strong cytoplasmic mislocalization of the overexpressed
protein as well as of Crb, polarity defects and embryenic lethality (fizure 15,c and data not shown).
To avoid these overexpression artefacts, we expressed 5dt from a ubiquitous promoter (ubiguitin, ubi),
resulting in a physiological localization at subapical region (figure 1d) and a robust rescue capacity
(figure 4a). We decided to focus on the Sdt-F isoform (formerly annotated as Sdt-Bl [11,12,37,42]) because
this isoform has been reported to be expressed throughout embryenic development and to be capable
of interacting with PAR-6 as cutlined above. We confirmed by western blotting, the expression of a
band arcund 110kDa (predicted size of Sdt-F: 94kDa), which probably corresponds te Sdt-F, from
gastrulation onwards (electronic supplementary material, figure S15). In addition, a second specific
band appeared slightly above, which either corresponds to a newly identified isoform (Sdt-D [42]) or
represents protein moedifications of Sdt-E. Notably, S5dt-B (previcusly armotated as Sdt-MAGUKI [11]
or Sdt-A [37], predicted size 139kDa) is only expressed at very low levels at the end of embryogenesis
(electronic supplementary material, figure S1b, asterisk).

Although expression of Sdt-F in an sdf-mutant background results in a rescue of around 40%
hatched flies and suppression of the apical-basal polarity phenotype in the embryonic epidermis, still
approximately 40% of the rescued embryos die at the end of embryogenesis {or fail to hatch as larvae),
showing no obvicus polarity defects (figures 3¢ and 4d,m). This might be either due to the artificial
promoter, which expresses Sdt in all tissues and might produce dominant negative effects, or due to the
lack of further iscforms, which might be essential in a distinet develepmental context [37,42]. However,
with respect to apical-basal polarity of the embryonic epidermis, analyses of sdt-mutant embryos rescued
with Sdt-F show a full rescue capacity and no pelarity defects (figure 3¢ and data not shown). All Sdt
variants were expressed with a Cterminal GFF and can be detected at the correct size in western blotting
(figure le).

3.2. The PDZ and SH3 domain of Sdt cooperate to stabilize the Crb—Sdt complex

First, we investigated which domains are necessary to target the protein to the subapical region. In
agreement with previous reports, the PDZ domain, which recruits Sdt either to Crb or to Baz at
the subapical region [11,12,34,46,49], is essential for correct subcellular localization of Sdt. Deletion
of the PDZ domain results in a strongly disturbed and mostly cytoplasmic localization of the
mutant protein (figure 2f), whereas wild-type Sdt-GFP correctly localizes to the subapical region
(figures 1d and 2a).

Strikingly, the PDZ domain alene is not sufficient to accomplish cortical recruitment (figure 2i),
although the small PDZ-GFP chimeric protein is stable (figure le). A recent study suggests that apart
from the PDZ domain, the SH3 and GUK domains play a crucial role to support the formation and
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Figure 2. Localization of Sdt variants in wild-type epithelial cells. (a—e,f) Deletion of the ECR1, ECR2 motif or the L27N, 127C or GUK
domain does notimpair localization of the mutant protein atthe subapical region of wild-type epithelial cells, where it colocalizes with Crb
and Baz. (f) Sdt protein, which lacks the PDZ domain, results in a rather cytoplasmic localization of the mutant proteinwith some residual
staining at the lateral membrane. (g) The SH3 domain supports correct targeting to the subapical region and Sdt A g3 mislocalizes—
similar to Sdtpp;—to the cytoplasm and to the lateral cortex. () The isolated PDZ domain fused to GFP is not sufficient to localize
to the (apical) junctions. All Sdt proteins were expressed with a ubiquitous promoter (Ubi::Sdt-GFP) from two chromosomes carrying
the insertion. Pictures show embryonic stages 11-12. Scale bars, 5 um.

stability of the Crb-Pals1 complex [35]. Indeed deletion of the SH3 domain results in a rather cytoplasmic
localization of the mutant protein (figure 2g), although some protein remains at the cell membrane
but exhibits a broader localization along the lateral membrane. Although Sdtappz or Sdtasys are still
capable of binding endogenous PAT] (figure 54), PAT] is not displaced from the subapical region by
the cytoplasmic Sdt variants (electronic supplementary material, figure 52b,c). Co-immunoprecipitation
experiments of mutant Sdt proteins with endogenous Crb demonstrate that apart from the PDZ domain,
the SH3 domain of Sdt is indeed essential for the association of Sdt with Crb (figure 5d). Consequently,
the expression of Sdtappz or Sdtasps does not rescue the cuticle phenotype of sk (figure 4c,d,j k) or
Crb localization/apical-basal polarity in epithelial cells of the embryonic epidermis (figure 3h,i). These
results are in line with previous studies in zebrafish retinal neural and pigmented epithelia and Drosophila
photoreceptor cells describing a crucial role of the PDZ domain [27,49] and the SH3 domain [27] in these
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two chromosomes carrying the insertion. Pictures show embryonic stages 11-12. Scale bars, 5 pm.

apical-basal polarized cell types. By contrast, deletion of the SH3 domain does not affect targeting of
Palsl to the tight junctions (T7) in cultured mammalian cells [46].

By contrast, deletion of the GUK domain does not affect localization of the mutant protein in wild-type
epithelial cells or its association with Crb (figures 2k and 5d).

3.3. The ECR domains are not essential for apical—basal polarity in the embryonic epidermis

Apart from the canonical Crb-Sdt-PAT] complex, several interactions between the PAR/aPKC and the
Crb complex have been suggested: endogenous Sdt and PAT] associate with Baz (but not in a quarternary
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ChFP balancer. (b,¢) Embryos homozygous mutant for ard orsdf die during embryonic development and fail ta secret more than debris of
cuticle (crumbs’ phanotype), whereas expression of Sdt-GFP rescues this defect to a normal cuticle in mast embryos (d.m). The majority
of sdf-mutant embryos rescued by expressing Sdt apcp; (64m), Sdt aecrs (Fm), Sdta a2 (gum) O Sdt 4 e (i) exhibit a regular cuticle,
[n embryos with Sdta sm-rescue, one-third of the embryas exhibit a “crumbs’ phanotype, whereas in two-thirds of the embryos the
cuticle is shrunkan, shows holes and lacks head structures (f,m). Embryos with Sdt a ppz -rescue {f,m) or Sdt o su3-rescue {k,m) phenocopy
the cuticle phenotype of sdt. (/m) Rescue of sdf with Sdt . g produces a shrunken cuticle in most cases with holes and defects in head
development. Intotal, 100 cuticles were scored foreach genotype. Scale bars, 200 pum.

complex Crb-8dt-PAT[-Baz), probably by direct binding of 8dt to Baz [29,34]. aPKC binds to and
phosphorylates Crb in witre [50], although this phosphorylation is not essential for epithelial polarity and
fly development [51] (R.S. and M.PK. 2016, unpublished data). PAR-6 binds directly to the ERLI-motif
of Crb [13,14] as well as to the ECR1 /ECR?2 domains of Pals1 [24-26] i vitro and under overexpression
conditions in mammalian cultured cells. An in vivo relevance of the Sdt-PAR-6 interaction might be
deduced from the mislocalization of PAR-6 in sdf-mutant photoreceptor cells, which are rescued by Sdt
variant lacking the entire N-terminus including the ECR-motifs and the L27N domain [27]. We found that
Sdt apcr1 and Sdtapcre localize correctly at the subapical regiion in the embryonic epidermis (figure 2b,c).
Furthermore, expression of these transgenes as well as the double mutant protein (Sdtapcpiyz) in an
sdt-mutant background restores epithelial polarity and Crb localization {figure 3c-¢). However, lethality
tests reveal a higher embryonic lethality of sdf-mutants expressing either Sdtagpcry or Sdtagcre compared
with wild-type Sdt, with an even more increased lethality phenotype for Sdtapcri2 (figure 4a), although
immunostainings with pelarity markers (figure 3c— and data not shown) do not reveal obvious polarity
defects. Furthermore, cuticle preparations demonstrate secretion defects in only a minority of embryos
(figure 4e—g,m). Hatched flies of these genotypes appear normal {data not shown). We confirmed that Sdt
and PAR-6 can interact in vitre and under overexpression conditions in Schneider-2R cells (82R cells) and
that this interaction depends on ECR1 {figure 5a,%). However, upon immunoprecipitation of endogenous
Sdt from wild-type embryos, we were not able to detect substantial amounts of PAR-6 to associate with
Sdt whereas Crb, PAT], Baz and aPKC co-immunoprecipitated with Sdt (figure 5¢). Moreover, mutation
of either ECR1 or ECR2 (or both together) does not impair the assembly of the Crb-Sdt complex in vivo
(figure 5d).
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Figure 5. Association of Sdt with different polarity proteins. () Recombinant MBP-PAR-6 but not MBP alone interacts directly with
Sdt-GFR, which was purified from transfacted S2R cells. (b) Overexpressed HA-PAR-6 co-immunoprecipitates with Sdt-GFP but not with
Sdtaece or 2%GFP {negative control). (¢) Endogenous Crh, PATJ, Baz and aPKC but not PAR-6 co-immunopracipitate with endogenous
Sdt from embryonic lysates. Control IP = IP with anti-[3-galactosidase antibody. (d) Sdt variants were immunoprecipitated using
an anti GFP antibody, and proteins bound to the chimeric proteins were identified by western blotting. All Sdt proteins were expressed
with a ubiquitous pramater (Ubi::Sdt-GFP) from two chromosames carrying the insertion.

These data suggest that the ECR1 and ECR2 motifs are net essential for a robust binding (which can be
detected by co-dmmunoprecipitation) of Sdt with PAR-6 or a stabilization of the Crb-Sdt-PAT] complex
under endogenous conditions and are dispensable for apical-basal polarity but are te some extent crucial
for efficient embryonic development.

3.4. The LZ/N domain exhibits functions beyond binding of PAT)

We recently revealed that the association of PAT] with both apical polarity complexes {the Crb and
the Baz complexes) is essential for its function [29]. The recruitment to these polarity landmarks is
facilitated by the L27N domain of Sdt, which heterodimerizes with the L27 domain of PAT] [47].
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Consequently, deletion of the .27 domain in PAT] abelishes binding to Sdt and localization of the mutant
protein at the subapical region [28,29]; vice versa, deletion of L27N in Sdt does not affect the protein’s
localization in wild-type epithelial cells {figure 2d) but disturbs binding to PATT {figure 5d). We and cthers
revealed that PAT] is not crucial for apical-basal polarity or stabilization of the Crb-5dt complex in the
embryenic epidermis [28,30,31] but PAT]-mutant flies die during early puparation, showing no obvious
metamorphosis, which is—at least partly—due to a decreased Myosin activation [30]. Surprisingly,
sdf-mutant flies expressing the Sdtarzyn transgene show a complete embryonic lethality (figure 4a),
exhibiting strong polarity and cuticle defects with some residual intact cuticle left, which might be due
to some apically localized Crb protein {figure 3f, arrows; and figure 44).

A possible explanation for this finding is that L27N facilitates the formation of a stable supramolecular
Crb-Sdt(-PAT]) complex by either hetero-cligemerization with PAT] or homo-oligomerization with
another Sdt molecule. However, the first possibility can be ruled out because loss of PAT] does not
affect the stability of Crb-5dt complex in the embryonic epidermis [28,30,31] and embryos which are
hemozygous mutant for PAT] neither show polarity defects in the embryenic epidermis nor exhibit
a fully penetrant embryonic lethality [30]. The second possibility is very unlikely because first homo-
oligomerization of 5dt /Pals] seems to be biochemically unfavourable [47] and second Sdtaoyn robustly
associates with endogenous Crb {figure 5d4). A third explanation would be that unbound PAT] {which
does not associate with Sdt anymore) exhibits a dominant negative effect (as overexpression of PAT]
does [30]). However, we did not observe a rescue effect of sdt-PATT double mutants expressing SAtALZ7N,
which would support this hypothesis (data not shown).

Thus, the L27N domain might accomplish more crucial functions during epithelial pelarization of the
embryonic epidermis apart from recruiting PAT].

In contrast with the L27N domain, the L27C deomain does not seem to be essential for epithelial
polarization and fly development because SdtAL27C can rescue the polarity phenotypes of sd*® and
produces surviving flies (figures 3g and 44,i). This is in line with previous results that identify Lin-7/Veli
as an interaction partner of SdtL27C and describe a rele for Lin-7 /Veli in postsynaptic signal transmission
but not for epithelial polarity or fly development [32,33]. Theincreased early larval lethality might indeed
be due to defects in synapse formation. Although this is in contrast with findings in mammalian cells,
which suggest a supportive role of Veli in stabilization of the Crb-Pals1 complex [48], we could not detect
a decreased targeting of apicaljunctional Sdtaszc or Crb or a weaker association of mutant Sdt with Crb
(figure 5d).

3.5. The GUK domain is not essential for stabilization of the Crb—Sdt complex but necessary
for embryonic development

As mentioned above, deletion of the GUK domain affects neither localization of Sdt to the subapical
region in wild-type cells nor its association with Crb (figures 2h and 5d). However, in an sdE8>_mutant
background, expression of Sdtaguk does not rescue the apical localization of Crb or the embryonic
lethality (figures 4a and 3j). Epithelial polarity and embryonic morphology are severely disrupted, which
is reflected by a disturbed cuticle secretion: cuticles from K85, Sdt, cuk embryos are shrunken and
display big holes in the dorsal cuticle (figure 4). This is different from 5K cuticles which exhibit only
crumbles of cuticle and thus phenocopies a crb loss of function allele (figure 45,c). In contrast with sdt<&-
mutant embryos (figure 3a), in which Crb is cytoplasmic/vesicular, sdi¥85; Gdt e embryos exhibit
to some extent a cortical localization, although randomly distributed (figure 3f). However, this residual
cortical localization seems to be sufficient to produce a segmented, although shrunken and irregular
cuticle (figure 4.

Therefore, we cannot verify a role for the GUK domain of Sdt in stabilizing the Crb-5dt complex
in vivo. Nonetheless, the GUK domain is essential for the function of Sdt during epithelial polarization,
which might be independent of its cancnical role to stabilize Crb.

Taken together our findings confirm an essential role of the PDZ-SH3 domain tandem in binding
and stabilization of Crb in vive. By contrast, we did not confirm a function of ECR1 and ECR2 in
epithelial polarization in vivo—binding of Sdt to PAR-6 does not seem to take place at a substantial
level in embryonic epithelia and, as Sdtapcri- and Sdtapcre-mutant embryes de not exhibit polarity
phenotypes, it is unlikely that the PAR-6/5dt interaction contributes to the establishment of apical-
basal polarity but might rather have other functions, which are not related to Crb stabilization. This
is in contrast with the function of these domains in photoreceptor cells, where the N-terminus of Sdt-I
(originally described as Sdt-B2, an isoform which is exclusively expressed in heads), including ECRI,
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ECR2 and L27N, is important for the recruitment of PAR-6 in pupae and localization to the stalk
membrane in adults [27]. However, it remains to be clarified whether this phenotype is due to loss of
PAR-6 binding (upon deletion of ECR1 and ECR2) or due to impaired binding of Sdt to PAT] (deletion of
the L27N domainy), or both. Indeed, leoss of PAT] in photoreceptor cells results in mislocalization of Crb
and PAR-6 [31].

On the other hand, 5dt isoforms containing a larger stretch of amino acids between BECR1 and
ECR2 (e.g. Sdt-B) are not capable of fully targeting PAR-6 in photoreceptor cells. Similar, the ECR1 and
L27N domains are essential for retinal neuron organization and myocard development in zebrafish [49],
whereas ECR1 seems to be dispensable for apical-basal pelarity in the retinal pigmented epithelium and
the overall fish morphology. This further underlines the importance of the cellular and temporal context
for the function of Sdt in polarized tissues, suggesting a crucial role of the Sdt-PAR-6 interaction in neural
cells (Drosephila photoreceptor cells and zebrafish retinal neurons) but not in other epithelia (Drosephila
epidermis, retinal pigmented epithelium).

Moreover, our data indicate a new, PAT]-independent function of the L27N domain, which is in line
with previous reports demonstrating that mutant Nagie oko protein, which cannot bind PAT] fails to
rescue body form defects and the neural retinal phenotype of a Nagie cke mutant allele in zebrafish [49].
Deletion of the L27N domain does not affect localization of the mutant protein in the epidermis of
wild-type Drosophila (which is in agreement with the observation that deletion of PATT does not affect
Sdt localization [30]), whereas this domain seems to be crucial for T] targeting of Pals] in cultured
mammalian cells [46].

Finally, we demonstrate that the GUK domain of Sdt is crucial for apical-basal polarity of the
embryonic epidermis and for embryonic development. Similar, deletion of the GUK domain is
indispensable for phetoreceptor polarity in the adult Drosephila eye [27]. However, we demonstrate that
the GUK domain is neither essential for stabilizing binding to Crumbs as suggested recently [35] ner
important for the localization of the protein in wild-type epithelial cells. These data hint to an essential,
Crb-independent role of the GUK domain during epithelial polarization and embryonic development
which was not addressed in previcus studies [27,46,49].

Data aceessibility. Electronic supplementary material data are available in the electronic supplementary material at Dryad
(http: / /dx.dol.org /10.5061 /dryad.ndfr§) [52]. Supplementary figure 1 shows the expression of endogenous Sdt in
embryonic lysates of different stages and supplementary figure 2 shows PAT] stainings on wild-type background
with different 3dt variants.
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1. Einleitung

1.1. Epithelien
Epithelzellen sind der definierende Zelltyp aller Metazoen (Tepass 2012). Ihre Hauptaufgabe
besteht darin, Zellverbénde zu bilden, die Kérperoberflachen bedecken, Hohlorgane auskleiden
oder als Barrieren zwischen verschiedenen Kompartimenten fungieren. Sie dienen hier neben
einigen organspezifischen Funktionen besonders dem Schutz vor schadigenden Einfliissen von
auflen und der Regulation der individuellen molekularen Zusammensetzung des
nachgeschalteten Gewebes mittels Diffusion und Resorption (Tepass 2012; Bulgakova und
Knust 2009; Shin et al. 2006). Grundvoraussetzung fir die Organisation einzelner Zellen in
Form von Epithelgeweben ist jedoch immer die Etablierung einer apikal-basalen Polaritat und
die Fahigkeit zur Bildung verschiedener Zell-Zell-Kontakte. Zellen adhdrieren so, dass ihre
apikalen Membranen nach auBen oder zum Lumen von Hohlorganen orientiert sind (Tepass
2012) und die lateralen Membranabschnitte zu den benachbarten Zellen. Der basale Abschnitt
der Plasmamembran hingegen verbindet die Epithelzelle mit der Basalmembran und dem
darunterliegenden Bindegewebe (Bryant und Mostov 2008). In den meisten Epithelien trennt
ein apikaler Komplex aus Zellkontakten (engl.: apical junctional complex) die apikale von der
basolateralen Membran. Dieser Komplex besteht in Séugetierzellen aus Tight Junctions (TJ),
die als selektive Diffusionsbarriere agieren, Adherens Junctions (AJ), die den mechanischen
Kontakt mit den Nachbarzellen sicherstellen und Desmosomen. In Drosophila melanogaster
finden sich an Stelle von Tight Junctions die sogenannten Septate junctions, die jedoch &hnliche
Funktionen erfullen (Tepass und Hartenstein 1994; Farquhar und Palade 1963; Chen und Zhang
2013; Tepass 1996). Desmosomen dagegen fehlen im apikalen junktionalen Komplex von
Drosophila (Tepass 1996; Tepass und Hartenstein 1994). Der Abschnitt der apikalen Membran,
der zwischen dem apikalen junktionalen Komplex und der apikalen Membran liegt, wird als

Marginalzone bezeichnet (Tepass 2012; Tepass 1996).

1.2. Polaritatsregulation in Drosophila melanogaster

Die korrekte Etablierung und Aufrechterhaltung der zelluléren Polaritat bedarf verschiedener
zellularer Mechanismen, wie der asymmetrischen Verteilung von Proteinen, dem gerichteten
Transport von Vesikeln, sowie der korrekten Anordnung von Gerlstproteinen und Zell-Zell-
Kontakten (Mellman und Nelson 2008; Li und Gundersen 2008; Bryant und Mostov 2008;
Tepass 2012). In allen mehrzelligen Organismen werden diese Prozesse von verschiedenen
evolutiondr bewahrten Polaritatsproteinen gesteuert, die teils synergistisch und teils
antagonistisch in Form eines komplexen, dynamischen Proteinnetzwerks agieren (Flores-
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Benitez und Knust 2016; Laprise und Tepass 2011; Tepass 2012; Bulgakova und Knust 2009;
Nance und Zallen 2011). Gemal ihrer Anordnung und Funktion kdnnen die beteiligten Proteine
in apikale Polaritatsregulatoren (= APRs) und basolaterale Polaritatsregulatoren (=BLPRS)
unterteilt werden. Bisher sind drei Proteinkomplexe beschrieben, die von Wirmern Uber
Fliegen bis hin zu Saugetieren evolutionar konserviert wurden und die Entwicklung der
zellularen Polaritdt malgeblich zu steuern scheinen. Hierzu zahlen der Crumbs-Komplex,
bestehend aus dem Transmembranprotein Crumbs (Crb), den Geristproteinen Stardust (Sdt; in
Saugetieren: PALS1/MPP5), PATJ (in Saugetieren: PATJ/MUPP1) und Lin7, der PAR-
Komplex, der die Proteine Bazooka (Baz; in Saugetieren: PAR- 3), PAR-6, atypische
Proteinkinase C (aPKC) und die GTPase Cdc42 beinhaltet, sowie der Lethal giant larvae
(Lgl)/discs large (Dlg)/scribble-Komplex. Wahrend Crb- und PAR- Komplex zu den apikalen
Polaritatsregulatoren zahlen und im Bereich der Marginalzone lokalisieren, befindet sich der
Lgl/Dlg/scribble-Komplex an der basolateralen Membran (Tepass et al. 2001; Knust und
Bossinger 2002). Zusatzlich zu diesen weit verbreiteten Multiproteinkomplexen wurden in
Drosophila melanogaster weitere Proteine entdeckt, die im Verdacht stehen, die epitheliale
Polaritat mit zu beeinflussen. Hierbei sind die Proteine PAR- 1, 14-3-3 (PAR- 5) (Doerflinger
et al. 2003; Benton und St Johnston 2003), Yurt, Moesin, Coracle (Cora) (Laprise et al. 2009),
Rac, PTEN und PI3K (Chartier et al. 2011) zu nennen (vgl. Abb. 1).

Freie apikale Membran —=—{

Apikale Membran Crb Sdt Patj Lin7
" Marginalzone v — Cdc42 aPKC Par6 Baz
PTEN Moesin Yurt
e ~\
Adherens Junction i ‘ / \ ’ ccc
| >

/

Basolaterale Membran

% Laterale Membran ] Lgl Dig Scrib Par1
Yurt Cora NaK-ATPase

NrxIV PI3K Rac

Basale Membran —

Abbildung 1: Ubersicht Polaritatsregulatoren, modifiziert nach (Tepass 2012)

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Mechanismen entdeckt, mittels derer die

Beschaffenheit und Lokalisation der polaritdtsdeterminierenden Proteinmodule reguliert
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werden kénnen, um so eine gewebs- und stadienspezifische Funktionsweise zu ermdglichen
(Flores-Benitez und Knust 2016). Als erstes ist hierbei die Expression verschiedener Isoformen
desselben Gens zu nennen. So kodiert Sdt etwa fiir zahlreiche verschiedene Isoformen, die
gewebsspezifische Expressionsmuster aufweisen (Bulgakova et al. 2008). Beispielsweise
wurden in Photorezeptoren zwei Sdt-1soformen gegensatzlicher Funktion entdeckt. Wahrend
Sdt-H die Bildung der apikalen Membran vorantreibt, scheint Sdt-D diese zu antagonisieren.
Ein Mechanismus der Crb-Regulation kdnnte also die gleichzeitige, ausgewogene Expression
verschiedener Sdt-lIsoformen sein (Bulgakova et al. 2010). Des Weiteren kdnnen mittels
Phosphorylierungen, vorgenommen von verschiedenen Kinasen, zahlreiche relevante Prozesse,
wie zum Beispiel Lokalisation, Zusammensetzung und Aktivitét der Polaritatsproteine reguliert
werden. So verhindert beispielsweise die Phosphorylierung von Lgl und PAR- 1 mittels aPKC
die Anreicherung des Lgl/Dlg/scribble-Komplexes an der apikalen Membran (Yamanaka et al.
2003; Plant et al. 2003; Betschinger et al. 2003). Die Bedeutung der korrekten Lokalisierung
der einzelnen Multiproteinkomplexe wird anhand der Uberexpression einer aPKC ohne Kinase-
Funktion deutlich. Die Unterbindung der beschriebenen Phosphorylierungen fiihrt zu einer
totalen Fehllokalisation der Polaritats-Determinanten und in der Folge zu einer gestorten
Entwicklung der  Zellpolaritit  (Sotillos et al. 2004). In  verschiedenen
Uberexpressionsexperimenten wird auBerdem deutlich, dass neben der korrekten Lokalisation
der Polaritatsproteine auch ein ausgewogenes Kréfteverhaltnis entscheidend ist. So kommt es
in Embryonen mit einer Crb-Uberexpression zur Bildung einer uberproportional langen
apikalen Membran (Wodarz et al. 1995), wohingegen die Uberexpression von Lgl zu einem

Uberwiegen der basolateralen Membran fiihrt (Chalmers et al. 2005).

1.3. Crumbs

Das durch Professor Jirgens in den 80er Jahren entdeckte Transmembranprotein Crumbs (Crb)
ist der entscheidende Regulator der apikalen Identitat. Der Verlust von Crb in der embryonalen
Epidermis resultiert in einer starken Verringerung der apikalen Doméane und einer Schwéchung
der Adherens Junctions (Tepass 1996; Tepass et al. 1990). Die zu beobachtenden Kutikula-
Phénotypen brachten dem Protein den Namen Crumbs, zu Deutsch: ,,Kriimel* ein (Assémat et
al. 2008). Umgekehrt flihrt eine Uberexpression von Crb zu einer VergroRerung der apikalen
Plasma Membran auf Kosten der basolateralen Doméne (Wodarz et al. 1995).

Drosophila Crb ist ein 200 kDA groRes Typ-I-Transmembranprotein, welches aus einer grofien
extrazellularen Doméne und einem kurzen zytoplasmatischen Schwanz besteht. Die

extrazellulire Doméne enthélt 30 Wiederholungen eines Polypeptides, das dem ,,Epidermal
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growth factor (EGF; epidermaler Wachstumsfaktor) gleicht, und 4 globulére Laminin-A-
Doménen (Tepass et al. 1990). Neuere Studien legen nahe, dass die extrazellulare Doméne zwar
homophile Interaktionen zwischen Crb-Molekdlen erleichtert und so zu einer Stabilisierung
von Crb in der apikalen Zellregion beitragt (Pichaud und Desplan 2002; Tepass et al. 2001;
Fletcher et al. 2012; Letizia et al. 2013), jedoch scheint sie dariiber hinaus in den meisten
Epithelien fir die Etablierung der apikal-basalen Polaritat verzichtbar zu sein (Letizia et al.
2013; Wodarz et al. 1995; Klebes und Knust 2000). Lediglich in Photorezeptor-Zellen ist sie
fiir die korrekte Lokalisierung von Crb verantwortlich (Muschalik und Knust 2011; Pellikka et
al. 2002; Tepass 2012).

Der kurze, aus 37 Aminosduren bestehende, zytoplasmatische Abschnitt von Crb beinhaltet
zwei  evolutiondr  konservierte  Motive, und zwar eine FERM  (Protein
4.1/Ezrin/Radixin/Moesin)-Protein-binde-Domaéne und eine c-terminale PDZ (PSD-95/Discs-
large/Zonula Occludens-1)-binde-Domaéne, das sogenannte ERLI-Motiv (Bulgakova und Knust
2009; Pocha und Knust 2013). Diese beiden Protein-binde-Motive sind in den meisten
Epithelien flr eine korrekte Etablierung der Zell-Polaritét essentiell, was dadurch deutlich wird,
dass ein Crb-Konstrukt, welches lediglich die intrazellulare Doméne besitzt, Crb-mutante
Phanotypen &hnlich retten kann, wie das Voll-Langen-Protein (Klebes und Knust 2000; Wodarz
etal. 1995; Bulgakova und Knust 2009). Das C-terminale ERLI- Motiv ermdglicht die Bindung
von Crb an Sdt. Diese Interaktion ist wiederum notwendig, um Crb in der subapikalen Region
der embryonalen Epidermis zu stabilisieren (Bachmann et al. 2001; Hong et al. 2001). Mittels
der FERM- Domane ist Crb Uber das FERM-Domanen-Protein Moesin und 3-heavy-Spectrin
mit dem subkortikalen Aktin-Zytoskelett verankert (Wei et al. 2015; Médina et al. 2002). So
scheint es in gewissen Phasen der Embryogenese unabhangig von seiner Rolle in der Kontrolle
der zellularen Polaritat Einfluss auf die Morphologie mancher Organe, wie beispielsweise
Tracheen und Speicheldriisen von Drosophila zu nehmen, indem es die Invagination der Zell-
Membran steuert (Letizia et al. 2013). AuRerdem wird derzeit vermutet, dass Crb mittels dieser
Interaktion die korrekte Organisation der Zonula Adherens in Photorezeptoren von Drosophila
beeinflusst (Médina et al. 2002; lzaddoost et al. 2002). Eine weitere Aufgabe der FERM-
Doméne ist, an Yurt zu binden, welches die Crb- Aktivitat im Sinne eines negativen Feedback-
Mechanismus begrenzt. Die Bedeutung von Yurt in der Kontrolle von Crb wird dadurch
verdeutlicht, dass die Yurt-Loss-of-Function- Mutation &hnliche Ph&notypen erzeugt, wie die
Uberexpression von Crb, namlich eine deutliche Verlangerung der apikalen Membran der

embryonalen Epidermis (Laprise et al. 2006; Bulgakova und Knust 2009).
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Dariiber hinaus hat sich herausgestellt, dass Crb iber mehrere Wege das Zellwachstum und -
uberleben steuern kann. Dies ist daran zu erkennen, dass sowohl der Verlust als auch die
Uberexpression von Crb zu einer Stimulation des Zellwachstums fiinren (Ling et al. 2010; Chen
et al. 2010; Robinson et al. 2010). Als erster relevanter Signalweg ist hierbei der Hippo- Weg
zu nennen. In Drosophila steuern zwei FERM-Domanen-binde-Proteine, ndmlich Expanded
(Ex) und Merlin (Mer), das Zellwachstum, indem sie als Upstream-Regulatoren des Hippo-
Weges agieren. Crb rekrutiert Expanded nach apikal. In Abwesenheit von Crb kommt es durch
die fehlende Rekrutierung zu einer Misslokalisation von Expanded und somit zu einer
Downregulation des Hippo-Tumorsuppressor-Weges. Dies fuhrt in der Folge zur
Uberproliferation des betroffenen Gewebes (Chen et al. 2010; Parsons et al. 2014; Robinson et
al. 2010; Ling et al. 2010; Pocha und Knust 2013). Crb ist jedoch nicht nur fur die Aktivierung,
sondern auch fir die Inaktivierung von Expanded verantwortlich, da es die Phosphorylierung
und Degradation von EXx reguliert. So kann Crb die Aktivitat des Hippo-Weges limitieren und
ein ausgewogenes Zellwachstum garantieren (Pocha und Knust 2013). Neben der Regulation
des Hippo-Weges scheint Crb auch den wachstumsférdernden Notch-Weg auf zweierlei Arten
zu limitieren. Auf der einen Seite ist Crb in der Lage, mittels der EGF-ahnlichen
Wiederholungen seiner extrazellularen Doméne Notch zu binden und somit die Endozytose und
das Recycling von Notch und dessen Liganden Delta zu verhindern. Auf der anderen Seite
scheint Crb die Aktivitdt des y-Sekretase-Komplexes zu verringern (Richardson, Emily C N
und Pichaud 2010; Tepass 2012).

Da Sdt Crb in der korrekten subzellularen Position stabilisiert, erzeugen Sdt-Allele hinsichtlich
der apikal-basalen Polaritat ahnliche Phénotypen wie Crb-Mutanten (Hong et al. 2001;
(Bachmann et al. 2001; Tepass und Knust 1993; Lin et al. 2015).

1.4.Stardust

Sdt ist ein Gerustprotein der MAGUK-Familie. Als typischer Vertreter dieser Gruppe besitzt
es eine MAGUK (Membran-assoziierte-Guanylat-Kinase) - Doméne, eine PDZ (PSD-95/discs
large/zonula occludens 1) - Doméne und eine SH3 (Src-homology-3) - Doméne. Gemal
neuester Daten aus der Kristallisation des Crb-PALS1-Komplexes scheinen diese drei
Doménen ein dreidimensionales Supramodul zu bilden, das die terminalen vier Aminosauren
(ERLI-Motiv) des zytoplasmatischen Schwanzes von Crb hochspezifisch bindet (Li et al.
2014). Dartber hinaus bindet die PDZ-Domaéne von Sdt an eine konservierte Region von Baz

(Krahn et al. 2010). So bildet Sdt zwei verschiedene Polaritatskomplexe, die parallel wéhrend
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der gesamten Embryogenese in der embryonalen Epidermis vorhanden sind: den Crb- Sdt-
PATJ- und den Baz- Sdt- PATJ- Komplex (Sen et al. 2015).

Zusatzlich zu diesen drei Doménen beinhaltet Sdt auRerdem zwei n-terminale ECR
(evolutionary conserved region) - Domanen, welche in kultivierten Sdugetier-Zellen an der
Bindung des S&ugetier-PALS1 zu zwei verschiedenen PAR-6-Proteinen beteiligt sein sollen
(Wang et al. 2004; Gao und Macara 2004; Hurd et al. 2003). In vitro scheint insbesondere der
ECR1-Domane in dieser Interaktion eine besondere Bedeutung zuzukommen (Wang et al.
2004). In vivo konnte jedoch bislang, abgesehen von der apikalen Rekrutierung von PAR-6 in
Photorezeptor- Zellen, vermittelt durch die ECR1- und ECR2-Doménen (Bulgakova et al.
2008), keine Bedeutung dieser Interaktion nachgewiesen werden.

Aullerdem enthdlt Sdt zwei L27 (Lin2/Lin7) - Doméanen und eine Hook-Doméne. Die erste
L27-Domane (L27N) ist notwendig, um PATJ zur subapikalen Region zu rekrutieren (Pénalva
und Mirouse 2012; Sen et al. 2015), welches seinerseits die Adherens Junction stabilisiert,
indem es die Myosin- Aktivitat fordert (Sen et al. 2012). Jedoch scheint die L27N-Doméne
nicht notwendig zu sein, um den Crb-Sdt-Komplex in der embryonalen Epidermis zu
stabilisieren (Zhou und Hong 2012; Sen et al. 2012; Pénalva und Mirouse 2012).

Mittels seiner zweiten L27-Doméne (L27C), rekrutiert Sdt Lin-7 (Veli) zur Plasmamembran.
Dies ist in Drosophila zwar nicht entscheidend fur die epitheliale Polaritét, wirkt allerdings an
der postsynaptischen Membran, um einer lichtinduzierten Degeneration von Photorezeptoren

vorzubeugen (Soukup et al. 2013; Bachmann et al. 2004).

Die Hook-Domane dient als FERM-Domaénen-Interaktionsstelle, was fir einige Sdt-Orthologa
bereits gezeigt werden konnte. Die Sdt-Orthologa Nagie Oko (Zebrafisch) und PALS1/MPP5
(Séaugetiere) binden die entsprechenden Yurt-Orthologa mittels der Hook-Domane (Hsu et al.
2006; Gosens et al. 2007). Yurt bindet dartber hinaus direkt an den zytoplasmatischen Schwanz
von Crb und reguliert seine Aktivitéat negativ (Laprise et al. 2006). Somit kénnte die Interaktion
zwischen Yurt und Sdt dazu dienen, das Zusammenspiel von Sdt und Crb zu modulieren (Hsu
et al. 2006). Abbildung 2 zeigt die wichtigsten Interaktionspartner von Sdt.
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Abbildung 2: Kernkomponenten des Crb- Komplexes, modifiziert nach (Bulgakova 2009)

In seiner Funktion als zentrales Verbindungsstiick im Crb-Komplex, ist Sdt essenziell, um den
Crb-Komplex zu stabilisieren. So wird Crb in Sdt-mutanten Embryonen zwar wie gewohnt zur
apikalen Plasmamembran transportiert, jedoch anschlieBend endozytiert und degradiert.
Bestatigt wird dies durch die Tatsache, dass Sdt-mutante Embryonen den gleichen Phéanotyp
zeigen wie im Falle einer Crb-Loss-of-Function-Mutation (Tepass und Knust 1993; Tepass
2012). Sdt-lsoformen sind ab dem zelluldaren Blastoderm in den meisten vom Ektoderm
abstammenden Epithelien detektierbar (Bachmann et al. 2001), jedoch niemals in Neuroblasten
oder anderen Zellen des ZNS. Dies fihrt zu dem Schluss, dass die Etablierung und
Aufrechterhaltung der epithelialen Polaritat in Neuroblasten unabhéngig von Sdt erfolgt (Hong
et al. 2001).

1.5. Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext

Bereits seit einiger Zeit sind die Struktur Stardusts und viele der damit einhergehenden
Funktionen bekannt. AuRerdem konnten einige Mechanismen der Rekrutierung Sdts in den
Crb-Komplex enthillt werden (Bulgakova et al. 2008; Krahn et al. 2010). So fiuhrte die
Arbeitsgruppe um Elisabeth Knust bereits 2008 eine ausfiihrliche Struktur-Funktionsanalyse
Sdts durch, anhand welcher sie die Mechanismen der Lokalisation des Crb-Sdt-Komplexes in
Photorezeptorzellen untersuchte (Bulgakova et al. 2008). Auch eine Studie an Zebrafischen
(Bit-Avragim et al. 2008) und die Expression von PALS1-Varianten in Kultivierten
Saugetierepithelzellen (Roh et al. 2002) halfen, die doménenspezifischen Aufgaben Stardusts

in verschiedenen Organismen in vivo zu erforschen. Jedoch konnte bis heute nicht geklart
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werden, ob die beobachteten Mechanismen auch in anderen Geweben, wie zum Beispiel der
embryonalen Epidermis, fiir eine korrekte Zellpolaritit notwendig sind und ob die einzelnen
Sdt-Doménen noch weitere, bis dato unbekannte Funktionen erfullen. Aus diesem Grund
wurden zur detaillierten Struktur-Funktions-Analyse verschiedene Sdt-Deletionskonstrukte
geklont und in Sdt-mutante Embryonen des Genotyps Sdtk® sowie wildtypische Embryonen
injiziert (siehe Material und Methoden). Anhand der so etablierten Fliegenstdmme wurden
Rettungsexperimente und Letalitatstests durchgefuhrt, um zu Gberprufen, wie die Deletion
einzelner Sdt-Doménen die Uberlebensfahigkeit der Drosophila-Embryonen beeinflusst. Des
Weiteren wurden die Auswirkungen der Expression der modifizierten Sdt-Gene auf die
Lokalisation verschiedener Polaritatsproteine in der embryonalen Epidermis mittels konfokaler
Lasermikroskopie untersucht. Auch Kutikula-Préparationen wurden zur Analyse verschiedener

Sdt-mutanten herangezogen.

2. Material und Methoden

2.1. Plasmide
Der offene Leserahmen (OLR) von Sdt-F (formal bezeichnet als Sdt-B1), wurde in pENTR

(Life Technologies) geklont. Es wurden Deletionen der verschiedenen Doménen durch
Mutagenese-PCR etabliert, indem ein flexibler 3xGlycin Platzhalter an Stelle der jeweiligen
Domane eingefugt wurde. Die verwendeten Oligonukleotide sind im Originalartikel aufgefthrt.
Der offene Leserahmen der Sdt-Varianten wurde in den Zielvektor UWGattB (modifiziert von
UWG, welches vom Drosophila Genomic Resource Center bezogen wurde) mittels Clonase-

Reaktion (Life Technologies) umkloniert.

2.2. Fliegenstamme und Genetik

Die Fliegenstamme wurden auf Standard Maismehl-Agar-Nahrboden kultiviert und bei 25°C
gehalten. Die transgenen Fliegen der UAS::Sdt-GFP und Ubi::Sdt-GFP-Varianten wurden
unter Verwendung des PhiC31-Integrase-Systems (Groth et al. 2004) mit attP40 (fir das UAS-
Konstrukt) und attPVVK00037 (22A, fir die Ubi::Sdt-GFP Konstrukte) etabliert. En::GAL4 und
arm::GAL4 wurden vom ,,Bloomington Drosophila Stock Center* bezogen. Fiir die Beurteilung
der Funktion (mutanter) Sdt-Proteine in vivo wurde das sdt<®-Allel (Berger et al. 2007)
verwendet, indem Keimbahnklone mit Hilfe der weiblichen, sterilen OvoD-Technik (Chou et
al. 1993) unter Verwendung von FRT19A-OvoD1, hs::Flp (BL#23880) produziert wurden.
Weibchen der Genotypen sdt®® FRT19A-OvoD1, FRT19A; Ubi::Sdt-GFP wurden gepaart mit
Maénnchen, die den FM7-ChFP-Fluoreszenz-Balancer (Abreu-Blanco et al. 2012) und Ubi::Sdt-
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GFP trugen. Embryonen, die homozygot fiir sdt< waren, wurden fiir Kutikula-Préparationen
und Letalitatstests identifiziert, indem Immunfarbungen mit Farbung von sex lethal (Bopp et
al. 1991) durchgefihrt und die Embryonen anschlieBend gegen ChFP sortiert wurden. Fur
Kutikula-Préparationen von crb-mutanten Embryonen wurde das crb*#22—Allel (Wieschaus et
al. 1984) verwendet. Fir Letalitdtstests wurden, wie oben beschrieben, sdt“®-mutante
Embryonen generiert, die die Sdt-Protein-Varianten exprimieren. In drei unabh&ngigen
Experimenten wurden je Experiment 100 homozygot mutante Embryonen nach embryonaler
Letalitat, L1/L2-, L3-, sowie Puppen-Letalitit und Uberlebenden Fliegen bewertet.

Fehlerbalken geben den mittleren Standardfehler an.

2.3. Erzeugung eines Antikorpers gegen Sdt
Ein gegen die PDZ-Domane von Sdt gerichteter Antikorper wurde hergestellt, indem Hasen mit
GST-Sdtrpz immunisiert wurden (Davids Biotechnologie, Regensburg, Deutschland). Die

Spezifitat des Serums wurde in Immunfarbungen an sdt“®>-mutanten Embryonen getestet.

2.4. Immunprazipitation und Western- Blotting

FUr Immunprézipitationen wurden w-Embryonen oder Embryonen, die die GFP-markierten
Sdt-Varianten exprimieren, einer Ubernacht-Sammlung dechorionisiert und in durch Protease-
Inhibitoren erganztem Lyse-Puffer (1% Triton X-100, 150mM NaCl, 1mM CaClz, 1mM
MgClz, 50mM Tris- HCL pH 7,5) lysiert. Nach der Zentrifugation wurden entweder Maus-anti-
Sdt-Antikdrper (Bulgakova et al. 2010), Maus-anti-R-Galaktosidase-Antikdrper oder Hase-
anti-GFP-Antikorper (Life Technologies) entsprechend einer Gesamtproteinmenge von 5009
zu dem Embryonen-Lysat hinzugefiigt. Die Immunkomplexe wurden unter Verwendung von
Protein A/G-konjugierter Agarose (BioVision) abgeerntet. Die Agarose-Kigelchen wurden
finf Mal in Lyse-Puffer gewaschen und vor SDS-Page und Western-Blot in 2x SDS-Proben-
Puffer gekocht (Sen et al. 2012). Immunprézipitationen von Schneider 2R-Zellen, die mit Sdt-
GFP (Sdt UWGattB) und Ubi::PAR-6-myc (PAR-6 UWM) transfiziert wurden, wurden in
ahnlicher Weise durchgefihrt. Nach Abzentrifugation des Mediums und Lyse der S2R- Zellen
in oben beschriebenem Lyse- Puffer wurde in gleicher Weise verfahren, wie bereits fir
Embryonen beschrieben. Western-Blotting wurde entsprechend des Standard-Vorgehens
durchgefuhrt. Folgende primére Antikoérper wurden fiir das Western-Blotting verwendet: Maus-
anti-Crb (Cg4 (Tepass und Knust 1993), 1:50, DSHB), Maus-anti-Sdt-Antikorper (1:20
(Bulgakova et al. 2010)), Meerschweinchen-anti-PATJ (1:1000 (Sen et al. 2012)), Hase-anti-
Baz (1:2000 (Wodarz et al. 1999)), Hase-anti-aPKC (aPKC(, 1:500, Santa Cruz sc-216), Maus-
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anti-GFP (1:500, B2, Santa Cruz sc-9996) und Meerschweinchen-anti-PAR-6 (1:500 (Kim et
al. 2009)).

2.5. Immunhistochemie

Embryonen wurden mit Natriumhypochlorid (NaClO) dechorionisiert und anschlieRend in
einer 1:1-Mischung aus 4%-igem Formaldehyd, Phosphat-Puffer pH 7,4, 2 mM CaCl> und
Heptan flr circa zwanzig Minuten fixiert. Nach dem Aufbrechen der Vitellin-Membran mittels
kraftigen Schuttelns in einer 1:1-Mischung aus Methanol und Heptan wurden die Embryonen
fiir mindestens eine Stunde in reinem Methanol bei einer Temperatur von -20°C gelagert. Im
Anschluss daran wurden sie in PBT (PBS und 0,1% Tween 20) flr drei mal zwanzig Minuten
unter standigem Schwenken rehydratisiert und dann mit den priméren AntikOrpern unter
Zugabe von 5% normalem Pferdeserum (NHS; engl.: normal horse serum) inkubiert (Krahn et
al. 2010). Fur die indirekte Immunfluoreszenz wurden folgende priméare Antikorper verwendet:
Meerschweinchen-anti-PATJ (1:500 (Sen et al. 2012)), Maus-anti-Sdt-Antikorper (1:20
(Bulgakova et al. 2010)), Hase-anti-Sdt (1:2000, diese Studie), Hase-anti-Baz (1:1000 (Wodarz
et al. 1999)), Maus-anti-Crb (Cg4, 1:50, DSHB), Maus-anti-DIg (1:50, DSHB), Hase-anti-GFP
(#A11122, 1:1000, Life Technologies) und Huhn-anti-GFP (1:2000, Aves Laboratories). Die
mit Alexa 488, Alexa 568 und Alexa 647 (Life Technologies) konjugierten sekundaren
Antikorper wurden in einem Verhaltnis von 1:400 verwendet. Bilder wurden mit einem Zeiss
LSM 710 Meta konfokalen Mikroskop gewonnen und mit Adobe Photoshop bearbeitet.

3. Ergebnisse und Diskussion

Wie bereits beschrieben, weist Sdt zahlreiche Protein-Interaktionsdoménen auf, welche in
Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums und des Gewebes verschiedene Funktionen erfiillen.
Zundchst erforschten wir, welche Doménen notwendig sind, um Sdt in der subapikalen Region
zu positionieren. Analog zu vorherigen Berichten kamen auch wir zu dem Schluss, dass die
PDZ-Domane, die Sdt entweder zu Crb oder zu Baz in die subapikale Region rekrutiert (Hong
et al. 2001; Bachmann et al. 2001; Roh et al. 2002; Krahn et al. 2010; Bit-Avragim et al. 2008),
fur die korrekte subzellulére Lokalisation von Sdt essentiell ist. Die Deletion der PDZ-Doméne
flhrt zu einer stark gestorten und grofitenteils zytoplasmatischen Anreicherung des mutanten
Proteins (Originalartikel Abb. 2f), wohingegen Wildtyp-Sdt-GFP korrekt in der subapikalen
Region lokalisiert (Originalartikel Abb. 1d und 2a). Allerdings beobachteten wir, dass die PDZ-
Doméne alleine nicht ausreicht, um die kortikale Rekrutierung von Sdt zu bewerkstelligen
(Originalartikel Abb. 2i). Die Instabilitat des kleinen chimaren Proteins Sdtrpz-GFP konnten

wir als Ursache dieser Beobachtung jedoch ausschliel3en, da im Western Blot eine spezifische
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Bande bei circa 37 kDa nachweisbar war (Originalartikel Abb. 1e). Dies legt die Vermutung
nahe, dass neben der PDZ- Doméne weitere Doménen notwendig sind, um die Bindung
zwischen Sdt und Crb bzw. Baz zu ermdglichen. In einer Studie aus dem Jahr 2014 wird bereits
postuliert, dass neben der PDZ-Doméne auch die SH3- und GUK-Domaénen eine wichtige Rolle
in der Bildung und Stabilisierung des Crb-PALS1-Komplexes spielen, da in
gelchromatographischen Verfahren und Bindungs-Analysen eine 100-fach stérkere
Bindungsaffinitat des PDZ-SH3-MAGUK-Tandems zu Crb im Vergleich zur isolierten PDZ-
Doméne nachgewiesen werden konnte (Li et al. 2014). In der Tat flihrt die Deletion der SH3-
Doméne zu einer eher zytoplasmatischen Anreicherung des mutanten Proteins, wobei geringe
Mengen Sdt weiterhin an der Zellmembran verbleiben (Originalartikel Abb. 2g). Vor
wildtypischem Hintergrund lokalisiert Crb trotz Deletion der SH3- oder PDZ-Domane von Sdt
noch subapikal, was durch die verbleibende Menge wildtypischen Sdts zu erklaren ist
(Originalartikel Abb. 2 f, g). In Keimbahnklonen, in denen jegliches wildtypische Sdt fehlt,
kommt es jedoch zu einer rein zytoplasmatischen Lokalisation von Crb und einer deutlichen
Storung der apikal-basalen Polaritat (Originalartikel Abb. 3 h, i). Auch Co-
Immunprazipitationsexperimente  der mutanten Sdt-Proteine mit endogenem Crb
demonstrieren, dass neben der PDZ-Doméne auch die SH3-Domane notwendig ist, um eine
Assoziation von Sdt mit Crb zu ermdglichen (Originalartikel Abb. 5d). Des Weiteren rettet die
Expression von Sdtappz oder Sdtasus den Kutikula-Phanotyp von sdt“® nicht (Originalartikel
Abb. 4 ¢, d, j, k). Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten vorangegangener Studien an
retinalen Neural- und Pigmentepithelien in Zebrafischen, sowie Photorezeptorzellen von
Drosophila (berein, die eine zentrale Rolle der PDZ-Domane (Bulgakova et al. 2008; Bit-
Avragim et al. 2008) und SH3-Domane (Bulgakova et al. 2008) in diesen apikal-basal

polarisierten Zelltypen beschreiben.

Im Gegensatz zur Deletion der SH3- oder PDZ-Doméne beeinflusst die Deletion der GUK-
Domane in wildtypischen Epithelzellen die Lokalisation des mutanten Proteins oder die
Assoziation mit Crb hingegen nicht (Originalartikel Abb. 2h, 5d). Dies kénnte daran liegen,
dass die GUK- Domane nicht direkt an der Bindung zwischen Sdt und dem ERLI-Motiv von
Crb beteiligt ist, sondern lediglich eine supportive Rolle einnimmt (Li et al. 2014). Allerdings
rettet die Expression von Sdtagux in einem Sdt<®-mutanten Hintergrund weder die apikale
Lokalisierung von Crb, noch die embryonale Letalitdt (Originalartikel Abb. 4a und 3j).
Epitheliale Polaritdt und embryonale Morphologie sind schwer gestort, was durch eine
beeintrachtigte Sekretion der Kutikula zum Ausdruck kommt. Kutikulae von Embryonen des

Genotyps sdtk®; Sdtagux sind geschrumpft und weisen groRe Locher in der dorsalen Kutikula
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auf (Originalartikel Abb. 41). Sie unterscheiden sich deutlich von Kutikulae der Embryonen des
Genotyps Sdt"®®, Sdt®>; Sdtasws, sowie sdt“®®; Sdtappz, welche lediglich aus einzelnen Kriimeln
bestehen und so phé&notypisch den Kutikulae eines Crb-Loss-of-Function Allels entsprechen
(Originalartikel Abb. 4 b, ¢, j, k). Im Gegensatz zu sdt*®- mutanten Embryonen (Originalartikel
Abb. 3a), in denen Crb zytoplasmatisch lokalisiert, weisen Embryonen des Genotyps sdt*®®;
Sdtacuk In einem gewissen Ausmal} eine kortikale Lokalisation von Crb auf, wenn auch mit
willkarlichem Verteilungsmuster (Originalartikel Abb. 3 j). Dennoch scheint diese residuale,
kortikale Lokalisation zu geniigen, um eine segmentierte, wenn auch geschrumpfte und
unregelmaRige Kutikula zu produzieren (Originalartikel Abb. 41). Folglich kénnen wir in vivo
keine zentrale Bedeutung der GUK-Doméne von Sdt fir die Stabilisierung des Crb-Sdt-
Komplexes nachweisen. Dennoch ist die GUK-Doméne wéhrend der epithelialen Polarisierung
essentiell fur die Funktion von Sdt, was mdglicherweise unabhéngig ist von ihrer bisher

angenommenen Bedeutung in der Stabilisierung von Crb.

Weiterhin konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass PALS1 in kultivierten
Saugetierzellen mittels seiner ECR1- und ECR2-Doméne mit PAR-6 interagiert (Gao und
Macara 2004; Hurd et al. 2003; Wang et al. 2004). Eine in vivo Relevanz der Sdt-PAR-6-
Interaktion in Drosophila konnte von der Misslokalisation von PAR-6 in Sdt-mutanten
Photorezeptorzellen abgeleitet werden, welche nicht durch Sdt-Varianten gerettet wird, denen
der gesamte N-Terminus inklusive der ECR-Motive und der L27N-Domane fehlt (Bulgakova
et al. 2008). Wir fanden heraus, dass Sdtaecri und Sdtarcrz korrekt an der subapikalen Region
in der embryonalen Epidermis lokalisieren (Originalartikel Abb. 2 b, c). Daruber hinaus fihrt
die Expression dieser Transgene, genauso wie die des doppelt mutanten Proteins (Sdtaecri+2)
in einem Sdt-mutanten Hintergrund zur Wiederherstellung der epithelialen Polaritat und
subapikalen Crb-Lokalisation (Originalartikel Abb. 3 c-e). Dennoch verdeutlichen
Letalitatstests im Vergleich zu wildtypischem Sdt eine hohere embryonale Letalitat von Sdt-
mutanten, die entweder Sdtarcr1 oder Sdtagcr2 exprimieren, und einen noch starker gesteigerten
Letalitats-Phanotyp fur Sdtaecri+2 (Originalartikel Abb. 4a), auch wenn Immunfarbungen mit
Polaritatsmarkern (Originalartikel Abb. 3 c-e) keine offensichtlichen Polaritatsdefekte
aufzeigen. Weiterhin demonstrieren die durchgefiihrten Kutikula- Praparationen nur bei einer
geringen Anzahl von Embryonen Sekretionsdefekte der Kutikula (Originalartikel Abb. 4 e-g,
m). Geschlupfte Fliegen dieser Genotypen weisen einen unauffalligen Phanotyp auf. Zwar
konnten wir bestatigen, dass Sdt und PAR-6 in Schneider-2R-Zellen (S2R-Zellen) in vitro und
unter Uberexpressionsbedingungen miteinander interagieren kdnnen und dass diese Interaktion

von ECR1 abhéngt (Originalartikel Abb. 5a, b). Dennoch gelang es uns nicht, im Zuge von
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Immunprazipitationen von endogenem Sdt aus wildtypischen Embryonen wesentliche Mengen
von PAR-6 in Interaktion mit Sdt nachzuweisen, wohingegen Crb, PATJ, Baz und aPKC mit
Sdt immunprézipierten (Originalartikel Abb. 5c¢). Weiterhin beeintrachtigt die Mutation von
ECRL1 oder ECR2 oder beiden zusammen die Ausbildung des Crb-Sdt-Komplexes in vivo nicht
(Originalartikel Abb. 5d). Diese Ergebnisse legen nahe, dass das ECR1- und ECR2-Motiv flr
die Stabilisierung des Crb-Sdt-PATJ-Komplexes in der embryonalen Epidermis von
Drosophila unter endogenen Bedingungen nicht essentiell sind und dass sie fur die apikal-
basale Polaritat entbehrlich sind. Jedoch scheinen sie in einem gewissen Mal3, eventuell
vermittelt Gber eine bis dato unentdeckte Funktion, wesentlich fiir eine effiziente embryonale

Entwicklung zu sein.

AbschlieRend versuchten wir noch die in vivo Bedeutung der beiden L27-Domanen zu
untersuchen. Sdt assoziiert mit PATJ, indem seine L27N-Doméne mit der L27-Doméne von
PATJ heterodimerisiert (Li et al. 2004). Die Deletion der L27-Domane in PATJ verhindert
folglich die Bindung zu Sdt und somit auch die Lokalisation des mutanten Proteins in der
subapikalen Region (Pénalva und Mirouse 2012; Sen et al. 2015). Umgekehrt beeintrachtigt die
Deletion der L27N-Domaéne in Sdt die Lokalisation des mutanten Sdt-Proteins in wildtypischen
Epithelzellen nicht (Originalartikel Abb. 2d), obwohl sie nachweislich die Bindung von Sdt zu
PAT]J stort (Originalartikel Abb. 5d). Diese Ergebnisse passen zu den Daten vorangegangener
Studien, die zeigen konnten, dass PATJ weder fur die Stabilisierung des Sdt-Crb-Komplexes,
noch fiir die apikal-basale Polaritat in der embryonalen Epidermis essentiell ist (Pénalva und
Mirouse 2012; Sen et al. 2012; Zhou und Hong 2012). Uberraschenderweise zeigen Sdt-
mutante Fliegen, die das Sdtara7n-Transgen exprimieren jedoch eine komplette embryonale
Letalitat (Originalartikel Abb. 4a), wobei sie starke Sekretionsdefekte der Kutikula aufweisen.
Kutikulae von Embryonen des Genotyps Sdt“®®; Sdtao7n besitzen nur einzelne Uberbleibsel
intakter Kutikula und dhneln phéanotypisch den Kutikulae des Crb-Loss-of-Function-Allels
(Originalartikel Abb. 4b, h). Dies kénnte durch die Reduktion des apikalen Crb-Levels erklart
werden, die sich in Keimbahnklonen des Genotyps Sdt*®%; SdtaL27n zeigte (Originalartikel Abb.
3f Pfeile). So wurde schon mehrfach postuliert, dass der Verlust von PATJ zu einer
verminderten Expression von Crb in polarisierten Zellen flihrt, ohne dabei die Lokalisation von
Crb oder die apikal-basale Polaritat zu beeintréchtigen (Tanentzapf und Tepass 2000; Zhou et
al. 2012). Eine Bedeutung PATJs in der Stabilisierung des Crb-Sdt-Komplexes scheidet als
Ursache dieser Beobachtung jedoch aus, da schon mehrfach gezeigt werden konnte, dass PATJ
keinen Einfluss auf die Stabilitat des Crb-Sdt-Komplexes hat (Pénalva und Mirouse 2012; Sen

et al. 2012; Zhou und Hong 2012) und weiterhin Embryonen, die homozygot mutant sind fir
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PATJ weder Polaritatsdefekte der embryonalen Epidermis aufweisen noch eine vollstandig
penetrante embryonale Letalitat zeigen (Sen et al. 2012). Ein weiterer Erklarungsansatz konnte
sein, dass ungebundenes PATJ einen dominant negativen Effekt ausiibt, so wie es bei der
Uberexpression von PATJ der Fall ist (Sen et al. 2012). Da also weder die vollstandige
embryonale Letalitdt, noch die stark derangierte Sekretion der Kutikulae in SdtaL27n-mutanten
Embryonen alleine durch den Verlust von PAT]J erkléart werden kdnnen, ist anzunehmen, dass
die L27N-Doméne neben der Rekrutierung von PATJ weitere wesentliche Funktionen wéhrend

der epithelialen Polarisierung der embryonalen Epidermis aufweist.

Im Gegensatz zur L27N-Domane scheint die L27C-Doméne nicht essentiell flr die epitheliale
Polarisierung und die Fliegenentwicklung zu sein, da SdtaL27c in der Lage ist, die Polaritats-
Phanotypen von sdt“® zu retten und dariiber hinaus Uberlebende Fliegen erzeugt
(Originalartikel Abb. 3g und 4a, i). Dies entspricht vorangegangenen Ergebnissen, die Lin-7
als Interaktionspartner von Sdtio7c identifizieren und Lin-7 eine Rolle in der postsynaptischen
Signaliibertragung zuschreiben, jedoch nicht in der Ausbildung der epithelialen Polaritat oder
Fliegenentwicklung (Bachmann et al. 2004; Soukup et al. 2013). Die gesteigerte frihe
Larvensterblichkeit konnte durch Stérungen bei der Ausbildung von Synapsen begriindet sein.
Auch wenn dies in Wiederspruch zu Beobachtungen an S&dugetierzellen steht, welche eine
unterstiitzende Rolle von Veli in der Stabilisierung des Crb-PALS1-Komplexes annehmen
(Straight et al. 2006), konnten wir weder eine verminderte apikale Anreicherung des mutanten
Sdtar27c oder Crb (Abb. 3g) noch eine Schwéchung der Bindung des mutanten Sdt zu Crb
feststellen (Abb. 5d).

4. Zusammenfassung

Zusammenfassend bestéatigen unsere Ergebnisse eine entscheidende Rolle des PDZ-SH3-
Doménen-Tandems bei der Bindung und Stabilisierung von Crb in vivo. Weiterhin konnten wir
zeigen, dass entgegen kirzlich veroffentlichter Daten die GUK-Doméne weder essentiell fir
die Stabilisation der Bindung zu Crb (Li et al. 2014) noch notwendig fir die korrekte
Lokalisation von Sdt in wildtypischen Epithelzellen ist. Unsere Ergebnisse deuten jedoch auf
eine wesentliche Crb-unabhéngige Funktion der GUK-Doméne wahrend der epithelialen
Polarisierung und der Embryonalentwicklung hin, welche in vorangegangenen Studien nicht
erwahnt wurde (Bit-Avragim et al. 2008; Roh et al. 2002; Bulgakova et al. 2008).

Entgegen bisher veroffentlichter Daten, die in Photorezeptorzellen von Drosophila eine
entscheidende Rolle der ECR1- und ECR2-Doméne in der apikalen Rekrutierung von PAR-6
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feststellten, konnten wir in vivo keine Funktion dieser beiden Doménen wahrend der
epithelialen Polarisierung bestétigen. Erstens scheint geméaR unseren Resultaten aus Co-
Immunprazipitationen in embryonalen Epithelien eine Bindung zwischen Sdt und PAR-6 nicht
in wesentlichem Umfang stattzufinden. Zweitens ist es unwahrscheinlich, dass die Interaktion
zwischen PAR-6 und Sdt zur Etablierung der apikal-basalen Polaritat beitragt, da Sdtagcri- und
Sdtaecr2-mutante Embryonen phénotypisch keinerlei Polaritatsdefekte aufweisen. Allerdings
kénnte diese Interaktion unabhéngig von der Stabilisierung von Crb eine andere, bis dato
unentdeckte Funktion erfiillen, welche wesentlich fir eine effiziente embryonale Entwicklung
ist. AuRerdem gilt es auch bei der Betrachtung der Funktion der ECR1- und ECR2-Domane
stets zwischen verschiedenen Organismen, Geweben und Entwicklungsstadien zu
differenzieren. In neuronalen Zellen, wie z. B. Photorezeptorzellen von Drosophila (Bulgakova
et al. 2008) und retinalen Neuronen von Zebrafischen (Bit-Avragim et al. 2008), kann eine
entscheidende Rolle der Interaktion zwischen Sdt und PAR-6 angenommen werden. In anderen
Epithelien, wie der Epidermis oder dem retinalen Pigmentepithel von Drosophila, dagegen
nicht.

Weiterhin deuten unsere Ergebnisse auf eine neue PATJ-unabhangige Funktion der L27N-
Doméne von Sdt hin. Sdtao7n-mutante Embryonen weisen eine vollstdndige Letalitét auf,
begleitet von deutlichen Sekretionsdefekten der Kutikula. Diese Beobachtung ist jedoch nicht
alleine durch die gestorte Interaktion mit PATJ zu erklaren, da PATJ-mutante Embryonen
weder Polaritatsdefekte der embryonalen Epidermis zeigen, noch eine vollstdndig penetrante
embryonale Letalitat (Sen et al. 2012). Daruber hinaus beeintréchtigt die Deletion der L27N-
Domane die Lokalisation des mutanten Proteins in der Epidermis von wildtypischen
Drosophila- Exemplaren nicht. Dies bestétigt erstens, dass PATJ in der embryonalen Epidermis
von Drosophila fur die Stabilisierung des Crb-Komplexes nicht bendétigt wird. Zweitens zeigen
diese Ergebnisse, dass die L27N-Domane in vivo eine fir die epitheliale Polarisierung
essentielle Funktion aufweist, die nicht im Zusammenhang mit der Stabilisierung des Crb-
Komplexes steht. AbschlieBend konnten wir auBerdem eine relevante Bedeutung der L27C-

Doméne fiir die epitheliale Polarisierung und Fliegenentwicklung in Drosophila widerlegen.
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