DFG Forschungszentrum Molekularphysiologie des Gehirns (CMPB)
ABTEILUNG STAMMZELLBIOLOGIE (seit 9/2004)

DFG Research Centre Molecular Physiology of the Brain (CMPB)
DEPARTMENT OF STEM CELL BIOLOGY (since 9/2004)

Abteilungsdirektor/in | Head of Department

Prof. Dr. rer. nat. Andreas Wodarz (seit 15.09.2004)

Hochschullehrer/innen | Professors and Lecturers Telefon

Wodarz, Andreas (seit 9/2004) Prof. Dr. rer. nat. awodarz@gwdg.de 39-13711

Forschungsschwerpunkte Research Foci

» Asymmetrische Teilung von Stammzellen » Asymmetric Division of Stem Cells

» Molekulare Kontrolle der Zellpolaritat in Epithelien » Molecular Control of Epithelial Cell Polarity

» Kontrolle planarer Zellpolaritat und Cadherin- » Control of Planar Cell Polarity and of Cadherin
vermittelter Zelladhasion durch den Wnt Signalweg Mediated Cell Adhesion by Wnt Signalling

Justus-von-Liebig-Weg 11  D-37077 Gottingen Tel: +49-551-39-13712  Fax: +49-551-39-13713
awodarz@gwdg.de www.gzmb.uni-goettingen.de/faculty/f_wodarz.html



» 600

DFG Forschungszentrum fiir Molekularphysiologie des Gehirns (CMPB) ABTEILUNG STAMMZELLBIOLOGIE
DFG Research Centre for Molecular Physiology of the Brain (CMPB) DEPARTMENT OF STEM CELL BIOLOGY

Einleitung

Die Forschungsaktivitaten in der Abteilung Stammzellbiologie
konzentrieren sich hauptsachlich auf verschiedene Aspekte
der asymmetrischen Teilung neuraler Stammzellen. Die asym-
metrische Zellteilung ist ein fundamentaler Mechanismus
zur Erzeugung von Zelldiversitat in komplexen Organismen.
Gleichzeitig ist die Kontrolle der asymmetrischen Zellteilung
von entscheidender Bedeutung fiir die Erhaltung des Gleich-
gewichts zwischen Stammzellen und differenzierenden Zellen
im Organismus. Stérungen dieses Gleichgewichts kdnnen zu
schwerwiegenden Erkrankungen fiihren. Die asymmetrische
Zellteilung steht in engem Zusammenhang mit der Kontrol-
le der Zellpolaritdt, die in einem zweiten Forschungsschwer-
punkt untersucht wird. Die Etablierung und Aufrechterhaltung
der Zellpolaritat wiederum hdangt eng zusammen mit der Re-
gulation der Zelladhésion, insbesondere in epithelialen Gewe-
ben. Hier untersuchen wir den Einfluss des evolutionar konser-
vierten Wnt Signalwegs auf Zelladhasion und Zellmigration.

Als Modellorganismus fiir unsere Untersuchungen verwen-
den wir hauptséchlich die Taufliege Drosophila melanogaster,
da sie genetisch sehr gut manipulierbar ist und sich hervorra-
gend fir zellbiologische Experimente unter Einsatz hochauflo-
sender Lichtmikroskopie eignet.

Preface

The research activities in the Department of Stem Cell Biology
focus mainly on different aspects of the asymmetric division
of neural stem cells. Asymmetric cell division is a fundamen-
tal mechanism for the generation of cell diversity in complex
organisms. At the same time, asymmetric cell division is es-
sential for the balance between stem cells and differentiating
cells in an organism. Disturbances of this balance can cause
severe diseases. Asymmetric cell division is intricately linked
to the control of cell polarity, which is investigated in a second
research focus. The establishment and maintenance of cell po-
larity is connected to the regulation of cell adhesion, especially
in epithelial tissues. In this context, we investigate the function
of the evolutionarily conserved Wnt signal transduction path-
way in the regulation of cell adhesion and cell migration.

The model organism of our research is mainly the fruit fly
Drosophila melanogaster, as it is easily accessible to genetic
manipulation and is very well suited for cell biological analyses
using high resolution light microscopy.

1. Asymmetrische Teilung von Stammzellen

Stammzellen besitzen die einzigartige Eigenschaft, eine Viel-
zahl verschiedener Zelltypen hervorzubringen und gleich-
zeitig selbst in einem weitgehend undifferenzierten Zustand
zu verbleiben. Diese Eigenschaft von Stammzellen beruht im
Wesentlichen auf ihrer Féhigkeit zur asymmetrischen Zelltei-
lung. Aus einer solchen Zellteilung gehen zwei verschiedene
Tochterzellen hervor. Eine Tochterzelle ist in der Regel auf ei-

nen bestimmten Entwicklungsweg festgelegt und erzeugt
nach einer oder mehreren weiteren Zellteilungen terminal dif-
ferenzierte Zelltypen. Die andere Tochterzelle der Stammzel-
le hingegen behalt ihre Stammzell-Eigenschaften und damit
die Fahigkeit zur asymmetrischen Zellteilung. Auf diese Wei-
se bleibt die Stammzellpopulation im Organismus erhalten
und kann gleichzeitig fortwdhrend differenzierte Zelltypen
hervorbringen.

Wir konnten zeigen, dass der evolutionar konservierte PAR/
aPKC-Komplex eine Schliisselfunktion bei der molekularen
Kontrolle asymmetrischer Zellteilungen einnimmt. Insbeson-
dere kontrolliert dieser Proteinkomplex die Polarisierung der
Stammzelle, die fiir die asymmetrische Verteilung von Zell-
schicksalsdeterminanten, die korrekte Ausrichtung der mi-
totischen Spindel und fiir die unterschiedliche ZellgréRe der
Tochterzellen Vorraussetzung ist. Um die Mechanismen auf-
zukldren, wie der PAR/aPKC-Komplex mit der Plasmamemb-
ran, dem Cytoskelett und der mitotischen Spindel interagiert,
haben wir mehrere Protein-Protein-Interaktions-Experimente
(Hefe 2-Hybrid Screens) mit verschiedenen Bereichen des Ba-
zooka/PAR-3 Proteins als Koder durchgefiihrt. Dabei konnten
wir mehrere hochinteressante Interaktionspartner identifi-
zieren, deren Funktion bei der asymmetrischen Teilung von
Stammzellen z. Zt. intensiv untersucht wird. Um Aufschluss
Uber die funktionell relevanten Doméanen einzelner Kom-
ponenten des PAR/aPKC-Komplexes zu erhalten, wurden
Struktur-Funktionsanalysen durchgefiihrt und neue mutante
Allele molekular und phanotypisch charakterisiert. Weiterhin
konnten in zwei genetischen Screens neue Gene identifiziert
werden, die fiir die asymmetrische Teilung von Stammzellen
essentiell sind.

1. Asymmetric Division of Stem Cells

Stem cells possess the unique ability to generate a large spec-
trum of different cell types despite retaining an undifferentiat-
ed phenotype themselves. This property of stem cells is mainly
due to their ability to divide asymmetrically. An asymmetric
cell division generates two different daughter cells. In general,
one daughter cell has arestricted developmental potential and
will give rise to terminally differentiated cell types after one or
more additional cell divisions. In contrast, the other daughter
cell retains its stem cell character and its ability to divide asym-
metrically. By this mechanism the stem cell population in the
organism is maintained and can serve as a continuous source
for the generation of differentiated cell types.

We have shown that the evolutionarily conserved PAR/
aPKC complex has a key function in the molecular control of
asymmetric cell divisions. In particular, this protein complex
controls the polarization of the stem cell, which is the prereg-
uisite for the asymmetric localization of cell fate determinants,
the proper orientation of the mitotic spindle and the unequal
size of the two daughter cells. In order to uncover the mecha-
nisms of how the PAR/aPKC complex interacts with the plasma
membrane, the cytoskeleton and the mitotic spindle, we have
performed several protein-protein interaction screens (yeast
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two-hybrid screens) using different regions of Bazooka/PAR-3
as bait. These screens led to the identification of several very
interesting interaction partners whose function in the asym-
metric division of stem cells is currently under intense inves-
tigation. In order to gain insight into the functionally relevant
protein domains of individual components of the PAR/aPKC
complex, we have performed structure-function analyses and
characterized novel mutant alleles at the molecular and phe-
notypic level. Furthermore, in two genetic screens we have
identified new genes required for the asymmetric division of
stem cells.
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2. Molekulare Kontrolle der Zellpolaritét in
Epithelien

Epithelien sind Gewebe, die eine ausgeprédgte Polaritat ent-
lang der apiko-basalen Achse aufweisen und fast immer eine
Grenze zwischen verschiedenen Kompartimenten eines Orga-
nismus darstellen. So trennt beispielsweise das Darmepithel
das Darmlumen vom Blutgefdsystem und ist fiir den Trans-
port von Nahrstoffen aus dem Lumen ins Blut verantwortlich.
Damit Epithelien ihre Funktion ausiiben kdnnen, missen die
Epithelzellen polarisiert sein. Das bedeutet, dass die Zellen
verschiedene Plasmamembrankompartimente etablieren und
aufrechterhalten missen, die sich in ihrer Protein- und Lipid-
zusammensetzung unterscheiden und durch Zellkontakt-
strukturen voneinander getrennt werden.

Wir untersuchen die molekularen Mechanismen, die in der
Taufliege Drosophila fur die Ausbildung und Aufrechterhal-
tung epithelialer Polaritdt verantwortlich sind. In den letzten
Jahren konnten wir eine Reihe von Genen identifizieren und
funktionell charakterisieren, die eine Schlisselfunktion in die-
sem Prozess austiben. Hier kommt den Komponenten des so
genannten PAR/aPKC-Komplexes eine besondere Bedeutung
zu, da sie nicht nur die Polaritdt von Epithelien, sondern auch
die Polaritdt zahlreicher anderer Zelltypen, einschlieBlich
Stammzellen und Eizellen, kontrollieren. Wir haben in dem
bereits unter (1.) erwdhnten Interaktions-Screen mehrere In-
teraktionspartner des Bazooka/PAR-3 Proteins identifiziert, die
spezifisch in ektodermalen Epithelien exprimiert sind. Eines
dieser Proteine ist ausschlieBlich im apikalen Cytokortex lo-
kalisiert und stellt somit einen exzellenten Kandidaten fir ein
Protein mit einer Funktion in der Kontrolle der Zellpolaritat dar.
AuBerdem untersuchen wir in Struktur-Funktionsanalysen die
Bedeutung verschiedener Proteindoméanen von Bazooka/PAR-
3 und der atypischen Proteinkinase C (aPKC) bei der Kontrolle
der Zellpolaritdt in embryonalen und adulten Epithelien.

2. Molecular Control of Epithelial Cell Polarity

Epithelia are tissues with a pronounced polarity along the
apical-basal axis that very often form a boundary between
different compartments of an organism. The gut epithelium,
for instance, separates the gut lumen from the vascular sys-
tem and is responsible for the transport of nutrients from the
lumen into the blood. Epithelia have to be polarized to func-
tion properly. This means that the cells have to establish and
maintain different plasma membrane compartments that dif-
fer in their protein- and lipid composition and are separated by
intercellular junctions.

We investigate the molecular mechanisms that are respon-
sible for the establishment and maintenance of epithelial cell
polarity in the fruit fly Drosophila. We have recently identified
several genes that function as key regulators of cell polarity
and have analyzed their function in this process. The com-
ponents of the so called PAR/aPKC complex are of particular
importance in this context, because they do not only control
epithelial polarity but also the polarity of many other cell
types, including stem cells and oocytes. In the protein-protein
interaction screen that was already mentioned before (1.), we
have identified several interaction partners of Bazooka/PAR-3
that are specifically expressed in ectodermal epithelia. One of
these proteins is localized exclusively in the apical cytocortex
and thus is a prime candidate for a protein that functions in
the control of cell polarity. In addition to this approach, we also
investigate the requirements for individual protein domains of
Bazooka/PAR-3 and atypical protein kinase C in the control
of cell polarity in embryonic and adult epithelia by means of
structure-function analyses.
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3. Kontrolle planarer Zellpolaritét und
Cadherin-vermittelter Zelladhasion durch
den Wnt Signalweg

Der Wnt/Wingless Signalweg ist von grof3er Bedeutung fiir die
Musterbildung wahrend der Entwicklung und fiir die Kontrol-
le der Zellproliferation und Differenzierung in adulten Gewe-
ben. Eine zentrale Komponente des Wnt/Wingless Signalwegs
ist beta-Catenin, das bei Aktivierung des Signalwegs im Zell-
kern akkumuliert und dort als Transkriptions-Koaktivator die
Transkription verschiedener Zielgene anschaltet. beta-Cate-
nin besitzt auBBerdem eine zentrale Funktion als Bestandteil
des Cadherin-Catenin-Komplexes an Zellkontaktstrukturen,
wo es fir die Etablierung Cadherin-abhédngiger Zelladhasion
erforderlich ist. Die Wnt Signalkaskade ist nach neueren Er-
kenntnissen nicht strikt linear organisiert, sondern verzweigt
sich nach der Rezeption des Wnt Signals an der Zelloberflache.
Eine Schlisselrolle kommt hierbei dem zytoplasmatischen
Protein Dishevelled (Dsh) zu, das sowohl bei der Kontrolle
planarer Zellpolaritdt als auch im beta-Catenin-abhangigen
kanonischen Wnt-Signalweg bendtigt wird. Sowohl bei der
Kontrolle der planaren Zellpolaritdt als auch bei der Kontrol-
le der Cadherin-vermittelten Zelladhdsion gibt es neuerdings
starke Hinweise auf eine trankriptionsunabhangige Funktion
des Wnt Signalwegs.

Wir haben durch eine Struktur-Funktionsanalyse des Dsh-
Proteins die Bedeutung einzelner Proteindoménen und po-
tentieller Phosphorylierungsstellen fiir den kanonischen und

den planaren Polaritdts-Zweig des Wnt Signalwegs untersucht.
Dabei stellte sich heraus, dass die potentiellen Phosphory-
lierungsstelen des Dsh Proteins fir seine Funktion im kano-
nischen Wnt Signalweg entbehrlich sind, nicht jedoch fiir sei-
ne Funktion in der Kontrolle planarer Polaritat. In einer zweiten
Versuchsreihe untersuchten wir den Einfluss des Wnt Signal-
wegs auf die Cadherin-vermittelte Zelladhasion. Wir konn-
ten zeigen, dass als unmittelbare Folge der Aktivierung des
Whnt-Signalwegs die Cadherin-vermittelte Zelladhdsion stark
reduziert wird. Bei langanhaltender Stimulation wird dieser
Effekt durch eine transkriptionelle Aktivierung des E-cadherin
Gens wieder kompensiert. Wir schlieBen daraus, dass der Wnt
Signalweg eine wichtige Funktion bei der Modulation Cadhe-
rin-abhangiger Zellkontakte ausiibt. Diese Untersuchungen
sollen im Rahmen einer DFG Forschergruppe weitergefiihrt
und auf das Sdugersystem Ubertragen werden.

3. Control of Planar Cell Polarity and of
Cadherin Mediated Cell Adhesion by Wnt
Signalling

The Wnt/Wingless signalling pathway is of great importance
for pattern formation during development and for the con-
trol of cell proliferation and differentiation in adult tissues. A
central component of the Wnt pathway is beta catenin which
upon activation of the pathway accumulates in the nucleus
where it functions as a transcriptional co-activator to switch
on downstream target genes. Beta catenin has a second im-
portant function as a component of the cadherin catenin com-
plex at cell junctions, where it is required for the establishment
of cadherin dependent cell adhesion. According to recent
results, the Wnt pathway is not organized in a simple, linear
fashion, but rather branches after reception of the Wnt signal
at the cell surface. A key switch at this branchpoint appears
to be the cytoplasmic protein Dishevelled (Dsh), which is re-
quired both for the planar polarity branch of the pathway and
for canonical, beta catenin dependent Wnt signalling. There is
growing evidence of transcription-independent functions of
the Wnt pathway both in planar polarity signalling as well as in
the control of cadherin dependent cell adhesion.

In a structure-function study of the Dsh protein, we have
investigated the functional requirements for individual protein
domains and potential phosphorylation sites for canonical Wnt
signalling and for the planar polarity branch of the pathway. As
a result, the potential phosphorylation sites of Dsh are dispen-
sable for canonical Wnt signalling but are essential for planar
polarity signalling. In a second series of experiments, we have
analyzed the effects of Wnt signalling on cadherin mediated
cell adhesion. We have shown that cadherin-mediated adhe-
sion is reduced upon short term exposure of the cells to the
Wnt signal. On extended stimulation of the cells by Wnt, this
effect is compensated for by the transcriptional up regulation
of the E-cadherin gene. We conclude that Wnt signalling has
an important function in the modulation of cadherin-mediat-
ed cell adhesion. These studies will be continued in the frame-
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work of a research consortium (Forschergruppe, DFG) and the
analyses will be extended to mammalian cell culture systems.
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