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Ein Embryo der Fruchtfliege Drosophila wurde angeférbt fiir die Proteine Bazooka (rot) und Miranda (blau). Die DNA ist in tiirkis dargestellt. Die drei groRen runden Zellen in der
Mitte sind neurale Stammzellen, die sich gerade in der Teilung befinden. Die Aufnahme wurde mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop gemacht.
An embryo of the fruit fly Drosophila was stained for the proteins Bazooka (red) and Miranda (blue). DNA is shown in turquoise. The three large round cells in the center are neural

stem cells in mitosis. The image was made with a confocal laser scanning microscope.
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EINLEITUNG

Die Forschungsaktivitaten in der Abteilung Stammzellbiologie
konzentrieren sich hauptsadchlich auf verschiedene Aspekte der
asymmetrischen Teilung neuraler Stammzellen. Die asymmetrische
Zellteilung ist ein fundamentaler Mechanismus zur Erzeugung von
Zelldiversitdtin komplexen Organismen. Gleichzeitigist die Kontrol-
le der asymmetrischen Zellteilung von entscheidender Bedeutung
fir die Erhaltung des Gleichgewichts zwischen Stammzellen und
differenzierenden Zellen im Organismus. Stérungen dieses Gleich-
gewichts kdnnen zu schwerwiegenden Erkrankungen fiihren. Die
asymmetrische Zellteilung steht in engem Zusammenhang mit der
Kontrolle derZellpolaritat, die in einem zweiten Forschungsschwer-
punkt untersucht wird. Die Etablierung und Aufrechterhaltung der
Zellpolaritat wiederum hdngt eng zusammen mit der Regulation der
Zelladhésion, insbesondere in epithelialen Geweben. Hier untersu-
chenwirden Einfluss des evolutiondrkonservierten Wnt Signalwegs
auf Zelladhdsion und Zellmigration.

Als Modellorganismus fiir unsere Untersuchungen verwenden
wir hauptséachlich die Taufliege Drosophila melanogaster, da sie
genetisch sehrgut manipulierbarist und sich hervorragend fiir zell-
biologische Experimente unter Einsatz hochauflosender Lichtmikro-
skopie 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 fundamental mechanism for
the generation of cell diversity in complex organisms. At the same
time, asymmetric cell division is essential forthe balance between
stem cells and differentiating cells in an organism. Disturbances of
thisbalance can cause severe diseases. Asymmetric cell division is
intricately linked to the control of cell polarity, which is investigated
inasecond research focus. The establishmentand maintenance of
cell polarityis connected to the regulation of celladhesion, especial-
ly in epithelial tissues. In this context, we investigate the function
of the evolutionarily conserved Wnt signal transduction pathway
in the regulation of cell adhesion and cell migration.

The model organism of our research is mainly the fruit fly Dro-
sophila melanogaster, as it is easily accessible to genetic manipu-
lation 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 Vielzahl
verschiedener Zelltypen hervorzubringen und gleichzeitig selbstin
einem weitgehend undifferenzierten Zustand zu verbleiben. Die-
se Eigenschaft von Stammzellen beruht im Wesentlichen auf ihrer
Fahigkeit zur asymmetrischen Zellteilung. Aus einer solchen Zell-
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teilung gehen zwei verschiedene Tochterzellen hervor. Eine Toch-
terzelle ist in der Regel auf einen bestimmten Entwicklungsweg
festgelegt und erzeugt nach einer oder mehreren weiteren Zelltei-
lungen terminal differenzierte Zelltypen. Die andere Tochterzelle
derStammzelle hingegen behaltihre Stammzell-Eigenschaften und
damit die Fahigkeit zurasymmetrischen Zellteilung. Auf diese Weise
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 Kon-
trolle asymmetrischer Zellteilungen einnimmt. Insbesondere kon-
trolliert dieser Proteinkomplex die Polarisierung der Stammzelle,
die fiir die asymmetrische Verteilung von Zellschicksalsdetermi-
nanten, die korrekte Ausrichtung der mitotischen Spindel und fir
die unterschiedliche Zellgrof3e der Tochterzellen Vorraussetzung ist.
Um die Mechanismen aufzukldren, wie der PAR/aPKC-Komplex mit
derPlasmamembran, dem Cytoskelett und der mitotischen Spindel
interagiert, haben wir mehrere Protein-Protein-Interaktions-Expe-
rimente (Hefe 2-Hybrid Screens) mit verschiedenen Bereichen des
Bazooka/PAR-3 Proteins als Koder durchgefiihrt. Dabei konnten wir
mehrere hochinteressante Interaktionspartneridentifizieren, deren
Funktion bei der asymmetrischen Teilung von Stammzellen z. Zt.
intensiv untersucht wird. Um Aufschluss lber die funktionell rele-
vanten Doménen einzelner Komponenten des PAR/aPKC-Komplexes
zu erhalten, wurden Struktur-Funktionsanalysen durchgefiihrt und
neue mutante Allele molekular und phdnotypisch charakterisiert.
Weiterhin konnten in zwei genetischen Screens neue Gene identi-
fiziert 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 spectrum
of different cell types despite retaining an undifferentiated pheno-
type themselves. This property of stem cells is mainly due to their
ability to divide asymmetrically. An asymmetric cell division gener-
ates two different daughter cells. In general, one daughter cell has
arestricted developmental potentialand 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 asymmetrically. 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
celldivisions. In particular, this protein complex controls the polari-
zation of the stem cell, which is the prerequisite 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 mechanisms of how the PAR/aPKC complex
interacts with the plasma membrane, the cytoskeleton and the
mitotic spindle, we have performed several protein-protein inter-



action screens (yeast 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 asymmetric division of stem cells is currently under intense
investigation. In order to gain insight into the functionally relevant
protein domains of individual components of the PAR/aPKC com-
plex, we have performed structure-function analyses and charac-
terized novel mutant alleles at the molecular and phenotypic 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 Zellpolaritat in
Epithelien

Epithelien sind Gewebe, die eine ausgepragte Polaritdt entlang
der apiko-basalen Achse aufweisen und fast immer eine Grenze
zwischen verschiedenen Kompartimenten eines Organismus dar-
stellen. So trennt beispielsweise das Darmepithel das Darmlumen
vom BlutgefaBsystem und istfiirden Transport von Nahrstoffen aus
dem Lumen ins Blut verantwortlich. Damit Epithelien ihre Funktion
ausiiben kénnen, miissen die Epithelzellen polarisiert sein. Das
bedeutet, dass die Zellen verschiedene Plasmamembrankompar-
timente etablieren und aufrechterhalten miissen, die sich in ihrer
Protein- und Lipidzusammensetzung unterscheiden und durch Zell-
kontaktstrukturen voneinander getrennt werden.
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Wiruntersuchen die molekularen Mechanismen, diein der Taufliege
Drosophila fiir die Ausbildung und Aufrechterhaltung epithelialer
Polaritatverantwortlich sind. In den letzten Jahren konnten wir eine
Reihevon Genen identifizieren und funktionell charakterisieren, die
eine Schliisselfunktion in diesem Prozess ausiiben. Hier kommt
den Komponenten des so genannten PAR/aPKC-Komplexes eine
besondere Bedeutung zu, da sie nicht nur die Polaritat von Epi-
thelien, sondern auch die Polaritat zahlreicher anderer Zelltypen,
einschlieBlich Stammzellen und Eizellen, kontrollieren. Wir haben
in dem bereits unter (1.) erwdhnten Interaktions-Screen mehrere
Interaktionspartner des Bazooka/PAR-3 Proteins identifiziert, die
spezifisch in ektodermalen Epithelien exprimiert sind. Eines dieser
Proteine ist ausschlielich im apikalen Cytokortex lokalisiert und
stellt somit einen exzellenten Kandidaten fiir ein Protein mit einer
Funktion in der Kontrolle der Zellpolaritadt dar. Auerdem untersu-
chen wir in Struktur-Funktionsanalysen die Bedeutung verschie-
dener Proteindoménen von Bazooka/PAR-3 und der atypischen
Proteinkinase C (aPKC) bei der Kontrolle der Zellpolaritat in em-
bryonalen 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 com-
partments of an organism. The gut epithelium, for instance, sepa-
rates the gut lumen from the vascular system and is responsible for
the transport of nutrients from the lumen into the blood. Epithelia
have to be polarized to function properly. This means that the cells
have to establish and maintain different plasma membrane com-
partments that differ in their protein- and lipid composition and
are separated by intercellular junctions.

We investigate the molecular mechanisms thatare responsible
forthe establishmentand 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
theirfunction in this process. The components ofthe so called PAR/
aPKCcomplexare of particularimportance 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 pro-
tein-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
ofthese proteinsis localized exclusively in the apical cytocortexand
thusis a prime candidate for a protein that functions in the control
of cell polarity. In addition to this approach, we also investigate the
requirements forindividual protein domains of Bazooka/PAR-3 and
atypical protein kinase Cin the control of cell polarity in embryonic
and adult epithelia by means of structure-function analyses.
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3.
Kontrolle Cadherin-vermittelter Zelladhdsion
durch den Wnt Signalweg

Der Wnt/Wingless Signalweg ist von groRer Bedeutung fiir die Mus-
terbildung wahrend der Entwicklung und fiir die Kontrolle der Zell-
proliferation und Differenzierung in adulten Geweben. Eine zen-
trale Komponente des Wnt/Wingless Signalwegs ist beta-Catenin,
das bei Aktivierung des Signalwegs im Zellkern akkumuliert und
dortals Transkriptions-Koaktivator die Transkription verschiedener
Zielgene anschaltet. beta-Catenin besitzt auBerdem eine zentrale
Funktion als Bestandteil des Cadherin-Catenin-Komplexes an Zell-
kontaktstrukturen, wo es fiir die Etablierung Cadherin-abhangiger
Zelladhasion erforderlich ist. Die Wnt Signalkaskade ist nach neue-
ren Erkenntnissen nicht strikt linear organisiert, sondern verzweigt
sich nach derRezeption des Wnt Signals an der Zelloberflédche. Eine
Schliisselrolle kommt hierbei dem zytoplasmatischen Protein Dis-
hevelled (Dsh) zu, das sowohl bei der Kontrolle planarer Zellpolarit&t
alsauch im beta-Catenin-abhangigen kanonischen Wnt-Signalweg
benotigtwird. Sowohlbei derKontrolle der planaren Zellpolaritétals
auch bei derKontrolle der Cadherin-vermittelten Zelladh&sion gibt
es neuerdings starke Hinweise auf eine trankriptionsunabhéngige
Funktion des Wnt Signalwegs.

Wir untersuchen den Einfluss des Wnt Signalwegs auf die Cad-
herin-vermittelte Zelladhasion. Dabei konnten wir zeigen, dass als
unmittelbare Folge der Aktivierung des Wnt-Signalwegs die Cad-
herin-vermittelte Zelladhdsion stark reduziert wird. Bei langanhal-
tender Stimulation wird dieser Effekt durch eine transkriptionelle
Aktivierung des E-cadherin Gens wieder kompensiert. Wir schlie-
en daraus, dass der Wnt Signalweg eine wichtige Funktion bei
der Modulation Cadherin-abhdngiger Zellkontakte ausiibt. Diese
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Untersuchungen werden im Rahmen der DFG Forschergruppe 942
»Wnt-assoziierte Signalwege in Entwicklung und Tumorprogres-
sion®“im Hinblick auf ihre Bedeutung fiir die Steuerung morphoge
netischer Prozesse weitergefiihrt und sollen spdter auch auf das
Sdugersystem iibertragen werden. Es ist damit zu rechnen, dass
die in Drosophila aufgedeckten Prinzipien auch fiir das Verstand-
nis normaler Entwicklungsvorgénge in Epithelien von Sdugern und
deren Entartung bei der Progression von epithelialen Tumoren von
grofRer Relevanz sind.

3.
Control 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 control of cell
proliferation and differentiation in adult tissues. A central compo-
nent 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 important function as a component of
the cadherin catenin complexat cell junctions, where it is required
forthe establishment of cadherin dependent celladhesion. Accord-
ing to recent results, the Wnt pathway is not organized in a simple,
linearfashion, butratherbranches afterreception ofthe Wnt signal
at the cell surface. A key switch at this branchpoint appears to be
the cytoplasmic protein Dishevelled (Dsh), which is required 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.

We have analyzed the effects of Wnt signalling on cadherin medi-
ated celladhesion. We have shown that cadherin-mediated adhesion
isreduced upon shortterm 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 modu-
lation of cadherin-mediated cell adhesion. These studies are being
continued in the framework of the DFG research consortium 942 (For-
schergruppe) with respect to the relevance of these phenomena for
morphogenetic movements and will subsequently be extended to
mammalian cell culture systems. We expect that the biological prin-
ciples uncovered in the Drosophila system will help to understand
epithelial development in mammals and pathological aberrations
of these processes during tumour progression.
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