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EINLEITUNG

I. Einleitung

I-A Genregulation

Das eukaryotische Individuum besteht aus einer Vielzahl verschiedener Zelltypen, die
unterschiedliche Aufgaben in Entwicklung und Funktion des Organismus besitzen. Alle diese
Zellen beinhalten in der Regel eine vollstandige Kopie des Genoms mit seinen tausenden an
Genen. Fiir ein Funktionieren des Organismus ist deshalb eine rdaumliche und zeitliche
Organisation von Genexpression unabdingbar, da nicht jedes Genprodukt in jedem Gewebe
gleichzeitig hergestellt werden darf. Dies wird durch eine Vielzahl von Mechanismen auf
verschiedenen Ebenen des Expressionsprozesses gewahrleistet. So kann Genregulation
beispielsweise bereits auf Chromatinebene stattfinden, indem die Zuganglichkeit der DNA-
Doppelhelix fiir Transkriptionsfaktoren durch die assoziierten Histone und die Faltung des
Chromatins in jedem Zelltyp individuell geregelt wird (Ubersicht: (Narlikar et al., 2002)).

Zur erfolgreichen Genexpression sind fiir jedes Gen individuelle Sets an DNA bindenden
Faktoren und Kofaktoren notig (McKenna and O'Malley, 2002). Diese Faktoren, binden
beispielsweise spezifisch an den Enhancerbereich eines Gens und bilden dort Komplexe um
die Initiation der Transkription zu fordern. So kann lber die Verfligbarkeit unterschiedlicher
Sets an Transkriptionsfaktoren oder ihrer Kofaktoren in einem bestimmten Zelltyp ebenfalls
Kontrolle tiber das zur Verfligung stehende Repertoire an Proteinen ausgeiibt werden.

Aber nicht nur die Prasenz eines Proteins in einer Zelle, sondern auch dessen Menge ist oft
fiir zellspezifische Funktionen von Bedeutung. Um das Expressionsniveau eines Gens zu
regulieren, besitzen viele Gene unterschiedliche Enhancer und Supressor Bereiche. Durch
Bindung weiterer Molekiilkomplexe an diese wird eine Steigerung oder Erniedrigung der
Transkriptionsrate erreicht. Da Transkription im Nukleus, Translation aber im Cytoplasma der
Zelle stattfindet, kann auch {ber selektiven Transport von mRNA (ber spezifische
Transporter in der Kernmembran zur Genregulation beitragen. Ebenso kann durch
unterschiedliche Prozessierung der mRNA Einfluss auf das zu exprimierende Protein
genommen werden. Eine weitere Moglichkeit der Regulation stellt letztlich auch die
Modifikation des Primarproteins selbst dar.

Wie die oben aufgefiihrten Beispiele zeigen, finden auf allen Ebenen des Weges vom Gen
zum Protein und selbst danach, Prozesse statt, die daflir sorgen, dass jeder Zelltyp tber die

fiir seine Funktion spezifisch benoétigten Komponenten verfiigt.
1
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In dieser Arbeit soll ein Beitrag dazu geleistet werden, Aspekte dieser Regulation an zwei T-
Box Genen bzw. deren Proteinen im Modellorganismus Drosophila melanogaster besser zu
verstehen. Hierzu soll die 5° der optomotor-blind (omb) Transkriptionseinheit gelegene
Genregion (upstream regulatory region, URR) auf regulatorische Elemente, wie Enhancer hin
untersucht werden. Ein weiterer Abschnitt befasst sich mit dem Einfluss homopolymerer
Trakte bestimmter Aminosauren auf die Funktion von Transkriptionsfaktoren. Dazu wurde
als Modell das Gen optomotor-blind related Gen-1 (org-1) gewahlt, das bereits in der
Vergangenheit partiell charakterisiert worden ist (Porsch et al., 1998).

In der Entwicklung der Fliigelimaginalscheibe steht omb unter der Kontrolle von Dpp
((Grimm and Pflugfelder, 1996); (Lecuit et al., 1996); (Nellen et al., 1996)). In der
Entwicklungsbiologie hat die Fligelimaginalscheibe paradigmatische Bedeutung fiir
Morphogen-kontrollierte Musterbildungsprozesse erlangt. In Einklang mit dem french flag
Modell, wird das Dpp-Zielgen spalt oberhalb einer hohen Dpp-Konzentrationsschwelle, omb
oberhalb einer niedrigeren Dpp-Konzentrationsschwelle transkribiert. Um den Mechanismus
des Langstreckentransportes von Dpp in der Fligelimaginalscheibe besser verstehen zu
kénnen, wurden GFP-Fusionskonstrukte von Dpp-Varianten erstellt, die sich in der
Interaktion mit der extrazelluldren Matrix (ECM) unterscheiden. In transgenen Fliegen sollte

sich damit der Einfluss der ECM-Interaktion auf die Dpp-Mobilitat direkt visualisieren lassen.

I-A-1 T-Box Gene bei Drosophila

Die Mitglieder dieser Genfamilie sind Transkriptionsfaktoren und besitzen alle eine
evolutionar konservierte DNA Bindungsdomane, die sogenannte T-Domane, die von der T-
Box kodiert wird (Bollag et al., 1994). Ein phylogenetischer Stammbaum ist in Abbildung 1 zu

sehen.
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Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum der Tbx Gene (Porsch et al., 1998). Die Drosophila
Varianten sind hervorgehoben. Die Abbildung umfasst nicht alle acht Drosophila melanogaster-Thx
Gene.

Mutationen in T-box Genen sind bei Drosophila mit bifid (Morgan and Bridges, 1916) und der
Maus mit Brachyury (Dobrovolskaia-Zavadskaia, 1927) bereits seit langerer Zeit bekannt.
Spater konnten beide Gene isoliert werden ((Herrmann et al.,, 1990), (Pflugfelder et al.,
1992a)). Statistische Analysen der Proteinsequenz legten nahe, dass eine etwa 200
Aminosauren groRe Domane bei OMB potentiell DNA bindende Funktion hat. Diese Region
war auch im Brachyury Protein der Maus zu finden. Durch weitere Experimente konnte

gezeigt werden, dass die T-Domane fiir die Protein-DNA Interaktion notwendig und

3
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hinreichend ist. ((Pflugfelder et al., 1992a), (Kispert et al., 1995)). Es konnte auRerdem
gezeigt werden, dass Brachyury an eine 20bp groRe nahezu palindromische Sequenz bindet,
die aus zwei Halften besteht (CACACCT AGGTGTGAAATT) welche einzeln oder in Clustern in
Tbx-kontrollierten Genen auftreten kénnen ((Kispert and Herrmann, 1993); (Kispert et al.,
1995); (Papapetrou et al., 1997)). Dies lieB sich auch fiir alle weiteren bisher bekannten T-
Box Proteine nachweisen, so dass eine Halbsequenz als gemeinsame Konsensussequenz der
DNA-Bindedomane (AGGTGTGA) betrachtet werden kann.

Im Laufe der Zeit wurden weitere Gene der T-Box Familie zugeordnet. Bei Drosophila sind
neben omb zum Beispiel noch Doc1-3, byn, H15 und mid, sowie org-1 bekannt. Die
Mehrzahl der untersuchten T-Box Proteine sind Transkriptionsaktivatoren ((Kispert et al.,
1995); (Conlon et al., 2001), (Hiroi et al., 2001); (Lamolet et al., 2001)). TBX2 und TBX3/ET,
die OMB Homologe in Vertebraten, sind hingegen als Transkriptionsrepressoren bekannt
((Carreira et al., 1998); (He et al., 1999); (Jacobs et al., 2000); (Paxton et al., 2002);(Prince et
al., 2004)). Viele Gene der Tbx Familie sind in menschlichen Erbkrankheiten mutiert: z. B.:
TBX1 (DiGeorge Syndrom; VCFS), TBX3 und TBX5 (Ulnar Mammary Syndrom und Holt-Oram
Syndrom) ((Chapman et al., 1996); (Bamshad et al., 1997); (Basson et al., 1997); (Porsch et
al., 1998); (Scambler, 2000); (Packham and Brook, 2003); (Jacobs et al., 2000)). TBX2 wird

auBerdem in vielen Brust- und anderen Tumoren amplifiziert (Jacobs et al., 2000).

I-A-2 Das Gen optomotor-blind (omb)

Das Gen optomotor-blind (omb) gehort zur Unterfamilie der TBX2 Gene. Die erste omb
Mutante In(1)ombH31 wurde in einem Screen gefunden, in dem EMS-Mutanten auf ihr
optomotorisches Verhalten hin in einer Versuchsarena untersucht wurden ((Heisenberg,
1972); (Heisenberg and Gotz, 1975)). In(1)ombH31 ist eine groRe Inversion zwischen den
Bruchpunkten 4C5-6 und 12D2-E. Ein Nebenprojekt dieser Arbeit befasst sich mit der
molekular genauen Lokalisierung dieser Inversion.

Die mutanten Tiere zeigten ein verdndertes Verhalten in der optomotorischen
Wendereaktion, sowohl beim Laufen (Heisenberg et al.,, 1978) als auch beim Fliegen
(Blondeau and Heisenberg, 1982) in der Arena. Bei der histologischen Untersuchung des
In(1)ombH31 Gehirnes wurde festgestellt, dass in mutanten Fliegen die VS (Vertical System)
und HS (Horizontal System) Neurone nicht vorhanden sind. In wildtypischen Tieren gehoren

diese Neurone zu den Riesenneuronen der Lobulaplatte (LPGNs), des vierten Neuropils der
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optischen Loben von Dipteren. Sie sind, wie flir andere groRe Dipteren bereits gezeigt
wurde, flr die Verarbeitung von visuellen Informationen aus groRen Teilen des Sehfeldes
notig (Hausen and Egelhaaf, 1989). Der Defekt bezieht sich aber nur auf visuelle
GroRfeldinformationen, nicht auf die Wahrnehmung einzelner Objekte (Bausenwein et al.,
1986). Neben dem Fehlen der Riesenneurone wurden noch einige weitere Defekte
festgestellt. So ist beispielsweise das Volumen der Lobulaplatte in dieser Mutante um ca.
30% reduziert (Heisenberg et al., 1978) und das innere optischen Chiasma (IOC), das die
Neuropile der Medulla, Lobula und Lobulaplatte miteinander verbindet, ist verandert
((Heisenberg et al., 1978); (Blondeau and Heisenberg, 1982); (Brunner et al.,, 1992);
(Hofmeyer et al., 2008)). Omb ist aber nicht nur in der Gehirnentwicklung, sondern auch in
der Entwicklung der Anhdnge, wie Antennen, Beine und Fliigel und der Augenentwicklung
von Bedeutung. Nullmutationen von omb sind letal (Pflugfelder et al., 1992b). Ektopische
Expression flihrt zum Beispiel in der Antenne zum Verlust der Arista, in den Beinen zum
Verlust von Tarsensegmenten. In der Augenentwicklung fiihrt ektopische Expression zur
starken Reduktion der Ommatidien oder gar zum Gesamtverlust der Retina (Abbildung 2),
wahrend bei hypomorphen omb Allelen eine erhdhte Ommatidienzahl zu beobachten ist.
Omb scheint demnach fiir die Begrenzung des Retinagewebes zustdandig zu sein ((Poeck et

al., 1993b); (Porsch et al., 2005)).

Abbildung 2: Wildtypische Expression (A) und omb Uberexpression getrieben durch dpp-Gal4 (B). Der
Verlust des Auges ist zu sehen (aus Porsch et al, 2004).
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Omb wurde auf dem X-Chromosom im Chromomer 4C5-6 lokalisiert (Heisenberg et al.,
1978). Der gesamte Genbereich wurde durch ein Chromosomal Walk Experiment tGber 340kb
untersucht und genetisch analysiert ((Pflugfelder et al., 1990); (Pflugfelder et al., 1992a)).
Daraus ergab sich, dass sich der omb Lokus Uber eine Sequenz von mehr als 150kb erstreckt,
und somit eines der groRRten Drosophila Gene ist. Eine genaue distale und proximale
Abgrenzung von Nachbargenen konnte noch nicht eindeutig bestimmt werden. Daher wird
davon ausgegangen, dass der gesamte Bereich distal der omb Transkriptionseinheit bis zum
nachsten bekannten Gen, CG3626 in dieser Richtung und CG3556 in proximaler Richtung,
noch dem omb Lokus zugehorig ist. Diese Abgrenzung basiert im 3" Bereich auf genetischen
Daten und im 5° Bereich auf der Aktivitdt von enhancer trap Insertionen. Sie muss aber in
kiinftigen Versuchen noch bestatigt werden.

Es gibt einige letale und drei weitere lebensfahige Allele, namlich bifid (bi) und lacquered
(lac), die die Entwicklung der Fliigelvenen und der Fliigelmorphologie beeinflussen sowie
Quadroon (Qd), in dem die Pigmentierung des Abdomens verdndert ist.

Bei Northern Blot Analysen wurden 15 Transkripte nachgewiesen, von denen aber nur zwei
den Bereich aller letalen Bruchpunkte fiir omb umspannen (Pflugfelder et al.,, 1992a),
namlich das 70kb grofRRe Primartranskript T7 und das durch Spleifen daraus entstehende 6kb
grol3e Transkript T3, das fir OMB codiert (Poeck et al., 1993a). Das Primartranskript besteht
aus acht Exons und sieben Introns. Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung dieser
Genomregion nach Pflugfelder und Heisenberg (Pflugfelder and Heisenberg, 1995). Am 3’
Bereich der Transkriptionseinheit schlieBt sich eine grofRe in drei Hauptdomanen unterteilte
regulatorische Region an, genannt ,,Optic lobe regulatory region” (OLR). Deren Funktion in
der Entwicklung der optischen Loben, daher der Name, wurde bereits ausfihrlich untersucht
((Brunner et al., 1992); (Hofmeyer et al., 2008)). Auch vom 5’ Bereich, der sogenannten
,upstream regulatory region” (URR), wird vermutet, dass es regulatorischen Einfluss auf die
omb Expression besitzt. Es konnte bereits ein Fliigel-Enhancer in dieser Region nachgewiesen
werden (Sivasankaran et al., 2000). Abbildung 3 gibt einen Uberblick iiber diese Region. Um
diesen Befund zu bestatigen und weitere regulatorische Elemente in dieser Region

aufzuspiiren, wurden Deletionslinien mit Hilfe von P-Elementen erzeugt.
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wing enhancer
(Sivasankaran, 2000)
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Abbildung 3: Die Graphik zeigt eine schematische Ubersicht (iber den omb Lokus. Entgegen der
urspriinglichen Veroffentlichung (Pflugfelder and Heisenberg, 1995) wurde die Nummerierung der
Basen verdndert. Position eins bezieht sich nun nicht mehr auf den distalen Bruchpunkt von
In(1)ombH31, sondern auf den Start der Transkriptionseinheit. Die Transkriptionseinheit ist in violett
zu sehen. Die Intron-Exon Struktur des Transkriptes ist darunter angegeben. Boxen stehen fir die
Exons, Linien fir die Introns. In Hellblau ist die OLR gezeigt, die sich bis nahe an CG3556 erstreckt. Die
Zugehorigkeit dieser Region muss noch geklart werden. Ahnlich verhilt es sich mit der URR, die
dunkelblau eingetragen ist. Der bereits gefundene Fliigelenhancer (Sivasankaran et al., 2000) ist an
entsprechender Stelle eingetragen. Die P-Elemente P2 und P3 sind als schwarze Dreiecke
eingezeichnet.

Als P-Elemente wird eine Gruppe von transposablen Elementen im Genom von Drosophila
bezeichnet, (Ubersicht: (Engels, 1989); (Rio, 1990)) die sich durch konservierte invertierte
Sequenzwiederholungen an beiden Enden auszeichnen. Daneben gibt es noch weitere
Familien mobiler Elemente, wie beispielsweise die FB-Elemente. Ein intaktes wildtypisches P-
Element ist etwa 2,9kb groR und enthdlt zwischen den terminalen invertierten
Sequenzwiederholungen (31bp; (O'Hare and Rubin, 1983)) vier Exons und drei Introns. Die
Exons kodieren fiir das Enzym Transposase, das fiir seine Mobilisierung notig ist ((Spradling
and Rubin, 1982), (Engels, 1984)). Diese wird durch Translation einer 2,5kb groBen mRNA,
die durch Splicing entsteht, exprimiert. Dieser Prozess findet in der Keimbahn statt und fihrt
zu einem funktionellen Enzym. In den somatischen Zellen, findet man eine groRere mRNA,
die das dritte Intron noch enthdlt, und zu keinem funktionellen Enzym fihrt. Die
Insertionsstelle des P-Elements ist durch eine acht Basenpaare grofle Genomduplikation
gekennzeichnet (Engels, 1989). Obwohl P-Elemente keine ausgeprdgte Sequenzpraferenz
haben, ist doch eine Bevorzugung des 5’ Bereiches von Transkriptionseinheiten zu sehen.
((Spradling et al., 1995); (Liao et al., 2000)).

Die durch Transposase initiierte Exzision der P-Elemente erfolgt nicht immer genau an der
Insertionsstelle. Es kénnen dabei auch P-Element Reste im Genom verbleiben oder aber

Bereiche flankierender genomischer DNA mit entfernt werden (Engels et al., 1990). Auf diese
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Weise entstehen oft unvollstandige P-Elemente, die (iber keine eigene funktionelle
Transposasequelle mehr verfligen. Es ist aber dennoch moglich, soweit die invertierten
Enden noch vollstandig vorhanden sind, beispielsweise durch das Einkreuzen externer
Transposasegene, eine Mobilisierung dieser Elemente hervorzurufen.

Dies macht P-Elemente, auch in dieser Arbeit, zu einem wichtigen molekularen Werkzeug
um beispielsweise Deletionen an bestimmten Stellen des Genoms zu erzeugen, ((Daniels et
al., 1985); (Cooley et al.,, 1990); (Green and Shepherd, 1979)), eigene Konstrukte in das
Genom einzubringen ((Heslip and Hodgetts, 1994); (Nassif and Engels, 1993)) oder zu
ersetzen (Gloor et al., 1991).

Durch eine durch die Transposition solcher P-Elemente generierte Deletion einer ca. 30kb
grolRen, oberhalb der Transkriptionseinheit (TU) gelegenen Region soll in dieser Arbeit die
Funktion dieser Region ndher untersucht werden. Dazu wurden bereits friher zwei P-
Elementinsertionslinien durch Rekombination auf ein Chromosom gebracht. Durch die
gleichzeitige Mobilisierung dieser P-Elemente, P2 und P3, sollte eine Deletion, die diese
Region umspannt, erzeugt werden. Uber 30 Linien, die in diesem Deletionsexperiment
erzeugt wurden, sollten molekular analysiert werden. Eine Mutante, die den Verlust der
gesamten Region zwischen den P-Elementen P2 und P3 nachweislich tragt, wurde
ausgewahlt und auf phanotypische Effekte hin untersucht.

Daneben wurde in dieser Arbeit noch die molekulare Charakterisierung der Insertionslinien,
omb[P6] und Quadroon([For], begonnen.

Durch Punktmutationen in bestimmten Domanen sollten aullerdem weitere Erkenntnisse

Uber die Eigenschaften von Omb erzielt werden.

I-A-2.1 Die Insertion omb[P6]

Das P-Element P6 ist in der Linie omb[P6] wenige Basenpaare upstream eines alternativen
Transkriptionsstartpunktes (Scharf, 2002) und etwa 1,5 kb upstream von Exon Il des
publizierten Transkriptes inseriert ((Pflugfelder et al., 1992a), (Diegelmann, 1999)). Durch
Mobilisierung dieses P-Elementes und dem damit erhofften Verlust benachbarter
genomischer Sequenzen, wurde versucht, diesen alternativen Transkriptionsstart zu
eliminieren. Auf diese Weise sollte eine OMB Protein-Nullmutante erzeugt werden kénnen.

Eine Reihe von Fliegenlinien wurde nach der P-Element Mobilisierung durch Transposase
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molekular analysiert. Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht liber die entsprechende genomische

Region.
“P6/

bp: 1 20000 40000 60000

ombTU

Abbildung 4: Insertionsort des P-Elementes P6 im omb Lokus. Durch die Ndhe zur alternativen
Transkriptionsstartstelle und zu einem obligaten Intron, besteht durch Mobilisierung von P[6] die
Chance, eine vollstandige Omb Protein-Nullmutante zu erstellen.

I-A-2.2 Die Insertion Quadroon|[For]

Quadroon bezeichnet eine Gruppe von omb Allelen, in denen vor allem die erweiterte
Pigmentierung der abdominalen Tergiten in beiden Geschlechtern auffillt. Qd1 wurde als
Spontanmutante von Thompson 1959 isoliert (Thompson, 1959). Qd1 enthédlt zwei
Insertionen im omb upstream Bereich (Pflugfelder and Heisenberg, 1995).

Das Allel Quadroon[For] wurde von Marc Fortini isoliert und enthalt ein hochmobiles
transposables Foldback Element, das, entgegen den bekannten , hot spots” von P-Element
Insertionen im 5‘-Bereich, downstream der TU inseriert ist. Bislang waren nur die
Endsequenzen der Insertion bekannt. Um zu verstehen, wie Qd[For] die Expression von omb
in bestimmten Geweben verstarken kann, sollte die molekulare Analyse des auf 20 kb

geschatzten Elementes fortgefiihrt werden.

I-A-2.3 Mutationen in der Omb T-Domane

I1-A-2.3.1 ATCUN Bindestelle in Omb

Bei der ATCUN (Amino-terminal Cu(ll) and Ni(ll) binding motif; (Harford and Sarkar, 1995)
handelt es sich, wie der Name sagt, um ein Metallionen bindendes Protein-Motiv. Kupfer-
und Nickelionen sind fir biologische und zellphysiologische Prozesse, wie beispielsweise die
Bindung von freien Radikalen, von Bedeutung ((Regan, 1995); (Koch et al.,, 1997)).

Krankheiten, wie Wilson’s- und Menke’s Syndrom werden einer Fehlfunktion im

9
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Kupfertransport zugeschrieben (Bull and Cox, 1994). Die Beschaffenheit von
Metallbindestellen kann durch Spektroskopie und die dreidimensionale Strukturanalyse der
Proteine aufgeklart werden (Ubbink et al., 2002). Dabei zeigte sich, dass das stets an dritter
Position der Motivstruktur vorkommende und evolutiondr konservierte Histidin von
besonderer Bedeutung ist.

Neben dem menschlichen Speichelprotein Histatin-5 (Grogan et al., 2001), oder dem
Neuropeptid neuromedin-C (Gasmi et al., 1997) wurde eine ATCUN-ahnliche Bindestelle
auch in TBX3 gefunden. Dieses Motiv besteht aus dem Aminosauretriplett
Ser224Met225His226 (Sankararamakrishnan et al., 2005), liegt innerhalb der T-Domane und
ist in allen Tbx3 homologen Proteinen konserviert. Es ist nicht bekannt, ob dieses Motiv in
Tbx3-Proteinen tatsachlich Metallionen binden kann und welche funktionelle Konsequenz
eine solche Bindung hatte. Die Bedeutung des ATCUN Motivs sollte in Omb untersucht
werden. Dazu wurde das an dritter Position des Motivs stehende His durch Punktmutation
durch eine andere Aminosdure, Arginin, ersetzt, die strukturelle Ahnlichkeiten zu Histidin

hat.

I1-A-2.3.2 C. elegans Tbx2 und olfaktorische Adaption

Es wurden zwei Mutanten in C. elegans mit einem Defekt in der Adaptation an attraktive
Geruchstoffe isoliert (Miyahara et al., 2004). Beide Mutationen betreffen das C. elegans Thx2
Gen. Uberraschenderweise ist jeweils die gleiche Aminosidure Lysin in der T-Domine
betroffen, die einmal zu Glutaminsdure, einmal zu Arginin mutiert ist. Die Wahrnehmung der
Geruchstoffe, nachgewiesen durch unverdnderte Chemotaxis, ist aber anscheinend nicht
beeinflusst. Die betroffene Aminosaure ist in Drosophila melanogaster Omb konserviert
(K431). Sie liegt in der Nahe von Aminosauren, die nach dem Strukturmodell des
menschlichen TBX3 Proteins Bedeutung fiir die DNA Bindung haben (Muller and Herrmann,
1997). Es ware daher denkbar, dass die Mutation die Tbx-DNA Wechselwirkung (auf eine
moglicherweise subtile Art) stort. Die Mutationen sind hypomorph, da Nullmutanten in C.
elegans Tbx2 letal sind. Durch Einflihrung dieser Mutationen in das Omb Protein sollte ihr

Einfluss auf die DNA Bindung zundchst in vitro untersucht werden.

10
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I-A-2.3.3 OMB DNA Bindestelle

In dem omb Allel I(1)omb[13] wurde eine Mutation gefunden, die aus einem
Aminosdureaustausch an der Stelle 508 von Alanin zu Valin besteht. Um den Einfluss dieser
Mutation an der Stelle, die im humanen TBX3 konserviert ist, auf die DNA-Bindefahigkeit zu
testen, wurde durch site directed mutagenesis ein OMB Konstrukt so konstruiert, dass es der
Mutation entspricht. Band Shift Essays sollten die DNA-Protein Interaktion nach in vitro

Translation des Konstrukts visualisieren (Sen, 2006)

I-A-2.3.4 omb-WRE

In der downstream der omb Transkriptionseinheit gelegenen optic lobe regulatory region
(ORR) findet sich an Position 116036-116200, d.h. mehr als 116 kb enfernt vom omb
Transkriptionsstartpunkt ein 164 bp Fragment (,Fragment K“), welches als imaginales
Wingless response element (WRE) fungiert. Die Aktivitdt dieses Enhancers entspricht in allen
larvalen Geweben weitestgehend dem Expressionsmuster des diffusiblen Proteins Wingless.
Anders als wingless, das auch im Embryo stark exprimiert wird, ist das ombWRE im Embryo
inaktiv. Das WRE enthélt eine Bindungsstelle (BS) fiir den Transkriptionsfaktor TCF, der am
Ende der Wingless-Signalkaskade steht. Mutation dieser Bindungsstelle flihrt aber nicht zum
volligen Verlust der Aktivitdit des WRE-Enhancers, sondern zu einem veranderten
Expressionsmuster. In der larvalen Fligelimaginalscheibe zeigt das wildtypische WRE das fiir
wingless charakteristische Expressionsmuster mit einem prominenten Streifen auf der
dorso-ventralen (D/V) Kompartimentgrenze, mit einem Oval, das die pouch-Region umgibt
und mit einem Streifen in der Notum-Region (Hofmeyer, 2001). Mutation der TCF-BS fihrt in
der pouch zu einem invertierten Expressionsmuster: der WREmut Enhancer ist in der D/V-
Region inaktiv, zeigt aber in proximaler und distaler Richtung zunehmende Aktivitat. Das
WRE enthalt anscheinend Bindungsstellen fir transkriptionelle Aktivatoren, deren Wirkung
bei TCF-Bindung unterdriickt oder moduliert ist. Durch Vergleich des WREmut
Expressionsmuster mit publizierten Expressionsmustern anderer Transkriptionsfaktoren (TF)
und durch Analyse potentieller Bindungsstellen dieser TF im Bereich des WRE wurden einige
Kandidatenproteine ermittelt, die fir das veranderte Muster des WREmut verantwortlich
sein kdnnten. Durch Mutation der entsprechenden Bindungsstellen sollte ihre Relevanz fir

das WREmut Muster ermittelt werden.
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1-A-3 Enhancer-reporter-Konstrukte

Neben der Deletion der omb URR, sollten in dieser Arbeit durch verschiedene Enhancer-
Reporter Konstrukte weitere in der Region vorhandene regulatorische Elemente aufgedeckt
werden. Der dazu verwendete Enhancer-Tester Vektor pCPLZ besitzt hierfiir eine Kopie des
beta-Galaktosidase Gens unter dem Einfluss eines schwachen Promotors. Das potentiell
regulativ aktive Sequenzstiick wird dazu kloniert und das Konstrukt in Fliegen injiziert.
Enthadlt das eingesetzte und jetzt an lacZ Expression gekoppelte Fragment regulatorische
Bereiche, kann dessen Aktivitat durch X-Gal Farbung sichtbar gemacht werden. Dazu sind
bereits eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt worden (Sivasankaran et al., 2000). Da
diese Enhancer reporter Analyse die URR nicht liickenlos abdeckt, sollte das Experiment
wiederholt und mit neuen Konstrukten vervollstandigt werden (Abbildung 5). Eine Reihe von
P-Element-Linien mit bereits etablierten Konstrukten, konnte von lan Duncan bezogen und
direkt analysiert werden. Einige weitere Fliegenstimme aus dem Vorgingerexperiment
existierten nicht mehr, so dass in diesen Fallen zwar das Plasmid bezogen, aber neu in
Drosophila injiziert werden musste. Schliefllich sollten noch einige neue Konstrukte
hergestellt werden, die die bisher fehlenden Sequenzbereiche umfassen und mit den
Nachbarsequenzen (iberlappen, um die Analyse von Sivasankaran et al. aus dem Jahre 2000

zu vervollstandigen.

] " I Vi Vv
A b /\/J\//J\/F
s amb mANA
1 "o -B0 60 40 -20
x T r

Xia XVil11 xXxar

pemnbi2 pombis
—— pombS pomb7 SESpomb T pomi) SN nomb 3 pombI7-NO S oombd|
— i E— g — — o  E— — s
———

& & 3

wing anhancar @yo enhancar  leg enhancar

Abbildung 5: Die Abbildung zeigt die Analyse der omb URR nach Sivasankaran (2000). Der
Fligelenhancer wurde im cDNA Fragment pomb7 entdeckt. Das Fragment pomb25 wurde, wie in der
Abbildung zu sehen ist, nicht bearbeitet und soll in dieser Arbeit untersucht werden. Es existieren
ebenfalls Liicken an manchen Stellen durch Nicht-Uberlappen der cDNA Fragmente. An anderer
Stelle wurden weitere Enhancer gefunden (Auge und Bein), die hier aber nicht von weiterer
Bedeutung sind.
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I-B Das Protein Org-1 (Optomotor-blind related gene-1)

Wie optomotor-blind gehort auch optomotor blind related gene 1 zur Familie der T-Box
Gene. Org-1 ist homolog zum TBX1 Gen der Vertebraten. Fir TBX1 besteht ein
Zusammenhang zum DiGeorge Syndrom, einer unter der Bezeichnung CATCH22 (Driscoll et
al.,, 1992) zusammengefassten Gruppe von Defekten. DiGeorge Syndrom ist die haufigste
durch Deletion ausgeloste menschliche Erbkrankheit, was Drosophila org-1 zu einem
interessanten Modellgen macht (Porsch et al., 1998).

Org-1 wurde 1998 von Porsch et al. bei einem Screen einer Drosophila Cosmid Bibliothek
nach weiteren, zu omb verwandten, Drosophila T-Box Genen mit einer gegen die T-Box
Sequenz gerichteten Sonde identifiziert, kloniert und molekular analysiert. Das Gen ist, wie
omb, auf Chromosom X lokalisiert. Die zytologische Position ist 7E3-4;7F1-2. Die etwa 8,5kb
grol3e Transkriptionseinheit besteht aus acht Exons und sieben Introns. (Porsch et al., 1998).
Ektopische Expression von org-1 fihrt in der Antenne zur Umwandlung des kompletten
dritten Segmentes in ein Beinsegment. Auch die Beinentwicklung ist betroffen. So sind die
proximalen Segmente stark verkiirzt, wahrend die distalen miteinander verschmelzen. Im
Auge wird bei ektopischer org-1 Expression die Anzahl der Ommatidien um ca. 15% erhoht.
Bei ektopischer Expression in einem spateren Entwicklungsstadium gehen die Borsten

zwischen den Ommatidien verloren, wie in Abbildung 6C zu sehen ist (Porsch et al., 2005).
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UAS-0rg-1

Abbildung 6: Wildtypische Expression (A), Uberexpression getrieben mit dpp-Gal4 (B) und GMR Gal4
(spatere Entwicklung; C). Das Fehlen der Borsten zwischen den Ommatidien ist in C deutlich
erkennbar (aus Porsch et al, 2004).

Org-1 lasst sich konzeptionell in drei Domanen unterteilen, die N-(terminale), T- (box) und C-
(terminale) Domane. Durch Austausch-Experimente der Domadnen untereinander und mit
denen des verwandten T-Box Genes omb wurden Erkenntnisse zur Funktion dieser Domanen
gewonnen (Porsch et al.,, 2005). In seiner C-terminalen Domdane besitzt Org-1 sowohl
Glutamin-reiche, als auch Alanin-reiche Trakte. Abbildung 7 zeigt deren Lokalisation im
Protein. In Abbildung 8 sind zur besseren Ubersicht alle Glutamine und Alanine
gekennzeichnet, nicht nur die Cluster. Da, wie in den folgenden Kapiteln angesprochen,
Glutamin-reiche Regionen moglicherweise Transaktivatorfunktion haben, wahrend Alanin-
reiche Regionen mit Repression von Genexpression in Zusammenhang stehen, wurde in
dieser Arbeit begonnen, Konstrukte von Org-1 zu generieren, die (iber verschieden groRe
Homopolymertrakte dieser beiden Aminosauren verfligen. Kiinftige Expressionsstudien in
Zellkultur und an transgenen Fliegen sollen weiteren Aufschluss Gber die Funktion solcher
Homopolymertrakte liefern und so unter Umstdanden zur Aufklarung der Mechanismen der

durch Homopolymertraktexpansionen verursachten Krankheiten beitragen.
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SNFGAIYHHN
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Aminoséuresequenz des Drosophila Tbx1 (ORG-1)

NCYGNDYWTS
ETHSTGSTGT
SMAPTAGGTA
ISKGESEPVH
VRIGGLDPHA
VHPDSPAVGS
YLPPKNASLD
KGFRDDGTND
OOQQLKERTA
NSPDLLGYQM
NHTQYGSYHH
AAAAAVAGGG
AAAAAAAHYH
GATYPSFYGS

PYMTGGLSPM
ANSNSSTSSI
VTTTSAGGVS
PSLAQAIVVL
TYICMMDFVP
NWMKQIVSFD
ENEHSSHFRT
VTTGGGSSMS
ATSNFGLSCS
EQQLQOQHQQ
AYQAQVQSHP
AGAGGATSAT
HGHAHGHAHS
AAHHQMMR PN

Abbildung 7: Aminosauresequenz von Org-1. Blau hervorgehoben ist die konservierte T-Domane
(70%). In rot sind die Org-1 eigenen Polyglutamin- und Polyalanintrakte zu sehen. Beriicksichtigt
wurden in dieser Darstellung nur Wiederholungen von mindestens finf Aminosauren. In violett sind
die konservierten letzten Aminosduren dargestellt.
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Abbildung 8: Aminosduresequenz von Org-1. Blau ist, wie in Abbildung dariber die zu 70%
konservierte T-Domane angezeigt. Im Gegensatz zu obiger Abbildung sind hier aber alle Glutamine
und Alanine bericksichtigt, was die Polymertrakte aber dennoch deutlich zu Tage treten lasst.
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I-B.1 Polyglutamin Trakte und deren Expansion

Beim Menschen ist eine Reihe von Krankheiten bekannt, die auf Expansionen in fir Glutamin
kodierenden Genbereichen basieren. Beispiele dafiir sind Huntington’s Disease, Kennedy’s
disease oder einige Formen von spinocerebellar Ataxien (Cummings and Zoghbi, 2000).
Krankheitsbilder treten zumeist ab einer Lange von mehr als 37 Glutaminen auf (Schaffar et
al., 2004). Die expandierten Polyglutaminstrange bilden dabei fibrillare Strukturen (Ross et
al., 1998). Sie kdnnen auch mit den normalen Glutamin-reichen Trakten anderer endogener
Proteine koaggregieren (Gatchel and Zoghbi, 2005). Da glutaminreiche Trakte vor allem auch
bei Transkriptionsfaktoren vorkommen, wie beispielsweise dem TATA Bindeprotein, wird der
Verlust dieser koaggregierenden Proteine neben der Toxizitat der Aggregate selbst als ein
pathogener Mechanismus diskutiert ((Wyttenbach, 2004); (Herbst and Wanker, 2006)).

Als Entstehungsmechanismus der Expansionen wird eine durch die fir Glutamin
kodierenden CAG Triplettwiederholung verursachte Ausbildung von Sekundarstrukturen
wahrend der Replikation und daraus resultierendes ,,Slippage” der Polymerase diskutiert
(Pearson et al., 2005).

Viele der bekannten, nicht pathogenen Glutamin-reichen Trakte sind Bestandteil
konservierter Aktivierungs- Domanen von Transkriptionsfaktoren ((Callewaert et al., 2003);
(Ambra et al., 2004)). Bei Drosophila gibt es etwa 30 Gene mit einer Glutaminregion von 20
und mehr Aminosdauren. 22 der 30 gehéren zu bekannten Transkriptionsfaktoren
(Bettencourt et al., 2007). Auch das T-Box Protein Org-1 von Drosophila melanogaster besitzt
eine glutaminreiche Region in seiner C-Domane. Modifikationen in seiner Lange und die

Deletion sollen weiteren Aufschluss tGber die Funktion solcher Trakte geben.

I-B.2 Polyalanin Trakte und deren Expansion

Neben Polyglutamin (poly-Q) Trakten existieren auch andere Aminosduren in
homopolymerer Form und spielen eine Rolle bei menschlichen Erbkrankheiten (Karlin et al.,
2002). Besonders fiir Polyalanin (poly-A) Trakte wurde ein Zusammenhang zwischen
Traktelongation und klinischen Syndromen gezeigt, wenngleich die Mechanismen, die dazu
flihren, noch weitgehend unbekannt sind. Ein Beispiel dafiir ist Synpolydactylie (SPD), ein
dominant vererbtes Syndrom, dass unter anderem Verwachsungen der Finger sowie
Uberzahlige Finger erzeugt. Zurlickgefiihrt werden konnte es auf eine 7-14 Aminosauren

umfassende Expansion einer 15 Alanine umfassenden N-terminalen Domane des HOXD13

16



EINLEITUNG

Gens ((Muragaki et al., 1996); (Goodman, 2002)). Die Schwere des Phanotyps korreliert mit
der Zahl an zusatzlichen Alaninen (Goodman et al.,, 1997). Weitere Beispiele fiir durch
Polyalanin Expansion bedingte Krankheiten sind Oculopharyngeal muscular dystrophy
(OPMD; (Brais et al., 1998)), Cleidocranial dysplasia (CCD; (Mundlos et al., 1997)) und
verschiedene Formen von X-gekoppelter mentaler Retardation ((Bienvenu et al., 2002);
(Stromme et al., 2002); (Partington et al., 1988)).

In der Vergangenheit wurden Alanin-reiche Regionen in Transkriptionsfaktoren mit
Platzhalter-Funktion in Zusammenhang gebracht, die dafiir sorgt, dass andere Doméanen
richtig positioniert sind. (Karlin et al., 2002). Aber auch transkriptions-reprimierende
Funktionen wurden ihnen zugeschrieben. Allerdings, selbst wenn Alanin-reiche Regionen in
Repressorelementen gefunden wurden, gibt es bislang keine Evidenz, dass sie alleine zur
Repression ausreichend sind ((Han and Manley, 1993); (Hanna-Rose and Hansen, 1996)).

Im Gegensatz zu Polyglutamin Expansionen scheinen Polyalanin Expansionen meiotisch und
somatisch stabil zu sein. Wahrend normale Glutamin-Homopolymertrakte bis zu 40
Aminosauren umfassen koénnen, sind es bei poly-A Trakten meist weniger als 20
Aminosdauren. Wahrend pathogene expandierte Q-Homopolymertrakte sehr lang sein
konnen, sind sie bei Alanin in der Regel nicht groBer als 30 Aminosauren.

Wahrend man die Entstehung von polyQ Expansionen durch ,strand slippage” und der
Ausbildung von einzelstrangigen Sekundarstrukturen wahrend der Replikation erklart
(Sinden et al., 2002), geht man bei der Entstehung der Polyalanin Expansionen von
ungleichem Crossing over aus (Warren, 1997).

Um die Funktion von Polyglutamin und Polyalanin Trakten in Transkriptionsfaktoren besser
verstehen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit damit begonnen, das Drosophila T-Box Protein
Org-1 zu modifizieren. Org-1 besitzt sowohl eine Glutamin-reiche, als auch eine Alanin-reiche
Region. In verschiedenen Derivaten sollten diese Regionen entweder durch verschieden

lange Homopolymere ersetzt oder vollstéandig deletiert werden.
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1-C Decapentaplegic (Dpp)

Das Drosophila Gen decapentaplegic (dpp) kodiert fur ein Protein, das der TGF-B
(Transforming Growth Factor beta) GroRfamilie angehort und ortholog zu BMP2 und BMP4
der Vertebraten ist (Padgett et al., 1993). Die Proteine dieser Genfamilie sind sowohl in
Vertebraten, als auch in Invertebraten an einer Reihe von basalen Entwicklungsprozessen
beteiligt, wie beispielsweise Zellproliferation, Zellspezifikation oder Zelltod. Zusammen mit
den Produkten der Drosophila Gene glass bottom boat (gbb) und screw (scw) wird Dpp der
BMP Unterfamilie (Bone Morphogenic Proteins) zugeordnet.

Da der zuerst beobachtete Mutanten-Phanotyp 15 epidermale Defekte erkennen lieR,
bekam das 1987 von Padgett identifizierte Gen den griechischen Namen decapentaplegic
(Spencer et al., 1982). Lokalisiert wurde das Gen an der zytologischen Position 22F1-22F3.
Das 588 Aminosauren umfassende Primarprodukt wird durch Endoproteolyse auf eine GrolRe
von 132 Aminosduren reduziert. Die entfernte, sogenannte Prodomane ist fir die korrekte
Faltung des funktionellen Liganden mitverantwortlich (Wharton et al., 1996). Bei Drosophila
ist DPP wahrend der Embryonalentwicklung an einer Reihe wichtiger Prozesse beteiligt. So
dient der DPP Gradient bei der embryonalen Musterbildung der Positionsbestimmung
entlang der dorso-ventralen Achse ((Irish and Gelbart, 1987); (Wharton et al., 1993); (Ray et
al., 1991)) und ist an der Tracheenentwicklung ((Vincent et al., 1997); (Wappner et al., 1997))
und der Determinierung von mesodermalem Gewebe zu somatischem oder visceralem
Gewebe beteiligt ((Panganiban et al., 1990); (Hursh et al., 1993)).

In spateren Entwicklungsstadien ist Dpp an der anterior-posterioren Musterbildung der
Fligel- und Beinimaginalscheiben beteiligt ((Campbell et al., 1993); (Nellen et al., 1996);
(Morimura et al., 1996). Dpp wird dabei in einem schmalen Streifen anteriorer Zellen entlang
der A/P-Kompartementgrenze der Flugelimaginalscheibe exprimiert ((Basler and Struhl,
1994)). Auch in der Entwicklung der optischen Loben (Kaphingst and Kunes, 1994), sowie der
Bildung der morphogenetischen Furche in der Augenentwicklung ist Dpp von Bedeutung
(Heberlein et al., 1993). Bei der Oogenese und der Fliigelvenenentwicklung in der Puppe
spielt Dpp ebenfalls eine wichtige Rolle ((Twombly et al., 1996); (Yu et al., 1996)).

Der DPP-Signaltransduktionsweg funktioniert, wie auch fiir andere Mitglieder der BMP
Familie gezeigt wurde, liber einen Rezeptorkomplex aus zwei Typl (tkv) und zwei Typll (put)
Serin/Threonin-Kinasen (Ubersicht: (Massague, 1998), (ten Dijke et al., 1996)). Dabei bindet

der dimere Ligand an den Rezeptorkomplex. Der Typll Rezeptor phosphoryliert dann den
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Typl Rezeptor an der GS-Box, der so aktiviert wird und wiederum das Signalprotein (Mad)
phosphoryliert. Dieses interagiert mit weiteren Partnern (Medea) und kann dann in den
Nukleus einwandern. Dort findet anschlieBend durch Protein-DNA Interaktion, zusammen
mit weiteren Kofaktoren, zellspezifische Genregulation statt.

Da Dpp als Morphogen ausgehend von einer diskreten Quelle weniger Zellen einen
Gradienten Uber eine Vielzahl von Zellen (etwa 30) aufbaut, stellt sich die Frage nach dem
Transport- oder Diffusionsmechanismus. Zunachst ging man von Diffusion des freien
Liganden aus, was aber durch Experimente als nicht ausreichend eingestuft wurde ((Teleman
and Cohen, 2000); (Entchev et al., 2000)). Die Geschwindigkeit, mit der der Gradient
aufgebaut wird, lasst auch auf Endocytose-vermittelte Mechanismen schlieRen. Des
Weiteren wurde eine tragende Rolle der Extrazelluldren Matrix bei dem Transportprozess
von DPP diskutiert. Dabei spielt unter Umstanden ein Bereich geladener Aminosauren im N-
Terminus des Liganden eine wichtige Rolle (Roth, 2003). Um dariiber weiteren Aufschluss in
vivo zu erhalten, sollten in dieser Arbeit modifizierte Dpp-Konstrukte hergestellt werden. In
einem davon wurde die Domane dupliziert, in einem weiteren deletiert. Als in vivo Marker
wurde Green fluorescent protein (GFP) in das Konstrukt eingefligt. Abbildung 9 zeigt ein

Schema des zu konstruierenden Fusionsproteins und seiner Domanen.

Dpp-GFP-Fusionsprotein

Cleavage Site

Ligand

Prodomane

Sacll Sacll

Abbildung 9: Schematische Darstellung des fertigen Dpp-GFP-Fusionsproteins. Die in blau
eingezeichnete Domane wird in vivo abgespalten und dient wohl nur der richtigen Strukturgebung
des Liganden, der hier schwarz eingezeichnet ist. Mittels kiinstlich eingefligten Sacll Schnittstellen
wurde die fiir GFP kodierende Sequenz kurz hinter der Cleavage Site eingefiigt.
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I-D Sammlungen von Drosophila Deletionslinien

Fir viele wissenschaftliche Experimente an Drosophila, beispielsweise der Funktionsanalyse
und Kartierung von Genomregionen, ist es von Vorteil, Fliegenlinien zur Hand zu haben, die
an bekannter Stelle im Genom Defizienzen aufweisen. Angefangen von der ersten
Deletionsisolation 1914, beschrieben 1916 von Bridges (Bridges, 1916), wurden inzwischen
bereits mehrere Tausend Defizienzlinien von verschiedenen Arbeitsgruppen erzeugt. Daraus
wurde eine Stammsammlung erstellt (Bloomington Drosophila Stock Center, BDSC;
http://flystocks.bio.indiana.edu/Browse/df-dp/dfkit.htm), deren Ziel es war, ortsdefinierte
Defizienzen so zu organisieren, dass diese moglichst das gesamte Genom von Drosophila
melanogaster abdecken und der wissenschaftlichen Offentlichkeit nach Bedarf zur
Verfligung stehen.

So stehen dort heute etwa 270 Linien bereit, die ca. 92% des euchromatischen Genoms von
Drosophila mit unterschiedlichen Deletionen umfassen (BDSC;
http://flystocks.bio.indiana.edu/Browse/df-dp/dfkit.htm). So hilfreich diese Sammlung auch
ist, so hat sie doch einige Nachteile, die die Entwicklung einer neuen Generation von
Defizienzensammlung notig erscheinen lieRen. Einerseits besitzt die BDSC-Sammlung einen
heterogenen genetischen Hintergrund, der sich aus ihrer Entstehungsgeschichte ableitet.
Inzwischen zeigten Untersuchungen, dass der genetische Hintergrund einen starken Einfluss
auf Genexpression haben kann (z.B. (Jin et al., 2001)). Dies limitiert unter Umstdnden die
Aussagekraft, der mit diesen Linien gewonnenen Erkenntnisse. Ein weiterer Nachteil ergibt
sich aus der ungenauen Positionsbestimmung der Defizienzen im Genom. Wahrend heute
die Bruchpunkte durch molekulare Techniken basenpaargenau analysiert werden kdnnen,
besitzt die friher benutzte zytologische und genetische Methodik mit 50-100kb eine
wesentlich grobere Auflosung.

Um nun in diesen Punkten verbesserte Defizienzen zur Verfligung zu haben, wurde in zwei
unabhangigen Projekten, genannt Exelixis und DROSDEL, versucht, neue, das Genom
umfassende Sammlungen aufzubauen ((Parks et al., 2004), (Thibault et al., 2004), (Ryder et
al., 2004), (Ryder et al., 2007)). In beiden Ansdtzen machte man sich durch Flippase
induzierte Rekombination zwischen zwei mit Hilfe verschiedener transposabler Elemente
eingebauter FRTs zu Nutze (FRT = flippase recombination target). Dieses Verfahren erlaubt
die Deletion von genomischem Material zwischen zwei, durch die FRTs basengenau

definierten, Orten.
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Um das zweite Problem zu beheben und die Homogenitat des genetischen Hintergrundes zu
garantieren, wurden isogenisierte = Transposon-tragende und Balancer-tragende
Fliegenstaimme hergestellt und benutzt. Wenngleich auch langfristig tiber die Generationen
Divergenz zwischen den Linien entstehen wird, so konnen doch mittelfristig
Hintergrundeffekte bei Experimenten mit diesen Fliegenstammen minimiert werden.
Wiéhrend die Exelixis-Sammlung bisher 519 Deletionen von durchschnittlich 140 kb GroRe
bei einer Abdeckung von bisher 56% des Euchromatins beinhaltet (Parks et al., 2004),
wurden in der DROSDEL-Sammlung 665 Deletionen mit einer DurchschnittsgrofRe von 386 kb
und einer Abdeckung von 77% des euchromatischen Genoms erstellt (Ryder et al., 2007). Die
gewadhlte mittlere GroRe stellt dabei einen Kompromiss zwischen Auflésung und Gesamtzahl
der bendtigten Linien, die das gesamte Drosophila-Genom beinhalten, dar. Auch nach oben
ist eine Grenze gesetzt, da von Ashburner gezeigt wurde, dass mehr als 1Mbp
Sequenzverlust von Drosophila meist auch den Verlust der Lebensfdahigkeit zur Folge hat
(Ashburner and Bergman, 2005).

Da aufgrund von Uberlebens- oder Balancierungsproblemen einiger Stimme deren Haltung
in Stockcentern nicht moglich ist, wurde ein DROSDEL ,Core-kit” von derzeit 209 Linien
erstellt, der eine Abdeckung von 60% des Euchromatins erzielt. Durch die o6ffentliche
Verfligbarkeit der verschiedenen P-Elementlinien kénnen aulRerdem weitere Deletionen
nach Wunsch hergestellt werden.

Wahrend die Exelixis-Linien wegen ihrer GroRe eine feinere Auflésung einer bestimmten
genomischen Region zulassen, sind die DROSDEL-Linien fiir Genom-umfassende
Fragestellungen geeigneter, da durch ihre GroRe ein geringerer Arbeitsaufwand bei
gleichzeitig akzeptabler Auflosung notig ist.

Das DROSDEL Projekt wurde von einem Konsortium europdischer Laboratorien
durchgefiihrt. Die Herstellung der Deletionslinien wurde dabei nach (Teil)chromosomarmen
aufgeteilt. In dieser Arbeit wurde die distale Halfte des Chromosomsenarms 3R zwischen den

zytologischen Positionen 89 und 100E bearbeitet.

21



EINLEITUNG

I-E Ziel dieser Arbeit

Die Arbeit ist in vier grol3e Teile gegliedert.

Der Abschnitt A behandelt Aspekte der Regulation von omb und der Funktion des Omb
Proteins. Dieser Teil befasst sich zundachst mit der Bedeutung von cis-Elementen fiir die omb
Regulation. Durch Elimination der upstream regulatory region (URR) in der 5 Region der
Transkriptionseinheit, sollten deren regulatorische Funktionen durch Charakterisierung des
resultierenden Phanotyps festgestellt werden. Des Weiteren sollten potentielle Protein-
Nullmutanten von Omb molekular charakterisiert werden, bei denen neben einem Exon
auch ein spater entdeckter alternativer Transkriptionsstartpunkt durch P-Element
Mobilisation eliminiert sein konnte. AuBerdem sollte das in der 3° Region inserierte,
hochmobile transposable Element in Qd[For] molekular charakterisiert werden. Ein kleines
Nebenprojekt befasst sich mit der molekularen Charakterisierung von In(1)ombH31, der
urspriinglich zuerst entdeckten omb-Mutante, die bisher nur durch ihre chromosomalen
Bruchpunkte definiert ist. Zuletzt wurden verschiedene Punktmutationen in die T-Domane
von Omb eingefligt, um deren Bindeeigenschaften zu untersuchen.

In Abschnitt B wurden Dpp-GFP Fusionskonstrukte hergestellt, mit deren Hilfe der
Mechanismus der zur Ausbildung des Uber viele Zellen reichenden Gradienten des
Morphogens Dpp in Drosophila-Fligelimaginalscheiben untersucht werden kann. Damit soll
auch zum Verstiandnis der Regulation von omb beigetragen werden, das in der
Fligelimaginalscheibe unter Dpp-Kontrolle steht.

In Teil C sollten verschiedene Derivate des Omb-verwandten Proteins Org-1 hergestellt
werden. Mit ihrer Hilfe soll kiinftig der Einfluss von Polyalanin und Polyglutamin Trakten, und
deren Expansionen (iber die normale Lange hinaus, auf die Funktion des Proteins in vitro, in
Zellkultur und in transgenen Tieren untersucht werden.

Der letzte Teil dieser Arbeit (D) handelt von der Mitarbeit bei der Erstellung eines
vollstandigen und isogenen Drosophila Deletions-Linien-Kits. Eine der wichtigen
Einsatzmoglichkeiten solch eines Deletions-Linien-Kits sind genetische Modifikator-Screens.
In diesen wird systematisch der Einfluss eines veranderten genetischen Hintergrundes (d.h.
der Deletionen) auf einen Phanotyp untersucht. Es ist daher von entscheidender Bedeutung,
dass die Deletionen der einzige Unterschied im genetischen Hintergrund zwischen den
verschiedenen Linien sind. Der DROSDEL Kit wurde bereits erfolgreich eingesetzt, um

genetische Modifikatoren der hypomorphen omb Mutante bifid zu isolieren. Das Ziel dieses
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Screens ist die genetische ldentifizierung von Omb-kontrollierten Genen (G. Pflugfelder,

personliche Mitteilung).
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Il. Material & Methoden

I1-1. Verwendetes Materialll-1.1 Fliegenstimme

Omb URR-Deletions- Linien

Diese 33 Linien kommen aus der Stammsammlung von G. Pflugfelder

Omb[P6] Linien

Diese Linien entstammen der Stammsammlung von G. Pflugfelder

Quadroon[FOR] Linie

Diese Linie stammt aus der Stammsammlung von G. Pflugfelder

Omb URR Enhancer reporter Linien

Diese Fliegen wurden von lan Duncan bezogen

WJ[1118]

Die Linie stammt aus dem Stockcenter Bloomington (BDSC)

In(1)ombH31 - Linie

Die Linie wurde von G. Pflugfelder zur Verfiigung gestellt.

DrosDel CoreKit Linien

Alle isogenisierten Ausgangsstimme wurden (ber das Konsortium zur Verfligung gestellt. Die

Kreuzungsschemata hierzu sind in der entsprechenden Literatur zu finden (Ryder et al., 2004).
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11-1.2 Laborgerate

Eine detaillierte Liste der verwendeten Gerate ist im Folgenden aufgefiihrt.

Kleingerate wie Thermoblocke, Waagen, Vortex, Schittler, etc. stammen von der Firma

Hartenstein Laborversand Wiirzburg.

Verbrauchsmaterial wie beispielsweise Reaktionsgefalle, Pipettenspitzen und Glaswaren

wurden von Sarstedt, Hartenstein und Eppendorf geliefert.

PCR-Gerate
RoboCycler® Gradient 40
T Gradient

Mastercycler Gradient

Elektrophorese

Sub Cell GT
Elektro 4
Vertikale Gelelektrophorese

Gel Jet Imager

Pipetten
Pipetman 200-1000ul

Pipetman 20-200ul
Pipetman 2-20ul
Research 0,5 — 10ul

Zentrifugen
Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge Sigma 3K20
Zentrifuge Rotina 35
Zentrifuge 5417R

25

Stratagene®
Biometra

Eppendorf

Bio-Rad
Hybaid
Biometra

INTAS

Gilson
Gilson
Gilson

Eppendorf

Eppendorf
Brown
Hettich

Eppendorf
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Sonstige Laborgeréte

UV Crosslinker Stratalinker 1800
Probe count

Autoradiographie Cassetten
Vacuum Blotter

Mini Oven MGl

Hybridisation Oven

Wasserbad

Schiittelinkubator Innova 4230

Mikrowellenofen

Optische Gerate

Binokular S6E

Mikroskop Axioplan2

Stratagene

Inotech

Dr. Goos suprema
Appligene

Hybaid

Hybaid

Medigen W12

New Brunswick Scientific

Clatronic

Leica

Zeiss

11-1.3 Chemikalien und sonstiges Verbrauchsmaterial

Alle géngigen Laborchemikalien wurden von den Firmen AppliChem und Roth bezogen.
Sonstiges Verbrauchsmaterial und andere Laborgegenstande, soweit nicht extra erwahnt,

wurden Uber die Firmen Hartenstein, Sarstedt, Eppendorf, Roth und VWR bezogen.
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11-1.4 Medien und Losungen

DNA lIsolation:
Chloroform/Isopentanol Losung

Homogenisierungspuffer A

Kaliumacetat-Losung
Natriumacetat-Losung

TE

G2-Puffer

(nach QIAGEN genomic DNA Handbook 08/2001);
Anmerkung: Alle anderen QIAGEN-Puffer wurden
gekauft

LiCl / KAc Losung

Gel-Elektrophorese:

5 x Stop-Puffer (auch Gel-Ladepuffer)

TBE (Laufpuffer)

Farbel6sung

Southern Blot:
Depurinisierungs-Puffer
Denaturierungs-Puffer
Neutralisierungs-Puffer

Transfer-Puffer (20 x SSC)

DNA-Markierungs-Reaktion

EDTA-L6sung
PCA-L6sung

HCI-L6sung zum Waschen

Hybridisieren:

24:1 (Chloroform:Isopentanol)

100mM NacCl; 100mM Tris (pH 8,0); 50mM
EDTA; 0,5% SDS

8M Kaliumacetat

3M Natriumacetat (pH 7.0)

10mM Tris (pH 8,0); 0,2mM EDTA

In 600ml dest. Wasser:

76,42g guanidine HCI;

11,17g Na2EDTA*2H20;

3,63g Tris-base;

250ml 20% Tween 20 ; 50ml 10% Triton X-
100; pH 8,0; auf 11 auffllen.

1:2,5(5M KAc-L6ésung : 6M LiCl-Lésung)

15% Ficoll 400; 5% SDS; 0,05%
Bromphenolblau; 0,05% Xylencyanol FF
0,5M Tris; 0,5M Borsaure; 25mM EDTA
8-10 Tropfen wassriger Ethidiumbromid-

[6sung (1mg/ml) pro 500ml Wasser (deion.)

0,25 N HCI

1,5M NaCl; 0,5 N NaOH

1M Tris-HCl; 3M NaCl; (pH 7,5-8,0)

1 Liter: 175,3g NaCl; 88,2g NaCitrat; (pH 7,0)

0,2M EDTA
3,5% PCA; 100mM NaPPi
0,25 N HCI
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Hybridisierungspuffer

Waschpuffer
20x SSPE

100 x Denhardt’s Solution

sssDNA

X-Gal Farbung

Fixierungslosung

PBS Losung (10x)

PBT LOsung

Farbel6sung

X-Gal Farbelosung

500ml: 250m| Formamid (deion.); 25ml 100
x Denhardt’s Solution; 125ml 20 x SSPE;
2,5ml 20% SDS; 50ml sssDNA (10mg/ml); 50g
Dextransulfat

0,2 xSSC/0,1% SDS

1l: 31,2g NaH2PO4; 174g NaCl; 7,48
EDTA (pH 7,4)

100ml: 2g Ficoll 400; 2g Polyvinylpyrrolidone;
2g BSATyp V

Heringssperma DNA; beschallt und durch
Hitze denaturiert; 10mg/ml

Endkonzentration

0,75% Glutaraldehyd (Merck) in 0,1M
NaCacodylatpuffer pH 7,3

1liter: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na2HPO4, 2,4 g
KH2PO4; pH 7.4

PBS; 0,3% Triton X100

1,5ml K4[Fell(CN)6]; 1,5ml K3[Felll(CN)6]; 5ml
10x PBS; 42ml destilliertes Wasser; 50ul 1M
MgCI2

Farbeldsung 10min bei 37°C mit 3—10 Vol 5% (X-Gal

in DMF) inkubieren

Injektion von DNA in Drosophila Embryonen

Dechorionisierung:
Injektionspuffer:

Ole

6% Natriumhypochloritlosung
0,1 M Phosphatpuffer pH 6.8, 5 mM KClI
3S und 10S Ol (Voltalev)
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Radioaktivitat

Redivue™ 32P dCTP 18,5 MBeq Amersham Biosciences

11-1.5 Enzyme

Alle verwendeten Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs (NEB), Fermentas

und Invitrogen bezogen.

Restriktionsendonukleasen:

Soweit nicht anders angegeben wurden die vom Hersteller zur Verfligung gestellten Puffer
fir die Reaktionen benutzt. Doppelverdaus wurden mit dem dafiir von der entsprechenden

Firma vorgeschlagenen Puffer gleichzeitig oder, wenn nicht méglich, sequenziell verdaut.

BamH1; Hin6l; Hindlll; Scal; Pvull; Sall; Fermentas
Bsh1236l; Kpnl

EcoRl; Sau3Al; Ndel, Dralll, Nhel, Pstl; Xbal New England Biolabs
Agel; Sacll; Notl; Stul, BssHII, BsrGl, Stul,

BssHII; Ndel; Mlul; BstEll; Dpnl; Maell

Bgll Invitrogen

Weitere Enzyme:
Soweit nicht anders angegeben wurden die vom Hersteller zur Verfligung gestellten Puffer

fur die Reaktionen benutzt.

Taqg DNA Polymerase Eppendorf, Peqlab
Pfu Turbo Polymerase Stratagene

Pfu Polymerase Fermentas

T4 DNA Ligase Invitrogen; Fermentas
RNase A; Proteinase K AppliChem

Shrimp alkaline Phosphatase Fermentas

Klenow Enzym Fermentas

Terminale Deoxynukleotid Transferase (TdT) NEB
T4 Polynukleotidkinase (PNK) Fermentas
T3 RNA Polymerase Roche
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11-1.6 Kits

DNA Reinigung: QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)

DNA Extraktion QlAquick Gel Extraction; Kit QlAexIl (QIAGEN)

DNA Markierung RediPrimell (Amersham)

LongRangePCR Expand Long range PCR System (Roche)

SiteDirectedMutagenesis QuickChange SiteDirectedMutagenesis Kit
(Stratagene)

Midi- und Maxi Plasmid Praparation Midi- und Maxipraparations Kit (QIAGEN)

Mini Plasmid Praparation Fast Plasmid Mini Kit (Eppendorf)

RNA Markierung Dig RNA Labelling Kit (Roche)

[I-1.7 Sonstige Materialien:

Nytran-Plus Membran fiir Southern Blot Schleicher & Schuell

Rontgenfilme X-ray RETINA XBA 100NIF Fotochemische Werke Berlin

Rontgen Entwicklerkonzentrat Nr. 00011 Adefo

Rontgen Fixierkonzentrat Nr. 00064 Adefo

11-1.8 Benutzte Vektoren:

pDrive PCR cloning vector (Qiagen)
pAc5.1/V5-HIS-A (Invitrogen)

p2XeGFP (Clonetech)

pKS (Stratagene)

pcDNA3-Dpp-myc (von M. Roth erhalten)
pcDNA3-Dpp-del (von M. Roth erhalten)
pcDNA3-Dpp-dup (von M. Roth erhalten)
pUAST (Brand and Perrimon, 1993)
pCPLZ (Wharton, 1992)

pX27-pomb7 (von K. Basler erhalten)
pX27-pomb23 (von K. Basler erhalten)
pX27-pomb19 (von K. Basler erhalten)
pBAT7071 (Grimm, 1993)
pKS[TCF1mut4A] (Hofmeyer, 2001)
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Ndhrmedien

LB-Medium 1% NaCl, 0,5% Hefeextrakt, 1% Pepton

SOC Medium 2% Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 10mM NaCl,
2,5mM KCl, 10mM MgCl,, 10mM MgSQ4, 20mM
Glukose

Ablage-Platten 1liter: 33g Agar-Agar, handelsiblicher Apfelsaft;

erhitzen (Mikrowelle) und in Petrischalen gielRen

11-1.9 Primer und andere Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG produziert. Eine detaillierte Liste der in
dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide, deren Sequenz und Verwendung findet sich im

Anhang.

11-1.10 Software und Datenbanken

Sequenzanalyse: 4Peaks; Chromas lite

Office-Anwendungen: MS-Office:mac 2004, MS-Office 2007

Graphikbearbeitung: Adobe Illustrator CS2

Bildbearbeitung: Adobe Photoshop 7.0

Sequenzabgleich (Alignments): NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)
Sequenzformatierung: Readseq (http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi)
Proteinsequenztools: ExPASy (http://expasy.org/tools/dna.html)

Sonstige Sequenztools: Genepalette, Vector NTI (Invitrogen)
Restriktionsschnittstellen: NEB Cutter2 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)
Primersynthese: Oligo 6.0 Carbon

Flybase: http://flybase.bio.indiana.edu/

Interactive Fly: http://www.sdbonline.org/fly/

Literaturrecherche: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
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1l-2. Verwendete Methoden

Nicht naher beschriebene Methoden wurden nach Sambrook et al. ausgefiihrt (Sambrook et
al., 1989).

11-2.1 Histologische Methoden

11-2.1.1 Praparation der Imaginalscheiben aus L3 Larven

Die Expression von Omb in den Imaginalscheiben von Drosophila melanogaster L3-Larven ist
in dieser Arbeit besonders im Hinblick auf die Funktion der so genannten ,upstream
regulatory region (URR)“ auf die Expression dieses Gens wahrend der Entwicklung
interessant. Zu diesem Zweck wurden die Bein-, Antennen/Augen- Halteren- und
Fligelscheiben aus L3-Larven prapariert. Dazu wurde die Wanderlarve etwa in der Mitte mit
einer scharfen Pinzette auseinander gerissen. Der hintere Abschnitt wurde verworfen, der
Vordere anschliefend mit zwei feinen Pinzetten invertiert. Die so umgestilpten Larventeile
konnten dann von Fettgewebe und Tracheenresten befreit werden, um dann, wie unten
beschrieben, gefarbt zu werden. Zuletzt wurden die einzelnen Scheiben mit einer sehr feinen
Nadel einzeln von verbliebenem Gewebe abgetrennt und auf einen Objekttrager

transferiert.

[1-2.1.2 X-GAL Farbungen

Die praparierten Imaginalscheiben wurden mitsamt dem noch daran befindlichen Gewebe in
ein Reaktionsgefall mit 500l Fixierungslosung gegeben. Darin wurde das Gewebe fir 20min
bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf erfolgt dreimaliges Waschen fir je 5min in 200ul PBS
bei Raumtemperatur. Die alte Losung wurde dabei vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt.
Nach dem dritten Waschgang wurden 300ul X-Gal Farbel6sung zugesetzt und das Gewebe
flir 90min oder auch tber Nacht (je nach Erfahrung mit der Farbeintensitat) im Dunklen bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch wiederholtes Waschen nach dieser Zeit in PBS wurde die
Farbereaktion gestoppt und die Imaginalscheiben von den verbliebenen Geweberesten
befreit und auf einen Objekttrager in einem Tropfen PBS gegeben. Nach Auflegen des
Deckglaschens wurden die Rander mit Nagellack versiegelt und die Scheiben unter dem

Mikroskop ausgewertet.
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11-2.1.3 Injektion von P-Elementvektoren in Drosophila-Embryonen

Mit diesem Verfahren wurden P-Element Konstrukte in die Keimbahn von Drosophila
Embryonen gebracht. Zu diesem Zweck steht nur ein kurzes Zeitfenster in der
Embryonalentwicklung zur Verfligung, weshalb die Zeiten genau eingehalten werden
mussten. Zur Injektion wurden white Fliegen verwendet, da das P-Element als Marker ein
funktionelles white Gen besitzt und so der Erfolg am Ende Uberprift werden kann. Die
Fliegen werden zur Ablage fiir 30min bei 25°C auf Apfelsaft-Agar Platten gesetzt. Nach dieser
Zeit wurden die Embryonen mit einem feinen Pinsel in ein Sammelnetz (berflihrt und fir
zwei Minuten in Chlorbleichlauge chemisch dechorionisiert. Unter flieRendem Wasser
wurden die Embryonen schlieBlich griindlich gespilt und auf einem Agarblock (aus einer
Apfelsaft-Ablageplatte) unter einem Binokular so aufgereiht, dass je 20 bis 40 Embryonen in
der gleichen anterior-posterioren Orientierung zu liegen kamen. Ein mit einem Klebstoff
versehenes Deckgldaschen wurde benutzt, um die aufgereihten Embryonen vom Agarblock
auf einen Objekttrager zu libertragen. Nach einer Trockenzeit von 12min bis 16min in einem
Exsikkator wurden die Embryonen mit einem Tropfen 10S Ol (Voltalev) iiberschichtet und
auf dem Injektionsmikroskop platziert. Der zu injizierende Vektor wurde in einer
Konzentration von 1pg/ul zusammen mit einem Helferplasmid (0,3pg/ul) und
Injektionspuffer in eine ausgezogene Kapillare (Puller: Sutter P97) gefiillt. Diese wurde an
den mit Druckluft betriebenen Injektor angeschlossen und am Glasrand des Deckglaschens
angeschliffen. Sobald Flissigkeit austrat, wurde die Kapillare auf den posterioren Teil der
Embryonen ausgerichtet. Ein kleiner Tropfen der Injektionslésung wurde in jeden Embryo an
der Stelle injiziert, an der spater die Polkorper entstehen. Bereits zu weit entwickelte
Embryonen wurden mit der Kapillare zerstort, so dass die sich entwickelnden Tiere putative
Konstrukt-Trager waren. Zur Entwicklung nach der Injektion wurden die Embryonen auf
ihrem Deckglaschen in eine feuchte Kammer transferiert und mit 3S Ol {iberschichtet. Eine
zweitagige Inkubation bei 18°C folgte. Daraufhin wurden die noch lebenden Larven mit einer
feinen Pinzette abgesammelt und in ein Futterglas tberfihrt. Nach Entwicklung zum adulten
Tier wurden die Fliegen einzeln mit white” Tieren gekreuzt. Die erfolgreich injizierten
Nachkommen der F1 Generation tragen dann aufgrund des im Konstrukt enthaltenen
funktionellen white Gens rote Augen und sind als solche zu erkennen. Mehrere erfolgreiche
Linien ein und desselben Konstrukts sollten etabliert werden, da je nach Insertionsort des P-

Elementes im Genom Positionseffekte nicht auszuschlieRen sind.
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Aufgrund von anhaltenden technischen Problemen der laboreigenen Apparatur wurden
einige Konstrukte an die Firma ,Rainbow Transgenic Flies” (USA) gesandt und dort

erfolgreich injiziert.

11-2.1.4 In situ Hybridisierung

Mittels in vitro Transkription wurde von einem geeigneten, linearisierten DNA Fragment
durch T3 oder T7 RNA-Polymerase (je nach Orientierung) unter Anwesenheit markierter
Nukleotide (DIG-Labelling Kit) die antisense RNA des Fragmentes erstellt. Das sense-Produkt
wurde zur Kontrolle ebenfalls generiert. Alle Vorgaben richteten sich nach dem Kit-
Handbuch (Roche).

Imaginalscheiben wurden wie ebenfalls in diesem Kapitel beschrieben aus L3 Larven
prapariert und nach Protokoll (DIG Labelling Handbook, Roche) fixiert und mit der RNA
Sonde inkubiert. Das einzelstrangige RNA antisense Produkt hybridisiert im Gewebe mit dem
dazu komplementaren Gentranskript. Die DIG markierten Nukleotide der Sonde lassen sich
mit einem Antikorper (AP gekoppelt) detektieren. Durch Farbereaktion mit BCIP/NBT kann
so die Markierte Nukleinsdure sichtbar gemacht werden. Das dem Expressionsmuster des

Zielgens entsprechende Farbemuster wurde dann unter dem Mikroskop ausgewertet.
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11-2.2 Molekulare Methoden

11-2.2.1 Restriktionsverdau

Standard Restriktionsverdau

Wenn nicht anders angegeben, wurde jeder Restriktionsansatz in 20ul Gesamtvolumen
durchgefihrt.
Fir alle in dieser Arbeit angesetzten Restriktionsverdaus gilt folgender Standardansatz,

soweit im entsprechenden Kapitel nichts anderes beschrieben wird.

Fir genomische DNA

l6ul genomische DNA (aus 50 Fliegen oder L3-Larven prapariert)
2,5ul Puffer (laut Hersteller des Enzyms)
1,5ul Restriktionsenzym

Wenn ein Zusatzstoff wie beispielsweise BSA laut Herstellerprotokoll zuzugeben war, wurde
eine 10x Losung der Substanz hergestellt und die entsprechende Menge auf Kosten der

Menge an genomischer DNA eingesetzt.

Plasmid DNA

Der Ansatz entsprach dem fiir genomische DNA, aulRer dass folgende Mengen an Plasmid
DNA im 20ul bis 50ul Ansatz verdaut wurden:Praparativ: 1ug bis 5ug Plasmid

Analytisch: 100ng bis 200ng Plasmid

In analytischen Verdaus wurden etwa 0,1 — 0,2 U Enzym eingesetzt.

11-2.2.2 Dephosphorylierung und Phosphorylierung

Phosphorylierung:

Um kinstlich hergestellte Oligos Ligieren zu kdnnen, war es nétig, deren 5’ Enden zu
phosphorylieren. Die Phosphorylierungsreaktion wurde jeweils am einzelstrangigen Oligo
durchgefihrt. Der Einfachheit halber wurde die Phosphorylierungsreaktion bereits in ATP
haltigem Ligasepuffer (Fermentas) angesetzt, der fir T4 PNK ebenfalls geeignet ist.

Folgender Ansatz wurde verwendet und fiir 20min im 37°C Wasserbad inkubiert:

10ul  oligo (100uM)

2,5ul T4 Ligase Buffer (10x)

6,5ul destilliertes Wasser

1l T4 Polynucleotid Kinase (PNK)
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Dephosphorylierung:

Um Vektorselbstligate bei Koligationsreaktionen zu verhindern, wurde der mit nur einem
Enzym linearisierte Vektor in der Regel zuerst an seinen 5'Enden dephosphoryliert. Der
folgende Ansatz wurde in dieser Arbeit, wenn nicht anders beschrieben, verwendet. Die
Reaktion erfolgte bei 37°C fir 15min bis 20min. Die Phosphatase wurde anschlieBend

hitzedeaktiviert. Es wurde ausschlieflich Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) verwendet.

Zur Restriktionsreaktion wurde nach Verdau 1ul SAP zugegeben, der Ansatz kurz
abzentrifugiert und anschlieRend nochmals fiir 15min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die
Hitzeinaktivierung der SAP und, wenn moglich des Restriktionsenzymes, erfolgte darauf bei

mindestens 65°C fiir 20min.

11-2.2.3 Ligationsreaktion

Alle hier durchgefihrten Ligationsreaktionen wurden bei 4°C bis 18°C tiber Nacht ausgefiihrt,
und wenn nicht anders beschrieben in einem Volumen von 20ul bis 50ul (Koligation) und

50ul bis 100ul (Selbstligation) wie folgt angesetzt:

Standard Ligationsansatz:

50ng bis 250ng Plasmid

1X T4 Ligase Puffer (Invitrogen)

1ul bis 3ul T4 DNA Ligase (Invitrogen)

Auffillen mit destilliertem Wasser auf Reaktionsvolumen

Fir Inverse PCR:

DNA aus Restriktionsverdau 20ul
ddest. Wasser 58ul
T4- DNA-Ligase Puffer (5x) (Invitrogen) 20ul
T4 DNA-Ligase (Invitrogen) 2ul

Diese Reaktion wurde UGber Nacht bei 4°C bis 18°C ausgefihrt.
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11-2.2.4 Transformation in chemokompetente Bakterienzellen

Alle Transformationen in dieser Arbeit wurden mit Hilfe chemokompetenter Zellen E.coli
DH5alpha (Invitrogen) mit einer Kompetenz von 10° (subcloning efficiency) bis 10® (library
efficiency) durchgefiihrt. Zur Retransformation zur Neige gehender eigener Plasmide wurden
selbst hergestellte Zellen (siehe nachstes Kapitel), von meist geringerer Kompetenz, benutzt.

Folgendes Standardprotokoll wurde ausgefiihrt (nach Produkt-Protokoll von Invitrogen):
Ein 50ul Aliquot mit Zellen wurde auf Eis aufgetaut und maximal 1—10 des Gesamtvolumens an

Ligationsreaktion hinzugegeben. Meist genligten 1ul bis 2ul. Die Losung Suspension wurde
dann fir 45min auf Eis inkubiert, bevor der Hitzeschock im 42°C Wasserbad fiir exakt 45s
gegeben wurde. Die Zellen wurden anschlielRend fiir zwei weitere Minuten auf Eis inkubiert
und dann sofort mit auf Raumtemperatur vorgewarmten SOC Medium auf 1ml Volumen
aufgeflllt. Eine weitere Inkubationsphase folgte bei 37°C unter starkem Schiitteln. Am Ende
wurden je drei LB-Platten mit 100ul, 300ul und 600ul der Bakteriensuspension ausgestrichen

und bei 37°C Gber Nacht inkubiert.

11-2.2.5 Herstellen chemokompetenter Bakterien

Die Prozedur folgt einem Protokoll von D. Hanahan (Hanahan, 1985). Im folgenden Text
findet sich eine kurze Zusammenfassung.

Auf einer antibiotikafreien LB Platte wurden Bakterien des Stammes E. coli DH5alpha aus
einer Gefrierkultur ausgestrichen und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde
eine Kolonie mit einem sterilen Werkzeug gepickt und eine Vorkultur mit 2ml Volumen SOB
Medium Uber Nacht angesetzt. Danach wurden 500ul der Vorkultur in eine 100ml| SOB-
Hauptkultur in einem 1-Liter Kolben. Diese Kultur wurde bei 37°C solange inkubiert, bis eine
optische Dichte ODgg von 0,6 bei stetigem Kontrollieren festgestellt werden konnte. Danach
wurde das Wachstum gestoppt, indem die Suspension auf zwei 50ml Falcon Rohrchen
verteilt fir 60min auf Eis inkubiert wurde. Bei einem Zentrifugationsschritt bei 750g fur
15min bei 4°C wurden die Zellen pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Bakterien
wurden in 33ml FB Puffer durch sehr langsames Schitteln resuspendiert. Die Suspension
wurde fiir weitere 60min auf Eis inkubiert. Nochmals wurden die Bakterien wie oben
beschrieben vorsichtig pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen werden dann
wiederum in 8ml FB puffer resuspendiert. Die Bakterien wurden letztlich in 50ul Aliquots

abgefiillt und nach Schockfrieren in -80°C kaltem Ethanol bei -80°C weggefroren.
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11-2.2.6 Annealing von Oligonukleotiden

Fir manche Experimente dieser Arbeit war es noétig mit Hilfe zweier synthetischer
einzelstrangiger Oligonukleotide eine bestimmte Sequenz in ein Konstrukt zu ligieren. Da die
Oligonukleotide auf Grund der Synthesemethode kein 5’ Phosphat besitzen, das zur Ligation
an andere DNA-Stiicke unerlasslich ist, war zunadchst eine Phosphorylierungsreaktion, wie
oben beschrieben, notig. Danach konnte die Zusammenlagerung der komplementaren
Einzelstrange stattfinden. Durch Erhitzen auf 100°C wurden Komplexbildungen
untereinander aufgeldst, wahrend die anschlieRende langsame Abkiihlung der Losung auf
Raumtemperatur in einem Wasserbad die vollstindige Ausbildung der komplementaren

Einzelstrange zu Doppelstrangen gewadhrleistete.

11-2.2.7 Gelelektrophorese

Agarosegele
Je nach GroRe der DNA-Fragmente wurden 0,8%, 1% oder 2% TBE-Agarosegele hergestellt

Das Losungsvolumen fiir ein kleines Gel mit acht oder 12 Spuren (HYBAID) war 80ml. Fiir ein
grofles Gel mit 15, 20 oder 25 Spuren (BIORAD) war es 200ml. In dieser Arbeit wurde
lediglich TBE als Elektrophoresepuffer verwendet. Die Laufzeit betrug in der Regel zwei
Stunden bei 90V bis 100V oder liber Nacht bei 25V-30V. Die Farbung mit Ethidiumbromid
erfolgte nachher im Farbebad (8 bis 10 Tropfen einer 0,5M Stammldsung in 500ml| Wasser)
fir 30 bis 40 Minuten. Die Gele wurden auf einem Gel-Imaging System (INTAS)
photographiert und ausgewertet. Als DNA Marker diente der auch zur Quantifizierung

geeignete MassRuler (10kb bis 100bp) der Firma Fermentas.

Acrylamidgele

Fir sehr kleine DNA Fragmente wurden neben 2% Agarosegelen auch Acrylamidgele
benutzt. Je nach FragmentgrofRe wurden 8% bis 12% Acrylamidgele genutzt. Die
Zusammensetzung und die Elektrophorese entsprach dem Protokoll aus dem

Laborhandbuch ((Sambrook et al., 1989)).
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11-2.2.8 Plasmidpraparation

Die Plasmidpraparation erfolgte in der Regel mit kommerziell erhdltlichen Kits. Fir die
Minipraparation wurde der FastPlasmid Mini Kit von Eppendorf benutzt, flr groRere
MafBstdabe (Midi oder Maxi) die entsprechenden Kits der Firma Qiagen.

Bei einer sehr grolen Anzahl von zu untersuchenden Kolonien wurde ohne Kit im
MinimaBstab  vorgegangen. Dazu wurden 1,5ml der Kultur 20 sec bei
Maximalgeschwindigkeit abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 100ul GTE Puffer
resuspendiert. Die alkalische Lyse folgte daraufhin durch Zugabe von 200ul alkalischer SDS
Losung fiir 5min bei Raumtemperatur. Danach wurde die Suspension durch Zugabe von
150ul saurer KAc-Losung neutralisiert und fiir weitere 5min auf Eis inkubiert. Durch
Zentrifugation wird die DNA-haltige wassrige Losung vom Rest getrennt und in ein neues
Reaktionsgefald Uberfliihrt. Eine Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fallung folgte,

wie im entsprechenden Kapitel beschrieben.

11-2.2.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion wurde zur Amplifikation definierter DNA-Bereiche eingesetzt.
Anhand der Sequenz des gewiinschten DNA-Bereiches wurden zwei einander entgegen
gerichtete Oligonukleotid Primer synthetisiert, die an den Enden des zu amplifizierenden
DNA-Stlickes binden. Nach der Hitzedenaturierung der DNA bei 94°C erfolgt das Anlagern
der Primer an den entsprechenden DNA-Einzelstrang, das sogenannte Annealing.
AnschlieBend wird mit Hilfe eines hitzestabilen Enzyms, der Tag Polymerase, und der in der
Reaktionslosung vorhandenen freien Nukleotide (dNTPs) der Komplementarstrang erzeugt.
Nach erneuter Denaturierung liegt nun die doppelte Menge an Matrizenstrdangen vor. Diese
Vorgange werden in bis zu 35 Zyklen wiederholt wobei jedesmal die im vorherigen Zyklus
neusynthetisierten DNA-Stlicke selbst als Matrize dienen, was letztlich zur exponentiellen
Vervielfdltigung des gewilinschten DNA-Abschnittes fiihrt. Fir besonders genaue
Amplifikationen wurde statt der Taq Polymerase, die statistisch weniger Fehler
produzierende, Pfu-Polymerase  verwendet, die Uber einen molekularen
Fehlerkorrekturmechanismus verflgt. Fir die Vervielfdltigung besonders langer oder
schwieriger (GC reicher) Sequenzen war ein Mix verschiedener Polymerasen (Long range PCR

Kit) am besten geeignet.
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11-2.2.9.1 Standard PCR

Alle PCR Reaktionen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit folgendem Standard-PCR-

Reaktionsansatz durchgefihrt:

5,0 ul Tag Puffer mit 15mM MgCl, (Eppendorf)
5,0 ul dNTPs

2,5 ul Forward Primer (20 uM)

2,5 ul Revers Primer (20 uM)

2,0 ul genomische DNA (1-10ng Plasmid)

0,3 ul Tag DNA-Polymerase

Standard PCR-Programm fiir Eppendorf und Biometra Gerat. Fiir den Stratagene Robocycler
galt das gleiche Programm, nur dass Denaturierung und Annealingzeiten verdoppelt wurden:

94°C Denaturierung 5min

94°C Denaturierung 30sec

60°C Annealing 30sec } 30 Zyklen
72°C Elongation 2min

72°C Final Extension 7min

4°C Hold on cold block oo

11-2.2.9.2 Long Range PCR

Alle Long range PCR Reaktionen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit folgendem

Standard-PCR-Reaktionsansatz durchgefiihrt (Komponenten aus Kit):

5,0 ul Puffer 1 (10x ROCHE)

1,75 ul dNTPs (10mM; 350uM Endkonzentration)
X ul Forward Primer (300nM Endkonzentration)
X ul Revers Primer (300nM Endkonzentration)
2,0 ul genomische DNA (bis zu 500ng)

0,75 ul Polymerase Mix

X auf 50ul mit dest.Wasser auffillen

Standard PCR-Programm fiir Eppendorf MasterCycler T Gradient:

93°C
93°C
50-65°C
68°C
93°C
50-65°C
68°C
68°C
4°C

Denaturierung
Denaturierung
Annealing
Elongation
Denaturierung
Annealing
Elongation

Final Extension
Hold on cold block

2min

10sec

30sec } 10 Zyklen
8min

15sec

30sec }

8 min +20s/cycle

7min

oo

20 Zyklen
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Alle PCR Produkte wurden anschlieRend auf einem Agarosegel Uberprift und, wenn nétig
gereinigt (PCR Purification Kit).

[1-2.2.9.3 Kolonie-PCR zum Uberpriifen einer Vielzahl von E.coli Klonen

Diese Methode wurde angewandt, wenn nach der Transformation eines Konstrukts positive
Klone nur mit geringer Haufigkeit erwartet wurden und eine andere Selektionsmethode nach
Zellen, die das Konstrukt enthalten, wie etwa Blau-Weil§ Selektion, aus technischen Griinden
nicht moglich war. Eine PCR Reaktion wurde, wie oben im Standard PCR Protokoll
beschrieben, durchgefiihrt. Statt Template-DNA wurden jedoch sorgfdltig mit einem sterilen
Zahnstocher gepickte Einzelklone zugegeben. Diese Kolonien wurden aullerdem einzeln und
nummeriert auf einer neuen Platte kultiviert. Meist wurde pro PCR-Reaktion ein Pool von
zehn Kolonien pro Reaktion in einem ersten Durchgang getestet. Bei Erfolg innerhalb eines
Pools wurde dann ein zweiter PCR Ansatz mit den zehn entsprechenden Bakterienkolonien
von der neuen Platte durchgefiihrt, um eine einzelne positive Kolonie identifizieren und

kultivieren zu kdnnen.

11-2.2.9.4 Inverse PCR zum Bestimmen des Insertionsortes von P-Elementen

Um den genauen Insertionsort eines P-Elementes im Genom bestimmen zu kénnen, ist die
inverse PCR ein geeignetes Mittel. Dazu erfolgte zunachst die Isolierung und der Verdau der
genomischen DNA mit einem geeigneten Restriktionsenzym. Dessen Schnittstelle sollte im
P-Element moglichst nahe der invertierten Enden liegen. Am besten geeignet ist ein Enzym
mit einer Erkennungssequenz von vier bis fiinf Basenpaaren, das zu relativ kleinen
Fragmenten fiihrt. Der Verdau wird nach Hitzeinaktivierung der Endonuklease und Reinigung
der Reaktion durch Phenolextraktion oder durch das Protokoll des QlAquick PCR purification
kit ligiert. Dadurch entsteht eine Vielzahl ringformiger DNA-Fragmente, von denen eines
auch das P-Element Endfragment enthalt. Wird nun eine PCR Reaktion mit zwei einander
entgegengesetzt gerichteten Primern ausgefiihrt, von denen der erste nahe am invertierten
Ende des P-Elementes liegt und nach auRen gerichtet ist, wahrend der zweite nahe der P-
Element internen Restriktionsschnittstelle liegt und ebenfalls nach auBen gerichtet ist,
entsteht durch den bei der Ligationsreaktion erfolgten Ringschluss ein Fragment, das auch
die das P-Element flankierende genomische Sequenz bis zur nachstgelegenen Schnittstelle
enthalt. Wird dieses PCR Produkt nun sequenziert, ldsst sich, nach einem Abgleich der

Sequenz mit der Genomdatenbank der Insertionsort basengenau erkennen.
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11-2.2.10 Universal Fast Walking (UFW)

Die Technik wurde wie in der Veroffentlichung beschrieben angewandt. (Myrick and Gelbart,

2002)

11-2.2.11 Sequenzierung

Alle Sequenzierungsreaktionen wurden von den Firmen Seqlab (Gottingen) oder Genterprise
(Mainz) durchgefiihrt. Dazu wurden lediglich ausreichende Mengen an Plasmid (etwa 350ng)
zusammen mit 10-20pmol Primer in einem 200ul Reaktionsgefall an die genannten Firmen

versandt.

11-2.2.12 DNA-Praparation aus adulten Fliegen oder Larven

Die Isolierung der genomischen DNA aus den vorher abgesammelten und bei —80°C
eingefrorenen Fliegen, ca. 50 bis 100 Stiick pro Ansatz, erfolgte durch Homogenisierung der
Tiere mit Hilfe eines Glashomogenisators oder im Reaktionsgefdf mit einem
motorbetriebenen StoRel in 500ul Homogenisierungspuffer A.

Das Homogenisat wurde bei 68°C fir 30 Minuten inkubiert. Nach der Zugabe von 8M
Kaliumacetat und einer weiteren 30minttigen Inkubationszeit bei 0°C wurden Feststoffreste
abzentrifugiert und die Losung in ein neues Reaktionsgefal} Gberflhrt. Dort wurde die DNA
mit Ethanol gefallt.

Bei 37°C erfolgte dann fiir 10 Minuten ein RNase A Verdau. AnschlieRend wurde die Losung
durch Phenol-Chloroformextraktion aufgereinigt und die DNA aus der wassrigen Losung
wiederum mit Ethanol gefallt.

Letztlich wurde die so gewonnene genomische DNA in 50ul TE-Puffer gelost.

11-2.2.13 Phenol-Chloroform Extraktion

Zum zu reinigenden Ansatz wurde 1—10 des Reaktionsvolumens an 3M NaAcetat gegeben und

dieser anschlieRend in ein PhaselLock Gefals (Eppendorf) tiberfiihrt. Dazu pipettiert wurden
0,5ml Phenol und 0,5ml Chloroform/Isoamylalkoholgemisch (24:1). Das Reaktionsgefal
wurde dann auf dem Vortex kurz geschittelt und fir eine Minute bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Daraufhin trennte sich die organische von der wassrigen

Phase, zwischen die sich das Gel der PhaselLock (Eppendorf) Gefalle setzte. So war es ein
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Leichtes, die obere wadssrige und DNA haltige Phase in ein neues Reaktionsgefald zu

Uberfiihren. Nach Wiederholung der letzten Schritte erfolgte eine Ethanol-Fallung der DNA

11-2.2.14 Ethanol Fallung

Um DNA aus wassriger Losung zu fallen, wurden in Gegenwart von 0,3 M NaAcetat 2,5
Volumina reines Ethanol zugegeben. Die Suspension wurde fiir bis zu 30min bei -20°C
inkubiert und anschlieRend bei maximaler Geschwindigkeit 15 bis 20min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit einer feinen Pipette abgenommen und verworfen, wiahrend der DNA-
haltige Niederschlag mit 0,5ml 70% Ethanol gewaschen wurde. Nach kurzer Zentrifugation
wurde der Uberstand wiederum verworfen und das Pellet in einer geeigneten Menge TE-

oder Tris-Puffer auf einem Schuttler geldst.

11-2.2.15 Isolierung mit QIAGEN genomic Tip 100G

Diese Methode wurde benutzt, um DNA besonders hoher Qualitdt und Reinheit zu erhalten.

Die Homogenisierung erfolgte bei dieser Methode unter Kiihlung mittels fllissigem Stickstoff
in einem Morser. Etwa 100 bis 200 Tiere wurden so pulverisiert und in 9,5ml G2-Puffer, der
mit 19ul RNAse A(100mg/ml) und 0,5ml Proteinase K Losung (20mg/ml) versetzt war,
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 50°C im Wasserbad wurde der
Ansatz zentrifugiert und der Uberstand auf eine mit Puffer QBT equilibrierte QIAGEN
genomic tip 100G Saule aufgetragen. Nach einem durch Gravitation getriebenen Durchfluss
wurde die nun in der Sdule gebundene DNA mit Puffer QC zweimal gewaschen. Darauf
erfolgte die Eluierung der DNA aus der Saule in Puffer QF, der auf 50°C vorgewarmt war. Mit

Isopropanol wurde letztlich die DNA gefillt, abzentrifugiert und in 300ul TE Puffer gelost.

11-2.2.16 Isolierung der DNA aus einzelnen Larven oder Fliegen

Einzelne Larve oder Fliege wurde gesammelt und bei —-80°C eingefroren. Die
Homogensierung erfolgte im Mikrohomogenisator (Kontes) unter Zugabe von 200ul Puffer A.
Danach wurden weitere 200ul Puffer A hinzugegeben und nochmals mit dem Homogenisator
bearbeitet, bis nur noch sehr kleine Kutikulafragmente sichtbar waren. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten bei 65°C wurden 800ul LiCl/Kac Losung dazugegeben und

das Homogenisat flir 10 Minuten auf Eis inkubiert.
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Nach Zentrifugation bei Raumtemperatur wurde die DNA aus dem Uberstand mit 600ul

Isopropanol gefallt und in 50ul TE-Puffer gelost.

11-2.2.17 Zielgerichtete Erzeugung von (Punkt)Mutationen in Plasmiden

Benutzt wurde hierzu ein Kit der Firma Stratagene (siehe Materialienteil). Es wurden zwei, zu
der subklonierten Zielsequenz komplementéare Oligonukleotide erstellt, die die gewiinschte
Nukleotidanderung tragen. Eine PCR Reaktion produziert Plasmide, die die mutierte Sequenz
tragen. Vor der Transformation in bakteriellen Zellen muss die urspriingliche Template-DNA
entfernt werden. Dabei macht man sich die Eigenschaft des Restriktionsenzyms Dpnl, das
nur methylierte DNA schneidet, zu Nutze. Wahrend das Template, welches einst aus
Bakterienzellen isoliert wurde, an der Dpnl Schnittstelle Dam-methyliert ist, besitzt das
durch PCR amplifizierte Produkt keine Methylgruppe an der Dpnl Erkennungssequenz und
kann deshalb nicht geschnitten werden. Auf diese Weise erfolgt nur eine Linearisierung des
Originalplasmides. Bei der folgenden Transformation des Reaktionsansatzes, nach
Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms, wird nur mehr das zirkuldre, und damit mutierte
Plasmid vervielfaltigt. Die neue Sequenz wurde, wenn moglich, so gewahlt, dass sie nicht nur
fiir andere Aminosauren kodiert, sondern gleichzeitig eine neue einzigartige Schnittstelle im
Plasmid erzeugt. Auf diese Weise konnte nach der Plasmidpraparation der Erfolg des
Experimentes einfach per Restriktionsverdau mit dem jetzt neu schneidenden Enzym
Uberprift werden. War dies nicht moglich, war eine Sequenzierung des (zufallig gewahlten)

Klons unumganglich.

[1-2.2.18 Anhdngen von A-Uberhingen an PCR-Produkte (A-Tailing)

Um mit Pfu-Polymerase amplifizierte PCR-Produkte mittels A/T Ligation in einen Vektor zu
inserieren, mussten diese erst mit Einzel-A-Uberhdngen versehen werden. Dazu wurde das
gereinigte PCR Produkt (Qiaquick PCR purifikation kit) unter Zugabe von Taq Puffer, dATPs
und Taq Polymerase fir etwa 15min bei 68°C in einem Thermoblock inkubiert. Die

Konzentrationen sind wie bei der Standard PCR Reaktion beschrieben verwendet worden.
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[1-2.2.19 Herstellen eines linearen Vektors mit T-Uberhingen (T-Tailing)

Das Herstellen eines eigenen linearen T-Uberhang Vektors erfolgte ebenfalls durch
Inkubation des blunt ended Vektors mit Taq Polymerase unter ausschliefSlicher Anwesenheit
von dTTP. Taq Polymerase hat die Eigenschaft, wenngleich auch im geringeren MaRe, auch
andere Einzelliberhdnge zu generieren, wenn kein dATP zur Verfligung steht. (Marchunk et
al., 1990 ). Die Reaktionsbedingungen waren wie fir A-Tailing beschrieben, aulRer, dass nur
dTTP zugegeben wurde. Diese Methode erwies sich allerdings als nicht produktiv.

Eine zweite, alternativ benutzte Moglichkeit, war eine Reaktion mit TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferase), einem Enzym das in Anwesenheit von dTTP Nukleotide an das
3 Ende eines DNA-Stranges anhangt. Um zu gewahrleisten, dass nur ein Nukleotid
angehangt wird wurde ddTTP benutzt. Auch hierfiir wurde das gereinigte und Verdaute

Vektorfragment nach Angaben im Protokoll des Herstellers NEB behandelt.

11-2.2.20 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden fiir Southern Blots

Aus geeigneter Plasmid-DNA wurden die gewiinschten Fragmente mittels Restriktionsverdau
geschnitten, durch anschlieRende Gelelektrophorese identifiziert und aus dem Gel isoliert.
Die radioaktive Markierung erfolgte mit dem Rediprime™Il Kit von Amersham nach der
,random prime” Methode (Feinberg and Vogelstein, 1983). Dabei wurden 2 bis 25ng DNA in
45ul TE Puffer gelost, bei 100°C denaturiert und kurz abgekiihlt, bevor sie zu dem bereits
fertigen Reaktionsmix (gepufferte Losung von dATP, dGTP, dTTP, exonucleasefreiem
Klenow—Enzym und random primers in getrockneter und stabilisierter Form) gegeben
wurden. Nach der Zugabe von 5pl radioaktiven dCTP und einer Inkubation bei 37°C fir 10
Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 5ul 0,2M EDTA gestoppt.

Die Qualitdt des Einbaus der radioaktiven Nukleotide wurde getestet, indem 1ul des
Reaktionsansatzes zu einer Losung aus 950ul PCA und 50ul Trager-DNA (sss-DNA) gegeben
wurde. Dieser Mix wurde dann auf ein Stiick Nitrocellulose-Filter (Schleicher & Schiill, Nytran
Plus) Gbertragen und mit Hilfe einer Wasserstrahl- oder Vakuumpumpe und 0,25N HCI-
Lésung mehrfach gewaschen. Nachdem so die nicht eingebauten radioaktiven Nukleotide
entfernt worden waren, konnte die Qualitdt des Einbaus durch ein Messgerat anhand des
Zerfalls (Geiger-Miiller-Zahlrohr oder ProbeCount-Gerat) akustisch durch kurzzeitiges Halten
der Probe vor den Monitor Uberpriift werden. Vor Zugabe der radioaktiv markierten Sonde

wurde die per Southern Blot erzeugte Membran in einer Hybridisierungsréhre in 15ml
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Hybridisierungspuffer bei 42°C in einem Hybridisierungsofen mit Rotor, fiir mindestens 1
Stunde oder auch lber Nacht, vorhybridisiert. Darauf erfolgte die Zugabe der markierten
Sonde in denselben Puffer und die Hybridisierung tGber Nacht bei 42°C im selben Ofen.

AnschlieBend wurden die Membranen viermal je 20 Minuten bei 68°C in Waschpuffer
gewaschen. Die ersten beiden Durchgange wurden in den Hybridisierungsréhren im Ofen
durchgefihrt. Fiir die beiden weiteren Waschschritte wurden die Membranen in einen
grolReren, verschlieBbaren Behalter Uberfiihrt und dort unter Schiitteln im Wasserbad,

ebenfalls bei 68°C, gewaschen.

11-2.2.21 Southern Blots und Autoradiographie

Um die DNA aus dem Gel auf eine positiv geladene Membran zu Ubertragen, wurde die
Southern Blot Technik angewandt. Auf einem Vakuum-Blotter, bei einem Unterdruck von 50-
60 mbar, wurden die Gele nacheinander mit verschiedenen Losungen Uberschichtet. Zuerst
erfolgte fir 20 Minuten die Depurinisierung um den Transfer grofRerer DNA Fragmente zu
erleichtern. Darauf wurde die DNA durch NaOH 20 Minuten lang denaturiert und schliefRlich
das System fir 20 Minuten wieder neutralisiert. Darauf erfolgte der Transfer der
denaturierten DNA aus dem Gel auf die darunter liegende Membran mit 20x SSC Puffer fir 2
Stunden.

Nach dem Transfer wurde die DNA durch UV-Licht kovalent mit der Membran verbunden.
Dies erfolgte mit einem UV-Crosslinker (Programm: AutoCrosslink).

Um Hintergrund bei der auf den Blot folgenden Hybridisierung zu verringern wurde die
Membran anschlieBend in einer Mikrowelle fir 10 Minuten in heiBem Southern Blot
Waschpuffer gekocht.

Um die hybridisierten radioaktiven Sonden sichtbar zu machen, wurden in
Autoradiographie-Kassetten mit Verstarkerfolie die Rontgenfilme auf die hybridisierten
Membranen aufgelegt und bei —80°C firr einige Stunden bis zu mehreren Tagen exponiert.
Die Dauer richtete sich dabei nach Erfahrungswerten mit der entsprechenden Sonde und der
Qualitat des Blots. Die exponierten Filme wurden per Hand in einem dreiteiligen
Entwicklungstank bei Raumtemperatur fiir fiinf Minuten im Entwicklerbad eingestellt. Nach
einem kurzen Abwaschen der Entwicklerreste unter flieBendem Wasser wurden die Filme
dann ins Fixierbad fir 5 bis 10 Minuten gegeben. Am Ende erfolgten ein weiterer Waschgang

und das Trocknen bei Raumtemperatur fir 20 Minuten.
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lll. Ergebnisse

I1I-A omb und Omb

111-A-1 Untersuchungen zur Regulation von omb:

111-A-1.1 Das omb upstream-deletion Projekt

Die bereits friher (Dorner, 2003) begonnene Charakterisierung von upstream deletion
Kandidaten-Genen sollte hier abgeschlossen werden.
In der Linie omb[P2-P3w] ist die omb upstream Region von den beiden P-Insertionen

omb[P2] (Sun et al., 1995) und omb[P3] (Calleja et al., 1996) flankiert (Abbildung 10)
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Abbildung 10: Die Abbildung zeigt eine schematische Ubersicht iiber die genomische Region der omb
URR. Die beiden Insertionen sind eingetragen. Der untere Teil zeigt die Region nach der erfolgreichen
Mobilisierung der beiden P-Elemente.

Diese wurden durch Einkreuzen von Transposase mobilisiert, was zum Verlust der
dazwischenliegenden genomischen Region fiihren kann (Cooley et al.,, 1990). Die
entstandenen Nachkommen konnten an Hand verschiedener phanotypischer Marker, die
auf den beiden P-Elementen (white und Gal4) lokalisiert sind, auf ihre Eignung hin
vorselektiert werden. Da deren Verlust aber auch durch ,lokale” Ereignisse im P-Element
zustande kommen kann, ohne dass der gesamte genomische Bereich zwischen den P-

Elementen deletiert ist, war eine genaue molekulare Analyse notig. Damit wurde bereits in
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einer friheren Arbeit begonnen (Dorner, 2003). Auf Grund der grofRen Anzahl der zu
untersuchenden Linien konnte die Analyse damals aber nicht basengenau ausgefiihrt
werden. Zum Einen wurden die P-Element Enden per PCR an ihrem distalen und proximalen
Ende mit geeigneten Primern (450+421, 447+421, 449+422, 448+452) auf ihre Prasenz hin
untersucht. Dabei war immer ein Primer auf dem P-Ende und der zugehdrige Partner auf
dem flankierenden genomischen Part lokalisiert. Das Produkt erwarteter GrofRe kam nur bei
Vorhandensein beider Primerbindestellen zustande. Zum Anderen wurde versucht, per
Southern Blot-Analyse und an Hand einiger DNA-Sonden entlang des genomischen Bereiches
(Phagenklone von G. Pflugfelder; Abbildung 11) sowie P-Element interner Sequenzen, die
gewlinschte Deletion nachzuweisen. Letztere Analyse wurde in dieser Arbeit durch eine
weitere Sonde (GAL4 aus 3,0kb Hindlll Fragment von pGawB, fiir das zu omb proximal
gelegene P[3]-Ende) vervollstandigt. Auch einige Blots, deren Ergebnisse zuvor nicht
eindeutig zuzuordnen waren, wurden wiederholt. Letztlich wurden dadurch die friiheren
Ergebnisse bestatigt, so dass funf Linien, namlich A2, A7, All, A17 und A33 fir die
Sequenzanalyse in Frage kamen (Abbildung 11). Dazu wurde zunéachst, auch um
Informationen Uber die GroRe verbliebener P-Element Reste zu bekommen, eine ,long
range” PCR (erfolgreiche PCR mit Primerpaar: 688+689) (iber den gesamten Bereich
ausgefihrt. Die PCR war fiir A2 (ca. 3kb), fir A11 (ca. 11kb) und fiir A17 (ca. 8kb) erfolgreich.
Die PCR-Produkte wurden dann in den Vektor pDrive (QIAGEN) subkloniert um genug
Material fir die Sequenzierung zu erhalten. Das 11kb Produkt von A11 konnte bislang nicht
erfolgreich kloniert werden. Der Klon, der das Produkt A2 enthielt wurde vollstandig
sequenziert (Abbildung der Gesamtsequenz im Anhang VI.2; die original Einzel-Sequenzen
finden sich ebenfalls im Anhang). Die Sequenzen sind im Anhang zu finden. Die Analyse der
Sequenz zeigt, dass die genomische omb upstream-Region vollstandig deletiert ist. Lediglich
Sequenzreste des P-Element [P2] sind noch erkennbar, sowie zwei P-Elementenden, die
durch ihre charakteristische Sequenz auffallen. Ob das zweite Ende ebenfalls von [P2] oder
von [P3] abstammt ist schwer zu sagen, da beide Elemente die gleiche terminale Sequenz
besitzen. Wichtig ist jedoch, dass die komplette genomische Region zwischen den Elementen
deletiert wurde und die omb TU durch den unprazisen Sprung des transposablen Elementes
unbeschadigt blieb. Die Linie A2 wurde folglich als omb-URR-Deletionslinie etabliert und ihr

Phanotyp in entwicklungsbiologischer Hinsicht untersucht.
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Autoradiogramme
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Abbildung 11: Ubersicht (ber die vollstindigen Ergebnisse der Charakterisierung der P[2]-P[3]
Deletionslinien. In der schematischen Ubersicht der genomischen Region sind alle PCR-Primer als
Pfeile eingezeichnet. Alle Sonden sind als schwarze Linien mit ihrer Nummer zu sehen. In der Tabelle
darunter finden sich die Resultate der Experimente. Da alle Blot-Experimente doppelt ausgefiihrt
wurden, einmal mit Hindlll verdauter DNA und einmal mit EcoRI verdauter DNA, gibt es fir jede
Hybridisierung zwei Spalten. H steht fir Hindlll, E fiir EcoRI. Ein Plus steht flr einen positiven Befund
(d. h. dass das Fragment noch mindestens teilweise vorhanden ist). Ein Minus steht flr einen
negativen Befund (d. h. dass das Fragment wahrscheinlich nicht mehr existiert. In manschen Fallen
konnte aufgrund einer sehr schwachen Farbung des Rontgenfilms nicht mit absoluter Sicherheit
gesagt werden, ob das Fragment noch existiert, oder ob man von Hintergrund auszugehen hat. Diese
Falle sind mit einem Fragezeichen markiert. Rot unterlegt sind die Linien, die aufgrund weniger
positiver Befunde am geeignetsten schienen, per long range PCR nadher zu betrachten. Rechts sind
beispielhaft fir alle Autoradiogramme zwei HindlIl Blots mit den Sonden 1 und 3 zu sehen. Die Linien
A2, A7, A1l und A17 sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Die Linie A33 ist nicht auf diesen
beispielhaft gezeigten Blots aufgetragen. Anhand dieser Daten erfolgte die Auswertung. Als Kontrolle
wurden die Linien Nr83 und Nr26, die jeweils die Insertion [P2] oder P[3] tragen benutzt.

Die Linie A2 ist in Weibchen semiletal; die Mannchen haben eine mit FM7a/Y vergleichbare
Uberlebensrate. Trotz der reduzierten Vitalitdt der Weibchen sind die adulten Tiere bei 25°C
dulerlich weitgehend wildtypisch. Die einzigen Defekte, die bislang festgestellt werden
konnten, sind eine delta-formige Verbreiterung des distalen Endes der

Fligellongitudinalvene L3 mit einer ektopischen ventralen Borste in diesem Bereich sowie
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eine leichte Reduktion der Fliigelflaiche. Der Phanotyp unterscheidet sich deutlich von dem
omb Allel bifid, das zusatzlich eine proximale Fusion aller Fliigelvenen aufweist (Shen et al.,
2008).

Es wurde auBerdem eine omb spezifische RNA Sonde mittels in vitro Transkription vom
linearisiertem cDNA Klon pcell-52-7 (Pflugfelder, unveroffentlicht) hergestellt. Neben dem
antisense-Produkt (durch Xbal Linearisierung und T3 RNA Polymerase Reaktion) wurde zur
Kontrolle auch das sense-Produkt (durch Xhol Linearisierung und T7 RNA Polymerase
Reaktion) hergestellt und benutzt.

Ziel war es, das omb Expressionsmuster in den Imaginalscheiben der L3-Larve der
Deletionslinie A2 mit dem des wildtypischen Musters zu vergleichen. Die Linie A2 wurde
dazu zunachst mit FM-GFP umbalanciert, so dass die balancierten Larven durch die
Fluoreszenz kenntlich wurden. Die Imaginalscheiben von nicht-fluoreszenten L3-Larven
wurden prapariert und mit der omb RNA-Sonde hybridisiert. Da diese Technik aber nicht
zum Erfolg fihrte wurde anders verfahren.

Mittels Antikorperfarbung wurde untersucht, wie sich die Deletion eines groRen Teiles der
omb upstream Region, die auch einen Fligelenhancer enthalt, auf die Expression von Omb
auswirkt. Mutante Tiere zeigen eine deutlich reduzierte Omb Expression im Bereich der
larvalen Fligel pouch (der zukinftigen Fligelspreite) sowie im Bereich der ventralen Pleura
(einer Korperwand-Anlage). Die Farbeintensitdt ist bei Weibchen auf etwa 50% des
wildtypischen Wertes reduziert (Shen et al., 2008). Da die Hintergrundfarbung > 0 ist, sind
die Farbintensitaten der Omb Konzentration nicht direkt proportional. Alle existierenden
omb Nullallele kdnnen zumindest einen Teil des Omb Proteins noch herstellen, so dass sie
nicht geeignet sind, die Hintergrundfarbung durch das polyklonale anti-Omb Serum zu
guantifizieren. In diesem Zusammenhang sind die omb[P6] Deletionslinien von Bedeutung,
da in ihnen moglicherweise kein Omb mehr synthetisiert werden kann (siehe
entsprechendes Kapitel weiter unten).

Die entwicklungsbiologische Charakterisierung von Weibchen der upstream-deletion
Mutante wurde von Dr. Jie Shen im Labor durchgefiihrt. Sie zeigte, dass Omb in der larvalen
wing pouch exprimiert werden muss, um die Ausbildung einer anormalen apikalen Falte

entlang der anterior-posterioren Kompartimentgrenze zu verhindern (Shen et al., 2008).
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111-A-1.2 Enhancer-reporter Konstrukte

Mittels long-range PCR und geeigneter Primer wurden die in der Abbildung 12 rot
umrahmten genomischen Fragmente hergestellt (Tabelle 1). Das etwa 12kb groRRe Fragment
pomb25 wurde in drei Uberlappende Subfragmente pomb25A, pomb25B und pomb25C
aufgeteilt. Diese sollten die noch nicht von Sivasankaran et al. (2000) untersuchten Bereiche
der omb URR ergianzen. Desweiteren wurden noch PCR-Produkte Uber die Regionen
pomb27A, pomb27B, pomb19A, pomb19B und pomb19C, sowie pomb24 erstellt, um noch
weitere Erganzungen im Bereich der bereits beschriebenen Enhancer durchzufiihren. Die
pomb25, pomb19 und pomb24 Fragmente wurden in den PCR-Cloning Vektor pDrive
(QIAGEN) zunachst subkloniert. Diese Subklone konnten erfolgreich erstellt werden. Die
Fragmente pomb27A und pomb27B sollten wegen der Prasenz Vvieler
Restriktionsschnittstellen direkt Gber A/T Ligation in pCPLZ kloniert werden. Der Vektor
wurde dazu mit BamHI linearisiert und der Uberhang mit Klenow-Enzym aufgefiillt. Mit TdT
Reaktion sollte unter Anwesenheit von ddTTP ein Einzel-T-Uberhang am Vektor erzeugt
werden. Das mit Tag-Polymerase amplifizierte PCR-Produkt trug dadurch bereits einen A-
Uberhang. Diese Klonierung war nicht erfolgreich. Die Umklonierung der in pDrive
subklonierten anderen Fragmente in den Enhancer-reporter Vektor pCPLZ wurde im Rahmen

einer Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe fortgesetzt (Mayer, 2008).

P2 P3
R A |
-60000 -40000 -20000 1 20000 40000 60000

[ 6 16 [ 25A 25C 12 20 278 | 198 21 P20
pomb clones: — — — 27A — e
5 7 1 258 9 13 9A 19C 23

URR ombTU

Abbildung 12: Die Abbildung zeigt die verschiedenen pomb-Fragmente und deren Position relativ zur
omb URR. Die rot umrandeten Bereiche wurden in dieser Arbeit bearbeitet. Sie schlieBen noch
vorhandene Liicken in der Gesamtanalyse von Sivasankaran et al. 2000 (vgl. Abbildung in Einleitung).
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Fragment Primer 1 Primer 2 Schnittstelle Grole
pomb 25A 818 819 BamHI-Linker 4170bp
pomb 25B 820 821 BamHI-Linker 3961bp
pomb 25C 822 823 BamHI-Linker 3840bp
pomb 27A 832 833 AIT 5675bp
pomb 27B 834 835 AIT 5542bp
pomb 19A 824 825 BamHI-Linker 1074bp
pomb 19B 826 827 BamHI-Linker 2347bp
pomb 19C 828 829 BamHI-Linker 742bp
pomb 24A 830 831 EcoRI-Linker 6923bp

Tabelle1: Ubersicht (iber die generierten PCR-pomb-Fragmente. Die verwendeten Primer,
sowie die Fragmentgrolie sind angegeben.

111-A-1.3 Charakterisierung einer Omb Nullmutante nach Mobilisierung von Omb|[P6]

Bislang existierte noch keine vollstandige Omb Protein-Nullmutante, da gezeigt werden
konnte, dass ein alternativer Transkriptionsstartpunkt in Nahe des Exons Il existiert
(Abbildung 13; Scharf, 2002). Dadurch fihrt eine Deletion nur des primaren
Transkriptionsstartes nicht zu einer vollstdndigen Protein Nullmutante, selbst wenn das
alternative Produkt das native Omb nicht in seiner Funktion ersetzt. Des weiteren sind alle
bislang molekular analysierten Nullallele missense oder nonsense Mutationen bzw.
chromosomale Aberrationen, in denen noch Teile des urspriinglichen Omb Proteins gebildet
werden koénnen, die durch das polyklonale Antiserum erkannt werden kénnten (Poeck et al.,
1993b). Fir entwicklungsbiologische Untersuchungen, ware eine Nullmutante, in der kein
Omb protein mehr nachweisbar ist, von groRem Nutzen Durch Mobilisierung und
unprazisen Heraussprung des in der Ndahe von Exon Il inserierten P-Elementes[P6] sollte nun
der alternative Transkriptionsstart und, wenn maéglich Exon 2 eliminiert werden. Abbildung
13 zeigt eine Ubersicht der Exon-Intron-Struktur von omb in dieser Region Mit der
Charakterisierung der Linien wurde bereits in der Vergangenheit (Dorner, 2003) begonnen.

Diese Arbeit wurde hier fortgesetzt.
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Insertion hinter 14264bp

\ ;
A s’
v P6 /
A i,

PCR PCR
507/508 539/510

bp: 1 20k 40k 60k

Sonde:
XXI.4-5.25 E/E
—

Exon: 1A 18 2 34 56 7 8

S alternativerTS
(at 14281bp)

ombTU

ombP6

Exon la b 2

Abbildung 13: Die Abbildung zeigt den Insertionsort des P-Elementes ombP[6]. Exon 1b bezeichnet
den alternativen Startpunkt der Transkription nach S. Scharf (2002). Die verwendete Sonde und die
im Text beschriebenen Primer sind eingetragen.

Die aus der Kreuzung der P[6] Linie mit jump starter Fliegen entstandenen weissaugigen
Fliegen wurden Uber FM-GFP (green balancer) als Stdamme etabliert. Fir die PCR
Experimente wurde DNA aus einzelnen (nicht-fluoreszenten) Embryonen oder Larven
isoliert. Fluoreszierende Tiere tragen das Balancerchromosom und wirden die PCR-
Ergebnisse, die auf negativer Evidenz basieren, verfdlschen Die DNA wurde per PCR und
durch Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde XXI1.4-5.25 E/E im Bereich des [P6]-
Insertionsorts auf die Deletion des P-Elementes hin untersucht. Abbildung 14 fasst die
Ergebnisse zusammen. Wie aus der Abbildung 14 zu erkennen ist, wurden vier potentielle
Omb Protein-Nullmutantenlinien gefunden. Die Linien 783, 784, 785 und 788 zeigen keine
PCR Produkte, was auf die Deletion zumindest einer Primerbindestelle schlieBen l3sst. Da in
diesen Fallen auch die den Insertionsort umspannende long range PCR negativ verlief, wird
dieses Ergebnis bestatigt. Betrachtet man die Southern-Blot Ergebnisse, so fillt auf, dass bei
783 und 784 nur die wildtypischen Banden des Balancer Chromosom auftraten. Die Sonde
XX1.4-5.25 E/E umfasst den Insertionsort von omb[P6]. Ist die Insertion in diesem Bereich
noch (teilweise) vorhanden, erwartet man ein anderes Bandenmuster. Eine Detailanalyse

dieser vier Linien, in der das genaue AusmaR der Deletionen bestimmt wird, steht noch aus.
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PCR 539/510 | PCR 507/510
Stamm |  EcoRl Blot Hind 111 Blot | TCR 907/508 | o imalzu |  Giber [P6]
distal zu [P6] .
[P6] hinweg
504 K ontrolle mit K ontrolle mit
O";ﬂ%ﬁ]f [P&] Insertion [P6] I nsertion + + +
Nicht auf Blot Nicht auf Blot
782 verflgbar verflgbar + + +
783 Normales Normales
Bandenmuster Bandenmuster B B B
784 Normales Normales _ a _
Bandenmuster Bandenmuster
1 zusatzliche 1 zusatzliche
785 Bande Bande + - -
1 zusdtzliche 1 zusdtzliche
786 Bande Bande + + +
2 zusatzliche 1 zusdtzliche
787 Banden Bande + + +
1 zusatzliche 1 zusatzliche
788 Bande Bande + - -
1 zusétzliche nicht eindeutig
789 Bande identifizierbar B + +
1 zusatzliche 1 zusatzliche
790 Bande Bande - + +
Nicht auf Blot Nicht auf B lot
9N verfligbar verfligbar + + +

Abbildung 14: Die Abbildung zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der PCR und Blot-
Experimente. Potentielle Deletionsmutanten sind die Linien 783, 784, 785 und 788. Diese Linien
zeigen kein PCR Produkt auf mindestens der den Insertionsort proximal flankierenden Seite. Die
Southern Blots wurden mit DNA aus heterozygoten Fliegen hergestellt. Da manche Linien zum
Zeitpunkt des Blotexperimentes nicht in ausreichender Menge vorhanden waren, fehlen in diesen
Fallen die Blot-Daten. Die PCR Ergebnisse sprachen in diesen Fallen aber gegen eine Deletion,
weswegen die Blots nicht nachgeholt wurden. Da die genomische Sonde XXI.4-5.25 E/E den
Insertionsort von [P6] umfasst, zeugen zusatzliche Banden von Bruchpunkten. im Bereich der Sonde.
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111-A-1.4 Molekulare Charakterisierung des transposablen Elementes Qd[For]

Bei der Insertion Qd[For] handelt es sich um ein hochmobiles Transposon, das downstream
der Omb Transkriptionseinheit ins Genom inseriert ist. Dieses Element molekular naher zu
charakterisieren, wurde bereits friiher begonnen ((Bonengel, 1999), (Dorner, 2003)) und in
dieser Arbeit fortgefiihrt. Der Insertionsort wurde dabei bereits auf ein 1,5kb groRes
genomisches Fragment eingegrenzt. Ein PCR basiertes Experiment brachte genauere
Erkenntnis Uber den Insertionsort innerhalb dieser 1,5kb groBen Region (Dorner, 2003). Mit
zwei weiteren PCR Reaktionen mit den Primerpaaren 535/542 und 535/543 wurde eine
weitere Eingrenzung des Insertionsortes erzielt. Fiir alle PCR Reaktionen wurde eine Wt-
Kontrolle durchgefiihrt, um ein Versagen der PCR bei negativem Befund ausschlieSen zu
konnen. Inverse PCR sollte jetzt schlieBlich Aufschluss geben tber die Natur des Elementes,
dessen GroRe auf mindestens 23-40kb (anhand der Daten von Bonengel (Bonengel, 1999))
geschatzt werden kann. Dazu wurde Qd[For] DNA in zwei Ansdtzen mit (1)Maell und
(2)Bsh12361 verdaut und ligiert. Mit dem Primerpaar 529/626 (1) auf der linken Seite der
Insertion und 531/535 (2) auf der rechten Seite wurde die inverse PCR durchgefiihrt. (1)
ergab ein ca. 200bp Fragment, (2) ein etwa 900bp grofRes Fragment. Beide Produkte wurden
sequenziert. Eine Ubersicht dieser Experimente und der verwendeten Primer findet sich in
Abbildung 15. Nach Abgleich der Sequenzdaten mit der Datenbank (NCBI) ergab sich die
Erkenntnis, dass es sich bei der Insertion um ein Foldback Element (FB-Element) handelt.
Deutlich sind in der Sequenz die charakteristischen Wiederholungen kurzer Abschnitte
erkennbar. Da die inverse PCR nur einen kleinen Bereich des Elementendes zur Analyse
zuganglich gemacht hatte, wurde versucht, anhand der neuen Sequenz eine weitere iPCR
durchzufiihren und sich so weiter ins Innere des Elementes zu tasten. Es wurde Sau3Al fur
den Verdau benutzt und mit den Primerpaaren 534/638 eine weitere inverse PCR
ausgeflhrt. Sie war aber nicht erfolgreich. Aufgrund der hohen Repetitivitat der Sequenz
und der damit verbundenen mehrfachen Bindemaoglichkeit der Oligos, war es nicht moglich
sinnvoll weitere Primer in dem sequenzierten Bereichen zu generieren um mehr Uber die

inserierte Sequenz zu erfahren.
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PCR1 PCR3

\, PCR 2 P PCR4

FaY — A '

(B =
638
Accll 532
543 530 531
M{aell Sau3AI ﬂ 542 2 (Bsh12361) —_—
I |PCR 35 -~ i "
6 534 535 536 / 537 538
~
~ JPCR1 — -7 <
. -~
PCR 5 ~ . PR2_ -
PCR6

Abbildung 15: Schematische Ubersicht (iber die bisher erlduterten Experimente und deren
Ergebnisse. Alle Primer sind als griine Pfeile in ihre Laufrichtung gezeichnet. Die PCR-Produkte sind
als griine Linien zu sehen und entweder mit Haken (wenn erfolgreich) oder mit Kreuz (wenn nicht
erfolgreich) markiert. Zuerst fand eine grobe Kartierung mit den PCR Reaktionen 1-4 statt, dann eine
Feinkartierung mit PCR 5 und 6. Der rote Punkt gibt den so vermuteten Insertionsort an.
Basengenauen Aufschluss und Sequenzstruktur der Enden der Insertion Qd[For] wurde durch iPCR
erhalten. Alle iPCR Primer sind zusatzlich mit einem Kasten in der Farbe ihrer Zusammengehorigkeit
umfasst. Die Restriktionsstellen im genomischen Bereich sind durch rote Striche markiert, die den
Namen des Enzyms tragen. Die zweite Schnittstelle liegt immer irgendwo in der Insertion.

Deshalb wurde eine neue Technik angewandt, um ein moglichst groBes Stlick der
Fragmentsequenz zu isolieren. Universal Fast Walking (UFW), eine komplexe Methode, die
2002 von Myrick und Gelbart (Myrick and Gelbart, 2002) entwickelt wurde, um sehr grolRe
Fragmente zu amplifizieren, schien eine Losung zu bieten. Trotz mehrfacher Wiederholung
konnte die Methode in diesem Fall aber nicht erfolgreich angewandt werden. So wurde als
letztes Mittel in Erwdgung gezogen, eine Phagenbank zu erstellen. Dazu war es nétig, die
Fragmente, die Qd[For] DNA enthalten aus dem genomischen Verdau zu isolieren, deren
GroRe zu bestimmen und sie in dafiir geeignete Phagen zu klonieren. Dazu wurde Qd[For]
DNA aus 200 Fliegen isoliert (Qiagen genomic tip 100 S&ule) und mit einer Reihe von
Restriktionsenzymen verdaut. Das Gel wurde per Southernblot auf eine Nytran-Membran
Ubertragen. Dort erfolgte die Hybridisierung mit der radioaktiv markierten DNA-Sonde
Xl.46 11,5 Sal/Sal (G. Pflugfelder). Diese entspricht der genomischen WT Sequenz am
Insertionsort. Durch das inserierte Material kommt es zu verandertem Bandenmuster, wenn
Wt gegen Qd[For] Verdau verglichen wird. Das Ergebnis des Experimentes ist in Abbildung
16 zu sehen. Die in Qd[For] groReren Banden beim Bcll, Pstl und Sall Verdau sind im Bild
hervorgehoben. Diese Fragmente enthalten Qd[For] Material und sollten anschlieRend

isoliert werden.
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0102030405060708091011121314151617 18

Aufgetragen:

01 BamHI WT

02 BamHI Qd[For]
03 BclIWT

04 Bcll Qd[For]
05 BgllWT

06 Bgll Qd[For]
07 EcoRIWT

08 EcoRI Qd[For]
09 HindlTWT

10 Hindlll Qd[For]
11 PstiWT

12 Pstl Qd[For]

13 Pvull WT

14 Pvull Qd[For]
15 Sall WT

16 Sal | Qd[For]
17 Scal WT

18 Scal Qd[For]

Sonde: XIll.46 11,5 Sall/Sall
Label: *?P dCTP

Abbildung 16: Autoradiogramm eines Southernblots, auf dem mit verschiedenen Enzymen verdaute
genomische Qd und WT DNA nach Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde (XI11.46 11,5
Sall/Sall) gegeneinander verglichen werden um diejenigen Fragmente isolieren zu kdnnen, die einen
Teil der Insertion tragen. In der ersten Spur jedes Paares ist immer die WT DNA aufgetragen, in der
zweiten dann die entsprechende Qd DNA. Rot hervorgehoben sind die Spuren, bei denen eine
GréRenzunahme eines Fragmentes gegeniber der WT Kontrolle zu sehen ist. Diese Fragmente tragen
Teile des mobilen Elementes und sollten isoliert werden.

Dazu wurde wie folgt verfahren. Die betreffenden genomischen Verdaus wurden wiederholt
und doppelt auf ein 0,6%iges Agarosegel aufgetragen. Auf der linken Gelhalfte wurde eine
analytische Menge an DNA aufgetragen, auf der rechten Seite der praparative Rest. Die
mittlere Spur blieb frei. Nach der Elektrophorese wurde das Gel geteilt. Die analytische
Halfte wurde geblottet, wahrend die praparative Halfte aufbewahrt wurde. Nach
Hybridisierung mit XI11.46 11,5 Sal/Sal und Autoradiographie, konnte man sehen, auf welcher

Hohe die gewiinschten Banden laufen. Das Autoradiogramm wurde dann zur
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Positionsbestimmung auf der praparativen Halfte des Gels herangezogen. Mit einem Skalpell

wurden die so bestimmten Gelstlicke ausgeschnitten und die DNA eluiert. Abbildung 17 zeigt

den Ablauf des Experimentes.

TEIL I

Qd[For] Schnitt Qd[For]

TEIL I

analytisch

praparativ

=
N —

|Sa||
Bcll 10 ([T [Reel

- Bcll

Southern Blot
Hybridisierung
(X146 11,5 5/95)

_+_
Autoradiographie

Berechnung der Position
anhand Analytik
+
Gelelution

Abbildung 17: Die Graphik zeigt, wie das Experiment fortgefiihrt wurde. Das Gel wurde in der Mitte
nach der Elektrophorese geteilt. Teil | des Gels, auf das analytische Mengen an Qd[For] DNA
aufgetragen wurden, wurde anschlieRend geblottet und mit der Sonde XIIl.46 11,5 Sal/Sal
hybridisiert, um die Position der richtigen Fragmente aus dem genomischen Verdau erkennen zu
konnen. Diese Daten wurden vom Autoradiogramm malistabsgerecht auf Teil Il des Gels, der den
praparativen Verdau enthédlt, (bertragen. Dort wurden an entsprechender Stelle Gelstlicke
ausgeschnitten und die darin enthaltene DNA isoliert.
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Auf Grund der GroRe der Fragmente kam es dabei zu Problemen. Der Standardkit (Qiagen
Gel extraction kit) eignete sich nicht fir Fragmente dieser GroRe und keine der weiteren,
verwendeten Methoden flihrte zu akzeptablen Erfolg. Zuletzt wurde versucht mittels einer
durch eine semipermeable Membran in Kompartimente unterteilten kleinen
Elektrophoresekammer, die Fragmente aus den Gelstlicken in einem Teil der Kammer zu
fangen (BioTrap). Aber wie bei allen anderen Methoden (verschiedene Kits,
Phenolextraktion) war auch dabei die erhaltene Konzentration an gereinigtem Material zu
gering um die Phagenklonierung damit durchzufiihren. Da keine Fliegen fiir einen noch
grofReren PraparationsmaRstab zur Verfligung standen, wurde das Projekt an dieser Stelle

vorlaufig eingestellt.

[1I-A-1.5 Molekulare Charakterisierung von In(1)ombH31

Da der distale Bruchpunkt des zuerst isolierten omb Allels In(1)ombH31 bislang nur durch
eine vorldufige molekulare Kartierung bekannt war (Poeck, 1989), sollte in dieser Arbeit eine
genauere molekulare Kartierung erfolgen, um den basengenauen Insertionsort
kennenzulernen. Da durch die bereits vorhandenen Daten eine Eingrenzung auf eine
bestimmte genomische Region erfolgen konnte, wurde eine Reihe von Primern synthetisiert,
mit deren Hilfe PCR Reaktionen durchgefiihrt wurden. Der Forward-Primer (842), der
aullerhalb der Region mit der Bruchstelle liegt, wurde dazu mit mehreren Revers-Primern
(843-846), die in Abstanden hintereinander im relevanten Bereich liegen, kombiniert
(Abbildung 18). Da durch die groRe Inversion des genomischen Bereiches die
entsprechenden reversen Primer, die nach dem Inversionsort liegen, fir PCR Reaktionen
nicht mehr zur Verfligung stehen, kann ein Produkt nur vor dem Bruchpunkt zustande
kommen. Als Kontrolle fiir das Funktionieren der PCR Reaktion per se wurde gleichzeitig
Wildtyp-DNA verwendet. Die vier PCR Reaktionen mit den Primern 843-846 wurden
ausgefihrt. Auf der Kontroll-DNA wurden alle erwarteten PCR Produkte erhalten. Die beiden
ersten PCR-Produkte wurden auch auf der H31 DNA erhalten, die beiden letzten nicht, was
auf eine Insertion zwischen dem zweiten und dritten Primerpaar schlieBen Ilasst
(Abbildungen 18, 20).

Anhand dieser Information konnten die Restriktionsenzyme Sau3Al und Hin6l fir die
nachfolgende inverse PCR als geeignet betrachtet werden. Begonnen wurde mit Hin6l-

Verdau, da dessen Erkennungssequenz direkt benachbart dem nach den PCR Ergebnissen
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vermuteten Inversionsstartes liegt. Nach Ligation des genomischen Verdaust sollte dann die
inverse PCR mit den Primern 855 und 856 durchgefiihrt und Sequenzierung des Produktes
mit Primer 856 basengenauen Aufschluss geben (Abbildung 19). Die inverse PCR wurde im

Rahmen eines Praktikums zwar mehrfach durchgefihrt, fiihrte aber zu keinem Ergebnis.

842
+
R ) R ) R ] e
843 844 845 846

782bp

1139bp
1522bp
1834bp

Abbildung 18: Schematische Ubersicht iiber die molekulare Kartierung des Bruchpunktes der
Inversion In(1)ombH31. Die griinen Pfeile stehen fiir die verwendeten Primer, der Haken unter dem
entsprechenden reverse Primer zeigt den Erfolg auf H31 DNA an. Darunter sind die GroRRen aller PCR
Produkte zu sehen, die auf WT-DNA erhalten wurden. Der rote Punkt markiert die etwa 380bp grolRe
Region, in der der Bruchpunkt liegen muss.

Hinél Hinél Hineél Hinél
N 855 856 /

~ .,
~ Ligation _ <

Abbildung 19: Schematische Ubersicht iiber die inverse PCR, die basengenauen Aufschluss tiber den
Inversionsstartpunkt H31 geben sollte. Die griinen Pfeile zeigen die Primer, von denen 856 auch zum
Sequenzieren des iPCR-Produktes vorgesehen war. Die Restriktionsstellen des Enzyms Hin6l sind
ebenfalls dargestellt. Eine Schnittstelle liegt demnach vor dem vermuteten Inversionsstart, die
zweite irgendwo innerhalb der Inversion. Der rote Punkt stellt den Bruchpunkt dar.
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1 =PCR Produkt 842/843
WT: 782bp erwartet

2 = PCR Produkt 842/844
WT:1139bp erwartet

3=PCR Produkt 842/845
WT:1522bp erwartet

4= PCR Produkt 842/846
WT: 1834bp erwartet

M = Massruler (Fermentas)

je 25ul PCR Produkt und 5pl Marker

Abbildung 20: PCR Ergebnisse der ersten Eingrenzung zur molekularen Lokalisation der Bruchstelle
H31. Da der Marker auf den Bildern nur schlecht zu sehen ist, wurde die 1000bp Bande durch den
Pfeilkopf mit weiller Linie dargestellt. Die GréRen entsprechen bei der WT Kontrolle (linkes Bild) alle
den Erwartungen. Bei H31 funktionierten nur die beiden PCR Reaktionen eins und zwei.

[1I-A-1.6 omb-WRE

Mit Hilfe der mutagenen Primer 814/815 wurde das in pKS klonierte 164bp Fragment K4A,
das bereits eine Mutation der TCF-BS tragt, noch in einer weiteren fir die Bindung von
Transkriptionsfaktoren wichtigen Stelle mutiert. Um den mutanten Klon selektieren zu
konnen wurde an dieser Stelle eine BsrGl Schnittstelle eingefligt. Abbildung 21 zeigt die neue

Sequenz gegen die Ursprungssequenz aufgetragen.

Mutagenese der TBE in WREmut (pKSK4Amut):

K4AmutBsrGl 109 AAAATCGTCCGAGAAGTTTGACARAAGCTCAGGGACCGACGCGGGGAAGTGACCGACAAT 168
FEEErr e errerrerrrrrerrerrrrrrrerrrrn FETEETErrrrrrnd
K4Amut 62 AARATCGTCCGAGAAGTTTGACARAAGCTCAGGGACCGACGCTTTGAAGTGACCGACAAT 121
BsrGl
K4AmutBsrGl 169 GCCGGTACACCTGGGGAAAAATATGTACATGAAATGTGTGGACGAATTCGATATCAAGCT 228
FEEEEEErr et FEEEEEEr ettt ettt
K4Amut 122 GCCGGTACACCTGGGGARAARATATGAGTGTGARATGTGTGGACGAATTCGATATCAAGCT 181

K4AmutBsrGl 229 TATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC 265

FETEEE e et e ettt
K4Amut 182 TATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC 218

Abbildung 21: Sequenzabgleich von pKS[TCF1mut4A] mit der Sequenz der mutagenisierten
Variante pKS[TCF1mut4ABsrGl]. Die erfolgreich eingeflihrte Mutation st rot
hervorgehoben.
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111-A-2 Mutationen in Omb

111-A-2.1 Mutationen in der Omb T-Domane: K431E, K431R und K431G

Ziel des Experimentes war es, die Aminosaure Lysin an Position 431 von Omb durch die
Aminosauren Glutaminsaure, Arginin und Glycin zu ersetzten. Lysin ist an dieser Stelle in
Omb konserviert und liegt innerhalb einer Region, die beim menschlichen TBX3 Funktion flr
DNA Bindung hat (Muller and Herrmann, 1997). Wie auch schon in der Einleitung erwahnt,
wurden in C. elegans TBX2 dhnliche Mutationen gefunden. Diese Mutanten zeigen Defekte
in der olfaktorischen Adaption (Miyahara et al., 2004). Auch dort war Lysin gegen Arginin
und Glutaminsaure ersetzt. Durch die gezielte Mutation der vergleichbaren Region des TBX3
homologen Omb in Drosophila melanogaster sollte die Voraussetzung geschaffen werden,
um die Auswirkungen dieser Mutationen auf die Eigenschaften des Proteins in vitro und in
vivo bestimmen zu kdnnen.

Der dritte Austausch von Lysin zu Glycin diente dazu festzustellen, ob der Verlust von Lysin
zum beobachteten Phanotyp fiihrt, oder ob die Eigenschaften der substituierten
Aminosauren ausschlaggebend sind. Mittels ,site directed mutagenesis“ wurden die
Konstrukte im Vektor pBAT7071 hergestellt, der bereits die betreffende omb Sequenz tragt.
Nach erfolgreicher Mutation sollten die mutagenen omb kodierenden Sequenzen in den P-
Elementvektor pUAST umkloniert und injiziert werden. Alle Mutagenesen wurden
erfolgreich durchgefiihrt, wie in den Abbildungen 22, bis 24 gezeigt ist. Die Originalsequenz
ist im Anhang zu finden. Da bei der Injektionstechnik zu jener Zeit massive technische

Schwierigkeiten auftraten, wurden die beiden nachfolgenden Schritte noch nicht ausgefiihrt.

Abgleich der Proteinsequenzen WT gegen Mutagenese:

Ombl431E] : 1 KVTLEGKDLWEKFHELGTEMVITKSGROMFPOMKFRVSGLDAKAKYILLLDIVAADDYRY 60
KVTLEGKDLWEKFHKLGTEMVITKSGRQMFPQMKFRVSGLDAKAKYILLLDIVAADDYRY
Omb : 329 KVTLEGKDLWEKFHKLGTEMVITKSGRQMFPQOMKFRVSGLDAKAKYILLLDIVAADDYRY 388

Omb[431) : 61 KFHNSRWMVAGKADPEMPKRMYIHPDSPTTGEQWMQKVVSFHELKLTNNISDKHGFVSTT 120
KFHNSRWMVAGKADPEMPKRMY IHPDSPTTGEQWMQKVVSFH+LKLTNNISDEKHGFVSTT
Omb : 389 KFHNSRWMVAGKADPEMPKRMYIHPDSPTTGEQWMQKVVSFHEKLKLTNNISDKHGFVSTT 448

Omb[431€] : 121 ILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFIAVTAYQNEKITQLKIDNNEP 178
ILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFIAVTAYQNEKITQLKIDNNP
Omb : 449 ILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFIAVTAYQNEKITQLKIDNNP 506

Abbildung 22: Die Abbildung zeigt den Abgleich der Proteinsequenz des mutierten Plasmides
pBAT7071[omb431KtoE] gegen pBAT7071[WT]. Die erhaltene Mutation ist rot hervorgehoben. Die
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Originalsequenz findet sich im Anhang. Die Ubersetzung erfolgte durch ExPASy, das Alignment mit
BLASTp.

Abgleich der Proteinsequenzen WT gegen M utagenese:

Omb[K431G] : 168 SFHGLKLTNNISDKHGFVSTTILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFI 227
SFH LKLTNNISDKHGFVSTTILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFI
Omb : 428 SFHEKLKLTNNISDKHGFVSTTILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFI 487

Oomblk431G) : 228 AVTAYONEKITQLKIDNXPFAXGFRDTGA 256
AVTAYQNEKITQLKIDN PFA G RDTGA
Oomb : 488 AVTAYQONEKITQLKIDNNPFAKGLRDTGA 516

Abbildung 23: Die Abbildung zeigt den Abgleich der Sequenz des mutierten Plasmides
pBAT7071[omb431KtoG] gegen pBAT7071[WT]. Die erhaltene Mutation ist rot hervorgehoben. Die
Originalsequenz findet sich im Anhang. Die Ubersetzung erfolgte durch ExPASy, das Alignment mit
BLASTp. Die Sequenzunterschiede am Ende der Mutantensequenz beruhen wahrscheinlich auf einer
schlechten Lesbarkeit der DNA Sequenz in diesem Bereich (s. Anhang).

Abgleich der Proteinsequenzen WT gegen Mutagenese :

Omb[K431R]: 40 DDVVLASAVAHOQLHPAMRPLRALQPEDDGVVDDPKVTLEGKDLWEKFHKLGTEMVITKSG 99
+DVVLASAVAHQLHPAMRPLRALOQPEDDGVVDDPKVTLEGKDLWEKFHKLGTEMVITKSG
Omb : 295 EDVVLASAVAHQLHPAMRPLRALQPEDDGVVDDPKVTLEGKDLWEKFHKLGTEMVITESG 354

Omb[K431R]: 100 RQMFPQMKFRVSGLDAKAKYILLLDIVAADDYRYKFHNSRWMVAGKADPEMPKRMYIHPD 159
ROMFPQMKFRVSGLDAKAKY ILLLDIVAADDYRYKFHNSRWMVAGKADPEMPKRMY IHPD
Omb : 355 ROQMFPOQMKFRVSGLDAKAKYILLLDIVAADDYRYKFHNSRWMVAGKADPEMPKRMYIHPD 414

Omb[K431R]: 160 SPTTGEQWMQKVVSFHRLKLTNNISDKHGFVSTTILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYS 219
SPTTGEQWMQKVVSFH+LKLTNNISDKHGFVSTTILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYS
Omb : 415 SPTTGEQWMQKVVSFHKLKLTNNISDKHGFVSTTILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYS 474

Omb[K431R]: 220 TFRTYVFKETEFIAVTAYONEKITQLKIDNNPFAKGFRDTGAG 262
TFRTYVFKETEFIAVTAYONEKITQLKIDNNPFAKG RDTGAG
Omb : 475 TFRTYVFKETEFIAVTAYONEKITQLKIDNNPFAKGLRDTGAG 517

Abbildung 24: Die Abbildung zeigt den Abgleich der Sequenz des mutierten Plasmides
pBAT7071[omb431KtoR] gegen pBAT7071[WT]. Die erhaltene Mutation ist rot hervorgehoben. Die
Originalsequenz findet sich im Anhang. Die Ubersetzung erfolgte durch ExPASy, das Alignment mit
BLASTp. Der Sequenzunterschied am Beginn der Mutantensequenz beruhen wahrscheinlich auf einer
schlechten Lesbarkeit der DNA Sequenz in diesem Bereich (s. Anhang).
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I11-A-2.2 Mutagenese der potentiellen ATCUN Bindestelle: Omb[H454A]

Viele biologische und zellphysiologische Prozesse basieren auf der Bindung von Metallionen
an Proteine, wie bereits einleitend erwahnt. Bei einem Cu(ll) und Ni(ll) bindenden Motiv,
dem sogenannten ATCUN Motiv (Harford and Sarkar, 1995) konnte durch Strukturanalyse
gezeigt werden, dass ein stets an dritter Stelle des Motivs gelegenes, konserviertes Histidin
von besonderer Bedeutung fir die Bindeeigenschaften ist. Ein solches Motiv wurde auch in
TBX3 gefunden (Sankararamakrishnan et al., 2005). Da (iber dessen Funktion dort bislang
nichts bekannt ist, sollten im TBX3 homologen Omb von Drosophila melanogaster
Experimente durchgefiihrt werden. Dazu wurde das an Position 454 gelegene Histidin durch
Punktmutation mit der Aminosaure Tyrosin ausgetauscht. Dafiir wurde der Vektor pBAT7071
verwendet, der bereits omb Sequenz tragt. Nach erfolgreicher Mutation sollte das Konstrukt
in pUAST umkloniert und in Fliegen injiziert werden. Die Mutagenese wurde erfolgreich
durchgefiihrt, wie in Abbildung 25 gezeigt ist. Die Originalsequenz findet sich im Anhang. Die
beiden nachfolgenden Schritte wurden auf Grund von massiven technischen Problemen bei

der Injektion noch nicht durchgefiihrt.

Abgleich der Proteinsequenzen WT gegen M utagenese

Omb[H454Y] : 183 GFVSTTILNSMYKYS------ RVSTWCEPMTSSCRTPRFARTSSKETEFIAVTAYQNEKX 236
GFVSTTILNSM+KY R + + S+ RT F KETEFIAVTAYQNEK
Omb : 443 GFVSTTILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVEF----- KETEFIAVTAYQNEKI 497

Omb[H454Y] : 237 TQFENRQSVCXXAFVILGAGXR 258
TQ + + GAG R
Omb : 498 TQLKIDNNPFAKGLRDTGAGKR 519

Abbildung 25: Die Abbildung zeigt den Abgleich der Sequenz des mutierten Plasmides
pBAT7071[omb454HtoY] gegen pBAT7071[WT]. Die erhaltene Mutation ist rot hervorgehoben. Die
Originalsequenz findet sich im Anhang. Die Ubersetzung erfolgte durch ExPASy, das Alignment mit
BLASTp. Auf Grund der schlechten Qualitdat der DNA-Sequenz, war diese nur bereichsweise lesbar. Sie
zeigt jedoch im relevanten Bereich die erfolgreiche Mutagenese.
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111-A-2.3 Mutation in der DNA-Bindedomane: Omb[A504V]

In einem EMS Mutagenese Screen auf Enhancer des omb hypomorphen Allels bifid wurden
eine Reihe von neuen omb Letalallelen isoliert (Pflugfelder, unveroffentlicht). In 1(1)omb[13]
wurde von Sen (Sen, 2006) der Austausch A504V identifiziert. A504 liegt am hoch-
konservierten  C-terminalen Ende der DNA-bindenden T-Domdne. Aus der
Rontgenkristallstruktur-Analyse des homologen humanen TBX3-DNA Komplexes weilf man,
dass Phenylalanine in enger Nachbarschaft zu A504 (F503 und F507) fir die entscheidenden
minor groove Kontakte verantwortlich sind (Coll et al., 2002)

Um den Einfluss auf die DNA-Bindefahigkeit der in [(1)omb13 gefundenen Mutation ndaher zu
untersuchen, wurde eine Mutagenese durchgefiihrt. Dazu wurde der Vektor pBAT7071
verwendet, der bereits omb Sequenz triagt. AnschlieBend durchgefiihrte in vitro
Transkription und Band Shift Assays sollten Aufschluss darliber geben. Die Mutagenese
wurde erfolgreich ausgefihrt, wie in Abbildung 26 gezeigt ist. Die Originalsequenz findet sich
im Anhang. Von A. Sen wurde in band shift Experimenten gezeigt, dass die mutante T-

Domane nicht mehr zur spezifischen DNA-Bindung fahig ist. (Sen, 2006).

Abgleich der Proteinsequenzen WT gegen Mutagenese :

omblasosgv] : 73 KVTLEGKDLWEKFHKLGTEMVITKSGROMFPOMKFRVSGLDAKAKYILLLDIVAADDYRY 132
KVTLEGKDLWEKFHKLGTEMVITKSGRQMFPOQMKFRVSGLDAKAKY ILLLDIVAADDYRY
Omb : 329 KVILEGKDLWEKFHKLGTEMVITKSGRQMFPOMKFRVSGLDAKAKYILLLDIVAADDYRY 388

Oombasosv] : 133 KFHNSRWMVAGKADPEMPKRMYIHPDSPTTGEQWMQKVVSFHKLKLTNNISDKHGFVSTT 192
KFHNSRWMVAGKADPEMPKRMY THPDSPTTGEQWMQKVVSFHKLKLTNNISDKHGFVSTT
Omb : 389 KFHNSRWMVAGKADPEMPKRMYIHPDSPTTGEQWMQKVVSFHKLKLTNNISDKHGFVSTT 448

Omb(asosv] : 193 ILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFIAVTAYQNEKITQLKIDNNPFV 252
ILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFIAVTAYONEKITQLKIDNNEPF
Oomb : 449 ILNSMHKYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFIAVTAYQNEKITQLKIDNNPFA 508

OmbiAsosy] ¢ 253 KGFRDTGA 260
KGFRDTGA
Omb : 509 KGFRDTGA 516

Abbildung 26: Die Abbildung zeigt den Abgleich der Sequenz des mutierten Plasmides
pBAT7071[omb508AtoV] gegen pBAT7071[WT]. Die erhaltene Mutation ist rot hervorgehoben. Die
Originalsequenz findet sich im Anhang. Die Ubersetzung erfolgte durch ExPASy, das Alighment mit
BLASTp.
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IlI-B Konstruktion der Dpp-GFP Fusionskonstrukte

Das Ziel dieser Experimente war die Konstruktion dreier GFP-markierter Dpp-Varianten, im
Folgenden  Dpp-dup-GFP, Dpp-del-GFP und Dpp-myc-GFP genannt. Der Unterschied
zwischen ihnen besteht in der Anzahl geladener Aminosauren im N-Terminus des reifen
Proteins. Im Konstrukt Dpp-dup-GFP wurde die Sequenz, die fiir das Cluster dieser

Aminosauren kodiert, dupliziert, in Dpp-del-GFP hingegen deletiert (Abbildung 27).

D.mel.

expression

DPP SGGE GGGKGGRNKROPRRPTRRKNHDDTC. . .
D-DEL vatie DIV SGGEGEQKLISEEDLGGG NHDDTC. .
D-MYC ...DV SGGEGEQKLISEEDLGGGKGGRNKRQPRRPTRREKNHDDTC. . .
D-DUP « « « DVSGKRQPRRPTRRKSGGEGEQKLISEEDLGGGKGGRNKROQPRRPTRRKNHDDTC. . .

Abbildung 27: Ubersicht der Proteinsequenz der verschiedenen DPP-Konstrukte nach M. Roth (Roth,
2003). In blauer Farbe ist das myc-tag zu sehen. Griin markiert ist der in D-DEL eliminierte Bereich.
Die rote Markierung zeigt die in D-DUP zusatzlich eingefligten geladenen Aminosauren.

Dpp-myc-GFP ist, abgesehen von einem integrierten myc-tag unmodifiziert, da es als
Kontrolle diente. Alle Ausgangskonstrukte waren auf Grund vorhergehender Experimente
von Martin Roth (Roth, 2003) mit einem Myc-tag versehen und in den Vektor pcDNA3 ligiert.
Der einfacheren Handhabung halber, wurde die fiir Dpp kodierende Sequenz in drei
Fragmente unterteilt: Fragment 1a, das die Prodomane und einen kleinen Teil des spateren
Liganden beinhaltet, Fragment 1b, das das Cluster von geladenen Aminosauren tragt und
Fragment 2, das die den restlichen Liganden kodierende Sequenz umfasst. Um die GFP
Sequenz an geeigneter Stelle einzufiigen zu konnen, war die Insertion zweier neuer
Restriktionsschnittstellen (Sacll) zwischen den Fragmenten 1b und 2 nétig (Abbildungen. 28,
29). Diese Teilstlicke wurden zunachst einzeln subkloniert und sequenziert, um ungewollte
Punktmutationen durch die Amplifikation ausschliefen zu kénnen. AuRerdem musste die fiir
GFP kodierende Sequenz aus p2xEGFP ebenfalls Gber Linkerprimer mit den entsprechenden
Sacll-Schnittstellen versehen werden. Auch dieses Amplifikat wurde in pDrive subkloniert
und sequenziert. Zwei Zielvektoren fiir die fertigen Fusionskonstrukte wurden gewahlt:
PUAST zur Injektion der Konstrukte in Drosophila melanogaster und pAc5.1/V5-HIS-A fir

Zellkulturexperimente. Die Klonierungsstrategie ist im folgenden Abschnitt naher erlautert.
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Schema: Decapentaplegic

Prodomaine Ligand

Fragmentla = Fragment2
Fragment1b

enthalt
geladene Region

Abbildung 28: Schematische Darstellung des Proteins Decapentaplegic (Dpp). Die einzelnen PCR
Fragmente, die zur Erstellung des Dpp-GFP-Fusionskonstruktes benutzt wurden sind farbig
eingetragen. Fragment 1a und Fragment 2 sind bei allen drei Konstrukten gleich. Fragment 1b enthalt
die geladene Region, die deletiert (in Dpp-del) und dupliziert (in Dpp-dup) ist.

I11-B-1Herstellen und Subklonieren der einzelnen Bestandteile

Das Konzept zur Erstellung der drei Gesamtkonstrukte sah, wie oben bereits erwahnt, eine
Komposition von vier Teilstlicken im Zielvektor vor. Dazu wurden Fragment 1a, das in allen
Fusionsprotein-Varianten unverdndert ist, per Restriktionsverdau mit den Endonukleasen
EcoRIl und Agel direkt aus dem Ausgangsklon pcDNA3-Dpp-myc geschnitten. Das Fragment
1b, das die entsprechende Variation (WT-Situation, Deletion oder Duplikation des Clusters
geladener Aminosauren) tragt und in dessen Folge das GFP eingefiigt werden sollte, wurde
per PCR vom jeweiligen Ausgangsklon, pcDNA3 mit Dpp-myc, Dpp-dup oder Dpp-del,
amplifiziert. Die Restriktionserkennungssequenz fir Sacll wurde dabei durch Linker-primer
angefligt. Das dritte Fragment, Fragment 2 genannt, das dem C-terminalen Ende des
Proteins entspricht und ebenfalls fir alle Varianten gleich ist, wurde ebenfalls per linker-PCR
amplifiziert. Fragment 2 erhielt so auf der 5° Seite eine Sac Il und auf der 3" Seite eine Not |
Schnittstelle. Die PCR Produkte wurden mit Tag DNA Polymerase amplifiziert, die Einzel-A-
Uberhinge generiert. So konnten sie anschlieBend in den Vektor pDrive, der U-Uberhinge
besitzt, subkloniert werden. Durch eine darauffolgende Sequenzierung wurde Uberprift dass
keine ungewollten Mutationen, beispielsweise durch Taq Amplifikationsfehler, eingefiihrt
worden waren. Die fiir GFP kodierende Sequenz wurde aus dem Vektor p2xEGFP, ebenfalls
durch Amplifikation mittels PCR, gewonnen. Auch hier fligten Linker-primer an beiden Enden
der Sequenz eine Sacll Erkennungssequenz an. Dieses Amplifikat wurde ebenfalls in pDrive
subkloniert und sequenziert.

Eine Ubersicht tiber diesen Teil der Klonierungsstrategie findet sich in Abbildung 29.
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@ Herkunft der einzelnen Fragmente:

EcoRI (3<)
Fragment 1a (universeil)
Agel (<)

\\ . PCR-Fragment 1b (dup,del, myc)
//J%. kg@c//

pcDNA3-Dpp-myc
pcDNA3-Dpp-del
pcDNA3-Dpp-dup
(M.Roth)

p2xEGFP

(Clonetech)

@ Subklonierung in pDrive (QiAGEN):

Sacll

Sacll

Agel Sacll
pDrive-Dpp1b-myc
Notl

pDrive-Dpp1b-del pDrive-Dpp2 pDrive-eGFP

pDrive-Dpp1b-dup

Abbildung 29: Teil 1 der Graphik gibt Aufschluss tber die Herkunft der einzelnen Teilfragmente. So
wurde das fir alle Konstrukte identische Fragment 1a per Restriktionsverdau mit den Endonukleasen
EcoRl und Agel aus dem Konstrukt ,pcDNA3 —Dpp-myc” (M. Roth) geschnitten. Fragment 1b und
Fragment 2 wurden mittels PCR amplifiziert. Der Einsatz von Linkerprimern, die Sacll
Erkennungssequenzen tragen, sollte letztlich die GFP-Insertion zwischen diesen Fragmenten
ermoglichen. Fragment zwei, das ebenfalls in allen Zielkonstrukten identisch ist, wurde ebenfalls von
,PCDNA3 —Dpp-myc” amplifiziert. Fragment 1b, das die DPP-Variation tragt, wurde jeweils vom
entsprechenden pcDNA3-Konstrukt (M. Roth) amplifiziert. Die GFP Sequenz wurde aus p2xEGFP
(Clonetech) amplifiziert.

Die so erhaltenen PCR Amplifikate der Fragmente 1b, 2 und GFP wurden letztlich in den A/T
Klonierungsvektor pDrive (QIAGEN) zwischenkloniert. Diese Vektoren, die auch mit Hilfe der
vektorinternen Primer M13forward(-20) und M13reverse sequenziert wurden, sind im zweiten Teil
der Graphik aufgezeigt.

68



ERGEBNISSE

111-B-2 Mehr-Komponenten Ligation und Einfligen der GFP Sequenz

Die Fragmente Dpplb (Agel-Sacll), Dpp2 (Sacll-Notl) und GFP (Sacll-Sacll) wurden mit den
entsprechenden Enzymen aus ihren pDrive-basierten Subklonen geschnitten; Fragment 1a
(EcoRI-Agel) wurde, wie oben bereits erwahnt, direkt aus dem pcDNA3.Dpp-myc
Ausgangsklon gewonnen.

Da der Erfolg einer Ligation mit steigender Komponentenzahl unwahrscheinlicher wird und
die GFP kodierende Sequenz aulRerdem ungerichtet (iber Sacll ligiert werden sollte, wurde
zunachst auf deren Insertion verzichtet. Die so durch Vier-Komponenten-Ligation in
pAc5.1V5 HIS-A gewonnenen Konstrukte wurden dann mit Sacll ge6ffnet und, in einer
zweiten Ligationsreaktion, die flir GFP kodierende Sequenz eingefligt. Durch Sequenzierung
mit einem GFP internen und einem externen Primer Uber die Insertionsstelle wurde die
korrekte Orientierung der Sequenz im Konstrukt bestimmt. Eine analoge Durchfiihrung fir
pUAST wurde wegen dessen GroBe nicht in Betracht gezogen. Stattdessen war eine
Umbklonierung tber EcoRl und Notl vorgesehen, die im nachsten Abschnitt beschrieben ist.

Abbildung 30 zeigt eine Ubersicht der oben beschriebenen Schritte.

EcoRl

® Agel

Agel
EcaRl
o \‘.jacll
<, Sacll

— Notl

Sacll
s

L Sacll

pAC5.1/V5-HIS-A
5400bp

pPACS.1/VS-HIS-A_Dpp-myc-GFP

pPACS.1/V5-HIS-A_Dpp-del-GFP

pAC5.1V5-HIS-A_Dpp-dup-GFP
7800bp

PACS.1VS-HIS-A_Dpp-myc

PACS.1/VS-HIS-A_Dpp-del

PACS.1/VS-HIS-A_Dpp-dup
7100bp

Abbildung 30: Vier-Komponenten-Ligation und GFP Insertion. Im ersten Schritt wurden die
Fragmente 1a, 1b und 2 Uber EcoRIl und Notl in den Vektor pAc5.1/V5-HIS-A einligiert. Nach einem
Restriktionsverdau des Zwischenkonstruktes an der neu eingefiigten und einzigartigen Sacll
Schnittstelle zwischen Fragment 1b und 2 kann das GFP Fragment durch ungerichtete Ligation
eingefligt werden (Bild2). Bild 3 zeigt das fertige DPP-GFP-Fusionskonstrukt in pAc5.1/V5-HIS-A. Mit
Hilfe der beiden als Pfeile eingezeichneten Primer war eine Uberpriifung der Einbaurichtung durch
PCR moglich.
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I1I-B-3 Herstellen der Endkonstrukte

Die Ansequenzierung des fertigen Zellkulturkonstruktes an beiden Insertionsenden zeigte
am Ende des Fragmentes 2 (berraschenderweise eine Dpp-Notl-EcoRI-Notl
Schnittstellenkonfiguration anstelle der erwarteten alleinigen Notl Sequenz. Bei der Exzision
des Fragmentes aus seinem Subklon war wohl der Notl-Schnitt nicht in der dem Dpp-
Fragment per Linker angehangten Schnittstelle geschehen, sondern nur in der kurz
darauffolgenden pDrive-eigenen. Dadurch wurde eine ebenfalls pDrive-eigene EcoRI
Schnittstelle, die dort das inserierte PCR-Produkt flankiert, mit ausgeschnitten und in pAc5.1
Ubertragen. An dem anderen Ende (Fragment 1a) wurde ebenfalls eine unerwartete
Schnittstellenkonfiguration vorgefunden (EcoRI-Notl-Dpp). Fragment la wurde, wie oben
geschildert per EcoRl Verdau aus dem Vektor pcDNA3-dpp-myc gewonnen und nicht zuvor
sequenziert. Diese Abfolge der beiden zur gerichteten Umklonierung des Fusionskonstruktes
in pUAST vorgesehenen Restriktionsschnittstellen machte die geplante Strategie unmaoglich.
Die einzig verbleibende Moglichkeit war somit ein Ausschneiden des Konstrukts mit EcoRI
und dessen ungerichtete Klonierung in pUAST. Die bereits die drei verschiedenen Dpp-GFP
Fusionskonstrukte tragende pAc5.1 Derivate wurden daher mit EcoRIl verdaut, und ihrer
GroRe nach durch Gelelektrophorese aufgetrennt. SchlielRlich wurden die gewiinschten
Fragmente aus dem Gel isoliert.

Der Injektionsvektor pUAST wurde ebenfalls mit EcoRIl ge6ffnet und mit den verschiedenen
Dpp-GFP-Fusionskonstrukt-Sequenzen ligiert. Die Orientierung der Insertion wurde tiber PCR
mit den Primern 366 und 613, einem neben der MCS von pUAST liegenden Primer und dem
Sacll Linkerprimer, der auch zur Konstruktion des Fragmentes2 benutzt wurde, bestimmt.
Nur die gewtlinschte Insertionsrichtung flihrt zu einem PCR Produkt, da im anderen Fall der
Konstrukt-interne Primer nicht dem Vektor-eigenen Primer zugewandst ist. Vor der Injektion
wurden die Konstrukte auRerdem sequenziert. Die graphische Darstellung dieser Schritte
findet sich in Abbildung 31. Eine detailliertere Gesamtibersicht der Konstruktionsstrategie

findet sich im Anhang.
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— EcoRl

Notl|
—— EcoRl

pUAST-Dpp-myc-GFP
pUAST-Dpp-del-GFP

EcoRlI

pUAST-Dpp-dup-GFP 5xUAS
11350bp

PAC5.1V5-HIS-A_Dpp-myc-GFp  ECOR
PAC5.1/V5-HIS-A_Dpp-del-GFP
pAC5.1/V5-HIS-A_Dpp-dup-GFP
7800bp

Abbildung 31: Ubersicht (ber das Erstellen des pUAST Endkonstruktes. Das DPP-GFP-
Fusionskonstrukt wurde mit EcoRl wieder aus dem Vektor pAc5.1/V5-HIS-A geschnitten und in den
ebenfalls mit EcoRI gedffneten P-Element Vektor pUAST ligiert. Eine zuerst vorgesehene gerichtete
EcoRI-Notl basierte Umklonierung konnte aufgrund der Uberraschenden
Restriktionsschnittstellenkonfiguration nicht erfolgen. Die Einbaurichtung wurde durch PCR mit
einem Fragment-externen und einem —internen Primer und Sequenzierung mit pUAST eigenen, die
MCS flankierenden Primern Uberprift. Der Pfeil zeigt jeweils in die korrekte Ableserichtung der
Sequenz im Zielvektor.
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I1l-C Polyalanin- und Polyglutaminexpansionen in Org-1

Wie schon einleitend erwdhnt, war das Ziel dieses Projektes die Erstellung von Org-1
Varianten, die verschieden grofRe Homopolymertrakte der Aminosduren Glutamin und
Alanin in den entsprechenden Bereichen der C-Domane tragen. Etwa zehn verschiedene
Glutaminhomopolymer- und sechs verschieden grof3e Alaninhomopolymerkonstrukte, sowie
Deletionskonstrukte beider Bereiche sollten generiert werden. Mit Hilfe dieser Konstrukte in
Zellkulturversuchen und transgenen Fliegen sollen kiinftig neue Erkenntnisse Uber die
regulatorische Funktion von Glutaminhomopolymeren und Alaninhomopolymeren
gewonnen werden. Dies kdnnte auch Aufschluss geben lber die Mechanismen der mit polyQ
und polyA Expansionen verbundenen und bereits in der Einleitung erwdhnten menschlichen
Krankheiten.

Im Folgenden ist die gewahlte Klonierungsstrategie ausfiihrlich beschrieben. Das Projekt

wurde im spateren Verlauf in einer Diplomarbeit (Gadomski, 2007) weitergefiihrt.

111-C-1 Erstellen eines fiur alle geplanten Konstrukte geeigneten Basisvektors

Da es aufgrund der Restriktionsschnittstellenkonfiguration der beiden Zielvektoren
pAc5.1/V5-His-A (Invitrogen, fur Zellkulturversuche), und pUAST (Brand et al., 1993), zur
Injektion in Drosophila melanogaster), nicht moglich war, die bendtigten Module direkt in
diesen Vektoren zusammenzusetzen, wurde dazu ein geeigneter Zwischenvektor generiert.
Der Polylinker des etwa drei Kilobasen groRBen Standardvektors pBluescript KS” wurde dazu
modifiziert, indem er mit Kpnl und Xbal ge6ffnet und, nach Dephosphorylierung mit Shrimp
Alkaliner Phosphatase (SAP), durch Ligation mit einem 158bp groRBen Oligomerkonstrukt
ersetzt wurde (Abbildung 33). Dessen Herstellung ist im nachsten Abschnitt ndaher erldutert.
Dieses Oligomer trug neben den fiir den kiinftigen Einbau der modifizierten orgl Fragmente
notigen Schnittstellen Nhel und Mlul, ein 3xFLAG tag zur spateren Visualisierung des
Proteins mit Antikorper gefolgt von den letzten 13 Aminosauren des Orgl C-Terminus, sowie
ein Stoppcodon (Abbildung 32). Es wurde darauf geachtet, dass das offene Leseraster (ORF)
des Endkonstruktes durch diese Modifikationen nicht verschoben wurde.

In diesem Vektor, nach dem neuen Insert pSK[KNM3xFLAGC13stopX] genannt (K = Kpnl, N =
Nhel, M = Mlul, X = Xbal), sollten, nach ihrer Modifikation, die einzelnen Fragmente des Org-

1 C-Terminus zusammengesetzt werden, so dass nur noch der Transfer der fertigen
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Varianten in die Zielvektoren pUAST und pAc5.1/V5-His A erfolgen musste. Nach der
Transformation in E. coli DH5alpha chemokompetenten Zellen konnten die Plasmide nach
der Minipraparation durch Verdau mit Nhel, einem Enzym, das nur im Konstrukt schneidet,
analysiert werden. Ein positiver Klon von pSK[KNM3xFLAGC13stopX] wurde selektiert,

kultiviert (Midi) und weiter verwendet.

AGTTA GGT ACC TTGAAC GCT AGC CAACAG ACG CGT
gactacaaagaccatgacggtgattataaaga Ctacaaggatgacgatgacaag
atgatgcgaccgaatagctacatagatctggtgccgecgctaaggg TCT AGA GCTTCA

ORG-1 C-terminus (C13) stop 1 [

Abbildung 32: Struktur des Oligomerkonstruktes zur Modifikation des pBluescript SK- Polylinkers. In
grin sind die neuen Restriktionsschnittstellen markiert, die durch Spacer (schwarz) voneinander
getrennt sind. In rot ist dann die Sequenz des 3xFLAG tags zu sehen. Der daran anschlieRende Orgl
C-Terminus ist blau dargestellt, das Stoppcodon unterstrichen. Am Beginn und am Ende des
Oligomers befinden sich ebenfalls Basenliberhdnge, die eine erfolgreiche Restriktion am Rande
ermoglichen.
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MCS

Kpnl

Xbal

M13(-20) T7promoter
— —= Ky

r

EcaO1091

Accl

Sall

Bsp106l

T3 promoter  M13reverse

nl- gpalll - Xhol - Hincll - Clal - Hindlll - EcoRV - EcoRl - Pstl - Smal - BamHI - 5pel - Xlbal - Notl - Eagl - BstX| - Sacll- Sacl - ~a—— -
ra L

MCS

pBluescript SK-
3000 bp

Verdau + Dephosphorylierung +
Gelreinigung + Ligation mit
phosphoryliertem 158 bp Oligo-
konstrukt (KNM3xFLAGC13stopX)

M13(-20) T7promaoter
— —m= -Kpnl - Nhel - Mlul - 3x FLAG Ci13 Kbal - Notl - Eagl - BstX| - Sacll- Sac| - -e——

T3 promoter M13reverse

-

PSK KNM3xFLAGC13StopX
ca.3100 bp

Abbildung 33: Detailliertes Schema zur Konstruktion von pSK[KNM3xFLAGC13stopX] aus pBluescript
SK und einem 158 bp Oligomerkonstrukt.
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111-C-2 Herstellen des 158bp Oligomerkonstruktes zur Insertion in pBluescript SK°

Das mit 158 Basenpaaren relativ grole Oligomer wurde nicht in einem Stlick hergestellt,
sondern durch Annealing von vier kiirzeren Einzelstrangen mit anschlieRender PCR.

Zunachst wurden jeweils zwei teilweise komplementdre Oligomere zu zwei Teil-
Doppelstrangen mit langen Uberhingen zusammengelagert (Annealing), die dann mit Hilfe
von Klenow-Enzym mit dNTPs zum vollstdndigen Doppelstrang aufgefiillt wurden. Da die
Produkte dieser Reaktion an einem Ende Uber eine Strecke von 18 Basen komplementar
zueinander sind, konnten sie sich nach erneutem Erhitzen und langsamen Abkihlen neben
dem eigenen Partnerstrang auch mit dem des zweiten Oligomers zusammenlagern. Nach
einem weiteren Auffillen des neuen Teildoppelstranges durch Klenow-Fragment entstand
das 158bp lange Oligomer. Da auf Grund der Konkurrenzreaktionen beim zweiten Annealing,
namlich der Wiederherstellung der beiden unabhiangigen Ausgagsstrange, die
Ausbeuteerwartung fir das 158bp Konstrukt gering war, wurde das gewilinschte Fragment
durch eine PCR-Reaktion des Produktgemisches anhand der beiden endstandigen Oligos 724
(1-49) und 727 (111-158) amplifiziert (Abbildung 34). Fir diese abschlieRende Reaktion
wurde Pfu-DNA-Polymerase benutzt, um Sequenzfehler des Produktes und damit

verbundene zusatzliche Mutationen im Orgl Endprodukt zu verhindern.

Oligo1-4sf72y
RS B e - _oli;o;.-aa_m;]
Olige 70-129 (726) + _____
i S e _Dlig_tﬂ‘:-isgli'z:]
Oligo 1-4% (724 als Primer) PCR Amplifikation

| —1) >
Oligo 1-88 (724+725)

Oligo 70-158 (726+727)
= S ——————
PCR Amplifikation Dligo 111-158 (727 als Primer)

Lo ——— R — |
L
Fertiges 158 bp Insert

Abbildung 34: Schematische Darstellung der Konstruktion des pBluescript SK™ Polylinker- inserts aus
vier kirzeren Einzelstrangen. Gestrichelte Linien stellen die Aktivitdt des Klenow Enzymes dar. Die
Pfeile stehen fiir die abschlieBende PCR-Reaktion.
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111-C-3 Vorbereitung des Orgl C-terminalen glutaminreichen Traktes zum Austausch

Org-1 enthalt sowohl einen alaninreichen, wie auch einen glutaminreichen Trakt in seinem
C-Terminus (Abbildung in Einleitung). Beide sollten sowohl deletiert als auch durch die
entsprechenden Homopolymertrakte unterschiedlicher Lange ersetzt werden.

Um den Austausch des Org-1-eigenen Polyglutamintraktes vornehmen zu kdénnen, wurde
eine zusatzliche einzigartige Restriktionsschnittstelle (fir Nhel) an der betreffenden Stelle in
die Org-1 Sequenz eingefigt.

Dazu wurde der C-Terminus in zwei Fragmenten per mutagener PCR mit den Oligopaaren
731/744 und 732/743 amplifiziert, wobei jeweils durch Punktmutation der Primersequenz an
der entsprechenden Stelle die urspriingliche Sequenz ,gcacag” in ,gctagc”, die Nhel
Erkennungssequenz, umgewandelt wurde (Abbildung 35). Diese Modifikation fiihrte zwar zu
einem Aminosaureaustausch von Glutaminsdure zu Serin, aber nicht zu einer Verschiebung
des Leserasters.

Danach wurde der Vektor pSK[ORG1C] (M. Porsch), der den Org-1 C-Terminus bereits
beinhaltet, mit den Enzymen Kpnl und Ndel gedffnet, was zum Verlust der Originalsequenz
fihrte. AnschlieBend konnten in einer 3-Komponentenligation die gereinigten und mit
Kpnl/Nhel bzw. Nhel/Ndel doppelt verdauten mutagenen PCR Fragmente mit dem
geodffneten pSK[ORG1C] ligiert werden (Abbildung 36). Der Erfolg wurde nach
Transformation und Plasmidpraparation per Nhel Verdau, der nur die mutante Sequenz
schneidet, Uberprift. Die Fehlerlosigkeit der Sequenz nach der Amplifikation wurde
aullerdem durch Sequenzierung bestéatigt. Der neue Vektor wurde pSK[ORG1C-KNheN]

benannt.
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733 Miul

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Strategie zum “in frame” Einfligen der neuen
Restriktionsschnittstelle Nhel im Orgl C-Terminus. Der blaue Balken stellt die Orgl Sequenz dar
(genaue Sequenz im Anhang), der schwarze die Vektorenden. Es werden zwei PCR Produkte
amplifiziert (rote und griine gestrichelte Linie), die jeweils an einem Ende die Originalsequenz zur
Nhel Sequenz mutieren. Uber Kpnl, Nhel und Ndel ist schlieRlich die 3-Komponenten Ligation
moglich. Des Weiteren ist in gelb die PCR, mit deren Amplifikat das Anhangen der Mlul Site an das
Ende des Orgl C-Terminus moglich ist (siehe nachster Schritt), dargestellt.

Kpnl Ndel
Mes | e
" | T CTerm
M13(-20) T7promoter T3 promoter Mi3reverse M1330) TTrraracter ORG1 C-Terminus TS G 1S
== ——f=- -Kgnl- [OAG] C:Termingss | - Xbal - Notl - Eagl- 8500 - Sachk-Sadl - sl aap— —— B - Kpnl- | PO | el PR P02 Mot - Xbal -Not! - Eagl - BatXl - Sacll- Sacl - -—  —

Verdau +Gelreinigung des Vektors;
Doppelverdau + Reinigung PCR;
3-Kompaonentenligation beider PCR-
Produkte (731/743 baw., 732/744) mit
Kpnl-Nhel (neu)-Nde in den Vektor

EBeide PCR-Produkte werden Gber
die dabei neu eingefihrte Nhel Site
miteinander “in frame” verknipft

pSKoraic
ca. 4000 bp

PSKoRG1CKNheN
¢a.4000 bp

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Strategie zum Austausch der Orgl-C-terminalen
Originalsequenz gegen die mit der Nhel Schnittstelle modifizierte Version im Originalvektor
pSK[ORG1C] (M. Porsch). Der Name des neuen Vektors ist pPSK{ORG1CKNheN].
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I11-C-4 EinfUhren einer Mlul Schnittstelle in den C-Terminus zur spateren Manipulation des

Alanin-reichen Traktes

Um gezielt den Alanin-reichen Bereich im C-Terminus von Org-1 deletieren bzw. ersetzten zu
konnen, wurde am Ende der dafiir kodierenden Sequenz eine Mlul Schnittstelle eingebaut.

Dazu wurde ebenfalls durch PCR mit Oligopaar 733/734 ein Produkt generiert, das auf der
einen Seite Uber eine Org-1-interne Ndel Site verlduft und an das auf der anderen Seite per
Linker die gewiinschte Mlul Schnittstelle angehangt wurde (Abbildung 36). Dieses PCR
Produkt wurde zundchst in pDrive subkloniert, um groBe Mengen, eines durch
Sequenzierung bestatigten, fehlerfreien Amplifikates zu erhalten. Dazu wurde das mit Pfu-
DNA-Polymerase hergestellte PCR-Produkt durch Inkubation mit Tag-Polymerase unter
Anwesenheit von dATP mit A-Uberhingen versehen (A-Tailing), so dass das Amplifikat direkt
an den U-Uberhang des linearen PCR-Cloning Vektors pDrive ligiert werden konnte
(Abbildung 37). Der Erfolg konnte per Ndel Verdau, der die pDrive Sequenz nicht schneidet,

Uberprift werden. Die anschlieBende Sequenzierung zeigte keine Sequenzfehler.

T7promater Avill SPGpromoter
—= AccB51-Kpnl-Sphi-Psti-Mlul-SnaBl-BamHl-EcoRl | |EcoRI-Sall-Accl-Hincll-Hindlil-Xhol-Styl-Nhel-Xbal- Eco721-BstX|-Eco0 1091-Apal-Sacl-Notl ~t—

SPepromoter

T7promater Awrll
EcoRl-Sall-Accl-Hindll-Hindill-Xhol-Styl-Nhel-Kbal-Eco721-Bstil-Eco01091-Apal-Sacl-Notl ~—

N
U —— AccES5|Kpnl-Sphl-Pstl-Miul-SnaBl-BamHI-EcoRl

N

Nach A-Tailing durch Taq Polymerase

wurde das PCR-Fragment 733/734

in den U-Tail-Vektor pDRIVE o
subkloniert

—b_

i SF  Auf die pDrive eigene Miul Site
pDrive ist bei weiteren Schritten zu achten
3850 bp

pDriveorG1CNhe/Miu
4250 bp

Abbildung 37: A/T Subklonieren des Orgl-Nde-MIlu-C-Terminus Fragmentes in pDrive. Der Name des
neuen Vektors ist pDrive[ORG1CNhe/Mlu]. Die pDrive eigene Mlul Schnittstelle, ist griin hinterlegt.
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Das Ndel-Mlul-Fragment wurde nun per Doppelverdau mit beiden Enzymen ausgeschnitten
und im folgenden Schritt zusammen mit dem durch Nhel modifizierten Fragment des C-
Terminus aus pSK[ORG1CKNheN] in einer 3-Komponentenligation tUber Kpnl-Ndel-Mlul in
den Vektor pSK[KNM3xFLAGC13stopX] kloniert (Abbildung 38). Daraus entstand
pSK[ORG1CKNheM3xFLAGC13stopX].

Da pDrive eine eigene Mlul Site im Polylinker besitzt und das Produkt per Tailing in seiner
Orientierung ungerichtet subkloniert wurde, erfolgte nach dem Herausschneiden mit Nhel
und Mlul aus dem Subklon ein weitere Verdau mit EcoRl, der das Einbringen von pDrive-
eigener Sequenz ins Endprodukt verhinderte.

Die 3-Komponentenligation war erfolgreich, was durch Verdau mit BssHII, das nur in der

Sequenz des Org-1 C-Terminus schneidet, nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 38 Zusammenbau des modifizierten ORG1 C
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111-C-5 Deletieren der ORG1- eigenen glutaminreichen Region

Um, wie geplant, die Glutaminhomopolymere in den Orgl C-Terminus einfligen zu kénnen,
musste erst die heteropolymere, Orgl-eigene Sequenz, entfernt werden. Dazu wurde das
vorher hergestellte Konstrukt pSK[ORG1CKNheM3xFLAGC13stopX] verwendet.

Nach dem Doppelverdau mit Nhel und BssHIl, der den urspriinglichen heteromeren
glutaminreichen Trakt entfernte, wurde ein doppelstrangiges Oligomer durch Annealing der
Einzelstrange 728 und 729, eingesetzt, das eine BstEll Erkennungssequenz einfligte
(Abbildungen 39, 40), ohne zu Leserasterverschiebung zu fiihren. Uber diese wiederum
sollten letztlich die fir Homoglutaminpolymertrakte verschiedener Linge kodierenden
Sequenzen eingefligt werden.

Der Vektor pSK[ORG1CANhe/MIu—>BstEII3xFLAGC13stopX] fiir die Polyglutamininsertion
konnte erfolgreich erstellt werden, wenngleich er auf Grund eines spater notwendig

gewordenen Strategiewechsels nicht mehr zum Einsatz kam.

Oligo 728/729

CGC GCA TGA AGG GGT CAC CTI'T ACC AGG
GT ACT TCC CCA GTG GAA TGG TCC GAT C

Abbildung 39: Dieses Oligo, das aus den Einzelstrangen 728 und 729 erstellt wurde besitzt Enden, die
zu BssHII (rot) und Nhel (blau) kompatibel sind. In griin ist die BstEll Schnittstelle markiert, die die
spatere Einklonierung der Glutaminhomopolymer kodierenden Oligonukleotide ermdoglicht.

BssHIl  Nhel
|
madifizierter ORG1 C-Terminus

[P deftaQ Trakt ORG C-Terminus [
—= — Konl BssHIl- BstEll-Nhel Ndel Ml - 3xFLAG - €13 @ ol Noti- Eagl - Bt Sacl- Socl- 4 —t—

promater Mi3reverse
Sacll-Sacl g

ssssssssssssss
<a.3800 bp

Abbildung 40: Herstellung des Vektors pSK[ORG1CABssHII/Nhel=>BstEIIM3xFLAGC13stopX] In
diesem Vektor wurde die glutaminreiche Orgl Region zwischen der sequenzeigenen BssHIl und der
artifiziellen Nhel Schnittstelle deletiert und durch ein Oligo (728/729) mit BstEll Erkennungssequenz
ersetzt.
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111-C-6 Deletieren der ORG1-eigenen alaninreichen Region

Ahnlich, wie fiir die glutaminreiche Region beschrieben, war fiir den Austausch des Org-1-
eigenen heteromeren Alanin-reichen Traktes gegen einen homomeren die Deletion der
Originalsequenz und das Einfligen eines Oligos mit geeigneter Schnittstelle nétig. Hierzu
wurde pSK[ORG1CKNheM3xFLAGC13stopX] mit Nhel und Milul geodffnet, was die
dazwischenliegende, Org-1 eigene, Alanin-reiche Sequenz entfernte. Ein Oligomer wurde
nach dem Annealing der beiden Einzelstrange 767 und 768 eingefligt, das eine Dralll
Schnittstelle zwischen Nhel und Mlul triagt (Abbildungen 41, 42). Uber diese Dralll

Schnittstelle sollten spater die Alaninhomopolymere eingefligt werden.

Oligo 767/768

CTA GCG TGC AGC ACG GAG TGC CGC GCA
GC ACG TCG TGC CTC ACG GCG CGT G CGC

Abbildung 41: Dieses Oligo, das aus den Einzelstrangen 767 und 768 erstellt wurde, besitzt Enden, die
zu Nhel (rot) und Mlul (blau) kompatibel sind. In griin ist die Dralll Schnittstelle markiert, die die
spatere Einklonierung der Alaninhomopolymere ermoglicht.

Nhel Milul

deltaA Trakt ORG1 C-Terminus T3 promoter M13reverse

I
modifizierter ORG1 C-Terminus
Ml Kpnl-  Nhel Nhel-Drall Miul- 3¢FLAG - C13 —@—xm “Noti- Eagl- BstKi- Sacl- Sact- —  —4—

M13(20) T7promoter
— = kpnl Nhel Ndel
L)

MI3(-20) T7promoter
-

Verdau +Gelreinigung des Vektors;
Ligation mit Oligo 767/768 zum
Einfgen der Dralll Site in frame

Der ORG!
wird dabx
des Homapoly

PSKORGICANhe/MIu-3 Dralll
INFLAGCI3StopX
ca.3800 bp

PSKORG1CKNheM3xFLAGC 135tapX
<a.4100 bp

Abbildung 42: Herstellung des Vektors pSK[ORG1CANhe/Mlu—>Dralll3xFLAGC13stopX] aus
pSK[ORG1CKNheM3xFLAGC13stopX] durch Deletion der Alaninreichen Region und Insertion eines
Dralll-Oligos (767/768).
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111-C-7 Herstellen eines Zwischenvektors zur Subklonierung der fiir Glutaminhomopolymere

kodierenden Oligomere

Die verschieden langen, fir Glutaminhomopolymere kodierenden Oligos, die letztlich den
Org-1-eigenen Glutamin-reichen Bereich im C-Terminus ersetzten sollten, wurden (iber
Selbstpolymerisation eines einzigen kurzen Basisoligomers erzeugt, wie im nachsten
Abschnitt ausfihrlich beschrieben wird. Das so erhaltene Gemisch verschiedener Polymere
musste deswegen zundchst in einen Zwischenvektor subkloniert werden. Die
Charakterisierung der aus diesem Experiment hervorgegangenen Klone sollte zu Plasmiden
mit Polymeren verschiedener Lange fiihren.

Die fiir Glutaminhomopolymere kodierenden Oligonukleotide sollten (iber ihre kohasiven
Enden in eine Dralll Schnittstelle ligiert werden. Dralll bietet, neben der Asymmetrie, die fiir
gerichtetes Klonieren in eine einzige Schnittstelle nétig ist, den Vorteil, dass die mittleren
drei Basen der Erkennungssequenz degeneriert sind. Es konnte also ein beliebiges, Glutamin-
kodierendes Triplett als Uberhang gewishlt werden.

Als Grundgerust fur den Polyglutaminakzeptorvektor wurde der Vektor pAC5.1/V5-His-A
gewdhlt und per Doppelverdau mit Kpnl und Mlul gedffnet. Ein Oligomer, das durch
Annealing der Einzelstrange 788 und 789 gewonnen wurde, wurde dazwischen eingebaut.
Dieses trdagt eine den Enden der Homopolymere entsprechende Dralll Sequenz, die
aullerdem so gewahlt wurde, dass zwei BstEll Schnittstellen die Dralll Schnittstelle
flankieren. Dies sollte die Umklonierung der selektierten Polymere, nach der
Charakterisierung aus dem Subklon in den Zielvektor, mit Hilfe von BstElIl moglich machen
(Abbildungen 43, 44). Nach der Transformation wurde der Insertionserfolg durch
Restriktionsverdau mit Dralll Gberprift. Das Enzym schneidet den Originalvektor ohne
Insertion nicht.

Zuvor waren bereits andere Strategien versucht worden, die sich im Verlauf als nicht
praktikabel erwiesen. Der Vollstandigkeit halber werden diese im Anhang in historischer

Reihenfolge dargestellt.
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Kpnl Miul

Kpni-Bstxl-EcoRI-EcoRV-Bstxl-Notl-)(hol-XbaI-Apal-BstBi-E] Agel- Kpn! -BstEl - Dralll - BStell - Mlul - Agel-

Verdau + Dephosphorylierung +
Gelreinigung + Ligation mit
phosphoryliertem Oligo 788/789
(KpnE-Dralll-EMIu-bottom/-top)

—»_

pAC5.1/V5-His A
5400 bp

pACS.I -His Axspema
ca. 5400 bp

pUC ori pUC ori

Abbildung 43: Herstellen des neuen Polyglutamin Zwischenvektors (geplant) aus pAc5.1/V5-HIS-A
durch Einklonieren eines Oligomers (788/789) zwischen Kpnl und Mlul (pAc5.1/V5-HIS-A[KBDBM])

OLIGO 7EE/789

CGG TCA CCA CCA AGT GGT CAC CA
C ATG GCC AGT GGT GGT TCA CCA GTG GTG CGC

Abbildung 44: Sequenz des Oligos zur Insertion von Polyglutaminhomopolymeren. In rot ist die Kpnl
Sequenz, in blau die beiden BstEll Sequenzen, die die Dralll Schnittstelle (griin) umgeben. Die
Uberschneidenden Basen sind gelb gekennzeichnet. In violett folgt die abschlieRende Mlul Sequenz.

I1I-C-8a Herstellen eines Zwischenvektors zur Subklonierung der fiir Homopolyalanin

kodierenden Oligomere

Fur die Subklonierung der fiir Homopolyalanin kodierenden Oligos war pAc5.1/V5-His-
A[ENKBNDMX] als Basisvektor vorgesehen, der ebenfalls durch Einbau eines
doppelstrangigen Oligomers, das aus den Einzelstrangen 785 und 786 bestand, in den
Polylinker zwischen Nhel und Mlul modifiziert wurde (in Abbildung 52 im nachsten Abschnitt
beschrieben). Nach dem Annealing und der Phosphorylierung der Oligos durch T4 PNK,
konnte das Fragment direkt in den durch Nhel und Mlul Doppelverdau ged6ffneten,
dephosphorylierten Vektor pAc5.1/V5-HIS-A[ENKBNDMX] ligiert werden. Der neue Vektor
wurde pAc5.1/V5-HIS-A[ENKBNDMX2] genannt.

Eine Uberpriifung der Insertion dieses Fragmentes durch Restriktionsverdau war nicht
moglich, da das Restriktionsmuster nicht verandert wurde, sondern lediglich drei Basen in

der degenerierten Dralll Erkennungssequenz modifiziert wurden. Der neue Vektor
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pPAC5.1/V5-HisA[ENKBNDMX2] wurde durch Sequenzierung tberprift. Nach Linearisierung
mit Dralll wurde das Homopolymergemisch einligiert (Abbildung 46). Die Asymmetrie der zur
Klonierung gewahlten Restriktionssequenz Dralll erzwingt eine gerichtete Ligation. Dadurch
wurde verhindert, dass das Polymerfragment invertiert eingebaut wird und nach der

Translation die falsche Aminosdauresequenz entsteht.

Nhel Miul Dralll

-EcoRI-Notl-Kpnl-BstEll-Nhel-Dralll- A(X) -Dralll - Miul-Xbal -Agel- | 6x HIS

I-BstEll-Nhel-D ‘J I-Xbal -A \- -EcoRI-Notl-Kpnl-BstEll-Nhel-Dralll-Miul-Xbal -Ac Elrm
s o 1 : b s )

Verdau + Dephe

PACS.1-His AsuanouxPolyA(X)
ca.5400+3(X) bp

(X) beschreibt die Anzahl der
enthaltenen AS! (nicht

die der Oligos)

erten
PAC5.1-His Acuxsnomx asen ite PAC5.1-His A
ca.5400 bp an die Se €a.5400 bp
anges an issen

Abbildung 45: Schematische Ubersicht iiber die komplette Strategie zur Subklonierung der
Homopolyalanin kodierenden Oligomere.

II-C-8b  Herstellen eines  pAc5.1/V5-His-A  Derivats  zur  Subklonierung  der

Homoalaninpolymere

Auch bei diesem Teil des Experiments, war vor der technisch bedingten Anderung der
Klonierungsstrategie ein Konstrukt hergestellt worden (pAc5.1/V5-HIS-A[ENKBNDMX]), das
aber durch oben beschriebene Modifikation weiterverwendet werden konnte.

Dazu war ein Oligomer, bestehend aus den Einzelstrangen 763 und 764 in pAc5.1/V5-HIS-A
eingebaut worden. Neben der Dralll Schnittstelle fiir den spateren Einbau der
Alaninpolymere trug dieses Oligomer noch alle weiteren Schnittstellen, die fir die
Konstruktion der vollstandigen Org-1-Derivate nétig sind, da pAc5.1/V5-HIS-A, neben pUAST,
letztlich auch einer der Zellkultur-Zielvektor ist. Zum Einbau wurde pAc5.1/V5-HIS-A mit Kpnl
und Mlul per Doppelverdau geodffnet und dephosphoryliert. Das vorher aus den
Einzelstrangen 763 und 764 durch Annealing hergestellte und phosphorylierte Oligomer
wurde dann einligiert. Eine Selektion der Klone war nach der Transformation durch Verdau
mit Dralll erfolgt. Da Dralll eine in der Mitte Uber drei Basen degenerierte
Erkennungssequenz besitzt, waren die nach der Strategiednderung ebenfalls mit neuen
Oligomeren erzeugten Alaninpolymeriliberhdnge (siehe nachsten Abschnitt) nicht mehr

kompatibel zur Dralll Sequenz dieses Vektors. Der hier erhaltene Vektor pAC5.1/V5-
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HisA[ENKBNDMX] diente dann aber als Basisvektor fir die in 8.1 beschriebene und in
Abbildung 45 gezeigte Herstellung von pAc5.1/V5-HIS-A[ENKBNDMX2].

Kpnl Miul

KpnI-BstXI-EcoRI-EcDRV-BstXl-NDtI-Xhol-){bai-Apal-BstBI--Agel- 6x HIS Kpfil -EcoRI-Notl-Kpni-BstEll-Nhel-Dralll-Mlul-Xbal - Midi-Agel-

Verdau + Dephosphorylierung +
Gelreinigung + Ligation mit
phosphoryliertem Oligo 763/764
(delta-Kpn-Mlu-bottom/-top)

pAC5.1/V5-His A
5400 bp

pAC5.1-His Acnksnomx
ca, 5400 bp

Abbildung 46: Schematische Darstellung {ber die Konstruktion des Vektors pAC5.1/V5-
HisA[ENKBNDMX] zur Subklonierung der Polyalanintrakte. Neben dieser Aufgabe ist dies auch der
Zielvektor fur die Endkonstrukte (Zellkulturexperimente), was den umfangreichen neuen Polylinker
erklart.
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111-C-9 Herstellen und Klonieren von Glutamin-Homopolymertrakten verschiedener Linge

Der nachste Schritt dieses Experimentes wa, die Homopolymertrakte herzustellen, die die
heteropolymeren Abschnitte der Glutamin-reichen Region im Org-1 C-Terminus ersetzen
sollten.

Da Konstrukte mit unterschiedlich langen Homopolymertrakten bendtigt wurden, um einen
Einfluss der Glutaminhomomeranzahl auf die Funktion des Proteins untersuchen zu kdnnen,
wurde ein Basisoligomer erstellt, das fir sechs Glutamine kodiert und entsprechend 18
Basenpaare lang ist. Es enthielt eine willkiirliche Abfolge der Basentripletts CAA und CAG, die
fir Glutamin kodieren. Das Oligomer besitzt nach dem Annealing an beiden Enden kohesive
Uberhidnge, die eine sukzessive und gerichtete Ligation mit weiteren Stringen seiner Art
ermoglichen. Auf diese Weise war es moglich, Langen, die einem Vielfachen von sechs
entsprechen, in einer einzigen Ligationsreaktion herzustellen (Abbildungen 47, 48). Nach der
Phosphorylierung und der Ligation wurde ein Teil des Ansatzes auf ein Acrylamidgel (12%)
zur Analyse aufgetragen. Der restliche Ansatz wurde auf einem 2%iges Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und die Banden gewiinschter GroRe (in drei Kategorien:
<100bp bis 200bp >200bp) per Phenolextraktion eluiert. Diese Technik wurde gewahlt, weil
gerade kleinere Produkte (unter 100bp) mit dem sonst verwendeten QlAquick Gel-Extraktion
Kit (aus hochprozentigen Agarosegelen) nicht oder quantitativ nur unzureichend eluiert
werden. Die so eluierten Polymere sollten daraufhin mittels ihrer kompatiblen Uberhinge
direkt in die BstEll-flankierte Dralll Schnittstelle des wie vorher beschrieben hergestellten
Polyglutaminzwischenvektors pAc5.1/V5-HIS-A®"®™ ligiert werden (Abbildung 49). Uber
einen BstEll Verdau der nach einer Transformation erhaltenen Plasmide sollte die
erfolgreiche Insertion Uberprift und die GroRe des Polymers auf einem Acrylamidgel (12%)
charakterisiert werden. Die Homopolymere verschiedener GroRen wurden erfolgreich
generiert. Die Einklonierung in den Akzeptorvektor konnte bis jetzt aber weder in dieser
Arbeit, noch in der Folgearbeit (Gadomski, 2007) durchgefiihrt werden.

Auch dieser Abschnitt der Konstruktion war zundchst anders geplant gewesen. Der
Vollstandigkeit halber wird der urspriinglich gewahlte Weg, wie schon zuvor geschehen, im

Anhang beschrieben.
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Abbildung 47:Polymerligate auf Analysegel. Im Fall von Glutaminpolymeren sind 3pul der Reaktion auf

ein 12% Polyacrylamidgel geladen. Wie man anhand der leiterartigen Struktur sehen kann, sind
verschiedenlange Multimere entstanden.

18mer zur Erstellung von DrallIl kompatiblen Glutaminhomomeren

CAA CAG CAG CAA CAG CAA oligo 459
GTT GTT GTC GTC GTT GTC oligo 787

Abbildung 48: Sequenz eines Glutaminoligos. Die Sequenz kodiert fiir sechs Glutamine und ist mit

ihren Uberhdngen (rot) sowohl mit einem Schwesteroligo als auch mit einer gedffneten Dralll
Schnittstelle kompatibel.

Dralll

Konl —BstEIl—Dr}alll-BstElI—MluI—Agel- -Kpnl - BStEll- Q(X) - BstEll - Miul —Agel—

Verdau + Dephosphorylierung +
Gelreinigung + Ligation mit
phosphoryliertern Oligomultimer
759/787 (polyQtop/polyQbot2)

Die Dralll Site wird dabei zerstort,
BstEll auf beiden Seiten der
pﬂc5.1-|'|i5 Axeoama Insertion regeneriert,

ca. 5400 bp

pAC5.1-His AxsosmaPolyQ(X)
ca.5400 + 3(X) bp
(X) beschreibt die Anzahl der
enthaltenen AS! (nicht
die der Oligos)

pUC ori

pUC ori

Abbildung 49: Einklonieren der Homoglutaminpolymertrakte in den Zwischenvektor. Dieser Schritt
steht noch aus.
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111-C-10 Herstellen von Alanin-Homopolymertrakten verschiedener Lange

Ahnlich wie eben fiir die Herstellung der Glutaminhomopolymere beschrieben, wurde fiir
die Konstruktion der fir Alaninhomopolymere kodierenden Oligos verfahren. Auch hierfir
wurden durch Selbstligation eines Basisoligomers, das fiir je sechs Alanine kodiert, deshalb
18bp grold ist und dessen Sequenz aus einer Abfolge der fiir Alanin kodierenden Tripletts
GCT, GCC, GCA, GCG besteht, verschieden grolRe polymere Fragmente hergestellt,. Nach der
Phosphorylierung und der Ligation wurde der Ansatz auf ein Agarosegel (2%) aufgetragen
und die Banden per Phenolextraktion eluiert (Abbildungen 50, 51). Die Polymere sollten
daraufhin durch ihre kompatiblen Uberhinge direkt in die Dralll Schnittstelle des
Zwischenvektors pAc5.1/V5-A[ENKBNDMX2] ligiert werden. Nach dem Offnen des Vektors
durch Dralll Verdau wurde das Polymer-Oligo in den dephosphorylierten Vektor eingesetzt.
Durch Doppelverdau der praparierten Plasmide nach der Transformation mit den beiden die
Dralll Schnittstelle flankierenden Enzymen Nhel und Mlul konnte der Erfolg auf einem 12%
Polyacrylamidgel Uberprift werden. Es wurden zwei positive Klone gefunden. Nach
Sequenzierung mit dem Primer ,pAcforward” wurde ein inseriertes Monomer (A6)
gefunden, das andere wurde als Trimer (A18) charakterisiert. GroRere Fragmente wurden
jedoch nicht erzeugt.

Wie schon fir die Erzeugung der Glutaminpolymere beschrieben, wurde auch hier zunachst

nach einer anderen Strategie verfahren, die im Anhang erlautert ist.

1kb ladder
MBI

w—a<l=—0 0

500 bp

=

200bp

100bp

Abbildung 50: Im Fall von Alaninpolymeren ist die gesamte Ligationsreaktion auf zwei Spuren verteilt
auf einem 2% Agarosegel zu sehen (wegen Aufreinigung;). Wie man anhand der leiterartigen Struktur
sehen kann, sind verschiedenlange Multimere entstanden.
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18mer zur Erstellung eines direkt Dralll kompatiblen
Polyalaninmultimeres:

GCA GCA GCT GCT GCA GCA oligo 769
CGT CGT CGT CGA CGA CGT oligo 784

Abbildung 51: Sequenz eines Alaninoligos. Die Sequenz kodiert fiir sechs Alanine und ist mit ihren
Uberhingen (rot) sowohl mit einem Schwesteroligo als auch mit einer geéffneten Dralll Schnittstelle
kompatibel.

111-C-11 Zusammenfassung der Ergebnisse:

Es wurde bereits erfolgreich erstellt: der Basisvektor pSK[KNM3xFLAGC13stopX], der dem
Zusammenbau aller hergestellten Teilmodule vor dem endgiltigen Einbau in pUAST und
pAc5.1/V5-HIS-A dient. Desweiteren wurde der Org-1 C-Terminus in pSK[ORG1C] durch
Einflgen der Erkennungssequenzen flir Nhel und Mlul modifiziert und subkloniert.

Der modifizierte Org-1 C-Terminus wurde komplett in den Basisvektor
pSK[KNM3xFLAGC13stopX] eingefligt.

Auch die Deletion des Org-1-eigenen Glutamin-reichen Traktes und die Insertion einer BstEll
Erkennungssequenz in pSK[ORG1CABssHII/NheM3xFLAGC13stopX] wurde bereits erfolgreich
durchgefihrt, wenngleich dieser Vektor nach dem Strategiewechsel nicht mehr von
direktem Nutzen ist und in der Diplomarbeit von C. Gadomski (2007) durch ein anderes
Konstrukt ersetzt wurde.

Durch Selbstligation eines Basisoligomers wurden bereits (A), und (Q), Fragmente erstellt.
Der Zwischenvektor zur Subklonierung und Charakterisierung der (A), Konstrukte,
pAC5.1/V5-HisA[ENKBNDMX2] wurde hergestellt.

Ein (A)s kodierendes Oligo-Monomer und (A):g kodierendes Trimer wurde in pAC5.1/V5-
HisA[ENKBNDMX2] nach Ligation mit dem (A), Selbstligat identifiziert.

Fir die letztlich benutzte Klonierungsstrategie nicht mehr von Bedeutung waren auRerdem
folgende bereits hergestellte und im Anhang beschriebene Vektorkonstrukte: Die (Q),
Akzeptorvektoren PDRIVE[BBstEIIN] und pAC5.1/V5-HisA[ENKBNDMX], sowie der Vektor
pSK[ORG1CABssHII/Nhe—>BstEll=> StulIM3xFLAGC13stopX].

In einer Diplomarbeit (Gadomski, 2007) wurden dann ein pUAST[Orgl-NTCdeltaA],
pUAST[Orgl-NTCdeltaQ], pUAST[Orgl-NTCAMonomer] und pUAST[Orgl-NTCADimer]

Konstrukt hergestellt und im Falle von pUAST[Org1-NTCdeltaA] bereits in Fliegen injiziert.
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Die beiden folgenden Abbildungen 52 und 53 zeigen einen graphischen Uberblick tiber die

oben beschriebene komplexe Strategie zur Herstellung der Org-1 polyAlanin- und

polyGlutaminkonstrukte, wie sie in dieser Arbeit nach Umstellung der urspriinglichen

Planung begonnen und in Gadomski (2007) weitergefiihrt wurde.
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Abbildung 52: Schematische Gesamtibersicht tiber die im Text beschriebenen und noch geplanten
Schritte zur Konstruktion der Homoglutaminpolymere in Org-1. Die schwarzen Ziffern beschreiben
den Weg des eigentlichen Org-1 Konstruktes. Die weillen Ziffern beschreiben die Erstellung der
Polymere in einem geeigneten Zwischenvektor. Im schritt 5 werden diese daraus in den Org-1 C-
Terminus eingefligt. Die Legende zu den Symbolen ist aus Abbildung 53 zu entnehmen.
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Abbildung 53: Schematische Gesamtiibersicht liber die im Text beschriebenen durchgefiihrten und
noch geplanten Schritte der Konstruktion der Homoalaninpolymere in Org-1. Die schwarzen Ziffern
beschreiben den Weg des eigentlichen Org-1 Konstruktes. Die weilen Ziffern beschreiben die
Erstellung der Polymere in einem geeigneten Zwischenvektor. Im schritt 5 werden diese daraus in

den Org-1 C-Terminus eingefiigt.
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IlI-D Arbeiten am DROSDEL Projekt

Der Mechanismus der zur Herstellung dieser Deletionslinien verwendet wurde basiert auf
zwei modifizierten P-Elementen, genannt RS3 und RS5 (Golic and Golic, 1996). Der
Insertionsort der P-Elemente wurde vorher flir unabhangige 3332 Fliegenlinien basengenau
durch inverse PCR bestimmt. AulRerdem wurde sichergestellt, dass es sich jeweils um eine
einmalige Insertion handelt (Ryder et al.,, 2004). Diese Elemente besitzen ein
funktionstlichtiges white-Gen (mini-white) als Marker und jeweils zwei, urspriinglich aus S.
cerevisiae stammende, Flippase-Erkennungssequenz (FRT). Bei beiden P-Elementen liegt
eine FRT im ersten Intron von white. Die zweite findet sich bei RS3 oberhalb und bei RS5
unterhalb der white-Exons. (Abbildung 54). Nach Kreuzen dieser RS-Linien mit einer Flippase-
Linie und anschlieBender Hitzeschockinduktion (45Minuten, 37°C) erfolgt Rekombination
zwischen den beiden FRTs. Daraus entstehen bei den Nachkommen dieser Fliegen P-
Elemente, die nur noch entweder den 3 oder den 5 Abschnitt des white Gens und eine FRT
enthalten. white ist in diesen Tieren inaktiviert. Dieser Kreuzungsschritt, der weiR-augige
Tiere erzeugt, wurde ,flip out” genannt (Abbildung 55). Diese neuen P-Element-Linien, jetzt
RS3r und RS5r (r steht fir ,reduced”) benannt, erzeugen, miteinander gekreuzt und nach
Induktion der Rekombination durch erneuten Hitzeschock in ihren Nachkommen Deletionen
des genomischen Bereichs zwischen den beiden in trans positionierten FRTs. Gleichzeitig
entsteht bei richtiger Orientierung der Elemente im Genom wieder ein funktionsfahiges
white Gen, das als Positivmarker dient. Dieser Schritt, der wieder zu rot-dugigen Tieren flihrt,
wurde als ,Flip in“ bezeichnet (Abbildung 55). Wegen der nun beidseitig vorhandenen
3’Enden kann auBerdem langfristig eine hohe Stabilitdt der Insertion erwartet werden
(Mullins et al., 1989). Das detaillierte Kreuzungsschema fiir den bearbeiteten Genombereich

findet sich in Abbildung 67.
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W+ W+

la il s<—HeE)
RS-Element RS-Element
W_
mﬂ}IIIIIIIIIIIII'-I}II--IIII---
1b RSr-Element - = = - _ W-
RSr-Element
1c
DELETION
W+

Abbildung 54: Nach Ryder et al, 2004. Bild 1a zeigt den Aufbau eines RS3 und RS5 Elementes. Die
beiden schwarzen Pfeile stehen fiir die FRTs. Eine davon liegt jeweils im ersten Intron, so dass das
white Gen unterteilt wird. Eine interne Rekombination nach Aktivierung der Flippase erzeugt die in
1b dargestellten RSr-Elemente. Deren white Gen ist nicht mehr vollstandig und daher nicht
funktionsfahig, daher haben die Rekombinanten weiBe Augen. Liegen diese in trans und werden
wiederum rekombiniert, entsteht die in 1c gezeigte Deletion. Der Bereich zwischen den FRTs wird
dabei eliminiert. Das white Gen wieder vervollstdandigt. So ist eine Selektion der Nachkommen nach
roter Augenfarbe wieder moglich.

flip-out®

1 o yweill,; PRS}) e §yw7OFLp,so; Il,;TM2/TMBC Hitzeschock
2. " yWTOFLP; Il ; P(RSYTMBC < Qyw?OFLF'iSO;IIISO;TMZTMFjC

3. d y W70FLP_; Il_; P{RSr}/TM6C < ? y w70FLP_,; Il .;TM2/TMBC Stamm

einzelnes w~

flip-in*

1. y w{70FLP,ry*}_; Il_; P{RS3r} X y W{7OFLP,ry*}_; Il P{RS5r} Hitzeschock

2. " yw{TOFLP,iy*); Il ; P{RS3/P{RSST X ? yw'™ 1l TM2/TM6C

iso? iso?

3. O” w1118 ; Il_; P{RS5+3)/TM6C X ?yw‘1‘s,so; Il,;TM2/TM6C Stamm

einzelnes w*

Abbildung 55: detailliertes Kreuzungsschema fiir ,flip out” und ,Flip in“ Experimente auf Chromosom
3R. Jeder Teil besteht aus drei Kreuzungen. Nach je der ersten Kreuzung wird der Hitzeschock fir
45Minuten bei 37°C gegeben, um die Flippaseaktivitdt zu induzieren. Die Nachkommen der zweiten
Kreuzung werden dann nach ihrem Marker selektiert und einzelne Individuen wiederum mit
Balancern gekreuzt, um einen stabilen Stamm zu etablieren.
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Fir den ,flip out” wurden zwei bis vier Kreuzungen pro Linie nach dem Hitzeschock
angesetzt, da eine Rekombinationseffizienz von ca. 98% vorhergesagt war (Ryder et al.,
2004), und letztlich eine rekombinante Linie als Stamm etabliert und weiterverwendet.
Dieser Schritt verlief fiir alle Linien erfolgreich.

Jeweils eine der, wie oben beschrieben, konstruierten RS3r Linien wurde nun im zweiten
Schritt, dem ,Flip in“ mit einer ebenso erzeugten RS5r Linie gekreuzt. Dafiir wurden
zwischen 20 und 40 Einzelkreuzungen nach dem Hitzeschock angesetzt. Je nach Haufigkeit
des Rekombinationsereignisses wurden bis zu fiinf unabhangige Positive behalten. Eine
dieser Linien wurde letztlich in Cambridge molekular analysiert und offiziell als
Defizienzenstamm etabliert, der Rest verworfen.

Um mit den vorhandenen P-Elementlinien moglichst den ganzen Bereich zwischen den
zytologischen Positionen 89 und 100E mit neuen Deletionen abzudecken, wurden die in
Tabellel dargestellten Kombinationen zum ,Flip in“ gewahlt. Eine graphische Darstellung
aller durchgefiihrten Kreuzungen im bearbeiteten Bereich des rechten Arms des Il
Chromosoms und deren Ergebnis findet sich in Abbildung 56. Von einigen genomischen
Bereichen war durch frihere Arbeiten, beispielsweise der BDSC-Sammlung, bekannt, dass
sich dort wegen Haploinsuffizienz keine lebensfiahigen Deletionslinien erzeugen lassen. Es
wurde versucht, soweit RS-Linien in den entsprechenden Bereichen vorhanden waren, diese
bisher bekannten Liicken in der Verfligbarkeit von Deletionslinien zu schlieBen oder
zumindest zu verkleinern.

Eine tabellarische Auswertung Uber den Produktionserfolg der Deletionslinien, der Anzahl
der gesichteten Tiere und der Effizienz, mit der Rekombinanten erhalten wurden, ist in
Tabelle 2 zu sehen. Eine statistische Gesamtauswertung ist aufgrund der geringen Anzahl an
Ereignissen auf dem in dieser Arbeit begrenzten Abschnitt 89-100E des rechten Arms des
dritten Chromosoms nicht sinnvoll. Im Rahmen des Gesamtprojektes erfolgte aber eine

solche Auswertung (Ryder et al., 2007).
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Abbildung 56: Ubersicht tiber die Lage und den Erfolg der Deletionen auf 3R 89-100E. Die Farbe der
Balken, zeigt das Ergebnis der Kreuzungen an. Ein griner Balken demonstriert den
Rekombinationserfolg einer Defizienz. Steht ein schwarzer Balken, so war die Rekombination nicht
erfolgreich, oder es konnte kein lebensfahiger Stamm etabliert werden. Ein roter Balken steht fir
genomische Bereiche mit vorhergesagter Haploinsuffizienz. Eine Kreuzung wurde hier nicht
durchgefiihrt, wohl aber der Bereich durch benachbarte Uberlappungen versucht zu reduzieren. Eine
griine Schrift steht fir den erfolgreich etablierten Stamm, eine rote Schrift fiir den Misserfolg. Die
Buchstaben vor dem offiziellen Namen bedeuten den Laborcode der Kreuzungsreihe. Das
Weibchensymbol hinter einem Namen zeigt, dass dieses Kreuzungsexperiment nur weibliche
Rekombinante hervorgebracht hat.
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ERGEBNISSE

Defizienz Name Deletion Balancierter Stamm Gesamtzahl der Glaser mit Gesamtzahl der Fliegen Anzahl der Fliegen mit roten
(Df(3R)EDxxxx) funktioniert verfiigbar Glaser rotaugigen Fliegen Augen
5780 Y Y 23 4 3450 5
5784 N N 18 3600
5794 Y Y 40 3 6000 3
5807 Y Y 35 6 8750 9
5815 Y Y 40 5 8000 9
5819 Y N 14 1 2100 1
5841 N N 21 0 5250 0
5844 Y N 40 4 8000 4
5911 Y Y 20 13 <3000 22
5938 Y Y 40 6 <6000 8
5942 Y Y 20 7 <3000 8
6025 Y Y 40 3 8000 7
6030 N N 20 0 4000 0
6047 Y N 35 1 7000 1
6058 Y Y 36 2 7200 2
6076 Y Y 20 15 <3000 31
6085 Y Y 40 6 <6000 9
6093 Y Y 40 3 6000 6
6096 Y Y 40 1 6000 3
6103 Y Y 40 3 <6000 16
6123 N N 40 0 6000 0
6187 Y Y 40 10 <6000 27
6220 Y Y 39 4 7800 12
6231 N N 18 6 4500 6
6232 Y Y 31 4 4650 9
6235 Y Y 32 15 6400 32
6237 Y Y 15 2 2250 3
6242 Y Y 19 2 2850 5
6255 Y Y 37 7 7400 11
6265 Y Y 40 6 8000 7
6290 N N 40 0 6000 0




ERGEBNISSE

6302 Y N 38 2 7600 2
6310 Y Y 40 7 <6000 15
6316 Y Y 36 15 7200 31
6332 Y Y 15 13 3750 105
6346 Y Y 20 9 5000 18
6361 Y Y 36 1 9000 1
6362 Y Y 25 1 6250 1

Tabelle 2: Durchgefiihrte Defizienzen und deren Parameter. Die erste Spalte gibt den Namen der Defizienz anhand der ED-Nummer wieder, in der zweiten
Spalte findet sich der Erfolg der Konstruktion. Die dritte Spalte gibt Auskunft dariiber, ob die Defizienz als balancierter Stamm verfligbar ist (oder verworfen
werden musste). Der nachste Abschnitt der Tabelle befasst sich mit der Anzahl der Glaser, die pro Defizienz angesetzt wurden und der Anzahl derer, die
Positive hervorbrachten. Der letzte Abschnitt letztlich zeigt die (teilweise geschatzte) Anzahl der Individuen, die untersucht wurden, sowie die Anzahl der
positiven Individuen.




DISKUSSION

IV. DISKUSSION

IV-A-1 Untersuchungen zur Regulation von omb:

IV-A-1.1 Das Omb URR Deletion Projekt

Die omb upstream regulatory region wurde erfolgreich deletiert. Eine Linie, A2, wurde
molekular genau charakterisiert und der Verlust der URR so nachgewiesen. Alle weiteren
entwicklungsbiologischen Untersuchungen wurden von Dr. J. Shen im Labor vorgenommen.
Dabei zeigte sich das unerwartete Ergebnis, dass die durch den Verlust eines in der URR
enthaltenen Flligelenhancers ausgeloste gleichmalige Absenkung der Omb Konzentration in
der pouch-Region der Fligelimaginalscheibe (die in weiblichen Larven starker ausfallt als in
mannlichen) zum Auftreten einer apikalen Einfaltung im Epithel entlang der anterior-
posterioren Kompartimentgrenze fiihrt. Wahrend der Metamophose reil3t der Fliigel entlang
dieser Linie (Shen et al., 2008). Das Ergebnis zeigt, dass bei essentiellen und pleiotropen
Entwicklungsgenen wie omb, die Analyse regulatorischer Mutanten wesentlich ergiebiger ist
als die Analyse des Nullphdnotyps, wo der gravierendste Entwicklungsdefekt alle spater

auftretenden unabhangigen Defekte liberdeckt.

IV-A-1.2 Enhancer-reporter Konstrukte

Alle genomischen Fragmente, die die in der von Sivasankaran et al (Sivasankaran et al., 2000)
durchgefiihrten Analyse noch bestehenden Liicken schlieBen sollten, konnten erfolgreich
amplifiziert werden. Teilweise konnten sie zur weiteren Amplifikation in pDrive PCR-Cloning
Vektor zwischenkloniert werden. Die Umklonierung in den Enhancer-reporter Vektor pCPLZ
und die A/T Klonierung von pomb27A und pomb27B scheiterte jedoch wiederholt.

Die im zweiten Teil dieses Experimentes begonnene Analyse durch X-Gal Farbung von
Imaginalscheiben der von |. Duncan gesandten bereits vorhandenen Enhancer-reporter
Linien wurde im Rahmen einer Bachelorarbeit (Abassi, 2007) fortgefiihrt. Dort konnte
gezeigt werden, dass bei sieben von zehn untersuchten pomb Fragmentlinien Expression in
mindestens einer Scheibenart zu sehen ist. Insbesondere gilt, dass stets verschiedene und
raumlich weit getrennte Enhancer zum Gesamtmuster in einer Imaginalscheibe beitragen, d.

h. dieses nicht ,,in einem Guss” entsteht.
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IV-A-1.3 Charakterisierung einer vollstdndigen Omb Nullmutante nach Mobilisierung von

omb|[P6]

Gegenstand dieses Projektes war die Suche nach einer vollstandigen Omb Protein-

Nullmutante. Alle existierenden Nullmutanten konnen, zumindest theoretisch, noch
mutante Formen von Omb synthetisieren, die mit einem polyklonalen Antikdrper
nachweisbar waren. Um eine vollstandige Nullmutante zu erhalten, sollte versucht werden
durch Mobilisation der P-Element-Insertion P[6] eine groRere Defizienz im Bereich des
Insertionsortes zu erhalten. P[6] liegt in der Nahe des alternativen omb Promoters P2, sowie
in der Nahe des beiden Transkripten gemeinsamen Exons 2. Da der Translationsstartpunkt in
Exon 2 liegt, wiirde eine Defizienz, die in Exon 2 hineinreichte, mit groRer Wahrscheinlichkeit
kein nachweisbares Omb Protein mehr bilden.

Omb[P6] wurde mittels jump starter mobilisiert. Diese Kreuzung wurde von G. Pflugfelder
durchgefiihrt und die Charakterisierung in einer friheren Arbeit (Dorner, 2003) begonnen.
Damals konnten aber nicht alle Ergebnisse zweifelsfrei erzielt werden, weswegen sie in
dieser Arbeit reproduziert und erweitert wurden. Vier Linien, 783, 784, 785 und 786 sind so
in die nahere Auswahl geriickt, wenngleich sie noch nicht abschliefend eindeutig als Protein-
Nullmutante charakterisiert werden konnten. Um festzustellen, ob der alternative
Transkriptionsstart tatsachlich eliminiert wurde, kénnte kiinftig eine weitere PCR-Reaktion
direkt Gber Exon 1b ausgefiihrt werden. Erhadlt man ein Fragment von wildtypischer Grof3e,
ist der alternative Transkriptionsstart wohl immer noch vorhanden. Erhdlt man kein Produkt,
sollte er eliminiert sein. Da auch in diesem Experiment wieder mit negativen Evidenzen
gearbeitet wiirde, ist eine Arbeit mit DNA aus Balancer-freien einzelnen Larven und eine WT-

Kontrolle unumganglich.

IV-A-1.4 Charakterisierung der Insertion Qd[For]

In diesem Teilprojekt sollte ein ebenfalls in die omb Region inseriertes hochmobiles Element
charakterisiert werden. Das Projekt wurde bereits in friiheren Arbeiten begonnen
((Bonengel, 1999), (Dorner, 2003)). Dabei konnte die Insertionsregion molekular eingegrenzt
werden. Die jetzt durch Sequenzierung von iPCR Produkten erhaltenen Informationen lassen
auf ein Foldback (FB) Element schlieBen, das im weiteren Verlauf dieser Arbeit weiter
charakterisiert werden sollte. Quadroon Expression flihrt zur erweiterten Pigmentation der

Tergiten und zu einer Veranderung des Zellschicksals von Sehzellen am dorsalen Augenrand
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(Tomlinson, 2003). Um zu verstehen, wie Qd[For] die Expression von omb in bestimmten
Geweben verstarken kann, sollte das auf mindestens 20 kb geschatzte Element weiter
molekular analysiert werden. Da die bisher dazu erfolgreich verwendete Technik der
inversen PCR wegen der hohen Repetivitat der Foldback-Sequenz nicht weiter benutzt
werden konnte und eine von Myrick et al.(2002) entwickelte Technik zur Amplifikation
grolRer genomischer DNA Fragmente, UFW genannt (Myrick and Gelbart, 2002), nicht
etabliert werden konnte, wurde begonnen eine Phagenbank aller genomischen Fragmente,
die Qd[FOR] DNA enthalten zu generieren. Uber eine Southern Blot Hybridisierung eines
genomischen Verdaus mit verschiedenen Restriktionsenzymen durch eine geeignete Sonde
wurden die in der Mutante veranderten Fragmente identifiziert. Die effektive und mdglichst
verlustfreie Gel-Reinigung der sehr groRBen DNA-Stiicke bereitete allerdings erhebliche
Probleme, weswegen das Projekt auch aus Mangel an Fliegenmaterial in der erforderlichen
GroRRenordnung an dieser Stelle nicht mehr fortgeflihrt wurde. Wenngleich in dieser Arbeit
der basengenaue Insertionsort und das Element identifiziert wurden und es an beiden Enden
ansequenziert wurde, ist das FB-Element immer noch nicht in seiner gesamten GroRe
charakterisiert. Ein neuer Ansatz mit einer groBeren Ausgangsmenge an Qd[FOR]-DNA oder
vielleicht bessere Reinigungsmethoden fiir groBe DNA Fragmente aus Agarosegelen kénnten
kiinftig zu einem besseren Ergebnis flihren. Mit den bisher erzielten geringen Mengen an

aufgereinigten Qd[For] Fragmenten ist eine Klonierung in geeignete Phagen schwierig.

IV-A-1.5 Genaue Kartierung von In(1)ombH31

Ziel dieses Projektes war die molekularbiologisch genaue Lokalisation des historisch zuerst
entdeckten omb Allels In(1)ombH31. Bislang waren nur die durch zytologische Position der
Bruchpunkte bekannt (Pflugfelder et al.,, 1990) und eine grobe molekulare Kartierung
vorgenommen worden (Poeck, 1992). Der dadurch grob bekannte Insertionsort konnte in
dieser Arbeit durch PCR-basierte Experimente wesentlich genauer bestimmt werden,
wenngleich der basengenaue distale Bruchpunkt der Inversion nach wie vor nicht bekannt

ist, da die iPCR Experimente trotz mehrfacher Wiederholung versagten.
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IV-A-1.6 omb-WRE

Wie in der Einleitung besprochen, enthalt das 164 bp grosse omb Wingless response element
(WRE) Bindungsstellen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren, die fiir das verdnderte
Expressionsmuster des WRE nach Mutation einer TCF-Bindungsstelle verantwortlich sein
konnten. Hierzu gehoren Sd, TCF selbst, das eine weitere potentielle Bindungsstelle im
Fragment hat, sowie T-box Proteine. Bei den letzteren ware Dorsocross (Doc) ein
interessanter Kandidat, da es in der Fliigelimaginalscheibe in einem ahnlichen Muster wie
WREmut exprimiert wird (Reim et al., 2003). Durch site-directed mutagenesis wurde hier
begonnen, die potentiellen Bindestellen zu mutieren. Die Auswirkung dieser zusatzlichen
Mutationen auf das WRE Aktivitatsmuster kann erst nach Etablierung transgener Fliegen
beurteilt werden. Die erste dieser Mutationen potentieller Bindestellen in TCF wurde in
dieser Arbeit erfolgreich hergestellt. Eine weitere wurde unternommen, fihrte aber nicht
zum Erfolg. In diesem Fall war eine Detektion der mutanten Plasmide ({ber
Restriktionsverdau nicht moglich. Zufallig ausgewdhlte und zum Sequenzieren gesandte
Plasmide zeigten die gewiinschte Mutation nicht. Dies lasst darauf schlielen, dass das als
PCR Template dienende Ausgangsmaterial nicht vollstéandig durch Dpnl verdaut worden war,

so dass nicht-mutante Klone ebenfalls in groRerer Anzahl entstehen konnten.

IV-A-2 Erzeugung verschiedener Mutationen in der Omb T-Domdne

Ziel dieses Teils der Arbeit war die Erstellung verschiedener Mutationen im Omb Protein, um

deren Auswirkung auf DNA-Bindung in vitro und Funktion in vivo beurteilen zu kénnen.

Omb[K431E], Omb[K431R] und Omb[K431G] wurden erfolgreich erstellt. In C. elegans war
beobachtet worden, dass Mutanten, mit einem Austausch einer in TBX2 konservierten
Aminosaure Lysin gegen Arginin in einer Linie bzw. gegen Glutaminsdure in einer zweiten
Linie, einen Defekt in der olfaktorischen Adaption aufweisen (Miyahara et al., 2004). Auch im
Drosophila Homolog Omb ist dieses Lysin an Position 431 konserviert. Der gezielte Austausch
dieser Aminosaure gegen die beiden in C. elegans gefundenen Aminosduren sowie gegen
Glycin stellt das Ausgangsmaterial fiir eine Reihe weiterflihrender Experimente zur
Verfligung. Der dritte Austausch von Lysin mit Glycin, soll Erkenntnis darliber bringen, ob
jegliche Substitution von K431 zu den beschriebenen Defekten fihrt, oder ob die Natur der
substituierten Aminosaure dafiir bestimmend ist. Glycin wurde ausgesucht, da es die

kleinste und biochemisch einfachste Aminosdaure darstellt. Um die DNA-Bindung der
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mutierten Proteine in vitro untersuchen zu kénnen, wurde die Mutagenese in pBAT7071
durchgefiihrt, einem Vektorkonstrukt, welches die Omb T-Domane enthdlt und in der
Vergangenheit erfolgreich  flir Expressionsexperimente eingesetzt wurde. Fir
Untersuchungen in vivo missen die mutierten T-Domdnen in den Kontext des
Gesamtproteins eingefligt werden. Hierzu wurde von M. Porsch ein Modulsystem
entwickelt, das einen leichten Austausch von Omb-Domanen ermoglicht (Porsch et al.,
2005). Bei Expression der mutanten Proteine durch das Gal4/UAS System (Brand and
Perrimon, 1993) sind gain-of-function Analysen in vivo moglich. Wesentlich schwieriger wird
sich die Untersuchung der Frage gestalten, ob die Mutationen einen Einfluss auf das
olfaktorische System der Fliege haben. Hierzu muss ein gene replacement (knock-in)
Experiment durchgefiihrt werden, dessen Machbarkeit in Drosophila erst in jlingster Zeit
nachgewiesen wurde (Venken and Bellen, 2007). Die Vorbereitungen fir die in vivo
Experimente konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.

Die nachste erfolgreich eingefiihrte Mutation Omb[H454Y] steht im Zusammenhang mit der
Untersuchung eines potentiellen ATCUN Bindemotives in Drosophila Omb. Fir dieses
Strukturmotiv konnte gezeigt werden, dass es fir die Bindung von Cu(ll) und Ni(ll) lonen
verantwortlich ist. Dieses Motiv wurde auch in der Struktur des zu Omb orthologen
humanen TBX3 Proteins gefunden (Sankararamakrishnan et al., 2005). Die Thx Gene
kodieren fiir eine relativ groRe Familie von Transkriptionsfaktoren (17 Mitglieder in Sdugern,
8 in Drosophila). In der Entwicklung dieser Genfamilie Bei der ersten Duplikation des Ur-Thx
Gens entstanden zwei Gene (Brachyury/Tbrain und Tbx1/2/6) die als Vorlaufer fir alle
Unterfamilien dienten. Alle Nachkommen dieser beiden Vorldufer unterscheiden sich
innerhalb der DNA-Bindungsdomane in einem speziellen 3D-Strukturmotiv, der ATCUN
Domaéne (amino terminal Cu(ll) and Ni(ll)-binding). Dieses Motiv, repradsentiert durch die
Sequenz SMH, findet sich in allen Mitgliedern der Tbx1/2/6 Unterfamilien, wahrend
Brachyury/Tbrain-Gene die Sequenz SLH tragen. Die funktionelle Bedeutung dieser stark
konservierten Signatur bezlglich Metall- und DNA-Bindung und Dimerisierung soll
untersucht werden. Auch hier wurde die Mutation erfolgreich im pBAT7071 Konstrukt
erzeugt. Eine Umklonierung in einen Injektionsvektor zusammen mit den restlichen
Domadnen steht noch aus.

Zuletzt wurde in Omb[A508V] noch die T-Doméane von Omb an Position 508 von Alanin zu

Valin gedndert. Diese Mutation fand sich in einem EMS-induzierten letalen omb Allel (Sen,
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2006). Durch band shift assays (durchgefiihrt von A. Sen) wurde gezeigt, dass A508V zum
Verlust der DNA Bindungsfahigkeit der T-Domane fiihrt

In dieser Arbeit wurden eine Reihe von Mutationskonstrukten erstellt, von diesen bereits
eines erfolgreich verwendet werden konnte. Diejenigen Konstrukte, die der Erzeugung
transgener Fliegen dienen, miissen noch mit den andern Domanen zusammengesetzt
werden, damit in transgenen Fliegen, die Bedeutung der Mutationen im Kontext des

gesamten Proteins untersucht werden kann.

IV-B Erstellen von Dpp-GFP-Fusionskonstrukten

Ziel dieses Projektes war die Generierung dreier Dpp-GFP-Fusionskonstrukte. Bereits in der
Vergangenheit wurden von M. Roth Dpp-Konstrukte erstellt, die im N-Terminus des reifen
Proteins eine unterschiedliche Anzahl an geladenen Aminosduren tragen (Roth, 2003). In der
Duplikationsvariante wurde das wildtypische Cluster positiv geladener Aminosduren
verdoppelt. In dem Deletionskonstrukte wurde es komplett deletiert. Um das modifizierte
Protein spater identifizieren zu kénnen, wurde in der Arbeit von M. Roth allen Konstrukten
ein myc-tag hinzugefiigt. Die so erstellten drei Dpp-Konstrukte (Duplikation, Deletion und
Kontrolle mit myc-tag) wurden bereits damals sowohl in einen fiir die Zellkultur geeigneten
Vektor, als auch in einen zur Drosophila-Injektion geeigneten Vektor kloniert. Die Ergebnisse
dieser Experimente lieBen auf eine Interaktion der geladenen Region von Dpp mit der
Extrazelluldren Matrix (ECM) schlieRen. Darauf basierend wurden Theorien des
extrazelluldren Transportmechanismus fiir den Langstreckentransport des Morphogens Dpp
aufgestellt. In vivo Experimente waren mit diesen Konstrukten nicht méglich, da sich der
myc-tag nur auf Western Blots nicht aber immunohistochemisch nachweisen lieR. Dieses
Problem sollte mit den in dieser Arbeit konstruierten Dpp-GFP-Fusionskonstrukten
umgangen werden. Friihere Versuche in anderen Labors hatten bereits gezeigt, dass GFP an
den C-Terminus von Dpp angehdngt, nicht zu einem funktionstiichtigen Protein fiihrt
(Teleman and Cohen, 2000). Da die Prodomadne vom letztlich aktiven Liganden abgeschnitten
wird, kann GFP auch nicht am N-Terminus eingebaut werden. Dagegen fiihrte der Einbau der
GFP-kodierenden Sequenz nahe der Spaltungsstelle von Ligand und Prodoméane zu
funktionellen Fusionsproteinen. Nach einigen technisch erzwungenen Anderungen der
urspriinglich geplanten Klonierungsstrategie, konnten in allen drei Fillen die Varianten in

pAc5.1/V5-His-A (fur die Expression in Zellkultur), als auch in pUAST (zur Herstellung
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transgener Fliegen) kloniert werden. Die Zellkulturkonstrukte wurden an M. Roth zur
Durchfiihrung der entsprechenden Experimente versandt. Die Injektion der Dpp-GFP-
Fusionskonstrukte in Drosophila Embryonen wurde in dieser Arbeit begonnen. Da die
laboreigene Apparatur aber nicht problemlos funktionierte, wurden nach langen
Fehlversuchen die drei Konstrukte von einem kommerziellen Anbieter (Rainbow Transgenic
Flies, USA) injiziert. In einigen Linien wurde von Dr. Jie Shen die Expression eines GFP
Fusionsproteins nachgewiesen. Fir die Untersuchungen des Ausbreitunsverhaltens der Dpp-
Varianten ist wichtig, dass alle drei Konstrukte mit gleicher Starke exprimiert werden. Daher
soll zundchst die Expressionsstarke in allen Linien durch Western Blot Analyse verglichen
werden. Sobald diese abgeschlossen ist, kann mit der in vivo Analyse der veranderten Dpp-

Varianten begonnen werden.

IV-C Polyglutamin und Polyalanin Expansionen in Org-1

Es konnten in dieser Arbeit viele Zwischenkonstrukte zum Erstellen der verschiedenen polyQ
und polyA Org-1 Konstrukte erstellt werden. Einige werden nach Strategiewechsel nicht
mehr benotigt, mit anderen wurde von C. Gadomski in seiner Diplomarbeit weitergearbeitet
(Gadomski, 2007). Die Abbildungen 57 und 58 zim Ergebnisteil zeigen die weitere Strategie.
Zunachst sollte der neue (Q), Akzeptorvektor pAC5.1/V5-HisA[KBDBM] durch Einklonieren
von Oligo 788/789 hergestellt werden. Nach Aufreinigung des (Q), Selbstligates tiber ein Gel
sollten drei GrofRenfraktionen eluiert werden und in den mit Dralll gedffneten Vektor
pAC5.1/V5-HisA[KBDBM] ligiert werden. Uber BstEll Verdau ist eine Analyse des Resultats
auf einem hochprozentigen Gel moglich. Sequenzierung mittels Primer 486 (pAc forward)
kann letztlich genauen Aufschluss Uber die erhaltenen Klone geben. Der gleiche Prozess
muss fur (A)n durchgefihrt werden, da noch nicht alle gewiinschten Konstrukte erstellt
werden konnten. Die Alanin-reiche Region aus Org-1 muss in
pSK[ORG1CKNheM3xFLAGC13stopX] noch durch Nhe-Mlu Verdau deletiert werden.

Das Umklonieren der (A), und (Q), Homomere aus ihren Akzeptorvektoren in
pSK[ORG1CABssHII/Nhe—>BstEIIM3xFLAGC13stopX] und
pSK[ORG1CANhe/MIlu->DralllM3xFLAGC13stopX] (Abbildungen 57, 58) steht noch aus,
ebenso wie das Umklonieren der fertigen C-Termini Konstrukte aus pSK-Basisvektor ber
Kpnl und Xbal in pAC5.1/V5-HIS-A und UAST[ORG1-NT] (Porsch, 2002), der die N und T

Domane, die fir das funktionstiichtige Org-1 Protein nétig sind, schon beinhaltet
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In einer Diplomarbeit (Gadomski, 2007) wurden nach diesem Plan inzwischen bereits ein
pUAST[Orgl1-NTCdeltaA], pUAST[Orgl-NTCdeltaQ], pUAST[Orgl-NTCAMonomer] und
pUAST[Orgl-NTCADimer] Konstrukt erstellt und im Falle von pUAST[Orgl1-NTCdeltaA] bereits

in Fliegen injiziert.

Nhel Miul Nhel Miul
|

-EcoRI-Notl-Kpni-BstEll-Nhel- A(X) - Mlul-Xbal -Agel- | 6x HIS ‘

deltaA Trakt ORG1 C-Terminu: T3 promoter Mi3reverse
M13(-20) T7promoter
—= —  Kpnl-  Q-Trakt N%\-Dvaﬂ- ul- 3xFLAG - 13 - @ Xbal - Mot - Eagl - BstXI - Sacll- Sacl - ——  ——

oidwy

PACS5.1-His AcnkanomxPolyA(X)
ca.5400+3(X) bp

(X) beschreibt die Anzahl der
enthaltenen AS! (nicht

die der Oligos)

PSKORGICANhe/MIu=>Dralll
3xFLAGC135topK

ca. 3800 bp

Kpnl Xbal

T3 promater  M13reverse

HomopalyA Trakt im ORG1 C-Terminus
al - Not - Eagl - BstX! - Sacll- Sacl - ——  ——

M13:20) Trpromoter
—= — Kpnl-  QTake Nhel- PA-Miul- 3xFLAG - C13 - X

Doppelverdau mit Kpal/Xbal Doppelverdan mit Kpnl/Xbal

PACS. Toremie 4———— —_— pUASTORGINT AC

PSKORG1CANhe/MIu-3 A(X}
3XFLAGCT35topX
ca. 3800 +3(X) bp

Abbildung 57: Finale Konstruktion der Alanin Homopolymerkonstrukte und
Umbklonierungsstrategie in die Zielvektoren pAc5.1[ORGINTAC] und pUAST[ORGINTAC].
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BstEll BstEll BstEll

deltaQ(Trakt ORG1 C-Terminus T3 promoter M13reverse

M13(-20) T7promoter ;
-Kpnl - BstEll- QIX) - BSEI - Miul -Agel- | 6x HIS — KpnerssHHrEstE\l Nhel Miul - 3xFLAG - €13 @ Xbal - Notl - Eagl - Bt - Sacll- Sacl - =——  ———

PpSKORG1CABsHIINhe> BtETl
M3xFLAGC13StopX

<a.3800 bp

PACS5.1-His AxeoemaPolyQ(X)
ca.5400 + 3(X) bp
eschreibt die Anzahl der

Kpnl

Homo{n- Trakt in ORG 1 C-Terminus
MI13(-20) T7promoter
—# — Kpnl-BssHIl - BstEll- pQ - BstEll Nhel Miul - 3xFLAG - €13 - - Xbl - Notl - Eagl - BstX| - Sacll- Sacl - ——  —
1

T3 promoter M13reverse

Doppelverdau mit Kpnl/Xbal

pAC51 ORGINTAC —~—————————————

Doppelverdau mit Kpnl/Xbal
————— pUASToremmac

PSKORGICABsshIl/Nhe->Q(X)
3xFLAGC135topX

ca.3800 +3(X) bp

Abbildung 58: Finale Konstruktion der Glutamin Homopolymerkonstrukte und
Umbklonierungsstrategie in die Zielvektoren pAc5.1[ORGINTAC] und pUAST[ORGINTAC].

IV-D Mitarbeit am DROSDEL Projekt

Wie in Abbildung 50 zu sehen ist, konnten die meisten, aber nicht alle gewiinschten

Deletionen erzeugt werden. Es gelang aber dennoch den grofRten Teil des genomischen
Bereichs mit meist einander (berlappenden Deletion abzudecken. Probleme traten
hauptsachlich in den bereits als haploinsuffizient vermuteten Bereichen auf. Ein Beispiel
dafiir ist Df(3R)ED6030, wie in Abbildung 50 zu erkennen ist. Auch am distalen Ende,
zwischen den Defizienzen Df(3R)ED6316 und Df(3R)ED6362 blieben ebenfalls einige Liicken,
da an diesen Positionen nur wenige RS-Ausgangslinien verfligbar waren. Allerdings war es
durchaus moglich neue Defizienzen in rot markierten Bereichen zu erzeugen. Dies gelang
entweder in Randbereichen durch Erweiterung der Nachbardeletion (Df(3R)6058) oder auch
durch kleine Deletionen im Inneren, wie Df(3R)ED6332 zeigt. Die beiden relativ groRen
Deletionen  Df(3R)ED6302 und Df(3R)ED6290 konnten unter Umstdnden bei einer
Wiederholung der Experimente in gréBerem MaRstab noch isoliert werden, da die

Rekombinationsrate auch von der GroRe der Deletion abhangig ist. Die Gesamtstatistik des
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DROSDEL Projektes zeigt, dass der Deletionserfolg selbst nur wenig von der GréRe abhangt,
wohl aber die dazu notwendige Anzahl an zu untersuchenden Tieren (Ryder et al., 2007). In
einigen Fillen, die in der Ubersicht entsprechend gekennzeichnet sind, wurden nur weibliche
Rekombinanten gefunden. Da diese kreuzungsbedingt noch das Flippase Gen enthielten,
musste in diesen Fallen eine weitere Kreuzung durchgefiihrt werden (Abbildung 59), um
dauerhaft stabile Stamme zu erhalten. Die Richtigkeit der Deletionen wurde in einer
mehrstufigen molekulare Analyse durch die englischen Mitglieder des Konsortiums bestatigt

(Ryder et al., 2007).

1.y w 70FLP/w; II; P(RS5+3)/TM X w/Y: Il; TM/TM

——-  W/Y; II; P(RS5+3)/TM oder y w 70FLP/Y; II; P(RS5+3)/TM

2. w/w; 1I; TM/TM X w/Y; Il; P(RS5+3)/TM oder y w 70FLP/Y; Il; P(RS5+3)/TM
(5 parallele Einzelpaarkreuzungen)

3. w/w oder y w 70FLP; II; TM/TM X w/Y; Il; UAS>w+>lacZ Hitzeschock

Abbildung 59: Kreuzungsschema zur Elimination des flippase Chromosoms aus weiblichen
flip-in Linien.
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Die Prasenz der Flippase-Insertion lasst sich bei den mannlichen Nachkommen der Kreuzung
1 wegen der rosy+-Markierung von 70FLP nicht direkt (liber die Augenfarbe ) nachweisen. In
Kreuzung 2 werden ausgehend von 5 einzelnen Mannchen parallele Sublinien etabliert. In
Kreuzung 3 wurden 10 weibliche TM/TM-Nachkommen auf Flippase-Aktivitidt getestet (in
einem Glas). Das hierzu verwendete UAS>w+>lacZ Konstrukt exprimiert w+ unter der
Kontrolle des mini-white Promoters. In y w FLP; Il; UAS>w+>lacZ Nachkommen &duRert sich
flippase Aktivitat am Auftreten von Fliegen mit weien Augenflecken.

In einigen Fallen wurden falsche Positive berichtet, ein Phdnomen, das in dem von uns
bearbeiten Bereich (3R) aber nicht auftrat.

Die erzeugten RSr-Linien sind auerdem in der Lage neben Deletionen auch andere Genom-
Mutationen durch Inversion oder Duplikation zu erzeugen (Ryder et al., 2007), was sie (iber
die Deletionserzeugung hinaus zu einem nitzlichen Werkzeug macht. Durch geeignete

Duplikationen kann es moglich sein, haploinsuffiziente Deletionen als Stamm zu etablieren
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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die rdumliche und zeitliche Organisation von Genexpression ist fiir die Entwicklung und das
Funktionieren eines jeden Lebewesens von immenser Bedeutung. Dazu laufen eine Vielzahl
von Regulationsprozessen auf unterschiedlichen Ebenen ab. In dieser Arbeit wurden im
ersten Teil Untersuchungen zur Genregulation des Drosophila melanogaster optomotor-
blind Genes und zur Funktion des Omb Proteins durchgefiihrt. Eine Mutante, der ein groRer
Teil der upstream regulatory region fehlt wurde erzeugt, aus einer Vielzahl von Linien isoliert
und molekular charakterisiert. Die Auswirkungen dieser Deletion werden in Shen et al.
(2008) beschrieben. Plasmide zur Erzeugung transgener Fliegen, mit deren Hilfe eine bereits
von Sivasankaran et al. (2000) durchgefiihrte Enhancer-reporter-Analyse vervollstandigt
werden sollte, wurden hergestellt. Die historisch zuerst entdeckte Inversion In(1)ombH31
wurde molekular kartiert. Eine Reihe von Konstrukten mit Punktmutationen in der Omb T-
Domane wurden generiert, die Uber deren Funktion hinsichtlich DNA-Protein Interaktion,
olfaktorischer Adaption und einer potentiellen Metallionenbindefdhigkeit hin Aufschluss
geben sollen. Des Weiteren wurde eine Reihe von P-Element-Deletionslinien auf den Verlust
eines alternativen omb Transkriptionsstartpunktes hin untersucht, mit dem Ziel eine
vollstandige Protein-Nullmutante zur Verfligung zu haben.

Der zweite Abschnitt dieser Arbeit befasste sich mit der Erzeugung von Dpp-GFP-
Fusionskonstrukten, mit deren Hilfe weitere Erkenntnisse Uber den Dpp-
Langstreckentransport erhofft werden. Es wurde auBerdem damit begonnen eine Reihe von
Org-1 Varianten mit polyAlanin und polyGlutamin Expansion unterschiedlicher Lange
herzustellen. Durch diese soll Aufschluss dariiber gewonnen werden, ob
Glutaminexpansionen, wie in der Literatur vorgeschlagen, aktivierend und
Alaninexpansionen in Transkriptionsfaktoren vielleicht reprimierend auf Genaktivitat wirken.
Org-1 ist ein T-Box Transkriptionsfaktor, der sowohl einen glutaminreichen, als auch einen
alaninreichen Bereich enthalt und deshalb zu dieser Manipulation gut geeignet war.

Letztlich wurden in dieser Arbeit im Rahmen des DROSDEL Projektes (Ryder et al., 2004,
2007) Deletionen in der rechten Halfte des Chromosomenarms 3R hergestellt. Der DROSDEL
Deletionskit, der durch eine Kooperation vieler européischer Labore entstand, und der
gleichzeitig kommerziell erzeugte Exelixis Kit stellen der Drosophila Forschung erstmals

einen umfassenden Satz molekular definierter Defizienzen zur Verfiigung.
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VI. Anhang

VI.1 Anhang zu Teil C: Historische Abfolge alternativer Versuche der Klonierungsstrategie zur

Erstellung der Polyalanin und Polyglutamin Konstrukte

VI.1.1 Erstellen eines Polyglutaminakzeptorvektors aus pDrive-Selbstligat

Der erste Zwischenvektor fiir die Subklonierung von Polyglutaminhomopolymeren, der
konstruiert wurde, war PDrive[BBstEIIN] (B = BssHIl, N = Nhel), ein Derivat des selbstligierten
pDrive, genannt pDrive[SL] (der Vektor pDrive selbst ist nur in einer linearisierten und T-
tailed Form kommerziell erhaltlich). Aufgrund seiner Restriktionsschnittstellenkonfiguration,
besonders der Absenz einer BssHIl Schnittstelle, erschien dieser Vektor, der eigentlich ein
Nebenprodukt eines anderen Experimentes war, dazu gut geeignet. Mit einem BssHIl und
Nhel Doppelverdau sollte das subklonierte Fragment spater ausgeschnitten und umkloniert
werden. Ein Vektor mit MCS-interner BssHIl ware demnach nicht geeignet gewesen.
Dennoch musste auch der pDrive Polylinker erst manipuliert werden. Der Vektor wurde dazu
mit Xhol und Xbal ge6ffnet und ein doppelstrangiges Oligomer, durch Annealing der beiden
Oligomere 741 und 742 gebildet, integriert. Dieses trug zwischen Xbal und Xhol die fiir den
Einbau und die spatere Umklonierung der Polyglutamintrakte nétige einzigartige
Schnittstelle BstEll (Abbildungen 59, 60).

Nach der Transformation wurde der Insertionserfolg dieses Oligomers durch
Restriktionsverdau mit BstEll (iberprift. Das Enzym schneidet den Originalvektor ohne
Insertion nicht. Da sich aus technischen Griinden die Strategie zum Einbau der
Homopolymere in den Org-1 C-Terminus dnderte, wie im folgenden Abschnitt beschrieben,

konnte dieser erfolgreich hergestellte Vektor nicht weiter verwendet werden.
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Abbildung 59: Schematische Darstellung tber die Konstruktion des Zwischenvektors pDrive[BBstEIIN]
aus einem pDrive[SL] (Selbstligat).

OLIGO 741742

CTA GAG ATG CGC GCA TGA AGG GGT CAC CTT ACC AG( CTA GCG ATC
TC TAC GCG CGT ACT TCC CCA GTG GAA TGG TCC GAT CGC TAG AGC T

Abbildung 60: Sequenz des Oligos 741/742, das den Einbau der Polyglutaminhomomere in pDrive[SL]
ermoglicht. In rot ist die Xbal Sequenz gekennzeichnet, in Blau die BssHII Schnittstelle. Des Weiteren
folgen die Sequenzen fiir BstEll (griin), Nhel (braun) und Xhol in violett.

VI.1.2 Erstellen eines T-Tail Zwischenvektors zur Subklonierung der Homoglutamin-polymere

Eine andere Strategie, die im Wesentlichen die Polymerinsertionsreaktion vereinfachen
sollte, erforderte einen linearen Zwischenvektor mit T-Uberhingen. Der Standardvektor
pDrive konnte nicht gewahlt werden, da nach einer A/T-Ligation des Homopolymers ein
Herausschneiden des Fragmentes ohne Mitnahme von zu Leserasterverschiebungen
fihrenden Vektorrestsequenzen nicht moglich gewesen wadre. Deshalb wurde dazu der
Basisvektor pSK[ORG1CABssHII/Nhe 2BstEIIM3xFLAGC13stopX] ausgewahlt. Es wurde ein
weiteres Oligo aus den Einzelstrangen 778 und 779 erzeugt, das eine Stul Schnittstelle
enthielt, und in den mit BstEll ge6ffneten Vektor ligiert (Abbildungen 61, 62 63). Die BstEll
Schnittstelle wurde vorher bereits an der richtigen Stelle, ndmlich bei der Deletion der Q-
reichen Region, wie weiter oben beschrieben, in den Orgl-C-Terminus eingebaut.

Der Vektor pSK[ORG1CABssHII/Nhe =BstElIStulBstEIIM3xFLAGC13stopX], der daraus
resultierte, wurde mit Stul gedffnet. Stul erzeugt sogenannte stumpfe Enden, an die durch

das Enzym Terminale Nukleotid-Transferase (TNT) in Anwesenheit von ddTTP (DideoxyTTP)
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Einzel-T-Uberhinge angehidngt werden konnten. Die durch Klenow-Enzym aufgefiillten und
durch Tag-Polymerase mit A-Uberhingen versehenen Glutaminhomopolymere sollten so
direkt in den modifizierten ORG1 C-Terminus eingefligt werden. AuBer der Konstruktion des
Zwischenvektors pSK[ORG1CABssHII/Nhe >BstElIStulBstEIIM3xFLAGC13stopX] wurde diese
Strategie aber nicht weiterverfolgt, da sie sich als nicht effizient erwies. Durch A/T-
Klonierung ist keine Richtungsvorgabe moglich, weshalb zu erwarten war, dass nur etwa die
Halfte der Insertionen in der gewlinschten Richtung vorliegen wirde. Nachtraglich, ohne zu
sequenzieren, festzustellen, welcher der Polyglutaminklone die Insertion in der richtigen
Richtung tragt, war schlecht moglich. Letztlich kam eine andere Strategie zum Einsatz. Diese
war flur beide Experimente, Homoglutaminpolymere und Homoalaninpolymere

gleichermalen dienlich.

BStEll

1
dettaQ Jrakt ORG1 C-Terminus promoter Mi3reverss

13(-20) T7promot T3 promater deltaQ Jrakt ORG1 C-Terminus T3 promoter M13reverse
200 Trpromorer
2 R ol el el Miul - FLAG - C13 Xbal - Notl- Eagl-Bstil- Sacl-acl - —  ~4—

MI13(-20) Trpromoter -— -
— —  Kpnl-BsfEll-Nhel Ndel MUl - 3xFLAG - €13 - - Xbal - Notl - Eagl - BstX| - Sacll- Sacl

Verdau +Gelreinigung des Vektors;
0 778/779 2um

Danach Verdau mit Stul + T-Tailing

pSKo

PSKORG1CABssHIINhe>BstE1l Stul
M3xFLAGC135topX

RG1CABssHIL/Nhe> BEIM
3xFLAGC135topX
ca.3800 bp

¢a. 3800 bp

Abbildung 61: Herstellung des Stul Derivat von pSK[ORG1CABssHII/Nhe 2BstE/IM3xFLAGC13stopX]
zur Konstruktion des T-Uberhang Vektors um A-getailte Polyglutamintrakte subzuklonieren.

GTC ACA GGG AGT AGG CCT CAGTCAACAA

(1) T CCC TCA TCC GGA GTC AGT TGT TCA GTG
GTC ACA GGG AGT AGGT CCT CAGTCA ACA A

(2] TCCCTCATCC TGGA GTC AGT TGT TCA GTG

Abbildung 62: Teil 1 zeigt die Sequenz des Oligos 778/779 zur Insertion einer Stul Schnittstelle in
BstEll des AQ Bereichs des Orgl C-Terminus. In rot sind die beiden BstEll kompatiblen Enden gezeigt.
In blau die neue Stul Schnittstelle. Teil 2 zeigt die mit Stul geschnittene und T-getailte Sequenz, in die
A-getailte Homopolymere eingesetzt werden kénnen.
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ggg tca cag gga gta ggt caa cag cag caa cag caa caa acc tca gtc aac aa gtca cct
¢ $s @ 6 V. ¢G Q Q@ @ ¢ @ 0 Q@ T S V N K s P

Abbildung 63: Nach dem A/T Tailing ist wird die Sequenz immer noch korrekt translatiert. In rot ist
die fir Homopolyglutamin kodierende inserierte Sequenz zu sehen, in blau die Stul Schnittstelle.
Grin ist das angehdngte T zu sehen. Die zweite Zeile zeigt die Aminosduresequenz.

VI.1.3 Erstellen eines pSK-Dralll Derivates zur erfolgreichen Subklonierung der

Glutaminhomopolymere

Eine weitere Strategie sah vor, ein neues doppelstrangiges Oligo aus den Strangen 788 und
789 Uber Kpnl und Mlul in den Vektor pSK[KNM3xFLAGC13stopX] einzusetzen. Zwischen
diesen beiden Restriktionserkennungssequenzen trug es die Schnittstellen BstEll, Dralll,
BstEll. Uber die asymmetrische und teildegenerierte Erkennungssequenz des Enzyms Dralll
ist ein richtungsgebundenes und direktes Klonieren der Polymertrakte moglich.

Der Vektor pSK besitzt allerdings bereits eine eigene Dralll Schnittstelle im f1 origin
aullerhalb des Polylinkers. Diese musste zuerst eliminiert werden. Dazu wurde der Vektor
mit Dralll ge6ffnet und ein kurzes Oligomer , bestehend aus den Einzelstrangen 765 und 766,
das zur Selektion des richtigen Klones auch eine Bglll Site trug, eingebaut (Abbildung 64).
Durch die Insertion dieses Oligomers wird die Dralll Erkennungssequenz zerstort. Eine
Mutation im f1 origin, der nur flrr die Einzelstrangreplikation notwendig ist, war nicht als
problematisch erwartet worden. Da Bglll das pSK-Derivat nicht schneidet, ware auBerdem
eine positive Selektion der Klone nach der Transformation moglich gewesen. Allerdings gab
es nach mehrfachen Versuchen keine einzige Transformante. Diese Strategie wurde deshalb
ebenfalls eingestellt, und das aus den Oligos 788 und 789 generierte KpnIBstEll-Dralll-BstEll-
Mlul-Oligo statt in pSK[KNM3xFLAGC13stopX] in pAc5.1/V5-His-A eingebaut, was der

anfangs beschriebenen aktuellen Strategie an dieser Stelle entspricht.
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M
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Abbildung 64: Geplante Strategie zum Erstellen eines Vektors, in dem die Homoglutaminpolymere
zwischenkloniert werden kénnen. Ein Oligo zerstort die Vektoreigene Dralll Site im f1 origin. Danach
wird in den Polylinker tiber Kpnl und Mlul eine BstEll-Dralll-BstEll Sequenz eingefiigt (sieche Abb13B).
Uber die Dralll Klonierung sollten die Homopolymere direkt eingefiigt werden, und die BstEll Site an
beiden Enden dabei regeneriert werden. Dies ermoglichte das Umklonieren in die bereits dafir
modifizierte orgl Sequenz. Da pSK[KNM3xFLAGC13stopXADralll] nicht erzeugt werden konnte,
wurde der letzte Schritt nicht in die Tat umgesetzt.
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VI.1.4 Adaptorbasiertes Subklonieren der Glutaminpolymere

Da die beiden Enden des Polymers, nicht direkt zur BstEll Sequenz kompatibel sind, sollten
zwei Adaptoroligomere synthetisiert werden, die ein gerichtetes Einbauen ermoglichen
(Abbildung 65, 66, 67) Diese wurden zunadchst phosphoryliert und mit dem Polymergemisch
in einer 3-Komponentenligation ligiert, bevor der BstEll getffnete und dephosphorylierte
Vektor pDrive[BBstEIIN] zugegeben wurde. Die Reaktion wurde auch in einer 4-
Komponentenligation direkt angesetzt. Beide Versuche fiihrten aber nicht zum Erfolg. Nach
Transformation und Charakterisierung der wenigen, erhaltenen Kolonien durch Kolonie PCR,
zeigte die Analyse auf dem 8% Polyacrylamidgel lediglich Produkte der GroRRe des
Kontrollansatzes (Vektor ohne Fragment). Daraufhin wurde nach einer Strategie gesucht, die

die Adaptoren eliminiert und so zur Vereinfachung der Ligationsrektion beitragt.

18-mer zur Erstellung von Homopolyglutamintrakten
(Adaptorstrategie)

CAA CAG CAG CAA CAG CAA oligo 459
GTC GTC GTT GTC GTT GTT oligo 460

Abbildung 65: Basenfolge der Oligomere zur Erstellung der Homopolymertrakte. Die Sequenz codiert
jeweils fiir sechs gleiche Aminosauren. Die Uberhidnge sind so gewihlt, dass Ligation jeweils nur in
einer Orientierung moglich ist.

Polyglutaminadaptor I) rechts und II) links

I) CAA CAG CAG CAA CAA CAG GG clige 137
GITC GTC GTT GIT GTC CCC AGT G ligoe: 738

IT) G TCA CCT CAG CAG CAA CAA CAG oligo 735
GA GTC GTC GTT GTT GTC GTT oligo 736

Abbildung 66: Basenfolge der BstEll-Glutamin-Oligo-Adaptoren. Beide sind so konstruiert, dass ein
Uberhang (hier rot markiert) an die Polymere ligiert werden kann, der zweite Uberhang an die BstEll-
Schnittstelle im Vektor (blau markiert). Der schwarze Sequenzteil codiert ebenfalls fiir Glutamin. Da
asymmetrische Schnittstellen verwendet werden, um das Insert in der richtigen Leserichtung zu
inserieren, ist flr jede Seite ein eigener Adaptor notig.
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BstEll

dargestellt sind nur zwei 6mere:mehrere maglich! BstEll

Abbildung 67: Schematische Gesamtdarstellung der Strategie, mit Hilfe zweier Adaptoren die
Polymere gerichtet in einen Zielvektor Gber die asymmetrische Schnittstelle BstEll zu klonieren. Gelb
markiert sind die Adaptoren, weill ist ein Beispiel fir ein Polyglutaminoligo-Dimer dargestellt.
Schwarz ist der Vektor gezeigt.

VI.1.5 A/T basierte Subklonierung der Polygutaminhomomere

Statt die Oligopolymere mit den Adaptoren zu ligieren, wurden die Strange komplett durch
Klenow-Enzym aufgefillt, so dass stumpfe Enden entstanden. Durch darauf folgende
Inkubation mit Tag Polymerase in Anwesenheit von dATP wurden die Enden mit A-
Uberhidngen versehen. Damit sollten die Glutaminhomopolymere in den, oben
beschriebenen,  T-Vektor = pSK[ORG1CABssHII/Nhe =BstElIStulBstEIIM3xFLAGC13stopX]
eingebaut werden. Da durch A/T Klonieren die Insertionsrichtung nicht festgelegt werden

kann, wurde diese Strategie aber wieder verworfen.

VI.1.6 Adaptorbasiertes Subklonieren der Homopolyalanin kodierenden QOligos

Da auch hier die beiden Enden des Polymers, nicht direkt zur Zielsequenz von pAc5.1/V5-
HIS-A[ENKBNDMX] (Dralll) kompatibel sind, sollten wiederum zwei Adaptoroligos
synthetisiert werden, die ein gerichtetes Einbauen ermdoglichen (Abbildungen 68, 69, 70)
Diese wurden zunachst phosphoryliert und mit den Polymeren in einer 3-
Komponentenligation ligiert, bevor der Dralll getffnete und dephosphorylierte Vektor
pAc5.1/V5-A[ENKBNDMX] zugegeben wurde. Die Reaktion wurde auch als 4-
Komponentenligation direkt angesetzt. Beide Versuche fiihrten aber nicht zum Erfolg. Nach
der Transformation, Plasmidprdaparation und einem Nhel und Mlul Doppelverdau der
wenigen erhaltenen Klone zeigte die Analyse auf dem 12% Polyacrylamidgel lediglich
Produkte der GrofRe des Kontrollansatzes ohne Insert. Daraufhin wurde nach einer Strategie
gesucht, die die Adaptoren eliminiert und so zur Vereinfachung der Ligationsreaktion fiihrt.

Dies entspricht der im Ergebnisteil beschriebenen Prozedur.
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18-mer zur Erstellung von Homopolyalanintrakten
(Adaptorstrategie)

GCA GCA GCT GCT GCA GCA oligo 769
CGT CGA CGA CGT CGT CGT oligo 770

Abbildung 68: Basenfolge der Oligomere zur Erstellung der Homopolymertrakte. Die Sequenz codiert
jeweils fiir sechs gleiche Aminosduren. Die Uberhdnge sind so gewihlt, dass sie eine Ligation jeweils
in nur einer Orientierung zulassen.

Polyalaninadaptor I) rechts und II)links

I) GCA GCC GCA GCT GCG GCT GGA oligo 773
CGG CGT CGA CGC CGA oligo 774
I1) GCA GCT GCT GCA GCA oligo 771

CCT CGT CGA CGA CGT CGT CGT oligo 772

Abbildung 69: Basenfolge der fiir Homopolyalanin kodierenden Oligoadaptoren. Beide sind so
konstruiert, dass ein Uberhang (hier rot markiert) an die Polymere ligiert werden kann, der zweite
Uberhang an die Dralll Schnittstelle im Vektor (blau markiert). Der schwarze Sequenzteil kodiert
ebenfalls fur Alanin. Da asymmetrische Schnittstellen verwendet werden, um das Insert in der
richtigen Leserichtung zu inserieren, ist fiir jede Seite ein eigener Adaptor nétig.

Dralll

Dralll

Abbildung 70: Schematische Gesamtdarstellung der Strategie, mit Hilfe zweier Adaptoren die
Polymere gerichtet in einen Zielvektor (iber die asymmetrische Schnittstelle Dralll zu klonieren. Gelb
markiert sind die Adaptoren, weil} ist ein Beispiel fiir ein Polyalaninoligo-Dimer dargestellt. Schwarz
ist der Vektor gezeigt.
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V1.2 Montage der Einzelsequenzen iiber die Deletion der URR bei der Linie A2

LR-PCR Primer
688

P[2] inverted
repeat

P[2] inverted GACCACCTTATGITATT
repeat 3 e
LR-PCR Primer
oG TAACGUGTETGERGEANGNGRGTARCANTTTC)

Gréfle P-Element-Rest: 2251 bp

pDI'I'Ve/ coR

Seq 221
(Primer 621 for)

Seq237
(Primer 696 for)

Seq 239
(Primer 423 for)

Seq 247
(Primer 745 for)

Seq 238
(Primer 697 rev)

Abbildung 71: Die Abbildung zeigt alle sieben sich Uberschneidenden Teilsequenzen zu einem Bild
zusammengesetzt. Auf Grund schlechter Sequenzqualitit stehen an manchen Positionen N. Da die
einzelnen Sequenzen aber Uberlappen, war ein Alignment dennoch unproblematisch. Die schwarzen
Balken zeigen die flankierenden Vektorsequenzen des Subklons pDrive[A2-LR-PCR]. Die beiden
Sequenzierprimer 622 und 621 liegen im Polylinker des Vektors. Blau (221) und braun (222) ist die
genomische Sequenz zu sehen, die P2 flankiert. Die violetten Balken zeigen die charakteristischen P-
Elementenden, die beide noch vorhanden sind. Farbig abgegrenzt sind die zur Montage der Abbildung
verwendeten Sequenzen, deren Originale weiter unten im Anhang zu sehen sind. Die GroRe der
Sequenz zwischen den P-Elementenden hat nur mehr eine Gréf3e von ca. 2,3 kb. Das zweite P-Element
P[3] ist nicht mehr zu sehen (wenn das inverted repeat nicht von diesem stammt). Die genomische

Sequenz der omb URR zwischen den transposablen Elementen ist jedenfalls deletiert.
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VI.3 Liste der verwendeten Oligos

Auf den folgenden Seiten findet sich eine Liste aller verwendeten Oligomere.

Nr. Sequenz Projekt/Zweck Name
363 CCT TAG CAT GTC CGT GGG GTT inverse PCR am 3" Ende von placW (aus Pryl
TGA AT BDGP)
364 CTT GCC GAC GGG ACCACCTTA inverse PCR am 3" Ende von placW (aus Pry2
TGTTATT BDGP)
365 5'- AAA TCA ACT GCA ACT ACT GAA | Sequenzieren und PCR von pUAST MCS pUAST-down
-3 position 5704
366 5'- TCT CTG TAG GTA GTT TGT CCA - | Sequenzieren und PCR von pUAST MCS pUAST-up
3' position 5540
447 cgcgccaaaaaaccgaataaagceca Omb URR del Projekt ombP3distl
448 agccattcectctegetcacactge Omb URR del Projekt ombP3prox1
449 acacggggccttgtatatgtgtgeg Omb URR del Projekt ombP2distl
450 aaatcgaaacttcacccaattttcccaa Omb URR del Projekt ombP2prox1
451 CAC CCA AGG CTCTGC TCC CAC P-element ampl primer; (BDGP) placl
AAT
452 ACA CAACCTTTCCTCTCAACAA P-element end amplification and sequ. pSpl
primer.
459 CAA CAG CAG CAA CAG CAA Org-1 PolyA/Q Projekt Qn-oligo-1
(reordered as 857)
460 TTGTTG CTG TTG CTG CTG Org-1 PolyA/Q Projekt Qn-oligo-2
477 CAA TCA TAT CGC TGT CTC ACT CA | PCR primer aus dem 3" ende von PGawB Pry4
oder PlacW
486 ACA CAA AGCCGCTCCATCAG seq primer pAc5 constructs Ac5 forward primer
(rev primer: 777)
507 CTTTTGCGCCTTAAAGTGCTTCTCG Omb[P6] Projekt ombP6-36520down
508 GAG TGT TGA GTT TCT TTC GCG Omb[P6] Projekt ombP6-37607up
GAG G
509 CTCTGTCGCTTTTGTCGCCTGTCGT Omb[P6] Projekt ombP6-37807down
(funktioniert nicht:539
benutzt)
510 TAG TTG GGG TCG CCG CTT GAG Omb[P6] Projekt ombP6-38801up
ATTT
511 TAGGTTCAGCAGGAACTTCTCGAGC | Omb URR del Projekt usofombP2-286802down
512 TGG GAA TTG AAT TAC GAG TGC Omb URR del Projekt usofombP2-287669up
AACG
513 ACACACACATTCACTCGCTCTCCCA Omb URR del Projekt dsofombP3-22083down
514 ACC AAT TTC GGG TAA AAG GAG Omb URR del Projekt dsofombP3-22989up
CCAA
529 CGCCGGAAGTCGAACAATTTCA Qd[For] Projekt Qd111657FOR
530 CAGCGCACACAAACACCGACAT Qd[For] Projekt Qd111861FOR
531 CGCTTACACAATGTTGGCGGGT Qd[For] Projekt Qd112052FOR
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Nr. Sequenz Projekt/Zweck Name
532 TTATTCACTGGCCGAAAAATGTCCA | Qd[For] Projekt Qd112385FOR
533 CCAAACCCCTTTATCATGCTGCTGT Qd[For] Projekt Qd112555FOR
534 TGA AAT TGT TCG ACT TCC GGC G Qd[For] Projekt Qd111678REV
535 ATG TCG GTG TTT GTG TGC GCT G | Qd[For] Projekt Qd111882REV
536 ACC CGC CAA CATTGT GTAAGCG | Qd[For] Projekt Qd112073REV
537 TGG ACATTT TTC GGC CAG TGA Qd[For] Projekt Qd112409REV

ATAA
538 ACA GCA GCA TGA TAA AGG GGT Qd[For] Projekt Qd112579REV
TTG G
539 GCCCGTCGTCGTTTCTCGTCGT Omb[P6] Projekt OMBP6-37846DOWN
542 CACGCTTTGCCACGCTTTGTTGACA Qd[For] Projekt QD111750FOR
543 AAGGTTGGACACAGCACAGCAGCCT | Qd[For] Projekt Qd111798For
580 ACT GTG CGT TAG GTCCTG TTC primer fiir iPCR von P-Elementen placd
ATT GTT
619 GTA AAA CGA CGG CCA GT sequencing primer M13 forward-20
for Quiagen pDriv etc
620 AAC AGCTAT GACCATG sequencing primer M13 reverse
for Quiagen pDrive etc
621 CAT TTA GGT GACACT ATAG sequencing primer sp6 promoter
for Quiagen pDrive etc
622 GTAATACGACTCACTATAG sequencing primer t7 promoter
for Quiagen pDrive etc
623 TAT TAT CCG CGG GTG AGC AAG for amplification of EGFP from ClonTech- GFP-down-Sacll-b
GGC GAG GAG CTG dereived vector 2xEGFP
624 TAT TAT CCG CGG CTT GTA CAG for amplification of EGFP from ClonTech- GFP-up-Sacll-b
CTC GTC CAT GCC dereived vector 2xEGFP
625 GTGGACCGGTGGCTGGCGAGTC Dpp-GFP fusion project. dpp-Agel-down
625A | GTGGACCGGTGGCTGGCGAGTC Dpp-GFP fusion project. dpp-Agel-down
NEUSYNTHESE
626 AAG AAA ATG TCA GGCCCTTGC G | QdFor proj Qd-111318
637 CG GCA GGT CCG CGG GTC GTC Dpp-GFP fusion project. corrected Sacllup | dpp-up-SacliBcor
GTG GTT GCC ACC GCC CAG primer
638 GCTGGAATCGTTTGCCCATTTT for QdFor iPCR Qd-for-lend-iPCRfor2
639 AGCT T ATCCG ACCGGT GTTACC Dpp-GFP fusion project Agel-top
640 TCGA G GTAAC ACCGGT CGGAT A Dpp-GFP fusion project Agel-bottom
641 TGG CTG AAA AGG AGG CGT GGN universal fast walking project; QdFor-UFW-497
NNN NNN NNN prev580
642 GGC TGC TGG GGA AGC TAA AGN universal fast walking project; QdFor-UFW-528

NNN NNN NNN

prev581
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Nr. Sequenz Projekt/Zweck Name
678 CGTGCCCTGGCCCACCCTCG internal seq prims for EGFP DPP-GFP proj intEGFPfor
679 GTGCCCCAGGATGTTGCCGT internal seq prims for EGFP DPP-GFP proj intEGFPrev
688 ACAATGACACGGGGCCTTGTATATG | Long range PCR omb URR-del-proj ombupstr820for
689 CCCCTGCAAGGCGACCATTTTACAC Long range PCR omb URR-del-proj ombupstr29925rev
690 ATTCTCCCGACAGCGAGGCAATTAG | Longrange PCR omb URR-del-proj ombupstr3754rev
691 CGGGTCGATTGGAAAGGGAAATACT | Long range PCR omb URR-del-proj ombupstr6869rev
692 GAATTGCCCGAGTCCCTGTTGTCTA Long range PCR omb URR-del-proj ombupstrl0144rev
693 GAGCCACCGCCACGGAGACAGTTTA | Long range PCR omb URR-del-proj ombupstr26951for
694 ACGTTGCCACTGGCACTGCCATGAT | Long range PCR omb URR-del-proj ombupstr23344for
695 TCGCCAGTCTCCGGACTCCAGTCTC Long range PCR omb URR-del-proj ombupstr19984for
696 CGA ATT TTC CGG TCA AAA ATA Omb URR del Projekt ombupstr1200for
697 TGG GCG GAG TCT CGG GCT TGT Omb URR del Projekt ombupstr29729down
699 GCTGCCGCTTGCCGCCTCC Construction of dpp-GFP fusion. dpp-dup-1b-discriminator
700 CGCGGGTCGTCGTGGTTGC Construction of dpp-GFP fusion. dpp-del-1b-discriminator
702 TGGTTCTTGCGCCTCGTTC Construction of dpp-GFP fusion. dpp-myc2-1b-
discriminator
707 CGCCAACGCCAAGGCCATCA Construction of dpp-GFP fusion. dpp-1a-619for
725 TCCTTGTAATCGATGTCATGATCTTTA | Org-1 PolyA/Q Projekt 31-88up
TAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTC
ACGCG
726 atgacatcgattacaaggatgacgatgacaaga | Org-1 PolyA/Q Projekt 70-129down
tgatgcgaccgaatagctacatagatc
727 TGAAGCTCTAGACCCTTAGCGCGGCA | Org-1 PolyA/Q Projekt 111-158up
CCAGATCTATGTAGCTATTCGG
728 CG CGC atg aag GGG TCA CCT tac Org-1 PolyA/Q Projekt BssHII-BstEll-Nheltop
cagG
729 CTAGC CTG GTA AGG TGA CCCCTT | Org-1 PolyA/Q Projekt BssHII-BstEll-Nhelbot
CATG
730 AGTTAGGTACCTTGAACGCTAGCCAA | Org-1 PolyA/Q Projekt 1-49down2
CAGACGCGTgactacaaagacca
731 tac cag gct age gtg cag tcg cat ccc Org-1 PolyA/Q Projekt orgl-Nheldown
cta acg
732 CTG CAC GCT AGC CTG GTATGC Org-1 PolyA/Q Projekt orgl-Nhelup
ATG ATG ATA GCT GCC
733 TGTGT ACG CGT GCG CGG CAC CAG | Org-1 PolyA/Q Projekt ORG-CDus-Mlul
ATC TAT
734 agcagcagcagccgtagce Org-1 PolyA/Q Projekt ORG-1998down

130




ANHANG

Nr. Sequenz Projekt/Zweck Name
735 G TCA CCT CAG CAG CAA CAA CAG | Org-1 PolyA/Q Projekt BstEll-CAXadaptop
736 TTGCTGTTG TTG CTG CTG AG Org-1 PolyA/Q Projekt BstEll-CAXadapbot
737 CAA CAG CAG CAA CAA CAG GG Org-1 PolyA/Q Projekt CAX-Bstelladaptop
738 G TGA CCCCTG TTG TTG CTG CTG Org-1 PolyA/Q Projekt CAX-Bstelladapbot
741 CTAGA GAT GCG CGC ATG AAG Org-1 PolyA/Q Projekt XbaBBNXhoTOP
GGG TCA CCT TAC CAG GCT AGC
GATC
742 TC GAG ATC GCT AGC CTG GTA AGG | Org-1 PolyA/Q Projekt XbaBBNXhoBOT
TGA CCC CTT CAT GCG CGCATCT
743 CGCGACACCTTCAGCTTGTCG Org-1 PolyA/Q Projekt orgl-2247up
744 GTCATAGGTACCAACGATGTAACCAC | Org-1 PolyA/Q Projekt orgl-1420down
TGGCGGTGG
745 CCAGAAGCGGTGCCGGAAAG seq of omb us del gap placW772for
746 ACCCTGCCGCTTACCGGATA seq of omb us del gap placW10105rev
763 G TACGAT GAATTC GATAT Org-1 PolyA/Q Projekt deltaKpn-Mlu-top
GCGGCCGC TAATC GGTACC GATAT
GGTCACC TACATC GCTAGC GATTAC
CACGGAGTG GATGAT ACGCGT
AATGAT TCTAGA AAGGTT T
764 CGCGA AACCTT TCTAGA ATCATT Org-1 PolyA/Q Projekt deltakKpn-Mlu-bot
ACGCGT ATCATC CACTCCGTG
GTAATC GCTAGC GATGTA
GGTGACC ATATC GGTACC GATTA
GCGGCCGC ATATC GAATTC ATCGTA
CGTAC
765 GGCAGATCTCGTTAC Org-1 PolyA/Q Projekt Dralll-del-top
766 ACGAGATCTGCCGTA Org-1 PolyA/Q Projekt Dralll-del-bot
767 CT AGC GTG CAG CAC GGA GTG Org-1 PolyA/Q Projekt Nhe-Dra-Mlu-adap-top
CCG CGCA
768 CGCGTGCGCGGCACTCCGTGCTGCA | Org-1 PolyA/Q Projekt Nhe-Dra-Mlu-adap-bot
CG
769 GCA GCA GCT GCT GCA GCA Org-1 PolyA/Q Projekt polyAlatop
770 TGCTGC TGC AGC AGC TGC Org-1 PolyA/Q Projekt polyAlabot
771 GCA GCT GCT GCA GCA Org-1 PolyA/Q Projekt Dra-Ala-adap-lefttop
772 TGCTGC TGC AGC AGC TGC TCC Org-1 PolyA/Q Projekt Dra-Ala-adap-leftbot
773 GCA GCC GCA GCT GCG GCT GGA Org-1 PolyA/Q Projekt Dra-Ala-adap-righttop
774 AGC CGC AGC TGC GGC Org-1 PolyA/Q Projekt Dra-Ala-adap-rightbot
777 TAG AAG GCA CAG TCG AGG pcDNAS3 seq primer pcDNA3.1/BGH-rev

forward primer ist 486
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Nr. Sequenz Projekt/Zweck Name
778 G TCA CAG GGA GT AGG CCT | Org-1 PolyA/Q Projekt BstEll-Stul-top
CA GT CAA CAA

779 GTGACTTGTTGACTGAGGCCTACTCC | Org-1 PolyA/Q Projekt BstEll-Stul-bot
CT

784 TGC AGC AGC TGC TGC TGC Org-1 PolyA/Q Projekt polyAla-bot2

785 CT AGC GTG CAG CAC GCA GTG Org-1 PolyA/Q Projekt Nhe-Dra-Mlu-adap-top2
CCG CGCA

786 CGCGT GCG CGG CACTGC GTG CTG | Org-1 PolyA/Q Projekt Nhe-Dra-Mlu-adap-bot2
CACG

787 |CTGTTG CTG CTG TTG TTG Org-1 PolyA/Q Projekt polyQ-bot2

788 CGGTCACCACCAAGTGGTCACCA Org-1 PolyA/Q Projekt KpnE-Dralll-EMlu-top

789 Org-1 PolyA/Q Projekt KpnE-Dralll-EMIu-bot

790 ¢ gat aac aat ccg ttt gtg aag ggc ttt mutagenesis primer for the introduction of | OMB-A508V-
cgtgatact gg A508V into OMB uppermutprimer

791 CC AGT ATC ACG AAA GCC CTT CAC | mutagenesis primer for the introduction of | OMB-A508V-
AAA CGG ATTGTTATCG A508V into OMB lowermutprimer

792 CGGGTGAGCAATGGATGCAGAAAGT | mutagenesis primer for the introduction of | OMB-K431E-
TGTTTCATTTCATGAATTAAAATTGAC | K431E into OMB Ce Tbx3 olf adapt mut) uppermutprimer
CAAC

793 GTTGGTCAATTTTAATTCATGAAATG | mutagenesis primer for the introduction of | OMB-K431E-
AAACAACTTTCTGCATCCATTGCTCAC | K431E into OMB Ce Tbx3 olf adapt mut lowermutprimer
CCG

796 CGGGTGAGCAATGGATGCAGAAAGT | mutagenesis primer for the introduction of | OMB-K431G-
TGTTTCATTTCATGGATTAAAATTGAC | K431G into OMB Ce Thx3 olf adapt mut uppermutprimer
CAAC

797 GTTGGTCAATTTTAATCCATGAAATG | mutagenesis primer for the introduction of | OMB-K431G-
AAACAACTTTCTGCATCCATTGCTCAC | K431G into OMB Ce Tbx3 olf adapt mut lowermutprimer
CCG

798 CGGGTGAGCAATGGATGCAGAAAGT | mutagenesis primer for the introduction of | OMB-K431R-
TGTTTCATTTCACCGGTTAAAATTGAC | K431G into OMB Ce Thx3 olf adapt mut) uppermutprimer
CAAC

799 GTTGGTCAATTTTAACCGGTGAAATG | mutagenesis primer for the introduction of | OMB-K431R-
AAACAACTTTCTGCATCCATTGCTCAC | K431G into OMB Ce Tbx3 olf adapt mut lowermutprimer
CCG

804 TACGATCCTGAACTCGATGTACAAGT | introduction of H454Y mutation into OMB | omb-H454Y-upmutprmr
ACCAGCCGCGTTTC T domain in ATCUN Cu/Ni-binding motif

805 GAAACGCGGCTGGTACTTGTACATC | introduction of H454Y mutation into OMB | omb-H454Y-lowmutprmr
GAGTTCAGGATCGTA T domain in ATCUN Cu/Ni-binding motif

810 TGGGGAAAAATATGAGTGTGCGCAG | mutation of putative Sd BS in KH WRE Sd-BS-mutfor
TGTGGACGAATTCGA

811 TCGAATTCGTCCACACTGCGCACACT | mutation of putative Sd BS in KH WRE Sd-BS-mutrev
CATATTTTTCCCCA

812 GGTTTTGGTTTGGGGGCCCGAAAAT | mutation der 2. TCF-BS ("S7") in 164bp WRE-TCF-S7mut-for
CGTCCGAGAAGTTTG WRE

813 CAAACTTCTCGGACGATTTTCGGGCC | mutation der 2. TCF-BS ("S7") in 164bp WRE-TCF-S7mut-rev
CCCAAACCAAAACC WRE

814 ACACCTGGGGAAAAATATGTACATG | mutation in putative TBE in 164 bp WRE TBE-WREmutfor
AAATGTGTGGACGAA

815 TTCGTCCACACATTTCATGTACATATT | mutation in putative TBE in 164 bp WRE TBE-WREmutrev

TTTCCCCAGGTGT
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Nr. Sequenz Projekt/Zweck Name
818 AGACTGGATCCGCAATAAAGTGAAT | subcloning of region from omb-us missing | us-omb30012for
ATGGCGAAGTA in Sivasankaran enhancer reporter analysis
X11,35-1
819 AGACTGGATCCCCCGTGTCCCGCCCT | subcloning of region from omb-us missing | us-omb34157rev
TTGTAGTTCT in Sivasankaran enhancer reporter analysis
XI1,35-1
820 AGACTGGATCCTTTTGGGGTTCCTTT | subcloning of region from omb-us missing | us-omb33785for
TTCGCCAGAA in Sivasankaran enhancer reporter analysis
XIlI,35-2
821 AGACTGGATCCCAAATGACCAACAC | subcloning of region from omb-us missing | us-omb37721rev
GCGAGATAAGA in Sivasankaran enhancer reporter analysis
X111,35-2
822 AGACTGGATCCACACATACACATATA | subcloning of region from omb-us missing | us-omb37276for
CCCGGACTTT in Sivasankaran enhancer reporter analysis
X111,35-3
823 AGACTGGATCCAGATTTAACCCTTGT | subcloning of region from omb-us missing | us-omb41091rev
GCCCGCATTT in Sivasankaran enhancer reporter analysis
X111,35-3
824 AGACTGGATCCCACAAAGAATGGGG | subcloning of Sivasankaran’s eye enhancer | omb-TU-22265for
CAAGATAC pomb19.
825 AGACTGGATCCGAGGACAAAGGCTT | subcloning of Sivasankaran’s eye enhancer | omb-TU-23317rev
ACCGAACA pomb19.
826 AGACTGGATCCTCGCACTCACCGTTC | subcloning of Sivasankaran’s eye enhancer | omb-TU-23053for
GCCAAAG pomb19.
827 AGACTGGATCCACACTCAATTAACGC | subcloning of Sivasankaran’s eye enhancer | omb-TU-25398rev
GATGCAG pomb19.
828 AGACTGGATCCTTTGCACCTTCCACC | subcloning of Sivasankaran’s eye enhancer | omb-TU-25137for
GCTATTT pomb19.
829 AGACTGGATCCCTGGCAGAGGCAGA | subcloning of Sivasankaran’s eye enhancer | omb-TU-25857rev
GCGTGTAA pomb19.
830 AGACTGAATTCGCCTGAACCCGAACA | subcloning of region from omb-us missing | omb-TU-36963for
GCGATTG in Sivasankaran enhancer reporter analysis
pomb24
831 AGACTGAATTCTAATGAGGGATTGG | subcloning of region from omb-us missing | omb-TU-43864rev
GCGAAGTA in Sivasankaran enhancer reporter analysis
pomb24
832 TGTGCTCTCCCCTCAACGAGTG subcloning of region from omb-us missing | omb-TU-12226for
in Sivasankaran enhancer reporter analysis
pomb27
833 GACACCTGGCCAGACGTATTCC subcloning of region from omb-us missing | omb-TU-17879rev
in Sivasankaran enhancer reporter analysis
pomb27
834 CTTGCGTCAAAATTGCGTTGTC subcloning of region from omb-us missing | omb-TU-17537for
in Sivasankaran enhancer reporter analysis
pomb27
835 ACTACTTTGGCGAACGGTGAGT subcloning of region from omb-us missing | omb-TU-23057rev
in Sivasankaran enhancer reporter analysis
pomb27
842 TTCAATGGCTGCGGCGTTAAA identification of In(1)ombH31 breakpoint ds-omb5545for
843 GAAGAGCCCATCCCGAAACTC identification of In(1)ombH31 breakpoint ds-omb7379rev
844 GTGCGCCAGAAGTCTTAATCC identification of In(1)ombH31 breakpoint ds-omb7067rev
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Nr. Sequenz Projekt/Zweck Name
845 CGTCAGTCAGCCAGTTCGGTC identification of In(1)ombH31 breakpoint ds-omb6684rev
846 GCTCAGATATCGCGCACATCC identification of In(1)ombH31 breakpoint ds-omb6327rev
847 CTACACAGGCGTCAACTCAAC characterization of ombP6 ombP6-992for
deletion lines

848 ACAACAAACGACGAGAAACGA characterization of ombP6 ombP6-1374rev
deletion lines

849 CAAGCGGCGACCCCAACTAAA characterization of ombP6 ombP6-2303for
deletion lines

850 GCGGTGGTATTGGCGGTAGAC characterization of ombP6 ombP6-3086rev
deletion lines

855 CGGCAAGAAAATAGCTGCGAA for identification of H31 breakpoint by ombH31-6603rev
iPCR

856 CGTGGACTGGCTGACCGAACT for identification of H31 breakpoint by ombH31-6672for
iPCR

858 GCA GCA GCT GCT GCA GCA Org-1 PolyA/Q Projekt polyAlatop

859 GCCATCGAAATGAGTGAACGG for identification of H31 breakpoint by ombH31-6641for
iPCR

860 CCGTTCACTCATTTCGATGGC for identification of H31 breakpoint by ombH31-6641rev
iPCR

861 GGCCGC TA AGGCCT AT GC Org-1 PolyA/Q Projekt Not-Stu-Not-top

862 GGCCGCATAGGCCTTAGC Org-1 PolyA/Q Projekt Not-Stu-Not-top

864 CTATCAGGGCGATGGCCCATTACGTG | Org-1 PolyA/Q Projekt Dralllmut-top

AACCATCACCC
865 GGGTGATGGTTCACGTAATGGGCCA | Org-1 PolyA/Q Projekt Dralllmut-bot

TCGCCCTGATAG
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V1.4 Original-Sequenzen:

VI.4.1 Ubersicht liber die Original-Sequenzen des upstream deletion Projekts

, CACGACTT

CCTARCTACG
GAAGCCAGTT
ABACCACCGC
CGCAGAR

GCTACACTAG

NTCAANTT

GNNANNACNC

NCAC!
TTCC
CNTMAGNTTC
GNCANN q
NMNAGNGGTNN
TATTTTTTCG

NNTCACNANN
NGTNNNATGG
TGARARCANGNT
NCHMNACCNGN
NTGCCTTTT

GTATGTA G

AMAAGAGTTGG TAGCTCTTGA
GGTTTTTTTG TTTGCAAGCH

AGAAGATCCT TTGATCTTTT

CNNCCANATG ANGGCANNAT
NCHGANTTCA TNACCANNTA
TCNNGGGGNA ACANNNCGGT
GNNTNTA CATNATCTTA
MACNANGTTN TCANGATCC!
GNANMGCTTN TGGHNGCAGRA

Sequenz 248

TCCGGCAARD
GCAGATTACG
CGGGGTC
GTCATGANAT
ATNCANTCAT
NGNCATHARC

THNANANTNN
RARATAGNAR

1 CNCNGCCGCN NGCTCGGGCC CCCACACGTG TGGTCTAGAG CTAGCCTAGG 1 GAAANTGTTA CNCNCNTGCT GCAGACGCGT TACGTATCGG ATCCAGARATT
51 CTCGAGAAGC TTGTCGACGA ATTCAGATTA CAATGACACG GGGCCTTGTA 51 CGTGATTCCC CTGCAAGGCG ACCATTTTAC ACAGTTTCAT GTGCGCAAGL
101 TATGTGTGCG TAAGRAATGT AARRACGTAC AGAAGTTTTC CTAATTTTCC 101 ACGAGAAGGC AAGTGCCAGA gGGAATGCGC ATTCTCGGIG AGARAGAGTG
151 GTCAARARAAC AATCCGATTT TTAGGCAGAA CATTGTAAAT ATTGGTTCAA 151 GGAGAGCGAG TGAATGTGTG TGTGTGTGNG TATGACTGAG TGAGTGAGTT
201 AAATGGTTTG TCATACCTCG TTGCACTCGT AATTCAATTC CCRATCGATT 201 GARGCGTTTTT TACCGGACTG TGGCGAGNTT TTTTCTCATN TCATCGCGAT
251 GGCATTCAAA TTTGGGAACT TTAATTTTTT GCCAATTTTT GCAAATTTTG 251 CNCCTACTGG GCGGAGTCTC GGNTTTGTGC ACATGTGGTG TNCGTGTAGA
301 ATGATGTTAC CCCTTATCAA AARTGTGAAA ATTCACGGAA AAATTAATTT 301 AGCGAGNTAG CGTTNCATGG CGAGARNCNT GATGAARTAA CATATTGGTG
351 TTGAAAATCC ATTTAAAAGT GATAAGGGTA GTTAGCATTG GTAATTAGCT 351 GNCCCTTNTG NRAGAGANNT CCNCTTTNNC GCNNGCTNGC AATAAAGTGC
401 TCACAARACA GTTTACTGTT TAGCTTTATG ACCATTTTTA GCCARGTTGT 401 NNTTNTATAN GNAACCCCNT TCNTGHANTC TCGTATTGGA NTNTANANCG
451 GATGRAAMAA CTGTAAGTAA ATATCGAATT TTCCGGTCAA AAATABRACAT 451 ATNACNCNCT TATATNGANT GCCTGATANA NACCCTCTTT CCCTGTCCAT
501 ATTTTTTTTA GGCGAAARCCA TGATGARATA ACATAAGGTG GTCCCGTCGA 501 CTHNGGNNTC TNAGNWNTTTT ACNACHWNCNN ATANTCTANA GNTAGGNGNG
551 TAGNCCGRAG CTTACCGAAG TATACACTTA AATTTCAGIG CACGTTTTGC 551 GNANATTCCC CCTTTTAAAC ATTNTTITAT NNAGCGAANN NANANNTNGG
601 TTGTTTGAGA GGGARAGGTT GTGTGCGGAC GAATTTTTTT TTTGHMAARAC 601 TTNAGCGNCC CCTCTACNNT MTCTNGGNTN GGGGCGGNCN NMCGCHNNTCT
651 ATTAACCCTT TACGGGGGGA ATAAMAARAT AAATGNAAAT NTTTGNCHAA 651 NTNGNTTCGT TTTGNCCCGN ATCTAGNTNC TTCHAATGGA TTTNACCCNC
701 ATTTTTTGCN TGGHCARAGA CTGTTGHACT TG 701 CCCCNNACGC NNTAGCTGTT TCNTCTTTTT TT
Sequenz 221 Sequenz 222
1 TATTTTTTTT TGGCGAACCA TGATGABATA ACATAAGGTG GTCCCGTCGA 1 GTCATGTGTG TGCGTGTaghA AGCGAGATAG CGTTACATGG CGAGAAGCAT
51 TAGCCGAAGC TTACCGAAGT ATACACTTARA ATTCAGTGCA CGTTTGCTTG 51 GATGAARATAR CATAAGGTGG TCCCGTCGGC ARGAGACATC CACTTAACGT
101 TTGAGAGGAR AGGTTGTGTG CGGACGAATT TTTTTTTGAA AACATTAACC 101 ATGCTTGCAA TAAGTGCGAG TGARARGGAAT AGTATTCTGA GTGTCGTATT
151 CTTACGTGGA ATARAAAMAN ATGARATATT GCRAATTTTG CTGCAAAGCT 151 GAGTCTGAGT GAGACAGCGA TATGATTGTT GATTAACCCT TAGCATGTCC
201 GTGACTGGAG TAARATTAAT TCACGTGCCG AAGTGTGCTA TTAAGAGARM 201 GTGGGGTTTG AATTAACTCA TAATATTAAT TAGACGAAAT TATTTTTAAA
251 ATTGTGGGAG CAGAGCCTTG GGTGCAGCCT TGGTGAAAAC TCCCAAATTT 251 GTTTTATTTT TAATAATTTG CGAGTACGCA AAGCTTGTCG GCGTCATCAR
301 GTGATACCCA CTTTAATGAT TCGCAGTGGA AGGCTGCACC TGCAARAGGT 301 CTCCATCACT GTCCATTAGG TCTATGACCA CATCCAAACA TCCTCTTTTT
351 CAGACATTTA RARGGAGGCG ACTCARCGCA GATGCCGTAC CTAGTARAGT 351 ATGTCCACAT CTGATAACCA TCTGTACAAA GTCGTACGAC TGGGCAAAGG
401 GATAGAGCCT GAACCAGAAR AGATARARAGA AGGCTATACC ANTGGGAGTA 401 RAAATCCTTTT TTGTACAGAT GGTTATACGC TCGACGGATC CGTCGACCTG
451 CACANACAGA GTRAGTTTGA ATAGTARRAA AAATCATTTA TGNAAACART 451 CAGATCTCTA GAAGCTTGCG TTGCTGGCYT TTTTCCATAg GCTCCgCCCC
501 AACNTGCCTG MGCCGCMAGG NTCCTNGTTC TTTTGNTTTA ATTHNARACAN 501 CCTGACQAGC ATCaCAARAA TCgACGCTCA AgtCAgAggT GGCgRAACCT
551 AARGNNNCTTT GNGGGNARAA AATTTCHNTTA CTTTGGGCGN TTCNGAAART 551 gACaGGACTA TAAANATACC aggcogTttCC CCCTgghlhgl TCCCTCNtge
601 TGCTTTCTNC CTNAGAGCCA THNTGANGCT TTGGGCCNCT NGGGCCNNTT 601 gCTCTCCTgN NCCgACCCTN CCHNNNNNCCH NATNCCTNNN NNNNTTHNNNC
651 CNTCGTTTTT CNNCTCNCCT TTNGTTTTTC NCANCNTNCC NCCCTTTTTT 651  CONNMNMNNAL NNMHMMNENNH NTHMNMNNNN CMMHNNNNNN NNNNHNNNNN
701 ATAGCCGCTNW TCTCTTCCGT NTTCCTTTGG CCHTGNGCAT TTTCTTTCCH 701 NNMNNNNNNN HNNMNNNNNCH MNNNNNNHNN NNNNNNNMNNG CHNNNHNMNNN
751 TGTTNACCNA TGNTTTGCTN TCCNTTCCCN TCGTCTTNTC TTNNCCTTGT 751  NNHNNNNNFNNN NNNNNNNNNG GNGATTNGGC NCHNNNWNNNN NNNNHNMNNE
801 TTCNCCCCTT NCTTTHATTC CHTNCTNCHT ACTHNNCCCTT TCCNNNTTIT 801 NNNNNNNNNN NNNMNNNNNN NNNNNNNNNN NNNHNNNNNN THNNNNNNNN
851 TTTNTTTNGC ATTTNTNCCT CCCTGTNACC CGHCGTCTTC TCTTTTTNCT 851 NNNNNNNNEN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NENNHNNNNNE
901 N
Sequenz 237 Sequenz 238
1 CCCCNTATGA ATANACTTGA GGGAAAATTC GTACTTTGGA GACGAARATGC 1 GCNTATCTGA GCGATCTGTC GTCGTCCCCT CAACTGGCAG ATGCACGGTT
51 TTGGCACTGG CCGTCGTTTT ACAACGTCGT 51 ACGATGCGCC CATCTACACC AACGTGACCT ATCCCATTAC GGTCAATCCG
101 TACCCARACTT AATCGCCTTG CAGCACATCC 101 CCGTTTGTTC CCACGGAGAA TCCGACGGGN TGTTACTCGC TCARCATTTAR
151 ATAGCGARGA 151 TGTTGATGAA AGCTGGCTAC AGGAAGGCCA GACGCGRATT ATTTTTGATG
201 AT SBAT 201 GUGTTAACTC GGCGTTTCAT CTGTGGTGCA ACGGGCGCTG GGTCGGTTAC
251 TG N 251 GGCCAGGACA GNCGTTTGCC GTCTGRATTT GACCTGAGCG CATTTNTAAT
301 CARANNCTNTT TCCTCTCNNC AAACTGTNAN TGNAC 301 TTARAAGGAT CTAGGTGAAG ATCCTTTTTG ATAATCTCAT GACCARAATC
351 NATCTACTTC NNTNANATNM ATTNCATGTC AGGTN 351 CCTTAACGTG AGTTHNTCGNT CCNCTGANCG TCAGACCCCG TANAAARGAT
401 CRABAGGATCT TCTTGAGATC CTTNTTTTCT GCGCNTAATC TGCTGCTTGC
451 ARACRRRAAA ACCACCGNTA CCAGNGNGGG TTTGTTTGCC NGRNCARNAG
501 CTACCAACTC TTTTTCNGNA ANGTGAACTG NCTTNAGCAN ANCCTCNGAT
551 ACCANATACT GTCCTTCTNG TGTANCCGTA NNTAGGCCAC CACTTCAAGA
601 ACTCTGTNTT ANCNCNTACN TACCTCGNTT CTGCTAARNMN TGTTHNTCCCG
651 TGNNTNGCTG CCNGTGNNGA TTANTTTTCT GTNTTACCGG GTTCNGACCC
701 NNTNCTAATN TNTNNNNTNT TTTGNTCNCT ATGATTTCGN TTTNANTGNT
751 GGATNCTTHNN NCAGNCCCAG CTCNGNATCG ANNGCCTTAN TCCTAACTGH
801 ANNACNCTNN NGNNGTNNNT NTGNAGANAG NNGCTCHCTN TCTTANGNNN
851 NNNNGGGTNT TNTGTTTCCG NTNNTGNTTA GNTTNTTTTT TTTTHNTTCTT
901  THNNTNTHTN
Sequenz 239 Sequenz 247
CTTCCCTCGG NACGTGGCGC TTTCTCATAG CTCACG AGGTATCTCA
GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC
GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAR
CCCGGTAAG CGCCACTGGC AGCAGCC, G “AGGHR.

Abbildung 72: Originalsequenzen der ,,upstream deletion Linie” A2, die zum Erstellen der
Gesamtsequenz in VI.2. Alle weiteren Details sind dort zu finden.
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VI.4.1 Ubersicht Original-Sequenzen der Mutagenese-Experimente in omb und WRE

Sequenzierung pB AT7071[omb K 431R] mit M 13rev: Sequenzierung pBAT7071[ombK 431E] mit M 13rev:
1 CAAGOTCGAR ATTARCCOTC ACTAAAGGGA ACARARGCOTG GTACCACACT 1 AACTCAAATT AACCCTCACT AAAGGGAACA AAAGCTGGTA CCACACTTGC
51 TGCTTTTGAC ACAACTGTGT TTACTTGCAA TCCCCCAARA CAGACAGACT 51 TTTTGACACA ACTGTGTTTA CTTGCAATCC CCCAARACAG ACAGACTCGR
101 CGAGATCCGG GCAGCATGGT CGACGACGTC GTCCTTGCCT CGGCCGTCGC 101 GATCCGGGCA GCATGGTCGA CGACGTCGTC CTTGCCTCGE CCGTCGCCCA
151 CCATCAGOTG CATCCGGCGA TGCGACCGCT GOGGGCGCTT CAGCCOGAGE 151 TCRGCTGCAT CCGGCGATGC GACCGCTGCG GGCGCTTCAG CCCGAGGACG
201 ACGATGGCGT CGTCGATGAT CCCAAGETCA CGCTGGAGGG CAAGGACCTG 201 ATGGCGTCGT CGATGATCCC AAGGTCACGC TGGAGGGCAR GGACCTGTGG
251 TGGGAGAAGT TCCACAAACT GGGCA A ATGGTCATCRA COAAGAGCGS 251 GAGAAGTTCC ACAAACTGGG CACGGAAATG CTCATCACCA AGAGCGGCAG
301 CAGACARATG TTTCCGCARA TGABRATTTCG TETTTCGGEGA CTGGATGCCA 301 ACARAATGTTT CCGCARATGA ARTTTCGTGT TTCGGGACTG GRTGCCRAGG
351 AGGCTRAATA CATCTTGCTA CTGGACATTG TGGCGGCGGA CGATTATCGT 351 CTAAATACAT CTTGCTACTG GACATTGTGG CGGCGGACGA TTATCGTTAT
401 TATARATTTC ATAATAGTCG CTGGATGGTG GCTGGCAAAG CGGATCCCGA 401 AAATTTCATA ATAGTCGCTG GATGGTGGCT GGCARAGCGG ATCCCGAGAT
451 GATGCCAAARR CGCATGTATA TCCATCCAGA TTCGCCCACA ACGGGTGAGC 451 GCCAAARACGC ATGTATATCC ATCCAGATTC GCCCACAACG GGTGAGCUAAT
501 AATGGATGCA GAAAGTTGTT TCATTTCACC GGTTAAAATT GACCAACAAT 501 GGATGCAGAA AGTTGTTTCA TTTCATGAAT TAAAATTGAC CAACAATATT
551 ATTAGTGATA AACATGGATT TGTAAGTACT ACGATCCTGA ACTCUATGCA 551 AGTGATARAC RTGGATTTGT ARGTRCTACG ATCCTGRACT CGATGCACAR
601 CARGTACCAG CCECGTTTCC ACCTGGTGCG AGCCAATGAC ATCCTGAAGC 601 GTACCAGCCG CGTTTCCACC TGGTGCGAGC CAATGACATC CTGAAGCTGC
651 TGCCGTACTC CACGTTTCGC ACGTACGTCT TCAAGGAGAC CGAGTTCATC 651 CGTACTCCAC GTTTCGCACG TACGTCTTCA AGGAGACCGA GTTCATCGCC
701  GCCGTCACAG CATATCAAAA TGAGAAGATA ACTCAATTGA ARATCGATAR 701 GTCACAGCAT ATCAARATGA GAAGATAACT CAATTGAAAA TCGATAACAA
751 CAATCCGTTT GCGRAGGGCT TTCGTGATAC TGETGCCGGC TAGAGCTCCA 751 TCCCGTTTGC GAAGGGCTTT CGTGATACTG GTGCCGGCTA AGAGCTCCAR
801 TTCGCCCTAT AGTGAGTCGT ATTACRATTC ACTGGCCGTC GTTTACRACG 801 TTCCGCCCTA TAGTGAGTCG TATTACATTC ACCTGGCGTC GTTTTACAARC
851 TTGTGACTGE GARAACCCTG GCGTTACCCA ACTAATCGCC TTECAGCACR 851 CTCGTGACTG GGARAACCCT GGGCGTTACC CACCTATTCG CTGECAGCCA
901 TCCCCTTTCG CAGCT 901 TCCCCTTCGE CAGCTGGCGT ATATAGCGAA AAGGGCCGA
Sequenzierung pBAT7071[omb K431G] mit M13rev: Sequenzierung pBAT 7071[ombH454Y ] mit M 13rev
1 TCGARTTAAC CCTCACTARR GGGARCAARA GCTGGTACCA CACTTGCTTT 1 TCGAATTAAC CCTCACTARA GGGAACAAAA GCTGGTACCA CACTTGCTTT
51 TGACACAACT GTGTTTACTT GCAATCCCCC AAAACAGACA GACTCGAGAT 51 TGACACAACT GTGTTTACTT GCARTCCCCC ARAACAGACR GACTCGAGAT
101 CCGGGCAGCA TGGTCGACGA CGTCGTCCTT GCCTCGGCCG TCGCCCATCA 101 CCGGGCAGCA TGETCEACGA CGTCGTCCTT GCCTCGECCGE TCGCCCATCA
151 GCTGCATCCG GCGATGCGAC CGCTGCGEEC GCTTCAGCCS GAGGACGATG 151 GCTGCATCCG GCGATGCGAC CGCTGCGGGC GCTTCAGCCC GAGGACGATG
201 GCGTCGTCGA TGATCCCAAG GTCACGCTGG AGGGCARGGA CCTGTGGGAG 201 GCGTCGTCGA TGATCCCAAG GTCACGCTGG AGGGCAAGGA CCTGTGGGAG
251 AAGTTCCACA AACTGGGCAC GGAAATGGTC ATCACCARGA GCGGCAGACA 251 BAGTTCCACA ARCTGGGCAC GGARATGGTC ATCACCAAGA GCGGCAGACA
301 RATGTTTCCG CABATGAAAT TTCGTGTTTC GGGACTGGAT GCCARGGCTA 301 AATGTTTCCG CAAATGAAAT TTCGTGTTTC GGGACTGGAT GCCAAGGCTA
351 RATACATCTT GCTACTGGAC ATTGTGGCGGE CGGACGATTA TCGTTATAAA 351 AATACATCTT GCTACTGGAC ATTGTGGCGG CGGACGATTA TCGTTATAAA
401 TTTCATRATA GTCGCTGGAT GGTGGCTGEC ARRGCGGATC CCGAGATGCC 401 TTTCATAATA GTCGCTGGAT GBTGGCTGGC ARAGCGGATC CCGAGATGCC
451 RAAACGCATG TATATCCATC CAGATTCGCC CACAACGGGT GAGCAATGGA 451 BARACGCATG TATATCCATC CAGATTCGCC CACRACGGGT GAGCAATGGA
501 TGCAGARATT CATTTCATGE ATTARRATTG ACCAACAATA TTAGTGATAA 501 TGCAGAAAGT TGTTTCATTT CACARATTAA AATTGACCAA CAATATTAGT
551 ACATGGATTT GTAAGTACTA CGATCCTGAA CTCGATGCAC AAGTACCAGC 551 GATAAACATG GGATTTGTAR GTACTACGAT CCTGAACTCG ATGTACARGT
601 CGCGTTTCCA CCTGGTGCGA GCCAATGACA TCCTGARGCT GCCGTACTCC 601 ACAGCCGCGT TTCCACCTGG TGCGAGCCAA TGACATCCTG AAGCTGCCGT
651 ACGTTTCGCA CGTACGTCTT CAAGGAGACC GAGTTCATCG CCGTCACAGC 651 ACTCCACGTT TCGCACGTAC GTCTTCCARG GAGACCGAGT TCATCGCCGT
701 ATATCAARAT GAGAAGATAA CTCAATTGAA AATCGATAAC NATCCGTTTG 701 CACARGCATAT CAARATGAGA AGATNACTCA ATTTGAAAART CGATARCAAT
751 CGAANGGCTT TCGTGATACT GGTGCCGGNT AAANCTCCAA TTCGCCCTAT 751 CCGTTTGCNA AANGGCTTTC GTGATACTGE GTGCCGEENT AAGAGCTCCC
B01 AGTGAGTCGT ANTACNATTC ACTGGCCGTC GTTTTCAACG TCNTGACTGG 801 ATTCCNCCCT ATAGTGAGTC NTATTACAAT TCNCCTGGCC CGTCGTTTTA
851 GRAAARCCCTG GCGTTACCAA CTTNATCGCC TTGCAARCAAA TNCCCCTTIC 851 NARCCGTCNT GACNTGGGAA ARACCCTGGG CGTTACCCAR CTTARANCGC
901 GCCAGCTGGG GNTAATAGCG AA 901 CTTGNAGCAR ATCCCCTTTT TG
Sequenzierung pBAT7071[{0mbAS508V | mit M13rev Sequenzierung pKS[TCF1mut4ABsrGI]:
1 GCTCGAAATT AACCCTCACT ARAGGGRACA AAAGCTGGTA CCACACTTGC 1 GATCGCGATT GGAGCTCCAC CGCGGTGGCG GCCGCTCTAG AACTAGTGGA
51 TTTTGACACA ACTGTGTTTA CTTGCAATCC CCCAAAACAG ACAGACTCGA 51 TCCCGCTTCT GTTCTTGTTT TTTTTGAGTT TGGATTTGGG TTTTGGTTTG
101 GATCCGGGCA GCATGGTCGA CGACGTCGTC CTTGCCTCGG CCGTCGLCCA 101 GGGGTTTGAA AATCGTCCGA GRAGTTTGAC AAAAGCTCAG GGACCGACGC
151 TCAGCTGCAT CCGGCGATGC GACCGCTGCG GGCGCTTCAG CCCGAGGACH 151 GGGGAAGTGA CCGACRATGC CGGTACACCT GGGGGAARAR TATGTACATG
201 ATGGCGTCGT CGATGATCCC AAGGTCACGC TGGAGGGCAA GGACCTGTGG 201 ARRTGTGTGG ACGRATTCGA TATCAAGCTT ATCGATACCG TCGACCTCGA
251 GAGAAGTTCC ACAMACTGGG CACGGABATG GTCATCACCA AGAGCGGCAG 251 GGGGEGGCCC GGTACCAGCT TTTGTTCCCT TTAGTGAGGG TTAATTTCGA
301 ACARATGTTT CCGCAAATGA AATTTCGTGT TTCGGGACTG GATGCCARGG 301 GCTTGGCGTA ATCATGGTCA TAGCTGTTTC CTGTGTGARR TTGTTATCCG
351 CTARATACAT CTTGCTACTG GACATTGTGG CGGCGGACGA TTATCGTTAT 351 CTCACARTTC CACACRACAT ACGAGCCGGR AGCATARAGT GTRRAGCCTG
401 AAATTTCATA ATAGTCGCTG GATGGTGGCT GGCAAAGCGG ATCCCGAGAT 401 GGGTGCCTAA TGAGTGAGCT AACTCACATT AATTGCGTTG CGCTCACTGC
451 GCCAAAACGC ATGTATATCC ATCCAGATTC GCCCACAACG GGTGAGCAAT 451 CCGCTTTCCA GTCGGGAAAC CTGTCGTGCC AGCTGCATTA ATGAATCGGC
501 GGATGCAGAA AGTTGTTTCA TTTCACARAT TAARATTGAC CAACAATATT 501 CARCGCGCGG GGAGAGGCGG TTTGYGTATT GGGCGCTCTT CCGETTCCTC
551 AGTGATAAAC ATGGATTTGT AAGTACTACG ATCCTGAACT CGATGCACAA 551 GCTCACTGAC TCGCTGCGCT CGGTCGTTCG GCTGCGGCGR GCGETATCAG
601 GTACCAGCCG CGTTTCCACC TGGTGCGAGC CAATGACATC CTGAAGCTGC 601 CTCACTCAAA GGCGGTAATA CGGTTATCCA CAGAATCAGG GGATARCGCA
651 CGTACTCCAC GTTTCGCACG TACGTCTTCA AGGAGACCGA GTTCATCGCC 651  GGRARGRACR TGTGRGCRRR AGGCCAGCAR RAGGCCRGGR RCCGTRRRAG
701 GTCACAGCAT ATCARAATGA GAAGATAACT CAATTGAARR TCGATAACAA 701  GCCGCGTTGC TGGCGTTTIT CCATAGGCTC CGCCCCCCTG ACGAGCATCA
751 TCCGTTTGTG AAGGGCTTTC GTGATACTGG TGCCGGCTAA GAGCTCCATT 751 CARARATCGA CGCTCRAGTC AGRGTGGCGA AACCCGACAG GRCTATARGA
801 CGCCCTATAG TGAGTCGTAT TACAATTCAC TGGCCGTCGT TTTACAACGT 501 TACCAGGCGT TTCCCCTTGA AGCTCCTCET GCGCTCTCCT GITCGACCTG
851 CGTGACTGGE GAAACCCTGG CGTTACCCAC CTTAATCGCC TTGCAGCACT 851 CCGCTTACGG ATACTGTCGC CTTCTCCTTC GGAAGNKGNG CTTCTNNNCT
901 TCCCCOTTTC CGCAGCTTGG CGTAATAGCG AAGAGGCCC 901 CAGCTGAGNN NNNGTNGGNG TAGTNGTCGC TCAGCTGGCN GNGNMCGAAC
951  €CC

Abbildung 73: Originalsequenzen aller in der Arbeit durchgeflihrten Mutagenesen. Die Annotation ist
im Ergebnisteil zu sehen.
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VI.4.2 Ubersicht Original-Sequenzen der Analyse von Qd[For]

Linke
Seite

Rechte
Seite

51
101
151
201
251

51
101
151
201
251

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

CCAANCTAGG ATCGACCGCG CNCCTCTGCT
ARAGCCGGCT CNAATGGGCA AACGATTCCA
ATTANGTNNG ATATNNCACT TCCTTTTTTC
TCCTNTANTG CTGAANATTT TAGCCTTATC
TTCCCTGANT GTGCTCTGGC TNTACTGCCC

CNGCATANTT

CGAATCCCCC
GCAGGGGNCN
NGNTNTGTCT
GTCCTTTATG
TTAGNNTNGN

CTNTTTGGGG
NTTTTTCCAC
ATACCTTCNT
CGGCCHNGATT
CAAACTNTTN

Sequenz 165:iPCR Produkt 534/638 (Maell) Seqg-Primer 638

GCCNGTTTGC
TCGATTCCTT
NAAGTCGAAC
TTATGTTGGC
TGCCGTATNA
GCCGGCGGGA

CCGANGTGGG
AGACTTCGGG
TTTTTCAANC
ATTCGGCGCA
GCACGTNNGA
GTCGAAC

TGTATTCGAT
TTCGCCGCCG
CGACTTANNC
ATTGGCGGGC
NCCGGATNCG

GTRAGATGAT
GAGGTCGAAC
GGGTNGCGTG
CNATTATGGG
CTGGNTATGC

TGCGCGTGTT
AATTTCARAGG
GCGTTTGCNT
GCCACGATTA
CGCTTTNTAT

Sequenz 166:iPCR Produkt 534/638 (Maell) Seq-Primer 534

CCGEGNCTGTN
TCGCACTGGT
CACNGGACTC
CTGCACACAR
ANNCNCAACT
NCATGCTNAT
TCNACCTGGT
CCTCANCGNN
CCAANGCATG
GCAGTTNGCA
ATAGAGANTN
GACTTATGGC
CNCTCACNAG
CARANTTGGC
NAANGCTGAA

TTGCNCAGTT
CAACGTGCNT
GTGCGTAGAA
TGCACNGGAC
TAGNNCNTAT
NNNTCCCGNG
NCAGCANCHNC
GCCNCNGTNA
NTTGCGNTGG
ACTGCTNGAG
TCANGATTCG
GTCTCATNTG
NCGTGNNCNN
CTTAGAGANT
CGGGCCNGNN

NCACCCCTAG
AGCCGGTATC
GCGCACRATG
ATAGGNANCA
CTATCANNNT
TGTCTCGNCN
TGGCNGNACC
TCACNNTGAG
ATTCTNGTAG
NCAAGGRAGG
GCGAGCTNAT
NATTGGGAAC
CCAAGCNCCG
NGCANGCATC
CNTTTTTGCC

CACCGNTANT
CTAGACCNAG
ACGACTCCGC
TGGTGNTGGA
TGANATTGCT
ATTNCTNNTG
NGGCTCATTT
NCCGATATGG
CGCNGNACCT
CNTTGCGNGC
GGCANCCCAC
GCCNATNGGC
NGTCNCAACC
CTNCCCTGGT
TGC

GTANGCNTNA
NGCAGCTNCT
GTGCACCANG
NCGCCARANCG
GGGAAACCGC
TNGCACAGGC
GCCANNGNCN
AGGGTACTCA
CTCCNGTCCN
TNATGATTCG
TGCGTHNCCCC
TTAGGCGTTT
ANTGCCTGNC
TNATGNCNCA

Sequenz 167:iPCR Produkt 531/535 (Bsh1236l) Seg-Primer 531

ANNGAGGGGG
CNTGTCTATA
NGGCANTANC
ATGNTNGCGG
TGCATGATCG
CGGTAGAGAT
ANAGACTGAC
AGTCCNACAN
ACACATCGTG
ACCNNGTGCN
NTCGNTTCGG
ACAGCGNAAG
TTCCNGCACN
GATNGNCNAG
GTCCATTTARA

CNGATGGNGT
AGAATNGGCA
GGAAANTNNC
TCNNNCANNG
CTTCNGNCNC
ATTGCHNCTTG
CCCTTCATCC
TGNACCGANN
CGTCCTGNAC
NACCATTGTT
CNNCTGCCTT
GGATTGGTCG
ACTGNTNGAN
GGGNNCCNGG
ANNCCANCNN

GTNTCTTNAC
GGANNTNNTC
CNANCANANC
GNTGGTTCAN
TANCNTNCGG
TCTCGCAATC
GCTCNTGNCHN
GANNAACCAG
GCGATCTNGG
GNCCGANACA
NTGCTATCAG
NATCNGATNT
CCCGCARNAG
GGGCCGGCCT
GTNNATTGGG

CCTGGANGGN
NAGTANCAGG
AACACATANG
TGGTGCACGG
TATNGNNTAG
TATACAGATC
CCATNTANAC
CTGTCAAGNA
ATGNTCGATN
ACCGATGNTG
GGNAGCTAAA
CNGNAACCTA
GGCGGTNATT
NCTTAAAANA
GCA

TATCTGNAGA
TACNCNATCG
AGCAANNAAN
CTTTGGTNNT
GGAAATCGGGE
CTGGCGCGAA
ACGNTGTGNG
TNGCCAGGNC
TCCGNCCTTG
CNGACTTGAN
GNNTCTCNTG
GCATTGGGGA
CNTCTTCNNG
NGACCCCNGG

Sequenz 168:iPCR Produkt 531/535 (Bsh1236l) Seq-Primer 535

Abbildung 74: Originalsequenzen der iPCR Produkte von Qd[For]. Die ersten beiden Sequenzen
entsprechen dem linken Ende der Insertion (Maell), die unteren beiden Sequenzen entsprechen dem
rechten Ende der Insertion. (Bsh1236l). Es wurde eine weitere iPCR (Sau3Al) versucht um anhand
dieser Daten weiter in die Insertion zu lesen, was aber nicht gelang.
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VI.4.3 Ubersicht Original-Sequenzen der Dpp-GFP-Fusionskonstrukte

GGCAMC

Sequenz 241: Dpp-del-GFP mit Primer 6254 sequenziert Sequenz 243 Dpp-dup-GFP.Sequenzien mit Primer 6254

Sequenz 245: Dpp-dup-GFP.Sequenzient mit Primer 678

Sequenz 242: Dpp-del-GFP mit Primer 678 sequenziert

Sequenz 244: Dpp-myve-GFP Sequenzien mit Primer 6254

Abbildung 75: Originalsequenzen der Dpp-GFP-Fusionskonstrukte. Griin ist GFP-Sequenz markiert
(nach Alignment der Sequenz mit p-2xEGFP-1). Die eingefligte Sacll Linker-Site ist unterstrichen. Blau
ist die Modifikation in Dpp-dup-GFP und Dpp-del-GFP hervorgehoben. Der Primer 625A liest vom
modifizierten Dpp-Bereich (Fragment 1b) in die GFP Sequenz. Der Primer 678 ist ein GFP interner
Primer, der in Fragment2, das Dpp C-terminale Ende liest. So wird sichergestellt, dass die gesamte
Sequenz in Ordnung ist. Fragment 1a wurde aus dem Ausgangsklon (pCDNA3-Dpp-myc von M. Roth
geschnitten und nicht mehr vollstandig sequenziert.
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