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1 Einleitung

1.1 Gen, Phän und Funktion

ÜbereinelangeZeit erfolgtein derGenetikdie Analysevon Genenüberdie Erzeugung
oderEntdeckungeinerMutantemit eineminteressantenPhänotyp.DerEingrenzungund
IsolierungdeszugrundeliegendenGensfolgte die – oft jahrzehntelange– genetischeund
biochemischeErforschungder Genstrukturund derenFunktion.Durch die rapideEnt-
wicklung modernermolekulargenetischerTechnikenkanndieserWeg heutein einzelnen
Abschnittenbeschleunigtund sogarin umgekehrterRichtungbegangenwerden.Dieses
im VergleichzurklassischenGenetik„umgedrehte“Vorgehen,beidemmanvonderIden-
tifizierungundIsolierungvonGenenausgehtunddannFunktionundPhänotypbestimmt,
wird mit dem Begriff „reversegenetics“bezeichnet(van Ommenund Pearson,1989;
Plasterk,1992;Kaiser, 1990).ReverseGenetikgewann in letzterZeit besondersdurch
die IdentifizierungneuerGenemittels„comparativesequencing“,durchdie Entwicklung
bioinformatischerAlgorithmenundDatenbanken,Transkriptionsanalysenundeukaryoti-
scherTransformationssystemeanBedeutung.

Mittlerweile konntenin dengroßenGenomprojektendieeukaryotischenGenomevon
Sacharomycescerevisiae, CaenorhabditiselegansundDrosophilamelanogasterkomplett
sequenziertwerden(Mewesetal., 1997;Wilson,1999;Adamset al., 2000).Mit demex-
ponentiellenZuwachsan DNA-Sequenzinformationendurchdie Sequenzierprojekteist
nichtnurdie IdentifizierungneuartigerGenesondernauchdasAuffindenhomologeroder
ähnlicherGenprodukte,derenFunktionin anderenOrganismenunterUmständenschon
charakterisiertist, ermöglichtworden(„comparative sequencing“).Darüberhinaushat
auchdie Formulierungvon Konsensus-Sequenzenfür funktionell wichtigeDomänender
Genprodukteaufgrundihrer differentiellenevolutionärenKonservierungverschiedener
AminosäurenerheblicheFortschritteaufzuweisen.So wird die in silico-Analyseunbe-
kannterSequenzenimmermehrzur InformationsquelleundRichtungsweiserfür die ex-
perimentellePlanung.Die zunehmendgenauereFormulierungvon Algorithmenfür defi-
nierteDomänenerhöhtderenTreffergenauigkeit, sodaßeineComputer-Analyseimmer
öfter die IdentifikationbestimmterMotive undsomitdie Einordnungeinesunbekannten
Genproduktsin einebestimmteFamilie erlaubt.Die funktionelleDiversitätentstehtbei
denProteinen– wie beim LEGO™-Spielzeug(Smith, 1998)– durchdie kombinatori-
scheVielfalt einerkleinenAnzahl von Bausteinen.DabeisinddieseStrukturenweniger
von derabsolutenAminosäuresequenzdeterminiertalsvon derAminosäurenkompositi-
on.Dasheißt:Ein Sequenzmotiv, daseinedefinierteDomänenstrukturdeterminiert,kann
anvielenPositionenmehroderwenigervariieren,ohnedaßdie Domänenstrukturdavon
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1 Einleitung

beeinflußtwird. Ein gutesBeispieldafürsinddieWD-RepeatProteine,aufwelchein Ka-
pitel 1.5nähereingegangenwird. Die Bioinformatik verfügtzur Zeit nochnicht überge-
nügendDaten,umbeieinerAminosäuresequenz-Homologievonwenigerals25%zuPro-
teinen,derenStrukturbereitsdurcheineRöntgenstrukturanalysebestimmtwurde,mehr
alseinewurstförmigeStrukturvorherzusagen.Jedochist in denjenigenFällen,in denen
Algorithmenverwendetwerden,welcheHomologie-Suche,VergleichderÄhnlichkeit der
Aminosäure-ZusammensetzungundeinenVergleichmit bereitsbekanntenStrukturenbe-
rücksichtigen,oft schoneinegrundlegendeStrukturanalysemöglich.

DaßderZuwachsanSequenzinformationenwiederumdie Sequenzanalyseverwand-
ter Genomabschnittebeschleunigt,wird am deutlichstenan der Entwicklungder DNA-
Chip-Technologie(Schenaet al., 1998;Brown undBotstein,1999),mit deresbaldmög-
lich sein wird, durch eineneinzigenHybridisierungsvorgangalle Sequenzunterschiede
zwischeneinemsequenziertenGenomund einemnichtsequenzierten,naheverwandten
Genomfestzustellen(Hacia,1999).DieskommtfaktischeinerkomplettenSequenzierung
deszweitenGenomsgleich.

Ein weitererzentralerPunktbei der Funktionsanalysevon Genenist die Lokalisie-
rung desGenproduktsim OrganismusdurchTranskriptions-und Expressionsanalysen.
Hier könnenin vielen FällenbereitsSchlüsseauf die Funktiongezogenwerden,ob ein
Genz.B. für dieEmbryonalentwicklungwichtig ist oderobesz.B. einmaternalesEffekt-
gendarstellt.EineubiquitäreExpressionwürdeaufeinegrundlegendezelluläreFunktion
hinweisen,einezeitlich begrenzteExpressionin definiertenArealeneherauf eineFunk-
tion in spezifischenDifferenzierungsvorgängen.Für die Lokalisationvon Genprodukten
steheneineReihevon Techniken zur Verfügung:Bei der „whole mount“ in situ Hybri-
disierung(PolakundMcGee,1991)wird die native RNA einesGensdirekt im Gewebe
durchHybridisierungmit einermarkiertenkomplementärenRNA oderDNA nachgewie-
sen.FallsdaszuuntersuchendeGenalsProteinexprimiertwird, könnenauchspezifische
Antikörperverwendetwerden,umdiesesProteinin situnachzuweisen.

Die Möglichkeit, transgeneOrganismenzu erzeugen,ebneteeinenweitererenWeg
um Genproduktezu lokalisieren.In einemVektorkonstruktkannder regulatorische5’-
Bereichdeszu untersuchendenGensmit einemsogenanntenReportergenfusioniertund
diesesKonstruktdurchKeimbahntransformationin denOrganismuseingebrachtwerden.
DasReportergenwird in diesemOrganismussoreguliert undexprimiert wie dasGen,zu
demdie regulatorischeRegionnatürlicherweisegehört.DasReportergenjedochzeichnet
sichdadurchaus,daßseinProduktleicht nachweisbarist, indemesz. B. für ein Enzym
kodiert,dasin einerFarbreaktioneinSubstratumsetztoderalsProteindirektnachweisbar
ist (Alam undCook,1990).Letzteresist z. B. beimgrünfluoreszierendenProtein(GFP)
ausAequorea victoria der Fall, welchesunterUV-Bestrahlunggrün fluoresziertund in
vivo direktbeobachtetwerdenkann(ChalfieundRain,1998).

Die Möglichkeit, einenOrganismusgenetischzu transformieren,ist einesdermäch-
tigstenWerkzeugeumErkenntnisseüberdieFunktioneinesGenszuerhalten.Bei D. me-
lanogasterwurdedieKeimbahntransformationmit P-ElementendurchRubinundSprad-
ling (1982)etabliert.Dabeiwird der zu transformierendeDNA-Abschnitt in einenbak-
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teriellenVektorkloniert,derbereitsein funktionstüchtiges,in Drosophilaexprimierbares
Markergen,sowie Bereicheausder5’- und3’-RegioneinesP-Elementesenthält.DerAb-
schnittzwischen5’- und3’-BereichdesP-Elementskannin dasGenomderKeimzellen
integrierenundzu transgenenTierenin derNachfolgegenerationführen.DasMarkergen
wird in transgenenFliegenexprimiert unddientdazu,transformiertevon nicht-transfor-
miertenFliegenunterscheidenzukönnen.Als besondersgeeignethatsichhierfürdaswhi-
te-Generwiesen,dasbei InjektiondesKonstruktsin white� -Embryonenbeierfolgreicher
Transformationzu einemrotäugigenPhänotypin denNachkommenführt. Die ebenfalls
im VektorenthaltenenP-ElementBereicheenthaltendiefür dieIntegrationdesKonstrukts
in dasGenombenötigten„invertedrepeats“, jedochnicht die für die Transposasekodie-
rendeRegion. Diesemußfür eineerfolgreicheTransformationdurchein Helferplasmid
zusätzlichbeigesteuertwerden.DiesesHelferplasmidkodiert für die Transposase,ihm
fehlenjedochdiefür dieIntegrationbenötigten„invertedrepeats“.Somitist gewährleistet,
daßnur dasKonstruktundnichtdasHelferplasmidin dasDrosophila-Genomintegrieren
kann.Da dasHelferplasmidnicht repliziert,gehtesverlorenundeinmalintegrierteKon-
struktekönnenaufgrunddesFehlensder Transposasenicht mehrspringen.Eine stabile
Transformanteist entstanden.Die Keimbahntransformationeröffnet außermit Hilfe der
bereitserwähntenReportergeneeineMengeweitererMöglichkeiten,Genezu identifizie-
renundzumanipulieren.Mit dervonBrandundPerrimon(1993)entwickelten„enhancer
trap“-MethodekönnengezieltGeneaufgrundihresExpressionsmustersisoliert werden.
Dabeiwird ein GAL4-Gen– ein Transkriptionsfaktor ausHefe, der an die sogenannte
„upstreamactivatorsequence“(UAS)-Region bindet– durchP-Element-Keimbahntrans-
formationin Drosophilagebracht.DurchEinkreuzeneinesStammes,welcherdie P-Ele-
mentTransposaseexprimiert,kanndiesesKonstruktzur erneutenTranspositionangeregt
werdenund dadurchan alle möglichenStellenauf denChromosomenspringen.Dabei
gerätdasGAL4-Gen je nachIntegrationsortunterdie Kontrolle verschiedenergewebs-
oderentwicklungsspezifischerEnhancer. KreuztmannuneinenStammein,dereinUAS-
gesteuertesReportergenenthält,wird diesesReportergenüberdie Wechselwirkung von
derUAS mit GAL4 von dementsprechendenEnhancergesteuert.Durch Isolierungder-
jenigenintegriertenGAL4-KonstrukteausdemDrosophila-Genom,die ein interessantes
ExpressionsmusterdesReportergensaufweisen,zusammenmit flankierendengenomi-
schenSequenzen,ist ein molekularerZugangzurAnalysedieserGenegeschaffen.

Fernerist esmöglich,mit Hilfe derKeimbahntransformationDNA-Abschnittein das
Genomeinzubringen,diemit demzuuntersuchendenGenin ihrerWirkung interferieren.
Ziel solcherExperimenteist es,dasGensoweit wie möglichauszuschalten.In manchen
Organismen,wie z. B. derMaus,kanndirekt überhomologeRekombinationdesnativen
Gensmit einemKonstrukt,welcheseine nicht funktionierendeGenkopie enthält,eine
transgeneNullmutanteerzeugtwerden(Robertson,1991).In anderenOrganismen,wie
z. B. Drosophilaist diesnicht ohneweiteresmöglich.Da hier derAustauschvon Genen
mit episomalenDNA-AbschnittendurchhomologeRekombinationnichtsoeinfachmög-
lich ist, mußdie Interferenzmit demnativenGenin „trans“ erfolgen.In Drosophilakann
diesüber „antisense-RNA“ (Rosenberg et al., 1985),Ribozyme(Heinrich et al., 1993)

15



1 Einleitung

oderdoppelsträngigehomologeRNA (RNAi, KennerdellundCarthew (1998))erfolgen.
Die molekularenUrsachender inhibitorischenWirkung obengenannterStrategien sind
zum Teil ungeklärt.Im Falle der „antisense-RNA“ wird eineAnlagerungan die native
RNA zu einemDoppelstrangvermutet,waszu einerInhibition derTranslationführt. Ri-
bozymesindkatalytischwirksameRNA-Moleküle,dieeinekatalytischeDomäneenthal-
ten,welchevonkurzen„antisense“-AbschnittenzudemzuuntersuchendenGenflankiert
sind.DurchdiesebindetdasRibozymspezifischaneinenativeRNA umsiezuschneiden.
SolcheMethodenwerdendannangewendet,wennderPhänotypnichtoderunzureichend
bekanntist, alsokeinebefriedigendeAnzahlmutanterAllele bzw. überhauptkeineMu-
tantezurVerfügungsteht.

EineKeimbahntransformationmit einemsogenannten„Rettungsvektor“kannderIden-
tifizierungvonMutantendesbetreffendenGensdienen:Gelingtesnämlich,einGen,des-
senPhänotypvöllig unbekanntist,vollständigmit seinenregulatorischenBereichentrans-
genan einemOrt im Genomzu integrieren,der ungleichseinemHerkunftsortist, kann
dieseKopiedasinaktive GeneinerentsprechendeMutantekomplementieren,unddamit
denentsprechendenPhänotyp„retten“. DurchKreuzungmit verschiedenenStämmenmit
Mutationenim Bereichdeszu untersuchendenGens,kanndurchdieseRettungdie ent-
sprechendeMutanteundderPhänotypidentifiziertwerden.In weitergehendenAnalysen
wird manversuchen,die biochemischeGrundlagediesesPhänotypszu charakterisieren.
Dabeigehtesvor allemdarum,möglicheInteraktionspartnerzu identifizieren,eineEin-
ordnungdesGenproduktsin einebestimmteKlassebekannterProteineoderRNAs vorzu-
nehmenundaufgrunddertatsächlichbestimmtenoderabgeleitetenStrukturauf funktio-
nelle Eigenschaftenzu schließen.Die IdentifizierungmöglicherInteraktionspartnerge-
schiehtüblicherweisein vitro überdieKopräzipitationdurchAntikörperoderdas„yeast-
n-hybrid“-System(Vidal undLegrain,1999).In vivo wird mansichdieunterUmständen
veränderteGenexpressionvonanderenGenenin denMutantenanschauenundeineModi-
fizierungdesPhänotypsin entsprechendenDoppelmutantenoderbeiektopischerExpres-
sionerwarten.Oft werdenInteraktionspartnerdadurchentdeckt,daßdiesebei einerIm-
munpräzipitationeinesbestimmtenProteinsmit einemspezifischenAntikörpermitgefällt
werden(kopräzipitieren),weil sie an dasProtein,für dasder Antikörper spezifischist,
binden.DieseinteragierendenProteinekönnendurchProtein-Mikrosequenzierung(In-
glis, 1991) identifiziert werden.Sollte die resultierndeProteinsequenznoch unbekannt
sein,kanndurchPCRmit degeneriertenPrimerndasGendesInteraktionspartnersiden-
tifiziert, isoliert undnäheranalysiertwerden.DasPrinzipdes„yeast-2-hybrid“-Systems
(Fieldsund Sternglanz,1994)beruhtauf der Verteilungder funktionalenDomänenei-
nesTranskriptionsfaktorsin eineDNA-bindendeundeineaktivierendeDomäne.Dereine
Teil desTranskriptionsfaktorsist mit demProteinassoziiert,dessenInteraktionspartner
manisolierenwill, derandereist Teil einercDNA-Expressionsbibliothek.EineAktivie-
rungdesReportergensfindetstatt,wennbeideDomänendesTranskriptionsfaktorsüber
die Wechselwirkung ihrerFusionsanteilezusammenkommen.Von diesemSystemgibt es
zahlreicheModifikationen,die beiVidal undLegrain(1999)beschriebensind.
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WeitereMöglichkeiten,Veränderungender Genexpressionin einerMutantezu cha-
rakterisieren,bietendie zweidimensionaleGelelektrophorese(CelisundGromov, 1999)
undderRNA- bzw. cDNA-Chip (Zweiger, 1999;Bowtell, 1999;Dugganetal.,1999).Bei
der zweidimensionalenGelelektrophoresewird die gleicheGesamtproteinmengez. B.
von Wildtyp und Mutantedifferentiell markiert,gemischtund in der erstenund zwei-
ten DimensionnachverschiedenenParameternaufgetrennt.Man erhält ein komplexes
Muster von Proteinsignalen,welchebei gleicherProteinmengeausjedemOrganismus
beideMarkierungenin gleicherIntensitätaufweisen.Ist jedochdaseineorganismusspe-
zifischeSignalaneinerStelleschwächeralsdasausdemVergleichsorganismus,oderfehlt
gänzlich,kanndarausgeschlossenwerden,dasdiesesProteinmit derMutationin einem
Zusammenhangsteht.Der NachweisdifferenziellerTranskriptionmit einemRNA-Chip
funktioniertprinzipiell nachdemgleichenPrinzip.Hier können– durchsimultanerHybri-
disierungmit denfarblichdifferentiell,jedochgleichstarkmarkiertenGesamt-cDNAs aus
MutanteundVergleichsorganismusmit auf einemGlasträgerfixiertenbekanntencDNA-
Proben– je nachFarbverschiebungdesadditivenSignals,Hoch- bzw. Runterregulation
einzelnerTranskriptedetektiertwerden.

Alle in diesemKapitel beschriebenenTechniken und Möglichkeitender Funktions-
analysevon Genenwurdenin verschiedenenbiologischenSystemenetabliert.Aufgrund
der unterschiedlichenErkenntnisse,die für jedenOrganismusverfügbarsind und den
biologischenEinschränkungen,welchedie verschiedenenSystemein der experimentel-
len Praxisaufweisen,sind die aufgeführtenStrategienzur Funktionsanalysevon Genen
nicht universelleinsetzbar. Soist z. B. ein „knock out“ einesDrosophila-Gensnachdem
Vorbild der Mausnur schwerdurchführbar(Rongund Golic, 2000),da in Drosophila-
MännchenkeineRekombinationstattfindet(Muller, 1918,1932).Ein weiteresHindernis
ist dieTatsache,daßnicht für jedenOrganismuseinTransformationssystemverfügbarist.

HateinForscherin derheutigenZeit dasGlück,einvöllig unbekanntesGenwie z. B.
DmX/CpYzu entdecken,sowird ihm nicht erspartbleiben,die Grundlagenfür denEin-
stieg in die moderneFunktionsanalysevon Genenzu einemGroßteilselbstzu schaffen.
Davon handelndie folgendenKapitel, in denendie von Kraemerund Schmidt(1993)
geschaffenenGrundlagenfür dieseArbeit erläutertwerden.

1.2 Isolierung von DmX /CpY

Die Entdeckungund IsolierungdesDmX/CpY-Gensist eng mit der Suchenachdem
dominantenmännlichenGeschlechtsdeterminatorM in Chironomidenverknüpft.Dieser
Faktorwurdemit Hilfe vongeschlechtsgekoppeltenchromosomalenInversionen,welche
diesenFaktordefinitionsgemäßenthaltenmüssen,in einigenChironomus-Spezieslokali-
siert (Beermann,1953,1955;Acton, 1957;Keyl, 1961,1962;RosinundFischer, 1972;
Martin et al., 1980).Dabeikonntenin denverschiedenenSpeziesauf sechsder sieben
ChromosomenarmemöglicheLoci für M identifiziertwerden.Allein auf Arm E konnte
bis jetzt kein möglicherLocusfür M gefundenwerden.In einigenwenigenArten ist der
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Locusvon M mit einerStrukturheterozygotiein Form einerhemizygotenheterochroma-
tischenBandeauf denPolytänchromosomenassoziiert.Dies ist bei Chironomusaustra-
lis (Martin et al., 1980),Chironomusobtusidens(Keyl, 1961,1962) einigenStämmen
von Chironomusnuditarsis (FischerundTichy, 1980)undChironomusthummi(Hägele
undSpeier, 1985)derFall. DadieseStrukturheterozygotiengeschlechtsgekoppeltvererbt
werdenund nur in Männchenvorkommen,müssendie entsprechendenchromosomalen
Regionenengmit M gekoppeltseinoderM enthalten.Sowar esmöglich,die ansonsten
homomorphensomatischgepaartenChromosomenin Proto-Y undProto-X zu differen-
zieren.Bei vergleichendenUntersuchungenanC. thummiundC.piger, einerSchwestern-
art von C. thummi(Keyl undStrenzke, 1956),konntenHägeleundSpeier(1985)sowie
Hägele(1986)zeigen,daßdieseStrukturheterozygotiepersenicht M darstellt,dadiese
in C. piger fehlt, obwohl die ChromosomensyntänsindundM anhomologenLoci liegt.
Durch in situ-Hybridisierungenvon markiertenCla-Elementenan Speicheldrüsenchro-
mosomenvon C. thummi(1.1) konntegezeigtwerden,daßdie von Hägeleund Speier
(1985)in C. thummibeschriebenemännchenspezifischehemizygoteStrukturheterozygo-
tie in derRegion D3e1desChromomosomenarmsF Cla-Elementeenthält(Kraemerund
Schmidt,1993).Bei denCla Elementenhandeltessichum eineFamilie hochrepetitiver
DNA-Sequenzen,welchein C. thummica.in 7x105 Kopienvorhandensind.Die meisten
dieserElementefindensich in denZentromerendervier Chromosomen,derRestist auf
über200Loci aufalleChromosomenarmeverteilt (Schmidt,1981,1984).Die Anzahlder
Cla-Elementeist in derSchwesternartC. piger um denFaktor6 geringer, ihre Lagebe-
schränktsichim wesentlichenaufdieZentromerregionen.Um Teiledergeschlechtsspezi-
fischenRegionzuklonieren,wurdeeinegenomischeDNA-Bibliothek vonC. thummimit
Cla-Elementenals Sondeabgesuchtund die hybridisierendenλ-Klone wiederumdurch
in situ-HybridisierunganSpeicheldrüsenchromosomenauf ihre chromosomaleHerkunft
überprüft.Sokonntenzwei Klone,λCla1.1YundλCla1.8Z,identifiziertwerden,die aus
dergeschlechtsdeterminierendenRegiondesChromosomenarmsF stammten(Abbildung
1.1). Ausgehendvon diesenKlonen war esmöglich,durcheinenChromosomenmarsch
55kb der geschlechtsdeterminierendenRegion ausC. thummizu klonieren.Da sich die
SchwesternartenC. thummiund C. piger in den „single-copy“ Bereichensehrähnlich
sind, war es darüberhinausmöglich, auch50kb ausder geschlechtsdeterminierenden
chromosomalenRegionvonC. piger zuklonieren(KraemerundSchmidt,1993).

Um Genein denkloniertenchromosomalenBereichenzu identifizieren,wurdeeine
embryonalecDNA-Bibliothek von C. piger angelegt und mit „single copy“-Sequenzen
ausdemkloniertenBereichabgesucht.Damit konnteein cDNA-Klon mit einemIntegrat
von1,4kb isoliertwerden.DasdurchdiesecDNA repräsentierteGenwurdeCpY(C.piger
Y-chromosomalesGen)genannt.Die vollständigecDNA von CpY ist 11,8kb lang.CpY
ist auf beidenhomologenChromosomen,demProto-YunddemProto-X,zu finden.Um
zu überprüfen,ob essichbei CpY um dendominantenmännlichenGeschlechtsdetermi-
natorM handelt,wurdenin situ-HybridisierungenanPolytänchromosomenverschiedener
Chironomus-Speziesdurchgeführtund der Locusder CpY-Homologenmit der Position
von M verglichen:Die Positionvon CpY befindetsich in allen untersuchtenArten auf
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hemizygote Cla-Elemente

Proto-Y

Proto-X

λCla1.1Y    λCla1.8Z

Abbildung 1.1: Darstellung des geschlechtsdeterminierenden chromosomalenBereichs von
C. thummidurch in situ Hybridisierungvon FITC-markiertenCla-Elementenund den flankie-
rendenTRITC-markiertenKlonenλCla1.1YundλCla1.8Z.Der Klon λCla1.1YenthältTeiledes
CpY-Gens.Durchdie in derräumlicheNähederHybridisierungssignaleauftretendenInterferenz-
effekteerscheintdashemizygoteProto-YspezifischeCla-ElementClusterin gelberFarbe.
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Arm F in derNähedesTelomers.Diesstimmt in allenuntersuchtenArten – bis auf Chi-
ronomusplumosusundC. nuditarsis– auchmit derPositionvonM überein,bei letzteren
jedochist M an anderenStellenlokalisiert.Die chromosomalePositionvon CpY ist al-
so innerhalbder Chironomidenstärker konserviertalsdie Positionvon M. Bis heuteist
nichtsüberdie Natur von M bekanntund eskannnicht ausgeschlossenwerden,daßin
ChironomusverschiedeneFaktorendie Funktionvon M wahrnehmenkönnen,wie z. B.
für Muscadomesticabeschrieben(Francoet al., 1982),oderdaßM durchTransposition
seinenLocusverändernkann(Green,1980),oderdaßsich in dermännchenspezifischen
Strukturheterozygotienicht noch andereFaktorenverbergen, bei denenes sich um M
handelnkönnte.AusdiesenGründenkannübereineetwaigeBeteiligungvonCpYander
GeschlechtsdeterminierungnochkeineAussagegemachtwerden.

Leider sind Chironomidenin vielerlei Hinsicht ungeeignetfür die Funktionsanalyse
von Genen:Sie paarensich nur im Schwarm und gebenzudemnur ein bis zwei Gele-
gewährendihrer sehrgeringenLebensdauerab. Kreuzungsgenetikkanndeshalb– wenn
überhaupt– nur sehreingeschränktdurchgeführtwerden.Außerdemist für Chironomus
kein genetischesTransformationssystemetabliert,wasauchzur Folge hat, daßdie Er-
zeugungund Analysevon Mutantenz. B. durchRettungoder Deletionskartierungnur
schwermöglichist. Auch andereTechniken,wie z. B Reportergenassaysoderantisense-
Experimente,sindausdenaufgeführtenGründennicht leicht durchzuführen.Eswaralso
notwendig,nacheinemgeeignetenOrganismuszusuchen,in demdieseAnalysendurch-
geführtwerdenkönnen.DasCpYGenist evolutionärsehrkonserviert(sieheKapitel 1.4)
unddasentsprechendehomologeGenDmX konnteausD. melanogaster, einemidealen
Modellorganismusfür genetischeAnalysen,isoliertwerden.

1.3 Organisation des DmX /CpY -Gens

Die Exon/Intron-Strukturvon DmX/CpYwurdedurchdenVergleichdercDNA-Sequen-
zen verschiedenerKlone mit der entsprechendengenomischenSequenzermittelt. CpY
bestehtaus15 Exonsund14 IntronsundumfaßteineLängevon ca.14,8kb. Die Exons
habenein Längezwischen70 und 4337bp, die Größeder Intronsvariiert zwischen58
und 781bp. Zwei der kurzenExons,nämlich Exon 4 mit einer Längevon 90bp und
Exon 8, welches84bp lang ist, könnendifferentiellgespleißtwerden.Der 5’-untransla-
tierte Bereich– die Region zwischendemTranskriptionsstart,der „cap-site“ und dem
Start-Kodon– ist 120bp lang.Der3’-untranslatierteBereich,zwischendemStop-Kodon
unddemEndpunktderTranskription,ist in verschiedenencDNA-Klonenunterschiedlich
lang.CpY kannalsoanzwei verschiedenenStellenpolyadenyliert werden.Bei Verwen-
dung der proximalenPolyadenylierungsstellebeträgtdie Längedes3’-untranslatierten
Bereichs555bp, bei Verwendungder distalenPolyadenylierungsstelleist dieseRegion
1141bp lang.Die BedeutungdesdifferentiellenSpleißensund der differentiellenPoly-
adenylierungkonntenochnicht geklärtwerden.Von denExonswird insgesamtein ORF
von 10536bp kodiert,was– unterBerücksichtigungder 5’- und3’-untranslatiertenBe-
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reiche– mit der durchNorthern-AnalysenbestimmtenTranskriptgrößevon ca. 11,8kb
übereinstimmt.DasabgeleiteteProteinhat ein Molekulargewicht von 390kDa und be-
stehtaus3512Aminosäuren.CpY-Transkriptewurdenin beidenGeschlechternund in
allen untersuchtenEntwicklungsstadiengefunden,was auf eine weitgehendubiquitäre
Expressionschließenläßt.

DasDmX-Genweist zwar einegroßestrukturelleÄhnlichkeit mit CpY auf, esgibt
aber auch einige Unterschiede.Der transkribierteBereich des DmX-Gensist mit ca.
14,9kb ungefährso groß wie CpY. DmX enthältebenfalls 15 Exonsmit einer Größe
von67bis6980bpund14Intronsmit einerGrößevon55bpbis2,4kb. Dasim CpY-Gen
differentiellgespeißtekleineExon4 ist beiDmXBestandteildesgrößtenExons4. Dieser
Bereichkannalsoin D. melanogasternichtdifferentiellgespleißtwerden.Ein homologer
Bereichzumzweitenin CpY differentiell gespleißtenExon 8 fehlt in DmX völlig, kann
also auchnicht differentiell gespleißtwerden.Alle bisher isoliertencDNA-Fragmente
erwiesensich in der Organisationmit der genomischenAnordnungder Exonsüberein-
stimmend,so daßkeinerlei Hinweiseauf differentiellesSpleißenvorliegen.Ähnliches
gilt für cDNA-Klone, die das3’-EndedesDmX-Gensenthalten.Siesind in ihrer Länge
homogen,sodaßkeineAnzeichenfür einedifferentiellePolyadenylierungvorliegen.Das
ersteIntron ist mit einerAusdehnungvon 2,4kb auffallendgroß.Es ist dasgrößteder
in DmX undseinenHomologenin ChironomusundC. elegansgefundenenIntrons.Die
5’-untranslatierteRegion zwischendemTranskriptionstartunddemStartkodonist beim
DmX-Gen309bp lang, der 3’-untranslatierteBereichzwischenStopkodonund der Po-
lyadenylierungsstelleerstecktsichüber691bp.Die LängedergebildetenmRNA beträgt
ca.11,5kb und ist damitungefährgenausolangwie dasCpY-Transkript.Der von dieser
StrukturgebildeteoffeneLeserahmenkodiert für ein putativesProteinvon 380kDa und
einerLängevon3427Aminosäuren.

Ein Strukturvergleich des DmX/CpY-Gensmit dem homologenGen F54E4.1aus
C. eleganszeigt, daßdasGenevolutionärstarkkonserviertist . F54E4.1wurdedurch
dasC. elegansGenom-Projektentdeckt.Esist aufdemX-Chromosomlokalisiertundca.
13,8kb lang.F54E4.1bestehtaus30 Exonsund29 Introns,die in ihrer Größezwischen
ca.50 und850bp liegen.Die PositionenderIntronsstimmenin drei Fällenüberein(Ab-
bildung1.2).DabeihandeltessichumdasersteIntron,sowie umzweiweitereIntronsim
3’-Bereich.Der zum differentiell gespleißtenExon 4 ausC. piger homologeAbschnitt
ist wie bei D. melanogasterBestandteileinesgrößerenExons16. Wie bei D. melano-
gasterfehlt auchin C. eleganseineRegion,die zumdifferentiellgespleißtenExon8 aus
C. piger homologist. JedochbliebenüberdenevolutionärenZeitraumvon ca.40 Millio-
nenJahren,derChironomusundD. melanogastertrennt,sowie demnochevolutionären
Abstandzu C. elegansdrei Intronpositionenkonserviert:DasersteIntron befindetsich
in DmX, CpY und F54E4.1an der gleichenStelle; Intron 9 ausDmX, entsprichtIntron
27 in F54E4.1und in C. piger denIntrons7 und8, dasichhier dasin denanderenAr-
ten nicht vorhandenedifferentiell gespleißteExon 8 befindet.Weiterhinist die Position
von Intron 10 von DmX/CpY, dasdemIntron 28 desF54E4.1-Gensentspricht,in seiner
Positionkonserviert.

21



1 Einleitung

AUG
�

AUG
�

AUG

DmX

CpY

F54E4.1

0
�

15105
�

pA

pA

pA

pA

Abbildung 1.2: Vergleich der Strukturder GeneDmX ausD. melanogaster, CpY ausC. piger
und F54E4.1ausC. elegans. Im Gegensatzzu denanderenGenenwerdenbei CpY zwei Exons
differentiell gespleißt.Exon4 ist integralerBestandteilderanderenGene,Exon8 ist eineneuar-
tige Sequenz,die in denhomologenGenennicht zu findenist. CpY wird außerdemdifferentiell
polyadenyliert. DasersteIntron desDmX-Gensist größerals alle anderenIntrons.Konservierte
Intron-Positionensindrot gekennzeichnet.

Bei DmX/CpY handeltessich alsoum ein evolutionärkonserviertesGen,dasseine
Struktur bishin zur KonservierungeinzelnerIntronpositionengrundsätzlichüber einen
langenevolutionärenZeitraumgewahrt hat. In kleinen Abschnitten,wie dem differen-
tiell gespleißtenCpY-Exon 4, dasin denanderenArten Teil einergrößerenEinheit ist,
unddemCpY-Exon8, welchesdenHomologengänzlichfehlt, sowie derdifferentiellen
Polyadenylierungin C. piger, hatesjedochdurchausVeränderungenerfahren.

EineBesonderheitdesDmX -Gensist, daßesanseinem5’-Endedirektvoneineman-
derenGen,DmSPX(Kraemeretal.,2000b),flankiertwird. Da in dervorliegendenArbeit
aucheineTranskriptionsanalysevon DmSPXdurchgeführtwurde,soll in diesemAbsatz
kurz auf dasDmSPX-Geneingegangenwerden.Der AbstandderbeidenTranskriptions-
startsvonDmXundDmSPXbeträgtnur174bp.DmSPXist ca.2kb lang,besitzt3 Exons
undkodiertfür einTranskriptvon1,6kb Länge(siehe3.2und3.20).DasabgeleitetePro-
tein bestehtaus347Aminosäurenmit einemMolekulargewicht von 38kDa. DmSPXist
evolutionärstarkkonserviert.Homologewurdenin H. sapiens(Champion-Arnaudund
Reed,1994),M. musculus(Ruiz-Lozanoet al., 1997),C. elegans(Tanakaet al., 1997),
A. thaliana (AAD15475),S.cerevisiae(Igel et al., 1998)undanderenTaxabeschrieben.
DMSPX besitztstarke HomologiezumhumanenSAP49. DiesesProteinist eineUnter-
einheitdesessentiellenSpleißfaktorsSF3B.SF3Bist ein U2snRNPassoziierterProtein-
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komplex undbestehtausSAP49, 130,145und150(Daset al., 1999).DMSPX besitzt,
wie SAP49,zweiRRMs(„RNA RecognitionMotifs“), vondenendieeineim Menschen
undin Hefewahrscheinlichmit SAP145interagiert(Champion-ArnaudundReed,1994;
Igel et al., 1998),die anderein C. elegansfür die Bindungvon RNA verantwortlich ist
(Tanakaet al., 1997).

1.4 Evolutionäre Konser vierung des DmX /CpY -Gens

Gene,welchefür denOrganismusessentiellsind, weisenin der Regel aucheinehohe
evolutionäreKonservierungauf.Ein gutesBeispieldafürist die hoheSequenzhomologie
der Histongeneoderder ribosomalenGene,selbstzwischenevolutionärweit enfernten
Taxa.Die ExistenzCpY-verwandterSequenzenwurdeursprünglichvon Kraemer(1994)
durchSouthernAnalysengezeigt.

Mittlerweile konntenzahlreichehomologeSequenzenausvielen Arten, welchezur
Zeit intensiv sequenziertwerden,identifiziertwerden.Ein Vergleicheinigerabgeleiteter
ProteinezeigtTabelle1.1.Obwohl derAnteil der identischenAminosäuren,außerbeim
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F54E4.1

DMXL1


DMX

CPY

F54E4.1

DMXL1
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CPY

F54E4.1
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F54E4.1

DMXL1


Abbildung 1.3: Ausschnittaus einem Alignment der abgeleitetenAminosäuresequenzenvon
DmX ausD. melanogaster, CpY ausC. piger, F54E4.1ausC. elegans, sowie DMXL1 ausHo-
mosapiens(vergleicheTabelle1.1).NichtpolareAminosäuren(AILVPFWM) sindgelbunterlegt,
ungeladenepolare(GSTYCNQ)grün,saure(DE) rot undbasischeAminsäuren(HKR) blau.Die
besondersstarkkonserviertenBereiche,in derZählungvonDmXzwischen1966–2000und2027–
2063habenstarke Ähnlichkeit zu WD-Repeats.
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1 Einleitung

Vergleich von DMX und CPY, bei ca. 36% liegt, wird beim Vergleich der Genstruktur
sofortklar, daßessichhier um homologeGenehandelt.Man vergleichehierzudie Iden-
tität von32%undÄhnlichkeit von49%mit demin Abbildung1.2dargestelltenVergleich
derGenstrukturen.Die aufgeführtenabgeleitetenProteinsequenzenwerdendurchihreE-
Wertevon � 4x10� 28 zu einerGruppezusammengefaßt(sieheTabelle1.1).Der E-Wert
ist ein Maß für die Homologiestärke. Dabeiwerdensowohl der Prozentsatzder identi-
tischenund ähnlichenAminoäurenberücksichtigt,als auchdie Längeder Übereinstim-
mung.Jekleiner dabeider E-Wert ist, destohöherist die Ähnlichkeit der Proteine.Der
nächstbesteBLAST-Treffer hattenur einenWert von 10� 13 und zeigteaußerdemBe-
sitzvonWD-RepeatskeinerleiÄhnlichkeitenzuderGruppemit denniedrigenE-Werten.
Von CpyAausDictyosteliumdiscoideumunddemDmX-ähnlichenGenausArabidopsis
thalianasinddievollständigenSequenzenundGenstrukturennochnichtbekanntunddas
BLAST-Alignment auf einenkurzenBereichbeschränkt,was den „hohen“ E-Wert im
Vergleichzu F54E4.1erklärt.DasProteinYJR033CausS.cerevisiae, daseineSequenz-
homologievon30%Identitätund49%Ähnlichkeit zuDMX aufweist,ist jedochumzwei
Drittel kürzerals die anderenProteineder Familie undstellt wohl ehereinenentfernte-
renVerwandtendar. Trotzdemist esaufgrundderHomologieeindeutigderDmX/CpY -
Familie zuzuordnen.DieseProtein-Familie scheintdemnachüberdasgesamteReichder
EukaryotenvonHefebis zumMenschenverbreitetzusein.

1.5 DMX/CPY ist ein WD-Repeat Protein

Die meistenderkurzenAbschnitte,die im SequenzvergleichderDmX/CpY-Homologen
besondersgut konserviertsind,könnenbei genaueremVergleich (Abbildung1.3) einem
gemeinsamenSequenz-Motiv, nämlichderproteinbindendenTryptophan-Asparaginsäu-
re-Wiederholungseinheit(WD-Repeat,Abbildung1.4)(vanderVoornundPloegh,1992),
zugeordnetwerden.

DasWD-Repeat-Motiv bestehtaus44–60Aminosäurenund enthälttypischerweise
ein Glycin-Histidin (GH)-Dipeptid 11–24Aminosäurenvom N-TerminusdesRepeats
entferntundein WD-DipeptidamC-Terminus.BeideDipeptidesind jedochnicht in al-
lenFällenkonserviert.Vor demterminalenWD-Dipeptidfindetsichim Abstandvon5–7
Aminosäurenmit einerhohenWahrscheinlichkeit von 84% ein Asparaginsäurerest(D).
Die Konsensus-SequenzderWD-Repeat-Einheitist in der folgendenAbbildungwieder-
gegeben.Dabeisind für jedePositiondiejenigenAminosäurengenannt,die dort mit der
höchstenWahrscheinlichkeit auftreten.EinedetaillierteÜbersichtüberdieHäufigkeit des
VorkommenseinzelnerAminosäurenan deneinzelnenPositionenbefindetsich im An-
hang.

Die VarianzdesVorkommenseinzelnerAminosäurenan einerbestimmtenPosition
zeigt,daßdieKonsensus-SequenzderWD-Repeat-Einheitwenigkonserviertist. Dieser-
schwertdieDefinitionundIdentifikationvonWD-Repeatserheblich.EineRöntgenstruk-
turanalysezur BestimmungderTertiärstruktureinesWD-Proteinsist bis jetzt nur für die
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     β-4              β-1                  β-2     β-3
   ______           ______               ______  ______
   xxxxxxx[1-?]GHxxxVxxVxFxx[0-?]PDG[0-3]xLASGSxDTIKVWD
               A    I  L W       DND      IVTAG  SVRLFN
                       I L       SSN      VL SA   L IY
                       C I        TS      FI C    A
                         V         P
                         Y

Abbildung 1.4: Konsensus-StrukturdesWD-Motivs (Smithet al., 1999)

β-UntereinheitdesG Protein-HeterotrimersGiα1β1γ2 durchgeführtworden(Wall et al.,
1995; Sondeket al., 1996).Die β-UntereinheitenthältsiebenWD-Repeatsund bildet
einepropellerartigeTertiärstrukturaus,dieaus7 Propellerblätternbesteht.Ein Propeller-
blatt bestehtauseinemin sichverdrehtenβ-Faltblatt,daswiederumausvier β-Strängen
gebildetwird. Der innersteder vier β-Strängeverläuft nahezuparallelzur Zentralachse
(Abbildung1.5).Esverhältsich jedochnicht so,daßein WD-Repeatmit seinenvier β-
Strängenje ein Rotorblattgeneriert.Vielmehrbildendie letztendrei β-Faltblätter(β1–3,
vgl. Abbildung1.5)einesWD-RepeatsdeninnerenTeil desPropellerblattes,deräußerste
Teil wird vom erstenβ-Faltblatt(β4) dernächstenWiederholungseinheitgebildet.Durch
dieseOrganisationist gewährleistet,daßdiePropellerstrukturwie mit einerSchnallering-
förmig geschlossenbleibt.Die β-FaltblattbereichederWD-Repeatsbildeneinkompaktes
Propellergerüst.WichtigeralseinehochkonservierteAminosäure-Sequenzscheinthierbei
die resultierendeSekundär- und Tertiärstrukturzu sein.Interessanterweisesind die ein-
zelnenPropellerblätterin ihrer funktionellenBedeutungnichtunbedingtgleichwertig.So
habengleichartigeAustauschedeskonserviertenAsparaginsäureresteszwischenβ2 und
β3 in verschienenenPropellerblätterneinesPropellersganzunterschiedlicheAuswirkun-
genaufGeschwindigkeit undQualitätderFaltung(Higueraetal.,1998).DerSchluß,daß
alle WD-ProteineeineähnlicheStrukturaufweisen,folgte ausdenBeobachtungen,daß
kompaktePropellerstrukturenvon der ProteinaseTrypsinnicht verdautwerdenkönnen,
unddaßWD-Domänenvieler auf dieseWeiseanalysierterProteinesich in einemTryp-
sin-Verdaustabilverhalten(Higueraetal., 1996).Zwischendenstrukturellkonservierten
Regionen(β 4–1, β 1–2, β 3–4) einer WD-Einheit finden sich variableRegionenver-
schiedenerLänge.Die höchsteVariabilität in derLängefindetmanzwischendemWD-
Dipeptid einerEinheit und demGH-Dipeptidder nächstenEinheit (variableRegion I).
DieserBereichenthältStrangβ4 undkanneineLängezwischen11 und150Aminosäu-
renaufweisen,mit einertypischenLängevon ca.20Aminosäuren.Dabeiist dervariable
Bereichvor demβ4-Strang(variableRegion IA) auf der Oberflächeder Propellerunter-
seitelokalisiertundderBereichhinterβ4 (variableRegionIB) aufderPropelleroberseite.

26



1.5 DMX/CPY ist ein WD-RepeatProtein

Die β4-SträngeallerRepeatsbildendieseitlicheAußenflächedesPropellers.Eineweitere
variableRegion(variableRegionII) befindetsichzwischendenSträngenβ1 undβ2. Die-
sehateineLängevon 2 bis 30 Aminosäurenundbildet eineSchleifeauf derOberfläche
derPropellerunterseite.Esfällt auf,daßdiestrukturbildendkonserviertenAminosäurenin
derPropellerstrukturinnenliegen,währenddievariablenBereichedieOberflächebilden.

Mit einemWD-Repeathabenwir alsoeinekonservierteräumlicheproteinbindende
Strukturvorliegen,diesichdurcheinegroßeVariabilitätihrerkomplexenOberflächeaus-
zeichnet.Die OrganisationdieserStruktur bildet dasGrundgerüstfür eine großeZahl
möglicherverschiedenerProteinbindungenund somit eineVielzahl möglicherFunktio-
nen.Dabeikannein einzigerWD-Propellermit mehrals16 verschiedenenProteinenre-
versibleKomplexebilden.Dieswurdefür dieWD-ProteineGiα1β1γ2 (vanderVoornund
Ploegh,1992),TUP1(Williams etal., 1991)undsnRNPs(Bjorn etal.,1989)gezeigt.Ei-
neenzymatischeAktivität konntebis jetzt für keineWD-Repeat-Domänenachgewiesen
werden.Durch die Interaktionmit anderenProteinenkönnenWD-Proteinebedeutende
regulatorischeFunktionenwahrnehmen.DasSpektrumderVariabilitätdesWD-Repeats
erlaubtdabeidenEinsatzdieserGrundfunktionin vielenreguliertenStoffwechselwegen.
In der Tat spielenWD-Proteinein vielen Regulationskaskadeneinewichtige Rolle. So
sinddieG-Proteinefür dieSignaltransduktionessentiell(Fongetal.,1986),weitereWD-
ProteinewerdenalsUntereinheitenderPhosphatase(Neeretal.,1993)oderalsAnkerfür
die ProteinkinaseC (Ronet al., 1994)in derSignaltransduktioneingesetzt.Eineandere
Gruppeist mit RNA-Prozessierungskomplexenassoziiert,einigeMitgliederdieserGrup-
pesindTeil dersnRNPs(Bjorn etal.,1989).EineweitereGruppefungiertalsBestandteil
von Transkriptionsregulatoren,wie z. B. die TFIID-UntereinheitdesTATA-Bindungs-
Komplexes(Williams et al., 1991;Keleheret al., 1992;Hoey et al., 1993).AndereWD-
ProteinesindanderBildungdesZytoskelettesoderderBildungderSpindelnin derMito-
se(de Hostoset al., 1991;Vaismanet al., 1995)beteiligt.Anderewiederumregulieren
die BildungunddenTransportvonVesikeln (Pryeret al., 1993)oderkontrolliereneinige
AspektederZellteilung(Feldmanet al., 1997).

Die evolutionäreEntstehungder WD-Proteinescheintwährendoderkurz nachder
TrennungvonPro-undEukaryotenstattgefundenzuhaben.WährendWD-Proteinein al-
len Eukaryotenvorkommen,konntensievereinzeltnur in denvollständigsequenzierten
GenomenderProkaryotenSynechocystissp.StammPCC6803(5 WD-Proteine),in Ther-
momonospora curvata (1 WD-Protein)und in Anabaenasp. StammPCC7120(1 WD-
Protein)nachgewiesenwerden.KeineWD-RepeatProteinekonntenin denvollständig
durchsequenziertenGenomenderBaktereienEscherichia coli, Helicobacterpylorii, Hä-
mophilusinfluenzae, Bacillus subtilis, der ArchaebakterienMethanococcusjannaschii,
Methanobacteriumthermoautotrophicumund Archaeoglobusfulgidus, sowie derMyco-
plasmenMycoplasmagenitaliumund M. pneumoniaenachgewiesenwerden.In denEu-
karyotenA. thalianawurdenbisher59, in C. elegans88undin derHefe58WD-Proteine
identifiziert(dieseZahlenstammenvonChrysantheGaitatzes,BioMolecularEngineering
ResearchCenter, BostonUniversity , http://bmerc-www.bu.edu/wdrepeat/
members.html). Die einzelnenMitglieder der WD-Familie weisenin der Regel eine
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konservierteAminosäuresequenzauf(Lalioti etal.,1996;Verreaultetal.,1996;deVetten
et al., 1997;Némethet al., 1998;Rodriguezet al., 1999).

WD-Proteinesind jedochnicht die einzigenProteine,die Propellerstrukturenausbil-
den.Doch im Gegensatzzu diesenNicht-WD-Propeller-Proteinen– als Beispieleseien
hier Hämopexin (Paoli et al., 1999)Collagenasen(Li et al., 1995)unddie Methylamin-
dehydrogenase(Chenet al., 1992a)genannt– konntein keinemFall eineenzymatische
Aktivität einerWD-Propellerstrukturgezeigtwerden.

In derabgeleitetenProteinsequenzvonDmXwurdendurchvisuelleAnalysen30WD-
ähnlicheWiederholungseinheitenvonKraemeretal. (1998)identifiziert(vergleiche1.6).

Abbildung 1.5: 3D-StrukturvonGiα1β1γ2. Die Darstellungwurdemit demProgrammSwissPdb-
Viewer35b1unddemRaytracingProgrammPOV-Ray3.1dausdementsprechendenpdb-Eintrag
ausderBrookhaven-Datenbank(http://www.rcsb.org/pdb/), welcherdie atomarenKo-
ordinatenenthält,erzeugt.Die dreidimensionaleAnsichterhältman,indemmandieAbbildungin
normalemLeseabstandvor sichhältunddiebeidenTeilbilderdurchSchielenzurDeckungbringt,
oderdurchVerwendungeinerStereolupe.
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1.5 DMX/CPY ist ein WD-RepeatProtein

Unterdiesensindbesondersdie C-terminalensechsWD-Repeatsin dertypischenWeise
tandemartigangeordnet.

0 500 1000 1500 2
�

000 2500 3000 3
	

500

Abbildung 1.6: Positionvon WD-Repeatsauf derabgeleitetenAminosäuresesequenzvon DMX
nachKraemeret al. (1998).Die einzelnenRepeat-Einheitensind als Ovale dargestellt.Die Ab-
ständezwischendenC-terminalenWD-Repeatssindextremklein undvariierenzwischen11 und
20 Aminosäuren.
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1.6 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Obwohl aufgrundderNukleotid-undderabgeleitetenAminosäuresequenzeinigeinteres-
santeEigenschaftendesDMX/CPY-Proteinsvorhergesagtwerdenkönnen,mußdie tat-
sächlicheFunktionexperimentellerarbeitetwerden.Zunächstsollte der chromosomale
Lokus von DmX genaubestimmtwerden.Dabeiwar von großemInteresse,ob bereits
verfügbareDmX-MutantenausdemvonzahlreichenArbeitsgruppendurchgeführtenMu-
tagenesenexistieren,um AufschlußüberdenPhänotypzu erhalten.Einederwichtigsten
Fragenbei der Funktionsanalysevon Genenist die nachdemTranskriptionsprofil.Eine
Analysederstadien-undgewebsspezifischenTranskriptionvonDmXsollteHinweiseauf
die FunktiondesGensbzw. desGenproduktsliefern. In diesemZusammenhangsollte
auchuntersuchtwerden,inwieweit sichdasDmX- undDmSPX-Gen,derenTranskripti-
onsstartsnur 174bp auseinanderliegen,in ihrenTranskriptionsmusternvoneinanderun-
terscheiden.Gene,die ein sehrähnlichesExpressionsmusteraufweisen,stehenin vielen
Fällenauchin einemfunktionellenZusammenhang.Da für DrosophilaschonvieleGene
durchihr Transkriptionsmustercharakterisiertwurden,solltenmit Hilfe dieserErgebnisse
Genemit ähnlichemTranskriptionsmusteridentifiziertwerden.

Erstdurchdie vollständigeKlonierungdeshomologenGensDmX in D. melanogas-
ter (Kraemeretal.,1998)wurdenUntersuchungenmit transgenenVektorkonstruktenund
Mutageneseermöglicht.Mittels verschiedener„antisense“-Strategien sollte in transge-
nenFliegenversuchtwerden,die endogeneExpressionvon DmX zu unterdrücken oder
zu störenund einenentsprechendenDmX 
 -spezifischenPhänotypzu erzeugen.Durch
die VerbindungpotentiellerregulatorischerBereichevon CpY und DmX mit verschie-
denenReportergenenoderMarkerkonstrukten,solltendie für einenormaleExpression
benötigtenAbschnitteidentifiziert werden.Mit diesemWissenist die Konstruktionei-
nessogenanntenRettungsvektorsmöglich,mit demeineKopievonDmXalsTransgenin
dasGenomvon D. melanogastereingeschleustwird. Mit Hilfe dieserKopie könntees
möglichsein,durchKomplementation(Rettung)entsprechenderEMS-Mutationeneinen
DmX 
 -Phänotypzu identifizieren.

Durch einenVergleich der experimentellenErgebnissevon Lokalisation,Transkrip-
tionsanalyseundPhänotypmit bereitsanalysiertenDrosophila-Genensollte in Zusam-
menhangmit einerbioinformatischenCharakterisierungdesabgeleitetenDMX/CPY-Pro-
teinsein Modell für einemöglicheFunktionerarbeitetwerden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuc hstiere

2.1.1 Chironomus

Die verwendetenTierederArtenC. thummiundC. piger stammtenentwederausderper-
manentenLaborzuchtunseresInstitutsoderausFreilandgelegen.EinzelneGelege wur-
denbis zumviertenLarvenstadiumin belüftetenSchalenbei Raumtemperaturaufgezo-
gen.Als Futter diente insektizidfreiesBrennesselpulver und Zellstoff. Das Geschlecht
derLarvenwurdeanhandderImaginalscheibenbestimmt.Dazuwurdendie letztenzwei
Segmenteabgetrennt,in 50%Essigsäuredifferenziertundmit denAbbildungenin Wül-
kerundGötz(1968)verglichen.

2.1.2 Drosophila melanogaster

FürdieUntersuchungenwurdendie in Tabelle2.1aufgeführtenDrosophila-Stämmever-
wendet.DieHaltungderStämmeerfolgteunterStandardbedingungenbei25°Cbzw. 18°C
(Ashburner, 1989).Eiablagenerfolgtenaufmit TrockenhefeversetztenApfelsaftagar-Pe-
trischalen(25g/l). Die DeterminierungderEntwicklungsstadienwurdegemäßCampos-
OrtegaundHartenstein(1985)(sieheAnhang)vorgenommen.

2.2 Standar dmethoden

Zur AufreinigungvonDNA wurdenPhenolextraktionendurchgeführt,entwedermit Phe-
nol, dasmit 50mM Tris pH7,6 gesättigt,oderzusätzlichmit Chloroformund Isoamyl-
alkohol im Verhältnis25:24:1gemischtwar. EswurdeimmereineChloroformextraktion
angeschlossen,um in der wässrigenPhaseverbliebenesPhenolzu entfernen.Alternativ
wurde die Aufreinigung mit dem „QIAquick PCR PurificationKit“ der Firma Qiagen
(Hilden)durchgeführt.DNA auseinerLösungwurdemit 1/10Vol. 10xDialysepuffer so-
wie 2 Vol. Ethanolabs.mindestens15min bei -20°C bzw. -80°C gefällt und bei 4°C
und12000g für mindestens15min abzentrifugiert.DasDNA-Pelletwurdeanschließend
mit 70%igemEthanolgewaschenund in einerVakuumzentrifugegetrocknet.Der Ver-
daumit RestriktionsendonukleasenerfolgteentsprechenddenAngabendesHerstellersin
20µl-Ansätzen(analytisch)bzw. 150µl-Ansätzen(präparativ). GenomischeDNA wurde
in 30µl-AnsätzenüberNachtverdaut.Die Isolierungder DNA ausGelenerfolgtenach
derMethodevon McDonell et al. (1977)durchElektroelutionodermit dem„QIAquick
Gel ExtractionKit“ vonQiagennachdenAngabendesHerstellers.
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2 MaterialundMethoden

Stamm Genotyp Bemerkung

white
 (Morgan,1910;MorganundBridges,1916)
B-2380 Oregon-R Wildtyp

∆2–3: w
w;

�� ; Dr
TMS SbP� r∆2 
 3
 99B (Robertsonet al., 1989)

2,3Balancer: w
w; SM6a TM6B CyO Tb

Pm ;
� (Vef, pers.Mitteilung)

4-fachBalancer w
w; CyO

Pm ; CxD
TM6B (Vef, pers.Mitteilung)

B-1665 Df(1)5D Bruchpunkte:5D1;5E1–5E8
B-946 Df(1)N73 Bruchpunkte:5C2;5D5–5D6
B-945 Df(1)C149 Bruchpunkte:5A8–5A9;5C5
UM-16280 Df(1)JF5 Bruchpunkte:5E6;5E8

1874 w
�

; Pw
�

mW� hs=GawB 389! GAL4
1878 w

�
; Pw

�
mW� hs=GawB T80/CyO! GAL4

1747 y1 w
�

; Pw
�

mW� hs=GawB 71B ! GAL4
1822 y1 w

�
; Pw+mC=GAL4-Hsp70.PB31–1/T(2;3)B3,CyO,Cy1 dpl v1

1747 y1 w
�

; Pw
�

mW� hs=GawB 71B ! GAL4

813 w
�

; Pw
�

mW� hs=GawB (Urban,pers.Mitteilung)
853 w

�
; Pw

�
mW� hs=GawB (Urban,pers.Mitteilung)

1018 w
�

; Pw
�

mW� hs=GawB (Urban,pers.Mitteilung)
1087 w

�
; Pw

�
mW� hs=GawB (Urban,pers.Mitteilung)

Tabelle 2.1: In dieserArbeit verwendeteD. melanogaster-Stämme:Der white� -Stammdiente
zur Injektion von Transformationsvektorenmit demmini-white-Reportergen.Oregon-Rdientein
vielerlei Hinsicht als Negativ/Positivkontrolle. ∆2–3 wurdezur Mobilisierungvon P-Elementen
verwendet.Die Balancer-Stämmewurdenzur Homozygotisierungvon Transgenenbenötigt.B-
1665,B-946,B-945,B-946undUM-16280dientenderLokalisierungvonDmXundDmSPX. Die
GAL4-StämmeexprimierenGAL4 im Zentralnervensystem.

32



2.3 DNA-Präparation

2.3 DNA-Präparation

2.3.1 Isolierung von Phagen-DNA

Die PräparationrekombinanterDNA desPhagenEMBL3 (Frischaufet al., 1983)wur-
denachMarzluff (unveröffentlicht) durchgeführt.250µl einerWirtsbakteriensuspension
(E.coli P2392;StratageneCloningSystems,Heidelberg) mit einerOD600 von0,6– resus-
pendiertin 10mM MgCl2 – wurdenmit 10–30µl Phagensuspensiongemischtund15min
bei37°Cpräadsorbiert.DerAnsatzwurdein 35ml L-Mediummit 10mM MgCl2 (oderin
NZY-Medium) überführtundbei 37°Cbis zur LysederZellen(überNacht)geschüttelt.
NichtlysierteBakterienwurdendurchZugabevon einigenTropfenChloroformabgetö-
tet unddie Bakterienüberreste15min bei 9000g und4°C sedimentiert.Die Fällungder
Phagenpartikel wurdeerreichtdurchLösenvon 0,06g/ml NaCl und 0.07g/ml PEGim
Überstandmit anschließendereinstündigerInkubationauf Eis. Die Sedimentationder
Phagenpartikel erfolgtedurch30minütigeZentrifugationbei 4°C und 9000g. NachRe-
suspensiondesPhagenpelletsin 1ml SM-Mediummit 10mM MgCl2 wurdenbakterielle
DNA und RNA durchZugabevon 10µg/ml DNaseIund50µg/ml RNaseA 30 min bei
37°C (oder 3h in Eis) verdaut.Die PhagenhüllenwurdendurchZugabevon 1/10Vol.
SDS-Mix sowie 10minütigerInkubationbei Raumtemperaturaufgebrochenund durch
dreiPhenolundeineChloroform-IsoamylalkoholExtraktionenentfernt.Als Fällungssalz
für die DNA diente1/10Vol. 2M NaCl.

2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Um zu testen,ob eineBakterienkoloniedasPlasmidmit demgewünschtenIntegratent-
hält,wurdenkleinereMengenDNA nachderMethodevon He et al. (1990)durchPerfo-
rierungderBakterienmit TELT-Puffergewonnen,bzw. mit dem„QIAprepSpinMiniprep
Kit“ derFirmaQiagen(Hilden).GrößereMengenPlasmid-DNA erhieltmandurchparti-
elle LysederBakteriennachderMethodevon Clewell undHellinski (1969),modifiziert
nachSchmidtundGodwin(1983),bzw. mit dem„Qiaquick PlasmidMidi kit“ (Qiagen,
Hilden).

2.3.3 Isolierung genomisc her DNA aus Chironomus und Drosophila

Die Methodewurde nachKraemer(pers.Mitteilung) durchgeführt:Zwischen40 und
60Imagineswurdenmit CO2 betäubtundin einemPotter-Elvehjem-Homogenisatormit
5ml Homogenisierungspuffer II höchstensdreimalhomogenisiert.Für1–30Larvenbzw.
50µl Embryonenwurdenin einem1ml-Glashomogenisator500µl Homogenisierungs-
puffer II eingesetzt.NachZugabeeinerSpatelspitzeProteinaseK undein- bis zweistün-
digerInkubationbei60°CfolgtenzahlreichePhenol-undChloroformextraktionen,wobei
weitlumigePipettenspitzenverwendetwurden.
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2 MaterialundMethoden

2.4 RNA-Präparationen

Alle RNA-Arbeitenwurdenmit HandschuhenundDEPC-behandeltenReagenziendurch-
geführt.Homogenisatorenwurdenvor derWiederverwendunggründlichmit Wasseraus-
gespült,mit Chloroformgewaschenundmindestens10min mit UV-Licht bestrahlt.

2.4.1 RNA-Isolierung mit Guanidinthioc yanat

Die Isolierungvon RNA wurdenacheinerveränderterMethodevon Chomczynskiund
Sacchi(1987)durchgeführt.Dabeiwurden100mg Gewebein 1ml Guanidinlösungho-
mogenisiert,mit 0,1Vol. 2M NatriumacetatpH4 versetztund vermischt.NachZugabe
von 1Vol. wassergesättigtemPhenol,MischenundZugabevon 0,2 Vol. Choroformer-
folgteeineviertelstündigeInkubationaufEis.Nacheiner20minütigenZentrifugationbei
10000g und4°Cwurdedie RNA ausderoberenPhasemit 1Vol. Isopropanolfür 30 Mi-
nutenbei -20°Cgefälltundanschließendbei10000gund4°Cpelletiert.DasPelletwurde
in 0,3Vol. Guanidinlösungaufgenommenundnochmalsmit Isopropanolgefällt.Danach
wurdedasPelletin 75%Ethanolresuspendiert,10MinutenbeiRaumtemperaturinkubiert
undabzentrifugiert.NachfünfminütigemTrocknenin einerVakuumzentrfugekonntedie
RNA in 100–200µl a.bidestaufgenommenwerden.

2.4.2 RNA-Isolierung nach Holmes und Bonner (1985), veränder t nach
Sass (1990)

Ungefähr30LarvenoderentspechendvieleAdultewurdenin einemPottermit 1ml Hol-
mes-BonnerLösunghomogenisiert.DasHomogenatwurdemindestensdreimalmit Phe-
nol-Chloroformextrahiertund anschließendüberNachtmit 2,5Vol. Ethanolbei -20°C
gefällt.Die NukleinsäurenwurdendurcheinehalbstündigeZentrifugationbei3600UpM
und4°C pelletiert.Die RNA wurdedurchAufnahmedesPelletsin TESundZugabevon
3Vol. 4,5M Natriumacetatfür zweibisdrei Stundenauf Eisgefällt.NachZentrifugation
undWaschendesPelletsin 3M Natriumacetatundanschließendin 70%Ethanolerfolgte
einekurzeTrocknungundAufnahmederRNA in a.bidest.

2.5 PCR-Techniken

Die Amplifikations-Reaktionenerfolgtenentwederauf einemAutogene-GerätderFirma
GRANT (England),einemDNA-Engine-Gerät(Biozym,HessischOldendorf)odereinem
PCRsprint-GerätderFirmaHybaid(Heidelberg).

2.5.1 Standar d-PCR

Die PCR(Saikietal.,1988)wurdemit 50nggenomischerDNA oder1ngPlasmid-DNA,
je 500ng Primer, 0,2mM dNTPs,2,5 U Taq-Polymerasein 1x Taq-Puffer durchgeführt.
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2.5 PCR-Techniken

Taq-PolymerasewurdenachPluthero(1993)isoliert. Im Standardfall wurdediePCRun-
terdenin Tabelle2.2Bedingungendurchgeführt:

2.5.2 X-large PCR

Zur AmplifikationvonDNA-Fragmenten,welchegrößerals4kb sind,ausInsektenwurde
einGemischderthermostabilenPolymerasenTaqundPwo verwendet,vondenenletztere
eineKorrekturlesefunktionbesitzt.Dadurchwird die Amplifikation längererFragmente
überhaupterstermöglicht,außerdemwird einehöhereReplikationsgenauigkeit undAus-
beuteerzielt.Das„Expand™LongTemplatePCRSystem“derFirmaRoche(Mannheim)
erwiessich hierfür als geeignet(Weil et al., 1995).Alle Reaktionenwurdenin einem
Gerätmit Piezo-Technikdurchgeführt(DNA-Enginevon Biozym, HessischOldendorf).
TypischeParameterfür dieAmplifikation eines16kb-FragmenteskönnenTabelle2.3ent-
nommenwerden.

Denaturierung: 10sec.- 1min 94°C
„Annealing“: 1,2–3min 54°C
Elongation: 2,5min 72°C

33Zyklen

Tabelle2.2: StandardPCRBedingungen

Vordenaturierung: 2min 92°C

Denaturierung: 10sec. 92°C
„Annealing“: 30sec. 65°C
Elongation: 15min 68°C

10Zyklen
Denaturierung: 10sec. 92°C
„Annealing“: 30sec. 65°C
Elongation: 15min (+20sec./ Zyklus) 72°C

20Zyklen

Tabelle 2.3: X-large PCRszur Amplifikation desgesamtenCpY wurdenmit denangegebenen
ParameternaufeinerBiozymDNA-Enginedurchgeführt.
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2 MaterialundMethoden

2.5.3 RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR)

Um die unterschiedlicheExpressiondifferentiellgespleißterExonsin verschiedenenGe-
webenzu untersuchen,wurdezunächstGesamt-RNA isoliert,wie in Abschnitt2.4.1be-
schrieben.1–10µg dieserRNA in 10µl a. bidestwurdenzusammenmit 2µl Primerfür
10min bei70°CinkubiertundsofortaufEisgekühlt.NachZugabevon4µl 5x Erststrang-
Puffer, 2µl 0,1M DTT, 1µl 10mM dNTPsund1µl reverseTranskriptase(Superscript,Li-
fe Technologies,Eggenstein)und10min Inkubationbei Raumtemperaturfolgten50min
bei 42°C.Danachwurdedie RNA durchZugabevon 2µl 6M NaOHundeinerhalbstün-
digenInkubationbei 65°Cabgebaut,derAnsatzmit 2µl 6M Essigsäureneutralisiertund
mit a.bidestauf50µl aufgefüllt.NacheinerAufreinigungmit dem„QIAquick PCRPuri-
ficationKit“ (Qiagen,Hilden) undElution in 50µl 10mM Tris pH7,5wurden1–5µl für
die Standard-PCReingesetzt.

2.6 Verwendete Plasmid vektoren

In dervorliegendenArbeit wurdendiein denAbbildungen2.1,2.2,2.3,2.4,2.5gezeigten
Plasmidvektorenzur Klonierung,Subklonierungundzur Konstruktionvon Expressions-
vektorenverwendet.

2.7 Klonierung in Plasmid-V ektoren

Zur SequenzierungwurdenDNA-Restriktionsfragmentein dendoppelsträngigenzirkulä-
renKlonierungsvektorpUC18(Yanisch-Perronet al., 1985)kloniert, bzw. in pKS (Stra-
tagene,Heidelberg). DieseVektorenbesitzeneinemultiple Klonierungsstelleundkodie-
renfür ein lacZ’-Peptid.DiesesPeptidkannmit dervom Wirtsstammkodierten,teilwei-
sedeletiertenfunktionsuntüchtigenβ-Galaktosidaseein funktionstüchtigesHybridprote-

nor

lacZ’ lacI Ori AmpR

CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TC

HindIII S
�

phI PstI SalI XbaI B
�

amHI
SmaI

K
�

pnI SacI EcoRI

rev

Abbildung 2.1: Der Klonierungsvektor pUC18(Yanisch-Perronet al., 1985)gestattetaufgrund
seinergeringenGrößeund der Möglichkeit einer blau/weiß-Selektiondie einfach Klonierung,
SelektionundSequenzierungvon DNA-Fragmenten.
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2.7 Klonierungin Plasmid-Vektoren
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Abbildung 2.2:DerDrosophilaTransformationsvektorpKB256(Basler, pers.Mitteilung) erlaubt
dieExpressionbeliebigerORFsin D. melanogasterunterderKontrolledesHitzeschockpromotors
Hsp70.DasIntegratsolltenebendemStartkodonnocheinenTeil des5’-untranslatiertenBereichs
zwischenderTATA-Box undesStartkodonsenthalten.Die korrekteTerminationdesTranskripts
ist durchden3’-untranslatiertenBereichsdesGenshsp70gewärleistet.AlsKlonierungsschnittstel-
len kommendafürim 5’-BereichKpnI undim 3’-BereichEcoRIin Frage.

AmpRw wP3’whiteP5’

Polylinker

SV40 5 X UAS

Hsp70Ab

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8
S

000 9
T

000

XbaI KpnI XhoI NotI EagI BglII HpaI EcoRI

Abbildung 2.3: Der DrosophilaTransformationsvektor pUAST (BrandundPerrimon,1993)ge-
stattetdie stadien-undgewebsspezifischeExpressionvon ORFsunterderKontrollederUAS-Se-
quenzen.FürdiekorrekteTerminationderTranskiptesorgt derSV40-Terminator. DurchEinkreu-
zender resultierendenUAS-ORF-Stämmein die entsprechendenGAl4-Stämmekannder ORF
unterdemjenigenPromotor/Enhancerexprimiertwerden,unterdessenKontrolledaseingekreuzte
GAL4 steht.
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Abbildung 2.4:DerDrosophilaReportergenvektorpwATG-lac1(Kuhnetal.,1988)ist einD. me-
lanogaster-Reportergenvektor, derdaslacZ- unterdie KontrolledeseinkloniertenPromotorele-
mentsstellt.DaslacZ-GenbesitzteineigenesStartkodon,daseinkloniertePromotorelementsollte
eineTATA-Box in entsprechendemAbstandbesitzen.

P5’SV40 whitelacZP3’puc

SalI SalIPstI SalI XbaII Polylinker

A
`

dh-AUG S
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alI K
b

pnI B
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d
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000 7
f

000 8000 9
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000 10000 11000 12000

hsp70

Abbildung 2.5: Der Reportergen-Vektor CaSpeR-AUG-βgal (Thummelet al., 1988)entspricht
in seinerFunktion im GrundepwATG-lac1. Der Unterschiedbestehtdarin, daß hier der 5’-
untranslatierteBereichdesAdh-Gensenthaltenist, die GrenzendeseinkloniertenPromotorele-
mentskönnenhieretwasfreiergewählt werden.
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2.8 TransformationvonE. coli

Hsp70 ry

P\T hs.PR∆2-3

πg 25.1

pUC18

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Abbildung 2.6:DasHelferplasmidpUCsπ∆2–3(Mullins etal.,1989;Rio,1996;Fokta,1997)trägt
eineHsp70-regulierteP-Element-Transposase,allerdingsohnedie terminalen„invertedrepeats“,
die eineIntegrationin dasGenomerlaubenwürden(„wings clipped“). So wird die Transposase
nur für einenkurzenZeitraumnachder Injektion exprimiert undkanndie IntegrationdesTrans-
formationsvektorsvermitteln.

in bilden (Langley et al., 1975) und erlaubtaufgrunddieserα-Komplementationeine
blau/weiß-Selektionauf IPTG / X-Gal-haltigenPlatten.Die Endenvon Restriktionsfrag-
menten,dienichtkompatibelzurKlonierungsstellewaren,wurdendurchKlenow-Enzym
aufgefülltundin die HincII-Restriktionsschnittstelleligiert. Die Ligation erfolgtegrund-
sätzlichmit T4-Ligase.Für Klonierungin Drosophila-Transformationsvektorenwurden
in derRegel PCR-Fragmenteverwendet,welchemit Primernamplifiziertwurden,die an
ihrenEndenspezifischeSchnittstellentragen.

2.8 Transf ormation von E. coli

Die TransformationvonPlasmid-DNA in kompetenteWirtszellenwurdenacheinermodi-
fiziertenCaCl2-Methode(MandelundHiga,1970)durchgeführt.Alternativ dazuerfolgte
die TransformationdurchElektroporation.Um E. coli kompetentfür die Elekroporation
zumachen,wurdeeine500ml Kultur mit einerOD600 von0,5–0,7bei 2°Cpelletiertund
dreimalmit eiskaltema. bidestgewaschen.Der letzteWaschschritterfolgtemit eiskal-
tem10%igemGlyzerin,woraufhindie Zellen in 1Vol. davon resuspendiertund in 50µl
-Aliquots bei -80°Cgelagertwurden.Die Transformationerfolgtein 1mm Küvettenfür
5msbei1400V, in 2mmKüvettenbei2000V in einemElektroporations-Impulsgenerator
EPI2500(Fischer, Heidelberg).SofortnachdemPulswurde1ml L-Mediumhinzugefügt
undnach30min bei 37°Cein Aliquot von 50–100µl ausplattiert.PositiveKlone wurden
durchPlasmidisolierungnachHe et al. (1990)und anschließendemRestriktionsverdau
bzw. durchKoloniefilter-Hybridisierung(Kapitel 2.11.2)identifiziert.200µl jederpositi-
venKulturwurdenin 2xL-Medium/ Glyzerinim Verhältnis1:1bei-20°CalsDauerkultur
gelagert.
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2.9 DNA-Sequenzierung

Die für dieSequenzierungvonDNA eingesetzteMethodeberuhtaufdemPrinzipderKet-
tenabbruchmethodevon Sangeret al. (1977)unterVerwendungvon vier unterschiedlich
fluoreszenzmarkiertenDidesoxynukleotiden(„Dye-Terminators“).Für die Sequenzierre-
aktionwurdenzwischen0,2 und2µg superzirkuläredoppelsträngigePlasmid-DNA ein-
gesetzt,welchemit dem„QIAprep SpinMiniprep Kit“ (Qiagen,Hilden) isoliert wurde.
Für die Sequenzierunghatsichdas„2-step-protocol“mit denin Tabelle2.4aufgeführten
Parameternbewährt.Der Ansatzwurdedannmit 1/10Vol. 3M NatriumacetatpH6,0und
2 Vol. Ethanolfür 15min auf Eis gefällt, gewaschenund getrocknet.Die in Formamid
gelöstenProbenwurdenauf einemABI 373oderABI 377(Perkin-Elmer)elektrophore-
tisiert,eingelesenundmit dermitgeliefertenAnalysis-Softwareautomatischausgewertet.
Die weitereDatenverarbeitungerfolgtemit denProgrammenSequencher3.0 (GeneCo-
desCorporation,Ann Arbor USA), undBLAST (Altschulet al., 1990).

2.10 Markierung von DNA

Die Markierungder DNA wurde radioaktiv mit dem „RandomPrimedDNA Labeling
Kit“ odernichtradioaktiv mit dem„DIG DNA LabelingKit“ der Firma Roche(Mann-
heim) nachder Methodevon Feinberg und Vogelstein(1983)entsprechenddenAnga-
bendesHerstellersdurchgeführt.FürradioaktivegenomischeSouthern-Analysenwurden
ca.1µg Sonden-DNA und50–80µCi α32PdATP bzw. α32PdCTPeingesetzt.Für „whole
mount“ in situ-Hybridisierungenin D. melanogasterwurdenca.200ng einesGemischs
von cDNAs, welcheGroßteiledesDmX -Gensabdecken,mit dem„DIG DNA Labeling
Kit“ (Roche,Mannheim)markiert.Zum Ansatzwurden3µl pd(N)6-Primer (20mg/ml
Pharmacia,Freiburg) hinzugegeben,um kleineremarkierteFragmentezu erzeugen,die
einehöhereGewebegängigkeit aufweisen.Für „whole mount“ in situ-Hybridisierungen
in C. thummiwurdeeinmittelsX-large-PCRgewonnenesFragmentdesCpY-Gens(siehe
Kapitel2.5.2)verwendet.DieMarkierungvonDNA-Fragmentenfür diechromosomalein
situ Hybridisierungerfolgtemit demdem„DIG DNA LabelingKit“ (Roche,Mannheim)
nachdenAngabendesHerstellers.

Vordenaturierung: 2min 96°C
Denaturierung: 10sec. 96°C
„Annealing“ undElongation: 4min 55°C

25Zyklen

Tabelle2.4: Parameterdes„2-step-protocol“für die standardisierteDNA-Sequenzierung
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2.11 Hybridisierungstechniken

2.11 Hybridisierungstec hniken

2.11.1 Southern-Hybridisierung

Der Transfervon DNA-Fragmentenauf Nitrozellulose-oderNylonfilter erfolgteim we-
sentlichennachderMethodevonSouthern(1975)in derAnordnungvonSambrooketal.
(1989,S. 9.34).NachTransfer, Fixierungder DNA für 2h bei 80°C und drei- bis vier-
stündigerPräinkubationin 2xPM in 6xSSC(Denhardt,1966)mit 1% SDSerfolgtedie
Hybridisierungmit derradioaktivenSondein 1x PM in 3xSSCmit 0,5%SDSüberNacht
bei 60–63°C.Durch mehrmaligesWaschenin 2x SSCbei 60–63°Cüber4–6h wurden
nichtgebundeneMoleküle der Sondeabgewaschen.Anschließendwurde der Filter ge-
trocknetund bei -80°C mit einemRöntgenfilmund Verstärkerfolie überNachtoderbis
zu 14Tageexponiert.Bei Verwendungvon Nylonmembranenwurdendiesenachdem
DNA-TransfereineStundebei 120°Cangebacken und 1h in Hybridisierungspuffer oh-
ne Formamid(hergestelltnachAnweisungdesAMPPD-HerstellersRoche,Mannheim)
bei 65°C inkubiert.Die Hybridisierungmit Digoxigenin-markiertenSondenerfolgtebei
65°C überNacht,der Antikörpernachweisund die Detektionwurdenentsprechendden
AngabendesHerstellers(Roche,Mannheim)durchgeführt.

2.11.2 Koloniefilter-Hybridisierung

Zur Identifizierungvon transformiertenBakterienklonen,die dasgewünschterekombi-
nantePlasmidtragen,wurdedie von GrunsteinundHogness(1975)beschriebeneKolo-
niefilter-Hybridisierungeingesetzt.Dazuwurdenauf zwei gerasterteNitrozellulosefilter,
welcheaufampicilinhaltigen(100µg/ml)Agarplattenlagen,anidentischePositionendie
zuuntersuchendenBakterienkolonienüberimpftunddieseüberNachtbei37°Cbebrütet.
EinerderNitrozellulosefilterwurdezur DenaturierungderBakterien-DNA für 7min auf
ein mit 0,5 M NaOH getränktesFilterpapiergelegt, getrocknetund für 5min auf einem
mit 1,5M Tris/HCl pH7,4 getränktenFilterpapierneutralisiert.Anschließendwurdeder
Nitrozellulosefilterfür 5min in 0,5M Tris/1,5M NaCl pH7,4 inkubiert und erneutge-
trocknet.Nacheiner30minütigenBehandlungmit ProteinaseK (1 mg/ml in 1x SSC),
bei der bakterielleProteineabgebautwerden,wurdedie ReaktiondurchkurzesEintau-
chendesFiltersin EtOHgestoppt.DergetrockneteKoloniefilterwurdefür 5min in 0,3M
NaCl inkubiert und anschließendkurz zwischenzwei BlätternFilterpapiergepreßt,um
Bakterienrestezuentfernen.NachdemFixierenderDNA aufdemFilter durcheinezwei-
stündigeInkubationbei 80°CwurdederFilter in 2xPM in 6xSSC(Denhardt,1966)mit
1% SDSfür mindestens3h bei60°Cpräinkubiert,umunspezifischeBindungsstellenab-
zusättigen.Die Hybridisierungmit einer in 1x PM in 3xSSCund 0,5% SDS gelösten
radioaktiv markiertenSondeerfolgteüberNachtbei 65°C.Freie,nicht gebundeneSon-
denmolekülewurdendurchdreimaligesWaschenderFilter in 2x SSCbei 65°Centfernt.
Zur DetektionderSignalewurdendie getrocknetenKoloniefiltermit einemRöntgenfilm
undVerstärkerfoliebei -80°Cexponiert.
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2 MaterialundMethoden

2.11.3 Nor thern-Hybridisierung en

Für Northern-Hybridisierungenwurdenzwischen5–20µg Gesamt-RNA (sieheKapitel
2.4.1)auf einemformaldehydhaltigenAgarosegel in 1xMOPS-Puffer elektrophoretisch
aufgetrennt.NacherfolgterElektrophoresewurdedasGel photographiert,für 10min in
20xSSCinkubiert,und die RNA anschließendüberNacht in 10xSSCauf einenNitro-
zellulosefiltertransferiert(Sambrooket al., 1989).Die weitereBehandlung,wie die Hy-
bridisierungmit radioaktiv markierterDNA unddie DetektionderSignale,erfolgtewie
unter2.11.1beschrieben.

2.11.4 „whole mount“ in situ-Hybridisierung en

Die „whole mount“ in situ-HybridisierunganEmbryonenundOvarienderArten D. me-
lanogasterundC. thummiwurdennacheinerverändertenMethodevonTautzundPfeifle
(1989)durchgeführt.Zur Fixierungwurdendie auf Apfelsaft-AgarSchalenabgelegten
Drosophila-Eier mit VE-Wasserin ein Sieb gespült,für 3–5min in 50% Chlorbleiche
dechorionisiert,gründlichmit 0,1%Triton X-100 in VE-Wassergespültund für 30min
auf einemRotationsschüttlerin Fixativ inkubiert. Nachder Fixierungwurdendie Em-
bryonenausder Interphasezur Devitellinisierung in 4ml -70°C kaltesHeptan/ 90%
Methanol-50mM EGTA (1:1)überführtundbeiRaumtemperaturheftiggeschüttelt.Nach
diesemSchritt sinken die devitellinisierten Embryonenzu Boden,Vitellinmembranen
und nicht-devitellinisierte Embyonenverbleibenin der Interphaseund wurdenverwor-
fen.NachEntfernungdesÜberstandeswurdemehrmalsmit reinemEthanolgespült,und
die Embryonendarin gegebenenfalls bis zu zwei Monatebei -20°C gelagert.Ovarien
wurdendirekt nachder Fixierungin PBT überführt.Um die Embryonenfür die Hybri-
disierungvorzubereiten,mußtensie übereineAlkoholreihevon 70%,50% und 30% in
PBTüberführtwerden.NacheinerzweimaligenSpülungin PBTerfolgteeineNachfixie-
rung in 4% Paraformadehyd/ PBT für 20min gefolgtvon einerfünfmaligenSpülungin
PBT. Um dasGewebepermeabelfür dieSondezumachen,wurdeesfür 4–6min in 50µg
ProteinaseK/ml PBTanverdaut.DieserVerdaustellt einenkritischenSchrittdar:Zu lan-
ger Verdaukannzur Auflösungder Embryonenwährendder Hybridisierungführen,zu
kurzerVerdauführt zuerhöhtemHintergrundundeinergeringerenNachweisempfindlich-
keit. AusdiesemGrundwurdedieZeit für denVerdaubei jederChargeProteinaseK neu
optimiert.Für Ovarienist ein ProteinaseK Verdauvon 10–45min optimal.Zweimaliges
Waschenin 2mgGlycin/ml PBTbeendetdenVerdau.NachzweiWaschschrittenin PBT,
einerNachfixierung,wie obenbeschrieben,undentsprechendemSpülenin PBT wurden
dieEmbryonen,bzw. Ovarieneinmalin 1:1mit PBTverdünnterHyb-Lösunggewaschen,
bevor sie1h bei 48°C in Hyb-Lösungprähybridisierten.Zur Hybridisierungwurdendie
Embryonen(Ovarien) in 100µl Hyb-Lösungmit 6µl Sondein einemWasserbadüber
Nachtauf 48°Cgehalten.UngebundenemarkierteDNA wurdedurchje einmaligesWa-
schenin Hyb-Lösungin 1:1 in PBT verdünnterHyb-Lösungund fünfmaligesWaschen
in PBT ausdenEmbryonen(Ovarien)entfernt.Alle Waschschrittedauertenca.15min
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2.12 Agarose-Gelelektrophorese

bei48°C.FürdenAntikörpernachweisderDIG-markiertenDNA wurdendieEmbryonen
(Ovarien)zweimalmit AP-Puffer gespültundin 1ml AP-Puffer mit 4,5µl NBT und3,5µl
X-Phosphat(„DIG DetectionKit“ Roche,Mannheim)im Dunkeln gefärbt.Die Reakti-
on wurdeanhandeinesAliquots amStereomikroskop verfolgt unddurchNachfixierung
mit 4% Paraformaldehyd/ PBT gestoppt.Zur AufbewahrungundBeobachtungwurden
die Embryonenund Ovarienschließlicherst in 30% Glyzerin / PBT und dannin 70%
Glyzerin/ PBT überführt.

2.11.5 In situ-Hybridisierung an Polytänc hromosomen

Die mikroskopischeLokalisation isolierter DNA-Fragmenteauf Polytänchromosomen
ausSpeicheldrüsenerfolgteunterVerwendungDigoxigenin-undBiotin-markierterDNA-
FragmenteundanschließendemimmunologischenNachweis(Langer-Saferet al., 1982)
mit FITC- bzw. TRITC-gekoppeltenAntikörpern.Einzelheitenfindet manbei Hankeln
undSchmidt(1987)undSchmidt(1992).

2.12 Agar ose-Gelelektr ophorese

DNA-Fragmenteim Bereichzwischen150bpbis23kb wurdennachZugabevon1/5Vol.
DNA-StoppufferaufverschiedengroßenvertikalenAgarosegelenaufgetrennt,derenKon-
zentration– je nachgewünschtemTrennbereich– zwischen0,6%und1,6%(Sambrook
et al., 1989,S. 6.5) betrug.Als GrößenstandarddientenHindIII geschnitteneDNA des
Phagenλ (ausE.coli Wa312,sieheAbschnitt 2.3.1.) und AluI geschnittenerpBR322
(Bolivaretal.,1977).Die Gelewurdenin Ethidiumbromidlösunggefärbt,unterUV-Licht
betrachtetundgegebenenfallsmit demEDAS-System(Kodak)dokumentiert.

2.13 Keimbahntransf ormation von D. melanogaster

Die KeimbahntransformationvonD. melanogasterwurdenachdemProtokoll vonRubin
undSpradling(1982)mit einigenVeränderungendurchgeführt.Whiteh -Fliegenwurden
für höchstens45min bei 25°C auf Apfelagarschalenbelassen.Die resultierendenEier
wurdensofortmit einemSkalpellvon der Agarschaleentnommenundauf einenauf ei-
nemObjekträgerfixiertenStreifen3M™-Doppelklebebandtransferiert.NebendemDop-
pelklebebandbefandsicheinApfelagar-Blöckchenvonca.1,5cmLänge.UnterdemSte-
reomikroskopwurdendieEmbryonenmittelseinerPräpariernadelmanuellausdemCho-
rion gepelltundaufdasApfelagar-Blöckchentransferiert.DerfeuchteAgarverhindertein
AustrocknenderEmbryonenwärenddesDechorionisierens.Warenetwa 50 Embryonen
dechorionisiert,konntendieEmbryonenaufdemAgarblöckchenin zweiReihenà25der-
art angeordnetwerden,daßdasposterioreEndenachaußenzeigte.Embryonen,welche
sichbereitsim zellulärenBlastodermbefanden,wurdendabeiaussortiert.ZumTrocknen
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2 MaterialundMethoden

wurdendie Embryonenmit einemObjektträger, welchermit einemStreifendoppelseiti-
genKlebebandesversehenwar, vomAgarabgenommenundfür ca.dreibis fünf Minuten
an der Luft getrocknet.Der Trocknungszustandwurde dabeiständigmit einer Präpa-
riernadelkontrolliert: Begannendie EmbryonenbeimDarüberstreichenkleineFaltenzu
werfen,war der optimaleTrocknungszustanderreichtund die Embryonenkonntenmit
Voltalef™S10Holokarbon-Ölüberschichtetundinjiziert werden.Die Injektions-Anord-
nungbestandauseinemLeitz-Mikromanipulatorsowie einemLeitz-Kursmikroskop mit
BinokulareinblickundSchärferegulierungüberdenKreuztisch.Sokonnten,war einmal
die Injektionsnadelim Sichtfeldzentriertundmit demMikromanipulatorscharfgestellt,
die Embryonennur mit derSchärferegulierungdesMikroskopsunddemKreuztischauf
dieHöhederNadelgebrachtundinjiziert werden.Die Injektionsnadelnwurdenaus1mm
Kapillarglasauf einemhorizontalenPipettenpullerderFirmaBachofer(Reutlingen)ge-
zogenundanschließendmit einemKapillarschleifgerätderselbenFirmain einemWinkel
von 30i geschliffen.Die resultierendenNadelnhatteneinenDurchmesservon höchstens
1/20Embryo.Für die Injektion wurdeDNA mit dem„Maxi-Plasmid-Prep-Kit“(Qiagen,
Hilden)isoliertundzweimalin 0,5xDialysepuffermit 2Vol. Ethanolgefällt.Die Konzen-
tration desP-Element-Plasmidsin der Injektionslösungbetrug1mg/ml, die desHelfer-
plasmidspUCsπ∆2–3200µg/ml.Bei pUCsπ∆2–3(sieheAbbildung2.6) handeltessich
um ein sogenanntes„wings clipped“ Helferplasmid,dasfür die P-Element-Transposase
kodiert, jedochkeinevollständigen„invertedrepeats“der P-Elementeträgt, und somit
die Fähigkeit, selbstins Genomzu integrieren,verlorenhat.Die Helferplasmid-kodier-
te Transposasesorgt für die IntegrationdesTransposase-defizientenP-Element-Plasmids
in dasDrosophila-Genom.Die BeladungderInjektionsnadelerfolgteunterdemMikro-
skop, indemca. 1µl Injektionslösungdirekt auseinerPipetten-Spitzegesaugtwurden.
Die injizierten Eier wurdenüber Nacht in einer feuchtenKammerbei 25°C inkubiert
undamnächstenTagdie geschlüpftenL1-Larvenmit einerPräpariernadelausdemÖl in
ein Anzuchtröhrchenüberführt.Adulte injizierteFliegenkonntenmit whiteh -Fliegenge-
kreuztundderenNachkommenauf die ExpressiondesverwendetenMarkergens(white)
untersuchtwerden.

2.14 Puff er und Lösung en

Agar-Lösung 5% w/v Sucrose
1,5%w/v Agar-Agar

AP-Puffer 1ml 5M NaCl
2,5ml 1M MgCl2
5ml 1M Tris-HCl pH9,5
50µl Tween20
a.bidest.ad50 ml
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2.14 Puffer undLösungen

Denaturierungspuffer 1,5M NaCl
(Blot) 0,5M NaOH

10x Dialyse-Puffer 0,25M Tris
3M NaCl
0,1M Na2EDTA

DNA-Stoppuffer 4M Harnstoff
0,1M Na2EDTA
0,1% w/v Bromphenolblau
50% w/v Saccharose

Drosophila-Zuchtmedium 40g Agar
90g Trockenhefe
50g Sojamehl
400g Maisgrieß
400g Malzextrakt
200g Zuckerrübensirup
25ml Propionsäure
Wasserad5 l

10x E-Puffer 0,36M Tris
0,3M NaH2PO4
0,1M Na2EDTA

EthidiumbromidFärbelösung 5µgEthidiumbromid/ ml
in 1x E-Puffer

Fixativ 0,5ml 20x PBS
1,35ml 37%Formaldehyd
0,5ml 0,5M EGTA
2,65ml a.bidest.
5ml Heptan

Guanidin-Lösung 4M Guanidinthiocyanat
25mM Natriumcitrat
0.5% N-Laurylsarcosin
0,1M β-Mercaptoethanol

Holmes-Bonner 7M Harnstoff
0,35M NaCl
1mM Na2EDTA
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2% SDS
10mM Tris-HCl pH7,4

Homogenisierungspuffer I 11,6%w/v Saccharose
2mM Na2EDTA, pH7,4
0,5mM EGTA pH7,4
0,06M KCl
15mM NaCl
1,5mM Spermin
0,5mM Spermidin
15mM Tris-HCl pH7,4

Homogenisierungspuffer II 1Vol. Homogenisierungspuffer I
1/10Vol. 10xDialyse-Puffer
zudieserMischung:1/4Vol. 5M NaClO4
1/10Vol. Tris gesättigtpH8,5
1/3Vol. 10%igesSDS

Hyb-Lösung: 5ml Formamid
2,5ml 20xSSC
100µl „Carrier“-DNA (10mg/ml)
20µl tRNA (50mg/ml)
10µl Tween20
5µl Heparin
2,3ml a.bidest.

Kernisolierungspuffer 0,25M Saccharose
0,01M Tris-HCl pH7,5
1mM MgCl2
3mM CaCl2

L-Medium 10g Trypton
5g Hefeextrakt
5g NaClad1000ml a.dest.

L-Puffer 0,1M Na2EDTA
0,01M Tris-HCl
0,02M NaCl

Lysozymlösung 5 mg/mlLysozym
in 0,25M Tris-HCl pH7,5
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2.14 Puffer undLösungen

Neutralisierungslösung 0,5M Tris-HCl pH7,5
(Blot) 3M NaCl

NZY-Medium,pH7,5 10g NZ Amin
5g NaCl
5g „YeastExtract“
2g MgSO4 x 7H2O
ad1l. a.bidest.

10x PBS 200g NaCl
(FISH) 5g KCl

5g KH2PO4
27,8g Na2HPO4
ad1l. a.bidest.

10x PBS 76g NaCl
(„whole mount“ Hybridisierung) 77ml Na2HPO4

23ml NaH2PO4
ad1l a.bidest.

1x PBT 1x PBS
0,1%Tween20

p-PhenylendiaminLösung 100mgPhenylendiamin
in 10ml E-Puffer
90ml Glycerin

1x PM 0,02%w/v Ficoll 400
nachDenhardt(1966) 0,02%w/vPolyvinylpyrrolidon

0,02%w/v BSA
in 3x SSC

SDS-Mix 2,5%w/v SDS
0,25M Na2EDTA
0,5M Tris-HCl pH8,0

SM-Medium 0,1M NaCl
50mM Tris-HCl pH7,5
8mM MgSO4
0,01%w/v Gelatine

20x SSC 3M NaCl
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0,3M Natriumcitrat

Sucrose-Lösung 30%w/v Sucrose
0,1%w/v NaN3

Suspensionsmedium 50mM Tris-HCl pH8,0
25%w/v Saccharose

10xTaq-Puffer 400mM KCl
100mM Tris-HCl pH8,3
15mM MgCl2

20xTBE 1,8M Tris
1,8mM Borsäure
25mM Na2EDTA

TE-Puffer 10mM Tris-HCl pH8,0
1mM Na2EDTA

TELT-Puffer 50mM Tris-HCl
62mM Na2EDTA
2,5M LiCl
4% v/v Triton X-100

TES 10mM Tris-HCl pH7,4
1mM Na2EDTA pH8,0
0,2%SDS

Triton X-Mix 50mM Tris-HCl pH8,0
62,5mM Na2EDTA pH8,0
0,2%v/v Triton X-100

Xylencyanol-Puffer 0,25%w/v Bromphenolblau
0,40%w/v Xylencyanol

2.15 E. coli-Stämme:

HB101: supE44 ara14 galK2 lacY1 ∆(gpt-proA)62 rpsL20 (Strr ) xyl-5 mtl-1 recA13
∆(mcrC-mrr) HsdSh (r h m h )
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2.16 Materialien

SURE: e14h (McrA h ) ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac
recBrecJsbcCumuC::Tn5(Kanr ) uvrC [F’ proABlacIqZ∆M15Tn10 (Tetr )]c

Dh5α: supE44 ∆lacU169(φ80 lacZ∆M 15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1

RR1: HB101recAj

WA312: W3110(λCI857Sam7)su

2.16 Materialien

Agar-Platten:15g Agar-Agar ad1000ml L-Medium. Hinzugefügtwird je nachBedarf:
Ampicillin 100µg/mloderKanamycin10µg/mloderX-Gal 0,01%,IPTG0,2mM.

Dialyse-Schläuche(Medicell,London):(für Elektroelution;Durchschnitts-Porenradi-
us: 28Å, Durchmesser:15,9mm): Eswurdenca.20cm langeStreifengeschnitten,die-
semit Siedesteinenim Becherglasin Natriumcarbonat50g/l a. bidest.(2x 10Minuten)
aufgekocht, zwischendurchmit a. bidest.gespültund in 3,72g EDTA pro l. a. bidest.
aufbewahrt.

2.17 Bezugsquellen

Nicht aufgeführteChemikalienderQualitätsstufen„p. A.“ bzw. „reinst“ wurdenvonden
folgendenFirmen bezogen:Roche(Mannheim),Difco (USA), Fluka (Schweiz),Life
Technologies(Eggenstein),Merck (Darmstadt),Pharmacia(Freiburg), Riedel-deHäen
(Seelze),Roth(Karlsruhe),Serva (Heidelberg), Sigma(USA).

Agarosen SeaplaqueLMP: FMC (USA)
MP: Roche(Mannheim)

Ampicillin Höchst(Frankfurt)
AMPPD Roche(Mannheim)
Chlorbleiche Roth(Karlsruhe)
DIG DNA LabelingKit Roche(Mannheim)
DIG-dUTP Roche(Mannheim)
DNaseI Sigma(USA)
Elektroporationsküvetten Eurogentec
IPTG Biomol (Hamburg)
Klenow-Enzym Roche(Mannheim)
T4-DNA-Ligase Pharmacia(Freiburg), Roche(Mannheim)
Lysozym Serva, (Heidelberg)
Mineralöl Sigma(USA)
3 MM-Papier Schleicher& Schüll(Dassel)
Nitrocellulosefilter Schleicher& Schüll(Dassel)
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Nylonmembranen Roche(Mannheim)
α32PdATP, α32PdCTP ICN (Meckenheim)
pd(N)6-Primer Pharmacia(Freiburg)
ProteinaseK Merck (Darmstadt)
„QIAprep SpinMiniprepKit“ Qiagen(Hilden)
„QIAquick PCRPurficationKit“ Qiagen(Hilden)
„QIAquick Gel ExtractionKit“ Qiagen(Hilden)
RandomPrimedDNA LabelingKit: Roche(Mannheim)
Restriktionsendonukleasen Roche(Mannheim)

Pharmacia(Freiburg)
AGS(Heidelberg)
Stratagene(Heidelberg)
USB (USA)

RNaseA Serva (Heidelberg)
Röntgenfilm X-O-MAT AR: Kodak
Röntgenfilm-Entwicklerkonzentrat Adefo (Nürnberg)
Röntgenfilmfixierkonzentrat Adefo (Nürnberg)
Verstärkerfolie (Cronex Hi-Plus) Dupont;Dr. Goos-Suprema(Heidelberg)
X-Gal Biomol (Hamburg)
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3 Ergebnisse

3.1 Chromosomale Lokalisierung von DmX

Die genaueLokalisierungdesDmX-Gensist in zweierleiHinsicht von großemInteres-
se.Zum einenexistierenzahlreicheDrosophila-Mutanten,bei denendie chromosomale
LagedesmutiertenAllels bekanntist, dasbetreffendeGenjedochmolekularnochnicht
charakterisiertwerdenkonnte.Es ist daherwichtig zu überprüfen,ob nicht bereitsDmX
-Mutantenexistieren.Zum anderenstellt sichdie Frage,ob DmX in einerähnlichinter-
essantenchromosomalenRegion liegt wie dasHomologeCpY ausC. piger, welchesin
einemgeschlechtsspezifischhemizygotenBereichliegt undengmit demdominantenDe-
terminatorfür dasmännlicheGeschlechtgekoppeltist (sieheKapitel1.2).Um diegenaue
chromosomaleLokalisationdesDmX-Genszu bestimmen,wurdenFluoreszenz-insitu-
Hybridisierungen(FISH) anpolytänenSpeicheldrüsenchromosomenvon D. melanogas-
ter L3-Larvendurchgeführt.In einemerstenVersuchwurdegezeigt,daßDmX im termi-
nalenViertel desX-Chromosomslokalisiert ist (Abbildung3.1).Um die chromosomale
Region nähereinzugrenzen,wurdenverschiedeneMulticolor-FISH-Experimentedurch-
geführt.Bei der EingrenzungdeschromosomalenAbschnitts,der DmX enthält,fanden
dieX-chromosomalenGenewhite(w), mazerath(maz) undSex-lethal(Sxl) Verwendung.
DieseGenewurdenalsSondenausgewählt,weil ihrechromosomalePositionbekanntist,
und diesein der Nähevon DmX liegt. Anhandder relativen Abständeder verwendeten
GensondenzumDmX-GenundunterBerücksichtigungdeschromosomalenBandenmu-
stersnachLindsley undZimm (1992)wurdedie Positionvon DmX auf denAbschnitt5
desX-Chromosomsfestgelegt (Abbildung3.1).

Um die chromosomaleLagevon DmX genauerzu bestimmen,wurdeuntersucht,ob
dasGenin verschiedenenDeletionen,TranspositionenoderDuplikationenmit bekannten
Bruchpunktenenthaltenist. DurchdieVerwendungvonStämmenmit verschiedenenDe-
letionen,TranspositionenoderDuplikationenmit bekanntenBruchpunktenkonntendieje-
nigenBruchpunkte,welcheamnächstenzumDmX-Gengelegensind,bestimmtwerden.
Wennin Tieren,die für einebestimmteAberrationheterozygotsind,auf beidenHomo-
logenein homozygotesDmX-Signalnachzuweisenist, kanndarausgeschlossenwerden,
daßDmX außerhalbder Aberrationliegt. Ein hemi- oder heterozygotesSignal jedoch
zeigt,daßDmX zwischendenBruchpunkten,alsoinnerhalbderAberrationliegenmuß.
Um die Lokalisationvon der Zentromerseiteher einzugrenzen,wurdendie Deletionen
Df(1)JF5mit denBruchpunkten5E8und5E6sowie Tp(1;2)rbj 71gmit denBruchpunk-
ten3F3–5E8verwendet.FürdieEingrenzungvonderTelomerseitefandendieDeletionen
Df(1)C149,mit denBruchpunkten5A8–A9 und 5C5,sowie Df(1)N73, mit denBruch-
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Abbildung 3.1: Lokalisationvon DmXauf demX-Chromosomvon D. melanogasterdurchMul-
ticolor FISH.Die grünfluoreszierendenSignalestammenvon denBiotin-markiertenFragmenten
deswk -, Sxl-undmaz-Gens,die mit FITC-gekoppeltenα-Biotin-Antikörperndetektiertwurden.
Um DmX von diesenunterscheidenzu können,wurdederDmX-Subklon10.1d(Christman,pers.
Mitteilung) , welcherdas3’-EndedesGensenthält,mit DIG markiertundmit TRITC-gekoppel-
temα-DIG-Antikörpernachgewiesen.Die relativenAbständezu denGenenlasseneineEingren-
zungderDmX-PositionaufdenBereich5 desX-Chromosomszu.

punkten5C2–5D6,Verwendung(Lefevre, zitiert in Lindsley und Zimm (1992)).Eine
Übersichtskartemit denverwendetenAberrationenundGenen,sowie derenrelativeLage
zuDmX ist in Abbildung3.2dargestellt.

Die Ergebnissezeigen,daßDmX innerhalbder TranspositionTp(1;2)rbj 71g liegt.
Bei dieserAberrationist der X-chromosomaleBereichvon 3F3 bis 5E8 auf daszweite
Chromosomtransloziert(Lefevre, zitiert in Lindsley undZimm (1992)).DasDmX-Gen
liegt in heterozygotenTierenauf der Schleife(Abbildung 3.3), die bei der Paarungder
HomologendurchdeninseriertenchromosomalenBereichvon 3F3bis 5E8desX-Chro-
mosomsin die Region 23A1–23A5deszweitenChromosomsgebildetwird. Folglich ist
DmX telomerwärtsvon 5E8lokalisiert.

Abbildung 3.2 (gegenüberliegendeSeite): Übersichtüberdie zur Lokalisierungvon DmX und
DmSPXverwendetengenetischenAberrationenundGene.Die für dieBestimmungdesAbschnitts
5 verwendetenGenewhite(w), roughex (rux) undSex-lethal(Sxl) sindmit ihrerPositionobenauf
derChromosomenkartenachLindsley undZimm (1992)vermerkt.Im vergrößertenchromosoma-
lenAbschnitt5 (Mitte) sinddie für dieLokalisationvonDmX in 5D7-E5verwendetenDeletionen
und TranspositionenDf(1)JF5,Df(1)C149,Df(1)N73 und Tp(1;2)rbl 71g dargestellt.Durch die
relative Lagevon DmX zu denGenenswallow(swa), spaghetti-squash(sqh) und roughex (rux)
konntedie Positionvon DmXundDmSPXschließlichauf 5D6-E1eingegrenztwerden(Kraemer,
pers.Mitteilung).
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.3: DmX liegt innerhalbvon Tp(1;2)rbl 71g.In demchromosomalenBereich23A1–
23A5, in denaufdemeinenHomologendeszweitenChromosomsderBereich3F3–5E8inseriert
ist, könnendie Homologennicht paaren.DasinserierteChromosomenstückbildet eineSchleife.
In dieserSchleifeist DmX, dargestelltdurchdasroteSignal,lokalisiert.

Zur weiterenEingrenzungwurdeeinein situ-Hybridisierungvon DmX an demDe-
letionsstammDf(1)JF5 vorgenommen,der eine kleine Deletion im Bereichvon 5E8–
5E6 trägt (Abbildung3.2) undsichgenaumit demzentromerwärtsgelegenenEndevon
Tp(1;2)rbj 71gdeckt.Dain Df(1)Jf5anbeidenHomologeneinDmX-spezifischesSignal
detektiertwerdenkann(Kraemer, pers.Mitteilung), mußestelomerwärtsvon5E6liegen.
Um eineEingrenzungderLokalisationvon telomerwärtsvorzunehmen,wurdeeineMul-
ticolor-FISHvonDmXzusammenmit demGen roughex (rux), dasin 5D1–5D3liegt, an
denDeletionenDf(1)C149undDf(1)N73 durchgeführt.Eswurdefestgestellt,dasDmX
zentromerwärtsvon roughex (D1–5D3)liegt. BeideGenesinddeshalbnicht in derDele-
tion Df(1)C149(5A8,A9–5C5)enthalten,sondernweiterzentromerwärtslokalisiert,wie
die Hybridisierungsergebnissezeigen(Abbildung 3.4). Hybridisiert man beideSonden
jedochan PolytänchromosomendesDeletionsstammsDf(1)N73, der eine Deletion im
Bereichvon 5C2–5D6besitzt,so zeigt dasheterozygoteSignalvon roughex in Abbil-
dung3.5, daßroughex innerhalbdieserDeletionliegt, währenddashomozygoteSignal
von DmXzeigt,daßesim Gegensatzzu roughex außerhalbderDeletion,alsozentromer-
wärtsvon5D6 liegt.
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Abbildung 3.4: Hybridisierungvon roughex (rux) undDmX anPolytänchromosomendesDele-
tionsstammsDf(1)C149.Links sind die Signalevon roughex (grün) und DmX (rot) auf demX-
Chromosomzu sehen.DasTelomerzeigt nachunten.DmX liegt demnachzentromerwärtsvon
rux. In derPhasenkontrastaufnahme siehtman,daßdieHomologenim BereichderDeletionnicht
gepaartsind.Manerkennt,daßbeideSignaleaufbeidenHomologenvorhandensind,alsorux und
DmXnicht in derDeletionDf(1)C149liegen.

Abbildung 3.5: Hybridisierungvon roughex (rux und DmX an PolytänchromosomendesDele-
tionsstammsN73. DieseDeletionbetrifft denchromosomalenBereichzwischen5C2 und 5D6.
In diesemheterozygotenTier sind die Homologengepaart.Dasdurchgehenderote Signalzeigt,
daßDmX auf beidenHomologenvorhandenist, alsonicht in der DeletionDf(1)N73 liegt. Das
halbsobreitegrüneSignalder roughex-Sondezeigt,daßroughex, wie aufgrundderpublizierten
Lokalisation(Thomasetal., 1994)erwartet,in Df(1)N73 liegt.
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WeitereMulticolor-FISH,unterderVerwendungderGeneswallow(swa) undspaghet-
ti-squash(sqh), welchein derNähevon 5D6 bzw. 5E6kartieren,zeigten,daßDmX zwi-
schendiesenbeidenGenenlokalisiertist (Kraemerpers.Mitteilung).DmX liegt etwasnä-
herzusqh, wodurchdie chromosomalePositionvon DmXmit 5D6–5E1angegebenwer-
denkann(Abbildung3.2).Die Orientierungvon DmX relativ zu ZentromerundTelomer
wurdedurchhochauflösendeMulticolor-FISHmit Sondenausdem5’-und3’-Bereichdes
Gensbestimmt.Dabeihybridisiertedie vom 5’-EndestammendeSondenäheram Zen-
tromer, währenddie Sondevom 3’-EndenäheramTelomerhybridisierte.Die Richtung
der Transkriptionvon DmX verläuft demnachtelomerwärts(Kraemer, pers.Mitteilung).
Da sich dasDmSPX-Genauf molekularerEbenein unmittelbarerNähezu DmX befin-
det,kanndiechromosomaleLokalisationvonDmSPXebenfallsmit 5D6–5E1angegeben
werden.Die TranskriptionsrichtungvonDmSPXist von telomernachzentromer.

3.2 Transkriptionsanal yse von DmX/CpY

3.2.1 Nor thern-Anal yse der DmX -Transkription

DurchNorthern-Analysenkonntegezeigtwerden,daßDmX– ebensowie dashomologe
GenCpY ausChironomus– in allen überprüftenEntwicklungsstadien(Embryo,Larve,
Adulte) transkribiertwird (Kraemeretal.,1998).DabeikonntenDmX-Transkriptemit ei-
nerGrößevon11,5kb nachgewiesenwerden(Abbildung3.6).Die durchNorthern-Analy-
sebestimmteTranskriptgrößestimmtgut mit derausdencDNA-Sequenzenabgeleiteten
Größeüberein.DieseErgebnissedeutendaraufhin, daßDmX/CpYvermutlichkonstitu-
tiv exprimiert wird. Bei Northern-BlotAnalysenkonnteerstnacheinerExpositionszeit
von 14TageneineausreichendeSignalstärkeerzieltwerden.Die Transkriptionvon DmX
scheintdemnacheherschwachzu sein.Durch „whole mount“ in situ Hybridisierungen
undRT-PCRUntersuchungensolltennunFragenzur TranskriptmengeundderenVertei-
lungin verschiedenenEntwicklungsstadienundverschiedenenGewebennäheruntersucht
werden.

3.2.2 DmX -Transkription während der Embr yonalentwic klung

Der NachweisvonDmX/CpY-Transkriptenin Gewebenerfolgtedurch„whole mount“ in
situ Hybridisierungen.DabeihybridisierteineDIG-markierteeinzelsträngigeDNA oder
antisense-RNA spezifischan die im Gewebefixierte nascenteRNA. Mit Enzym- oder
fluoreszenzgekoppeltenanti-DIG-Antikörpernkanndie hybridisierteSondemittelseiner
FarbreaktionoderdurchFluoreszenzmikroskopiesichtbargemachtwerden.Um die ver-
mutlich in niedrigerKonzentrationvorliegendenDmX-Transkriptein denGewebenopti-
mal nachweisenzu können,mußteeineSondeentwickelt werden,welcheeinerseitsaus
kurzengewebegängigenPolynukleotidenbesteht,andererseitsdabeieinengroßenBereich
von DmX abdeckt,um einemöglichsthoheSensitivität desNachweiseszu ermöglichen.
Als besondersgeeignethat sich hierfür ein äquimolaresGemischverschiedenercDNA-
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Abbildung 3.6: Northern-AnalysederDmX-Transkription.4 µg polyA l -mRNA ausD. melano-
gasterEmbryonen,L3-Larven sowie ausweiblichenund männlichenAdulten wurdenpro Spur
eingesetzt.Als Sondedienteein 32P-markiertesGemischvon cDNA-FragmentendesDmX-Gens.
Nach14TagenExpositionszeitkonntein allengetestetenmRNA-PräparationeneinTranskriptder
erwartetenGrößevon 11,5kb detektiertwerden(Kraemer, pers.Mitteilung).

Fragmenteerwiesen,welchein ihrer GesamtheitnahezudasvollständigeGenrepräsen-
tieren.Für jedeMarkierungwurdenca.500ng diesesGemischesverwendet.

DmX-Transkriptelassensichin allenStadienderEmbryonalentwicklungnachweisen
(Abbildung 3.7). Die schwache,aberimmer vorhandenegleichmäßigeHintergrundfär-
bung deutetauf eineschwacheubiquitäreTranskriptionhin. Mit heterologermarkierter
DNA läßtsichdieseHintergrundfärbungnicht erzielen,siescheintalsoDmX-spezifisch
zu sein.Vom ubiquitärenSignalhebtsich jedochein gewebespezifischesMusterab:Ei-
nestadienspezifischeKonzentrationvon DmX-Transkriptenist in denMitteldarmvorläu-
fern,einzelnensegmentalenZellenundSegmentbereichensowie im Zentralnervensystem
(ZNS)unddenAnlagenvonSinnesorganenim Kopfbereichzufinden.Die frühestenAn-
zeichenfür einelokaleKonzentrationvonTranskriptensindim zellulärenBlastodermzu
erkennen.Hier ist dieFärbungamposteriorenPoleindeutigstärkeralsim restlichenEm-
bryo (Abbildung 3.7 A). Die nachgewieseneRNA liegt hier abernicht in denPolzellen
selbst,sonderndirekt unter der blastodermalenZellschichtin einemBereich,ausdem
derposterioreMitteldarm-Vorläuferhervorgeht.Die spezifischeAnfärbungdesposterio-
ren Mitteldarmvorläufersläßt sich durchdie gesamteEmbryonalentwicklunghindurch
verfolgen.Auch in denzeitlichversetztentstehendenanteriorenMitteldarmvorläufernist
dasTranskriptlokalisierbar(Abbildung3.7B). Hierbeisindbesondersdie in denDotter
einwachsendenterminalenEndender Mitteldarm-Vorläufermarkiert.Währenddie Vor-
läuferzusammenwachsen,dehntsichdie Färbungauf dengesamtenMitteldarm-Bereich
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aus.Ab Stadium17,in demdieDifferenzierungdesVerdauungstraktesweitgehendabge-
schlossenist, ist ein NachlassenderDmX-Transkriptionim Mitteldarmbereichzu beob-
achten,dagegennimmtdieFärbungim EnddarmgegenEndederEmbryonalentwicklung
beträchtlichzu (Abbildung3.7 F). DmX-Transkriptekönnenim Nervensystemzunächst
in selektiv gefärbteneinzelnenZellennachgewiesenwerden(Abbildung3.7 C). Bei der
DurchsichtmehrererHundertgefärbterEier, welchewährendder ersten4 Stundender
Embryonalentwicklunggesammeltwordenwaren,konntenjedochnureinigewenigeTie-
re mit diesemMusterbeobachtetwerden.DiesezellspezifischeExpressionscheintalso
auf ein kurzesZeitfensterder Neurogenesebeschränktzu sein.Die zellspezifischeFär-
bunggehtschnellin einemehroderwenigergleichmäßigeFärbungdesZNS über, deren
IntensitätzumEndederEmbryogenesehin zunimmt.
EinesegmentaleVerteilungderTranskriptekann,wennauchschwach,anhandeinerFilet-
PräparationdesZNS von Embryonenim Stadium17 auchin denerstendrei Segmenten
hinterdenLobennachgewiesenwerden(Abbildung3.8).
Ab Stadium14 finden sich DmX-Transkripteaußerdemnoch in zwei eng begrenzten
Arealen im Kopfbereich.Hierbei handeltes sich wahrscheinlichum Gewebeabschnit-
te, ausdenenspäterperiphereSinnesorganeentstehen,wie z. B. der Antenna-Maxillar-
Komplex (Abbildung 3.7 F und 3.9). Zu demZeitpunkt,an demkurzfristig die spezifi-
scheAnfärbung einzelnerZellen im ZNS beobachtetwerdenkann,ist nochein zweites
segmentalesMustererkennbar(Abbildung3.7C). DiesesMusterist jedochnichtaufein-
zelneZellenbeschränkt,sondernschwächerunddiffuser. Die beidensegmentalenMuster
überlagernsich nur im anteriorenTeil desEmbryos,weiter posteriorweichendie Posi-
tionen der segmentalenFärbungenvoneinanderab. Wahrscheinlichhandeltes sich bei
dem diffusensegmentalenMuster um diejenigenBereichedesEktoderms,welchedie
Vorläuferder Tracheenanlagendarstellen,dennmit Entwicklungder Tracheenund der
damit verbundenenInvaginierungdieserBereichegehteineentsprechendeVeränderung
desDmX-Transkriptionsmusterseinher(Abbildung 3.7 C). Zusammenfassendläßt sich
festhalten,daßDmX nebeneinerschwachenTranskriptionin allen Zellen währendder
Embryonalentwicklunginsbesondereim Vorder-, Mittel- und Enddarm,sowie im ZNS
ein intensivesgewebespezifischesMusterzeigt,dassichdeutlichvondemMusterubiqui-
tärexprimierterGene,wie z. B. derGAPDH (Abbildung3.7,A(K)–D(K)) unterscheidet.
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Abbildung 3.7 (gegenüberliegendeSeite): DmX-mRNA Lokalisierungin D. melanogasterEm-
bryonendurch„whole mount“ in situ Hybridisierung.Als Sondewurdeein Gemischvon cDNAs
verwendet,welcheüberdasgesamteDmX-Genverteilt sind.Der NachweisderDIG-markierten
Sondeerfolgtemit alkalischerPhosphatase-gekoppelten α-DIG-Antikörpern.Als Färbereagenzi-
enwurdenNBT undX-Phosphatverwendet.In Stadium5 werdenDmX-Transkripteverstärktam
posteriorenPol detektiert(A). Die Polzellenselbstscheinenkein Hybridisierungssignal zu zei-
gen.(B). In Stadium10 zeigendie anteriorenund posteriorenMitteldarm-Vorläufer, sowie der
Enddarm-VorläufereinenerhöhtenGehaltan DmX-Transkripten.WährendStadium11 (C) und
12 (D) verstärktsichdiesesSignalin denMitteldarm-Vorläufern.Zusätzlichzeigenfür einekurze
Zeit einzelnesegmentalangeordneteZelleneinestarke Färbung.(E) Im Stadium14 wachsendie
anteriorenund posteriorenMitteldarmvorläufer zusammenund zeigeneinehoheKonzentration
anDmX-Transkripten.(F) Embryonen,die sich im Stadium17 befinden,transkribierenDmX im
Zentralnervensystem,im Enddarm,sowie in definiertenArealenim Kopfbereich.Dabeihandelt
essichwahrscheinlichum AnlagenperiphererSinnesorgane.DmX-Transkriptekönnenwährend
aller embryonalenStadienin Form einerubiquitärenHintergrundfärbung nachgewiesenwerden
(A-F).
Als Vergleichzur DmX -Färbungwurdeeine„whole mount“ Hybridisierungmit derGlycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgeführt,welchealsein EnzymderGlycolyse
konstitutiv exprimiertwird. Im zellulärenBlastoderm(Stadium5, A(K) ) ist einegesteigerteTran-
skriptionandergesamtenPeripheriedesEmbryoszu beobachten.Währendder Invaginationder
Darm-Vorläufer (Stadium10, B(K) ) ist dasExpressionsmusterähnlichder DmX- und DmSPX-
Transkription.In denspäterenStadien12 (C(K)) und14 (D(K)) färbenalleGewebedesEmbryos
in sehrgleichmäßigerStärke
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3.2.3 DmX/CpY in der Oogenese

Die DmX/CpY-TranskriptionwährendderOogenesewurdedurch„whole mount“ in situ
Hybridisierungan OvarienausadultenTierenvon D. melanogasterund C. thumminä-
heruntersucht.Die AnatomiederEikammernunterscheidetsichbeiD. melanogasterund
Chironomus. Bei D. melanogastersind 15 Nährzellenund eineEizelle durchZytoplas-
ma-Kanäle(Fusome)miteinanderverbunden,überdiesiein regemStoffaustauschstehen.
Die 16 Zellen liegeneinerHülle auskleinerenFollikelzellen.Die Zellkernevon Eizelle
und Nährzellesind mehroderwenigergleichgroß.D. melanogasterlegt kontinuierlich
Eier unddie Oogeneseerfolgt in deneinzelnenOvariolennicht synchronisiert,d. h. man
kannin einemOvarallemöglichenEntwicklungsstadienvonOozytenantreffen.Bei Chi-
ronomuserfolgt die Versorgungder Eizelle lediglich durcheinegroßeNährzelle,deren
Kerngrößedie der Eizelle um ein vielfachesübertrifft. Nähr- und Eizelle sind ebenfalls
voneinerHülle ausFollikelzellenumgeben.DaChironomusnurein- biszweimalim Le-
benein Gelegeabgibt,die Oogenesealsosynchronisiertabläuft,sind in einemOvar nur
EiereinesoderzweierEntwicklungsstadienanzutreffen (vgl. Abbildung3.12).

Esstelltesichheraus,daßCpY/DmX -TranskriptenahezuwährenddergesamtenOo-
genesevon denNährzellenproduziertwerdenundeinemTransportin die Oozyteunter-
liegen.Bei DrosophilasindDmX -Transkripteerstim Germariumnachweisbar, nachdem
die Ausbildungvon Eikammerninitiiert worden ist (Abbildung 3.10 links oben).Mit
demVerlaufederweiterenEntwicklungderEikammerngehtabStadium4 (S4)eineVer-
stärkungder DmX -Transkriptionin denNährzelleneinher. Zu diesemZeitpunktist die
Transkriptmengein den15NährzellenundderEizellegleichmäßigverteilt.Ob dabeidie
Eizelle selbstDmX transkribiert,oderob die Transkripteder Nährzellenbereitszu die-

Abbildung 3.8: Filet-PräparationdesZNS einesD. melanogasterEmbryosim Stadium17 nach
„whole mount“ in situ Hybridisierungmit einerDIG-markiertencDNA-Mixtur desDmX -Gens.
DasZNS zeigt durchgängigeineFärbung, wasauf eineubiquitäreVerteilungvon DmX -Tran-
skriptenschließenläßt.Im BereichhinterdenLobensinddie Transkriptesegmentalkonzentriert.
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Abbildung 3.9: Filet-PräparationdesanteriorenTeils einesD. melanogasterEmbryosim Stadi-
um 17 nach„whole mount“ in situ Hybridisierung.Bei denzwei deutlichabgegrenztenArealen
mit verstärkterDmX -Transkriptionhandeltessichwahrscheinlichum die AnlagendesAntenna-
Maxillar-Komplexes.

serZeit in dieEizelleimportiertwerden,ist unklar. EizelleundNährzellenunterscheiden
sich in diesemStadiumnicht durchihren Gehaltan DmX -Transkripten.Ab Stadium5
(S5)jedochzeichnetsichdie EizelledurcheinedeutlicherhöhteDmX -Transkriptmenge
ausund kannso unzweifelhaftvon denNährzellenunterschiedenwerden.Die höchste
KonzentrationanDmX-Transkriptenin derEizelleist währendStadium6 und7 zubeob-
achten(Abbildung3.11).In der rapidewachsendenEizelle, in die nunauchzunehmend
Dottereingelagertwird, ist dieVerteilungderTranskriptegleichmäßig,eswird keinGra-
dientausgebildet.Mit zunehmenderGrößederEizellewird dieFärbungschwächerundes
hatdenAnschein,daßeinekonstanteAnzahlvon DmX -Transkriptenin derwachsenden
Eizelleverdünntwird. AllerdingskannaucheinZusammenhangzwischenderzunehmen-
denBildungderChorionhülleumdasEi, welchefür dieSondeeineimpermeableBarriere
darstellenkönnte,undderschwachenFärbungim reifenEi nichtausgeschlossenwerden.

Die gleichenUntersuchungenwurdenauchanadultenOvarienvonC. thummidurch-
geführt.Als Sondedientehierzudasvollständigin pUC18klonierteCpY-Gen(Weil etal.,
1995),welchesauf die üblicheWeisefür die „whole mount“ in situ Hybridisierungmar-
kiert wurde.Die OvarienwurdennachdemgleichenProtokoll wie die D. melanogaster-
Ovarienfür dieHybridisierungvorbereitet.Im Germarium,sowiebeiBeginndersynchro-
nisiertenEikammer-Entwicklung,konntenkeineCpY-Transkriptenachgewiesenwerden
(Abbildung 3.12). In den folgendenEntwicklungsstadienergabsich ein ähnlichesBild
wie in D. melanogaster: In Eikammern,in denendieDifferenzierungderEizellebeginnt,
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Abbildung 3.10:LokalisierungvonDmX -mRNA im adultenOvarausD. melanogaster. Im Ger-
marium (G) beginnt nachInitiierung der Eikammerbildungdie DmX -Transkription.In Eikam-
mernderStadien4 (S4)und5 (S5)werdenDmX -Transkripteim ZytoplasmaderOozyteundder
fünfzehnNährzellendetektiert.Im LaufederOogenesebis Stadium9 (S9)sammeltsichDmX -
mRNA in derOozytean,währenddie FärbungderNährzellenwiederabnimmt.Im weiterenVer-
lauf derOogenesenimmtdieFärbungderOozytemit derenExpansionab. Die Transkriptesindin
derEizellegleichmäßigverteilt.
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Abbildung 3.11:Eikammerim Stadium6 ausD. melanogastervon anteriornach„whole mount“
in situHybridisierung.DasZytoplasmaderEizelleist sehrintensiv angefärbt.In derMitte derZel-
le ist derhellererscheinendeZellkerndeutlichzuerkennen.WeitereDmX-Transkriptesindin den
zu derEizellehinführendenFusomkanälenzu erkennen(Pfeil). Diesdeutetauf einengerichteten
Transportvon DmX -Transkriptenin die Oozytehin.

bis zu demZeitpunkt,an demdie Eizelle anfängtzu expandieren,ist die höchsteKon-
zentrationan CpY-Transkriptennachweisbar(Abbildung 3.10und 3.11). In denexpan-
dierendenEizellensindkeineCpY-Transkriptedetektierbar. Analogzu D. melanogaster
könntedie sich bildendeChorionhülledasEindringender Sondenin die Zellkammern
behindern.Ähnlich wie beiD. melanogasterfindetin derChironomus-Eikammereinge-
richteterTransportvonTranskriptenin dieEizellestatt.Bevor dieEizellezuexpandieren
beginnt(Abbildung3.13),befindensichdiemeistenTranskripteaufderSeitederNährzel-
le,diederEizellezugewandtist.EbensobefindensichdieMehrzahlderTranskriptein der
EizelleaufderSeite,welcheandieNährzelleangrenzt.DiesesBild läßteinengerichteten
TransportdermRNA vomNukleusderNährzellein dasZytoplasmaderEizellevermuten.
Der KernderEizelleist aufgrundseinergeringenGrößein denChironomus-Eikammern
nur nachDAPI-Färbung zu erkennen(Ergebnisnicht abgebildet).Insgesamtergibt sich
alsoim VergleichderbeidenSpeziesD. melanogasterundC. thummieinähnlichesBild:
DmX/CpYwird im Ovarstarktranskribiert.Die AbnahmederTranskriptkonzentrationin
denNährzellen,die massive AnreicherungderTranskriptein derOozyte,sowie die Lo-
kalisationdermRNA in ChironomuszwischenNährzellkernundOozytesprechendafür,
daßessich bei DmX/CpYum einematernale„Message“handelt.Ob DmX -Mutanten
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3.2 TranskriptionsanalysevonDmX/CpY

aucheinenmaternalenEffekt aufweisen,bei demaufgrunddesFehlensmaternalerTran-
skriptedie NachkommeneinenPhänotypaufweisen,ist nochnichtgeklärt.

3.2.4 CpY und diff erentielles Spleißen

BeiCpYkonntenzweidifferentiellgespleißteExonsidentifiziertwerden(Kraemer, 1994).
Dabeihandeltessichum Exon4 undExon8. DmX undCpYunterscheidensich in ihrer
Exon/Intron-Struktur. Der zu Exon4 homologeBereichdesDmX -Genskannnicht dif-
ferentiellgespleißtwerden,weil er integrativerBestandteileinesgrößerenExonsist. Ein
homologerGenabschnittzuExon8 desCpY-Gensexistiertbei DmXundF54E4.1nicht.
Um der Fragenachzugehen,ob die Exons4 und 8 gewebespezifischgespleißtwerden,
wurdenexonspezifischeRT-PCRsdurchgeführt.Dabeikönnenmit einemPrimerpaarzwei
möglicheProdukteamplifiziert werden,je nachdem,ob ein Exon herausgespleißtwird,
oder nicht. Daß die differentiellenTranskriptenicht überall gleichmäßigverteilt sind,
wurdebereitsvon Kraemer(1994)gezeigt.Um Unterschiedein derTranskriptverteilung
zu finden,wurdenzunächstKopf, Thoraxund Abdomenvon TiereneinesGeschlechts
(Männchen)untersucht.Die reverseTranskriptionwurde mit dem Primer SR5 durch-
geführt. Für die anschließendeExon 8 spezifischePCR wurden die Primer SR2 und

Abbildung 3.12:AusschnittauseinemChironomus-Ovar nach„whole mount“ in situHybridisie-
rung im einerCpY -Sonde.In diesemOvar befindensich zwei in ihrer Entwicklungsynchroni-
sierteGenerationenvonOozyten,vondenennurdie jüngereHybridisierungssignaleaufweist.Die
TranskriptesindanderGrenzezwischenNähr- undEizellelokalisiert.
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.13:DetailaufnahmeeinerEikammerderzweitenGenerationauseinemChironomus
Ovar. Deutlich ist der großeKern der Nährzellezu erkennen,auf dessenproximalerSeiteeine
KonzentrationvonCpY-Transkriptenvorliegt. Kontrastreichgefärbtist auchdieMembran,ander
Ei- undNährzellein Kontaktstehen.In derEizellesinddie Transkriptediffus verteilt.

SR49ausgewählt. Im Falle derAmplifikation genomischerDNA würdeein Produktvon
1044bp, bei Amplifikation von cDNA mit Exon 8 ein Produkt von 360bp und ohne
Exon 8 ein Produktvon 276bp erwartet werden.Ein Vergleich der relativen Färbein-
tensitätenderPCR-ProduktenachGelelektrophorese(Abbildung3.14)zeigt,daßin den
adultenMänncheneinGradientin derVerteilungderdifferentiellgespleißtenTranskripte
besteht.Obwohl bei der Mehrzahlder TranskripteExon 8 herausgespleißtwird, ist der
relative Anteil von Transkriptenmit Exon8 im Kopf amhöchstenund im Abdomenam
niedrigsten.

Der Befundvon Kraemer(1994),daßgenerelldie MehrzahlderTranskripteExon8
nichtenthält,konnteebensobestätigtwerden,wie eingeschlechtsspezifischerDosisunter-
schied.In Männchenist derProzentsatzderTranskripte,dieExon8 enthalten,höheralsin
Weibchen.In OvarienkonntendurchRT-PCRkeineTranskriptemit Exon8 nachgewie-
senwerden.WenndochTranskriptemit Exon8 vorhandensind,somußihre Zahl unter
derNachweisgrenzedesVersuchsansatzesliegen(sieheAbbildung3.15).AuscDNA von
kultiviertenC. thummi-Zellen konntenebenfalls keineTranskriptemit Exon 8 amplifi-
ziert werden.Im Gegensatzzu Exon 8 findet manTranskriptemit und ohneExon 4 in
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Abbildung 3.14:VerteilungdesdifferentiellgespleißtenExon8 ausCpY in Kopf, Thorax(Thor.)
undAbdomen(Abd.) vonC. thummi(thm)undC.piger (pim) Männchen.Um dierelativenUnter-
schiedein derRT-PCRderdifferentellgespleißtenExonsauchbei unterschiedlicherAusbeutean
PCR-Produktenvergleichenzu können,wurdendie absolutenIntensitätenderGelbandengemes-
sen.Die DNA-Probenwurdendabeinichtmit Bromphenolblauversetzt,sondernmit 60%Saccha-
rose,um die Ethidiumbromid-Floureszenznicht zu beeinflußen.Die Fluoreszen-Intensitäten aller
BandeneinerSpurwurdenaddiert.Der ProzentsatzderIntensitätendereinzelnenBandenander
GesamtintensitäteinerSpurkonntesodirekt verglichenwerden.DieseProzentangabenbeziehen
sichaufdie relative Färbeintensitätenundnichtaufdie tatsächlicheAnzahlvon Transkripten.Die
MehrzahlderTranskripteim ganzenKörperenthältkein Exon8. Die AnzahlderTranskripteje-
doch,welcheExon 8 enthalten,ist im Kopf am höchstenund nimmt zum Abdomenhin ab. Die
ÜbereinstimmungderErgebnissein C. thummiundC. piger bestätigtdie Anwendbarkeit dieser
Methode.
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3 Ergebnisse

allenbei ChironomusuntersuchtenGewebenundEntwicklungsstadien.Ein geschlechts-
spezifischerDosisunterschiedkonntehier, wie auchbeiKraemer(1994),nicht festgestellt
werden.Der prozentualeAnteil derTranskriptemit undohneExon4 kannvon Gewebe
zu Gewebeschwanken.Im Männchenist die Verteilungim Kopf, ThoraxundAbdomen
gleichmäßig.In Weibchenjedochist derAnteil derTranskriptemit Exon4 im Ovardeut-
lich erhöht(Abbildung 3.15). Im Gegensatzzu diesenBefundenüberwiegt in Zellkul-
turzellendie Anzahl derTranskripteohneExon 4. WelcheFunktiondemdifferentiellen
SpleißenbeimCpY-Genzukommt,ist bishernochnichtgeklärt.

3.2.5 Isolierung regulatorisc her Bereic he für die Transkription mit
Repor tergenen und RT-PCR

Die CharakterisierungdesPromotorbereichsundandererregulatorischerElementeeines
Gensist für dessenFunktionsanalysesehrwichtig.Zumeinenist derPromotor/ Enhancer
die Voraussetzungfür die KonstruktioneinesRettungsvektors,dereinevoll funktionsfä-
higeGenkopieenthaltenmuß,damiter für die IdentifikationundRettungvon Mutanten
eingesetztwerdenkann.Zum anderenist derPromotor/ Enhancerfür die Durchführung
von Experimentenmit Reportergenennotwendig.Um möglicheregulatorischeBereiche
desDmX/CpY -Genszu identifizieren,wurdenKonstrukteangefertigt,welcheverschie-

Abbildung 3.15: Nachweisvon Transkriptenmit dendifferentiell gespleißtenExons4 und8 im
OvarundweiblichenCarcasses,sowie in ZellkulturzellenvonC.thummi. DieTranskriptverteilung
von Exon4 in weiblichenCarcassesstimmtmit derim Männchenüberein.Im Ovar ist derAnteil
Exon 4 enthaltenderTranskriptedeutlicherhöht,in Zellkulturzellendeutlicherniedrigt.Exon 8
enthaltendeTranskriptekonntennichtausOvarienundZellkulturzellenamplifiziertwerden.
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3.2 TranskriptionsanalysevonDmX/CpY

dengroßeAbschnittepotentiellregulatorischerElementedesDmX/CpY-Gensenthalten.
Eswurdenzwei verschiedeneReportergeneausgewählt,die hinterdenpotentiellregula-
torischenBereichkloniertwurden.ReichtderregulatorischeBereichfür die Aktivierung
desReportergensaus,kanndessenProduktdurcheineEnzym-oderFluoreszenzaktivität,
beziehungsweiseimmunhistochemischnachgewiesenwerden.Alternativ zu einemexo-
genenReportergenwurdeein verändertesDmX -Genverwendet,daseinegroßeDeletion
im kodierendenBereichenthält.Der Nachweisvon Transkriptenerfolgtein diesemFall
durchRT-PCRund SequenzierungdesProduktes.Die KonstruktewurdendurchP-Ele-
ment-vermittelteKeimbahntransformationvon D. melanogastereingeführtundresultie-
rendetransgeneFliegenaufeineAktivität desTransgenshin untersucht.

Der Vektor pCosPer∆mX-2

Um herauszufinden,ob derKlon pCosPerDmX-13,derdie Grundlagefür die Konstruk-
tion einesRettungsvektorsbilden sollte, überhauptdie für die Transkriptionbenötigten
regulatorischenElementeenthält,mußtegetestetwerden,ob das in diesemKlon ent-
halteneDmX als Transgentranskribiertwird. Um das auf pCosPerDmX-13liegende
Genvom wildtypischenDmX unterscheidenzu können,wurdezunächstin dasCosmid
pCosPerDmX-13(Kraemer, persMitteilung,sieheAbbildung3.20oben)durcheinenVer-
daumit demRestriktionsenzymBglII undanschließenderReligationeineca.10kb große
Deletionin denkodierendenBereichdesDmX -Genseingeführt.DasresultierendeCos-
mid pCosPer∆mX-2 (Abbildung3.20mitte) enthältfolglich nur nochein verstümmeltes,
4,7kb großesDmX -Gen,dem10148bpzwischenExon4 undExon15fehlen.Durchdie
DeletionentstehtkeineLeserasterverschiebungim ORFderfusioniertenExons4 und15.
WeiterhinenthältderKlon dasvollständigeDmSPX-Gen,denIntergenbereichzwischen
DmXundDmSPXsowie2kbdes3’-untranslatiertenBereichesvonDmSPX. DurchKeim-
bahntransformationkonntenzwei für pCosPer∆mX-2 transgeneLinien erzeugtwerden.
DiesewurdenDmpCosPer∆mX-15und-17genannt.Die StämmewurdendurchPCRauf
dasrichtige Integrat hin untersucht.Durch die DeletionzwischenExon 4 und Exon 15
konntedieFusionsstellezurÜberprüfungderTranskriptionsaktivitätdesTransgensdurch
RT-PCRherangezogenwerden.DabeiwurdendiePrimersogewählt,daßdergenomische
BereichzwischendenPrimerndasdritte Intron enthält.Tatsächlichkonnteein Fragment
amplifiziert werden,welcheseinerseitsdie Fusionsstellein Exon 4/15 enthält,anderer-
seitsIntron 3 nicht enthält.Damit ist gezeigt,daßdasAmplifikat von einergespleißten
mRNA desTransgensabstammt(Abbildung 3.16).pCosPer∆mX-2 enthältfolglich die
grundlegendenregulatorischenBereiche,welchefür dieTranskriptionvonDmXbenötigt
werden.

Konstruktion des Repor tergen-Vektor s pC-GFP

Um die DmX -Transkriptionmit Hilfe einesReportergenszu untersuchen,sollteein ent-
sprechenderTransformationsvektorkonstruiertwerden.Als Reportergenwurdedasgrüne
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Abbildung 3.16: pCosPer∆mX-2 enhält die grundlegendenregulatorischenBereichefür die
DmX -Transkription. Der Sequenzausschnitteiner RT-PCR des transgenenFliegenstammes
DmpCosPer∆mX-17 zeigt durchdasFehlendesIntrons3, daßeinemRNA von demKonstrukt
gebildetwurde.Der direkteÜbergangvon Exon4 in Exon15 beweistdarüberhinaus,daßdiese
mRNA tatsächlichvom Transgenstammt.UnterdemÜbergangist die abgeleiteteAminosäurese-
quenznotiert.Die DeletionverursachtkeineLeserasterverschiebung im ORFvon DmX.

fluoreszierendeProtein(GFP) ausA. victoria gewählt,weil esgegenüberlacZ verschie-
deneVorteile aufweist.Mit ca.730bp ist eswesentlichkleiner als dasca.3,5kb große
lacZ-Genunderleichtertdadurchdie Klonierungsarbeiten.Außerdemist für die Detek-
tion kein weiteresexperimentellesVorgehenin Form einesAntikörper-Nachweisesoder
einerSubstratumsetzungmit Farbreaktionnotwendig.GFP kannmit einemFITC-Filter-
setuntereinemFluoreszenzmikroskopdirektundsogarin vivo beobachtetwerden.

DazumZeitpunktderDurchführungdieserArbeitenkein Vektorfür dieTransforma-
tion von Drosophilamit einemGFP-Reportergenverfügbarwar, wurdeein universeller
Vektor für diesenZweckkonstruiert.Als AusgangsgrundlagedienteCaSpeR-AUG-βgal
(sieheAbbildung2.5, Thummelet al. (1988)).Das12kb großePlasmidermöglichtdie
Klonierungvon Promotorsequenzenin eineEcoRI,BamHI und/oderKpnI-Schnittstelle.
Eine korrekteTerminationder Transkripteist durcheineSV40-TerminatorSequenzge-

70



3.2 TranskriptionsanalysevonDmX/CpY

währleistet.Aus diesemPlasmidwurdedaslacZ-GendurchVerdaumit KpnI undXbaI
deletiertunddurcheinGFP-Genersetzt.Bei demverwendetenGFP-Genhandeltessich
um eine Variantemit der Mutation S65T, bei der dasSerin in Position65 durch ein
Threoninersetztwurde.DerAustauschhatgegenüberdemWildtyp eineumdenFaktor7
stärkereFluoreszenzzur Folge(Heim undTsien,1996).DasGFP-S65Twurdeausdem
bakteriellenExpressionsvektorpRSET-B-GFP-S65T(B. Dickson,pers.Mitteilung)durch
„Link er-PCR“gewonnen.Hierbeitragendiefür dieAmplifikation verwendetenPrimeran
den5’-EndenzusätzlicheBasenundRestriktionsschnittstellen,sodaßsichPCR-Produkte
mit dengewünschtenSchnittstellenim richtigenLeserahmenerzeugenlassen.DasGFP-
S65T-Amplifikat mit einerKpnI-Schnittstelleam 5’-Endeund einerXbaI-Schnittstelle
am 3’-Endekonnteso exakt die Positiondes lacZ-Genseinnehmen(Abbildung 3.17).
Der resultierendeVektorpC-GFPist 2kb kleineralsCaSpeR-AUG-βgal, hataberdiesel-
benKlonierungs-undSelektionseigenschaften.Die IntegritätdesVektorsim Bereichdes
GFP-GenswurdedurchSequenzierungbestätigt.

Mit diesemVektor sollte nun der Einfluß desIntergenbereichszwischenDmX und
DmSPX, sowie deserstengroßenIntronsdesDmX -Gens,welchesebenfalls regulatori-
scheBereicheenthaltenkönnte,aufdie TranskriptiondesReportergensgetestetwerden.
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Abbildung 3.17:DerDrosophila-Reportergen-Vektor pC-GFP. PromotorfragmenteoderFusions-
genekönnenüber die Restriktionsschnittstellen KpnI, BamHI und EcoRI kloniert werden.Als
Reporterfür dieseFragmentedientGFP-S65T. DasGFP-Genbeginnt direktmit demStartkodon.
EineTATA-Box solltedeshalbim einzuklonierenden5’-Bereichenthaltensein.Die Termination
derTranskriptionist durchdenSV40-Terminatorsichergestellt.Daswhite-GendientderSelektion
transgenerIndividuen.
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Der GFP-Repor tergenvektor pC-GFP-y23x42

Um zu untersuchen,ob der IntergenbereichzwischenDmX undDmSPX, in Verbindung
mit demerstenIntron desDmX -Gensfür die Aktivierungder Transkriptionausreicht,
wurdederVektorpC-GFP-y23x42(Abbildung3.18)konstruiertundeineKeimbahntrans-
formationdurchgeführt.EinedetaillierteÜbersichtüberdiesenBereichmit dergenauen
Lageder Primery23 und x42, sowie die PositiondesIntergenbereichsund desIntrons
befindetsich im Anhang.Die Ergebnis-Statistikder KeimbahntransformationkannTa-
belle3.1entnommenwerden.

Die transgenenStämmewurdenmit DmpCGFP2342-13,-15, -16 und-32 bezeichnet
undmittelsPCRaufdaskorrekteTransgenüberprüft.Bei deranschließendenfluoreszenz-
mikroskopischenAnalysekonntekeinUnterschiedzumWildtyp, deralsNegativkontrolle
diente,festgestelltwerden.Da derNachweisvon GFP-TranskriptenübereineNorthern-
AnalyseundüberRT-PCRebenfalls negative Resultateerbrachte,mußwohl derSchluß
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Abbildung 3.18: DasReportergen-KonstruktpC-GFP-y23x42. Als Grundlagefür diesenVektor
dientedasKonstruktpC-GFP(Abbildung 3.17).Über „Link er-Xl-PCR“ wurdeder genomische
BereichzwischendemTranskriptionsstartvon DmSPXund demzweitenExon desDmX-Gens
amplifiziertundüberdie Restriktionsschittstellen EcoRIundKpnI in pC-GFPkloniert.Derblaue
Pfeil symbolisiertdengenomischenBereichzwischendenPrimerny23 undx42. Ein detaillierte
Kartemit LagederPrimer, sowie derGenstrukturbefindetsichim Anhang.

Injiziert ca.500
geschlüpfteLarven 106
Adulte 39
davon fertil 25
davonmit rotäugigerF1 5

Tabelle 3.1: Statistik der Keimbahntransformationvon D. melanogastermit dem Vektor
pC-GFP-y23x42.
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gezogenwerden,daßdieim VektorenthaltenenregulatorischenBereichefür eineExpres-
siondesReportergensnichtausreichen.

DerEGFP-Repor tergenvektor pCosPer∆mX-EGFP

Eswurdegezeigt,daßderVektorpCosPer∆mX-2 die für einegrundlegendeTranskripti-
on von DmX notwendigenflankierendenBereicheenthältund somit als Basisfür einen
weiterenReportgen-Vektor dienenkann (sieheAbbildung 3.20 unten).Durch „Link er-
PCR“ wurdedasEGFP ausdemVektor pHermesActEGFP(Kristin Michel, pers.Mit-
teilung) amplifiziert.Michel konntezeigen,daßEGFP trotz der „codon usage“Anpas-
sungandenMenschenin Drosophilasehrstarkexprimiert werdenkann.Überdie in den
PrimernenthaltenenBamHI-SchnittstellenkonntedasisolierteEGFP in die kompatible
BglII-Schnittstellevon pCosPer∆mX-2 kloniert werden.Die Integrität desTransformati-
onsvektorswurdedurchSequenzierungüberprüft.

Die ausdemTransformationsexperimenthervorgegangenenStämmewurdenmit den
NamenDmpC∆mX-EGFP-18-3,-6, -11, -12, -14, -22, -36, -41, -70 und -72 versehen.
In den folgendenfluoreszenzmikroskopischenUntersuchungenverschiedenerEntwick-
lungsstadienundGewebekonntenin diesenTransgenenkeinesignifikantenUnterschiede
zum Wildtyp festgestelltwerden.Eine Ursachedafür könntenzum Beispiel sein,daß
dasEGFP sich als Teil desDmX -Fusionsproteinsnicht so faltenkann,daßdasfluoro-
phoreZentrumgebildetwird. EineandereErklärungwäre,daßdie natürlicheExpressi-
onsratevon DmX nicht ausreicht,um einedurchFluoreszenzdetektierbareKonzentra-
tion der transgenexprimiertenGFP-Molekülezu erreichen.Letztereswürdezwar auch
dasErgebnismit demReportergenvektorpC-GFP-y23x42erklären,jedochnicht denge-
scheitertenNachweisdesTransgensüberRT-PCRund Northern-Analyse.Im Falle von
pCosPer∆mX-EGFPist die Ursachealsoeherim Reportergenzu suchen,im Falle vom
pC-GFP-y23x42wohl eherim FehlenbestimmterregulatorischerBereiche.

Injiziert 1300
geschlüpfteLarven 225
Adulte 91
davon fertil 56
davon mit rotäugigerF1 10

Tabelle 3.2: Statistik der Keimbahntransformationvon D. melanogastermit dem Vektor
pCosPer∆mX-EGFP
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3.3 Der Phänotyp von DmX -Mutanten

Da mit demKonstruktpCosPer∆mX-2 gezeigtwerdenkonnte,daßder Rettungsvektor
pCosPerDmX-13die für eineTranskriptionvonDmXgrundlegendenregulatorischenBe-
reicheenthält,konntediesesKonstruktherangezogenwerden,umdurchEMS-Mutagene-
sehergestellteX-letaleMutationendaraufhinzu untersuchen,ob siedasDmX -Genbe-
treffen. Dabeiwurdegetestet,welchederMutantensichmit demtransgenenDmX -Gen
komplementierenlassen(Kraemer, pers.Mitteilung). Zunächstmußtealso eine Keim-
bahntransformationvon white� -Fliegenmit demCosmidpCosPerDmX-13durchgeführt
werden.pCosPerDmX-13enthältnebeneinemvollständigenDmSPX-Genauchdasvoll-
ständigeDmX -Genmit seinenregulatorischenBereichen,wie in Kapitel 3.2.5gezeigt
wurde.Trotz der erfahrungsgemäßniedrigenTransformationsratevon sehrgroßenPlas-
miden,konntevoneineminjiziertenEmbryoein rotäugigerNachkommeerfolgreichver-
kreuztwerden.

AusderRückkreuzunggingennurrotäugigeWeibchenhervor. Die InsertiondesTrans-
gensmußfolglich auf demX-Chromosomstattgefundenhaben.Die Nachkommender
KreuzungwurdenmittelsPCRauf dasrichtigeIntegrathin untersucht.Weil dastransge-
neIntegratin seinerSequenzmit dementsprechendemwildtypischenFragmentüberein-
stimmt,wurdenfür diesenTestdieÜbergängezwischenVektorundTransgenalsAmpli-
fikations-Zielausgewählt. Die Ergebnisseder PCRszeigten,daßder Stammtatsächlich
transgenfür pCosPerDmX-13ist. X-chromsomalletaleMutationenkönnennurdurchein
autosomalesTransgengerettetwerden,da die für die Mutation hemizygotenMännchen
letal sind.Aus diesemGrundkonnteder erzeugteStammnicht direkt für eineKomple-
mentationsanalyseverwendetwerden.Um dietransgeneDmX-InsertionaufeinAutosom
zu transferieren,wurdedie P-ElementTransposase∆2–3(Robertsonet al., 1989)einge-
kreuztund die resultierendenStämmeauf eineInsertionauf einemAutosomhin unter-
sucht(Kraemer, pers.Mitteilung). VerschiedeneautosomaleInsertionendesDmX -Gens
wurdennunfür eineKomplementationsanalyseverwendet.Auf dieseWeisewurdenvier
Mutantenstämmeidentifiziert,die alle dengleichenPhänotypaufwiesen(Kraemer, pers.
Mitteilung).

Injiziert 600
geschlüpfteLarven 67
Adulte 41
davon fertil 23
davonmit rotäugigerF1 1

Tabelle 3.3: Ergebnisder Keimbahntransformationvon D. melanogastermit dem dem Vektor
pCosPerDmX-13.
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3.4 Antisense-Strategienzur UnterdrückungderDmX-Expression

DerverwendeteRettungsvektorpCosPerDmX-13enthältaucheineKopiedesDmSPX
-Gens.Um auszuschließen,daßdie RettungdesPhänotypsauf DmSPXzurückzuführen
ist, wurdendieselbenExperimentemit demKonstruktpCosPer∆mX-2 wiederholt.Wie
bereitsbeschrieben,trägtpCosPer∆mX-2 eineca.10 kb großeDeletionim DmX -Gen,
daswohl kaummehrfunktionstüchtigseindürfte.KeinedervorheridentifiziertenMutan-
tenkonntemit demVektorpCosPer∆mX-2 gerettetwerden.Man kannausschließen,das
bei einerdervier identifiziertenMutantendasDmSPX-Genbetroffen ist.

Die DmX � -TiereführeneinenormaleEmbryogenesedurchundsindamAnfangdes
L1-StadiumsnochnichtvomWildtyp zuunterscheiden.DannjedochbeginntihreAgilität
nachzulassenunddasWachstumwird eingestellt.Die Larven verharrenwie paralysiert.
Nur durchmechanischeReizungmit einerstumpfenPräpariernadelkönnendieTierezum
Bewegenveranlasstwerden.Werdendie Larvenin einemZeitraumvon mehrals20min
ständigaufdieseArt gereizt,ist keinNachlassenderReaktionaufdenmechanischenReiz
zubeobachten.In mikroskopischenAnalysenwurdeweiterhineinemorphologischeVer-
änderungdesFettkörpersdiagnostiziert(Schmidt,pers.Mitteilung). Die Mutantenster-
benvor ErreichendesL2-Stadiums.Sie wirken transparentund schlaff. Dieserschwer-
wiegendePhänotypkannvollständigdurchEinkreuzeneinertransgenenKopievonDmX
revertiertwerden.

DiedurchdenRettungsvektorpCosPerDmX-13komplementiertenTieregleichenvöl-
lig dem wildtypischenPhänotyp.Die transgeneExpressiondesDmX -Gensreicht an-
scheinendaus,um DmX in vollem funktionellenUmfangzu exprimieren.Darauskann
wiederumgeschlossenwerden,daßalle für die wildtypischeDmX -Expressionnötigen
Bereicheauf pCosPerDmX-13enthaltensind. Vergleicht man die beidenverwendeten
VektorenpCosPerDmX-13und pCosPer∆mX-2, rettetnur pCosPerDmX-13die betref-
fendenMutanten.pCosPerDmX-13enthältsowohl von DmX alsauchvon DmSPXeine
intakteKopie,währendpCosPer∆mX-2 nur ein intaktesDmSPX-Genbesitzt.Folglich
mußdie RettungderEMS-MutantendemDmX -Genzuverdankensein.

3.4 Antisense-Strategien zur Unter drüc kung der DmX -
Expression

Die Isolierungvon DmX � -Phänotypenerfolgtedurchdie RettungX-letaler EMS-Mu-
tantendurcheinenRettungsvektor(sieheKapitel3.3,Kraemerpers.Mitteilung).Dahier-
bei durchdie Präselektionauf Letalität keineschwachenPhänotypenidentifiziert wer-
denkönnen,welchedetailliertereHinweiseauf die Funktionvon DmX liefern könnten,
mußteversuchtwerden,schwachePhänotypenzu erzeugen.NebenderklassischenMu-
tagenesedurchEMS oderRöntgenstrahlenstehenweitereMittel zur Verfügung,gezielt
Geneauszuschalten.Dazu gehörenbeispielsweisedie Inhibierungder Translationder
mRNA durcheinegegenläufigeRNA, einersogenanntenAntisense-RNA. In Drosophi-
la-MännchenfindetkeineRekombinationstatt,deshalbkannerstereMethodehier nicht
angewendetwerden.EsbleibenverschiedeneMethoden,die alle direkt oderindirekt auf
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.19:PhänotypderDmX -MutanteamBeispieldesStammes739:Bei diesenca.40h
altenTiereneiner4hAblagekannmandeutlichdieim Wachstumstehengebliebenenundinaktiven
DmX-MutantenvomWildtyp unterscheiden.Die Mutantensterben,wenndiewildtypischenTiere
dasL2-Stadiumerreichthaben.MutantensinddurchweißePfeilemarkiert.

der inhibierendenWirkung einerAntisense-RNA basieren.In dieserArbeit wurdenzwei
BereichedesDmX -Gensin reverserOrientierungunterverschiedenerKontrolle in das
Drosophila-Genomüberführt.Ein Bereich,derdas3’-EndederDmX-cDNA enhält,wur-
deunterKontrolledesdurchHitzeschockinduzierbarenPromotorsHsp70gebrachtund
in Form desVektorspKB10.1-d-as(Abbildung 3.21) transfiziert.Ein weitererBereich
ausderMitte desDmX-Genswurdein reverserOrientierunghinterUAS-Sequenzen(sie-
heKapitel 1.1)kloniert. DasGAL4-UAS SystemstammtursprünglichausderHefeund
konntein Drosophilaetabliertwerden(Fischeretal.,1988).GAL4 ist einTranskriptions-
faktor, derandie „upstreamactivatorsequence“(UAS) einesGensbindetunddamitdes-
senTranskriptioninitiiert. Mittlerweile stehenzahlreichetransgeneDrosophila-Stämme
zur Verfügung,die GAL4 stadien-undgewebespezifischexprimieren.Die Kreuzungei-
nesUAS-Transgen-Stammesmit einementsprechendenGAL4-Stammerlaubtdiegeziel-
te ExpressiondesTransgens.Als weitereMöglichkeit, DmX auszuschalten,wurdeein
Vektor mit einemRibozym(Cechund Uhlenbeck,1994)konstruiert,dasspezifischdie
nativeDmX -RNA aneinerdefiniertenStelleschneidensollte(Kapitel3.4.3).
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3.4 Antisense-Strategienzur UnterdrückungderDmX-Expression
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3 Ergebnisse

In keinemder im folgendenaufgeführtenAnsätzekonnteein eindeutigerPhänotyp
identifiziert werden.Der Grund,weshalbdieseVersuchedennochbeschriebenwerden,
ist folgender:Wie in Kapitel 4.5gezeigtwird, ist derNachweisvon Phänotypenin Dro-
sophila, diedurchAntisense-Strategienerzeugtwurden,oft schwierigundfastimmernur
durchein spezielles,für dasbetreffendeGenproduktetabliertesNachweissystemmög-
lich. Ein solchesNachweissystemwar jedochderzeitnicht verfügbar. Aus diesemGrund
könntenin denTransgenendurchausschwächereDmX � -Phänotypenidentifiziert wer-
den,wenn erst ein geeignetesNachweissystem(z. B. in Form von DMX-spezifischen
Antikörpern)zur Verfügungsteht.

3.4.1 Das Hsp70-Antisense-K onstrukt pKB10.1-d-as

Der ersteerzeugteAntisense-VektorpKB10.1-d-as(Abbildung3.21)enthältdasIntegrat
deserstenisoliertencDNA-Klons von DmXpMC10.1-d(MarkusChristmann,pers.Mit-
teilung).Als Target-Vektorfür diesesIntegratdientepKB256(Abbildung2.2).
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Abbildung 3.21:KartedesAntisense-VektorspKB10.1-d-as. Als Ausgangspunktfür die Klonie-
rungdientendiePlasmidepKB256undpMC10.1d, derdas3’-EndedesDmX-Gensenhält.Dieser
Abschnittist inversorientierthintereinenHsp70-Promotorkloniert, durchdendie Transkription
derAntisense-RNA initiiert werdenkann.FüreinekorrekteTerminationdesTranskriptssorgt der
Trailer desTubulin-Gens.Die Selektionder transgenenFliegenerfolgt überdie Expressiondes
white-Gens.

Injiziert 450
geschlüpfteLarven 99
Adulte 17
davon fertil 14
davonmit rotäugigerF1 5

Tabelle 3.4: Ergebnis der Keimbahntransformationvon D. melanogastermit dem Plasmid
pKB10.1-d-as
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3.4 Antisense-Strategienzur UnterdrückungderDmX-Expression

Die erzeugtentransgenenStämmewurdenDmpKB10.1-d-1,-8, -14und-17benannt.
Einederfünf rotäugigenFliegenkonntenichterfolgreichverkreuztwerden.Mit dentrans-
genenTierenwurdenHitzeschock-Experimentedurchgeführt.DabeiwurdenEmbryonen,
L1- undL3-Larven,sowie adulteTieredreimaltäglichfür einehalbeStundebei37°Cin-
kubiert und ansonstenbei 25°C gehalten.Als Negativ-Kontrolle dientenwhitë -Tiere.
Da eineHitzeschock-Behandlungauchim Wildtyp zu einembestimmtenProzentsatzan
Fehlentwicklungenführt, mußbei denhitzegeschocktentransgenenTierennebendiesen
unter HitzeschockumständenüblichenAberrationenein zahlenmäßigüberlegenerPhä-
notypbeobachtetwerden,um auf eineAntisense-Wirkung schließenzu können.Bei der
Versuchsreihemit pKB10.1-d-askonnteim VergleichzurNegativkontrolleunterdenfehl-
entwickeltenTierenkeineindeutigerPhänotyperkanntwerden.Bei dentransgenenTieren
ließsichunterHitzeschock-BedingungenkeineerhöhteLetalitätfeststellen.

3.4.2 Das GAL4-UAS Antisense-K onstrukt pUABgl-6

Um die TranskriptiondesAntisense-Transgensschonenderund gleichmäßigerzu initi-
ieren,als diesdurchdie Hitzeschockbehandlungmöglich ist, wurdedas2061bp große
BglII-RestiktionsfragmentausExon4 desDmX -Gensin reverserOrientierunghinterdie
UAS-SequenzendesDrosophila-TransformationsvektorspUAST (Abbildung 2.3) klo-
niert (Abbildung3.22).DurchEinkreuzenvon Fliegenstämmen,welcheGAL4ubiquitär
oderbesondersim Nervensystemexprimieren,solltedort auchdasAntisense-Konstrukt
zurWirkungkommen.

Die resultierendentransgenenStämmewurdenDmpUABgl-6 -2, -22, -26, -30, -52,
-57 und -58 genannt.Nur ein rotäugigesTier konntenicht erfolgreichverkreuztwer-
den.In der nachfolgendenKreuzungmit GAL4-exprimierendenStämmenwurde je ein
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Abbildung 3.22: Karte desAntisenseTransformationsvektors pUABgl-6. Ein 2061bp großes
FragmentausExon4 desDmX -Genswurdein reverserOrientierungin pUAST, hinterdie fünf
UAS-Sequenzen,die von einemHsp70Basalpromotergefolgtwerden,kloniert.Die ordnungsge-
mäßeTerminationderTranskriptionwird durchdenSV40Trailergewährleistet.Die Selektionder
transgenenFliegenerfolgteüberdie Expressiondeswhite-Gens.

79



3 Ergebnisse

Injiziert 1100
geschlüpfteLarven 141
Adulte 64
davon fertil 32
davonmit rotäugigerF1 8

Tabelle 3.5: Bilanz der Keimbahntransformationvon D. melanogastermit dem Plasmid
pUABgl-6

pUABgl-6-Männchenmit fünf GAL4-Weibchenverpaart.BeidenNachkommenderKreu-
zungmit denGAL4-Stämmen813,853,1018,1087,1747und1822,welcheGAL4 im
ZNSexprimieren(Kapitel2.1.2),konntekeinEffekt beobachtetwerden.In denKreuzun-
genmit denGAL4-Stämmen1874und 1878 wurdenzahlreichenicht geschlüpfteEier
beobachtet.Dies ließ sich aber in Kreuzungenmit anderenMännchendieserStämme
nicht reproduzieren.

3.4.3 Das Ribozym-K onstrukt pKBrz600

RibozymesindkatalytischwirksameRNAs. Die Hammerkopf-Ribozyme,die wegenih-
rer Sekundärstruktursogenanntwerden,könnenspezifischaneinekomplementäreRNA
bindenum diesehinterdemTriribonukleotidGUC zu schneiden(CechundUhlenbeck,
1994).Dasin derNaturvorkommendeHammerkopf-Ribozymist Teil einesViroids,einer
freienpflanzenpathogenenRNA. NachdemVorbild vonHaseloff undGerlach(1988)und
ZhaoundPick (1993)wurdedie DNA für ein DmX -spezifischesRibozymsynthetisiert
und in den Drosophila-Transformationsvektor pKB256 einkloniert.Die DmX -Spezifi-
tät wurdedadurcherzielt, daßan die katalytischeRibozym-Domäneauf beidenSeiten
jeweilsdreizehnBasensynthetisiertwurden,die komplementärzudenflankierendenBe-
reicheneinesGUC-TripletsderDmX-RNA sind(Abbildung3.23).DieKlonierungwurde
dadurchvereinfacht,daßbeideSträngegetrenntsynthetisiertwurden,wobeiandeneinen
Strangdie vier überhängendenBaseneinerEcoRI-Schnittstelleaddiertwurden,an den
komplementärenStrangdie vier überhängendenBaseneiner KpnI-Schnittstelle.Beide
Produktewurdenin äquimolaremVerhältnisgemischt,sodaßsichdie komplementären
Strängepaarenkonnten.DiesesGemischkonntedanndirekt für die Ligation mit dem
EcoRI/KpnI-geschnittenenVektorverwendetwerden.

Die ausdiesemExperimentresultierendenrotäugigenStämmewurdenDmrz600-3,
-4, -9, -11 und -13 genannt.Die Stämmewurdendurch PCR auf daskorrekteTrans-
genüberprüft.Die InduktiondurchHitzeschockserfolgtenachfolgendemSchema:Je10
rz600-Fliegenwurdenmit normalenwhitë -Fliegenzusammenin einemBreiglasdreimal
für einehalbeStundeeinemHitzeschockbei37°Causgesetzt.ZwischendenHitzeschocks
wurdendieFliegenfür 45min beiRaumtemperaturbelassenundnachdemletztenHitze-

80



3.4 Antisense-Strategienzur UnterdrückungderDmX-Expression

CCACACAAUAUUG

G
G
C
G
C
U
µ
C
G
G
C
A
¶
C
A

C
C
G
C
G
A
G
C
C
G
U
·
G
U
·
C A

GCAGG

A
G

3’

5’

T
¸

ubulin-trailer

3
¹

’

5’ hsp70-leader

Dmx-mRNA

rz600
Schnittstelle

C
U
º

GAU

GUCC

A
»
 G
 A
G

GGUGUGUUAUAAC

Abbildung 3.23: PrinzipderKonstruktionundWirkung einesspezifischenRibozyms.Die kata-
lytischeDomäne(rot) faltet sich so,daßdie flankierendenBereiche,die komplementärzu einer
GUC-Zielstelle(grün)sind,dort spezifischmit derDmX -RNA (blau)paarenunddie RNA hinter
demGUCgeschnittenwird. DieTranskriptiondesRibozymswird überdenHitzeschock-Promotor
Hsp70gesteuert.

Injiziert 480
geschlüpfteLarven 86
Adulte 30
davon fertil 17
davon mit rotäugigerF1 5

Tabelle 3.6: Bilanz der Keimbahntransformationvon D. melanogastermit demRibozym-Kon-
struktpKBrz600
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Abbildung 3.24:KartedesRibozym-Transformationsvektors pKBrz600. Der AbstandderGUC-
SchnittstellezumTranskriptionsstartdesDmX-Gensbeträgt4012bp.DassynthetisierteRibozym
wurdeüberKpnI undEcoRIüberhängendeEndenin denVektorpKB256kloniert.Als Selektions-
marker für transgeneFliegendientedaswhite-Gen.

schockbei29°Cinkubiert.EineKontrollgruppewurdefür dienächsten10Tagebei29°C
belassen,währendderRestjedenTagfür einehalbeStundeauf37°Cgebrachtwurde.Es
wurdekein Unterschiedin der Vitalität oderdemPhänotypder verschiedenenStämme
im Vergleichzu denalsNegativkonrolledienendenwhitë -Fliegenbeobachtet.Aus den
währendderHitzeschockphaseabgelegtenEiernentwickeltensich,wie bei derNegativ-
kontrolle,auchnormaleLarven.

3.5 Transkriptionsanal yse von DmSPX

Im 5’-Bereichvon DmX liegt engbenachbartaufdemGegenstrangin Kopf anKopf Ori-
entierungdasGenDmSPX, sodaßzwischendenbeidenTranskriptionsstartsnur 174bp
liegen(Abbildung3.20).DieserAbschnittenthältdie Promotorbereichefür beideGene.
Da für einendurchschnittlichenPromotormit einerLängevon ca.100bp gerechnetwer-
denmuß,müsstendie beidenPromotoreneigentlichdeutlichüberlappen,wennauchin
umgekehrterOrientierung.Es stellt sich die Frage,ob sich DmX und DmSPXin ihrem
Transkriptionsmustergleichen.In Northern-Analysen(Abbildung 3.25)kannein 1,6kb
großesDmSPXTranskriptin beidenGeschlechternnachgewiesenwerden.Für die Nor-
thern-AnalysewurdeGesamt-RNA verwendet,im Gegensatzzur Northern-Analysevon
DmX, für diepolyA Â -mRNA eingesetztwerdenmußte,umeineausreichendeSignalstär-
ke zu erreichen.Darausläßtsichschließen,daßDmSPX-Transkripterechthäufigin der
Zelle vorhandenseinmüssen,jedenfalls sehrviel häufiger, alsDmX -Transkripte.
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3.5 Transkriptionsanalysevon DmSPX

Abbildung 3.25: NorthernAnalysevon DmSPXin adultenMännchenund Weibchen.Pro Spur
wurdenca.4 µg Gesamt-RNA eingesetzt.Als SondedientedasPCR-Fragmenty27x26,dasfast
dengesamtengenomischenBereichdesDmSPX-Gensabdeckt(sieheAnhang).Die Markierung
erfolgtemit α32PdATP, die Expositionszeitbetrug14 Tage.Eswird ein in MännchenundWeib-
chenetwa in gleicherMengevorhandenesTranskriptvon ca.1,6kb detektiert.
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3 Ergebnisse

Um der Fragenachzugehen,ob nebendiesenquantitativenUnterschiedenzwischen
DmXundDmSPXauchgewebespezifischeUnterschiedein derExpressionbestehen,wur-
demit einerDmSPX-spezifischenSondeeine„whole mount“ in situ Hybridisierungan
DrosophilaEmbryonendurchgeführt.DasTranskriptionsmuster(Abbildung3.26)unter-
scheidetsichdeutlichsowohl von demdesDmX -Gensalsauchvon demdesGAPDH-
Gens,obwohl aucheinigeGemeinsamkeitenbestehen.

In Stadium5 (Abbildung 3.26 A) sind DmSPX-Transkripteim Gegensatzzu DmX,
dasam posteriorenPol konzentriertist, überdasgesamtezelluläreBlastodermverteilt.
Währendder Keimstreifverlängerungund der InvaginationdesStomodeums(B, Stadi-
um 10) sinddie Transkriptemehroderwenigerdiffus verteilt.DmSPX-RNA ist dabeiin
denMitteldarmvorläufernunddemzentralenNervensystemnachweisbar. DiesesMuster
ist ähnlichdemdesDmX, jedochfehlt hier die segmentaleKomponente.Ab Stadium14
beginnensichDmSPX-Transkriptein denMitteldarmvorläufernundim Zentralnervensy-
stemzukonzentrieren,wasauchbeiDmXzubeobachtenist. DasTranskriptionsmusterin
denMitteldarmvorläufernist bei beidenGenenvergleichbar. Im Stadium15 ist nebenei-
nerFärbungdesMitteldarmsdie stärksteDmSPX-Transkriptionim Gehirnnachweisbar.
Im Gegensatzdazuist die Transkriptionvon DmX ist in denbeidenGewebenungefähr
gleichstark(Abbildung 3.7). GegenEndedesEmbryonalstadiumsist bei DmX einezu-
sätzlicheTranskriptionim Kopf im BereichdesAntenna-Maxillar-Komplexes,sowie im
Hinterdarmzudetektieren.Diesist im FallevonDmSPXnichtzubeobachten.Die Unter-
schiedezwischenDmX undDmSPXsowohl im Transkriptionsmusteralsauchin dessen
Stärke zeigen,daßdie beidenGenetrotz wahrscheinlichüberlappenderPromotorenun-
terschiedlichreguliertwerden.
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3.5 Transkriptionsanalysevon DmSPX

Abbildung 3.26: EmbryonalesTranskriptionsmusterdesDmSPX-Gens.Die „whole mount“ in
situ Hybridisierungwurdemit der DIG markiertenSondey27x26(sieheAnhang)durchgeführt.
Die sonstigenVersuchsbedingungen entsprachenderentsprechendenHybridisierungmit DmX. A:
Stadium5, B: Stadium10,C: Stadium11,D: Stadium14,E: Stadium15
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4 Diskussion

4.1 DmX ist ein neuar tig es X-chromosomales Gen

In dervorliegendenArbeit wurdedie chromosomaleLokalisationvon DmX durchMul-
ticolor FISH an Polytänchromsomenvon Drosophilaauf 5D6–5E1desX-Chromosoms
festgelegt (Abschnitt3.1).Da in D. melanogasteraufgrundseinerlangenexperimentel-
len GeschichteeinegroßeAnzahlvon GenendurchMutageneseexperimenteidentifiziert
undlokalisiert,jedochvieledieserGenebisheutenichtmolekularcharakterisiertworden
sind,stelltsichdieFrage,obDmXmit einemdieserGeneidentischseinkönnte.Mit Hilfe
des„cytosearchtools“ derFlybase(http://flybase.bio.indiana.edu/) wur-
denallenochnichtmolekularcharakterisiertenGeneausdiesemchromosomalenBereich
undderenPhänotypenzusammengestellt(Tabelle4.1).

Lokalisation Name Phänotypklasse Phänotyp
3C1–6F6 Bt sichtbar domi-

nant, genetisch
rezessiv, letal

(Bateman,1950):100%derhetero-
zygotenWeibchenhabeneinenach
hintenverlängerteVerzweigungder
posteriorenFlügelader. Zusätzliche
Verzweigungenkönnen im selben
BereichdesFlügelsauftreten.Die
abdominalenSegmentesindoft un-
terchitinisiert.

3E8–6C11 l(1)1PP22 rezessiv letal (Perrimonet al., 1989):Maternaler
Effekt Phänotyp.Es fehlt dasven-
traleHypoderm.

3E8–6C11 l(1)9PP1 rezessiv letal (Perrimonet al., 1989):Maternaler
Effekt Phänotyp.Einige Segmente
sindfusioniert.

3E8–6C11 l(1)9PP12 rezessiv letal (Perrimon et al., 1989): Materna-
ler Effekt Phänotyp.VerdrehteEm-
bryonenmit Fehlentwicklungenim
Kopfbereich.
FortsetzungaufdernächstenSeite
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FortsetzungvonvorhergehenderSeite
Lokalisation Name Phänotypklasse Phänotyp
3E8–6C11 l(1)PB7 rezessiv letal (Perrimonet al., 1989):Maternaler

Effekt Phänotyp.Abnormale Oo-
genese,kollabierte Eier und ver-
schmolzeneFilamente.

3F1–7B3 l(1)291-95 rezessiv letal (Slizynski,1938)
3F3–5E8 l(1)TK128 rezessiv,letal lar-

val
(Thaker undKankel, 1992):abnor-
male Zellklone im Auge und der
LaminaführenzurauhenBereichen
im Auge.

5A1–5E8 l(1)air4 rezessiv larval le-
tal

(Watsonet al., 1991): Melanisier-
te Tumoren.Kleines abnormalge-
formtesGehirn.

5A7–5E8 l(1)5AEa rezessiv letal (Schalet,1986)
5A7–5E8 l(1)5Aa rezessiv letal (Schalet,1986)
5A8–7B3 fs(1)de1 weibliche Sterili-

tät
(Galanopouloset al., 1989) abnor-
maleEier

5A8–7B3 Su(tor)1–1 weibliche Sterili-
tät

(Doyle und Bishop, 1993): Ei-
er sind ungefärbtund kollabieren.
SchwacheSuppressiondesEgfrE1-
Phänotyps(rauheAugen).

5C5–5D6 fs(1)M3 embryonalletal (Mohler undCarroll,1984):Mater-
naler Effekt Phänotyp.Löcher am
posteriorenEndedesEmbryos.Ei-
nige Eier kollabierenbei der Abla-
ge.

5C7–5D6 fs(1)M13 letal (Mohler und Carroll, 1984): Ma-
ternalerEffekt Phänotyp.Eier ent-
wickeln sich, sind aberlöchrig, ei-
nigekollabieren.

5D fs(1)5Da weiblich semi-
steril

(Grossniklauset al., 1989): Ovari-
en sind desorganisiert,die Ovario-
len nicht normalgeformt,die Ger-
mariensindzusammengeklumpt.

5D1–5E8 fs(1)K741 rezessive weibli-
cheSterilität

(Perrimonund Gans,1983): Tem-
peratursensitiv: Weibchen produ-
zieren bei 29°C keine oder wenig
Eier.

5D1–5E8 l(1)5DEa rezessiv letal (Schalet,1986)
FortsetzungaufdernächstenSeite
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4.1 DmX ist ein neuartigesX-chromosomalesGen

Fortsetzungvon vorhergehenderSeite
Lokalisation Name Phänotypklasse Phänotyp
5D1–6 l(1)5CDa rezessive Sterili-

tät
(Voelker und Wisely, 1982): Tem-
peratursensitiv. Entwicklungverzö-
gert und Adulte steril bei 22°C.
Adulte fertil bei17°C.

5D5–5E1 fs(1)K254 weibliche Sterili-
tät

(Perrimonet al., 1986):SpäteOo-
geneseist unterbrochen.Amplifka-
tion derChorion-Geneist normal.

5D5–5E1 fs(1)K1214 weibliche Sterili-
tät

(Perrimonet al., 1986):SpäteOo-
geneseist unterbrochen.Chorion-
Geneunteramplifiziert.

5E-5F l(1)G0287 rezessiv letal (Schaeferet al., 1999) Fly-View:
P1854a,Embryo,Stadium15 ubi-
quitäreFärbung,vgl. Abb. 4.1

5E1–2 l(1)G0063 rezessiv letal (Schaeferet al., 1999): Fly View:
P1680,Gehirn stark gefärbt, ähn-
lich DmSPX, vgl. Abb. 4.1

Tabelle4.1: Übersichtüber bekannteMutationen,die den
Bereich5D5–5E1betreffenkönnten.

DmX -MutantenweiseneinenL1-larvalenrezessiv letalenPhänotypauf (sieheKa-
pitel 3.3 und3.19).Die Eier erscheinennormal.Die EmbryogeneseverläuftohneKom-
plikationenundesschlüpfenLarven,die zunächstkeineMorphologie-oderVerhaltens-
auffälligkeitenzeigen.Im Verlauf deserstenLarvenstadiumsleidendie Mutantenunter
zunehmenderInaktivität, nehmenkeineNahrungmehraufundsterben.In heterozygoten
Adultenkannwederein sichtbarerPhänotypnocheineerhöhteSterilitätbeobachtetwer-
den.Ein VergleichvonDmX ¨ mit denin Tabelle4.1aufgeführtenMutantenzeigt,daßes
sichbei DmXmit sehrhoherWahrscheinlichkeit um ein neuartigesGenhandelt.Bt zeigt
in genetischheterozygotemZustandeinendominantsichtbarenPhänotyp.Su(tor)1–1,
fs(1)5Da, fs(1)K741, fs(1)5CDa, fs(1)K254und fs(1)1214habeneinenmit Sterilität ge-
koppeltenPhänotyp.Der Phänotypder Genel(1)1PP22, l(1)9PP1, l(1)9PP12, l(1)PB7,
l(1)TK128und l(1)air4 ist mit auffälligen Defektenin derOrganogeneseverbunden.Die
Mutationender Genefs(1)de1, fs(1)M3und fs(1)M13führenzu abnormalenEiern und
LetalitätschonwährendderEmbryogenese.

Die bekanntenDmX ¨ -Allele wurdenaufgrunddesKriteriums„Letalität“ selektiert.
Deshalbist derPhänotyp„schwacher“Allele nichtbekannt.Da vonkeinemderhier auf-
geführtenmutiertenGeneAllele bekanntsind,die einenähnlichenPhänotypwie DmX ¨
aufweisen,kannmandavon ausgehen,daßessichbei DmX um ein neuartigesGenhan-
delt.
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Die Genel(1)G0287und l(1)G0063sind durchdie InsertioneinesP-Elementsent-
deckt worden.Für sie wurde noch kein Phänotypbeschrieben,jedochstehtdurch die
Expressiondes lacZ Reportergens(sieheAbbildung 4.1) ein Transkriptionsmusterals
Vergleichsgrundlagezur Verfügung.

Das DmX -Transkriptionsmusterin Stadium15 (Abbildung 3.7) unterscheidetsich
von derubiquitärenl(1)G0287-Expressioninsofern,daßdie DmX -Transkriptionin eini-
genGeweben,wiedemGehirnunddemAntenna-Maxillar-Komplex,erhöhtist. l(1)G0063
zeigt einestärkereAnfärbung desGehirns,dasMusterdecktsich jedochnicht mit dem
vonDmX. VielmehrgleichtdiesesTranskriptionsmustersehrstarkdemvonDmSPX(Ab-
bildung3.26),sodaßessichbei l(1)G0063umeineP-ElementInsertionin DmSPXhan-
delnkönnte.FürdieGenel(1)5AEa, l(1)5Aaundl(1)DEa (Schalet,1986)und l(1)291-95
(Slizynski,1938)wurdekein Phänotypbeschrieben.Außerdemsinddie entsprechenden
Mutantenstämmenicht verfügbar. Eine Komplementationsanalysemit DmX ist deshalb
nicht möglich.

4.2 Bei DmX konnten keine geschlec htsspezifisc hen
Transkriptionsunter schiede festg estellt werden

DmX ist dasorthologeGenzu CpY, einemGen,dasin dergeschlechtsdeterminierenden
chromosomalenRegionvonC. piger gelegenist (sieheKapitel1.2).CpYwird beiChiro-
nomidengeschlechtsspezifischreguliert (sieheKapitel 4.3) undstehtin Verdacht,in die
Geschlechtsdeterminierunginvolviert zu sein.Bei D. melanogasterwird dasGeschlecht
durchdasMengenverhältnisderX-ChromosomenundAutosomendeterminiert(Bridges,
1925).An der„Messung“diesesVerhältnissessinddie Numerator-Elementeauf demX-
Chromosomunddie Denominator-Elementeauf denAutosomenbeteiligt.DmX -Mutan-
ten könnendurchdie freie Duplikation Dp(1;f)q2 gerettetwerden.(Stephenson(1994)
und Kraemer, pers.Mitteilung). Auf Dp(1;f)q2 liegenzwei Kopienvon DmX, von de-
nenallerdingsnicht bekanntist, ob essich bei beidenum aktive Genehandelt.Für den
Fall, daßbeideKopien aktiv sein sollten,wäre bei gerettetenTieren kein Phänotypin
Abhängigkeit von derAnzahlderDmX -Kopienzu beobachten.EineRolle von DmXals

Abbildung 4.1: Expressionsmusterder Gene(A) l(1)G0287von lateral (Flyview P1854),und
l(1)G0063von dorsal(Flyview P1680)

90



4.3 LokalisationundstrukturelleBesonderheitenvon CpY

Numerator-Elementist daherunwahrscheinlich.Weiterhin konntenbei DmX keineEi-
genschaftenfestgestelltwerden,die einegeschlechtsspezifischeRegulationermöglichen
würden,wiedifferentiellesSpleißen,differentiellePolyadenylierungodergeschlechtsspe-
zifischeUnterschiedein der Transkriptionsstärke. Die Ergebnisselassenalsovermuten,
daßDmX in beidenGeschlechtern– abgesehenvon TransportmaternalerTranskriptein
die Oozyte– wahrscheinlichin gleicherWeisereguliertwird.

4.3 Lokalisation und strukturelle Besonderheiten von CpY

In C. thummisind die Geschlechtschromosomenbis auf einenkleinenBereichin D3e1
(Hägele,1985)homomorph.In diesemChromosomenabschnittist ein männchenspezifi-
schesClustervon Cla-Elementenvorhanden,dasmit demdominantenmännchenbestim-
mendenFaktorM enggekoppeltist (Schmidtet al., 1982;KraemerundSchmidt,1993).
Die Situationin C. thummikannals der Beginn der Evolution von heteromorphenGe-
schlechtschromosomen,wie mansiez. B. auchin Drosophilafindet,betrachtetwerden.
GanzgenerellscheinenBereiche,in denengeschlechtsdeterminierendeFaktorenliegen,
vonderRekombinationausgeschlossenzusein.SolcheBereichewerdenalsTransposon-
falle diskutiert(Charlesworth et al., 1986).Dort kanneineprogressiveAnreicherungvon
Heterochromatinstattfinden(Muller, 1932),welchewiederumeineAnhäufungschädli-
cher Mutationenbegünstigt(Rice, 1994).Die KombinationbeiderMechanismenstellt
die GrundlagederDegenerationeinesChromosomsundderEntwicklungheteromorpher
Geschlechtschromosomendar. Bei denbeidenSchwesternartenC. thummiundC. piger
(Keyl und Strenzke, 1956) liegt im Hinblick auf die FrageeinerHeterochromatinanrei-
cherungeineinteressanteSituationvor: WährendC. thummieinenrelativ hohenAnteil an
Heterochromatinundan repetitiver DNA (SchaeferundSchmidt,1981)besitzt,kannin
derSchwesternartC. piger kaumHeterochromatinnachgewiesenwerden(Hägele,1977).
DieserUnterschiedkorreliertmit derGenomgröße.Dieseist bei C. thummica.30%grö-
ßerist als in C. piger (Keyl, 1957,1965).Der Unterschiedin derMengeanHeterochro-
matin korreliert auchmit der Anwesenheitbzw. Abwesenheitvon Heterochromatinam
geschlechtsbestimmendenLocusvon C. thummiundC. piger. Die chromosomaleLoka-
lisationdesGeschlechtsdeterminatorsist allerdingsin C. thummiundC. piger identisch
(Hägele,1985,1986).DasGenCpY liegt sowohl in C. thummials auchin C. piger in
genaudiesemchromosomalenAbschnitt.DieserAbschnittist offensichtlichvon derRe-
kombinationausgeschlossen.Dieswurdedurchdie Anwesenheitvon geschlechtsspezifi-
schenRFLPsin denProtoX- undY-chromosomalenKopienin C. thummiundC. piger
gezeigt(Kraemer, 1994).ZwischenX- undY-chromosomalerKopiekonntengenerellkei-
ne quantitativenUnterschiedein der Transkriptionfestgestelltwerden(Kraemer, 1994).
Mit der spezifischenLokalisationvon CpY in der evolutionären„K eimzelle“ einesdif-
ferenzierendenGeschlechtschromosomssindauchEigenschaftenvon CpYkorreliert,die
esvon DmX und F54E4.1unterscheidet:Im Gegensatzzu denhomologenGenenDmX
und F54E4.1weist CpY zum einendifferentiell gespeißteExonsauf und zum anderen
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einedifferentiellePolyadenylierung (Kraemer, 1994).Da CpY in Männchenund Weib-
chengleichstarktranskribiertwird undesoffensichtlicheinerdifferenziertenRegulation
unterliegt, ist es unwahrscheinlich,daßes sich bei CpY um M handelt.Dennochsind
leichtegeschlechtsspezifischeUnterschiedefestzustellen:Bei der Transkriptionsanalyse
derdifferentiellgespleißtenExonsfällt auf,daßim FallevonExon4, dessenSequenzin-
tegralerBestandteilvonDmXundF54E4.1ist,differentiellgespleißteTranskriptein ihrer
Verteilungmehroderwenigergleichmäßigsind,d. h. esfindensich in denuntersuchten
Gewebenungefährgleichviel Transkriptemit und ohneExon 4. Dasgilt für männliche
Gewebeim allgemeinenund für die meistenGewebeim Weibchen.Im Ovar allerdings
ist die AnzahlderTranskriptemit Exon4 deutlichüberrepräsentiert.In Zellkulturzellen
ist die Anzahl der Exon 4 enthaltendenTranskriptedeutlichunterrepräsentiert.Ob der
BereichvonExon4 etwasmit demTransportvonRNA in dieOozytezu tunhat,ist nicht
bekannt.Exon8 enthaltendeTranskriptesindim Männchenhäufigeralsim Weibchen,wo
siez. B. im Ovar überhauptnicht nachzuweisensind.Im Männchensinddie Transkripte
in allen Tagmatavorhanden,wobei ein GradientzwischenKopf und Abdomenbesteht
(Abbildung3.14).

Vergleicht mandie relative Häufigkeit von TranskriptenohneExon 4 mit der relati-
ven Häufigkeit derer, welcheExon 8 enthalten,fällt auf, daßersterehäufigersind und
weitläufig vorhanden,währenddie Expressionvon Exon 8 sehrspezifischbegrenztist.
DasFehlenvon Exon8-Transkriptenin Zellkulturzellen,sowie dasgänzlicheFehlendes
Exon8-homologenGenabschnittesin DmX undF54E4.1könnteauf einespezifischere-
gionale,für die einzelneZelle nicht lebenswichtigeFunktionhindeuten.Weiterhinkann
man aufgrundder unterschiedlichenrelativen Häufigkeiten die Vorhersagetreffen, daß
dasdifferentielleSpleißenvon Exon8 nicht zwangsläufigandasdifferentielleSpleißen
von Exon 4 gekoppelt ist. Um zu testen,welchevon dentheoretischmöglichenSpleiß-
varianten(Kraemer, 1994)tatsächlichin vivo vorkommen,müßtemanauseinerCpY -
spezifischencDNA Bank einzelneKlone durch PCR auf den Gehaltvon Exon 4 und
Exon8 untersuchen.Ein direkterNachweisbeiderExonsin einemSchrittdurchRT-PCR
ist wegender geringenExongrößenundderenweitemAbstandvoneinandernicht mög-
lich, denndie Größenunterschiededer resultierendenMoleküle wärenzu klein, um sie
durchGelelektrophoreseauftrennenzukönnen.

ObdasdifferentielleSpleißenvonCpYauchmit verschiedenenFunktionenkorreliert,
ist nichtbekannt.Die Tatsache,daßdieverschiedenendifferentiellgespleißtenTranskrip-
te von CpY nicht gleichartigverteilt sind,deutetjedochdaraufhin. Ein sehrbekanntes
BeispieleinesGens,dasdurchdifferentiellesSpleißenin einenFunktionszusammenhang,
mit demesursprünglichnichtszu tun hat,gerät,ist dasGenSxlausDrosophila. In an-
derenDipterenist Sxl nicht geschlechtsspezifischreguliert (Meiseet al., 1998;Saccone
et al., 1998).Wahrscheinlichist Sxl in diesenArten anderNeurogenesebeteiligt (Erick-
sonundCline,1991;ParkhurstundMeneely, 1994).In D. melanogasterjedochfungiert
esalsHauptschalteranderSpitzederGeschlechtsbestimmungskaskade(Cline undMey-
er, 1996).Wenn Sxl aktiv ist, werdendurch seineProduktesomatischeZellen auf die
weiblicheGeschlechtsdifferenzierunggeschaltet(Lucchesi,1996),im inaktivenZustand
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wird dermännlicheEntwicklungsgangeingeschlagen.Der AngriffspunktdieserAn/Aus
Regulationist derdosisabhängigePromotorPe, dernur in Zellenmit einemX:A-Verhält-
nis von 1:1 im zellulärenBlastodermStadiumaktiv ist (Keyeset al., 1992;Esteset al.,
1995).Späterwird Sxlvon einemanderenPromotor(Pm) in beidenGeschlechterntran-
skribiert. In Abwesenheitvon aktivem SXL, wie in Männchender Fall, enthaltendie
Sxl-Transkripteein Stop-Kodon in Exon 3, daszu einemverkürztenProteinführt und
nicht funktionell ist. In Anwesenheitvon SXL – in WeibchenderFall – wird Exon3 aus
der Sxl-RNA herausgespleißt,so daßdasfunktionaleProteintranslatiertwerdenkann.
DieserautoregulativeMechanismusgewährleistetdiekontinuierlicheProduktionvonak-
tivemSXL in Weibchen(Bell et al., 1988,1991).In Drosophilascheintesalsodurchdie
Etablierungvon geschlechtsspezifischemdifferentiellenSpleißenvon Sxlzu einerneuen
Funktionin einervöllig anderenRegulationskaskadegekommenzusein.

Die erweitertemöglicheFunktionalitätvon CpY durchdie differentiell gespleißten
Exone4 und8 mußentstandenseindurchdie Erzeugungvon Exon4 durchdie flankie-
rendeInsertionvon Intron 3 und4 sowie die InsertionoderEvolution von Exon8 (siehe
dazuAbbildung 1.2). Da die Genstruktur, abgesehenvon der Integration transposabler
Elementein die Intronbereiche,aufProtoX- undProtoY-Chromosomidentischist, müs-
sendieseVorgängestattgefundenhaben,bevor der chromosomaleBereich,in demCpY
liegt, von derRekombinationausgeschlossenwurde.Dabeistellt dasFehlenvon Exon4
unddasVorhandenseinvonExon8 denjeweilsabgeleitetenFall dar. Da in derTranskrip-
tionsanalysebei beidenExonseineGeschlechtsspezifitätfestgestelltwurde,wird ein Zu-
sammenhangdergeschlechtsspezifischenSpleißdiversifikationmit derLokalisationvon
CpY vermutet.Ein ZusammenhangdesdifferentiellenSpleißensper semit der Lokali-
sationin einemchromosomalenBereich,in demkeineRekombinationstattfindet,ist un-
wahrscheinlich,da in beidenGeschlechternbeideSpleißproduktegefundenwerden,das
differentielleSpleißenalsoevolutionärvor der Unterdrückungder Rekombinationvon
CpYentstandenseinmuß.Unterschiedein derFunktionderCpY -Spleißvariantenkönn-
tenz. B. durcheinenVergleichdesFärbemustersmit spezifischenAntikörperndargestellt
werden.DiesemüßtenallerdingsdurchkurzeOligopeptidegeneriertwerden,denndie
beidendifferentiellgespleißtenExonssindim VergleichzumgesamtenGensehrklein.

4.4 Das Transkriptionspr ofil von DmX und CpY

DmX zeigt ein komplexesTranskriptionsmustermit einerubiquitärenGrundexpression
und einererhöhtenspezifischenTranskriptionsratein denVorläuferstrukturendesMit-
teldarms,demZNSunddemAntenna-Maxillar-Komplex. Um Genezu identifizieren,die
dasgleicheoderein ähnlichesTranskriptionsmusteraufweisen,wurdedie FlybaseEx-
pressionsummary(http://flybase.bio.indiana.edu/.bin/expat) durch-
sucht.2464Gene,die im Nervensystemtranskribiertwerden,599transkribierteGeneaus
demVerdauungstraktund14 GeneausderOozytekonntenfür einenVergleichherange-
zogenwerden.Die Transkriptein derOozytestammenzumTeil ausdenNährzellenund
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somit solltenauchTranskripteausNährzellenmit berücksichtigtwerden,jedochkonnte
nachdieserKategorienichtgesuchtwerden.Die niedrigeZahl vonnur14 für dieOozyte
zeigt, daßdie Annotationder Genefür diesesGeweberudimentärist. 199 der Kandi-
datengenewerdensowohl im Nervensystemals auchim Verdauungstrakttranskribiert,
und lediglich drei der Genezusätzlichauch in der Oozyte.Es handeltsich dabeium
BtK29A, l(2)gl und ovo. DasTranskriptionsmustervon ovo (Mevel-Ninio et al., 1995)
unterscheidetsichsignifikantvondemdesDmX, dieExpressionist in spätenEmbryonen
auf die Keimbahnbeschränkt.MutantendesGensl(2)gl bildenTumorein denoptischen
Loben. l(2)gl spielt eine Rolle in der Regulation desZellzyklus. Die Transkriptionist
währendder Stadien10–12im Ektodermstärker als in denMitteldarm-Vorläufern.Im
ZNSfindeteinebesondersintensiveTranskriptionin denVorläufernderoptischenLoben
statt(Klämbt undSchmidt,1986).Auch diesesExpressionmusterunterscheidetsichvon
DmX. DasGenBtK29A (Katzenet al., 1990)kodiert für eineProtein-Thyrosin-Kinase
undzeigtzwar eineähnlicheGewebespezifitätwie DmX, esbestehenjedochsignifikante
Unterschiedein derquantitativenVerteilungderTranskripte.Bei diesendreiGenekonnte
keineKoregulationmit DmX festgestelltwerden,allerdingsist offensichtlich,daßmit der
von FlybaseangebotenenRoutinenur ein marginalerTeil der bekanntenGene,welche
im embryonalenZNS, denDarmvorläufernund in der Oogenesetranskribiertwerden,
extrahiertwerdenkonnte(vgl. Kapitel 4.9).

4.4.1 DmX in der Oogenese

In dervorliegendenArbeit konntegezeigtwerden,daßessichbei DmX möglicherweise
um ein maternalesEffektgenhandelt(Kapitel 3.2.3).DmX -Transkriptewerdenwährend
der Oogenesemassiv in die Oozytetransportiert,aberoffensichtlichschonwährendder
Oogenesetranslatiert,dennin frisch abgelegtenEiern sind fastkeineTranskriptenach-
weisbar. EinestärkereFärbungkannerstwiederabStadium5 amposteriorenEndedes
Embryosbeobachtetwerden.Dieskönnteauf embryonaleTranskriptionhindeuten.Ver-
gleicht man dasTranskriptionsprofilvon DmX mit typischenmaternalenEffektgenen,
lassensicheinigeUnterschiedefeststellen.EineEigenschaftdermeistenmaternalenGe-
neist einespezifischeBeschränkungderLokalisationin bestimmtenArealenderOozyte.
SolcheGeneübenin derRegel eineFunktionbei derAchsendeterminierungundderOr-
ganogenesedesspäterenEmbryosaus.Als Beispieleseienhier die Genebicoid (Driever
und Nüsslein-Volhard,1988),nanos(Wangund Lehmann,1991)und oskar (Lehmann
und Nüsslein-Volhard,1986) genannt.Die bicoid-RNA ist im anteriorenTeil desEm-
bryoslokalisiertundinitiiert die DeterminierungderanteriorenKörperstrukturen.nanos
wird am posteriorenPolsdesEmbryoslokalisiert und bewirkt dort die Differenzierung
von posteriorenKörperstrukturen.oskar-RNA wird ebenfalls am posteriorenEndedes
Embryoslokalisiert und wird dort wiederumfür die Lokalisierungvon nanosbenötigt
(Lehmannund Nüsslein-Volhard,1986;Schüpbachund Wieschaus,1986).Die Phäno-
typen dieserGenetretenerst in der F1 mutanterTiere auf, da die Genfunktionin den
Mutantenselbstdurchdie maternalenRNAs aufrechterhaltenwerden.Für Gene,welche
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in einemspäterenTeil derRegulationskaskadeeineRolle spielen,wie z. B. die Genpro-
duktevon torso(Bier, 1998)und toll (GayundKeith,1991),gilt eineÜbereinstimmung
vonLokalisationundWirkungsortnicht.DasToll Proteinist ubiquitärim Embryoverteilt,
wird abernur auf der ventralenSeitedesEiesaktiviert (Morisatound Anderson,1994;
Roth, 1994).Auch der MembranrezeptorTorso ist ubiquitär im Embryo verteilt, wird
abernur im anteriorenundposteriorenAbschnittaktiviert (Bier, 1998).DerZeitpunktan
demein maternalerPhänotypin Erscheinungtritt, hängtvon derAbbaugeschwindigkeit
der maternalenRNA, sowie vom Beginn der embryonalenExpressionab. Als Beispiele
seienwieder torso und toll angeführt:Bei torso tretenFehlentwicklungenbereitswäh-
rendder Embryonalentwicklungauf (Klingler et al., 1988),in Falle von toll tretenerst
währenddeserstenLarvenstadiumsBeeinträchtigungenauf (Andersonet al., 1985a,b).
Der massive Transportvon DmX -RNA in die Oozyte,zeigt,daßdort maternaleDmX -
Transkriptezur Wirkung kommen.Der ZeitpunktdesAuftretensvon Schädigungenbei
DmX -Mutantenim erstenLarvenstadiumist ebenfalls konsistentmit anderenmaterna-
len Genen.Da jedochin jungenEiern fastkeinematernalenTranskriptenachzuweisen
sind,mußdasÜberlebender mutantenEmbryonenbis zumerstenLarvenstadiumnicht
auf eine fortdauerndeTranslationmaternalerTranskriptezurückzuführensein,sondern
auf die Persistenzvon DMX Protein.Durch die GenerierungeinesDmX -spezifischen
AntikörpersundeinemdirektenNachweisvon DMX könntedieserSachverhaltgenauer
analysiertwerden.

4.4.2 DmX in der Embr yogenese

DasTranskriptionsmustervon DmX unterscheidetsichvon ubiquitärtranskribiertenGe-
nen,wie am Beispielder GAPDH gezeigt.Es gibt zwei KopiendesGAPDH-Gensim
Genomvon D. melanogaster. BeideKopienwerdenubiquitärexprimiert, abermit ge-
webespezifischquantitativ unterschiedlichenPegeln(Sullivanet al., 1985).Währenddie
eineKopiegleichmäßigubiquitärexprimiert ist, wird die zweiteKopieprädominantim
Muskel transkribiert.Für die in situ-AnalysenwurdenstetsSondenfür diejenigeKo-
pie der GAPDH verwendet,die ubiquitärexprimiert wird. DmX besitztzwar aucheine
zumTeil ubiquitäreTranskription,dasspezifischeMusterunterscheidetDmX jedochvon
denHaushaltsgenendesEnergiestoffwechsels.Als nächstesstellt sichdie Frage,ob das
TranskriptionsmustervonDmXdeckungsgleichmit zellteilungsaktivenRegionendesEm-
bryosist.EinVergleichmit Genen,diein derZellproliferationeineRollespielen,wie z.B.
myb(KatzenundBishop,1960)zeigt,daßessichbei denGeweben,welcheDmXamin-
tensivstentranskribieren,nichtumdiezudiesemZeitpunktteilungsaktivstenhandelt.Ein
direkterZusammenhangzwischenDmXundZellproliferationist daherunwahrscheinlich.

Mittlerweile konntenzahlreicheWD-RepeatProteineausDrosophilacharakterisiert
werden.Obwohl dieseProteineein gemeinsamesProtein-Motiv besitzen,sindsieanden
unterschiedlichstenVorgängenin derZellebeiteiligt (Kapitel1.5).DurcheinenVergleich
von DMX mit anderenWD-ProteinenausDrosophilasollenProteinemit einemähnli-
chenTranskriptionsmusterundPhänotypidentifiziertwerden.Dadurchkönnteeinefunk-
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tionelle Klassifizierungvon DMX möglich werden.Dasan der Neurogenesebeteiligte
GenEnhancerof split, E(spl) besitztsechsWD-Repeats(Hartley et al., 1988).Dessen
Genproduktinteragiertmit Notch und Delta, welchedie Differenzierungvon neuroek-
todermalenZellen zu Neuroblastensteuern.DasTranskriptionsmustervon E(spl) deckt
sich mit dem von Notch (Hartley et al., 1987). In Embryonender Stadien8 und 9 ist
ein nahezuubiquitäresMusterzu beobachten.Dabei ist der gesamteKeimstreif,sowie
die VorläuferdesVerdauungstraktesmarkiert.WährendderVerkürzungdesKeimstreifes
im Stadium13 nimmt die Signalstärke in denDarmvorläufernab, im ZNS hingegenzu.
Ab Stadium16 ist die Transkriptionnahezuvollständigauf dasZNS beschränkt,im Ge-
gensatzzu DmX, welcheszusätzlichzumZNS aucheinestarke Färbung im Hinterdarm
undim Antenna-Maxillar-Komplex aufweist.E(spl), notch unddeltaweisenein ein sehr
ähnlichesTranskriptionsmusterauf,welchessichnichtmit demvonDmXdeckt.

Ein weiteresGen,dasfür ein WD-Proteinkodiert, ist esc(extra sex combs). Eshan-
delt sichdabeium ein Mitglied derPolycombFamilie,die für die Aufrechterhaltungdes
reprimiertenStatusderhomoeotischenGeneverantwortlich ist (OrlandoundParo,1995).
Die ecs-mRNA hateineLängevon1,8kb undkodiertsechsWD-Repeats.Siefungiertals
maternaleBotschaftundweistin denEmbryonalstadien5–9einExpressionsmuster(Gut-
jahr et al., 1995)auf,dasdemvon DmX sehrähnlichist. Eswird vermutet,daßEscüber
Protein-ProteinWechselwirkungenanderAufrechterhaltungderreprimierendenChroma-
tinstrukturbeteiligtist,welchedurchHb1,diePolycomb-GenProdukteundTFIID ¨ TAF89

vermitteltwerden.DasMusterin Stadium13 unterscheidetsichjedochvon DmXbeson-
dersim Kopfbereich,obwohl aucheineFärbung im Hinterdarmnachgewiesenwerden
kann(Gutjahretal.,1995).AllerdingsführenMutationenvonescim GegensatzzuMuta-
tionenin DmXzuMißbildungen.NURF-55(Martínez-Balbáset al., 1998)enthältsieben
WD-Repeatsundist identischzumDrosophilachromatinassemblyfactordCAF-1(Tyler
et al., 1996).DiesesProteinstehtin Wechselwirkung mit Histon-Deacetylasenund der
Histon-AcetyltransferaseundkannsodurcheineTranskriptionsfaktorvermittelteregio-
naleVeränderungderNukleosomenstruktureineregulativeFunktionausüben(Tsukiyama
et al., 1995;TsukiyamaundWu, 1995).NURF-55weist im Gegensatzzu DmX ein rein
ubiquitäresExpressionsmusterauf (Tyler etal., 1996),dasdemderGAPDHgleicht,sich
abervon der DmX -Transkriptionim ZNS, Antenna-Maxillar-Komplex undHinterdarm
deutlichunterscheidet.

DHH wird von einem4,1kb großenTranskriptkodiert, besitztsiebenWD-Repeats
(Kirov et al., 1998)undgehörtzurFamiliederHIRA (HistonRegulator)Gene.Esist auf
demX-Chromosomlokalisiert im Bereich7B3–4(Lindsley undZimm, 1992).Bei Dhh
handeltessichum ein maternalesEffektgen,esunterscheidetsich jedochim Transkrip-
tionsmustervon DmX. Dark ist ein WD-ProteinausDrosophila, dasstarke Homologie
zummenschlichenApaf-1/CED-4aufweißtundin derApoptoseeineRollespielt(Rodri-
guezet al., 1999).dark-Mutantenzeigenmultiple MißbildungenandenFlügeln,Augen
undBorsten(Rodriguezetal.,1999).Bei demVergleichfällt auf,daßdasTranskriptions-
mustervon WD-RepeatProteinenin der Regel nicht auf einzelnekleine Gewebeareale
beschränktist. Dies korreliert mit der Eigenschaftvieler WD-Proteine,wichtige regu-
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latorischeFunktionenwahrzunehmen.Yusammenfassendläßt sichsagen,daßdasTran-
skriptionsmustervon DmX trotz einigerÄhnlichkeitenkeinemder eruiertenTranskrip-
tionsmusterderobenaufgeführtenGeneentspricht,sodaßkeineRückschlüsseauf eine
funktionelleKlassifizierungvon DmXgezogenwerdenkönnen.

4.5 Inhibierung der DmX -Expression

Esgibt in derLiteraturzahlreicheBeispielefür dasAusschaltenvon GenendurchAnti-
sense-RNA, RibozymeundneuerdingsauchRNAi. Bei denaufgeführtenBeispielenfällt
auf,daßdiesein keinemFall alsersteMethodezur BestimmungdesPhänotypsherange-
zogenwurden.Es konntezwar in vielenFällenein Phänotyperzeugtwerden,dieserist
aberin derRegel nur mit einemsehrschwachenmutantenAllel vergleichbarundkonnte
in allenFällenerstmit denentsprechendenfür diesesGenproduktetabliertenNachweis-
methodendetektiertwerden.

4.5.1 Inhibierung der Genexpression dur ch Ribozyme

Wie bereitsin Kapitel 3.4 dargestelltwurde,konntenwedermit Antisense-RNA noch
mit einemRibozymeinsignifikanterDmX ¨ -Phänotyperzeugtwerden.In denfolgenden
AbschnittensollenmöglicheUrsachenhierfürdiskutiertwerden.

Für denEinsatzvon Ribozymenin Drosophilaliegennur drei Beispieleausder Li-
teraturvor. Vanario-Alonsoet al. (1995)konstruiertenzwei hsp70-regulierteRibozyme
für daspaired (prd)-Gen.In prd Nullmutantenwird eineernsthafteDisorganisationvon
Kopfstrukturenbeobachtet.Ein Ribozym wurde direkt hinter dasATG-Startkodon ge-
legt, daszweiteRibozymzwischeneinerPairedboxundHomoeoboxca.850bpweiterin
3’-Richtung.Analysenvon Kutikula-Präparationenzeigten,daßdie Transformantenei-
nenormaleSegmentation,sowie normaleKopfstrukturenaufweisen.Erstdurcheinede-
taillierte AnalysederKopfstrukturenkonnteeineReduktionvon einzelnensensorischen
Organenin etwa 40% der Transformantenbeobachtetwerden.Leider wurdenin diesen
AnalysenbalancierteFliegenverwendet,welchebeideRibozymeenthielten,sodaßkeine
quantitativeUnterscheidungin derWirkungderbeidenRibozymevorgenommenwerden
konnte.

Ein fushitarazu-Phänotypdurcheinhsp70-reguliertesRibozymkonntevonZhaound
Pick (1993)erzeugtwerden.DieseArbeit dientealsVorlagefür die hier durchgeführten
Versuche.DasRibozymist komplementärzu der ftz -mRNA andenPositionen+721bis
+742naheeinerSpleißstellestromaufwärtsderHomoeobox.ftz-Nullmutantenfehlt jedes
zweiteSegmentundsiesterbennochvor demSchlüpfen.DerPhänotypderftz -Ribozym
EmbryonenwurdedurchAnti-Ftz Antikörperdargestellt.InsgesamtentsprichtnachZhao
undPick (1993)die Stärke desdurchdasRibozyminduziertenPhänotypsdemvon Wa-
kimoto et al. (1984)beschriebenenPhänotypeinertemperatursensitivenMutantemit der
entsprechendenVarianzundAbhängigkeit desPhänotypsvomZeitpunktderInduktion.
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Heinrichet al. (1993)erzeugtentransgeneFliegen,die ein Ribozymkonstruktgegen
dasnative white Genenthieltenund konnteneinesignifikanteReduktionder Augenfär-
bungin Stämmenbeobachten,die aufgrundihresgenetischenHintergrundesbereitseine
reduzierteAugenfärbungaufwiesen.Weiterhinkonntensienachweisen,daßdie Effekti-
vität derInhibierungvonderKopienzahlundderchromosomalenPositiondesRibozyms
abhängt(Heinrichetal.,1995).LängereRNA-Arme,wie siedurchdenhsp70Transkripti-
onsstartundden3’-untranslatiertenBereichamRibozymzwangsläufigentstehen,können
in EinzelfällendurchSelbsthybridisierungder Arme eineAktivität verhindern(Hendry
und McCall, 1995).Ribozymescheinenalso– wennüberhaupt– nur einenschwachen
Phänotypzu induzieren,der zudemnur im entsprechendengenetischenHintergrundin
Erscheinungtritt odernur mit genspezifischenDetektionsmethodennachzuweisenist.

4.5.2 Inhibierung der Genexpression dur ch Antisense-RNA

Bereits1985gelangesRosenberg et al. (1985)einenKrüppel̈ PhänotypdurchInjekti-
on von Antisense-RNA in DrosophilaEmbryonenzu erzeugen.Für diesesGenkonnten
PhänotypenverschiedenerStärkebeschriebenwerden(Nüsslein-VolhardundWieschaus,
1980;Wieschausetal.,1984;Preissetal.,1984).DerstarkePhänotypist embryonalletal,
währendbei schwachenPhänotypendie EmbryonenschlüpfenunddasAdultstadiumer-
reichenkönnen.Mit einerAntisense-RNA Konzentration,dieeinem50-fachenderKrüp-
pel-Transkriptmengeentspricht,konntennur1,6%starkePhänotypenbeobachtetwerden.
Bei einem103-fachenÜberschußkonntenin bis zu 13% der injizierten Embryonenein
starkerPhänotypdetektiertwerden.

DerersteVersuch,einGendurchdieTransfektioneinesinduzierbarenAntisenseKon-
strukteszu supprimieren,wurdevon Qian et al. (1988)unternommen.Die gesamteko-
dierendeSequenzvon rpA1 wurdeunterKontrollevon hsp70in Drosophilatransfiziert.
In dentransgenenFliegenwurdenin einemProzentsatzvon 40–80%dervermutetePhä-
notypbeobachtet.Schmuckeretal. (1992)setztenzurUntersuchungderRollevonKrüp-
pel bei der EntwicklungdesBowig-Organsein Hitzeschock-Konstruktein, welchesdas
ganzeKrüppel-Gen in inverserOrientierungenthielt.Sie konntendamit bei etwa 30%
derhitzegeschocktenTierenachAntikörperfärbungeneinenPhänotypbeobachten,derin
seinerPenetranzdemschwachermutanterAllele entsprach.Auch bei demGenknock-
out konntedurchExpressionvon Antisense-KonstruktenunterHitzeschockundGAL4-
Kontrolleein Phänotyperzeugtwerden,allerdingsebenfalls mit verminderterPenetranz
(Hartmannet al., 1997).Hier wurdeder PhänotypdurchAntikörperfärbung der betrof-
fenenNervenendennachgewiesen.Der von Paululatet al. (1997)bei rolling stone(rost)
durcheineUAS gesteuerteAntisense-RNA erzeugtePhänotypwar ebenfalls schwächer
alsdermutanterAllele. Die betroffenenMuskelgruppenwurdendurchAntikörperfärbung
dargestellt.Die Inaktivierungder nichtkodierendenRNA Pgc durchein entsprechendes
Antisense-KonstruktunterHitzeschock-KontrolledurchNakamuraetal. (1996)führtezu
DefektenderPolzellmigration.DabeiwurdeeinemaximaleReduktionderPolzellenvon
34 auf 25–27beobachtet.Reynaudet al. (1997)zeigten,daßdie Oogenesein Drosophi-
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la durchAntisenseSuppressiondesribosomalenProteinsS3A unterbrochenwird. Dabei
wurdeeinekompletteS3AcDNA invershintereinenhsp70Promotorkloniert.Nachwie-
derholtenHitzeschockswurdenallerdingskeineDefektebeobachtet.Allerdings ist eine
VerzögerungdeslarvalenundpupalenEntwicklungsstadiums,sowie eineVerminderung
derEierproduktionbeobachtetworden.MisquittaundPaterson(1999)konntenunterVer-
wendungvon RNAi in über75%derinjiziertenEmbryoneneinenPhänotypbeobachten.
DabeiwurdenmehrereGenegetestetundjeweilseinedoppelsträngigeRNA desgesamten
Gensverwendet.Ein weitererErfolg mit dieserMethodewurdevonKennerdellundCar-
thew (1998)in Drosophilaerzielt.Diesestarke inhibierendeWirkungvonRNAi („RNA-
Interference“Rocheleauet al. (1997))wurdevon GuoundKemphues(1995)zuerstbe-
obachtetundkonntebesonderseindrucksvoll anC. eleganseingesetztwerden(Montgo-
mery et al., 1998;Shi und Mello, 1998;Tabaraet al., 1998;Timmonsund Fire, 1998),
eineZusammenfassungfindetsichbeiSharp(1999).Die Interferenzderdoppelsträngigen
RNA ist überZellgrenzenhinweg wirksam,sodaßdie Applikation derRNAi bei C. ele-
gansdurchVerfütterung,Addition zumZuchtmediumundsogardurchVerfütterungvon
transformiertenE.coli, welchebeideSträngederdsRNA exprimieren(TimmonsundFire,
1998),funktioniert.Die WirkungderRNA-Interferenzscheintdabeiaufzelleigenenpost-
transkriptionellen(Fireetal., 1998)Prozessenzuberuhen,die in Zusammenhangmit der
zellulärenAbwehr von Viren stehen(Angell und Baulcombe,1997).So wird versucht,
die um cirka eineGrößenordnunghöhereWirkung von RNAi gegenübereinzelsträngi-
ger Antisense-oderSense-RNA zu erklären(Fire et al., 1998),derenrelativ schwache
inhibitorischeWirkung dannletztendlichauchauf dem RNAi-Prinzip beruhenwürde.
Dieseswürdeaberbeim Einsatzvon einzelsträngigerRNA nur rudimentärzumEinsatz
kommen,wasim Einklangmit obengezeigtenErgebnissensteht.Zusammenfassendkann
gesagtwerden,daßdieEMS-oderP-ElementMutagenesezurZeit immernochdasMittel
der Wahl ist, um denPhänotypeinesmutiertenGenszu bestimmen.Methoden,welche
auf der Expressionvon Antisense-Konstruktenunterhsp70oderGAL4-UAS Kontrolle
stehen,habennur einenWert, wennderPhänotypbereitsbekanntist undentsprechende
molekulareNachweismethodenfür diesenexistieren.So kann die Auswirkung schwa-
cherAllele einesGenszu bestimmtenZeitenundin unterschiedlichemgenetischenHin-
tergrundsimuliert werden.Die niedrigeAnzahlderPublikationenüberdenEinsatzvon
Ribozymenspricht für sich. Die Anzahl der Gene,für die sich mit dieserMethodeein
nachweisbarerPhänotyperzeugenläßt, ist offensichtlichsehrbegrenzt.Der Einsatzvon
doppelsträngigerRNA hat in C. eleganszu durchschlagendenErfolgengeführt.Ob sich
diesaufDrosophilain gleichemMaßeübertragenläßt,wird mananderkünftigenAnzahl
und Qualitätder Publikationenüberdenerfolgreichen„knockout “ verschiedenerGene
beurteilenkönnen.
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4.6 Die regulatorisc hen Bereic he von DmX , CpY und DmSPX

Die Ergebnisseder vorliegendenArbeit deutendaraufhin, daßwahrscheinlichder kur-
zeBereichzwischendenTranskriptionsstartstellenvon DmXundDmSPXin Verbindung
mit demerstengroßenIntron von DmX (Kapitel 3.2.5)für eineTranskriptionvon DmX
nichtausreicht.ErstdiezusätzlicheAnwesenheitvon2,6kb stromaufwärtsvonDmXund
830bp des3’untranslatiertenBereichsvon DmX initiieren eine Transkription.Anhand
desRettungsvektorspCosPerDmX-13(Abbildung 3.20) und der vollständigenRettung
desMutantenphänotyps(Kraemer, pers.Mitteilung) konntegezeigtwerden,daßdie in
pCosPerDmX-13enthaltenenregulatorischenBereichefür einewildtypischeExpression
vollständigausreichen.Die ExistenzweitererwichtigerregulatorischerElementejenseits
dieseskloniertenBereichsist daheräußerstunwahrscheinlich.DasReportergendesVek-
tors pCosPer∆mX-EGFPkonnteallerdingsnicht nachgewiesenwerden,obwohl vorher
gezeigtwurde,daßdieserVektorallenotwendigenregulatorischenElementeenthält(Ka-
pitel 3.2.5).Eine möglicheUrsachedafür wäre,daßdie Nachweisempfindlichkeit von
GFP durchFluoreszenzmikroskopie um einigeGröënordnungenkleiner seindürfte als
die derRT-PCR.Es ist alsodurchausdenkbar, daßdie Transkriptionsstärke destransge-
nenDmX zwar ausreicht,seinebiologischeFunktionzu erfüllen, jedochnicht für eine
fluoreszenzmikroskopischnachweisbareGFP-Expression.

Auffällig im Vergleich zu F54E4.1und CpY ist bei D. melanogasterder kurzeAb-
standderCap-StellevonDmXzurCap-StelledesDmSPXGensunddieGrößedesersten
Intronsvon DmX (Abbildung3.20).DaßregulatorischeElementeauchim erstenIntron
von Genenliegenkönnen,wurdebereitsfür folgendeGenegezeigt:β3 tubulin (Gasch
et al., 1989;Bruhatet al., 1990),period (Cooperet al., 1994),engrailed (Kassis,1990),
DOPA CarboxylaseGen (Hodgettset al., 1995) sowie TropomyosinI (Gremke et al.,
1993;MeredithundStorti, 1993;Lin et al., 1996).Esist jedochbisherungeklärt,ob das
ersteIntronvonDmX regulatorischeSequenzenenthält,welchefür dieTranskriptionvon
DmX oderDmSPXbenötigtwerden.DasIntron könntedurchausaufgrundseinerLage
und Größewichtige Regulatorsequenzensowohl für DmX als auchfür DmSPXenthal-
ten. Diesemüßtendannabermit anderenRegulatoreninteragieren,da sie, wie gezeigt
wurde,allein keineTranksriptioninitiieren können.Aus obengenanntenGründenmüs-
sensich essentielleEnhancer-Elementefür die DmX -Transkriptionentwederstromab-
wärtsvonDmSPXbefinden,in dessenIntronoderaberim 3’-untranslatiertenBereichdes
DmX -Gens.EineMöglichkeit bestehtdarin,daßIntron 1 von DmX die entsprechenden
Regulatorsequenzenfür die ExpressiondesDmSPX-Gensenthält.Dafür würde spre-
chen,daßIntron 1 nur in DmX relativ großist undnur DmXdirekt im 5’-Bereichvon ei-
nemanderenGenflankiertwird. Ein regulatorischerEinflußdeserstenIntronsvon DmX
auf DmSPXkönntez. B. durchdie HerstellungverschiedenerDeletionskonstrukteaus
pCosPerDmX-13undderEinführungeinerMarkermutationin DmSPXdurchRT-PCRan
transgenenFliegenuntersuchtwerden.Ebensokönnteder Einfluß der 3’-flankierenden
BereichevonDmSPXundDmXaufdieTranskriptionvonDmXmittelsweitererDeletio-
nendesVektorspCosPer∆mX-2 geklärtwerden.
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4.6 Die regulatorischenBereichevonDmX, CpYundDmSPX

Die starke KonservierungderPositiondeserstenIntrons(sieheAbbildung4.2) zwi-
schenDrosophila, ChironomusundC. eleganszeigt,daßdieserBereichderGeneeinem
besonderenSelektionsdruckunterliegt. Dieskanndaraufberuhen,daßdieserGenbereich
für einewichtige Proteindomänekodiert. Interessanterweiseliegendie in ihrer Position
konserviertenIntronsin denSequenzen,die für die N-terminalenundC-terminalenWD-
Repeatskodieren.AberauchderunmittelbarproximalflankierendeBereichdesC-termi-
nalenWD-Repeatsscheintvon besondererBedeutungzu sein.Daraufdeutetdie konser-
vierte Intronpositionin demjenigenBereichhin, in dembei CpY daszusätzlichediffe-
rentiellgespleißteExon8 inseriertist. Die Spleißprodukte,welchediesesExonenthalten,
sindin denGeschlechternin unterschiedlichemVerhältnisenthalten.DieseUnterschiede
zeigenan,daßessichhier um einenProzeßhandelt,bei demnatürlicheinefunktionale
Domänedurchdie Integrationvon Exon 8 beeinflußtseinmußund potentiellmehrere
Funktionenwahrnehmenkönnte.

In Drosophilakonntennoch weitereGenegefundenwerden,welcheeine ähnliche
Genanordnungwie DmX und DmSPXaufweisen.Das Gen für die zweitgrößteUnter-
einheitderRNA-PolymeraseII wird ebenfalls voneinembidirektionalenPromotorregu-
liert, derdasATG despolII -Genvondem467bpentferntenStartkodondesflankierenden
Genstrennt (Sitzler et al., 1991).Der Abstandder Transkriptionsstartsvon DmX und
DmSPXbeträgt174bp, der Abstandder Translationsstartsbeträgt563bp. Es existieren
in D. melanogasterjedochdurchausnoch kleinerebidirektionalePromotoren.So um-
faßtderBereichzwischendenTranslationsstartsvon serendipitiyβ (sryβ)-Genunddem
janusA (janA)-Gennur173bp(Yanicostasetal., 1995).Ähnlich nahbeieinandergelege-
neTranskriptionsstartswurdenaußerdemnur bei denF-Elementengefunden(Minchiotti
unddi Nocera,1991).Die ExistenznochkleinererbiderektionalerPromotorenzeigt,daß
selbstin einemso kleinen Promotorwir für DmX/DmSPXnoch Raumfür spezifische
regulatorischeElementeist. AußerdenStandard-Boxenkonntenmit demProgrammMa-

DmX:
GGCTCCGTGGAAGGAATACCATTTACA[gt...ag]GCCTACGCCGCCGGCTGCAATGTG
 G  S  V  E  G  I  P  F  T           A  Y  A  A  G  C  N  V

CpY:
GGATCTGTCGAAGGCATTAGTTTTACA[gt...ag]GCGTATGCAGCAGGCTGCAATATT
 G  S  V  E  G  I  S  F  T           A  Y  A  A  G  C  N  I

F54E4.1:
GGAAATATTGAAGGGCTAACCTTCACG[gt...ag]GCGTGCGCTGTTGGATCAGATGTC
 G  N  I  E  G  L  T  F  T           A  C  A  V  G  S  D  V

Abbildung 4.2: Die PositiondeserstenIntronsist in denHomologenvon DmX in D. melanogas-
ter, C. piger undC. eleganstrotz derunterschiedlichenIntrongrößeandergleichenStelle.

101



4 Diskussion

tInspectorvonQuandtetal. (1995)keineMotiveidentifiziertwerden,dieeinenAufschluß
überdie Funktiongebenkönnten.

4.7 DMX/CPY besitzt wahr scheinlic h zwei WD-Propeller

Um Hinweisefür die ExistenzmöglicherfunktionellerDomänenin DmX zu erhalten,
wurdeneineReihebioinformatischerMethodenangewandt.Dazu wurdendie abgelei-
teten Proteinsequenzender GeneDmX und CpY mit den Programm-Paketen PSORT
(http://psort.nibb.ac.jp:8800/) von NakaiundKanehisa(1992)in derak-
tualisiertenVersionII , Motifsearch(http://motif.genome.ad.jp/), sowie dem
SMART-Paket von Schultzet al. (1998) (SimpleModular ArchitectureResearchTool,
http://smart.embl-heidelberg.de/) untersucht.EineZusammenfassungder
Ergebnissefindetsichin Tabelle4.2

DasProgramm-Paket MOTIF durchsuchtverschiedeneMotiv-Datenbanken.PROSI-
TE wird mit den ProgrammenMotiffind und Profilefind (Hofmannet al., 1999) (ICR,
Kyoto Univ.) durchsucht,die BLOCKS-Datenbank(Henikoff et al., 1999a,b)wird mit
BLIMS (FredHutchinsonCancerResearchCenter)durchsucht,die ProDom-Datenbank
(Sonnhammerund Kahn, 1994; Corpetet al., 1999) mit BLASTp (BLAST2, NCBI),
PRINTS(Atwoodetal.,1999)ebenfallsmit BLIMS undPfam(Batemanetal.,1999)mit
HMMER (WashingtonUniv.). PSORTII bestehtauseinerReihevon Unterprogrammen,
mit deneneineAussageüberdie zelluläreLokalisationeinesProteinsgemachtwerden
kann.Dazugehöhrenunter anderemPSG(McGeoch,1985) und ALOM (Klein et al.,
1985).Mit SMART in derVersion3.1konntedie konsistentesteunddamitglaubwürdig-
steAnalysederhomologenGenedurchgeführtwerden.Die Ergebnissesindin Abbildung
4.3zusammengefaßt.

Bei derAnalysevonCPYwurdein PROSITElediglicheineAminoacyl-transferRNA
SynthetaseKlasse-IISignatur2 detektiert.In Pfam konntenur 1 WD-Repeatgefunden
werden.In PRINTSwurdenmit 10WD-RepeatsdiegrößteAnzahlin diesemProgramm-
Paket gefundenundaußerdemeineweitereDomäne,die abervon keinemanderenPro-
grammdetektiertwird. In BLOCKSwurdennur fünf WD-Repeats,jedochauch107wei-
tere Motive verschiedensterFunktion gefunden.Für DMX wurdenin PROSITE außer
derauchin CPY gefundenenDomänenochein WD-Repeatundzwei weitereDomänen
gefunden,die abermit keinemanderemProgrammdetektiertwurden.In Pfamwurdefür
DMX nochnicht einmalein WD-Repeatgefunden,währendPRINTSimmerhin2 WD-
Repeats,eineTransmembrandomäneundzwei weitereDomänenregistriert,die abervon
keinemanderenProgrammdetektiertwerden.In BLOCKSwerdennurdreiWD-Repeats,
jedochauch118weitereMotiveverschiedensterFunktiongefunden.In ProDomwurden
jeweilsdie anderenHomologenderDMX-Familiegefunden.Insgesamtläßtsichfesthal-
ten,daßdie Ergebnisse,abgesehenvon PRINTSeineeindeutigeEinordnungvon DMX
und seinenHomologenin die Famililie der WD-Proteinenicht gestatten.Zwar werden
von PFAM undPROSITEWD Repeatsdetektiert,aberdajeweilshöchstensein WD Re-
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4 Diskussion

Programm Paket DMX CPY F54E4.1

GehaltanWD-Repeats

PROSITE MOTIF 1 – 1
PFAM MOTIF – 1 1
PRINTS MOTIF 2 10 8
BLOCKS MOTIF 3 5 4

SMART 12 11 11

Transmembrandomänen

HMMTOP – – –
SOSUI – – –
ALOM (-2.0) PSORTII – 1 1
ALOM (0.5) PSORTII 2 5 3
TOPPRED SMART 5 4 2
PRINTS MOTIF 1 – 1

Signalpeptid

PSG PSORTII – – –

Wahrscheinlichkeit derLokalisation

PSORTII 78%Kern 65%Kern 74 % Kern

Tabelle4.2: ZusammenfassungderErgebnissederComputeranalysenvon denabgeleitetenPro-
teinsequenzenvon DmX, CpY und F54E4.1mit denProgrammenPSORTII, MOTIF, SMART,
HMMTOPundSOSUI
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4.7 DMX/CPY besitztwahrscheinlichzweiWD-Propeller

peatidentifiziertwird, ist dieserunterdenfalsch-positivenTreffernebensowenigzu iden-
tifizieren wie die 5 WD Repeats,die Blocks findet, unter über 100 anderenMotiven,
welchemit Sicherheitnicht alle in denDMX-Verwandtenvorkommen.Außerdemwird
die Glaubwürdigkeit der WD-Treffer – obwohl richtig – durch die schwankendeZahl
zwischendenHomologen(bei PRINTSzwischen2 und10) beeinträchtigt.DasErgebnis
von SMART überzeugtim Gegensatzzu denanderennicht nur durchdie hoheTreffer-
zahl,sondernauchdurchdieKonsistenzderErgebnissezwischendenHomologen(Abbil-
dung4.3):Hier wurdenin allenHomologenzwischen11 und12 WD Repeatsdetektiert.
In DMX wurden12 WD-Repeatsidentifiziert.Der fünfte gilt alsunsicherundist deswe-
genalsgraueBoxdargestellt.DieserRepeatwird in CPYnichterkannt,sonstweisenCPY
undDMX hinsichtlichihrer WD-StrukturkeineUnterschiedeauf. Bei beidenProteinen
werdendie terminalensechsWD-Repeats(sieheKapitel 4.8) erkannt.Dies konntebis
datovon keinemanderenProgrammgeleistetwerdenundSMART übertrifft hierbeiso-
gardasvom BMERC entwickeltePSA(vergleicheKapitel 4.8).Bei F54E4.1allerdings
werdenam C-terminalenEndenur fünf WD-Repeatspostuliert,obwohl ein Alignment
dieserBereiche(sieheAbbildung4.4)klar zeigt,daßdieseBereichedie gleicheStruktur
besitzen.DMXL1, ein von (Kraemeret al., 2000a)entdecktesHomologdesMenschen,
weisteinesehrstarkeStrukturähnlichkeit mit F54E4.1auf.

Die Nachweisgenauigkeit für WD-Repeatshat sich in denletztenzwei Jahrendeut-
lich gesteigert.Konntenmit den damaligenProgrammen,ähnlich wie in den MOTIF-
Ergebnissengezeigt,nur ein WD-Repeatdetektiertwerden,so werdenjetzt bis zu 12
gefunden.DurchSucheperAugewurdenvonKraemeretal. (1998)in DMX 30WD-Re-
peatsgefunden(Abbildung1.6). Dasist die höchstejemalsin einemProteingefundene
Anzahl.Andererseitsist angesichtsder postuliertenAnzahl von 4–8 Einheitenpro Pro-
pellerstruktur(Neeret al., 1994)einesohoheAnzahlvon mindestensfünf Propellernin
einemProteineherunwahrscheinlich.Allerdingserkennendie meistenProgrammeWD-
Repeatsnur sehrunzureichendundauchmodereneProgrammewie SMART übersehen
viele Repeats,wie der Vergleich der Homologenin Abbildung4.3 zeigt.Dies bedeutet,
daßdie Anzahl der Repeatsin WD-Proteinenoft als zu niedrig eingeschätztwird. Das
durchdenVergleicherzeugteModell liefert denwichtigenHinweisauf die Existenzvon
zweiWD-Propellern,vondenendereineamN-terminus,derandereamC-Terminusliegt.
DerStrukturvergleichderProteinein HinsichtaufdieVerteilungvonWD-Repeatsist ein
gutesBeispiel dafür, wie die SignifikanzeinzelnerDomänendurchden Vergleich von
Homologenverstärktwerdenkann.

Über die Existenzvon Transmembrandomänenliefern die verschiedenenProgram-
mesehrunterschiedlicheAussagen.HMMTOP(TusnádyundSimon,1998)undSOSUI
(Hirokawaetal.,1998)findenkeineTransmembrandomänen,währendTopPredin jedem
DMX-ähnlichemProtein,außerbeiYJR033CausHefe,mehrerefindet.Im Gegensatzzu
denanderenProgrammen,dieein löslichesProteinvorhersagen,werdenvonTopPredfür
DMX mindestensfünf Transmembrandomänenvorhergesagt(Abbildung4.3).Diesesind
auchin CPY zu finden,zwei davon allerdingsnur mit geringerWahrscheinlichkeit. Eine
zusätzlicheTransmembrandomäneausCPY wird nur in DMXL1 kryptischerkannt.Die
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4 Diskussion

erstepotentielleTransmembrandomänein DMX wird nur in CPY gefunden,in F54E4.1
undDMXL1 nicht.Die zweiteTransmembrandomänevon DMX wird in CPY nur kryp-
tischerkannt,klar jedochin F54E4.1undDMXL1. Die letzteTransmembrandomänewird
in allenvier Proteinendetektiert,dievorletztein F54E4.1undDMXL1 nurkryptisch.Die
dritte in DMX kannin CPY und DMXL1 nur mit geringerWahrscheinlichkeit nachge-
wiesenwerden.Ein DmX -ähnlichesGenYJR033C(Tabelle1.1) ausderHefe,welches
allerdingsnur rund ein Drittel sogroßist, weist keinemit diesemProgrammnachweis-
bareTransmembrandomäneauf, jedochfünf WD-Repeats,die in ihrer Anordnung,dem
N-Terminusder anderenProteineentsprechen.PSG,von McGeoch(1985) modifiziert
nachNakai und Horton (1999), lieferte sowohl bei DMX, CPY als auchbei F54E4.1
einennegativenWert,wasnicht für dasVorhandenseineinesSignalpeptidsspricht.Auch
die Methodenachvon Heijne (1986)konntekein Signalpeptiddetektieren.Für die Er-
kennungvon TransmembrandomänenwurdeALOM von Klein et al. (1985)modifiziert
nachNakaiundKanehisa(1992)verwendet.DasProgrammbenutzteineDoppelbestim-
mungmit zwei verschiedenenWerten,von denender kleinere(-2.0) der stringentereist
undderDiskriminierungFalschpositiverdient.Werdenmit diesemWert keineDomänen
gefunden,wird angenommen,daßdasbetreffendeProteinkeineTransmembrandomänen
besitzt.Mit dem höherenWert (0,5) wird gerechnet,um bei positiven Proteinenmög-
lichst alle Transmembrandomänenzu erkennen.Bei DMX werdenmit -2,0 keine und
mit 0,5zwei Domänengefunden.Im Gegensatzdazuwerdenbei CPY mit demstringen-
terenWert eineund mit demhöherenWert fünf Transmembrandomänengefunden.Für
F54E4.1liegendie beidenWertebei einsbzw. drei. PSORTII sagtfür DMX eineWahr-
scheinlichkeit von 78% für eineLokalisationim Nukleusvoraus.Für CPY beträgtdie
Wahrscheinlichkeit 65% und für F54E4.174%.DieseWertesind zwar nicht unbedingt
aussagekräftiggenug,um die ProteineeinemzellulärenKompartimentzuzuordnen,aber
dieWertederhomologenProteinestimmenin dieserVersionvonPSORT gutmiteinander
überein.In dervonKraemeret al. (1998)verwendetenVorgängerversiondivergiertendie
Vorhersagenganzerheblich:Dort wurdefür DMX eine96%igeWahrscheinlichkeit ei-
nernukleärenLokalisationangegeben,für CPYeine70%igeWahrscheinlichkeit für eine
Lokalisationin der Plasmamembranund für F54E4.1gar eine85%igeWahrscheinlich-
keit für dasendoplasmatischeRetikulum.Die Konsistenzvon PSORT hat sich alsomit
VersionII entscheidendverbessert.

Letztendlichkannauf dieserBasisnicht definitiv entschiedenwerden,ob essichbei
der untersuchtenProteinfamilie um ein Transmembranproteinhandeltoder nicht. Ein
NachweisderzellulärenLokalisationmit AntikörpernodereinenachZellkompartimen-
tenfraktionierteProteinaufarbeitungwird daraufeineAntwort gebenkönnen.

In Medline- und Entrez-Recherchen(http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/
entrez/query.fcgi?db=PubMed sowiehttp://www.ncbi.nlm.nih.gov:
80/entrez/query.fcgi?db=Protein) konntennurzweiProteinegefundenwer-
den,diesowohl WD-RepeatsalsauchTransmembrandomänenbesitzten:DasSterolregu-
latory elementbindingprotein(SREBP)cleavage-activatingprotein(SCAP)ist ein zen-
traler Regulator der Lipidsyntheseund -aufnahmein Säugetierzellen(Nakajimaet al.,
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1999).Bei demanderenProteinhandeltessich um WdlA ausStreptomyceslincolnen-
sis (Tichy und Stoytceva, 1999).DasBakteriumStreptomycesist in der Liste der Taxa,
welcheWD-Proteineenthalten,amBMERC nochnicht verzeichnet.DiesesProteinent-
hältsechsWD-RepeatsanseinemC-TerminusundzweiTransmembrandomänen.Sowohl
SREBPals auchWdlA sind in die RegulationzellulärerTransportmechanismeninvol-
viert. DaßDMX/CPY vermutlichebenfalls beim zellulärenTransporteineRolle spielt,
eineRolle spielt,soll in Kapitel 4.9diskutiertwerden.

4.8 Rekonstruktion des C-terminalen WD-Propeller s von CPY

Von denvielenpotentiellenWD-Einheiten,die manin CPY/DMX undverwandtenPro-
teinenfindet (sieheKapitel 1.5), entsprechendie nahebeieinandergelegenensechsC-
terminalenWiederholungseinheitenambestenderin anderenWD-Proteinengefundenen
Anordnung.Um Indizienfür eineTertiärstrukturzu finden,wurdeamBMERC zunächst
mit demProgrammpaket PSA(ProteinSequenceAnalysis)ein Alignmentderparalogen
WD-Einheitenvon CPY, DMX und F54E4.1bezüglichihrer wahrscheinlichenSekun-
därstrukturdurchgeführt.Eswerdenfür jedeWiederholungseinheitdrei β-Faltblattberei-
chevorhergesagt.DiesesErgebnisstehtin guterÜbereinstimmungmit der in derEinlei-
tung beschriebenenallgemeinenKonsensus-Strukturfür WD-Einheiten.Die β4-Stränge
wurdenwahrscheinlichdeshalbnichterkannt,weil bei diesendie Struktur-Variabiliätam
stärkstenist.

Wie von anderenWD-Proteinenbekannt,sinddie orthologenEinheitenstärker kon-
serviertalsdie paralogen.FolgendeKriterien sprechenstarkfür dasVorhandenseineiner
Propellerstruktur:Die Anordnungderβ-Abschnitte,derAbstandder paralogenWieder-
holungseinheiten,sowie derenÜbereinstimmungmit derWD KonsensusSequenzin Ver-
bindungmit der terminalenLagederWD-EinheitenamC-Terminus.Ein weiteresIndiz
für die tatsächlicheExistenzeinesWD-PropellersamC-terminalenMolekülendeist die
möglichein silico RekonstruierungeinesWD-Propellersmit Gβ alsFaltungsvorlage,die
ebenfalls amBMERC berechnetwurde.Die in silico Rekonstruktioneinessechsblättri-
genPropellersgelangnur mit CPY (Abbildung 4.5). Im Falle von F54E4.1und DMX
konntenur eineTeilrekonstruktiondurchgeführtwerden.

4.9 DMX/CPY könnte beim zellulären Transpor t eine Rolle
spielen

Bei derIsolierungvon AmphiphysinII (Ramjaunet al., 1997)wurdemit einemAntikör-
per gegenAmphiphysinII ein Proteinkopräzipitiert(McPherson,pers.Mitteilung), bei
demessichum ein Homologeszu DmX ausRattusnorvegicushandelt.Kopräzipitation
ist oft ein Zeichendafür, daßdie entsprechendenProteinein vivo in einerrelativ stabilen
Wechselwirkung stehen.Daherwird dieseTechnikhäufigzur IdentifizierungundIsolie-
rungvon Interaktionspartnerneingesetzt.WeiterhinkonntedasDMX-homologeProtein
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CPY

                 ------            ------       ------

cpy.1    HKIDNI  KRMSAH  PLMP      LYITGS  QDG  SVQMWE  WGHQQAVCTPRPP

cpy.2    GTFAKV  TRCRFS  QHGN      KFGIAD  GDG  KLSLWQ  VGLASQSNRSFFANE

cpy.3    CHNKLI  SDFVFL  GSCSLVA   TAGHSS  ESK  NVAIWD  TLLPQKKALVQSFA

cpy.4    CHDQGA  SSLVYA  PQHQ      LLISAG  KKG  DVCIFD  IRQRTLRHRFQ

cpy.5    AHDTAI  KCLAVD  PHEE      IFITGS  ADG  DIKIWA  LPAPISTPLFYYPGEHKHSSFFK

cpy.6    HTGQGV  TQIHID  QFG       RLFSCG  ADG  SMKIRS  LPDRDTIVNAIY

                 ------            ------       ------  



DMX

                 ------            ------       ------  

dmx.1    HKVDNV  KRMSAH  PLMP      LYLTGG  QDG  SVQIWE  WGHQQPVCSPRTS

dmx.2    GTFAKV  TRCRFS  EQGN      KFGIGD  GDG  KLSLWQ  AGIASQNNRSFISYQ

dmx.3    CHNKAL  SDFVFL  GSCSLLA   SAGQSS  ENK  NINIWD  TLLPHKKSCVSAFT

dmx.4    CHDQGS  SCLVFA  PQHQ      VLISCG  KRG  DVCVFD  VRQRTLRHRYQ

dmx.5    AHDSTI  KCIALD  PHEE      FFVTGS  IEG  DIKIWD  MNQFMLINTFPHEHAKNGFFK

dmx.6    HTGQGV  SQVYV   DAFG      RLFSCG  SDG  CMKVRL  LVEKDNIVHSVY

                 ------            ------       ------  



F54E4.1

                 ------            ------       ------  

F54E4.1  RHIPGV  RRIDSH  PHAP      FYVTGS  SDG  SIKVWK  WGAKDTVYTARVA

F54E4.1  GQHAKV  SKIAFS  CNGN      KFAAVD  GDG  MLCLWQ  ASQATEQKKPFFSQR

F54E4.1  CHNKSA  TDVRFL  GHSASVLL  TAGSSS  LDY  NLGLWD  TLLPTNRALVHSWV

F54E4.1  AHPEGA  TCALYV  PNQQ      TIFSGG  RHG  EICLWD  IRQRQLRHTIKAF

F54E4.1  DQMHVV  KTLATD  SAQD      LIVSGS  SEG  DIKIWS  ADAIPQLMYSLPGEHTA KGGFSFRQVGQ

F54E4.1  STVQGV  QQLFID  QNM       RLFSCG  ADA  SLKFRT  LPSIFNMTSL




Abbildung 4.4:AlignmentderabgeleitetenProteinsequenzenderletztensechsWD-Einheitenvon
CPY, DMX undF54E4.1.Die β-Blatt BereichesinddurchdiegestricheltenLinien überundunter
demAlignmentgekennzeichnet.DasAlignmentüberdieabgeleiteteSekundärstrukturstimmtmit
derKonsensus-Sequenzvon WD-Proteinensehrgutüberein.

durchseineBindungsaffinität zu Endophilinisoliert unddurchProtein-Mikrosequenzie-
rungidentifiziertwerden(McPherson,pers.Mitteilung). BeideBefundedeutenstarkdar-
auf hin, daßDMX eineFunktionin der Endozytoseoderim zellulärenTransportwahr-
nimmt. Durch einenVergleich desTranskriptionsprofilsvon DmX mit demvon Genen,
welchein derEndozytoseeineRollespielenunddiebeiDrosophilabekanntsind,konnte
dieserVerdachtnocherhärtetwerden.Die besteÜbereinstimmungdesTranskriptionsmu-
stersvonDmXwurdemit einerAntikörperfärbunggegenα-Adaptin(Dornanetal.,1997)
gefunden.EineÜbereinstimmungmit demTranskriptionsmustervon Dynamin(shibire,
Chenetal. (1992b))ist vorhanden,abernicht soüberzeugendwie diejenigemit α-Adap-
tin, welchesvonallenrecherchiertenTranskriptionsmusterndasdemDmXamähnlichsten
ist. DerVergleichmit anderenGenen,welchein DrosophilaeineRolle in derEndozytose
spielen,zeigteinigeGemeinsamkeiten,aberaucheinigeSpezifitätendereinzelnenGene.
Zum Beispielist die Expressionvon Synaptotagmin,dasin derEndozytosevon synapti-
schenVesikeln einewichtigeRolle spielt,weitgehendauf dasNervensystembeschränkt
(Littleton et al., 1993).Mittlerweile wurdenvon denin Mammaliernexistierendenzwölf
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Abbildung 4.5: Die dreidimensionaleRekonstruktionderC-terminalenWD-EinheitendesCPY-
Proteins.Die Berechnungder atomarenKoordinatenwurde am BiomolecularResearchCenter
in Boston(BMERC) mit dem Programmpaket PSA (ProteinSequenceAnalysis)durchgeführt.
Als Faltvorlagedientedasbereitsin derEinleitungbeschriebeneGβ-Proteins.Zur Visualisierung
der atomarenKoordinaten,sowie der Berechnungder verschiedenenAnsichtenfür rechtesund
linkesAuge,dientedasfrei erhältliche-ProgrammSwissPdbViewer35b1,womit auchdie Wasser-
stoffbrückenbindungen (gestricheltegrüneLinien) berechnetwurden.Die Ausgabeerfolgtemit
dem ebenfalls frei erhältlichenRaytracingProgrammPOV-Ray 3.1d. Zur Berechnungwurden
lediglich die β-Blatt bildendenAbschnitteder terminalensechsWD-Einheitendesabgeleiteten
CPY-Proteinsverwendet.Fürdie zwischendenPropellerblätternausschleifendenAminosäureab-
schnittestandkeineFaltungsvorlagezur VerfügungdadieseBereichegenerellbei WD-Proteinen
sehrvariabelsind.Dieserklärtdie Unterbrechungenzwischendeneinzelnenβ-Blätternundden
Propellerblättern.Zur Verdeutlichungwurdebei einerWD-Einheitdie β-Blattstrukturanstattdes
Polypeptidstrangesdargestellt.
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Abbildung 4.6: MöglicheRolle von DMX im FunktionsnetzwerkderEndocytosean Synapsen.
InteraktivitätenzwischenProteinensinddurchroteStricheangedeutet.Für die in blaugehaltenen
ProteineliegenexperimentelleEvidenzenfür eineInteraktionvor. DmX zeigt in Drosophilaein
sehrähnlichesTranskriptionsmuster, wie die Geneder in gelbgehaltenenProteine.Grünsymbo-
lisiert einensehrähnlichenPhänotypin Drosophila.

SynaptotagminIsoformen(Südhofund Rizo, 1996)aucheinigeausDrosophilaisoliert
(Littleton etal.,1999),welchesichsowohl in ihrenBindungsspezifitätenalsauchin ihrer
Gewebespezifitätunterscheiden.Synaptotagmin-MutantenundDmX -Mutantenbesitzen
einensehrähnlichenPhänotyp:Schlaffheit, Inaktivität und fastvollständigesEinstellen
der Nahrungsaufnahme,sowie verlangsamtesWachstumundAbsterbennachspätestens
einerWochebei 18°C(DiAntonio et al., 1993).Weiterhinist wederbei Synaptotagmin-
Mutantennochbei DmX -Mutantenein FehlensynaptischerVesikel festzustellen(Pro-
kop,pers.Mitteilung).VondenanendozytotischenVorgängenbeteiligtenFaktorenist bei
DrosophilaaußerdemderPhänotypvonDynamin-Mutanten(shibire, shi2, shi4, shi5, shi6

und shi21) sowie den α-Adaptin-Mutanten(α-Adaptin3 und (α-Adaptin06694) bekannt.
Bei shibire handeltessich um einetemperatursensitive Mutante(Grigliatti et al., 1973;
Grantet al., 1998),welchebei einerTemperaturvon 32°C in Paralyseverfällt. Dies ist
auf dasFehlenvon synaptischenVesikeln zurückzuführen.Bei der Mutanteα-Adaptin3

(Gonzalez-GaitanundJäckle,1997)sinddieMuskelkontraktionennursporadischunddie
Larvensindnicht fähig,dieEihülleaufzubrechen.Die ArchitekturdesNervensystemsist
bei diesenMutantennicht verändertdie Ultrastrukturder präsynaptischenNervenenden
zeigt dasFehlensynaptischerEndplatten.Bei der Mutanteα-Adaptin06694 (Gonzalez-
GaitanundJäckle,1997)bewegensichdie Larvennur sehrlangsamundsterbenim Pup-

110



4.9 DMX/CPY könntebeimzellulärenTransporteineRolle spielen

penstadiumab. Hier ist die Bildung synaptischerVesikel betroffen. DieserPhänotypist
demvon DmX É sehrähnlich.

Die beidenGeneα-Adaptinund AP50zeigenebenfallseinExpressionsmuster(Zhang
undBroadie,1999),dasdemdesDmXsehrähnlichist. Sowohl AP50alsauchα-Adaptin
werdenim embryonalenNervensystem,denvorderenundhinterenMitteldarmvorläufern
undim Antenna-Maxillar-Komplex exprimiert (ZhangundBroadie,1999;Dornanet al.,
1997).BeideProteinesindUntereinheitendesAP-2Komplexes.

Der AP-2 Komplex konnteausClathrin-umhülltenVesikeln („clathrin coatedvesic-
les“ CVV) isoliertwerden(Schmid,1997).Bis jetzt konntenzweiweitereAP-Komplexe
nachgewiesenwerden,die sich jedochin ihrer Lokalisationin derZelle von AP-2 unter-
scheiden.WährendAP-2 hauptsächlichin der Plasmamembranin die CVV vermittelte
Endozytoseinvolviert ist, findensichAP-1Komplexehauptsächlichin denRegionendes
Trans-Golgi-Netzwerkes,welchedenHaupthistokompatibilitätskomplex enthalten.AP-3
ist sowohl im Trans-Golgi-Netzwerkals auchin Endosomenzu finden(Simpsonet al.,
1997;DellÁngelicaet al., 1998).Alle AP-Komplexe habeneineähnlicheStrukturund
Zusammensetzungder Komponenten.Der Ablauf der rezeptorvermitteltenEndozytose
ist in SynapsenambestenuntersuchtundgehtnachheutigemVerständnisfolgenderma-
ßenvonstatten:Die Bildung einerClathrin-besetztenStelleanderMembranwird durch
dieBindungdesAP-2KomplexesaneinehochaffineBindungsstelleinitiiert, vonderSyn-
aptotagmineinenTeil darstellt(Zhanget al., 1994).Darauffolgt die Assemblierungvon
Clathrin Triskeles,welchebei der Invaginierungder Clathrin-besetztenStelle („coated
pit“) einePolyederstrukturaufbauen.An derRekrutierungvonClathrinsindwahrschein-
lich AmphiphysinI und AmphiphysinII Heterodimerebeteiligt, welcheDynaminüber
eineSH3-DomänebindenundAP-2 übereineandere,nochnicht nähercharakterisierte
Bindungsstelle(Wiggeet al., 1997).EineÜbersichtüberdiesenVorgangfindetsichbei
MarshundMcMahon(1999).Der Vesikel wächst,bis die ursprünglicheEinstülpungnur
nocheineschmaleRöhreist, welchevon Dynaminumlagertundschließlichabgeschnürt
wird. Bei diesemVorgangscheintauchEndophilineineRolle zu spielen(Schmidtet al.,
1999).Ein Überblicküberdie aktuellenUntersuchungsmethodensowie überdie Ergeb-
nissederWechselwirkungenzwischendenAP-KomplexenundverschiedenenRezeptoren
wird bei Heilkeret al. (1999)beschrieben.

Bei derweitgehendenErforschungvon DmX/CpY ist natürlichderdirekteNachweis
der entsprechendenProteinevon großemInteresse.Durch die Generierungspezifischer
AntikörperkönnenvieleoffengebliebeneFragestellungenexperimentellangegangenwer-
den.Als wichtigsteseienhierdiecytologischeLokalisierungderGenprodukte,diedetail-
lierte DiagnosedesDmX É -Phänotyps,sowie die IdentifizierungmöglicherInteraktions-
partnerdesDMX/CPY-Proteinsgenannt.In diesemZusammenhangkönnteaucheine
Antwort daraufgefundenwerden,ob essich bei DMX/CPY um Transmembranprotei-
ne handelt.Durch die genaueDiagnosedesPhänotypswäre die Möglichkeit gegeben,
die in dieserArbeit erzeugtenAntisense-RNA transkribierendenStämmeauf schwache
Phänotypenhin zu untersuchen.Durchdie Generierungvon Keimbahnklonenin D. me-
lanogasterkannuntersuchtwerden,ob dasFehlenmaternalerTranskriptesich in Form
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eines„maternalenEffekts“aufdenPhänotypderNachkommenauswirkt.Esexistiertalso
eineVielzahl von Ansätzen,mit denenmander Funktionvon DmX/CpY in nicht allzu
fernerZukunft aufdie Spurkommenwird.
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Funktionale Anal yse des CpY/DmX Gens aus
Chironomus und Drosophila melanogaster

Bei CpYundDmX handeltessichum homologeneuartigeGeneausdenDipterenC. pi-
ger undD. melanogaster. CpYundDmXbestehenaus15Exons,die für einemRNA von
ca. 11,5 kb kodieren.DasGenhat einegenomischeLängevon ca. 15 kb. Die abgelei-
tetenGenproduktesinddurcheinehoheAnzahlvon WD-Repeatsgekennzeichnet.WD-
Proteinebesitzenin der Regel regulatorischeFunktionenin allen möglichenBereichen.
Ein Strukturvergleich mit homologenGenenlegt die Vermutungnahe,daßsich sowohl
am N- als aucham C-TerminuseineWD-Propellerstrukturbefindet.CpY ausC. piger
ist in einemchromosomalenAbschnittlokalisiert,derdenKerneinesevolvierendenGe-
schlechtschromosomsdarstellt.DiesesGenbesitztim Gegensatzzu DmX geschlechts-
spezifischin Introns integrierteTransposonsund wird quantitativ geschlechtsspezifisch
gespleißt(Kraemer, 1994).DmX ist auf dem X-Chromosomim Bereich5D6–5E1lo-
kalisiert,eskonntejedochkein geschlechtsspezifischesExpressionsmusterdiagnostiziert
werden.Die Transkriptionsanalyseergab,daßDmX währendder Oogeneseund der ge-
samtenEmbryonalentwicklungtranskribiertwird. Dabei wird nebeneiner ubiquitären
GrundexpressionDmX in einergewebespezifischenWeiseexprimiert. Die DmX -Tran-
skriptewandernoffensichtlich– wie die CpY -Transkripte– in großerMengein die rei-
fendeOozyte.Bei DmX/CpY könnteessichalsoum ein maternalesEffektgenhandeln.
WährendderEmbryogenesekönnenzunächstDmX-TranskripteamposteriorenPolnach-
gewiesenwerden.Danachfärbendie vorderenund hinterenMitteldarmvorläufer, dann
spezifischeZellenim ZNS undin reifenEmbryonendasgesamteZNS,Sinnesorgan-An-
lagenim Kopf,sowiederEnddarm.DasdemDmXbenachbarteGenDmSPX, welchenmit
diesemeinengemeinsamen174bpgroßenbidirektionalenPromoterbesitzt,zeigteinvon
DmXunterschiedlichesTranskriptionsmuster. Mit einerReihevonKeimbahntransforma-
tionenkonntendie für eineordnungsgemäßeExpressionhinreichendenregulatorischen
Bereicheidentifiziertwerden.In Versuchen,mittelsverschiedener„Antisense“-Strategien
einenPhänotypzu generieren,konntekein spezifischerPhänotypnachgewiesenwerden.
DurchdieerfolgreicheKeimbahntranformationeinesRettungsvektors,welcherein intak-
tesDmX -Genenhält,konnteder Phänotypder von EMS-DmX -Mutantenidentifiziert
werden:NachanfänglichnormalerEmbryonalentwicklungwerdendie Larven im Laufe
desL1-Stadiumsschlaff undinaktiv, jedochnicht paralytischundstellenBewegungund
Nahrungsaufnahmeein. Kurz nachdemwildtypischeLarven dasL2-Stadiumerreichen,
sterbendieMutantenab. DerPhänotypweißtstarkeÄhnlichkeit zuSynaptotagminI -Mu-
tantenundα-Adaptin-Mutantenauf.DasTranskriptionsmusterähneltdemvonα-Adaptin
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undAP50. Alle dieseGenespielenin derEndozytoseeineRolle.EinemöglicheRollevon
DMX in Endozytosevorgängenwird diskutiert.
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Anhang

BLASTp-ErgebnissederabgeleitetenAminosäuresequenzvon DmX (gekürzt).Die voll-
ständigeDateiist aufderbeiliegendenCD zufinden

BLASTP 2.0.14 [Jun-29-2000]

Query= (3429 letters)

Database: nr 521,662 sequences; 163,565,675 total letters

------------------------------------------------------------------------

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value

pir||T13853 hypothetical protein X - fruit fly (Drosophila ... 7035 0.0
gb|AAF46135.1| (AE003437) anon-X gene product [Drosophila m... 7029 0.0
pir||T17121 CPY protein - midge (Chironomus thummi) >gi|309... 3949 0.0
emb|CAA06718.2| (AJ005821) X-like 1 protein [Homo sapiens] 1569 0.0
ref|NP_005500.1| Dmx-like 1 1568 0.0
pir||T22664 hypothetical protein F54E4.1 - Caenorhabditis e... 1172 0.0
gb|AAF68593.1|AF252810_1 (AF252810) unknown [Drosophila sim... 995 0.0
gb|AAF68592.1|AF252809_1 (AF252809) unknown [Drosophila sim... 992 0.0
gb|AAF68621.1|AF255326_1 (AF255326) unknown [Drosophila yak... 967 0.0
dbj|BAA74879.1| (AB020663) KIAA0856 protein [Homo sapiens] 708 0.0
gb|AAC31539.1| (AF076600) CpyA [Dictyostelium discoideum] 161 9e-38
gb|AAD20167.1| (AC006418) hypothetical protein [Arabidopsis... 156 4e-36
ref|NP_012567.1| Rav1p >gi|1352875|sp|P47104|YJ03_YEAST HYP... 129 5e-28
emb|CAA60726.1| (X87297) J1590 [Saccharomyces cerevisiae] 129 5e-28
pir||T39287 hypothetical protein SPBC1105.10 - fission yeas... 110 3e-22
gb|AAA88735.1| (L36344) ORF; putative [Saccharomyces cerevi... 73 5e-11
gb|AAD49999.1|AC007259_12 (AC007259) Hypothetical protein [... 65 1e-08
gb|AAB71474.1| (AC002294) contains beta-transducin motif [A... 60 5e-07
pir||S35342 Golgi-associated particle 102K chain - human 59 6e-07
sp|P35605|COPP_BOVIN COATOMER BETA’ SUBUNIT (BETA’-COAT PRO... 59 6e-07
ref|NP_004757.1| coatomer protein complex, subunit beta 2 (... 59 6e-07
sp|O35142|COPP_RAT COATOMER BETA’ SUBUNIT (BETA’-COAT PROTE... 59 1e-06
emb|CAA07084.1| (AJ006523) coatomer, beta-prime subunit [Dr... 58 1e-06
emb|CAB45034.1| (AL078635) putative WD-repeat containing pr... 58 2e-06
gb|AAF53294.1| (AE003639) beta’Cop gene product [Drosophila... 53 3e-05
pir||T02146 coatomer complex alpha chain homolog F8K4.21 - ... 50 5e-04
ref|NP_005877.1| katanin p80 (WD40-containing) subunit B 1 ... 49 7e-04
gb|AAF09037.1|AC011717_4 (AC011717) putative coatomer prote... 49 7e-04
gb|AAD55465.1|AC009322_5 (AC009322) Putative coatomer prote... 49 7e-04
gb|AAC95573.1| (AF083424) orf 48 [Ateline herpesvirus 3] 47 0.003
ref|NP_011378.1| encodes beta’-subunit of yeast coatomer; S... 46 0.004
gb|AAD23699.1|AC006841_15 (AC006841) coatomer alpha subunit... 46 0.004
sp|Q20168|COPP_CAEEL PROBABLE COATOMER BETA’ SUBUNIT (BETA’... 46 0.004
gb|AAF48571.1| (AE003501) CG9910 gene product [Drosophila m... 46 0.004
gb|AAC47809.1| (AF020788) SEL-10 [Caenorhabditis elegans] >... 46 0.006
sp|Q93794|SE10_CAEEL SEL-10 PROTEIN >gi|7504252|pir||T22703... 46 0.006
gb|AAF42472.1|AF163151_1 (AF163151) dentin sialophosphoprot... 46 0.008
pir||T21970 hypothetical protein F38E11.5 - Caenorhabditis ... 46 0.008
pir||T02617 hypothetical protein T19L18.13 - Arabidopsis th... 45 0.010
gb|AAF34688.1|AF223065_1 (AF223065) putative microtubule se... 45 0.017
sp|Q27954|COPA_BOVIN COATOMER ALPHA SUBUNIT (ALPHA-COAT PRO... 45 0.017
dbj|BAA92020.1| (AK001985) unnamed protein product [Homo sa... 45 0.017
gb|AAC25503.1| (AC005239) F23149_1 [Homo sapiens] 45 0.017
ref|NP_004362.1| coatomer protein complex, subunit alpha; x... 44 0.023
pir||T39962 coatomer complex beta’ chain - fission yeast (S... 44 0.023
pir||B40505 hypothetical protein - suid herpesvirus 1 (stra... 44 0.023
ref|NP_055224.1| PCAF associated factor 65 beta >gi|3335561... 44 0.023
emb|CAA08816.1| (AJ009770) putative transcription factor [H... 44 0.023
gb|AAF47534.1| (AE003472) alphaCop gene product [alt 1] [Dr... 44 0.030
emb|CAA09492.1| (AJ011114) coatomer alpha subunit [Drosophi... 44 0.030
gb|AAD15347.1| (AC004044) putative WD-repeat protein [Arabi... 43 0.039
dbj|BAA95098.1| (AB041615) unnamed protein product [Mus mus... 43 0.039
sp|Q00808|HET1_PODAN VEGETATIBLE INCOMPATIBILITY PROTEIN HE... 43 0.039
gb|AAF70042.1|AF250878_203 (AF250878) orf; hypothetical pro... 43 0.051
ref|NP_013156.1| transcription factor, probable member of h... 43 0.051
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pir||T34434 hypothetical protein K06A9.1a - Caenorhabditis ... 43 0.051
gb|AAC09329.1| (AF052433) katanin p80 subunit [Strongylocen... 43 0.051
sp|Q19753|YU0O_CAEEL HYPOTHETICAL 108.4 KDA PROTEIN F23B12.... 43 0.067
sp|P93107|PF20_CHLRE FLAGELLAR WD-REPEAT PROTEIN PF20 >gi|7... 43 0.067
pir||S41539 fibrinogen-binding protein - Staphylococcus aur... 43 0.067
gb|AAD13113.1| (AF117606) lissencephaly-1 [Drosophila melan... 43 0.067
gb|AAC83821.1| (AF098070) Lis1 homolog [Drosophila melanoga... 43 0.067
emb|CAB66883.1| (AL035264) hypothetical protein L8032.02 [L... 43 0.067
sp|P52287|GBB3_RAT GUANINE NUCLEOTIDE-BINDING PROTEIN G(I)/... 43 0.067
gb|AAF57798.1| (AE003802) CG10931 gene product [Drosophila ... 42 0.087
gb|AAF54051.1| (AE003672) CG10055 gene product [Drosophila ... 42 0.087
gb|AAF49568.1| (AE003529) Pka-C3 gene product [Drosophila m... 42 0.087
sp|Q93134|GBLP_BIOGL GUANINE NUCLEOTIDE-BINDING PROTEIN BET... 42 0.11
sp|P16912|KDC2_DROME PROTEIN KINASE DC2 >gi|85238|pir||F317... 42 0.11
pir||S52246 transposable retroelement homolog - perennial t... 42 0.11
ref|NP_012151.1| 159-kDa nucleoporin with coiled-coil domai... 42 0.11
ref|NP_061229.1| zinc finger protein >gi|3298472|dbj|BAA315... 41 0.15
pdb|1A0R|B Chain B, Heterotrimeric Complex Of PhosducinTRAN... 41 0.15
gb|AAC12787.1| (U67916) dentin sialophosphoprotein precurso... 41 0.15
ref|NP_034210.1| dentin sialophosphoprotein >gi|3087814|emb... 41 0.15
ref|NP_035681.1| transcription factor UBF >gi|136653|sp|P25... 41 0.15
pdb|2TRC|B Chain B, PhosducinTRANSDUCIN BETA-Gamma Complex ... 41 0.15
ref|NP_015134.1| nuclear polyadenylated RNA/single strand D... 41 0.20
pir||S60122 probable RNA/ssDNA-binding protein HMD1 - yeast... 41 0.20
pir||T23713 hypothetical protein M04C9.6b - Caenorhabditis ... 41 0.20
gb|AAC50902.1| (U75309) TBP-associated factor [Homo sapiens] 41 0.20
sp|Q15542|T2D4_HUMAN TRANSCRIPTION INITIATION FACTOR TFIID ... 41 0.20
ref|NP_008882.1| TATA box binding protein (TBP)-associated ... 41 0.20
gb|AAB61638.1| (U81504) beta-3A-adaptin subunit of the AP-3... 41 0.26
gb|AAD10618.1| (U02613) surface glycoprotein [Trypanosoma c... 41 0.26
ref|NP_013079.1| spindle pole antigen; Spa2p >gi|134781|sp|... 41 0.26
dbj|BAA20466.1| (D86074) insoluble protein [Pinctada fucata] 41 0.26
dbj|BAA92532.1| (AB037715) KIAA1294 protein [Homo sapiens] 41 0.26
ref|NP_003655.1| adaptor-related protein complex 3, beta 1 ... 41 0.26
pir||T01768 hypothetical protein A_IG002P16.8 - Arabidopsis... 40 0.34
gb|AAC63098.1| (U95120) truncated form platelet-activating ... 40 0.34
ref|NP_033415.1| transducin-like enhancer of split 3, homol... 40 0.34
ref|NP_005040.1| PWP2 (periodic tryptophan protein, yeast) ... 40 0.34
ref|NP_012277.1| contains multiple WD repeats and interacts... 40 0.34
gb|AAB63261.1| (U79774) NNP-1 var [Mus musculus] 40 0.34
ref|NP_032168.1| guanine nucleotide binding protein, beta 1... 40 0.34
pir||S36113 LIS-1 protein - human 40 0.34
gb|AAD21755.1| (AC006569) putative WD-40 repeat protein [Ar... 40 0.34
ref|NP_038653.1| platelet-activating factor acetylhydrolase... 40 0.34
pir||A54138 acidic repetitive protein arp1 - Tetrahymena th... 40 0.34
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Abbildung 4.7: Häufigkeit desVorkommenseinzelnerAminosäurenandeneinzelnenPositionen
desWD-Repeats
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Anhang

Name Sequenz

pATG TGGTACCATGAATTGTCATCAAATATTAAGTGGAG
BgsgpR TGGTCGACGCCATATGCCCAAAACACAACATGCTAGATC
BPr.2Sal TGGTCGAGGTCAACTGCTTGATGCCATC
Bpuc18cn AGTTGGTACCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCA
BSR46Kpn TCGGTACCCTAATGCCTTCGACAGATCCA
CosPern TTCAATGATGTCCAGTGCAG
CosPerr TAACCCTTAGCATGTCCGTG
CpYcap TCGTCGACGGTACCACAAAGAAGTGCTAGAAAAGTGG
crsPr.3 ACATCGTTTTGAACTTG
EGFP-nB TGGGATCCGGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC
EGFP-rB TGGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCAT
GFPnK ACGGTACCATGAGTAAAGGAGAAGAACT
GFPrXb ACTCTAGATTATTTGTATAGTTCATCCA
GFPintern1 TCCGTATGTTGCATCACC
GFPintern2 GATGACGGGAACTACAAG
Ggsgenn GCCTTGAGCGCAGTTTCACAGCACATTCC
Ggsgenr GCCATATGCCCAAAACACAACATGCTAGATC
SR2 GCTGATGCCCCCATTCCAC
SR5 CTGTGTCCAGCTGTTGCGAC
SR18 CGAGGAAGTAATGCAGACGAAGAG
SR19 CATCTAAATTGTCTTCTGCGAC
SR49 GTGGATACACTTCCTTCAAGCGGCT
SR70 CCTTTATATTCTGTGCGG
SR71 CAGCGCCTTTTATCTATTTC
x32 GATTATCACATCACAGCGCA
x42K ACGGTACCTGCCAGGATGACCACATTG
y23E ACGAATTCGCGTCTCCCAAGTGGTGC
DmY28BXb GAATCTAGACGATATTTCGCCTCCCATGCCGTGTC
pKB256n AGGCGCTCGTCGACGGA
PKB256r CCCATCGAGCGTTGAAGT
pw8-poly-C ATGCGTCGTTTAGAGCAG
pw8-poly-D CGAATAGAGAATAACGGG

Tabelle4.3: SequenzenderLaufederArbeit verwendetenPrimer
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Abbildung 4.8(gegenüberliegendeSeite): Die HauptereignissederD. melanogaster-Embryonalent-
wicklung nachCampos-Ortega und Hartenstein(1985): Twelve drawings of embryosof increasingage
illustratingthemajoreventsof Drosophilaembryonicdevelopment.Thenumberat thetop left of eachdra-
wing indicatestheembryonicstage(seeChapter2). Stage5 shows theblastodermwith thepolecells(pc)
at theposteriorpole.Light shadingindicatesthelarval anlagenthatwill invaginateduringgastrulation,i.e.
anlagenof the endodermalanteriormidgut primordium(am), mesoderm(ms), proctodeumandposterior
midgut primordium (pm/pr ). Otherabbreviationsare.as. anlageof the amnioserosa.Stage6 illustrates
morphogeneticmovementsduringgastrulation.Mesoderm(ms) andendoderm(am, pm) have completed
invagination,invaginatedregionsareshadedin lateralprojection(hollow spaces-lumina-in this andfollo-
wing drawingsarehatched),polecells(pc) areincludedin theposteriormidgutprimordium.Thecephalic
furrow (cf) separatesthe procephalonfrom the prospective metamericgermband;anterior(atr ) andpo-
sterior (ptr ) transversefurrows arevisible. api. amnioproctodealinvagination;as. amnioserosa.Stage7
illustratesthe beginning of germbandelongation.The cephalicfurrow is tilted caudalwards;transverse
furrowsareapproachingeachother;theamnioproctodealinvagination(api) hasdeepened.During stage8
germbandelongationproceedsfurther; theprimordiaof theposteriormidgutandtheproctodeumbecome
individualized.In stage9 germbandelongationentersits slow phase;the stomodealplate(stp) becomes
visible; themesodermtransientlyexhibitssegmentalbulges;segregationof neuroblasts(vnb. ventralneuro-
blasts;pnb. procephalicneuroblasts)begins.cms. cephalicmesoderm.In stage10 stomodealinvagination
(st) takesplace;segregationof the neuroblastscontinues,first neuroblastdivisionsoccur to give rise to
ganglionmothercells.In stage11epidermalsegmentationbecomesevident;tp trachealpits;mx. maxillary
bud; lb. labial bud); esoesophagus;primordiaof thestomatogastricnervoussystem(sns) andMalpighian
tubules(mt) appear;polecells leave the posteriormidgut pocket (mp) andbecomearrangedlaterally. cl.
clypeolabrum;ph. pharynx;pm. posteriormidgut;hg. hindgut;md. mandibulary bud. Thegermbandre-
tractsduringstage12,thedrawing showsthefinal stagesof thisretraction.Duringthisprocessfusionof the
anteriorandposteriormidgutprimordia(am/pm) takesplaceandthedefinitivesegmentalboundariesappe-
ar. Noticethatdorsalandventraldivisionsof eachsegmentalfurrow arenot in register. ventrallythefurrows
correspondto thosethatappearedin stage11,whereasdorsallythey run throughthemiddleof thetracheal
pits,afew cell diametersbehindtheprojectionof theventralfurrows.Thesalivaryglands(sg) andthedorsal
ridge(dr ) appear. In stage14 dorsalclosureof themidgut(mg) andepidermis,andheadinvolutionbegin.
df. dorsalfold; hg. hindgut;mt. Malpighiantubules;mx. maxillary bud; spg. supraoesophagealganglion;
ps. posteriorspiracles;vnc. ventralcord. In stage15 headinvolution is well advanced.Notice growth of
thehindgut.TheMalpighiantubuleshavebeenomittedin thisandthefollowing drawings.ap. analpad;cl.
clypeolabrum;df. dorsalforld; ph. pharynx;sg. salivary glands;t1. prothorax.In stage16 headinvolution
is almostcomplete,midgut(mg) constrictionsappear, condensationof theventralcord(vnc) begins.Stage
17 correspondsto the fully developedembryo.at. atrium;cl. clypeolabrum;es. oesophagus;hg. hindgut;
mg. midgut;ph. pharynx;pv. proventriculus;sg. salivary glands;ps. posteriorspiracles.
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Anhang

Abbildung 4.10:GenetischerCode,sowie Ein- undDreibuchstabencodefür Aminosäuren
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