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1 Einleitung

1.1 Gen, Phan und Funktion

UbereinelangeZeit erfolgtein der Genetikdie Analysevon Geneniiberdie Erzeugung
oderEntdeckungeinerMutantemit eineminteressanteRhanotypDer Eingrenzungund

IsolierungdeszugrundeligendenGensfolgte die — oft jahrzehntelange genetischeind

biochemischeerforschungder Genstrukturund derenFunktion. Durch die rapide Ent-

wicklung modernemolekulagenetischeffechnilenkanndieserWeg heutein einzelnen
Abschnittenbeschleunigtind sogarin umgelehrterRichtungbegangenwerden.Dieses
im VergleichzurklassischeiGenetik,umgedrehte’Vorgehenpeidemmanvonderlden-

tifizierungundlsolierungvon GenemausgehtinddannFunktionund Phanotyestimmt,
wird mit dem Begriff ,reversegenetics“bezeichnevan Ommenund Pearson1989;

Plasterk,1992; Kaiser 1990). ReverseGenetikgevannin letzter Zeit besonderslurch

die IdentifizierungneuerGenemittels,,comparatve sequencing“durchdie Entwicklung
bioinformatischeAlgorithmenund Datenbankn, Transkriptionsanalysemnd eukaryoti-
scherTransformationssystenan Bedeutung.

Mittlerweile konntenin dengrol3enGenomprojektedie eukaryotischeenomevon
Saharomycegerevisiag Caenorhabditi®legansundDrosophilamelan@asterkomplett
sequenzienverden(Mewesetal., 1997;Wilson, 1999;Adamsetal., 2000).Mit demex-
ponentiellenZuwachsan DNA-Sequenzinformationedurch die Sequenzierprojektist
nichtnurdie IdentifizierungneuartigeiGenesonderrauchdasAuffindenhomologeroder
ahnlicherGenproduktederenFunktionin anderenOrganismerunter Umstanderschon
charakterisierist, ermdglichtworden (,comparatve sequencing”) Dartiberhinaushat
auchdie Formulierungvon Konsensus-Sequenzgir funktionell wichtige Doméanerder
Genprodukteaufgrundihrer differentiellenevolutiondrenKonservierungverschiedener
AminosaurererheblicheFortschritteaufzuweisenSo wird die in silico-Analyseunbe-
kannterSequenzeimimmer mehrzur Informationsquellaind Richtungsweisefur die ex-
perimentellePlanung Die zunehmendienaueré-ormulierungvon Algorithmenfir defi-
nierte DomanenerhdhtderenTreffergenauigleit, so dal3eine Computer-Analysémmer
ofter die ldentifikationbestimmtemMotive und somitdie Einordnungeinesunbekannten
Genproduktsn eine bestimmteFamilie erlaubt.Die funktionelle Diversitatentstehtei
den Proteinen- wie beim LEGO™-Spielzeug Smith, 1998) — durch die kombinatori-
scheVielfalt einerkleinen Anzahl von BausteinenDabeisind dieseStrukturenweniger
von der absolutenrAminosauresequernteterminiertals von der Aminosaurenkmpositi-
on. Dasheil3t:Ein Sequenzmoti daseinedefinierteDoméanenstruktudeterminiertkann
anvielen Positionermehroderwenigervariieren,ohnedalRdie Doméanenstruktudavon
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1 Einleitung

beeinflulRtwird. Ein gutesBeispieldafirsinddie WD-RepeaProteine aufwelchein Ka-
pitel 1.5 n&hereingegangernwird. Die Bioinformatik verfligtzur Zeit nochnicht tiberge-
niagendDaten,umbeieinerAminosauresequenz-Homologienwenigerals25%zu Pro-
teinen,derenStrukturbereitsdurcheine Rontgenstrukturanalydgestimmtwurde, mehr
als einewurstférmigeStrukturvorherzusagenledochist in denjenigerFéallen,in denen
AlgorithmenverwendetverdenwelcheHomologie-SucheyergleichderAhnlichkeit der
Aminosaure-ZusammensetzumgdeinenVergleichmit bereitsbekannterstrukturerbe-
racksichtigenpft schoneinegrundlegendeStrukturanalysenoglich.

DalRder Zuwachsan Sequenzinformationewiederumdie Sequenzanalysesrwand-
ter Genomabschnittbeschleunigtwird am deutlichsteran der Entwicklungder DNA-
Chip-TechnologigSchenaet al., 1998;Brown und Botstein,1999),mit deresbald mog-
lich seinwird, durch eineneinzigenHybridisierungsergangalle Sequenzunterschiede
zwischeneinemsequenziertesenomund einemnichtsequenziertemaheverwandten
GenonfestzustellerfHacia,1999).DieskommtfaktischeinerkomplettenSequenzierung
deszweitenGenomgleich.

Ein weitererzentralerPunktbei der Funktionsanalys&on Genenist die Lokalisie-
rung des Genproduktdm Organismusdurch Transkriptions-und Expressionsanalysen.
Hier kdnnenin vielen Fallen bereitsSchlisseauf die Funktiongezogenwerden,ob ein
Genz. B. fur die Embryonalentwicklungvichtig istoderobesz. B. einmaternale&ffekt-
gendarstellt.EineubiquitareExpressiorwirdeauf einegrundlegendezellulareFunktion
hinweisen einezeitlich begrenzteExpressionn definiertenArealeneherauf eine Funk-
tion in spezifischemifferenzierungsergdngenFir die Lokalisationvon Genprodukten
steheneine Reihevon Technilken zur Verfligung:Bei der ,,whole mount® in situ Hybri-
disierung(Polakund McGee,1991)wird die natve RNA einesGensdirektim Gewebe
durchHybridisierungmit einermarkierterkomplementareRNA oderDNA nachgevie-
sen.Falls daszu untersuchend&enalsProteinexprimiert wird, kbnnenauchspezifische
Antikérperverwendetwerden,um diesesProteinin situ hachzuweisen.

Die Mdglichkeit, transgeneédrganismenzu erzeugengbneteeinenweitererenWeg
um Genproduktezu lokalisieren.In einemVektorkonstruktkann der regulatorisches’-
Bereichdeszu untersuchende@ensmit einemsogenannteReportegenfusioniertund
dieseKonstruktdurchKeimbahntransformatioim denOrganismusingebrachtverden.
DasReportegenwird in diesemOrganismussoreguliertundexprimiert wie dasGen,zu
demdie regulatorischeRegion nattrlicherweisgehdrt.DasReportegenjedochzeichnet
sichdadurchaus,dalR3seinProduktleicht nachweisbarst, indemesz. B. fur ein Enzym
kodiert,dasin einerFarbreaktiorein SubstraumsetzioderalsProteindirektnachweisbar
ist (Alam und Cook, 1990).Letzteresst z. B. beimgriinfluoreszierendeRrotein(GFP)
ausAequoea victoria der Fall, welchesunter UV-Bestrahlunggriin fluoresziertund in
vivo direkt beobachtetverdenkann(Chalfieund Rain,1998).

Die Moglichkeit, einenOrganismugenetisclzu transformierenist einesder mach-
tigstenWerkzeugaum Erkenntnisseiberdie FunktioneinesGenszu erhaltenBei D. me-
lanogastemurdedie Keimbahntransformatiomit P-ElementemurchRubinund Sprad-
ling (1982)etabliert.Dabeiwird der zu transformierend®NA-Abschnittin einenbak-
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1.1 Gen,PhdnundFunktion

teriellenVektorkloniert, derbereitsein funktionstiichtigesin Drosophilaexprimierbares
Markergen,sowie Bereicheausder5’- und3’-Region einesP-Elementegnthalt.Der Ab-
schnittzwischen5’- und 3’-BereichdesP-Elementkannin dasGenomder Keimzellen
integrierenund zu transgenemierenin der Nachfolggeneratiorfihren.DasMarkergen
wird in transgenetrliegenexprimiert und dientdazu,transformiertevon nicht-transfor
miertenFliegenunterscheidemukénnen Als besondergeeignehatsichhierfirdaswhi-
te-GenerwiesengdasbeiInjektion desKonstruktan white”-Embryonerbeierfolgreicher
Transformatiorzu einemrotaugigenPhanotypn denNachlommenfiihrt. Die ebenélls
im Vektorenthaltenef-ElemenBereicheenthalterdie fur die IntegrationdesKonstrukts
in dasGenombendgtigten,invertedrepeats®, jedochnichtdie fur die Transposaskodie-
rendeRegion. Diesemul3fiir eineerfolgreicheTransformatiordurchein Helferplasmid
zusétzlichbeigesteuerniverden.DiesesHelferplasmidkodiert fir die Transposasehm
fehlenjedochdieflr die Integrationbendtigteninvertedrepeats* Somitist gewéhrleistet,
dalRnur dasKonstruktundnichtdasHelferplasmidn dasDrosophilaGenomintegrieren
kann.DadasHelferplasmidnichtrepliziert,gehtesverlorenund einmalintegrierteKon-
struktekdnnenaufgrunddesFehlensder Transposasaicht mehrspringen Eine stabile
Transformantest entstandenDie Keimbahntransformatioaréffnet auRemit Hilfe der
bereitserwahnterReportegeneeineMengeweitererMoglichkeiten,Genezu identifizie-
renundzu manipulierenMit dervonBrandundPerrimon(1993)entwickelten,,enhancer
trap“-Methodekdnnengezielt Geneaufgrundihres Expressionsmusteisoliert werden.
Dabeiwird ein GAL4Gen— ein Transkriptionshktor ausHefe, der an die sogenannte
Lupstreamactivatorsequence{UAS)-Ragion bindet— durchP-Element-Kimbahntrans-
formationin DrosophilagebrachtDurch EinkreuzereinesStammesyelcherdie P-Ele-
mentTransposasexprimiert, kanndiesesKonstruktzur erneutenfranspositiorangergt
werdenund dadurchan alle moglichenStellenauf den Chromosomerspringen.Dabei
geratdasGAL4Genje nachlintegrationsortunter die Kontrolle verschiedenegewvebs-
oderentwicklungsspezifischénhancerKreuztmannuneinenStammein, derein UAS-
gesteuerteReportegenenthélt,wird diesesReportegen tiberdie Wechselvirkung von
der UAS mit GAL4 von dementsprechendeBnhancegesteuertDurch Isolierungder
jenigenintegriertenGAL4KonstrukteausdemDrosophilaGenom die ein interessantes
Expressionsmustates Reportegensaufweisen,zusammemit flankierendergenomi-
schenSequenzerist ein molekularerZugangzur AnalysedieserGenegeschdkn.
Fernerist esmdglich, mit Hilfe derKeimbahntransformatioDNA-Abschnittein das
Genomeinzubringendie mit demzu untersuchende@enin ihrer Wirkung interferieren.
Ziel solcherExperimentast es,dasGensawveit wie moglichauszuschalterin manchen
Organismenyvie z. B. derMaus,kanndirekt ilberhomologeRekombinationdesnativen
Gensmit einemKonstrukt, welcheseine nicht funktionierendeGenlopie enthalt,eine
transgeneéNullmutanteerzeugtwerden(Robertson1991).In anderenOrganismenwie
z. B. Drosophilaist diesnicht ohneweiteresmdglich. Da hier der Austauschvon Genen
mit episomalemNA-AbschnittendurchhomologeRekombinationnicht soeinfachmog-
lich ist, muRdie Interferenzmit demnativenGenin ,trans" erfolgen.In Drosophilakann
dies Uber,antisense-RNR"“ (Rosenbeay et al., 1985), Ribozyme(Heinrich et al., 1993)
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oderdoppelstrangighomologeRNA (RNAI, Kennerdellund Carthav (1998))erfolgen.
Die molekularenUrsachender inhibitorischenWirkung obengenanntebtratejien sind
zum Teil ungeklart.Im Falle der ,antisense-RNR"* wird eine Anlagerungan die native
RNA zu einemDoppelstrangzermutetwaszu einerinhibition der Translationfuihrt. Ri-
bozymesindkatalytischwirksameRNA-Molekile, die einekatalytischeDoméaneenthal-
ten,welchevon kurzen,antisense“-Abschnittemu demzu untersuchende@enflankiert
sind.DurchdiesebindetdasRibozymspezifiscraneinenatve RNA umsiezuschneiden.
SolcheMethodenwerdendannangevendetwennder Phanotymichtoderunzureichend
bekanntist, alsokeinebefriedigendéAnzahl mutanterAllele bzw. tberhaupkeine Mu-
tantezur Verfigungsteht.

EineKeimbahntransformatiamit einemsogenanntegRettungsektor‘kannderlden-
tifizierungvon MutantendesbetrefendenGensdienen:Gelingtesnamlich,ein Gen,des-
senPhanotyproéllig unbekannist, vollstandigmit seinerregulatorischerBereichertrans-
genaneinemOrt im Genomzu integrieren,der ungleichseinemHerkunftsortist, kann
dieseKopie dasinaktive Geneinerentsprechendblutantekomplementierenynd damit
denentsprechendenhanotyp,retten”. DurchKreuzungmit verschiedeneStammemnit
Mutationenim Bereichdeszu untersuchende@ens,kanndurchdieseRettungdie ent-
sprechend®utanteund der Phé&notypdentifiziertwerden.In weitegehendenalysen
wird manversuchengdie biochemisché&rundlagediesesPhénotypszu charakterisieren.
Dabeigehtesvor allemdarum,moéglichelnteraktionspartnezu identifizieren,eine Ein-
ordnungdesGenproduktsn einebestimmteKlassebekannteProteineoderRNASs vorzu-
nehmerundaufgrunddertatsachlichbestimmteroderabgeleiteterstrukturauf funktio-
nelle Eigenschatfterzu schlieBenDie Identifizierungmdglicherinteraktionspartnege-
schiehtublicherweisan vitro Uberdie KoprazipitationdurchAntikdrperoderdas,yeast-
n-hybrid“-System(Vidal undLegrain,1999).In vivo wird mansichdie unterUmstanden
veranderté&enepressionvonandereriGenenn denMutantenanschauenndeineModi-
fizierungdesPhanotypsn entsprechendedoppelmutantederbei ektopischeExpres-
sion erwarten.Oft werdenlnteraktionspartnedadurchentdecktdafl3diesebei einerim-
munprazipitatioreinesbestimmterProteingmit einemspezifischentikorpermitgefallt
werden(koprazipitieren) weil sie an dasProtein,flr dasder Antikdrper spezifischist,
binden.DieseinteragierenderProteinekdnnendurch Protein-Mikrosequenzierun@n-
glis, 1991)identifiziert werden.Sollte die resultierndeProteinsequennoch unbekannt
sein,kanndurchPCRmit degenerierterPrimerndasGendesinteraktionspartneriglen-
tifiziert, isoliert und naheranalysiertwerden.DasPrinzip des,yeast-2-hybrid“-Systems
(Fields und Sternglanz,1994) beruhtauf der Verteilungder funktionalenDoménenei-
nesTranskriptionséktorsin eineDNA-bindendeundeineaktivierendeDoméaneDereine
Teil desTranskriptionséktorsist mit dem Proteinassoziiertdessernnteraktionspartner
manisolierenwill, deranderest Teil einercDNA-Expressionsbibliothekzine Aktivie-
rung desReportegensfindet statt, wennbeideDoméanendesTranskriptionséktorsiiber
die Wechselvirkung ihrer Fusionsanteilgusammen&mmen.Von diesemSystengibt es
zahlreicheModifikationen,die bei Vidal und Legrain (1999)beschriebesind.
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WeitereMoglichkeiten, Veranderungeder Genepressionin einer Mutantezu cha-
rakterisierenpietendie zweidimensionalé&elelektrophoreséCelis und Gromov, 1999)
undderRNA- bzw. cDNA-Chip (Zweiger 1999;Bowtell, 1999;Duggaretal., 1999).Bei
der zweidimensionalerGGelelektrophoresavird die gleiche Gesamtproteinmenge B.
von Wildtyp und Mutantedifferentiell markiert, gemischtund in der erstenund zwei-
ten DimensionnachverschiedenerarameterraufgetrenntMan erhaltein komplexes
Muster von Proteinsignalenyelche bei gleicher Proteinmengeus jedem Organismus
beideMarkierungenn gleicherintensitataufweisenlst jedochdaseine organismusspe-
zifischeSignalaneinerStelleschwachealsdasausdemVergleichsoganismuspderfehlt
ganzlich,kanndarausggeschlossewerden,dasdiesesProteinmit der Mutationin einem
Zusammenhangteht.Der NachweisdifferenziellerTranskriptionmit einemRNA-Chip
funktioniertprinzipiell nachdemgleichenPrinzip.Hier kénnen-durchsimultaneHybri-
disierungmit denfarblichdifferentiell,jedochgleichstarkmarkiertenGesamt-cDMs aus
Mutanteund Vergleichsoganismugnit auf einemGlastragefixierten bekanntercDNA-
Proben- je nachFarbverschiebing desadditiven Signals,Hoch- bzw. Runterrgulation
einzelnerTranskriptedetektiertwerden.

Alle in diesemKapitel beschriebenefiechnilen und Méglichkeiten der Funktions-
analysevon Genenwurdenin verschiedenebiologischenSystemeretabliert.Aufgrund
der unterschiedlicherErkenntnissedie fir jeden Organismusverfuigbarsind und den
biologischenEinschrankungenyelchedie verschiedenesystemen der experimentel-
len Praxisaufweisen sind die aufgefiihrterStratgien zur Funktionsanalyseon Genen
nichtuniverselleinsetzbarSoist z. B. ein knock out* einesDrosophilaGensnachdem
Vorbild der Maus nur schwerdurchfiihrbarfRongund Golic, 2000),da in Drosophila
ManncherkeineRekombinationstattfindet(Muller, 1918,1932).Ein weiteresHindernis
ist die Tatsachedal3nichtfur jedenOrganismusein Transformationssysterrerfiigbarst.

Hatein Forschelin derheutigenZeit dasGliick, ein vollig unbekannte&enwie z. B.
DmX/CpY zu entdeclen,sowird ihm nicht erspartbleiben,die Grundlagerfir denEin-
stieg in die moderneFunktionsanalyseon Genenzu einemGrof3teilselbstzu schafen.
Davon handelndie folgendenKapitel, in denendie von Kraemerund Schmidt(1993)
geschdkenenGrundlagerfur dieseArbeit erlautertwerden.

1.2 Isolierung von DmX/CpY

Die Entdeckungund Isolierungdes DmX/CpY-Gensist eng mit der Suchenachdem
dominantermannlichenGeschlechtsdeterminatdt in Chironomidernverkntipft.Dieser
Faktorwurdemit Hilfe von geschlechtsgalppeltenchromosomaleiversionenyelche
diesenFaktordefinitionsgemamnthaltermissenin einigenChironomusSpeziedokali-

siert(Beermann,1953,1955; Acton, 1957;Keyl, 1961,1962; Rosinund Fischey 1972;
Martin et al., 1980). Dabeikonntenin denverschiedeneispeziesauf sechsder sieben
ChromosomenarmmdglicheLoci fur M identifiziertwerden.Allein auf Arm E konnte
bis jetzt kein mdglicherLocusfur M gefundenverden.In einigenwenigenArten ist der
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Locusvon M mit einer Strukturheterozygotien Form einerhemizygoterheterochroma-
tischenBandeauf denPolytanchromosomeassoziiertDiesist bei Chironomusaustra-
lis (Martin et al., 1980), ChironomusobtusidengKeyl, 1961, 1962) einigen Stammen
von Chironomusnuditarsis (Fischerund Tichy, 1980)und Chironomushummi(Hagele
undSpeier1985)derFall. Da dieseStrukturheterozygotiegeschlechtsgalppeltvererbt
werdenund nur in Mannchenvorkommen,missendie entsprechendechromosomalen
Regionenengmit M gekoppeltseinoderM enthaltenSowar esmaoglich, die ansonsten
homomorphersomatischgepaarterChromosomerin Proto-Y und Proto-X zu differen-
zieren.Bei vergleichenderuntersuchungeanC. thummiundC. piger, einerSchwestern-
art von C. thummi(Keyl und Strenzle, 1956),konntenHageleund Speier(1985) sawvie
Hagele(1986)zeigen,dalRdieseStrukturheterozygotiper senicht M darstellt,dadiese
in C. piger fehlt, obwohl die ChromosomesyntansindundM anhomologerLoci liegt.
Durch in situ-Hybridisierungervon markiertenCla-Elementeran Speicheldrisenchro-
mosomenvon C. thummi(1.1) konntegezeigtwerden,dal3die von Hageleund Speier
(1985)in C. thummibeschriebenen@nnchenspezifischemizygoteStrukturheterozygo-
tie in derRegion D3eldesChromomosomenarmsCla-Elementeenthalt(Kraemerund
Schmidt,1993).Bei denCla Elementerhandeltes sich um eine Familie hochrepetitier
DNA-Sequenzenyelchein C. thummica.in 7x10° Kopienvorhandersind. Die meisten
dieserElementefindensichin denZentromererdervier Chromosomenger Restist auf
Uber200Loci aufalle Chromosomenarmeerteilt (Schmidt,1981,1984).Die Anzahlder
Cla-Elementast in der Schwesternar€. piger um denFaktor 6 geringerihre Lagebe-
schranksichim wesentlicheraufdie Zentromerrgionen.Um Teile dergeschlechtsspezi-
fischenRegion zu klonieren wurdeeinegenomisch@®NA-Bibliothek von C. thummimit
Cla-Elementerals Sondeabgesuchtind die hybridisierenderi\-Klone wiederumdurch
in situ-Hybridisierungan Speicheldriisenchromosomauf ihre chromosomaléierkunft
Uberpruft.SokonntenzweiKlone,AClal.1YundAClal.8Z,identifiziertwerdendie aus
dergeschlechtsdeterminierend@sgion desChromosomenarnis stammter{(Abbildung
1.1). Ausgehendron diesenKlonen war esmaglich, durcheinenChromosomenmarsch
55kb der geschlechtsdeterminierendBagion ausC. thummizu klonieren.Da sich die
Schwesternarte®. thummiund C. piger in den ,single-copy” Bereichensehré&hnlich
sind, war es dartiberhinausmdglich, auch50kb ausder geschlechtsdeterminierenden
chromosomaleiRegionvon C. piger zu klonieren(Kraemerund Schmidt,1993).

Um Genein denkloniertenchromosomaleBereichenzu identifizieren,wurdeeine
embryonalecDNA-Bibliothek von C. piger angelgt und mit ,single copy“-Sequenzen
ausdemkloniertenBereichabgesuchtDamit konnteein cDNA-Klon mit einemintegrat
von1l,4kbisoliertwerden DasdurchdiesecDNA reprasentiert&enwurdeCpY (C. piger
Y-chromosomale§&en)genanntDie vollstandigecDNA von CpY ist 11,8kb lang.CpY
ist auf beidenhomologenChromosomengemProto-Y unddemProto-X, zu finden.Um
zu Uberprifenpb essichbei CpY um dendominantermannlichenGeschlechtsdetermi-
natorM handeltwurdenin situ-HybridisierungemnPolytdnchromosomererschiedener
ChironomusSpeziesdurchgefihrtund der Locusder CpY-Homologenmit der Position
von M vemglichen: Die Positionvon CpY befindetsich in allen untersuchterArten auf
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hemizygote Cla-Elemente

2

Proto-Y
Proto-X

[N\

AClal.lY AClal.8Z

Abbildung 1.1: Darstellung des geschlechtsdetermimeaden chromosomalerBereichs von
C. thummidurchin situ Hybridisierungvon FITC-markiertenCla-Elementerund den flankie-
rendenTRITC-markierterKlonenAClal.1YundAClal.8Z.DerKlon AClal.1Yenth&ltTeile des
CpY-Gens.Durchdie in derrdumlicheNéahederHybridisierungssigale auftretendernterferenz-
effekte erscheintdashemizygoteProto-Y spezifischeCla-ElementClusterin gelberFarbe.
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Arm F in derNahedesTelomersDiesstimmtin allenuntersuchtei\rten — bis auf Chi-
ronomuplumosusindC. nuditarsis— auchmit derPositionvon M Uberein beiletzteren
jedochist M an andererStellenlokalisiert. Die chromosomaldositionvon CpY ist al-
soinnerhalbder Chironomidenstéarler konserviertals die Positionvon M. Bis heuteist
nichts tiberdie Naturvon M bekanntund eskann nicht ausgeschlossemerden,daf3in
Chironomusverschieden&aktorendie Funktionvon M wahrnehmerkénnen,wie z. B.
fur MuscadomesticabeschrieberfFrancoet al., 1982),oderdallM durchTransposition
seinenLocusveradnderrkann(Green,1980),oderdal3sichin dermannchenspezifischen
Strukturheterozygoti@icht noch andereFaktorenverbegen, bei denenes sichum M
handelnkénnte.Aus diesenGrinderkannibereineetwaigeBeteiligungvon CpY ander
GeschlechtsdeterminierumgchkeineAussagegemachiverden.

Leider sind Chironomidenin vielerlei Hinsicht ungeeignetiur die Funktionsanalyse
von Genen:Sie paarensich nur im Schwarm und gebenzudemnur ein bis zwei Gele-
gewahrendhrer sehrgeringenLebensdaueah Kreuzungsgenetikanndeshalb-wenn
Uberhaupt- nur sehreingeschranktiurchgefihrtwerden.AuR3erdemist fir Chironomus
kein genetische§ransformationssystemtabliert,was auch zur Folge hat, dal3die Er-
zeugungund Analysevon Mutantenz. B. durch Rettungoder Deletionskartierungur
schwermdglichist. Auch andereTechnilen,wie z. B Reportegenassaysderantisense-
ExperimentesindausdenaufgefuhrterGrindemichtleicht durchzufihrenEswar also
notwendig,nacheinemgeeigneter®rganismuszu suchenjn demdieseAnalysendurch-
gefuhrtwerdenkdnnen.DasCpY Genist evolutionarsehrkonserviert(sieheKapitel 1.4)
und dasentsprechendeomologeGenDmX konnteausD. melanogastereinemidealen
Modellorganismugir genetischénalysen,soliertwerden.

1.3 Organisation des DmX/CpY -Gens

Die Exon/Intron-Struktuvon DmX/CpY wurdedurchdenVergleich der cDNA-Sequen-
zenverschiedeneKlone mit der entsprechendegenomischerSequenzrmittelt. CpY
bestehtaus15 Exonsund 14 Intronsund umfal3teineLangevon ca. 14,8kb. Die Exons
habenein Langezwischen70 und 4337bp, die Grél3eder Introns variiert zwischen58
und 781bp. Zwei der kurzen Exons, namlich Exon 4 mit einer Lange von 90bp und
Exon 8, welches84bp lang ist, kdnnendifferentiellgespleiRtwerden.Der 5’-untransla-
tierte Bereich— die Region zwischendem Transkriptionsstartger ,cap-site” und dem
Start-Kodon—ist 120bp lang.Der 3’-untranslatiertdBereich,zwischendemStop-Kodon
unddemEndpunkider Transkription,stin verschiedenenDNA-Klonen unterschiedlich
lang. CpY kannalsoan zwei verschiedeneftellenpolyadelyliert werden.Bei Verwen-
dung der proximalenPolyadeglierungsstellebetragtdie Lange des3’-untranslatierten
Bereichs555bp, bei Verwendungder distalenPolyadeglierungsstellast dieseRegion
1141bp lang. Die BedeutungdesdifferentiellenSplei3ensund der differentiellenPoly-
aderylierungkonntenochnicht geklartwerden.Von denExonswird insgesamein ORF
von 10536bp kodiert, was— unterBertcksichtigungler 5’- und 3’-untranslatierterBe-
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reiche— mit der durch Northern-AnalyserbestimmtenTranskriptgroReson ca. 11,8kb
UbereinstimmtDas abgeleiteteéProteinhat ein Molekulagewicht von 390kDa und be-
stehtaus 3512 Aminosauren CpY-Transkriptewurdenin beidenGeschlechtermnd in
allen untersuchterEntwicklungsstadiemgefunden,was auf eine weitgehendubiquitéare
Expressiorschlie3edaft.

Das DmX-Genweist zwar eine groRestrukturelleAhnlichkeit mit CpY auf, es gibt
aber auch einige UnterschiedeDer transkribierteBereich des DmX-Gensist mit ca.
14,9kb ungefahrso gro3wie CpY. DmX enthéltebenélls 15 Exons mit einer Grol3e
von 67 bis 6980bp und 14 Intronsmit einerGrof3evon 55bp bis 2,4kb. Dasim CpY-Gen
differentiellgespeilt&leine Exon4 ist bei DmX Bestandteiblesgrof3tenExons4. Dieser
Bereichkannalsoin D. melanogastenichtdifferentiellgespleiRtverden Ein homologer
Bereichzum zweitenin CpY differentiell gespleif3terExon 8 fehlt in DmX véllig, kann
also auchnicht differentiell gespleif3twerden.Alle bisherisolierten cDNA-Fragmente
erwiesensichin der Organisationmit der genomischemnordnungder Exonstiberein-
stimmend,so daR keinerlei Hinweise auf differentiellesSpleiRenvorliegen. Ahnliches
gilt fir cDNA-Klone, die das3’-EndedesDmX-GensenthaltenSie sindin ihrer Lénge
homogensodalikeineAnzeicherfur einedifferentiellePolyadeglierungvorliegen.Das
erstelntron ist mit einer Ausdehnungvon 2,4kb auffallend grof3. Es ist dasgrof3teder
in DmX und seinenHomologenin Chironomusund C. elegansgefundenenntrons.Die
5’-untranslatierteRegion zwischendem Transkriptionstartind dem Startkodonist beim
DmX-Gen309bp lang, der 3’-untranslatierteBereichzwischenStopkodon und der Po-
lyaderylierungsstelleersteckisich iber691bp. Die LangedergebildetermRNA betragt
ca.1ll,%b undist damitungefahrgenausdangwie dasCpY-Transkript.Der von dieser
Strukturgebildeteoffene Leserahmerkodiertfir ein putatvesProteinvon 380kDa und
einerLangevon 3427 Aminosauren.

Ein Struktunemgleich des DmX/CpY-Gensmit dem homologenGen F54E4.1 aus
C. eleganszeigt, daRdas Gen evolutionar stark konserviertist . F54E4.1wurde durch
dasC. elggansGenom-ProjekentdecktEsist auf demX-Chromosomokalisiertundca.
13,8kb lang.F54E4.1bestehtaus30 Exonsund 29 Introns,die in ihrer Gro3ezwischen
ca.50und850bp liegen.Die Positionerder Intronsstimmenin drei Fallentberein(Ab-
bildung1.2).Dabeihandeltessichum daserstelntron, sovie um zweiweiterelntronsim
3’-Bereich.Der zum differentiell gespleiRterExon 4 ausC. piger homologeAbschnitt
ist wie bei D. melanogasteBestandteileinesgrof3erenExons16. Wie bei D. melano-
gasterfehlt auchin C. eleganseineRegion, die zumdifferentiellgespleif3terExon8 aus
C. piger homologist. JedochbliebenliberdenevolutionédrenZeitraumvon ca.40 Millio-
nenJahrender Chironomusund D. melanogastetrennt,sowie demnochevolutionaren
Abstandzu C. elegansdrei Intronpositionerkonserviert:Das erstelntron befindetsich
in DmX, CpY und F54E4.1an der gleichenStelle; Intron 9 ausDmX, entsprichtintron
27 in F54E4.1undin C. piger denIntrons7 und 8, dasich hier dasin denanderenrAr-
ten nicht vorhandenalifferentiell gespleil3teExon 8 befindet.Weiterhinist die Position
von Intron 10 von DmX/CpY, dasdemIntron 28 desF54E4.2Gensentsprichtjn seiner
Positionkonserviert.
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Abbildung 1.2: Vemleich der Strukturder GeneDmX ausD. melanogasterCpY ausC. piger

und F54E4.1ausC. elggans Im Geggensatzu denanderenGenenwerdenbei CpY zwei Exons
differentiellgespleiRtExon 4 ist integralerBestandteideranderenGene,Exon 8 ist eineneuar

tige Sequenzdie in denhomologenGenennicht zu findenist. CpY wird aul3erdendifferentiell

polyadenliert. Daserstelntron desDmX-Gensist grof3erals alle anderenintrons.Konservierte
Intron-Positionersindrot gelkennzeichnet.

Bei DmX/CpY handeltessich alsoum ein evolutionérkonserviertessen,dasseine
Struktur bishin zur Konservierungeinzelnerintronpositionengrundsatzlichiiber einen
langenevolutionarenZeitraumgewahrt hat. In kleinen Abschnitten,wie dem differen-
tiell gesplei3terCpY-Exon 4, dasin denanderenArten Teil einergrofRererEinheitist,
und dem CpY-Exon 8, welchesdenHomologenganzlichfehlt, sowvie der differentiellen
Polyadeglierungin C. piger, hatesjedochdurchaus/eranderungeerfahren.

EineBesonderheilesDmX-Gensist, dallesanseinenb’-Endedirektvon eineman-
derenGen,DmSPX(Kraemeretal.,2000b) flankiertwird. Dain dervorliegenderrbeit
aucheine Transkriptionsanalyseon DmSPXdurchgefuhrivurde,soll in diesemAbsatz
kurz auf dasDmSPX-Geneingaegangerwerden.Der Abstandder beidenTranskriptions-
startsvon DmXundDmSPXbetragtnur 174bp. DmSPXist ca.2kb lang,besitzt3 Exons
undkodiertfir ein Transkriptvon 1,6kb Lange(siehe3.2und 3.20).Dasabgeleitetdro-
tein bestehtaus347 Aminosaurermit einemMolekulargewicht von 38kDa. DmSP Xist
evolutionar stark konserviert Homologewurdenin H. sapiens(Champion-Arnaudind
Reed,1994),M. musculugRuiz-Lozanoet al., 1997),C. elegans(Tanakaet al., 1997),
A.thaliana(AAD15475),S.cervisiae(Igel etal., 1998)und anderernlTaxabeschrieben.
DMSPX besitztstarke Homologiezum humanerSAP 49. DiesesProteinist eine Unter
einheitdesessentiellerspleilfktorsSF3B.SF3Bist ein U2snRNPassoziierteProtein-
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komplex und bestehtausSAP 49, 130,145und 150 (Daset al., 1999).DMSPX besitzt,
wie SAP49, zwei RRMs (,RNA RecognitionMotifs“), vondenendie eineim Menschen
undin Hefewahrscheinlichmit SAP 145interagiert{Champion-ArnaudindReed,1994;

Igel et al., 1998),die anderein C. elegansfiir die Bindungvon RNA verantwortlich ist

(Tanakeetal., 1997).

1.4 Evolutionare Konservierung des DmX/CpY -Gens

Gene,welchefur den Organismusessentiellsind, weisenin der Regel aucheine hohe
evolutionareKonservierunguf. Ein gutesBeispieldafirist die hoheSequenzhomologie
der Histongeneoder der ribosomalenGene,selbstzwischenevolutionérweit enfernten
Taxa.Die ExistenzCpY-verwandterSequenzemwurdeurspringlichvon Kraemer(1994)
durchSouthermnalysengezeigt.

Mittlerweile konntenzahlreichehomologeSequenzermusvielen Arten, welche zur
Zeit intensi sequenzientverden,identifiziertwerden.Ein Vergleich einigerabgeleiteter
Proteinezeigt Tabelle1.1. Obwohl der Anteil deridentischemPAminosaurenaulRerbeim
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Abbildung 1.3: Ausschnittaus einem Alignment der abgeleitetenAminosauresequenzeron

DmX ausD. melanogasterCpY ausC. piger, F54E4.1ausC. elegans savie DMXL1 ausHo-

mosapiengvemleicheTabellel.1).NichtpolareAminosaure{AILVPFWM) sindgelbunterlegt,

ungeladengolare(GSTYCNQ)grin, saure(DE) rot und basischeAminsduren(HKR) blau.Die

besonderstarkkonservierterBereichejn derZahlungvon DmXzwischenl966—-200nd2027—
2063habenstarke Ahnlichkeit zu WD-Repeats.

23



1 Einleitung

Vergleich von DMX und CPY, bei ca. 36% liegt, wird beim Vermleich der Genstruktur
sofortklar, daf3essich hierum homologeGenehandelt.Man vergleichehierzudie Iden-
titat von 32%undAhnlichkeit von 49%mit demin Abbildung 1.2 dagestellterVergleich
derGenstrukturenDie aufgefihrterabgeleiteterProteinsequenzemerdendurchihre E-
Wertevon < 4x10-28 zu einer Gruppezusammengef3t(sieheTabelle1.1). Der E-Wert
ist ein Mal3 fur die Homologiestark. Dabeiwerdensowvohl der Prozentsatzler identi-
tischenund dhnlichenAmino&urenberiicksichtigtals auchdie Langeder Ubereinstim-
mung.Jekleiner dabeider E-Wert ist, destohoherist die Ahnlichkeit der Proteine Der
nachstbestBLAST-Treffer hatte nur einenWert von 10-13 und zeigteauRerdem Be-
sitzvon WD-RepeatkeinerleiAhnlichkeitenzu der Gruppemit denniedrigenE-Werten.
Von CpyAausDictyosteliumdiscoideunmund dem DmX-ahnlichenGenausArabidopsis
thalianasinddie vollstandigerSequenzennd Genstrukturemochnichtbekanntunddas
BLAST-Alignment auf einenkurzenBereichbeschranktwas den ,hohen” E-Wert im
Vergleichzu F54E4.1erklart. DasProteinYJR033CausS. cerevisiag daseine Sequenz-
homologievon 30%Identitatund49%Ahnlichkeit zu DMX aufweist,ist jedochum zwei
Drittel kiirzerals die andererProteineder Familie und stellt wohl ehereinenentfernte-
ren Verwandtendar. Trotzdemist esaufgrundder Homologieeindeutigder DmX/CpY -
Familie zuzuordnenDieseProtein-Familie scheintdemnachiberdasgesamteReichder
Eukaryotenvon Hefe bis zumMenscherverbreitetzu sein.

1.5 DMX/CPY ist ein WD-Repeat Protein

Die meistender kurzenAbschnitte,die im Sequenzegleichder DmX/CpY-Homologen
besondergut konserviertsind, konnenbei genauerenYergleich (Abbildung 1.3) einem
gemeinsame®equenz-Moti, nAmlichder proteinbindende ryptophan-Asparaginsau-
re-Wiederholungseinhe{tVD-RepeatAbbildung1.4) (vanderVoornundPloggh,1992),
zugeordnetverden.

DasWD-Repeat-Motr bestehtaus44—-60Aminosaurenund enthalttypischerweise
ein Glycin-Histidin (GH)-Dipeptid 11-24 Aminosaurenvom N-Terminusdes Repeats
entferntund ein WD-Dipeptid am C-Terminus.Beide Dipeptidesind jedochnichtin al-
len FallenkonserviertVor demterminalenWD-Dipeptidfindetsichim Abstandvon 5—7
Aminosauremmit einerhohenWahrscheinlichkit von 84% ein AsparaginsaureregbD).
Die Konsensus-Sequener WD-Repeat-Einheiist in derfolgendenAbbildungwieder
gegeben Dabeisind fir jede PositiondiejenigenAminosaurergenanntdie dort mit der
hochstertWahrscheinlichkit auftreten Eine detaillierteUbersichtiiberdie Haufigkeit des
VorkommenseinzelnerAminosaureran den einzelnenPositionenbefindetsichim An-
hang.

Die VarianzdesVorkommenseinzelnerAminosaurenman einer bestimmtenPosition
zeigt,daldie Konsensus-SequederWD-Repeat-Einhefvenigkonservierist. Dieser-
schwertdie Definition undldentifikationvon WD-Repeat®rheblich Eine Réntgenstruk-
turanalysezur Bestimmungder TertiarstruktureineswD-Proteinsist bis jetzt nur fur die
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1 Einleitung

B-4 B-1 B-2 B-3
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Abbildung 1.4: Konsensus-StruktutesWD-Motivs (Smithetal., 1999)

B-UntereinheitdesG Protein-Heterotrimersiq1B1y2 durchgefihrtiworden(Wall et al.,
1995; Sondeket al., 1996). Die B-UntereinheitenthaltsiebenWD-Repeatsund bildet
einepropellerartigeTertiarstrukturaus,die aus7 PropellerblattertestehtEin Propeller
blatt bestehtauseinemin sichverdrehterf3-Faltblatt, daswiederumausvier B-Strangen
gebildetwird. Der innersteder vier 3-Strangeverlauft nahezuparallel zur Zentralachse
(Abbildung 1.5). Es verhéltsich jedochnicht so,daRein WD-Repeaimit seinenvier 3-
Strangerje ein RotorblattgeneriertVielmehrbildendie letztendrei 3-Faltblatter(f1-3,
vgl. Abbildung1.5) einesWD-RepeatsleninnerenTeil desPropellerblattesjeraulierste
Teil wird vom ersten3-Faltblatt(34) dernachsterwiederholungseinhedebildet.Durch
dieseOrganisationst gevahrleistetdal3die Propellerstruktuwie mit einerSchnalleing-
férmig geschlossehleibt. Die 3-FaltblattbereichelerWD-Repeatbildeneinkompaktes
PropellegeristWichtigeralseinehochlonservierteAminosaure-Sequerscheinthierbei
die resultierendeésekundér und Tertiarstrukturzu sein.Interessanterweis&nd die ein-
zelnenPropellerblattem ihrer funktionellenBedeutungnichtunbedinggleichwertig.So
habengleichartigeAustauschaleskonservierterAsparaginsaurerestesvischen32 und
3 in verschieneneRropellerblatterrinesPropellergganzunterschiedlichéuswirkun-
genauf Geschwindigkit und QualitatderFaltung(Higueraetal., 1998).Der Schluf3 daf
alle WD-Proteineeine ahnlicheStrukturaufweisenfolgte ausdenBeobachtungergal
kompaktePropellerstrukturewon der Proteinaselrypsin nicht verdautwerdenkonnen,
und dalRWD-Domanervieler auf dieseWeiseanalysierteiProteinesichin einemTryp-
sin-Verdaustabilverhalten(Higueraetal., 1996).Zwischendenstrukturellkonservierten
Reagionen (3 4-1, 3 1-2, B 3—4) einer WD-Einheit finden sich variable Regionenver-
schiedenetange.Die hochsteVariabilitatin der Langefindet manzwischendemWD-
Dipeptid einer Einheit und dem GH-Dipeptid der nachsterkinheit (variableRegion I).
DieserBereichenthaltStrang4 undkanneineLé&ngezwischenll und 150 Aminosau-
renaufweisenmit einertypischenLangevon ca.20 AminosaurenDabeiist dervariable
Bereichvor dem 34-Strang(variableRegion IA) auf der Oberflacheder Propellerunter
seitelokalisiertundderBereichhinter 34 (variableRegion IB) aufderPropelleroberseite.
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1.5 DMX/CPY ist ein WD-RepeaProtein

Die B4-Strangaller Repeatbildendie seitlicheAulRenflachelesPropellersEineweitere
variableReagion (variableRegion 1) befindetsichzwischerndenStranger31 und32. Die-
sehateineLangevon 2 bis 30 Aminosaurerund bildet eine Schleifeauf der Oberflache
derPropellerunterseit&sfallt auf, daldie strukturbildendkonserviertelminosaurenn
derPropellerstruktumnenliegen,wahrenddie variablenBereichedie Oberflachebilden.

Mit einemWD-Repeathabenwir also eine konservierterdumlicheproteinbindende
Strukturvorliegen,die sichdurcheinegrol3eVariabilitatinrerkomplexenOberflacheus-
zeichnet.Die OrganisationdieserStruktur bildet das Grundgerusftr eine groReZahl
maoglicherverschiedeneProteinbindungemnind somit eine Vielzahl méglicher Funktio-
nen.Dabeikannein einzigerWD-Propellermit mehrals 16 verschiedenePRroteinerre-
versibleKomplexe bilden. Dieswurdeftir die WD-ProteineGiq1B1Y2 (vanderVoornund
Ploegh,1992), TUP1(Williams etal.,1991)undsnRNPYBjorn etal., 1989)gezeigt.Ei-
ne enzymatisché\ktivitat konntebis jetzt fur keineWD-Repeat-Doméanaachg&iesen
werden.Durch die Interaktionmit anderenProteinenkdnnenWD-Proteinebedeutende
regulatorische~unktionenwahrnehmenDas Spektrumder VariabilitatdesWD-Repeats
erlaubtdabeidenEinsatzdieserGrundfunktionin vielenreguliertenStoffwechselvegen.
In der Tat spielenWD-Proteinein vielen Regulationskaskadenine wichtige Rolle. So
sinddie G-Protein€ur die Signaltransduktioessentiel(Fongetal., 1986),weitereWD-
ProteinewerdenalsUntereinheiterderPhosphatas@Neeretal., 1993)oderals Ankerfur
die ProteinkinaseC (Ronetal., 1994)in der SignaltransduktioringesetztEine andere
Gruppeist mit RNA-ProzessierungsiknplexenassoziiertginigeMitglieder dieserGrup-
pesindTeil dersnRNPgBjorn etal., 1989).EineweitereGruppefungiertals Bestandteil
von Transkriptionsrgulatoren,wie z. B. die TFIID-Untereinheitdes TATA-Bindungs-
Komplexes(Williams etal., 1991;Keleheretal., 1992;Hoey etal., 1993).AndereWD-
ProteinesindanderBildung deszytoskelettesoderderBildung der Spindelnin derMito-
se(de Hostoset al., 1991; Vaismanet al., 1995) beteiligt. Anderewiederumregulieren
die BildungunddenTransportvon Vesikeln (Pryeretal., 1993)oderkontrolliereneinige
Aspekteder Zellteilung (Feldmaretal., 1997).

Die evolutionareEntstehungder WD-Proteinescheintwahrendoder kurz nachder
Trennungvon Pro-undEukaryoterstattgefundezu habenWahrendWD-Proteinen al-
len Eukaryotenvorkommen konntensie vereinzeltnur in denvollstandigsequenzierten
GenomerderProkaryoterSynebocystissp. StammPCC68035 WD-Proteine)jn Ther
momonospa curvata (1 WD-Protein)und in Anabaenasp. StammPCC7120(1 WD-
Protein) nachgaviesenwerden.Keine WD-RepeatProteinekonntenin denvollstandig
durchsequenzierte@enomerder BaktereierEsdherichia coli, Helicobacterpylorii, Ha-
mophilusinfluenzae Bacillus subtilis, der ArchaebakterierMethanococcugannasdaii,
Methanobacteriunthermoautotophicumund Archaealobusfulgidus sowie der Myco-
plasmerMycoplasmagenitaliumund M. pneumoniagachg&iesenwerden.ln denEu-
karyotenA. thalianawurdenbisher59,in C. elegans88 undin derHefe 58 WD-Proteine
identifiziert(dieseZahlenstammervon Chrysanth&aitatzesBioMolecularEngineering
ResearchCenter BostonUniversity, ht t p: / / bmer c- ww. bu. edu/ wdr epeat /
nmenber s. ht m ). Die einzelnenMitglieder der WD-Familie weisenin der Regel eine
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1 Einleitung

konserviertéAminosauresequerauf(Lalioti etal., 1996;Verreaultetal., 1996;de Vetten
etal., 1997;Némethetal., 1998;Rodriguezetal., 1999).

WD-Proteinesind jedochnicht die einzigenProteine die Propellerstrukturemausbil-
den.Dochim Gegensatzu diesenNicht-WD-Propeller-Proteines als Beispieleseien
hier Hamopein (Paoli et al., 1999) CollagenaselfLi et al., 1995)und die Methylamin-
dehydrogenasgChenet al., 1992a)genannt- konntein keinemFall eineenzymatische
Aktivitat einerWD-Propellerstruktugezeigtwerden.

In derabgeleiteteProteinsequenzon DmXwurdendurchvisuelleAnalysen30 WD-
ahnlicheWiederholungseinheitevon Kraemeretal. (1998)identifiziert(vergleichel.6).

Abbildung 1.5: 3D-Strukturvon Giy131Y2. Die Darstellungwurdemit demProgramnSwissPdb-
Viewer35blunddemRaytracingProgrammPOV-Ray 3.1dausdementsprechendepdb-Eintrag
ausderBrookhaven-Datenbankht t p: / / ww. r csb. or g/ pdb/ ), welcherdie atomarerKo-

ordinaterenthélt,erzeugtDie dreidimensionaldnsichterhaltman,indemmandie Abbildungin

normalemLeseabstandor sichhéltunddie beidenTeilbilderdurchSchielerzur Deckungbringt,

oderdurchVerwendungeinerStereolupe.
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1.5 DMX/CPY ist ein WD-RepeaProtein

Unterdiesensindbesonderslie C-terminalensechs/VD-Repeatsn dertypischenWeise
tandemartigangeordnet.

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

HH-0=0=00-00-0-00-00—0- 00— =00}

Abbildung 1.6: Positionvon WD-Repeatsauf der abgeleiteterAminosauresesequenpn DMX
nachKraemeret al. (1998).Die einzelnenRepeat-Einheitesind als Ovale daigestellt.Die Ab-
standezwischendenC-terminalenVD-Repeatsind extremklein undvariierenzwischenll und
20 Aminosauren.
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1 Einleitung

1.6 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Obwohl aufgrundderNukleotid-undderabgeleitete®minosauresequerenigeinteres-
santeEigenschaftenlesDMX/CPY-Proteinsvorhegesagtwerdenkénnen,muf3 die tat-
sachlicheFunktion experimentellerarbeitetwerden.Zunachstsollte der chromosomale
Lokus von DmX genaubestimmtwerden.Dabeiwar von grol3eminteressepb bereits
verfugbareDmX-Mutantenausdemvon zahlreichemArbeitsgruppemurchgefihrteu-
tageneseexistieren,um AufschluRiberdenPhanotypzu erhalten Eine derwichtigsten
Fragenbei der Funktionsanalyseon Genenist die nachdem Transkriptionsprofil Eine
Analysederstadienundgewebsspezifischefranskriptionvon DmX sollte Hinweiseauf
die FunktiondesGensbzw. desGenproduktdiefern. In diesemZusammenhangollte
auchuntersuchtverden,inwieweit sichdasDmX- und DmSPX-Gen,derenTranskripti-
onsstartswur 174bp auseinanderlgen,in ihren Transkriptionsmustermoneinandeun-
terscheidenGene die ein sehrahnlichesExpressionsmusteufweisen stehenn vielen
Fallenauchin einemfunktionellenZusammenhandpafur Drosophilaschonviele Gene
durchihr Transkriptionsmustesharakterisiertvurden solltenmit Hilfe dieserErgebnisse
Genemit ahnlichemTranskriptionsmustddentifiziertwerden.

Erstdurchdie vollstandigeKlonierungdeshomologenGensDmXin D. melanogas-
ter (Kraemeretal., 1998)wurdenUntersuchungemit transgeneiVektorkonstrukterund
Mutageneseermdglicht. Mittels verschiedenefantisense”-Stratgen sollte in transge-
nenFliegenversuchtwerden,die endogendexpressionvon DmX zu unterdriiclen oder
zu stérenund einenentsprechendeBmX ~-spezifischerPhanotypzu erzeugenDurch
die VerbindungpotentiellerregulatorischeBereichevon CpY und DmX mit verschie-
denenReportegenenoder Markerkonstrukten solltendie fur eine normaleExpression
bendtigtenAbschnitteidentifiziert werden.Mit diesemWissenist die Konstruktionei-
nessogenannteRettungsektorsmoglich, mit demeineKopievon DmXals Transgenn
dasGenomvon D. melanogasteeingeschleustvird. Mit Hilfe dieserKopie kdnntees
maoglich sein,durchKomplementatiorfRettung)entsprechenddeMS-Mutationereinen
DmX ~-Phanotyeu identifizieren.

Durch einenVergleich der experimentellerErgebnissevon Lokalisation, Transkrip-
tionsanalyseind Phanotypmit bereitsanalysierterDrosophila-Genensollte in Zusam-
menhangnit einerbioinformatischerCharakterisierungdesabgeleiteteMX/CPY-Pro-
teinsein Modell fir einemdglicheFunktionerarbeitetverden.
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2 Material und Methoden

2.1 \Versuc hstiere

2.1.1 Chironomus

Die verwendeteierederArten C. thummiundC. piger stammterentwederusderper
manenterLaborzuchtunserednstituts oderausFreilandgelgen.EinzelneGelege wur-
denbis zumviertenLarvenstadiumn bellftetenSchalenbei Raumtemperatuaufgezo-
gen.Als Futter dienteinsektizidfreiesBrennesselpukr und Zellstoff. Das Geschlecht
derLarvenwurdeanhandderimaginalscheibebestimmt.Dazuwurdendie letztenzwei
Seymenteabgetrenntin 50% Essigsaurdifferenziertund mit denAbbildungenin Wl-
kerund Go6tz (1968)verglichen.

2.1.2 Drosophila melanogaster

Furdie Untersuchungewurdendie in Tabelle2.1aufgefiihrterDrosophilaStammerver-
wendetDie HaltungderStammeerfolgteunterStandardbedingungdrei 25°Cbzw. 18°C
(Ashhurner 1989).Eiablagererfolgtenauf mit Trockenhefeversetztepfelsaftagar-Pe-
trischalen(25g/1). Die Determinierungder Entwicklungsstadiemvurde gemanlCampos-
OrtegaundHartenstein{1985)(sieheAnhang)vorgenommen.

2.2 Standar dmethoden

Zur Aufreinigungvon DNA wurdenPhenoletraktionendurchgefuhrtentwedemit Phe-
nol, dasmit 50mM Tris pH 7,6 gesattigt,oder zusatzlichmit Chloroformund Isoamyl-
alkoholim Verhaltnis25:24:1gemischtwar. EswurdeimmereineChloroformetraktion
angeschlossemm in derwassrigerPhaseverbliebene$?henolzu entfernen Alternativ
wurde die Aufreinigung mit dem ,QIAquick PCR PurificationKit* der Firma Qiagen
(Hilden) durchgefuihrtDNA auseinerLésungwurdemit 1/10Vol. 10x Dialysepufer so-
wie 2 Vol. Ethanolabs. mindestensl5min bei -20°C bzw. -80°C geféllt und bei 4°C
und 12000g fur mindestend. 5min abzentrifugiert DasDNA-Pelletwurdeanschliel3end
mit 70%igemEthanolgevaschenund in einer Vakuumzentrifugegetrocknet.Der Ver
daumit RestriktionsendonukleasenfolgteentsprechendenAngabendesHerstellersn
20pl-Ansatzenanalytisch)bzw. 150ul-Ansatzenpraparatr). GenomischédNA wurde
in 30pl-AnséatzeniberNachtverdaut.Die Isolierungder DNA ausGelenerfolgte nach
der Methodevon McDonell et al. (1977)durchElektroelutionodermit dem, QIAquick
Gel ExtractionKit* von QiagennachdenAngabendesHerstellers.
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2 Materialund Methoden

Stamm Genotyp Bemerkung
white™ (Morgan,1910;MorganundBridges,1916)
B-2380 Orggon-R Wildtyp
: . D
A2-3: i TMSSbP(rrAZ—3)998 (Robertsoretal., 1989)
2,3Balancer: ¥ SMiéa TP'\r’]'ﬁnyOTb (Vef, pers.Mitteilung)
4-fachBalancer %Lrg; X (Vef, pers.Mitteilung)
B-1665 Df(1)5D Bruchpunkte5D1;5E1-5E8
B-946 Df(1)N73 Bruchpunkte5C2;5D5-5D6
B-945 Df(1)C149 Bruchpunkte5A8-5A9;5C5
UM-16280 Df(1)JF5 Bruchpunkte5E6;5E8
1874 wt; Pwt™-ns=GayB 389! GAL4
1878 wt: PwH™:hs=GayB T80/CyO! GAL4
1747 ylwt: Pw™-ns=GayB 71B! GAL4
1822 yl wt: Pw+mC=GAL4-Hsp70.PB31-1/T(2;3)BXy0, Cy! dp*?
1747 ylwt: Pwr™-hs=GayB 71B! GAL4
813 wt: PwH™:hs=GayB  (Urban,pers.Mitteilung)
853 wt: PwH™:hs=GayB  (Urban,pers.Mitteilung)
1018 wt; PwH™hs=GayB  (Urban,pers.Mitteilung)
1087 wt; PwH™hs=GayB  (Urban,pers.Mitteilung)

Tabelle 2.1: In dieserArbeit verwendeteD. melanogasteStamme:Der white”-Stammdiente
zur Injektion von Transformationssktorenmit demmini-white Reportegen. Oregon-Rdientein
vielerlei Hinsicht als Negatv/Positvkontrolle. A2—-3 wurde zur Mobilisierungvon P-Elementen
verwendetDie Balancer-Stammevurdenzur Homozygotisierung/on Transgenerbendtigt. B-
1665,B-946,B-945,B-946 undUM-16280dientenderLokalisierungvon DmXundDmSPX Die
GAL4StammeaxprimierenGAL4 im Zentralnerensystem.
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2.3 DNA-Préaparation

2.3 DNA-Praparation

2.3.1 Isolierung von Phagen-DNA

Die PraparatiorrekombinanterDNA desPhagerEMBL3 (Frischaufet al., 1983)wur-
de nachMarzluff (unveréffentlicht) durchgeftihrt250ul einerWirtsbakteriensuspension
(E.coliP2392;Stratagen€loning SystemsHeidelbeg) mit einerODggg von 0,6— resus-
pendierin 10mM MgCl, —wurdenmit 10—-30ul Phagensuspensigemischund15min
bei37°CpraadsorbierDer Ansatzwurdein 35ml L-Medium mit 20mM MgCl, (oderin
NZY-Medium) tberfuhrtund bei 37°Cbis zur Lyseder Zellen (iberNacht) geschttelt.
Nichtlysierte Bakterienwurdendurch Zugabevon einigenTropfen Chloroformabgeto-
tet und die Bakterientberrest&5min bei 9000g und 4°C sedimentiertDie Fallungder
Phagenpartiél wurde erreichtdurchLésenvon 0,06 g/ml NaCl und 0.07 g/ml PEGiIm
Uberstandmit anschlieBendeeinstiindigernkubationauf Eis. Die Sedimentatiorder
Phagenpartiél erfolgte durch30minutigeZentrifugationbei 4°C und 9000g. NachRe-
suspensionlesPhagenpelletsr 1 ml SM-Mediummit 10mM MgCl, wurdenbakterielle
DNA und RNA durchZugabevon 10ug/ml DNaselund 50pug/ml RNaseA 30 min bei
37°C (oder 3h in Eis) verdaut.Die Phagenhullewurdendurch Zugabevon 1/10Vol.
SDS-Mix sowie 10minutigerinkubationbei Raumtemperatuaufgebrochemund durch
dreiPhenolundeineChloroform-lsoamylalkhol Extraktionenentfernt.Als Fallungssalz
fur die DNA diente1/10Vol. 2M NacCl.

2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Um zu testen,ob eine Bakterienlklonie dasPlasmidmit demgewtinschternntegratent-
halt, wurdenkleinereMengenDNA nachder Methodevon He etal. (1990)durchPerfo-
rierungderBakterienmit TELT-Puffer gevonnenpzw mit dem,QIlAprep SpinMiniprep
Kit* derFirmaQiagen(Hilden). GréRereMengenPlasmid-DM erhieltmandurchparti-
elle LysederBakteriennachder Methodevon Clewell und Hellinski (1969),modifiziert
nachSchmidtund Godwin (1983),bzw. mit dem, Qiaquick PlasmidMidi kit* (Qiagen,
Hilden).

2.3.3 Isolierung genomisc her DNA aus Chironomus und Drosophila

Die Methodewurde nach Kraemer(pers. Mitteilung) durchgefihrt:Zwischen40 und
60Imagineswurdenmit CO, betaubtundin einemPotter-ENehjem-Homogenisatanit
5ml Homogenisierungsptdr [l hochstensireimalhomogenisiert-ir 1-30Larvenbzw.
50ul Embryonenwurdenin einem1ml-Glashomogenisatds00ul Homogenisierungs-
puffer Il eingesetztNachZugabeeinerSpatelspitzéroteinasé und ein- bis zweistin-
digerinkubationbei60°Cfolgtenzahlreiche?henol-undChloroformetraktionenwobel
weitlumigePipettenspitzemerwendetvurden.
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2.4 RNA-Praparationen

Alle RNA-Arbeitenwurdenmit HandschuhenndDEPC-behandelteReagenziedurch-
gefuhrt. Homogenisatoremurdenvor der Wiedenerwendunggrindlichmit Wasseraus-
gespultmit Chloroformgewvascherund mindestend0min mit UV-Licht bestrahlt.

2.4.1 RNA-Isolierung mit Guanidinthioc yanat

Die Isolierungvon RNA wurde nacheinerveranderteMethodevon Chomczynskiund
Sacchi(1987)durchgefihrtDabeiwurden100mg Gewvebein 1 ml Guanidinlésundo-
mogenisiertmit 0,1Vol. 2M NatriumacetapH 4 versetztund vermischt.Nach Zugabe
von 1Vol. wassegesattigtenPhenol Mischenund Zugabevon 0,2 Vol. Choroformer-
folgte eineviertelstiindigdnkubationauf Eis. Nacheiner20minttigenZentrifugationbei
10000g und4°C wurdedie RNA ausderoberenPhasanit 1Vol. Isopropanofir 30 Mi-
nutenbei-20°Cgefalltundanschlie3entiei 10000gund4°C pelletiert.DasPelletwurde
in 0,3Vol. Guanidinlésung@ufgenommemind nochmalamit Isopropanobefallt. Danach
wurdedasPelletin 75%Ethanolresuspendieri,0MinutenbeiRaumtemperatunkubiert
undabzentrifugiertNachfunfminttigemTrocknenin einerVakuumzentrfug&onntedie
RNA in 100-20Qul a. bidestaufgenommenverden.

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

Ungefahr30Larvenoderentspechendiele Adulte wurdenin einemPottermit 1 ml Hol-
mes-Bonnet.dsunghomogenisiertDasHomogenatvurdemindestenslireimalmit Phe-
nol-Chloroformextrahiertund anschlieRendiber Nachtmit 2,5Vol. Ethanolbei -20°C
gefallt. Die NukleinsauremwurdendurcheinehalbstindigeZentrifugationbei 3600UpM
und4°C pelletiert.Die RNA wurdedurchAufnahmedesPelletsin TESundZugabevon
3Vol. 4,5M Natriumacetatir zwei bis drei Stunderauf Eis gefallt. NachZentrifugation
undWascherdesPelletsin 3M Natriumacetatindanschliel3enth 70% Ethanolerfolgte
einekurzeTrocknungund AufnahmederRNA in a. bidest.

2.5 PCR-Techniken

Die Amplifikations-Reaktionemrfolgtenentwederauf einemAutogene-Geratler Firma
GRANT (England) einemDNA-Engine-Gera{Biozym, HessisctOldendorf)odereinem
PCRsprint-Geradler FirmaHybaid (Heidelbeg).

2.5.1 Standard-PCR

Die PCR(Saikietal., 1988)wurdemit 50ng genomischeDNA oderlngPlasmid-DM,
je 500ng Primet 0,2mM dNTPs,2,5 U Tag-Polymerasen 1x Taqg-Pufer durchgefihrt.
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2.5 PCR-Echnilen

Tag-PolymeraseurdenachPluthero(1993)isoliert. Im Standardill wurdedie PCRun-
terdenin Tabelle2.2 Bedingungerdurchgefuhrt:

2.5.2 X-large PCR

Zur Amplifikation von DNA-FragmentenywelchegréR3erals4 kb sind,ausinsektenvurde

ein Gemischderthermostabile®olymerasefaqundPwo verwendetyon denerietztere
eineKorrekturlesefunktiorbesitzt.Dadurchwird die Amplifikation langererFragmente
Uberhauperstermdglicht,aul3erdemvird einehdhereReplikationsgenauigt und Aus-

beuteerzielt.Das, Expand ™ LongTemplatePCRSystem“derFirmaRoche(Mannheim)
erwiessich hierfur als geeignet(Weil et al., 1995). Alle Reaktionerwurdenin einem

Geratmit Piezo-Echnikdurchgefihrf DNA-Enginevon Biozym, HessischOldendorf).

TypischeParametefur die Amplifikation einesl6kb-FragmentekdnnenTabelle2.3ent-

nommenwerden.

Denaturierung: 10sec.- 1min 94°C

LYAnnealing“: 1,2-3min 54°C
Elongation: 2,5min 72°C
33Zyklen

Tabelle2.2: Standard®CRBedingungen

Vordenaturierung: 2min 92°C
Denaturierung:  10sec. 92°C
LAnnealing*: 30sec. 65°C
Elongation: 15min 68°C
10Zyklen
Denaturierung:  10sec. 92°C
LAnnealing*: 30sec. 65°C
Elongation: 15min (+20sec./ Zyklus) 72°C
20Zyklen

Tabelle 2.3: X-large PCRszur Amplifikation desgesamterCpY wurdenmit denanggebenen
Parameterrauf einerBiozym DNA-Enginedurchgefunhrt.
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2.5.3 RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR)

Um die unterschiedlich&xpressiordifferentiellgespleil3teExonsin verschiedenee-
webenzu untersuchemnwurdezunédchstGesamt-RM isoliert, wie in Abschnitt2.4.1be-
schrieben1-10ug dieserRNA in 10pul a. bidestwurdenzusammemit 2 ul Primerflr
10min bei70°Cinkubiertundsofortauf Eisgekihlt.NachZugabevon 4 pl 5x Erststrang-
Puffer, 2l 0,1M DTT, 1 ul 10mM dNTPsund1 pl reverseTranskriptas€Superscriptl.i-
fe TechnologiesEggensteinund 10min Inkubationbei Raumtemperatuiolgten 50min
bei42°C.Danachwurdedie RNA durchZugabevon 2 ul 6M NaOHund einerhalbstiin-
digeninkubationbei 65°C abgebautder Ansatzmit 2 ul 6M Essigsauraeutralisiertund
mit a. bidestauf 50l aufgefillt. NacheinerAufreinigungmit dem, QlAquick PCRPuri-
ficationKit* (Qiagen,Hilden) undElutionin 50ul 210mM Tris pH 7,5 wurdenl1-5pl fur
die Standard-PCRingesetzt.

2.6 Verwendete Plasmid vektoren

In dervorliegenderrbeitwurdendiein denAbbildungen2.1,2.2,2.3,2.4,2.5gezeigten
Plasmidwektorenzur Klonierung, Subklonierungund zur Konstruktionvon Expressions-
vektorenverwendet.

2.7 Klonierung in Plasmid-V ektoren

Zur SequenzierungurdenDNA-Restriktionsfragmentan dendoppelstrangigenirkula-
renKlonierungsektorpUC18(Yanisch-Perrort al., 1985)kloniert, bzw. in pKS (Stra-
tageneHeidelbeg). DieseVektorenbesitzereinemultiple Klonierungsstellaind kodie-
renflr einlacZ’-Peptid.DiesesPeptidkannmit dervom Wirtsstammkodierten teilwei-
sedeletierterfunktionsuntiichtigefs-Galaktosidasein funktionstiichtigesdybridprote-

Hindill  Sphl  Pstt Sall  Xbal BamHI_>"3  Kpnl Sacl  EcoRl

CCAAGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTACCGAGC TCGAATTC

— —
lacz’ lacl Ori AmpR

Abbildung 2.1: Der Klonierungsektor puC18 (Yanisch-Perroret al., 1985) gestattetaufgrund
seinergeringenGroReund der Méglichkeit einer blau/weil3-Selektiordie einfach Klonierung,
Selektionund Sequenzierungon DNA-Fragmenten.
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2.7 Klonierungin Plasmid-\éktoren

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
1 1 1 1 1 1 1 ] ]

Kpnl  EcoRI

Hindlll Xbal
l

Tubulin-Trailer

| L l
P5’ Hsp70Ab/ white P3 w Carnegie 4 w

Abbildung 2.2: Der DrosophilaTransformationssktor pKB256 (Basler pers.Mitteilung) erlaubt
die ExpressiorbeliebigerORFsin D. melanogasteunterderKontrolledesHitzeschockpromotors
Hsp70.DaslIntegratsollte nebendemsStartlodonnocheinenTeil des5’-untranslatierterBereichs
zwischender TATA-Box und es StartlodonsenthaltenDie korrekte TerminationdesTranskripts
istdurchden3’-untranslatierteiereichsdesGenshsp70gewarleistet. AlKlonierungsschnittste
len kommendafirim 5’-BereichKpnl undim 3’-BereichEcoRlin Frage.

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

Xbal Kpnl Xhol Notl Eagl Bglll Hpal EcoRl

R

Polylinker
<« SV40|  5XUAS
—ea) ——
<
PS5’ white Hsp70Ab P3 w AmpR W

Abbildung 2.3: Der DrosophilaTransformationssktor pUAST (Brandund Perrimon,1993)ge-
stattetdie stadien-und gevebsspezifischExpressiorvon ORFsunterderKontrolleder UAS-Se-
guenzenkFurdie korrekteTerminationder Transkiptesoigt der SV40-Terminator Durch Einkreu-
zender resultierendetJAS-ORF-Stammen die entsprechende@Al4-Stammekann der ORF

unterdemjenigerPromotor/Enhanceaxprimiert werdenunterdesserkKontrolledaseingekreuzte
GALA4 steht.
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1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000

12000
1 1 1 1 1 1 1 1

EcoRI Kpnl Sstll NotlSfiXbal Sall

> EcoRlI Sall  Pstl Sphl
Polylinker

| |->
I ) Wm— —.

- - i 3 R )
ATG-lacZ hsp70-term hsp70 white P3 Amp! P5

Abbildung 2.4: Der DrosophilaReportegervektor pwATG-lac1(Kuhnetal., 1988)istein D. me-
lanogaster-Reportegervektor, der daslacZ- unterdie Kontrolle deseinkloniertenPromotorele-

mentsstellt. DaslacZ-Genbesitztein eigenesstartiodon,daseinkloniertePromotorelemergolite
eineTATA-Box in entsprechendembstandbesitzen.

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 1000011000 12000
] ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I

Adh-AUG Sall Kpnl BamHI EcoRlI

Pstl Sall  Xball Polylinker Sall  Sall
-
puc P3’ SV40 lacZ hsp70 white P5’

Abbildung 2.5: Der Reportegen-\ektor CaSpeR-A/G-3gal (Thummelet al., 1988) entspricht
in seinerFunktion im Grunde pwATG-lacl. Der Unterschiedbestehtdarin, dafl? hier der 5’-

untranslatierte(Bereichdes Adh-Gensenthaltenist, die GrenzendeseinkloniertenPromotorele-
mentskonnenhier etwasfreier gevahltwerden.
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2.8 TransformationvonE. coli

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
1 1 1 1 1 1 1
- 5.1
|
pucis Hsp70 V V ry
p\7 hs.PRA2-3

Abbildung 2.6: DasHelferplasmidpUCgiA2—-3(Mullins etal.,1989;Rio0, 1996;Fokta,1997)tragt
eineHsp70-rgulierte P-Element-Tansposasallerdingsohnedie terminalen,invertedrepeats®,
die einelntegrationin dasGenomerlaubenwirden(,wings clipped”). Sowird die Transposase
nur fir einenkurzenZeitraumnachder Injektion exprimiert und kanndie IntegrationdesTrans-
formationsektorsvermitteln.

in bilden (Langley et al., 1975) und erlaubtaufgrunddiesera-Komplementatioreine
blau/weil3-Selektiomuf IPTG / X-Gal-haltigenPlatten.Die Endenvon Restriktionsfrag-
mentengdie nichtkompatibelzur Klonierungsstellevaren,wurdendurchKlenow-Enzym
aufgefulltundin die Hincll-Restriktionsschnittstellegiert. Die Ligation erfolgtegrund-
satzlichmit T4-Ligase.Fur Klonierungin DrosophilaTransformationsektorenwurden
in derRegel PCR-Fragmentgerwendetwelchemit Primernamplifiziertwurden,die an
ihrenEndenspezifischeschnittstellertragen.

2.8 Transformation von E. coli

Die Transformatiorvon Plasmid-DM in kompetent&Virtszellenwurdenacheinermodi-
fiziertenCaCh-Methode(MandelundHiga, 1970)durchgefuhrtAlternativ dazuerfolgte
die TransformatiordurchElektroporationUm E. coli kompetentr die Elekroporation
zumachenwurdeeine500ml Kultur mit einerODggg von 0,5-0,7bei 2°C pelletiertund
dreimalmit eiskaltema. bidestgevaschenDer letzte Waschschriterfolgte mit eiskal-
tem 10%igemGlyzerin, woraufhindie Zellenin 1Vol. davon resuspendiemindin 50l
-Aliguots bei -80°C gelagertwurden.Die Transformatiorerfolgtein 1 mm Kivettenfir
5msbeil400V, in 2mmKiuvettenbei 2000V in einemElektroporations-Impulsgenerator
EPI12500(FischerHeidelbeg). SofortnachdemPulswurdel ml L-Medium hinzugefugt
undnach30min bei 37°Cein Aliquot von 50-100ul ausplattiertPositve Klone wurden
durch PlasmidisolierungnachHe et al. (1990) und anschliel3enderRestriktionserdau
bzw. durchKoloniefilterHybridisierung(Kapitel 2.11.2)identifiziert. 200l jederpositi-
venKulturwurdenin 2x L-Medium/ Glyzerinim Verhaltnisl:1bei-20°CalsDauerkultur
gelagert.
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2.9 DNA-Sequenzierung

Die fiir die Sequenzierungon DNA eingesetztdethodeberuhtaufdemPrinzipderKet-
tenabbruchmethodeon Sangeret al. (1977)unterVerwendungvon vier unterschiedlich
fluoreszenzmarkierteDidesoxynukleotider,Dye-Terminators”).Fur die Sequenzierre-
aktionwurdenzwischen0,2 und 2 ug superzirkularedoppelstrangig@®lasmid-DM ein-
gesetztwelchemit dem,QlAprep Spin Miniprep Kit“ (Qiagen,Hilden) isoliert wurde.
FUr die Sequenzierunpatsichdas,2-step-protocol“mit denin Tabelle2.4 aufgefiihrten
Parameterrbevahrt. Der Ansatzwurdedannmit 1/10Vol. 3M NatriumacetapH 6,0und
2 Vol. Ethanolfir 15min auf Eis gefallt, gewaschenund getrocknetDie in Formamid
gel6stenProbenwurdenauf einemABI 373 oderABI 377 (Perkin-Elmer)elektrophore-
tisiert, eingelesemind mit dermitgeliefertenAnalysis-Softvareautomatisctausgevertet.
Die weitereDaterverarbeitungerfolgte mit denProgrammerSequencheB.0 (GeneCo-
desCorporationAnn Arbor USA), undBLAST (Altschuletal., 1990).

2.10 Markierung von DNA

Die Markierungder DNA wurde radioakty mit dem,RandomPrimedDNA Labeling
Kit“ odernichtradioaktv mit dem ,DIG DNA LabelingKit* der Firma Roche(Mann-
heim) nachder Methodevon Feinbeg und Vogelstein(1983) entsprechenden Anga-
bendesHerstellerdurchgefuhrtFurradioaktve genomisch&outhern-Analysewurden
ca.1pg Sonden-DM und50-80uCi a2PdATP bzw. a®2PdCTPeingesetztFir,,whole
mount” in situ-Hybridisierungernn D. melanogastewurdenca. 200 ng einesGemischs
von cDNAs, welcheGrol3teiledesDmX -Gensabdeclken, mit dem,DIG DNA Labeling
Kit* (Roche,Mannheim)markiert. Zum Ansatzwurden3 pl pd(N)-Primer (20mg/ml
PharmaciaFreiturg) hinzuggeben,um kleineremarkierteFragmentezu erzeugendie
eine hbhereGewnebaangigleit aufweisen Fir ,whole mount” in situ-Hybridisierungen
in C.thummiwurdeein mittels X-large-PCRgevonnene$-ragmentesCpY -Gens(siehe
Kapitel2.5.2)verwendetDie Markierungvon DNA-Fragmenteffiiir diechromosomalén
situ Hybridisierungerfolgtemit demdem,DIG DNA LabelingKit* (Roche Mannheim)
nachdenAngabendesHerstellers.

Vordenaturierung: 2min  96°C

Denaturierung: 10sec. 96°C

»LAnnealing“undElongation: 4min 55°C
25Zyklen

Tabelle2.4: Parametedes,2-step-protocol‘fir die standardisiert®NA-Sequenzierung
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2.11 Hybridisierungstechnin

2.11 Hybridisierungstec hniken

2.11.1 Southern-Hybridisierung

Der Transfervon DNA-Fragmenterauf Nitrozellulose-oderNylonfilter erfolgteim we-
sentlichemachderMethodevon Southern(1975)in der Anordnungvon Sambrooletal.

(1989, S. 9.34). Nach Transfey Fixierungder DNA flr 2h bei 80°C und drei- bis vier-

stindigerPrainkubatiorin 2xPM in 6x SSC(Denhardt,1966) mit 1% SDSerfolgtedie
Hybridisierungmit derradioaktvenSonden 1x PM in 3x SSCmit 0,5%SDSiberNacht
bei 60—-63°C.Durch mehrmaligesNaschenn 2x SSCbei 60-63°Cluber4—6h wurden
nichtgelundeneMolekiile der Sondeabgevaschen Anschlie3endvurde der Filter ge-
trocknetund bei -80°C mit einemRontgenfilmund Verstarlerfolie GberNachtoderbis
zu 14Tageexponiert. Bei Verwendungvon Nylonmembranerwurdendiesenachdem
DNA-Transfereine Stundebei 120°Cangebac&n und 1 h in Hybridisierungsputr oh-
ne Formamid(hegestellthachAnweisungdesAMPPD-HerstellerdRoche,Mannheim)
bei 65°Cinkubiert. Die Hybridisierungmit Digoxigenin-markierterSondererfolgtebei
65°C UberNacht,der Antikdrpernachweisind die Detektionwurdenentsprechenden
AngabendesHerstelleryRoche Mannheim)durchgefihrt.

2.11.2 Koloniefilter-Hybridisierung

Zur Identifizierungvon transformierterBakterienklonendie dasgewiinschterekombi-
nantePlasmidtragen,wurdedie von Grunsteinund Hognesg1975) beschrieben&olo-
niefilter-HybridisierungeingesetztDazuwurdenauf zwei gerastertdNitrozellulosefilter
welcheaufampicilinhaltigen(100ug/ml) Agarplattenagen,anidentischePositionerdie
zu untersuchendeBakterienlolonieniberimpftund dieseliberNachtbei 37°Cbebritet.
EinerderNitrozellulosefilterwurde zur Denaturierungler Bakterien-DM fur 7 min auf
ein mit 0,5 M NaOH getrankted-ilterpapiergelegt, getrocknetund fir 5min auf einem
mit 1,5M Tris/HCI pH 7,4 getrankterFilterpapierneutralisiert AnschlieRendvurdeder
Nitrozellulosefilterfir 5min in 0,5M Tris/1,5M NaCl pH 7,4 inkubiert und erneutge-
trocknet.Nach einer 30minttigenBehandlungmit Proteinase&K (1 mg/mlin 1x SSC),
bei der bakterielleProteineabgebautverden,wurde die ReaktiondurchkurzesEintau-
chendesFiltersin EtOH gestopptDer getrocknet&oloniefilterwurdefir 5minin 0,3M
NaCl inkubiert und anschlieRendurz zwischenzwei Blattern Filterpapiergeprel3tum
Bakterienresteu entfernenNachdemFixierenderDNA aufdemFilter durcheinezwei-
stindigelnkubationbei 80°C wurdeder Filter in 2xPM in 6x SSC(Denhardt,1966)mit
1% SDSfur mindesten8 h bei 60°C prainkubiertum unspezifisch&indungsstellerab-
zusattigenDie Hybridisierungmit einerin 1x PM in 3xSSCund 0,5% SDS geldsten
radioakty markiertenSondeerfolgte iberNachtbei 65°C. Freie, nicht gelundeneSon-
denmolekilevurdendurchdreimaligesWascherder Filter in 2x SSChei 65°C entfernt.
Zur Detektionder Signalewurdendie getrockneteriKoloniefilter mit einemRontgenfilm
und Verstarlerfolie bei -80°C exponiert.
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2.11.3 Northern-Hybridisierung en

Fur Northern-Hybridisierungemvurden zwischen5-20ug Gesamt-RM (sieheKapitel
2.4.1)auf einemformaldehydhaltigegarosgel in 1xMOPS-Pufer elektrophoretisch
aufgetrenntNacherfolgter Elektrophoresevurde dasGel photographiertfir 2Z0min in
20xSSCinkubiert,und die RNA anschlieRendiber Nachtin 10xSSCauf einenNitro-
zellulosefiltertransferiert(Sambrooket al., 1989).Die weitereBehandlungwie die Hy-
bridisierungmit radioaktv markierterDNA und die Detektionder Signale erfolgte wie
unter2.11.1beschrieben.

2.11.4 ,whole mount" in situ-Hybridisierung en

Die ,whole mount”in situ-Hybridisierungan Embryonerund Ovariender Arten D. me-
lanogasterund C. thummiwurdennacheinerveranderteiMethodevon Tautzund Pfeifle
(1989) durchgefuhrtZur Fixierungwurdendie auf Apfelsaft-Agar Schalenabgelgten
DrosophilaEier mit VE-Wasserin ein Sieb gespult,fiur 3-5min in 50% Chlorbleiche
dechorionisiertgrindlichmit 0,1% Triton X-100 in VE-Wassergespiltund fir 30min
auf einemRotationsschuttlem Fixativ inkubiert. Nach der Fixierung wurdendie Em-
bryonenausder Interphasezur Devitellinisierung in 4ml -70°C kaltes Heptan/ 90%
Methanol-50nM EGTA (1:1) iberfuhrtundbei Raumtemperatureftig geschutteltNach
diesemSchritt sinken die devitellinisierten Embryonenzu Boden, Vitelinmembranen
und nicht-devitellinisierte Embyonenverbleibenin der Interphaseund wurdenverwor-
fen. NachEntfernungdesUberstandesvurdemehrmalamit reinemEthanolgespiilt,und
die Embryonendarin gegebenerdlls bis zu zwei Monate bei -20°C gelagert.Ovarien
wurdendirekt nachder Fixierungin PBT tberfuhrt.Um die Embryonenfir die Hybri-
disierungvorzubereitenmul3tensie Ubereine Alk oholreihevon 70%, 50% und 30% in
PBT Uberfihrtwerden NacheinerzweimaligenSpuilungin PBT erfolgteeineNachfixie-
rungin 4% Paraformadehyd PBT fir 20min gefolgtvon einerfinfmaligenSpulungin
PBT. Um dasGewnebepermeabelir die Sondezu machenwurdeesfir 4—6minin 50ug
Proteinas&/ml PBT arnverdaut DieserVerdaustellt einenkritischenSchrittdar: Zu lan-
ger Verdaukann zur Auflésungder Embryonenwahrendder Hybridisierungfiihren, zu
kurzerVerdaufuihrt zu erhéhtenHintergrundundeinergeringeremNachweisempfindlich-
keit. Aus diesemGrundwurdedie Zeit fir denVerdaubeijederChage Proteinas& neu
optimiert. Fur Ovarienist ein Proteinas& Verdauvon 10—45min optimal.Zweimaliges
Waschenn 2 mg Glycin/ml PBT beendetlenVerdau NachzweiWaschschrittein PBT,
einerNachfixierungwie obenbeschriebenynd entsprechender@pulenin PBT wurden
die Embryonenpzw Ovarieneinmalin 1:1 mit PBT verdinnteHyb-Ldsunggewvaschen,
bevor sie 1h bei 48°Cin Hyb-LdsungprahybridisiertenZur Hybridisierungwurdendie
Embryonen(Ovarien)in 100ul Hyb-Lésungmit 6 ul Sondein einemWasserbadiber
Nachtauf 48°C gehaltenUngelundenemarkierteDNA wurdedurchje einmaligeswWa-
schenin Hyb-L6sungin 1:1in PBT verdiunnteHyb-Losungund fiinfmaligesWaschen
in PBT ausden Embryonen(Ovarien) entfernt.Alle Waschschrittedauertenca. 15min
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2.12 Agarose-Gelelektrophorese

bei48°C.FurdenAntikérpernachweisler DIG-markiertenrDNA wurdendie Embryonen
(Ovarien)zweimalmit AP-Pufer gespultundin 1 ml AP-Pufer mit 4,5ul NBT und 3,5l
X-Phosphat,,DIG DetectionKit* Roche,Mannheim)im Dunkeln gefarbt.Die Reakti-
on wurdeanhandeinesAliquots am Stereomikrosé&p verfolgt und durchNachfixierung
mit 4% Paraformaldehyd PBT gestopptZur Aufbewahrungund Beobachtungvurden
die Embryonenund Ovarien schlieR3licherstin 30% Glyzerin/ PBT und dannin 70%
Glyzerin/ PBT uberfihrt.

2.11.5 In situ-Hybridisierung an Polytdnc hromosomen

Die mikroskopischelLokalisationisolierter DNA-Fragmenteauf Polytdnchromosomen
ausSpeicheldrusearfolgteunterVerwendundigoxigenin-undBiotin-markierterDNA-
Fragmentauind anschlielendenmmunologischeNachweis(LangerSaferet al., 1982)
mit FITC- bzw. TRITC-geloppeltenAntikérpern. Einzelheitenfindet manbei Hankeln
und Schmidt(1987)und Schmidt(1992).

2.12 Agarose-Gelelektr ophorese

DNA-Fragmentem Bereichzwischenl50bp bis 23kb wurdennachZugabevon 1/5Vol.
DNA-StoppuferaufverschiedegroRernvertikalenAgarosgelenaufgetrenntderenkon-
zentration— je nachgewtinschtenilrennbereich- zwischen0,6% und 1,6% (Sambrook
etal., 1989,S. 6.5) betrug.Als GrofienstandardientenHindlll geschnittenddNA des
Phagen\ (ausE.coli Wa312,sieheAbschnitt 2.3.1.) und Alul geschnittenepBR322
(Bolivaretal., 1977).Die Gelewurdenin Ethidiumbromidlosungefarbt,unterUV-Licht
betrachtetindgegebenerdlls mit demEDAS-System(Kodak)dokumentiert.

2.13 Keimbahntransf ormation von D. melanogaster

Die Keimbahntransformatiovon D. melanogastewurdenachdemProtololl von Rubin
und Spradling(1982) mit einigenVeranderungedurchgefuhrtWhite -Fliegenwurden
fur hochstengl5min bei 25°C auf ApfelagarschalemelassenDie resultierenderkier
wurdensofort mit einemSkalpellvon der Agarschaleentnommerund auf einenauf ei-
nemObjektragefixierten Streifen3M ™-DoppelklebebanttansferiertNebendemDop-
pelklebebandefandsichein Apfelagar-Bléckchewonca.1l,5cmLange.UnterdemSte-
reomikroslopwurdendie EmbryonemittelseinerPrapariernadehanuellausdemCho-
rion gepelltundaufdasApfelagar-BlockchetransferiertDerfeuchteAgarverhindertein
Austrocknender EmbryonenwarenddesDechorionisierensVarenetwa 50 Embryonen
dechorionisiertkonntendie EmbryoneraufdemAgarbléckchenn zweiReihena 25 der
art angeordnewerden,dal3dasposterioreEndenachaul3enzeigte.Embryonenwelche
sichbereitsim zellularenBlastodernbefandenwurdendabeiaussortiertZum Trocknen
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2 Materialund Methoden

wurdendie Embryonermit einemObjekttragerwelchermit einemStreifendoppelseiti-
genKlebebandesersehenvar, vom Agarabgenommenndfur ca.dreibis funf Minuten
an der Luft getrocknet.Der Trocknungszustand/urde dabeistandigmit einer Prapa-
riernadelkontrolliert: Begannendie Embryonerbeim Daruberstreichekleine Faltenzu
werfen, war der optimale Trocknungszustandrreichtund die Embryonenkonntenmit
Voltalef™S10Holokarbon-Oliiberschichtetindinjiziert werden.Die Injektions-Anord-
nungbestandauseinemLeitz-Mikromanipulatorsowvie einemLeitz-Kursmikroslop mit
Binokulareinblickund ScharfergulierungiberdenKreuztisch.So konnten,war einmal
die Injektionsnadelm Sichtfeldzentriertund mit demMikromanipulatorscharfgestellt,
die Embryonemur mit der ScharfergulierungdesMikroskopsund demKreuztischauf
die H6hederNadelgebrachundinjiziert werden Die Injektionsnadelmvurdenausl mm
Kapillarglasauf einemhorizontalenPipettenpulleder Firma Bachofer(Reutlingen)ge-
zogenundanschlieBendit einemKapillarschleifgeraterselberFirmain einemWinkel
von 30° geschlifen. Die resultierendeNadelnhatteneinenDurchmessevon hochstens
1/20Embryo.Fur die Injektion wurde DNA mit dem, Maxi-Plasmid-Prep-Kit“(Qiagen,
Hilden)isoliertundzweimalin 0,5x Dialysepufer mit 2 Vol. Ethanolgefallt. Die Konzen-
tration desP-Element-Plasmidm der Injektionslésungoetrugl mg/ml, die desHelfer-
plasmidspUCgiA2—-3 200ug/ml. Bei pUCStA2—3 (sieheAbbildung 2.6) handeltessich
um ein sogenanntegwvings clipped” Helferplasmid,dasfir die P-Element-Tansposase
kodiert, jedochkeine vollstandigen,invertedrepeats“der P-Elementdragt, und somit
die Fahigleit, selbstins Genomzu integrieren,verlorenhat. Die Helferplasmid-kdier
te Transposassomt fur die IntegrationdesTransposase-defizientE®aElement-Plasmids
in dasDrosophila-Genom Die Beladungder InjektionsnadekrfolgteunterdemMikro-
skop, indemca. 1 pl Injektionslosungdirekt auseiner Pipetten-Spitzegesaugtvurden.
Die injizierten Eier wurdentiber Nachtin einer feuchtenKammerbei 25°C inkubiert
undamnachsterTagdie geschlipfteri1-Larvenmit einerPrapariernadedusdemOl in
ein Anzuchtréhrcheriiberfihrt.Adulte injizierte Fliegenkonntenmit white™ -Fliegenge-
kreuztund derenNachlommenauf die ExpressiordesverwendeterMarkergens(white)
untersuchtverden.

2.14 Puffer und Losung en

AgarLosung 5% w/v Sucrose
1,5%w/v AgarAgar

AP-Pufer 1 ml 5M NacCl
2,5ml 1M MgCl,
5ml 1M Tris-HCIpH 9,5
50ul Tween20
a.bidest.ad50 ml
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2.14 PufferundLdsungen

Denaturierungsptr
(Blot)

10x Dialyse-Pufer

DNA-Stoppufer

Drosophila-Zuchtmedium

10x E-Pufer

EthidiumbromidrFarbelésung

Fixativ

Guanidin-LOosung

Holmes-Bonner

1,5M NacCl
0,5M NaOH

0,25M Tris
3M NacCl
0,1M Na,EDTA

4 M Harnstof

0,1M Na,EDTA

0,1% w/v Bromphenolblau
50% w/v Saccharose

409 Agar

909 Trockenhefe

50g Sojamehl

400g Maisgriel3

400g Malzextrakt

200g Zuckerriibensirup
25ml Propionsaure
Wasselad5 |

0,36M Tris
0,3M NaH,PO,
0,1M Na,EDTA

5 ug Ethidiumbromid/ ml
in 1x E-Pufer

0,5ml 20x PBS

1,35ml 37% Formaldehyd
0,5ml 0,5M EGTA
2,65ml a.bidest.

5ml Heptan

4M Guanidinthioganat
25mM Natriumcitrat
0.5% N-Laurylsarcosin
0,1M B-Mercaptoethanol

7 M Harnstof

0,35M NacCl
1mM Na,EDTA
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Homogenisierungspter |

Homogenisierungsptér I

Hyb-L6sung:

Kernisolierungspuér

L-Medium

L-Puffer

Lysozymldsung

2% SDS
10mM Tris-HClpH 7,4

11,6%w/v Saccharose
2mM N&EDTA, pH7,4
0,5mM EGTA pH7,4
0,06M KCI

15mM NacCl

1,5mM Spermin
0,5mM Spermidin
15mM Tris-HCIpH 7,4

1Vol. Homogenisierungsptér |
1/10Vol. 10x Dialyse-Pufer
zudieserMischung:1/4Vol. 5M NaClQy
1/10Vol. Tris gesattigpH 8,5

1/3Vol. 10%igesSDS

5ml Formamid

2,5ml 20xSSC

100ul ,Carrier*-DNA (10mg/ml)
20l tRNA (50mg/ml)

10ul Tween20

5ul Heparin

2,3ml a.bidest.

0,25M Saccharose
0,01M Tris-HCIpH7,5
1 mM MgCl,

3mM CaCl,

10g Trypton
59 Hefeetrakt
5g NaClad1000ml a.dest.

0,1M Na,EDTA
0,01M Tris-HCI
0,02M NacCl

5 mg/mlLysozym
in 0,25M Tris-HCIpH 7,5



2.14 PufferundLdsungen

Neutralisierungslésung
(Blot)

NZY-Medium,pH7,5

10xPBS
(FISH)

10xPBS

(,whole mount®Hybridisierung)

IxPBT

p-PhenrlendiaminLésung

1IxPM
nachDenhard{(1966)

SDS-Mix

SM-Medium

20xSSC

0,5M Tris-HCIpH7,5
3M NaCl

10g NZ Amin

5g NaCl
59,YeastExtract”
2gMgSQ, x 7H,0
adll. a.bidest.

200g NaCl

59 KCI

59 KH2PO4
27,89 Na,HP O,
ad1ll. a.bidest.

76g NacCl

77ml Na,HPOy
23ml NaH2PO4
adll a.bidest.

1x PBS
0,1%Tween20

100mg Phetylendiamin
in 10ml E-Pufer
90ml Glycerin

0,02%w/v Ficoll 400
0,02%w/vPolyvinylpyrrolidon
0,02%w/v BSA

in 3x SSC

2,5%w/v SDS
0,25M Na,EDTA
0,5M Tris-HCIpH8,0

0,1M NacCl
50mM Tris-HClpH 7,5
0,01%w/v Gelatine

3M NacCl
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2 Materialund Methoden

0,3M Natriumcitrat

Sucrose-L6sung 30%w/v Sucrose
0,1%w/v NaN;

Suspensionsmedium 50mM Tris-HCI pH 8,0
25%w/v Saccharose

10x Taqg-Pufer 400mM KClI
100mM Tris-HCI pH 8,3
15mM MgCl,

20x TBE 1,8M Tris

1,8mM Borsaure
25mM Na,EDTA

TE-Pufer 10mM Tris-HCIpH8,0
1mM Na,EDTA

TELT-Puffer 50mM Tris-HCI
62mM Na,EDTA
2,5M LiCl

4% v/v Triton X-100

TES 10mM Tris-HClpH 7,4
1mM Na,EDTA pH8,0
0,2%SDS

Triton X-Mix 50mM Tris-HCI pH8,0

62,5mM Na,EDTA pH8,0
0,2%v/v Triton X-100

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

2.15 E. coli-Stamme:

HB101: supE4 arald galK2 lacYl A(gpt-prA)62 rpsL20 (Str') xyl-5 mtl-1 recAL3
A(mcrC-mrr) HsdS (r~ m™)
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2.16 Materialien

SURE: el4 (McrA~) A(mcrCB-hsdSMR-mji71endAl supE44thi-1 gyrA96relAl lac
recBrecJsbcCumuC:Tn5 (Kan') uvrC [F’ proABlacl9ZAM15Tn10 (Tet)]¢

Dhb5a: supE4 AlacU169 (@30lacZAM 15) hsdRL7 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
RR1: HB1OlrecA"
WA312: W3110(ACI857 Sam7)su

2.16 Materialien

Agar-Platten:15g Agar-Agar ad 1000ml L-Medium. Hinzugefigtwird je nachBedarf:
Ampicillin 200pug/mloderKanamycinlOpg/mloderX-Gal 0,01%,IPTG 0,2mM.

Dialyse-SchlauchéMedicell, London):(fur Elektroelution,Durchschnitts-Porenradi-
us: 28A, Durchmesser15,9mm): Es wurdenca. 20cm lange Streifengeschnittendie-
semit Siedesteineimm Becheglasin Natriumcarbonab0g/l a. bidest.(2x 10Minuten)
aufgelocht, zwischendurchmit a. bidest.gespultund in 3,72g EDTA pro |. a. bidest.
aufbavahrt.

2.17 Bezugsquellen

Nicht aufgefihrteChemikaliender Qualitatsstufenp. A.“ bzw. ,reinst* wurdenvon den
folgendenFirmen bezogen:Roche (Mannheim),Difco (USA), Fluka (Schweiz),Life
TechnologieqEggenstein) Merck (Darmstadt),PharmaciaFreikurg), Riedel-deHaen
(Seelze)Roth (Karlsruhe),Sena (Heidelbeg), Sigma(USA).

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

Ampicillin Hochst(Frankfurt)

AMPPD Roche(Mannheim)

Chlorbleiche Roth (Karlsruhe)

DIG DNA LabelingKit
DIG-dUTP

Roche(Mannheim)
Roche(Mannheim)

DNasel Sigma(USA)

Elektroporationskuetten Eurogentec

IPTG Biomol (Hamhurg)

Klenow-Enzym Roche(Mannheim)

T4-DNA-Ligase PharmacidFreiturg), Roche(Mannheim)
Lysozym Sena, (Heidelbeg)

Mineraldl Sigma(USA)

3 MM-Papier Schleiche& Schill(Dassel)

Nitrocellulosefilter

Schleiche& Schill(Dassel)

49



2 Materialund Methoden

Nylonmembranen

a32PdATP, a3?PdCTP
pd(N)s-Primer

Proteinas&

,QIAprep SpinMiniprep Kit*
»QIAquick PCRPurficationKit"
»QIAquick Gel ExtractionKit"
RandomPrimedDNA LabelingKit:
Restriktionsendonukleasen

RNaseA

Rontgenfilm
Rontgenfilm-Entwicklerknzentrat
Rontgenfilmfixierlonzentrat
Verstarlerfolie (Cronec Hi-Plus)
X-Gal
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Roche(Mannheim)
ICN (Meckenheim)
PharmacidFreiburg)
Merck (Darmstadt)
Qiagen(Hilden)
Qiagen(Hilden)
Qiagen(Hilden)
Roche(Mannheim)
Roche(Mannheim)
PharmacidFreilurg)
AGS (Heidelbeg)
Stratagen¢Heidelbeg)
USB (USA)

Sena (Heidelbeg)
X-O-MAT AR: Kodak
Adefo (Nurnbep)
Adefo (Nurnben)
Dupont;Dr. Goos-SupreméHeidelbeq)
Biomol (Hamhurg)



3 Ergebnisse

3.1 Chromosomale Lokalisierung von DmX

Die genauelokalisierungdesDmX-Gensist in zweierleiHinsicht von gro3eminteres-
se.Zum einenexistierenzahlreicheDrosophila-Mutanten,bei denendie chromosomale
LagedesmutiertenAllels bekanntist, dasbetrefendeGenjedochmolekularnochnicht
charakterisiertverdenkonnte.Esist daherwichtig zu Giberprifenpob nicht bereitsDmX
-Mutantenexistieren.Zum andererstellt sich die Frage,ob DmX in einerahnlichinter-
essanterthromosomaleiiRegion liegt wie dasHomologeCpY ausC. piger, welchesin
einemgeschlechtsspezifis¢temizygoterBereichliegt undengmit demdominanterDe-
terminatorfir dasmannlicheGeschlechgekoppeltist (sieheKapitel 1.2).Um die genaue
chromosomalé_okalisationdesDmX-Genszu bestimmenwurdenFluoreszenz-irsitu-
HybridisierungenFISH) an polytanenSpeicheldriisenchromosomeon D. melanogas-
ter L3-Larvendurchgefihrtin einemerstenvVersuchwurdegezeigt,daBDmXim termi-
nalenViertel desX-Chromosomdokalisiertist (Abbildung 3.1). Um die chromosomale
Region ndhereinzugrenzemyvurdenverschiedendlulticolor-FISH-Experimentelurch-
gefuhrt.Bei der Eingrenzungdeschromosomale\bschnitts,der DmX enthéalt,fanden
die X-chromosomaleenewhite(w), mazeath(maz und Sec-lethal (Sx) Verwendung.
DieseGenewurdenals Sonderausg&vahlt, weil ihre chromosomal®ositionbekannist,
und diesein der Nahevon DmX liegt. Anhandder relatven Abstandeder verwendeten
Gensondezum DmX-Genund unterBeriicksichtigungleschromosomaleBandenmu-
stersnachLindsley und Zimm (1992)wurdedie Positionvon DmX auf den Abschnitt5
desX-Chromosomdestgelgt (Abbildung3.1).

Um die chromosomaldé.agevon DmX genauerzu bestimmenwurde untersuchtpb
dasGenin verschiedeneBeletionen,TranspositionewderDuplikationenmit bekannten
Bruchpunkterenthaltenst. Durchdie Verwendungron Stammemit verschiedenebe-
letionen, TranspositionenderDuplikationenmit bekanntemBruchpunkterkonntendieje-
nigenBruchpunktewelcheamnédchsterzum DmX-Gengeleggensind, bestimmtwerden.
Wennin Tieren,die flr einebestimmteAberrationheterozygosind, auf beidenHomo-
logenein homozygote®mX-Signalnachzuweiserst, kanndarausgeschlossewerden,
daRDmX aul3erhallder Aberrationliegt. Ein hemi- oder heterozygotesSignal jedoch
zeigt,daRDmX zwischendenBruchpunktenalsoinnerhalbder Aberrationliegenmul3.
Um die Lokalisationvon der Zentromerseitder einzugrenzenwurdendie Deletionen
Df(1)JF5mit denBruchpunkterbE8und5E6 sawie Tp(1;2)rb"71gmit denBruchpunk-
ten3F3-5E8verwendetFurdie Eingrenzung/onderTelomerseitéandendie Deletionen
Df(1)C149, mit denBruchpunkterbA8—A9 und 5C5, sowie Df(1)N73, mit denBruch-
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.1: Lokalisationvon DmX auf demX-Chromosomvon D. melangasterdurchMul-
ticolor FISH. Die griinfluoreszierende®ignalestammernvon denBiotin-markiertenFragmenten
desw -, Sxl-undmazGens,die mit FITC-geloppeltena-Biotin-Antikérperndetektiertwurden.
Um DmX von diesenunterscheidezu konnen,wurdeder DmX-Subklon10.1d(Christman pers.
Mitteilung) , welcherdas3’-EndedesGensenthélt,mit DIG markiertund mit TRITC-geloppel-
tema-DIG-Antikdrpernachgaiesen Die relatven Abstandezu denGenenlassereineEingren-
zungder DmX-PositionaufdenBereich5 desX-Chromosomsgu.

punkten5C2-5D6,Verwendung(Lefevre, zitiert in Lindsley und Zimm (1992)). Eine
Ubersichtskartenit denverwendete\berrationerund Genensowie derenrelative Lage
zuDmXistin Abbildung 3.2 dagestellt.

Die Ergebnissezeigen,dal DmX innerhalbder TranspositionTp(1;2)rb" 719 liegt.
Bei dieserAberrationist der X-chromosomaléBereichvon 3F3 bis 5E8 auf daszweite
Chromosontransloziert(Lefevre, zitiert in Lindsley und Zimm (1992)).DasDmX-Gen
liegt in heterozygoteierenauf der Schleife (Abbildung 3.3), die bei der Paarungder
HomologendurchdeninserierterchromosomaleBereichvon 3F3bis 5E8 desX-Chro-
mosomsn die Region 23A1-23A5deszweitenChromosomgebildetwird. Folglich ist
DmXtelomerwartson 5E8lokalisiert.

Abbildung 3.2 (gegeniiberliegendeSeite) Ubersichtiiberdie zur Lokalisierungvon DmX und
DmSPXverwendetemgenetischeberrationerundGene Die fur die BestimmunglesAbschnitts
5 verwendetersene white (w), roughe (rux) und Sex-lethal (Sx) sindmit ihrer Positionobenauf
derChromosomenkarteachLindsley undZimm (1992)vermerkt.Im vergrol3erterchromosoma-
len Abschnitt5 (Mitte) sinddie fir die Lokalisationvon DmXin 5D7-E5verwendeteeletionen
und Transpositionef(1)JF5, Df(1)C149, Df(1)N73 und Tp(1;2)rb" 71g dagestellt.Durch die
relatve Lage von DmX zu den Genenswallow (swg), spaghetti-squashi{sgh und roughe (rux)
konntedie Positionvon DmX und DmSPXschlieRlichauf 5D6-E1eingegrenztwerden(Kraemey
pers.Mitteilung).
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3.1 Chromosomalé.okalisierungvonDmX
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.3: DmX liegt innerhalbvon Tp(1;2)rb"71g.In demchromosomaleBereich23A1-
23A5,in denauf demeinenHomologendeszweitenChromosomsler Bereich3F3-5E8inseriert
ist, kbnnendie Homologennicht paaren DasinserierteChromosomenstickildet eine Schleife.
In dieserSchleifeist DmX, dagestelltdurchdasrote Signal,lokalisiert.

Zur weiterenEingrenzungwurde einein situ-Hybridisierungvon DmX an dem De-
letionsstammDf(1)JF5 vorgenommengder eine kleine Deletionim Bereichvon 5E8—
5E6 tragt (Abbildung 3.2) und sich genaumit demzentromerwartgelegenenEndevon
Tp(1;2)rb"71gdeckt.Dain Df(1)Jf5 anbeidenHomologenein DmX -spezifischeSignal
detektiertwerdenkann(Kraemey pers.Mitteilung), muf3estelomerwartsson SE6liegen.
Um eineEingrenzunglerLokalisationvon telomerwarts/orzunehmenywurdeeineMul-
ticolor-FISHvon DmX zusammemit demGen roughex (rux), dasin 5D1-5D3liegt, an
denDeletionenDf(1)C149und Df(1)N73 durchgefihrtEs wurdefestgestelltdasDmX
zentromerwartson roughe (D1-5D3)liegt. BeideGenesinddeshalmichtin derDele-
tion Df(1)C149(5A8,A9-5C5)enthaltensondernweiter zentromerwartsokalisiert, wie
die Hybridisierungsegebnissezeigen(Abbildung 3.4). Hybridisiert man beide Sonden
jedochan Polytanchromosomedes Deletionsstamm®f(1)N73, der eine Deletionim
Bereichvon 5C2-5D6besitzt,so zeigt dasheterozygoteSignal von roughe in Abbil-
dung 3.5, dalR3roughex innerhalbdieserDeletionliegt, wahrenddashomozygoteSignal
von DmX zeigt,daResim Gegensatzu roughe aul3erhallder Deletion,alsozentromer
wartsvon 5D6 liegt.
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3.1 Chromosomalé.okalisierungvonDmX

Abbildung 3.4: Hybridisierungvon roughe (rux) und DmX an PolytdnchromosomedesDele-
tionsstamm®F(1)C149.Links sind die Signalevon roughe (griin) und DmX (rot) auf dem X-
Chromosonrzu sehenDas Telomerzeigt nachunten.DmX liegt demnactzentromerwartson
rux. In derPhasen@ntrastaufname siehtman,daf}die Homologenm Bereichder Deletionnicht

gepaarsind.Man erkennt,daf3beideSignaleauf beidenHomologenvorhandersind,alsorux und
DmXnichtin derDeletionDf(1)C149liegen.

Abbildung 3.5: Hybridisierungvon roughex (rux und DmX an PolytdnchromosomedesDele-
tionsstammg\73. DieseDeletion betrifit denchromosomalemBereichzwischen5C2 und 5D6.
In diesemheterozygoterier sind die HomologengepaartDasdurchgehendeote Signal zeigt,
da”R DmX auf beidenHomologenvorhandenist, alsonicht in der Deletion Df(1)N73 liegt. Das
halb so breitegriineSignalderroughe-Sondezeigt, daRroughe, wie aufgrundder publizierten
Lokalisation(Thomasetal., 1994)erwartet,in Df(1)N73 liegt.
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3 Ergebnisse

WeitereMulticolor-FISH,unterderVerwendunglerGeneswallow(swg undspaghet-
ti-squash(sgh, welchein derNahevon 5D6 bzw. 5E6 kartieren zeigten,daRDmX zwi-
scherdieserbeidenGenenokalisiertist (Kraemerpers.Mitteilung). DmXliegt etwasna-
herzu sqgh wodurchdie chromosomal@ositionvon DmX mit 5D6-5Elanggeberwer-
denkann(Abbildung3.2).Die Orientierungvon DmXrelativ zu Zentromemund Telomer
wurdedurchhochauflésend®lulticolor-FISHmit Sonderausdem5’-und 3’-Bereichdes
Gensbestimmt.Dabeihybridisiertedie vom 5’-Ende stammendé&ondenaheram Zen-
tromer wahrenddie Sondevom 3’-Ende naheram Telomerhybridisierte.Die Richtung
der Transkriptionvon DmX verlauftdemnachelomerwartdKraemey pers.Mitteilung).
Da sich dasDmSPXGen auf molekularerEbenein unmittelbaremNahezu DmX befin-
det,kanndie chromosomalé&okalisationvon DmSP Xebenélls mit 5D6-5Elangegeben
werden Die Transkriptionsrichtungon DmSPXist von telomernachzentromer

3.2 Transkriptionsanal yse von DmX/CpY

3.2.1 Northern-Anal yse der DmX -Transkription

Durch Northern-Analyserkonntegezeigtwerden,daRDmX— ebensovie dashomologe
GenCpY ausChironomus- in allen tberpriftenEntwicklungsstadiedEmbryo, Larve,
Adulte) transkribiertwird (Kraemeretal., 1998).DabeikonntenDmX-Transkriptemit ei-
nerGrolRevon11,5kb nachg&iesenwerden(Abbildung3.6).Die durchNorthern-Analy-
sebestimmteTranskriptgroR3estimmtgut mit derausdencDNA-Sequenzembgeleiteten
GroRReuberein.DieseErgebnissaedeutendaraufhin, daBDmX/CpYvermutlichkonstitu-
tiv exprimiert wird. Bei Northern-BlotAnalysenkonnteerstnacheiner Expositionszeit
von 14 Tageneineausreichend8&ignalstark erzieltwerden.Die Transkriptionvon DmX
scheintdemnacheherschwach zu sein.Durch ,whole mount” in situ Hybridisierungen
und RT-PCRUntersuchungesolltennun Fragenzur Transkriptmengend derenVertei-
lungin verschiedeneBntwicklungsstadienndverschiedene@envebemahemuntersucht
werden.

3.2.2 DmX -Transkription wahrend der Embryonalentwic klung

Der Nachweisvon DmX/Cp¥-Transkriptenn Gewvebenerfolgtedurch,whole mount“in
situ HybridisierungenDabeihybridisierteine DIG-markierteeinzelstrangigédNA oder
antisense-RN spezifischan die im Gewebefixierte nascenteRNA. Mit Enzym- oder
fluoreszenzgedppeltenanti-DIG-Antikorpernkanndie hybridisierteSondemittels einer
FarbreaktionoderdurchFluoreszenzmikrosipie sichtbargemachtwerden.Um die ver-
mutlich in niedrigerKonzentrationvorliegenderDmX-Transkriptein denGewebenopti-
mal nachweiserzu kénnen,mul3teeine Sondeentwickelt werden,welcheeinerseitsaaus
kurzengewebeagéangigerPolynukleotiderbestehtandererseitdabeieinengrol3erBereich
von DmX abdecktum einemdglichsthoheSensitvitdt desNachweisegu ermdglichen.
Als besondergeeignethat sich hierfir ein aguimolaresGemischverschiedenecDNA-
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3.2 TranskriptionsanalyseonDmX/CpY

Abbildung 3.6: Northern-Analyseder DmX-Transkription.4 pg polyAT-mRNA ausD. melano-
gasterEmbryonen L3-Larven sowvie ausweiblichenund méannlichenAdulten wurdenpro Spur
eingesetztAls Sondedienteein 3?P-markiertessemischvon cDNA-FragmenterdesDmX-Gens.
Nachl14TagenExpositionszeikonntein allengetestetemRNA-Préparationerin Transkriptder
erwartetenGrolRevon 11,5kb detektiertwerden(Kraemer pers.Mitteilung).

Fragmenteerwiesenwelchein ihrer GesamtheinahezudasvollstdndigeGenreprasen-
tieren.FurjedeMarkierungwurdenca.500ng diesesGemischeserwendet.
DmX-Transkriptelassersichin allen Stadiender Embryonalentwicklungrachweisen
(Abbildung 3.7). Die schwache,aberimmer vorhandenggleichmafigeHintergrundféar
bung deutetauf eine schwacheubiquitareTranskriptionhin. Mit heterologemarkierter
DNA laRRtsich dieseHintergrundfarlung nicht erzielen,sie scheintalsoDmX-spezifisch
zu sein.Vom ubiquitarenSignalhebtsich jedochein gevebespezifischeglusterab: Ei-
ne stadienspezifischiéonzentrationvon DmX-Transkripterist in denMitteldarmvorlau-
fern,einzelnersggmentalerZellenund Segmentbereichesavie im Zentralnerensystem
(ZNS) unddenAnlagenvon Sinnesoganenm Kopfbereicheu finden.Die frihesterAn-
zeicherfir einelokale Konzentratiorvon Transkriptersindim zellularenBlastoderneu
erkennenHier ist die Farlungam posteriorerPol eindeutigstéarker alsim restlichenEm-
bryo (Abbildung 3.7 A). Die nachg&ieseneRNA liegt hier abernichtin denPolzellen
selbst,sonderndirekt unter der blastodermalerZellschichtin einemBereich,ausdem
der posterioreMitteldarm-\orlauferherworgeht.Die spezifischéAnfarbung desposterio-
ren Mitteldarmworlauferslafit sich durch die gesamteEmbryonalentwicklundhindurch
verfolgen.Auchin denzeitlich versetzentstehendeanteriorerMitteldarmworlaufernist
dasTranskriptlokalisierbar(Abbildung 3.7 B). Hierbeisind besonderslie in denDotter
einwachsendeterminalenEndender Mitteldarm-\orlaufermarkiert. Wahrenddie Vor-
laufer zusammenwachsendehntsich die Farlung auf dengesamterMitteldarm-Bereich
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aus.Ab Stadiuml7,in demdie DifferenzierunglesVerdauungstraktegeitgehendbge-
schlossenst, ist ein Nachlassemnler DmX-Transkriptionim Mitteldarmbereichzu beob-
achtendaggennimmtdie Farlungim EnddarmgegenEndeder Embryonalentwicklung
betrachtlichzu (Abbildung 3.7 F). DmX-Transkriptekbnnenim Nervensystenzunachst
in selektv gefarbteneinzelnenZellen nachg&iesenwerden(Abbildung 3.7 C). Bei der
DurchsichtmehrererHundertgefarbterEier, welchewahrendder ersten4 Stundender
Embryonalentwicklunggesammelivordenwaren konntenedochnur einigewenigeTie-
re mit diesemMuster beobachtetverden.DiesezellspezifischdExpressionscheintalso
auf ein kurzesZeitfensterder Neurogeneseeschrankizu sein. Die zellspezifischd=ar
bung gehtschnellin einemehroderwenigergleichmaRigd-artung desZNS tber deren
Intensitatzum Endeder Embryogeneshin zunimmt.
Einesggmentalé/erteilungderTranskriptekann,wennauchschwach,anhanceinerFilet-
PraparatiordesZNS von Embryonenm Stadium17 auchin denerstendrei Segmenten
hinterdenLobennachg&iesenwerden(Abbildung 3.8).

Ab Stadium14 finden sich DmX-Transkripteauf3erdenrmoch in zwei eng begrenzten
Arealenim Kopfbereich.Hierbei handeltes sich wahrscheinlichum Gewebeabschnit-
te, ausdenenspéatemeriphereSinnesoganeentstehenwie z. B. der Antenna-Maxillar-
Komplex (Abbildung 3.7 F und 3.9). Zu dem Zeitpunkt,an demkurzfristig die spezifi-
scheAnfarbung einzelnerZellenim ZNS beobachtetverdenkann,ist nochein zweites
segmentaleMustererkennbarAbbildung 3.7 C). DiesesMusterist jedochnichtaufein-
zelneZellenbeschranktsonderrschwéacheunddiffuser Die beidensegmentalerMuster
Uberlagerrsich nurim anteriorenTeil desEmbryos,weiter posteriorweichendie Posi-
tionen der sggmentalenFarhungenvoneinandermh Wahrscheinlichhandeltes sich bei
dem diffusenseggmentalenMuster um diejenigenBereichedes Ektoderms,welche die
Vorlaufer der Tracheenanlagedarstellendennmit Entwicklung der Tracheernund der
damitverbundenennvaginierungdieserBereichegehteine entsprechend¥eranderung
desDmX-Transkriptionsmustersinher(Abbildung 3.7 C). Zusammerdssendalit sich
festhaltendalRDmX nebeneiner schwachenTranskriptionin allen Zellen wahrendder
Embryonalentwicklungnsbesonderén Vorder, Mittel- und Enddarm,sowie im ZNS
einintensvesgewvebespezifischddusterzeigt,dassichdeutlichvon demMusterubiqui-
tar exprimierterGenewie z. B. derGAPDH (Abbildung 3.7, A(K)-D(K)) unterscheidet.
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Abbildung 3.7 (gegeniiberliegendeSeite) DmX-mRNA Lokalisierungin D. melanogasteEm-
bryonendurch,whole mount®in situ Hybridisierung.Als Sondewurdeein Gemischvon cDNAs
verwendetwelchelberdasgesamtdDmX-Genverteilt sind. Der Nachweisder DIG-markierten
Sondeerfolgtemit alkalischerPhosphatase-gegpelten a-DIG-Antikdrpern.Als Farbereagenzi-
enwurdenNBT und X-Phosphaterwendetln Stadium5 werdenDmX-Transkripteverstarktam
posteriorenPol detektiert(A). Die Polzellenselbstscheinerkein Hybridisierungssigal zu zei-
gen.(B). In Stadium10 zeigendie anteriorenund posteriorenMitteldarm-\orlaufer sowie der
Enddarm-¥rlaufer einenerhdhtenGehaltan DmX-Transkripten WahrendStadium11 (C) und
12 (D) verstarktsichdiesesSignalin denMitteldarm-\obrlaufern.Zusatzlichzeigenfir einekurze
Zeit einzelnesggmentalangeordnet@ellen einestarle Farlung. (E) Im Stadiuml14 wachserdie
anteriorenund posteriorenMitteldarmworlaufer zusammerund zeigeneine hohe Konzentration
an DmX-Transkripten(F) Embryonendie sichim Stadium17 befinden transkribiererDmXim
Zentralnerensystemjm Enddarm sawie in definiertenArealenim Kopfbereich.Dabeihandelt
essichwahrscheinlichum AnlagenperiphererSinnesogane.DmX-Transkriptekdnnenwahrend
aller embryonalerStadienin Form einer ubiquitarenHintergrundfarlung nachgaviesenwerden
(A-F).

Als Vemgleich zur DmX -Féarhung wurde eine,whole mount* Hybridisierungmit der Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dgtrogena® (GAPDH) durchgefihrtwelcheals ein Enzymder Glycolyse
konstitutiv exprimiertwird. Im zellularenBlastodernm(Stadium5, A(K) ) ist einegesteigertdran-
skription an dergesamterPeripheriedesEmbryoszu beobachtenWéahrendder Invaginationder
Darm-\orlaufer (Stadium10, B(K)) ist dasExpressionsmusteihnlichder DmX- und DmSPX
TranskriptionIn denspéatererStadienl2 (C(K)) und14 (D(K)) farbenalle GevebedesEmbryos
in sehrgleichmafigeStarle
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3.2.3 DmX/CpY in der Oogenese

Die DmX/Cp¥Transkriptionwéhrendder Oogeneseavurdedurch,whole mount®in situ
Hybridisierungan OvarienausadultenTierenvon D. melanogasteund C. thummina-
heruntersuchtDie Anatomieder Eikammerrunterscheidesichbei D. melanogasteund
ChironomusBei D. melanogastesind 15 Nahrzellenund eine Eizelle durch Zytoplas-
ma-KanalgFusome)miteinandeverbundeniberdie siein regemStoffaustauscistehen.
Die 16 ZellenliegeneinerHulle auskleinerenFollik elzellen.Die Zellkernevon Eizelle
und Nahrzellesind mehroderwenigergleichgro3.D. melanogastetegt kontinuierlich
Eierunddie Oogeneserfolgtin deneinzelnenOvariolennicht synchronisiertd. h. man
kannin einemOvar alle moglichenEntwicklungsstadiemon Oozytenantrefen. Bei Chi-
ronomuserfolgt die Versogungder Eizelle lediglich durcheine groReNahrzelle,deren
Kerngrol3edie der Eizelle um ein vielfachedibertrifit. Nahr- und Eizelle sind ebenélls
von einerHulle ausFollik elzellenumgebenDa Chironomusur ein- bis zweimalim Le-
benein Gelgge abgibt,die Oogenesalsosynchronisierablauft,sindin einemOvar nur
Eier einesoderzweierEntwicklungsstadieanzutrefen (vgl. Abbildung3.12).
EsstelltesichherausdalRCpY/DmX -Transkriptenahezuvahrenddergesamter©o-
genesevon denNahrzellenproduziertwerdenund einemTransportin die Oozyteunter
liegen.Bei Drosophilasind DmX -Transkripteerstim Germariunnachweisbamachdem
die Ausbildungvon Eikammerninitiiert wordenist (Abbildung 3.10 links oben). Mit
demVerlaufederweiterenEntwicklungderEikammerngehtab Stadium4 (S4)eineVer-
starkungder DmX -Transkriptionin denNahrzelleneinher Zu diesemZeitpunktist die
Transkriptmengén den15NahrzellenundderEizelle gleichméaRigverteilt. Ob dabeidie
Eizelle selbstDmX transkribiert,oderob die Transkripteder Nahrzellenbereitszu die-

Abbildung 3.8: Filet-PraparatiordesZNS einesD. melanogasteEmbryosim Stadium17 nach
»whole mount“in situ Hybridisierungmit einerDIG-markiertencDNA-Mixtur desDmX -Gens.
Das ZNS zeigt durchgangigeine Fartung, was auf eine ubiquitareVerteilungvon DmX -Tran-
skriptenschlie3erdaf3t.Im BereichhinterdenLobensind die Transkriptesegmentalkonzentriert.
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Abbildung 3.9: Filet-PraparatiordesanteriorenTeils einesD. melangasterEmbryosim Stadi-
um 17 nach,whole mount® in situ Hybridisierung.Bei denzwei deutlichabggrenztenArealen
mit verstarkteDmX -Transkriptionhandeltessichwahrscheinlichum die AnlagendesAntenna-
Maxillar-Komplexes.

serZeitin die Eizelleimportiertwerden,ist unklar. EizelleundNahrzellenunterscheiden
sichin diesemStadiumnicht durchihren Gehaltan DmX -Transkripten Ab Stadium5
(S5)jedochzeichnetsichdie EizelledurcheinedeutlicherhohteDmX -Transkriptmenge
ausund kann so unzweifelhaftvon den Nahrzellenunterschiedenverden.Die hdchste
KonzentratioranDmX-Transkriptenn derEizelleist wahrendStadium6 und7 zu beob-
achten(Abbildung 3.11).In derrapidewachsendeikizelle,in die nunauchzunehmend
Dottereingelagertvird, ist die Verteilungder TranskriptegleichméaRigeswird kein Gra-
dientausgebildetMit zunehmendeGréRederEizellewird die Farlungschwacheundes
hatdenAnscheindalReinekonstanteAnzahlvon DmX -Transkriptenn derwachsenden
Eizelleverdinntwird. Allerdingskannauchein Zusammenhangwischerderzunehmen-
denBildungderChorionhilleumdaski, welchefiir die Sondesineimpermeabldarriere
darstellerkdnnte,undderschwachenFarlungim reifenEi nichtausgeschlossemerden.
Die gleichenUntersuchungewurdenauchanadultenOvarienvon C. thummidurch-
gefuhrt.Als Sondedientehierzudasvollstandigin pUC18klonierteCpY-Gen(Welil etal.,
1995),welchesauf die tibliche Weisefir die ,whole mount*in situ Hybridisierungmar
kiert wurde.Die OvarienwurdennachdemgleichenProtololl wie die D. melanogaster
Ovarienfir die Hybridisierungvorbereitetim Germariumsaowie beiBeginndersynchro-
nisiertenEikammer-Entwicklungkonntenkeine CpY-Transkriptenachg&iesenwerden
(Abbildung 3.12). In denfolgendenEntwicklungsstadiermab sich ein ahnlichesBild
wie in D. melanogasterin Eikammernjn denendie DifferenzierunglerEizelle beginnt,
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Abbildung 3.10: Lokalisierungvon DmX-mRNA im adultenOvar ausD. melanogasterim Ger
marium (G) beginnt nachinitiierung der Eikammerbildungdie DmX -Transkription.In Eikam-
mernder Stadiend (S4)und5 (S5)werdenDmX -Transkripteim Zytoplasmader Oozyteundder
finfzehnNahrzellendetektiert.Im Laufe der Oogeneséis Stadium9 (S9) sammeltsichDmX -
MRNA in der Oozytean,wahrenddie Fartung derNahrzellerwiederabnimmt.Im weiterenVer-
lauf derOogenes@immtdie FarhungderOozytemit derenExpansiorah Die Transkriptesindin
derEizellegleichmaligverteilt.
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Abbildung 3.11: Eikammerim Stadium6 ausD. melanogastevon anteriornach,whole mount*

in situHybridisierung DasZytoplasmalerEizelleist sehrintensv angefarbtin derMitte derZel-

le istderhellererscheinendg&ellkerndeutlichzu erkennenWeitereDmX-Transkriptesindin den

zu derEizelle hinfuhrenderFusomkanaleau erkennen(Pfeil). Dies deutetauf einengerichteten
Transportvon DmX-Transkripterin die Oozytehin.

bis zu dem Zeitpunkt,an demdie Eizelle anfangtzu expandierenjst die héchsteKon-
zentrationan CpY-Transkriptennachweisba(Abbildung 3.10und 3.11).In denexpan-
dierenderkizellensind keine CpY-TranskriptedetektierbarAnalog zu D. melanogaster
konntedie sich bildendeChorionhilledasEindringender Sondenin die Zellkammern
behindernAhnlich wie bei D. melanogastefindetin der ChironomusEikammerein ge-
richteterTransportvon Transkripterin die Eizelle statt.Bevor die Eizelle zu expandieren
beginnt(Abbildung3.13),befindersichdie meistenTranskripteaufderSeitederNahrzel-
le, diederEizellezugevandtist. Ebensdefindersichdie Mehrzahlder Transkriptein der
EizelleaufderSeite welcheandie NahrzelleangrenztDiesesBild la3teinengerichteten
TranspordermRNA vom NukleusderNahrzellein dasZytoplasmaderEizellevermuten.
Der Kernder Eizelleist aufgrundseinergeringenGréf3ein denChironomusEikammern
nur nachDAPI-Farkung zu erkennen(Ergebnisnicht abgebildet) Insgesamegibt sich
alsoim VermgleichderbeidenSpezied. melanogastetund C. thummiein dhnlichesBild:
DmX/CpYwird im Ovar starktranskribiert Die Abnahmeder Transkriptlonzentrationn
denNa&hrzellendie massve Anreicherungder Transkriptein der Oozyte,sowie die Lo-
kalisationdermRNA in ChironomuszwischenNahrzellkernund Oozytesprecherdafir,
daRessich bei DmX/CpYum eine maternale,Message“handelt.Ob DmX -Mutanten
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aucheinenmaternaleriEffekt aufweisenpei demaufgrunddesFehlensmaternaleiran-
skriptedie NachlommeneinenPhanotypaufweisenjst nochnicht geklart.

3.2.4 CpY und diff erentielles Spleifl3en

Bei CpYkonnterzweidifferentiellgesplei3té&xonsidentifiziertwerden(Kraemey1994).
Dabeihandeltessichum Exon4 und Exon8. DmXund CpY unterscheidesichin ihrer
Exon/Intron-StrukturDer zu Exon4 homologeBereichdesDmX -Genskannnicht dif-
ferentiellgespleil3verdenweil erintegratver BestandteikinesgroRerereExonsist. Ein
homologerGenabschnittu Exon8 desCpY-Gensexistiertbei DmX und F54E4.1nicht.
Um der Fragenachzugehemb die Exons4 und 8 gewebespezifisclgespleil3twerden,
wurdenexonspezifisch&T-PCRsdurchgefiuhrtDabeikdnnenmit einemPrimerpaaewei
moglicheProdukteamplifiziert werden,je nachdempb ein Exon herausgespleif3vird,
oder nicht. Dal3 die differentiellenTranskriptenicht tberall gleichméaRigverteilt sind,
wurdebereitsvon Kraemer(1994)gezeigt.Um Unterschieden der Transkripterteilung
zu finden,wurdenzunachskopf, Thoraxund Abdomenvon TiereneinesGeschlechts
(Mannchen)untersuchtDie reverseTranskriptionwurde mit dem Primer SR5 durch-
gefuhrt. Fur die anschlieRend&xon 8 spezifischePCR wurdendie Primer SR2 und

Abbildung 3.12: AusschnitauseinemChironomusOvar nach,whole mount“in situ Hybridisie-
rungim einerCpY -Sonde.In diesemOvar befindensich zwei in ihrer Entwicklungsynchroni-
sierteGenerationeron Oozytenyon denemur die jiingereHybridisierungssigale aufweist.Die
Transkriptesindander GrenzezwischenNéhr undEizellelokalisiert.
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Abbildung 3.13: DetailaufnahmeinerEikammerderzweitenGeneratiorauseinemChironomus
Ovar. Deutlichist der groReKern der Néhrzellezu erkennen,auf dessermproximaler Seiteeine
Konzentratiorvon CpY-Transkriptenvorliegt. Kontrastreichgefarbtist auchdie Membranander
Ei- undNahrzellein Kontaktstehenln derEizellesind die Transkriptediffus verteilt.

SR49ausgevahlt. Im Falle der Amplifikation genomischeDNA wirdeein Produktvon
1044bp, bei Amplifikation von cDNA mit Exon 8 ein Produktvon 360bp und ohne
Exon 8 ein Produktvon 276bp erwartet werden.Ein Vermleich der relativen Farbein-
tensitaterder PCR-ProduktenachGelelektrophoreséAbbildung 3.14) zeigt,dal3in den
adultenManncherein Gradientin derVerteilungderdifferentiellgesplei3tedranskripte
bestehtObwohl bei der Mehrzahlder TranskripteExon 8 herausgespleil3tird, ist der
relative Anteil von Transkriptermit Exon 8 im Kopf amhochsterundim Abdomenam
niedrigsten.

Der Befundvon Kraemer(1994),daf3generelldie Mehrzahlder TranskripteExon 8
nichtenthalt konnteebensdestatigiverdenwie eingeschlechtsspezifischbosisunter
schiedln Manncherist derProzentsatderTranskriptedie Exon8 enthaltenhdheralsin
WeibchenIn OvarienkonntendurchRT-PCRkeine Transkriptemit Exon 8 nachgevie-
senwerden.Wenndoch Transkriptemit Exon 8 vorhandersind, somuf3ihre Zahl unter
derNachweisgrenzdesVersuchsansatzésgen(sieheAbbildung3.15).Aus cDNA von
kultivierten C. thummiZellen konntenebenélls keine Transkriptemit Exon 8 amplifi-
ziert werden.Im Gegensatzzu Exon 8 findet man Transkriptemit und ohneExon 4 in

66



3.2 TranskriptionsanalyseonDmX/CpY

100%

90%
80%
70%

60%

[0 ohne Exon
B mit Exon

50%

40%

30%

20%

] i m

thm Kopf thm Thor. thm Abd. pim Kopf pim Thor. pim Abd.

Abbildung 3.14: Verteilungdesdifferentiellgespleildtefiexon8 ausCpY in Kopf, Thorax(Thor)
undAbdomen(Abd.) von C. thummi(thm)undC. piger (pim) Ma&nnchenUm dierelatvenUnter
schiedean der RT-PCRderdifferentellgespleildtedfexonsauchbei unterschiedlicheAusbeutean
PCR-Produktenemgleichenzu kdnnenwurdendie absoluterintensitaterder Gelbandergemes-
sen.Die DNA-Probenwurdendabeinicht mit Bromphenolblawersetztsonderrmit 60% Saccha-
rose,um die Ethidiumbromid-Floureszenzcht zu beeinfluRenDie Fluoreszen-Intensitételler
BandeneinerSpurwurdenaddiert.Der Prozentsatzler Intensitaterder einzelnerBandenander
Gesamtintensit&iner Spurkonnteso direkt verglichenwerden.DieseProzentangabepeziehen
sichaufdie relative Farbeintensitadteand nicht auf die tatsachliché\nzahlvon TranskriptenDie
Mehrzahlder Transkripteim ganzernKorperenthéltkein Exon 8. Die Anzahlder Transkripteje-
doch,welcheExon 8 enthaltenjst im Kopf am héchsterund nimmt zum Abdomenhin ah Die
Ubereinstimmungler Ergebnisseén C. thummiund C. piger bestatigtdie Anwendbarkit dieser
Methode.
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allenbei ChironomusuntersuchteiGevebenund EntwicklungsstadieriEin geschlechts-
spezifischeDosisunterschiekonntehier, wie auchbei Kraemer(1994),nichtfestgestellt
werden.Der prozentualéAnteil der Transkriptemit und ohneExon 4 kannvon Gewvebe
zu Gewebeschwanken.Im Mannchenst die Verteilungim Kopf, Thoraxund Abdomen
gleichmaRigln Weibchernjedochist der Anteil der Transkriptemit Exon4 im Ovar deut-
lich erh6ht(Abbildung 3.15). Im Gegensatzzu diesenBefundeniberwiegt in Zellkul-
turzellendie Anzahl der TranskripteohneExon 4. Welche Funktiondemdifferentiellen
SpleiBerbeim CpY-Genzukommt,ist bishernochnicht geklart.

3.2.5 Isolierung regulatorisc her Bereic he fur die Transkription mit
Reportergenen und RT-PCR

Die CharakterisierungesPromotorbereichand andereregulatorischeElementeeines
Gensist fur desserrunktionsanalyssehrwichtig. Zumeinenist derPromotor/ Enhancer
die Voraussetzungir die KonstruktioneinesRettungsektors,dereinevoll funktionsfa-
hige Genlopie enthaltermuf3,damiter fir die Identifikationund Rettungvon Mutanten
eingesetztverdenkann.Zum anderenist der Promotor/ Enhancefir die Durchfiihrung
von Experimentemit Reportegenennotwendig.Um mdglicheregulatorischeBereiche
desDmX/CpY -Genszu identifizieren,wurdenKonstrukteangefertigt welcheverschie-

AUG pA pA

—_ —_— —

Zk Car Ov g Q g @ ZkCar Ov

+Exon8

+Exon4
-Exon8

-
-Exon4

C.thummi C. piger
C. piger C. thummi

Abbildung 3.15: Nachweisvon Transkriptermit dendifferentiell gespleildterexons4 und 8 im
OvarundweiblichenCarcassesawie in Zellkulturzellenvon C. thummi Die Transkripterteilung
von Exon4 in weiblichenCarcassestimmtmit derim Manncheniberein.m Ovarist der Anteil
Exon 4 enthaltendefranskriptedeutlicherhdht,in Zellkulturzellendeutlicherniedrigt.Exon 8
enthaltenddranskriptekonntennichtausOvarienund Zellkulturzellenamplifiziertwerden.
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dengroReAbschnittepotentiellregulatorischeElementedesDmX/CpY -Gensenthalten.
Eswurdenzwei verschieden®&eportegeneausgavéhlt, die hinterdenpotentiellregula-
torischenBereichkloniertwurden.ReichtderregulatorischeBereichfir die Aktivierung
desReportegensaus kanndesserProduktdurcheineEnzym-oderFluoreszenzaktitét,

beziehungsweisenmunhistochemiscinachga&iesenwerden.Alternativ zu einemexo-

generReportegenwurdeein veranderte®mX-Genverwendetdaseinegrol3eDeletion
im kodierenderBereichenthalt.Der Nachweisvon Transkriptenerfolgtein diesemFall

durchRT-PCRund SequenzierunglesProduktesDie Konstruktewurdendurch P-Ele-
ment-\ermittelteKeimbahntransformatiomon D. melanogasteeingefiihrtund resultie-
rendetransgend-liegenauf eineAktivitat desTransgen$in untersucht.

Der Vektor pCosP erAmX-2

Um herauszufindergb der Klon pCosPerDmX-13der die Grundlagefur die Konstruk-
tion einesRettungsektorsbilden sollte, tiberhaupdie fur die Transkriptionbendtigten
regulatorischenElementeenthalt, muf3te getestetwerden,ob dasin diesemKlon ent-
halteneDmX als Transgentranskribiertwird. Um das auf pCosPerDmX-13iegende
Genvom wildtypischenDmX unterscheidezu kdnnen,wurde zunachsin dasCosmid
pCosPerDmX-18KraemeypersMitteilung, sieheAbbildung3.20oben)durcheinenver-
daumit demRestriktionsenzynBglll undanschlieRenddreligationeineca.10kb grof3e
Deletionin denkodierenderBereichdesDmX -Genseingefuhrt.DasresultierendeCos-
mid pCosPetmX-2 (Abbildung 3.20mitte) enthaltfolglich nur nochein verstimmeltes,
4,7kb groledDmX-Gen,dem10148bp zwischenExon4 undExon 15 fehlen.Durchdie
DeletionentstehkeinelLeserastererschielnngim ORFderfusioniertenExons4 und 15.
Weiterhinenthaltder Klon dasvollstandigeDmSPXGen,denintergenbereictzwischen
DmXundDmSPXsawie 2 kb des3’-untranslatierteereichesyonDmSPX DurchKeim-
bahntransformatiokonntenzwei fir pCosPeAmX-2 transgend.inien erzeugtwerden.
DiesewurdenDmpCosPeskmX-15und-17 genanntDie StammewvurdendurchPCRauf
dasrichtige Integrat hin untersuchtDurch die Deletion zwischenExon 4 und Exon 15
konntedie Fusionsstelleur Uberprifungder Transkriptionsaktiitat desTransgenslurch
RT-PCRherangezogewerden Dabeiwurdendie Primersogewahlt,da3dergenomische
BereichzwischendenPrimerndasdritte Intron enthalt. Tatsachlichkonnteein Fragment
amplifiziert werden,welcheseinerseitsdie Fusionsstellen Exon 4/15 enthalt,anderer
seitsintron 3 nicht enthalt.Damit ist gezeigt,daldidasAmplifikat von einergespleildten
MRNA desTransgenabstammi(Abbildung 3.16). pCosPehmX-2 enthéltfolglich die
grundleggendernregulatorischerBereichewelcheflr die Transkriptionvon DmX bendtigt
werden.

Konstruktion des Reportergen-Vektors pC-GFP

Um die DmX -Transkriptionmit Hilfe einesReportegenszu untersuchersollte ein ent-
sprechendefransformationsektorkonstruiertwverden Als Reportegenwurdedasgriine
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3 Ergebnisse

Intron 3

y36 Exon 3 Exon 4

E'OG \GG AGC/ C CGGGTGTC GTTCG \G A TgGGCT \G/ GC GG AGCCCA GC \G ACG

l‘ﬂm A,IJ'“‘A hn A” ﬁl ‘t xl

Gé%)h CGCCC»«»«JCGG»«GG»«TGl'B(O‘:TCCACGTGl(,“EOG AGA C»«TTl'E(O?maGTTGCCn HCGGCC—\THCCC TTTnth \TGGCA Tl'léa'h

30

Jul y “hM l l! L o

Deletion AmX

Exon4 BgIII Exon 15
GTCCGG/\J}(O;G CGCTCEJTGCC CCT%&GG \CGCA 2%8 TCGGCTG?J AG A TCT%&G \CATGA 8 \GTTCA TG%JG”\

A “ W lm l& “ ‘,lh ‘M lh.Lh t

Abbildung 3.16: pCosPetmX-2 enhdlt die grundlggendenregulatorischenBereichefir die
DmX -Transkription. Der Sequenzausschniiner RT-PCR des transgenenFliegenstammes
DmpCosPetmX-17 zeigt durchdasFehlendesintrons 3, dalleine mRNA von demKonstrukt
gebildetwurde.Der direkte Ubeigangvon Exon 4 in Exon 15 beweist dariiberhinaus,daRdiese
mRNA tatsachlichvom Transgerstammt.UnterdemUbeigangist die abgeleiteteAminosaurese-
guenznotiert. Die DeletionverursachkeinelLeserastemrschiebngim ORFvon DmX

fluoreszierend®rotein(GFP) ausA. victoria gewahlt, weil esgegentibetacZ verschie-
deneVorteile aufweist.Mit ca. 730bp ist eswesentlichkleiner als dasca. 3,5kb grolie
lacZ-Genund erleichtertdadurchdie KlonierungsarbeitenAul3erdemist fur die Detek-
tion kein weiteresexperimentelled/orgehenin Form einesAntikdrper-Nachweisesder
einerSubstratumsetzungit Farbreaktiomotwendig.GFP kannmit einemFITC-Filter
setuntereinemFluoreszenzmikrosip direkt undsogarin vivo beobachtetverden.
DazumZeitpunktder DurchfihrungdieserArbeitenkein Vektorfir die Transforma-
tion von Drosophilamit einemGFP-Reportegenverfiigbarwar, wurde ein universeller
Vektor fur diesenZweck konstruiert.Als AusgangsgrundlagdienteCaSpeR-AG-gal
(sieheAbbildung 2.5, Thummelet al. (1988)).Das 12kb grof3ePlasmidermdéglichtdie
Klonierungvon Promotorsequenzen eineEcoRI,BamHI und/oderKpnl-Schnittstelle.
Eine korrekte Terminationder Transkripteist durcheine SV40TerminatorSequenze-
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3.2 TranskriptionsanalyseonDmX/CpY

wabhrleistet Aus diesemPlasmidwurde daslacZ-GendurchVerdaumit Kpnl und Xbal
deletiertunddurchein GFP-GenersetztBei demverwendeterisFP-Genhandeltessich
um eine Variantemit der Mutation S65T, bei der das Serinin Position 65 durch ein
Threoninersetztvurde.Der AustauschatgegenibedemWildtyp eineum denFaktor7
starlere Fluoreszenzur Folge (Heim und Tsien,1996).Das GFP-S65Twurdeausdem
bakteriellerExpressionsektorpRSETB-GFP-S65TB. Dickson,pers.Mitteilung) durch
,Link er-PCR"“gevonnenHierbeitragendiefur die Amplifikation verwendetePrimeran
den5’-EndenzusatzlichéBaserundRestriktionsschnittstellespdallsichPCR-Produkte
mit dengewtinschterBSchnittstellerim richtigenLeserahmerrzeugenassenDasGFP-
S65TAmplifikat mit einer Kpnl-Schnittstelleam 5’-Ende und einer Xbal-Schnittstelle
am 3’-Ende konnte so exakt die PositiondeslacZ-GenseinnehmenAbbildung 3.17).
Derresultierendé/ektorpC-GFPist 2kb kleinerals CaSpeR-AG-Bgal, hataberdiesel-
benKlonierungs-und SelektionseigenschafteDie Integritat desVektorsim Bereichdes
GFP-GenswurdedurchSequenzierunpestatigt.

Mit diesemVektor sollte nun der Einflul3 desIntergenbereichgwischenDmX und
DmSPX sawie deserstengrof3enintronsdesDmX -Gens,welchesebenélls regulatori-
scheBereicheenthalterkbnnte,auf die TranskriptiondesReportegensgetestetverden.

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]

KpniBamHI EcoRI

\/

Pstl Sall Xbal Polylinker Sall Sall
> I
puc P3' SV40 | P70 white P5’
GFP-S65T

Abbildung 3.17:DerDrosophilaReportegen-Vekior pC-GFR PromotorfragmentederFusions-
genekdnnenuber die Restriktionsschnittellen Kpnl, BamHI und EcoRI kloniert werden.Als

Reporteifir dieseFragmentalient GFP-S65T DasGFP-Genbegginnt direkt mit demStartlodon.
Eine TATA-Box sollte deshalbim einzuklonierende®’-Bereichenthaltensein.Die Termination
derTranskriptionist durchdenSV40Terminatorsichegestellt. Daswhite-Gendientder Selektion
transgenemdividuen.
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3 Ergebnisse

Der GFP-Reportergenvektor pC-GFP-y23x42

Um zu untersuchengb der IntegenbereictewischenDmX und DmSPX in Verbindung
mit dem erstenintron desDmX -Gensfir die Aktivierungder Transkriptionausreicht,
wurdederVektorpC-GFP-y23x4ZAbbildung3.18)konstruiertundeineKeimbahntrans-
formationdurchgefiihrtEine detaillierteUbersichtiiberdiesenBereichmit der genauen
Lageder Primery23 und x42, sawvie die Positiondesintergenbereichsind desintrons
befindetsichim Anhang.Die Ergebnis-Statistikder Keimbahntransformatiokann Ta-
belle 3.1 entnommerwerden.

Die transgeneistammewnurdenmit DmpCGFP2342-1315,-16 und-32 bezeichnet
undmittelsPCRaufdaskorrekteTransgeriiberprift.Bei deranschliel3endeftuoreszenz-
mikroskopischemnalysekonntekein UnterschiecumWildtyp, deralsNegativkontrolle
diente festgestelltverden.Da der Nachweisvon GFP-TranskripteriibereineNorthern-
Analyseund GiberRT-PCR ebenélls negative ResultateerbrachtemuZwohl der Schluf3

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000
! ! 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Pstl Sall  Xball Kpnl EcoRl Sall Sall
—_— T ﬁ
->

puc P3 SV40 | y23x42 hsp70 white P5'
GFP-S65T

Abbildung 3.18: DasReportegen-KonstruktpC-GFP-y23x42Als Grundlagefir diesenVektor

dientedasKonstruktpC-GFP(Abbildung 3.17). Uber ,Link er-XI-PCR* wurde der genomische
Bereichzwischendem Transkriptionsstarvon DmSPXund dem zweitenExon desDmX-Gens

amplifiziertund Gberdie Restriktionsschittstedh EcoRlundKpnl in pC-GFPkloniert. Der blaue

Pfeil symbolisiertdengenomischemereichzwischendenPrimerny23 und x42. Ein detaillierte

Karte mit LagederPrimer sowie der Genstruktubefindetsichim Anhang.

Injiziert ca.500
geschlUpftd.arven 106
Adulte 39
davonfertil 25
davon mit rotaugiger; 5

Tabelle 3.1: Statistik der Keimbahntransformatiorvon D. melanogastermit dem Vektor
pC-GFP-y23x42
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3.2 TranskriptionsanalyseonDmX/CpY

gezogemwerdendalidieim VektorenthaltenemegulatorischerBereichefur eineExpres-
siondesReportegensnichtausreichen.

DerEGFP-Repor tergenvektor pCosP erAmX-EGFP

Eswurdegezeigt,daliderVektorpCosPeimX-2 die fur einegrundlegendeTranskripti-
on von DmX notwendigerflankierenderBereicheenth&ltund somit als Basisfir einen
weiterenReportgen-¥ktor dienenkann (sieheAbbildung 3.20 unten).Durch ,Link er-
PCR" wurde dasEGFP ausdem Vektor pHermesActEGFRKristin Michel, pers.Mit-
teilung) amplifiziert. Michel konntezeigen,daBEGFP trotz der ,codon usage“Anpas-
sungandenMenscherin Drosophilasehrstarkexprimiert werdenkann.Uberdiein den
PrimernenthalteneBamHI-Schnittstellerkonntedasisolierte EGFP in die kompatible
Bglll-Schnittstellevon pCosPeimX-2 kloniert werden Die Integritdt desTransformati-
ons\ektorswurdedurchSequenzierungberprift.

Die ausdemTransformationsegperimenthenorgegangenerstammewurdenmit den
NamenDmpCAmMX-EGFP-18-3-6, -11, -12, -14, -22, -36, -41, -70 und -72 versehen.
In denfolgendenfluoreszenzmikroskpischenUntersuchungenerschiedeneEntwick-
lungsstadiemnd Gevebekonntenin diesenTransgenekeinesignifikantenUnterschiede
zum Wildtyp festgestelltwerden.Eine Ursachedafir konntenzum Beispiel sein, daf3
dasEGFP sich als Teil desDmX -Fusionsproteingicht so faltenkann,dal3dasfluoro-
phoreZentrumgebildetwird. Eine andereErklarungwére,dal3die nattirlicheExpressi-
onsratevon DmX nicht ausreichtum eine durch FluoreszenzletektierbaréKonzentra-
tion der transgerexprimierten GFP-Molekiilezu erreichen Letztereswirde zwar auch
dasErgebnismit demReportegervektor pC-GFP-y23x42rklaren jedochnicht denge-
scheiterterNachweisdesTransgendgiber RT-PCRund Northern-Analyselm Falle von
pCosPedmX-EGFPist die Ursachealsoeherim Reportegen zu suchenjm Falle vom
pC-GFP-y23x42vohl eherim FehlenbestimmteregulatorischeBereiche.

Injiziert 1300
geschlupftd.arven 225
Adulte 91
davon fertil 56

davon mit rotaugigerr; 10

Tabelle 3.2: Statistik der Keimbahntransformatiorvon D. melanogastermit dem Vektor
pCosPehmX-EGFP
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3 Ergebnisse

3.3 Der Phéanotyp von DmX -Mutanten

Da mit dem KonstruktpCosPehmX-2 gezeigtwerdenkonnte,dal3der Rettungsektor
pCosPerDmX-18lie fur eineTranskriptionvon DmX grundlegenderregulatorischerBe-
reicheenthalt konntedieseKonstruktherangezogewerdenum durchEMS-Mutagene-
se hemgestellteX-letale Mutationendaraufhinzu untersuchengb sie dasDmX -Genbe-
treffen. Dabeiwurde getestetyelcheder Mutantensich mit demtransgeneidmX -Gen
komplementiereassen(Kraemer pers. Mitteilung). Zunachstmuf3tealso eine Keim-
bahntransformatiomon white™ -Fliegenmit demCosmidpCosPerDmX-13lurchgeftihrt
werdenpCosPerDmX-1&nthaltnebereinemvollstandigerDmSPX-Genauchdasvoll-
standigeDmX -Genmit seinenregulatorischerBereichenwie in Kapitel 3.2.5gezeigt
wurde. Trotz der erfahrungsgemaRiedrigenTransformationsrateon sehrgrof3enPlas-
miden,konntevon eineminjizierten Embryoein rotaugigeMNachlommeerfolgreichver
kreuztwerden.

AusderRickkreuzungiingennurrotaugigeWNeibcherhenor. Die InsertiondesTrans-
gensmufl3folglich auf dem X-Chromosomstattgefunderaben.Die Nachlommender
Kreuzungwurdenmittels PCRauf dasrichtige Integrathin untersuchtWeil dastransge-
ne Integratin seinerSequenanit dementsprechendemvildtypischenFragmentiberein-
stimmt,wurdenfiir diesenTestdie UbeigangezwischenVektorund Transgerals Ampli-
fikations-Zielausgavahlt. Die Ergebnissaler PCRszeigten,daRder Stammtatsachlich
transgerfur pCosPerDmX-13st. X-chromsomaletaleMutationenkdnnennur durchein
autosomale3ransgergerettetwerden,dadie fur die Mutation hemizygoterMannchen
letal sind. Aus diesemGrund konnteder erzeugteStammnicht direkt fuir eine Komple-
mentationsanalyseesrwendetverden Um die transgen®mX-Insertionaufein Autosom
zu transferierenwurdedie P-ElemenfTransposasA2—-3 (Robertsoret al., 1989)einge-
kreuztund die resultierenderstammeauf eine Insertionauf einemAutosomhin unter
sucht(Kraemer pers.Mitteilung). VerschiedenautosomalénsertionerdesDmX -Gens
wurdennunfir eineKomplementationsanalyserwendetAuf dieseWeisewurdenvier
Mutantenstammaedentifiziert, die alle dengleichenPhanotypaufwiesenKraemer pers.
Mitteilung).

Injiziert 600
geschlupftd.arven 67
Adulte 41
davon fertil 23

davon mit rotaugigerr; 1

Tabelle 3.3: Ergebnisder Keimbahntransformatiomon D. melanogastemit dem dem Vektor
pCosPerDmX-13
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3.4 Antisense-Stratgenzur UnterdriickunglerDmX -Expression

Derverwendeté&rettungsektorpCosPerDmX-1&nthaltaucheineKopiedesDmSPX
-Gens.Um auszuschlieRemaldie RettungdesPhanotypsauf DmSPXzuruckzufiihren
ist, wurdendieselberExperimentemit demKonstruktpCosPeAmX-2 wiederholt.Wie
bereitsbeschriebentréagt pCosPemX-2 eineca. 10 kb groReDeletionim DmX -Gen,
daswohl kaummehrfunktionstiichtigseindurfte. KeinedervorheridentifiziertenMutan-
tenkonntemit demVektor pCosPehmX-2 gerettetwerden.Man kannausschlieRerdas
beieinerdervier identifiziertenMutantendasDmSPX-Genbetrofenist.

Die DmX ~-TierefuhreneinenormaleEmbryogenesdurchundsindam Anfangdes
L1-StadiumshochnichtvomWildtyp zuunterscheiderDannjedochbeginntihre Agilitat
nachzulassennd dasWachstumwird eingestellt.Die Larven verharrenwie paralysiert.
Nur durchmechanisch&eizungmit einerstumpfenPrapariernadeddonnendie Tierezum
Bewegenveranlasstverden.Werdendie Larvenin einemZeitraumvon mehrals 20min
standigaufdieseArt gereizt,ist kein NachlassederReaktionaufdenmechanischeReiz
zu beobachtenn mikroskopischenmAnalysenwurdeweiterhineinemorphologisché/er-
anderungdesFettkorperdiagnostizier{ Schmidt,pers.Mitteilung). Die Mutantenster
benvor ErreichendesL2-Stadiums Sie wirken transparentind schlaf. Dieserschwer
wiegendePhanotygkannvollstandigdurchEinkreuzereinertransgenetkopie von DmX
revertiertwerden.

Die durchdenRettungsektorpCosPerDmX-1&omplementiertefieregleichernvol-
lig demwildtypischenPhéanotyp Die transgeneExpressiondes DmX -Gensreicht an-
scheinendaus,um DmX in vollem funktionellenUmfang zu exprimieren.Darauskann
wiederumgeschlossemwerden,dal3alle fur die wildtypische DmX -Expressiomotigen
Bereicheauf pCosPerDmX-13nthaltensind. Vergleicht man die beidenverwendeten
VektorenpCosPerDmX-13ind pCosPehmX-2, rettetnur pCosPerDmX-13lie betref-
fendenMutanten.pCosPerDmX-12&nthaltsovohl von DmX als auchvon DmSPXeine
intakte Kopie, wahrendpCosPetmX-2 nur ein intaktesDmSPX-Gen besitzt.Folglich
mufdie Rettungder EMS-MutanterdemDmX -Genzu verdanlensein.

3.4 Antisense-Strategien zur Unterdric kung der DmX -
Expression

Die Isolierungvon DmX ~-Phanotypererfolgte durch die RettungX-letaler EMS-Mu-
tantendurcheinenRettungsektor(sieheKapitel 3.3, Kraemermers.Mitteilung). Da hier-

bei durch die Praselektiorauf Letalitat keine schwachenPhanotypendentifiziert wer

denkonnen,welchedetailliertereHinweiseauf die Funktionvon DmX liefern kénnten,
mul3teversuchtwerden,schwachePhanotyperzu erzeugenNebender klassischerMu-

tagenes@urchEMS oderRontgenstrahlestehenweitereMittel zur Verfigung,gezielt
GeneauszuschalterDazu gehdrenbeispielsweisalie Inhibierungder Translationder
MRNA durcheine gegenlaufigeRNA, einersogenanntedntisense-RM. In Drosophi-
la-Manncherfindet keine Rekombinationstatt,deshalbkannerstereMethodehier nicht
angevendetwerden.Esbleibenverschiedendlethodendie alle direkt oderindirekt auf
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.19: Phanotypder DmX-Mutanteam BeispieldesStamme% 39: Bei diesenca.40 h
altenTiereneiner4h Ablagekannmandeutlichdieim Wachstunstehengebliebenemdinaktiven
DmX-Mutantenvom Wildtyp unterscheiderDie Mutantensterbenywenndie wildtypischenTiere
dasL2-StadiumerreichthabenMutantensind durchweil3ePfeile markiert.

derinhibierenderWirkung einerAntisense-RM basierenin dieserArbeit wurdenzwei

BereichedesDmX -Gensin reverserOrientierungunterverschiedeneKontrolle in das
DrosophilaGenomiberfiihrt.Ein Bereich,derdas3’-EndederDmX-cDNA enhalt,wur-

de unterKontrolle desdurchHitzeschockinduzierbarerPromotorsHsp70gebrachtund

in Form desVektorspKB10.1-d-as(Abbildung 3.21) transfiziert.Ein weitererBereich
ausderMitte desDmX-Genswurdein reverserOrientierunghinterUAS-Sequenze(sie-

he Kapitel 1.1) kloniert. DasGAL4-UAS Systemstammturspringlichausder Hefe und

konntein Drosophilaetabliertwerden(Fischeretal., 1988).GAL4 ist ein Transkriptions-
faktor, derandie ,,upstreamactivatorsequence{UAS) einesGensbhindetunddamitdes-
senTranskriptioninitiiert. Mittlerweile steherzahlreicheransgenddrosophilaStamme
zur Verfuigung,die GAL4 stadien-und gewvebespezifisclexprimieren.Die Kreuzungei-

nesUAS-Transgen-Stammasit einementsprechende@AL4-Stammerlaubtdie geziel-
te Expressiondes TransgensAls weitere Mdglichkeit, DmX auszuschaltenyurde ein

Vektor mit einemRibozym (Cechund Uhlenbeck,1994) konstruiert,dasspezifischdie

native DmX-RNA aneinerdefiniertenStelleschneidersollte (Kapitel 3.4.3).
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3 Ergebnisse

In keinemderim folgendenaufgefihrtenAnsatzekonnteein eindeutigePhanotyp
identifiziert werden.Der Grund, weshalbdieseVersuchedennochbeschriebemwerden,
ist folgender:Wie in Kapitel 4.5 gezeigtwird, ist der Nachweisvon Phanotypenn Dro-
sophilg die durchAntisense-Stratgenerzeugtvurden,oft schwierigundfastimmernur
durchein speziellesfiir dasbetrefende GenproduktetabliertesNachweissystenmog-
lich. Ein solchedNachweissysterwar jedochderzeitnicht verfigbar Aus diesemGrund
konntenin denTransgenemurchausschwacherdmX ~-Phanotypendentifiziert wer-
den,wenn erstein geeignetesNachweissystenfz. B. in Form von DMX-spezifischen
Antikorpern)zur Verfigungsteht.

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

Der ersteerzeugteAntisense-¥ktor pKB10.1-d-agAbbildung 3.21) enthaltdasIntegrat
deserstenisoliertencDNA-Klons von DmX pMC10.1-d(MarkusChristmannpers.Mit-
teilung).Als Target-\ektorfir diesedntegratdientepKB256 (Abbildung2.2).

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | |

Kpnl EcoRI

Hindlll  Xbal
| DmX (3'-Ende) Tubulin-Trailer
m—a
P5’ ;;70 fTs.p70 white P3'w Carnegie 4 w

Abbildung 3.21: Karte desAntisense-¥ktorspKB10.1-d-asAls Ausgangspunkiir die Klonie-
rungdientendie PlasmidgoKB256undpMC10.1d derdas3’-EndedesDmX-Gensenhdlt Dieser
Abschnittist inversorientierthinter einenHsp70-Promotokloniert, durchdendie Transkription
derAntisense-RN initiiert werdenkann.FireinekorrekteTerminationdesTranskriptssogt der
Trailer desTuhulin-Gens.Die Selektionder transgeneriliegen erfolgt Uberdie Expressiorndes
white-Gens.

Injiziert 450
geschlupftd.arven 99
Adulte 17
davon fertil 14

davon mit rotaugiger, 5

Tabelle 3.4. Ergebnis der Keimbahntransformatiowon D. melanogastermit dem Plasmid
pKB10.1-d-as
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3.4 Antisense-Stratgenzur UnterdriickunglerDmX -Expression

Die erzeugtenransgenestammevurdenDmpKB10.1-d-1;8,-14 und-17 benannt.
Einederfunf rotaugigerfliegenkonntenichterfolgreichverkreuztwverden Mit dentrans-
genernTierenwurdenHitzeschock-ExperimenurchgefihrtDabeiwurdenEmbryonen,
L1- undL3-Larven,sowie adulteTieredreimaltaglichfir einehalbeStundebei 37°Cin-
kubiert und ansonsterbei 25°C gehalten.Als Negativ-Kontrolle dientenwhite-Tiere.
Da eineHitzeschock-Behandlunguchim Wildtyp zu einembestimmterProzentsatan
Fehlentwicklungerithrt, mu3bei denhitzegeschockteransgeneierennebendiesen
unter Hitzeschockumstéandeiiblichen Aberrationenein zahlenmaRigiberlegenerPha-
notyp beobachtewerden,um auf eine Antisense-Witkung schlie3erzu kdnnen.Bei der
Versuchsreihenit pKB10.1-d-akonnteim Vergleichzur Negativkontrolleunterdenfehl-
entwickeltenTierenkeineindeutigePhanotygerkanntverden Bei dentransgeneifieren
liel3 sichunterHitzeschock-Bedingungeteineerhohteletalitatfeststellen.

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

Um die TranskriptiondesAntisense-Tansgenschonendeund gleichmagigerzu initi-
ieren, als diesdurchdie Hitzeschockbehandlungndglichist, wurde das2061bp grof3e
Bglll-RestiktionsfragmenausExon4 desDmX-Gensin reverserOrientierunghinterdie
UAS-Sequenzemes DrosophilaTransformationssktorspUAST (Abbildung 2.3) klo-
niert (Abbildung 3.22). Durch Einkreuzernvon Fliegenstammenyelche GAL4 ubiquitar
oderbesondersm Nervensystenexprimieren,sollte dort auchdasAntisense-Knstrukt
zur Wirkung kommen.

Die resultierendenransgenerStammewurdenDmpUABgI-6 -2, -22, -26, -30, -52,
-57 und -58 genannt.Nur ein rotaugigesTier konnte nicht erfolgreich verkreuztwer-
den.In der nachfolgenderKreuzungmit GAL4exprimierendenStammenwurde je ein

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000
I 1 1 1 1 L L 1 1 1 1

EcoRl Hpal Bglll Bglll Eagl Notl Xhol Kpnl Xbal

DmX
2061 Bp
5X UAS\ Bglll-Fragment Sv40

B—eas—mn
> >
Hsp70Ab hsp70
w AmpR w P3’ white P5’

Abbildung 3.22: Karte des AntisenseTransformationsektors pUABgI-6. Ein 2061bp groRes
FragmentausExon4 desDmX -Genswurdein reverserOrientierungin pUAST, hinter die flnf
UAS-Sequenzerdie von einemHsp70Basalpromotegefolgtwerden kloniert. Die ordnungsge-
manReTerminationder Transkriptionwird durchdenSV4QTrailer gevahrleistetDie Selektionder
transgenefkliegenerfolgtetiberdie Expressiordeswhite-Gens.
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3 Ergebnisse

Injiziert 1100
geschlupftd.arven 141
Adulte 64
davon fertil 32
davon mit rotaugiger; 8

Tabelle 3.5: Bilanz der Keimbahntransformatiorvon D. melanogastermit dem Plasmid
pUABgI-6

pUABgI-6-Mannchemit funf GAL4WeibchenverpaartBei denNachlommenderKreu-
zungmit denGAL4-StdmmerB13,853,1018,1087,1747und 1822,welcheGAL4 im
ZNS exprimieren(Kapitel 2.1.2),konntekein Effekt beobachtetverden.In denKreuzun-
genmit den GAL4Stammenl874 und 1878 wurdenzahlreichenicht geschlipfteEier
beobachtetDies liel3 sich aberin Kreuzungenmit anderenMannchendieserStamme
nichtreproduzieren.

3.4.3 Das Ribozym-K onstrukt pKBrz600

Ribozymesind katalytischwirksameRNAs. Die Hammerlopf-Ribozyme die wegenih-
rer Sekundarstruktuso genanniverden kdnnenspezifischan einekomplementar&NA
bindenum diesehinter dem Triribonukleotid GUC zu schneider{Cechund Uhlenbeck,
1994).Dasin derNaturvorkommendeHammerlopf-Ribozymist Teil einesViroids, einer
freienpflanzenpathogend®RNA. NachdemVorbild von Haselof undGerlach(1988)und
Zhaound Pick (1993)wurdedie DNA fur ein DmX -spezifischefibozymsynthetisiert
und in den DrosophilaTransformationsektor pKB256 einkloniert. Die DmX -Spezifi-
tat wurde dadurcherzielt, dal3an die katalytischeRibozym-Domaneauf beidenSeiten
jeweils dreizehrBasensynthetisierivurden,die komplementéaeu denflankierenderBe-
reicheneinesGUC-TripletsderDmX-RNA sind(Abbildung3.23).Die Klonierungwurde
dadurchvereinfacht,daRbeideStrangegetrennsynthetisiertvurden,wobeiandeneinen
Strangdie vier UberhdngendeBaseneiner EcoRI-Schnittstelleddiertwurden,an den
komplementarerstrangdie vier tberh&ngendeBaseneiner Kpnl-Schnittstelle Beide
Produktewurdenin aquimolaremverhéltnisgemischt,so daf3sich die komplementaren
Strangepaarenkonnten.DiesesGemischkonnte danndirekt fur die Ligation mit dem
EcoRI/Kpnl-geschnitteneXektorverwendetverden.

Die ausdiesemExperimentresultierendemotaugigenStammewurdenDmrz600-3,
-4, -9, -11 und -13 genannt.Die Stammewurdendurch PCR auf daskorrekte Trans-
genuberprift.Die InduktiondurchHitzeschock®rfolgtenachfolgendemSchemade 10
rz600-Fliggenwurdenmit normalenwhite™ -Fliegenzusammein einemBreiglasdreimal
fur einehalbeStundesinemHitzeschockei37°CausgesetzZwischendenHitzeschocks
wurdendie Fliegenfur 45min bei Raumtemperatuselassemnd nachdemletztenHitze-
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3.4 Antisense-Stratgenzur UnterdriickungdlerDmX-Expression

N

Tubulin-trailer

Dmx-mRNA

Schnittstelle
\I rz600
A
UAUAAC  GCAGG G

CCACACAAUAUUG AQJcC A
C A G
G

OCHICOHOOOPZPOOMOOO
>OTO0O0O00O0COOOOO

>

5’ hsp?O -leader UGA\U

Abbildung 3.23: Prinzip der Konstruktionund Wirkung einesspezifischerRibozyms.Die kata-
lytische Doméne(rot) faltet sich so, dalRdie flankierenderBereiche die komplementéaru einer
GUC-Zielstelle(griin) sind, dort spezifischmit derDmX-RNA (blau) paarerunddie RNA hinter
demGUCgeschnitterwird. Die TranskriptiondesRibozymswird tberdenHitzeschock-Promotor
Hsp70gesteuert.

Injiziert 480
geschlupftd.arven 86
Adulte 30
davon fertil 17

davon mit rotaugigerr, 5

Tabelle 3.6: Bilanz der Keimbahntransformatiowon D. melanogastemit dem Ribozym-Kon-
struktpKBrz600
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3 Ergebnisse

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
1 1 1 1 1 1 1 1 1

Kpnl EcoRI

Hindlll  Xbal . )
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white P3 w Carnegie 4 w
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P5’ | rz600

Hsp70Ab

-»>
hsp70

Abbildung 3.24: KartedesRibozym-Tansformationssktors pKBrz60Q Der Abstandder GUC-
Schnittstelleum TranskriptionsstadiesDmX -Gensbetragid012bp. Dassynthetisiertdribozym
wurdetberKpnl undEcoRIUberhdngendEndenin denVektorpKB256kloniert. Als Selektions-
marker fur transgend-liegendientedaswhite-Gen.

schockbei 29°Cinkubiert.Eine Kontrollgruppewurdefir die nachsteri0 Tagebei 29°C
belassemwahrendder RestjedenTagfir einehalbeStundeauf 37°Cgebrachivurde.Es
wurde kein Unterschiedn der Vitalitdt oderdem Phanotypder verschiedeneistamme
im Vergleich zu denals Negativkonrolle dienenderwhite™ -FliegenbeobachtetAus den
wahrendder HitzeschockphasabgelgtenEiern entwickeltensich, wie bei der Negativ-

kontrolle,auchnormaleLarven.

3.5 Transkriptionsanal yse von DmSPX

Im 5’-Bereichvon DmX liegt engbenachbarauf demGegenstrangn Kopf anKopf Ori-

entierungdasGenDmSPX so dal3zwischendenbeidenTranskriptionsstartaur 174bp
liegen(Abbildung 3.20). DieserAbschnittenthaltdie Promotorbereichéir beideGene.
Dafur einendurchschnittlichefPromotormit einerLangevon ca.100bp gerechnetver

denmuf3, missterdie beidenPromotorereigentlichdeutlich tberlappenwennauchin

umgelehrterOrientierung.Es stellt sich die Frage,ob sich DmX und DmSPXin ihrem
Transkriptionsmustegleichen.In Northern-Analyser{Abbildung 3.25) kannein 1,6kb

groResDmSPXTranskriptin beidenGeschlechtermachg&iesenwerden.Fur die Nor-

thern-Analysevurde Gesamt-RM verwendetjm Gegensatzur Northern-Analyseson
DmX, fur die polyAT™-mRNA eingesetztverdenmufte um eineausreichend&ignalstar
ke zu erreichenDaraudaftsich schlieBendaBDmSPX-Transkripterechthaufigin der
Zelle vorhanderseinmissenjedentlls sehrviel haufiger alsDmX -Transkripte.
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3.5 TranskriptionsanalyseonDmSPX

T T

Abbildung 3.25: NorthernAnalysevon DmSPXin adultenMannchenund Weibchen.Pro Spur
wurdenca.4 pg Gesamt-RM eingesetztAls SondedientedasPCR-Fragmeny27x26,dasfast
dengesamtergenomischemBereichdesDmSPXxGensabdecki(sieheAnhang).Die Markierung
erfolgtemit a®?PdATP, die Expositionszeibetrug14 Tage.Eswird einin Manncherund Weib-
chenetwain gleicherMengevorhandene3ranskriptvon ca.1,6kb detektiert.
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3 Ergebnisse

Um der Fragenachzugehemb nebendiesenquantitatven Unterschiederzwischen
DmXundDmSPXauchgewebespezifischenterschiedén derExpressiorbestehenyur-
de mit einerDMmSPX-spezifischerSondeeine ,whole mount*in situ Hybridisierungan
DrosophilaEmbryonerdurchgefuhrtDasTranskriptionsmustgiAbbildung 3.26) unter
scheidetsich deutlichsavohl von demdesDmX -Gensals auchvon demdesGAPDH-
Gens,obwohl aucheinigeGemeinsamé&itenbestehen.

In Stadium5 (Abbildung 3.26 A) sind DmSPXTranskripteim Gegensatzzu DmX,
dasam posteriorenPol konzentriertist, Uberdasgesamtezellulare Blastodermverteilt.
Wahrendder Keimstreifierlangerungund der Invaginationdes StomodeumgB, Stadi-
um 10) sind die Transkriptemehroderwenigerdiffus verteilt. DmSPXRNA ist dabeiin
denMitteldarmworlaufernund demzentralerNervensystenmachweisbamiesesMuster
ist ahnlichdemdesDmX; jedochfehlt hier die ssgmentaleKomponenteAb Stadium14
beginnensichDmSPXTranskriptein denMitteldarmworlaufernundim Zentralnerensy-
stemzukonzentrierenwasauchbei DmX zu beobachteist. DasTranskriptionsmustean
denMitteldarmvorlaufernist bei beidenGenenvergleichbar Im Stadiuml5 ist nebenei-
ner Farlung desMitteldarmsdie starksteDmSPXTranskriptionim Gehirnnachweisbar
Im Gegensatadazuist die Transkriptionvon DmX ist in denbeidenGewvebenungefahr
gleichstark(Abbildung 3.7). Gegen EndedesEmbryonalstadiumsst bei DmX eine zu-
satzlicheTranskriptionim Kopfim BereichdesAntenna-Maxillar-komplexes,sowie im
Hinterdarmzu detektierenDiesist im Falle von DmSPXnicht zu beobachterDie Unter
schiedezwischenDmX und DmSPXsowohl im Transkriptionsmusteals auchin dessen
Starle zeigen,dalRdie beidenGenetrotz wahrscheinlichiiberlappendePromotorerun-
terschiedlichreguliertwerden.
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3.5 TranskriptionsanalyseonDmSPX

Abbildung 3.26: EmbryonalesTranskriptionsmustedes DmSPxGens.Die ,whole mount® in
situ Hybridisierungwurde mit der DIG markiertenSondey27x26 (sieheAnhang)durchgefihrt.
Die sonstigerVersuchsbedingungentsprachederentsprechendddybridisierungmit DmX A:
Stadium5, B: Stadium10, C: Stadium11, D: Stadium14, E: Stadium15
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4 Diskussion

4.1 DmX ist ein neuartiges X-chromosomales Gen

In dervorliegendenArbeit wurde die chromosomalé.okalisationvon DmX durchMul-
ticolor FISH an Polytanchromsomewmon Drosophilaauf 5D6-5E1desX-Chromosoms
festgelgt (Abschnitt3.1). Da in D. melanogasteaufgrundseinerlangenexperimentel-
len GeschichteeinegrofieAnzahlvon GenendurchMutagenesegerimentadentifiziert
undlokalisiert,jedochviele dieserGenebis heutenicht molekularcharakterisiertvorden
sind,stelltsichdie Frage ob DmXmit einemdieserGeneidentischseinkdnnte.Mit Hilfe
des,cytosearcltools” derFlybase(ht t p: / / f | ybase. bi o. i ndi ana. edu/ ) wur-
denalle nochnichtmolekularcharakterisierteeneausdiesenmchromosomaleBereich
undderenPhanotyperzusammengesteTabelle4.1).

Lokalisation

Name

Phanotypklasse

Phanotyp

3C1-6F6

3E8-6C11

3E8-6C11

3E8-6C11

Bt

I(1)1PP22

I(1)9PP1

I(1)9PP12

sichtbar domi-
nant, genetisch
rezessi, letal

rezessi letal

rezessi letal

rezessi letal

(Bateman,1950):100%der hetero-
zygotenWeibchenhabeneinenach
hintenverlangerte/erzweigungder
posteriorerFlugeladerZusatzliche
Verzweigungenkdnnenim selben
BereichdesFligels auftreten.Die

abdominalerSeggmentesind oft un-

terchitinisiert.

(Perrimonet al., 1989): Maternaler
Effekt Phanotyp.Es fehlt dasven-
traleHypoderm.

(Perrimonet al., 1989): Maternaler
Effekt Phanotyp.Einige Segmente
sindfusioniert.

(Perrimonet al., 1989): Materna-
ler Effekt Phanotyp VerdrehteEm-

bryonenmit Fehlentwicklungenm

Kopfbereich.

Fortsetzuncauf dernéchsterBeite
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4 Diskussion

FortsetzungrzonvorhegehendefBeite

Lokalisation
3E8-6C11

3F1-7B3
3F3-5E8

5A1-5E8

SAT7T-5ES8

SAT7T-5ES8
S5A8-7B3

5A8-7B3

5C5-5D6

5C7-5D6

5D

S5D1-5E8

5D1-5E8

Name
(1)PB7

1(1)291-95
I(1)TK128

I(1)aird

I(1)5AEa

I(1)5Aa
fs(1)del

Su(tor)1-1

fs(1)M3

fs(1)M13

fs(1)5Da

fs(1)K741

I(1)5DEa

Phanotypklasse
rezessi letal

rezesai letal
rezesai,letal lar-
val

rezessi larval le-
tal

rezessi letal
rezessi letal
weibliche Sterili-
tat

weibliche Sterili-
tat

embryonaletal
letal

weiblich semi-
steril

rezessie weibli-
cheSterilitat

rezesai letal

Phanotyp

(Perrimonet al., 1989): Maternaler
Effekt Phanotyp.Abnormale Oo-
genese,kollabierte Eier und ver-
schmolzend-ilamente.

(Slizynski, 1938)

(Thaker und Kankel, 1992):abnor
male Zellklone im Auge und der
LaminafihrenzurauherBereichen
im Auge.

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

(Schalet,1986)

(Schalet,1986)

(Galanopoulot al., 1989) abnor
maleEier

(Doyle und Bishop, 1993): Ei-
er sind ungefarbtund kollabieren.
SchwacheSuppressionlesEgfrEl-
PhanotypgrauheAugen).
(MohlerundCarroll, 1984):Mater
naler Effekt Phanotyp.Locher am
posteriorerEndedesEmbryos.Ei-
nige Eier kollabierenbei der Abla-
ge.

(Mohler und Carroll, 1984): Ma-
ternalerEffekt Phanotyp.Eier ent-
wickeln sich, sind aberldchrig, ei-
nigekollabieren.

(Grossniklauset al., 1989): Ovari-
en sind desoganisiert,die Ovario-
len nicht normal geformt, die Ger
mariensindzusammengeklumpt.
(Perrimonund Gans,1983): Tem-
peratursensii. Weibchen produ-
zierenbei 29°C keine oder wenig
Eier.

(Schalet,1986)

Fortsetzuncauf dernachsterSeite
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4.1 DmXist ein neuartiges<-chromosomale&en

Fortsetzung/on vorhegehendefBeite

Lokalisation| Name Phanotypklasse | Phanotyp
5D1-6 [(1)5CDa | rezessie Sterili- | (Voelker und Wisely, 1982): Tem-
tat peratursensii Entwicklungverzo-

gert und Adulte steril bei 22°C.
Adulte fertil beil7°C.

5D5-5E1 fs(1)K254 | weibliche Sterili- | (Perrimonet al., 1986): SpateOo-
tat genesast unterbrochenAmplifka-
tion derChorion-Genest normal.
5D5-5E1 fs(1)K1214| weibliche Sterili- | (Perrimonet al., 1986): SpateOo-

tat geneseist unterbrochenChorion-
Geneunteramplifiziert.
5E-5F [(1)G0287 | rezessi letal (Schaeferet al., 1999) Fly-View:

P1854a,Embryo, Stadium15 ubi-
quitareFarlung,vgl. Abb. 4.1
5E1-2 [(1)G0063 | rezessi letal (Schaeferet al., 1999): Fly View:
P1680, Gehirn stark gefarbt, ahn-
lich DmSPXvgl. Abb. 4.1
Tabelle4.1: Ubersichtiiber bekannteMutationen,die den
Bereich5D5-5E 1betrefen kbonnten.

DmX -MutantenweiseneinenL1-larvalenrezessi letalenPhanotypauf (sieheKa-
pitel 3.3und 3.19).Die Eier erscheinemormal.Die EmbryogenesgerlauftohneKom-
plikationenund esschlipfenLarven, die zunachskeine Morphologie-oderVerhaltens-
auffalligkeitenzeigen.Im Verlauf deserstenLarvenstadiumgdeidendie Mutantenunter
zunehmendelnaktivitat, nehmerkeineNahrungmehrauf undsterbenlin heterozygoten
Adultenkannwederein sichtbareiPhanotymocheineerhhteSterilitdtbeobachtetver-
den.Ein VergleichvonDmX ™~ mit denin Tabelle4.1aufgeflihrterMutantenzeigt,dalles
sichbei DmX mit sehrhoherWahrscheinlichkit um ein neuartigessenhandelt Bt zeigt
in genetischheterozygotenZustandeinen dominantsichtbarenPhanotyp.Su(tor)1-1
fs(1)5Dg fs(1)K741 fs(1)5CDa fs(1)K254und fs(1)1214habeneinenmit Sterilitatge-
koppeltenPhénotyp Der Phanotypder Genel(1)1PP22 I(1)9PP1, I(1)9PP12 I(1)PBY7,
[(1)TK128undI(1)air4 ist mit auffalligen Defektenin der Organogeneseerbunden.Die
Mutationender Genefs(1)del fs(1)M3und fs(1)M13fluhren zu abnormalerEiern und
Letalitatschonwahrendder Embryogenese.

Die bekannterDmX ~-Allele wurdenaufgrunddesKriteriums, Letalitat* selektiert.
Deshalhist der Phanotyp,schwacher“Allele nicht bekanntDa von keinemder hier auf-
gefuhrtermutiertenGeneAllele bekanntsind, die einendhnlichenPhénotypvie DmX
aufweisenkannmandavon ausgehengalRessich bei DmX um ein neuartigessenhan-
delt.
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4 Diskussion

Die Genel(1)G0287und I(1)G0063sind durchdie InsertioneinesP-Elementsent-
decktworden.FUr sie wurde noch kein Phanotypbeschriebenjedoch stehtdurch die
ExpressiondeslacZ Reportegens(sieheAbbildung 4.1) ein Transkriptionsmusteals
Vemleichsgrundlageur Verfugung.

Das DmX -Transkriptionsmustein Stadium15 (Abbildung 3.7) unterscheidesich
von derubiquitarenl(1)G0287Expressionnsofern,dal’die DmX -Transkriptionin eini-
genGewvebenwie demGehirnunddemAntenna-Maxillar-komplex, erhdhtist. [(1)G0063
zeigteine starkere Anfarbung desGehirns,dasMusterdecktsich jedochnicht mit dem
vonDmX VielmehrgleichtdiesesTranskriptionsmustesehrstarkdemvon DmSPX(Ab-
bildung 3.26),sodaRessichbeil(1)G0063um eine P-Elemeninsertionin DmSPXhan-
delnkdnnte.Furdie Genel(1)5AEa I(1)5Aaundl(1)DEa(Schalet1986)undl(1)291-95
(Slizynski, 1938)wurdekein PhanotypbeschriebenAulRerdensind die entsprechenden
Mutantenstammaicht verfligbar Eine Komplementationsanalysait DmX ist deshalb
nicht moglich.

4.2 Bei DmX konnten keine geschlec htsspezifisc hen
Transkriptionsunter schiede festgestellt werden

DmX st dasorthologeGenzu CpY, einemGen,dasin dergeschlechtsdeterminierenden
chromosomaleRegionvon C. piger gelegenist (sieheKapitel 1.2). CpY wird bei Chiro-
nomidengeschlechtsspezifisabguliert (sieheKapitel 4.3) und stehtin Verdacht,n die
Geschlechtsdeterminierumgyolviert zu sein.Bei D. melanogastewird dasGeschlecht
durchdasMengeerhaltnisder X-Chromosomemnd Autosomerdeterminieri{Bridges,
1925).An der,Messung“diesesVerhaltnissesind die Numerator-Elementauf dem X-
Chromosonunddie Denominator-Elementauf denAutosomerbeteiligt. DmX-Mutan-
ten kénnendurchdie freie Duplikation Dp(1;f)q2 gerettetwerden.(Stephensor§1994)
und Kraemer pers.Mitteilung). Auf Dp(1;f)g2 liegenzwei Kopienvon DmX, von de-
nenallerdingsnicht bekanntist, ob essich bei beidenum aktive Genehandelt.Fir den
Fall, daRbeide Kopien aktiv sein sollten, ware bei gerettetenTieren kein Phanotypin
Abhangigleit von der Anzahlder DmX -Kopienzu beobachternEine Rolle von DmX als

Abbildung 4.1: Expressionsmustater Gene(A) 1(1)G0287 von lateral (Flyview P1854),und
[(1)G0063von dorsal(Flyview P1680)
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4.3 LokalisationundstrukturelleBesonderheitemon CpY

Numerator-Elemenist daherunwahrscheinlichWeiterhin konntenbei DmX keine Ei-
genschafteriestgestelliverden,die einegeschlechtsspezifisciitegulationermoglichen
wurden,wie differentiellesSpleil3endifferentiellePolyadenlierungodergeschlechtsspe-
zifischeUnterschieden der Transkriptionsstark Die Ergebnissdassenalsovermuten,
daRDmX in beidenGeschlechterr abgesehemon TransportmaternalefTranskriptein
die Oozyte—wahrscheinlichin gleicherWeisereguliert wird.

4.3 Lokalisation und strukturelle Besonderheiten von CpY

In C. thummisind die Geschlechtschromosomérs auf einenkleinenBereichin D3el
(Hagele,1985)homomorphin diesemChromosomenabschnitit ein mannchenspezifi-
scheClustervon Cla-Elementewvorhandendasmit demdominanterménnchenbestim-
mendenFaktorM enggekoppeltist (Schmidtetal., 1982; Kraemerund Schmidt,1993).
Die Situationin C. thummikannals der Beginn der Evolution von heteromorpherte-
schlechtschromosomewje mansie z. B. auchin Drosophilafindet, betrachtetverden.
GanzgenerellscheinerBereiche,n denengeschlechtsdeterminierenéaktorenliegen,
von derRelkombinationausgeschlossetu sein.SolcheBereichewerdenals Transposon-
falle diskutiert(Charlesverth etal., 1986).Dort kanneineprogressie Anreicherungvon
Heterochromatirstattfinden(Muller, 1932), welchewiederumeine Anhaufungschadli-
cher Mutationenbeglinstigt(Rice, 1994). Die Kombinationbeider Mechanismerstellt
die Grundlageder DegeneratioreinesChromosomsind der Entwicklungheteromorpher
Geschlechtschromosomear Bei denbeidenSchwesternarte@. thummiund C. piger
(Keyl und Strenzle, 1956) liegt im Hinblick auf die Frageeiner Heterochromatinanrei-
cherungeineinteressant8ituationvor: WahrendC. thummieinenrelatv hohenAnteil an
Heterochromatirund an repetitver DNA (Schaeferund Schmidt,1981)besitzt,kannin
derSchwesternaft. piger kaumHeterochromatimachg&iesenwerden(Hagele, 1977).
DieserUnterschiedorreliertmit der GenomgréReDieseist bei C. thummica.30%gro-
Reristalsin C. piger (Keyl, 1957,1965).Der Unterschiedn der Mengean Heterochro-
matin korreliertauchmit der Anwesenheibzw. Abwesenheitvon Heterochromatiram
geschlechtsbestimmendeacusvon C. thummiund C. piger. Die chromosomalé.oka-
lisationdesGeschlechtsdeterminataist allerdingsin C. thummiund C. piger identisch
(Hagele,1985,1986).Das Gen CpY liegt sowohl in C. thummials auchin C. piger in
genaudiesemchromosomalebschnitt. DieserAbschnittist offensichtlichvon der Re-
kombinationausgeschlosseBieswurdedurchdie Anwesenheitvon geschlechtsspezifi-
schenRFLPsin denProtoX- undY-chromosomalerkKopienin C. thummiund C. piger
gezeigiKraemey1994).ZwischenX- undY-chromosomaleKopiekonntengenerelkei-
ne quantitatven Unterschieden der Transkriptionfestgestelliverden(Kraemey 1994).
Mit der spezifischerLokalisationvon CpY in der evolutionaren,K eimzelle” einesdif-
ferenzierendeGeschlechtschromosommdauchEigenschaftewon CpY korreliert,die
esvon DmX und F54E4.1unterscheidettm Gegensatzu denhomologenGenenDmX
und F54E4.1weist CpY zum einendifferentiell gespeifRteExonsauf und zum anderen
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einedifferentiellePolyadenlierung (Kraemey 1994).Da CpY in Mannchenund Weib-
chengleichstarkiranskribiertwird und esoffensichtlicheinerdifferenzierterRegulation
unterliegt, ist es unwahrscheinlichdal3es sich bei CpY um M handelt.Dennochsind
leichte geschlechtsspezifischénterschieddestzustellenBei der Transkriptionsanalyse
derdifferentiellgespleidtefcxonsfallt auf, dallim Falle von Exon4, desserSequenin-
tegralerBestandteiton DmXundF54E4.1list, differentiellgespleil3t&ranskripten ihrer
VerteilungmehroderwenigergleichmaRigsind, d. h. esfindensichin denuntersuchten
Gewebenungefahrgleichviel Transkriptemit und ohneExon 4. Dasgilt fir ménnliche
Gewebeim allgemeinerund fur die meistenGevebeim Weibchen.m Ovar allerdings
ist die Anzahlder Transkriptemit Exon4 deutlich Uberreprasentiertn Zellkulturzellen
ist die Anzahl der Exon 4 enthaltenderTranskriptedeutlich unterreprasentierOb der
Bereichvon Exon4 etwasmit demTransportvon RNA in die Oozytezu tun hat,ist nicht
bekanntExon8 enthaltend@ranskriptesindim Manncherhaufigeralsim Weibchenwo
siez. B. im Ovar tberhaupnicht nachzuweisesind.Im Mannchersinddie Transkripte
in allen Tagmatavorhandenwobei ein GradientzwischenKopf und Abdomenbesteht
(Abbildung3.14).

Vemleicht mandie relatve Haufigkeit von TranskriptenohneExon 4 mit der relati-
ven Haufigkeit derer welche Exon 8 enthalten fallt auf, dal3ersterehaufigersind und
weitlaufig vorhandenwéhrenddie Expressiorvon Exon 8 sehrspezifischbegrenztist.
DasFehlenvon Exon8-Transkriptenn Zellkulturzellen,sovie dasganzlicheFehlendes
Exon 8-homologerGenabschnittem DmX und F54E4.1kénnteauf einespezifischee-
gionale,fur die einzelneZelle nicht lebenswichtigg-unktionhindeuten Weiterhinkann
man aufgrundder unterschiedlichemelativen Haufigkeiten die Vorhersagdreffen, daf3
dasdifferentielleSpleil3ernvon Exon 8 nicht zwangslaufigan dasdifferentielleSpleil3en
von Exon4 gekoppeltist. Um zu testen welchevon dentheoretischmoglichenSpleif3-
varianten(Kraemer 1994)tatsachlichin vivo vorkommen,miftemanauseinerCpY -
spezifischercDNA Bank einzelneKlone durch PCR auf den Gehaltvon Exon 4 und
Exon8 untersucherkin direkterNachweisbeiderExonsin einemSchrittdurchRT-PCR
ist wegender geringenExongré3erund derenweitem Abstandvoneinandenicht még-
lich, denndie Gro3enunterschiedger resultierenderMolekile warenzu klein, um sie
durchGelelektrophoresauftrennerzu kbnnen.

ObdasdifferentielleSpleil3envon CpY auchmit verschiedeneRrunktionerkorreliert,
ist nichtbekanntDie Tatsachedal’die verschiedenedifferentiellgesplei3teffranskrip-
te von CpY nicht gleichartigverteilt sind, deutetjedochdaraufhin. Ein sehrbekanntes
BeispieleinesGens dasdurchdifferentiellesSplei3erin einenFunktionszusammenhang,
mit demesurspringlichnichtszu tun hat, gerat,ist dasGen SxlausDrosophila In an-
derenDipterenist SxI nicht geschlechtsspezifisaieguliert (Meiseet al., 1998; Saccone
etal., 1998).Wahrscheinlichst Sxlin diesenArten ander Neurogenesebeteiligt (Erick-
sonundCline, 1991;Parkhurstund Meneely 1994).In D. melanogastejedochfungiert
esalsHauptschalteander Spitzeder Geschlechtsbestimmungskask&@éne und Mey-
er, 1996). Wenn Sxl aktiv ist, werdendurch seineProduktesomatischezellen auf die
weibliche Geschlechtsdiérenzierunggeschalte{Lucchesi,1996),im inaktiven Zustand
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wird der mannlicheEntwicklungsgangingeschlagerDer AngriffspunktdieserAn/Aus
Regulationist derdosisabhangigeromotorPe, dernurin Zellenmit einemX:A-Verhéalt-
nisvon 1:1im zellularenBlastodermStadiumaktiv ist (Keyeset al., 1992; Esteset al.,
1995). Spaterwird Sxlvon einemandererPromotor(Py) in beidenGeschlechtertran-
skribiert. In Abwesenheitvon aktivem SXL, wie in Mannchender Fall, enthaltendie
SxkTranskripteein Stop-Kodonin Exon 3, daszu einemverkurztenProteinfihrt und
nichtfunktionellist. In Anwesenheivon SXL —in Weibchender Fall —wird Exon3 aus
der SxFRNA herausgesplei3so dal3 dasfunktionale Proteintranslatiertwerdenkann.
Dieserautorgyulatve Mechanismugewahrleistetie kontinuierlicheProduktionvon ak-
tivemSXL in Weibchen(Bell etal., 1988,1991).In Drosophilascheintesalsodurchdie
Etablierungvon geschlechtsspezifischetiifferentiellenSpleil3ernvon Sxlzu einerneuen
Funktionin einervollig andererRegulationskaskadgekommenzu sein.

Die erweitertemdogliche Funktionalitatvon CpY durchdie differentiell gespleifdten
Exone4 und 8 mul3entstanderseindurchdie Erzeugungvon Exon4 durchdie flankie-
rendelnsertionvon Intron 3 und 4 sowie die InsertionoderEvolution von Exon8 (siehe
dazuAbbildung 1.2). Da die Genstruktur abgeseheron der Integration transposabler
Elementdn die Intronbereicheauf ProtoX- undProtoY-Chromosomdentischist, mis-
sendieseVorgangestattgefundemaben bevor der chromosomal@ereich,in demCpY
liegt, von der Relkombinationausgeschlossaemurde.Dabeistellt dasFehlenvon Exon4
unddasVorhandenseimon Exon8 denjeweils abgeleiteterrall dar Dain der Transkrip-
tionsanalysédei beidenExonseine Geschlechtsspezifitéestgestellivurde,wird ein Zu-
sammenhangder geschlechtsspezifisch&@plei3dversifikationmit der Lokalisationvon
CpY vermutet.Ein ZusammenhandesdifferentiellenSpleil3engper se mit der Lokali-
sationin einemchromosomaleBereich,in demkeineRekombinationstattfindetjst un-
wahrscheinlichdain beidenGeschlechteribeideSpleiproduktgefundenverden,das
differentielle Spleil3enalso evolutionarvor der Unterdriickungder Rekombinationvon
CpY entstandeseinmuf3.Unterschieden der Funktionder CpY -SpleiRwariantenkénn-
tenz. B. durcheinenVergleichdesFarbemustersiit spezifischentikdrperndaigestellt
werden.Diesemuf3tenallerdingsdurch kurze Oligopeptidegeneriertwerden,denndie
beidendifferentiellgespleildtefexonssindim VergleichzumgesamterGensehrklein.

4.4 Das Transkriptionspr ofil von DmX und CpY

DmX zeigt ein komplexes Transkriptionsmustemit einer ubiquitarenGrundepression
und einer erhéhtenspezifischenTranskriptionsratéen den Vorlauferstrukturerdes Mit-
teldarmsdemZNS unddemAntenna-Maxillar-komplex. Um Genezuidentifizieren die
dasgleiche oderein ahnlichesTranskriptionsmusteaufweisenwurde die FlybaseEx-
pressiorsummaryhtt p: // fl ybase. bi o. i ndi ana. edu/ . bi n/ expat )durch-
sucht.2464Gene dieim Nervensystentranskribiertwerden 599transkribierte€Geneaus
demVerdauungstrakind 14 Geneausder Oozytekonntenfir einenVemleich herange-
zogenwerden.Die Transkriptein der Oozytestammerzum Teil ausdenN&ahrzellenund
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somitsolltenauchTranskripteausNahrzellenmit berticksichtigiverden jedochkonnte
nachdieserKategorie nicht gesuchiverden Die niedrigeZahl von nur 14 fur die Oozyte
zeigt, dal3die Annotationder Geneflr diesesGewveberudimentérist. 199 der Kandi-
datengenaverdensowvohl im Nervensystenals auchim Verdauungstraktranskribiert,
und lediglich drei der Genezusatzlichauchin der Oozyte.Es handeltsich dabeium
BtK29A 1(2)gl und ovo. Das Transkriptionsmustevon ovo (Mevel-Ninio et al., 1995)
unterscheidesichsignifikantvon demdesDmX;, die Expressiornist in spaterEmbryonen
auf die KeimbahnbeschranktMutantendesGensl(2)gl bilden Tumorein denoptischen
Loben.I(2)gl spielt eine Rolle in der Regulation des Zellzyklus. Die Transkriptionist
wahrendder Stadien10-12im Ektodermstérler alsin den Mitteldarm-\orlaufern.Im
ZNSfindeteinebesondermtensive Transkriptionin denVorlaufernderoptischerLoben
statt(Klambt und Schmidt,1986).Auch diesesExpressionmustearnterscheidesichvon
DmX Das GenBtK29A (Katzenet al., 1990) kodiert fir eine Protein-Thyrosin-Kinase
undzeigtzwar eineéhnlicheGewnebespezifitdivie DmX, esbestehefedochsignifikante
Unterschiedén derquantitatvenVerteilungderTranskripte Bei dieserdrei Genekonnte
keineKoregulationmit DmX festgestelltverden allerdingsist offensichtlich,damit der
von FlybaseangeboteneRoutinenur ein mamginaler Teil der bekannterGene,welche
im embryonalerZNS, den Darmvworlaufernund in der Oogenesdranskribiertwerden,
extrahiertwerdenkonnte(vgl. Kapitel 4.9).

4.4.1 DmX in der Oogenese

In dervorliegendenArbeit konntegezeigtwerden,dal3essichbei DmX méglicherweise
um ein maternaleg&ffektgenhandelt(Kapitel 3.2.3).DmX -Transkriptewerdenwahrend
der Oogenesenassv in die Oozytetransportiertaberoffensichtlichschonwahrendder
Oogeneséranslatiert,dennin frisch abgelgten Eiern sind fastkeine Transkriptenach-
weisbar Eine starlere Farhung kannerstwiederab Stadium5 am posteriorerEndedes
Embryosbeobachtetverden.Dies kbnnteauf embryonalelranskriptionhindeutenVer-
gleicht man das Transkriptionsprofivon DmX mit typischenmaternalerEffektgenen,
lassersich einigeUnterschieddeststellenEine Eigenschaftier meistermaternalerGe-
neist einespezifischdBeschrankunglerLokalisationin bestimmterArealenderOozyte.
SolcheGenelibenin der Regel eine Funktionbeider Achsendeterminierungnd der Or-
ganogenesdesspatererEmbryosaus.Als Beispieleseienhier die Genebicoid (Driever
und Nusslein-Wlhard, 1988), nanos(Wangund Lehmann,1991) und oskar (Lehmann
und Nusslein-\6lhard, 1986) genannt.Die bicoid-RNA ist im anteriorenTeil desEm-
bryoslokalisiertundinitiiert die Determinierungler anteriorerKorperstrukturennanos
wird am posteriorenPols desEmbryoslokalisiert und bewirkt dort die Differenzierung
von posteriorenKorperstrukturenoskarRNA wird ebenélls am posteriorenEndedes
Embryoslokalisiert und wird dort wiederumfur die Lokalisierungvon nanosbenotigt
(Lehmannund Nusslein-\6lhard, 1986; Schipbachund Wieschaus,1986). Die Phano-
typen dieserGenetretenerstin der F1 mutanterTiere auf, da die Genfunktionin den
Mutantenselbstdurchdie maternalerRNAs aufrechterhaltemerden.Fir Gene welche
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in einemspatererieil der RegulationskaskadeineRolle spielenwie z. B. die Genpro-
duktevon torso (Bier, 1998)undtoll (GayundKeith, 1991),gilt eine Ubereinstimmung
von LokalisationundWirkungsortnicht. DasToll Proteinist ubiquitarim Embryoverteilt,
wird abernur auf der ventralenSeitedesEiesaktiviert (Morisatound Anderson,1994;
Roth, 1994). Auch der Membranrezeptofforso ist ubiquitarim Embryo verteilt, wird
abernurim anteriorerund posteriorerAbschnittaktiviert (Bier, 1998).Der Zeitpunktan
demein maternaleiPh&notypn Erscheinungritt, hAngtvon der Abbaugeschwindigéit
der maternalerRNA, savie vom Beginn der embryonalerExpressiorah Als Beispiele
seienwiedertorso und toll angefihrt:Bei torso tretenFehlentwicklungerbereitswah-
rendder Embryonalentwicklungauf (Klingler et al., 1988),in Falle von toll tretenerst
wahrenddeserstenLarvenstadium®Beeintrachtigungemauf (Andersonet al., 1985a,b).
Der massve Transportvon DmX -RNA in die Oozyte,zeigt, daf3dort maternaleDmX -
Transkriptezur Wirkung kommen.Der ZeitpunktdesAuftretensvon Schadigungeibei
DmX -Mutantenim erstenLarvenstadiumst ebenélls konsistentmit anderemmaterna-
len Genen.Da jedochin jungenEiern fastkeine maternalenTranskriptenachzuweisen
sind, muRR dasUberlebender mutantenEmbryonenbis zum erstenLarvenstadiunmicht
auf eine fortdauerndelranslationmaternalerTranskriptezuriickzuftihrersein, sondern
auf die Persistenaon DMX Protein.Durch die GenerierungeinesDmX -spezifischen
Antikorpersund einemdirektenNachweisvon DMX kdnntedieserSacherhaltgenauer
analysiertwerden.

4.4.2 DmX in der Embryogenese

DasTranskriptionsmusteron DmX unterscheidesich von ubiquitartranskribierterGe-
nen,wie am Beispielder GAPDH gezeigt.Es gibt zwei KopiendesGAPDH-Gensim
Genomvon D. melanogasterBeide Kopien werdenubiquitar exprimiert, abermit ge-
webespezifisclyuantitatv unterschiedlichePegeln (Sullivanetal., 1985).Wahrenddie
eine Kopie gleichméaRigubiquitarexprimiert ist, wird die zweite Kopie pradominanim
Muskel transkribiert.Fur die in situ-Analysenwurden stetsSondenfur diejenigeKo-
pie der GAPDH verwendetdie ubiquitarexprimiert wird. DmX besitztzwar aucheine
zumTeil ubiquitareTranskription dasspezifischeMusterunterscheideDmX jedochvon
denHaushaltsgenedesEnegiestofwechsels Als nachstestellt sich die Frage,ob das
Transkriptionsmusteron DmXdeckungsgleicimit zellteilungsaktrenRegionendesEm-
bryosist. Ein Vergleichmit Genendiein derZellproliferationeineRolle spielenwie z. B.
myb(KatzenundBishop,1960)zeigt,daRessichbei denGenvebenwelcheDmXamin-
tensvstentranskribierenpichtumdie zu diesenZeitpunktteilungsaktvstenhandelt Ein
direkterZusammenhangwischerDmXundZellproliferationist daherunwahrscheinlich.
Mittlerweile konntenzahlreicheWWD-RepeatProteineausDrosophilacharakterisiert
werden.Obwohl dieseProteineein gemeinsameBrotein-Motv besitzensindsieanden
unterschiedlichstedorgangenn derZelle beiteiligt (Kapitel 1.5). DurcheinenVergleich
von DMX mit anderenWD-ProteinenausDrosophilasollen Proteinemit einemahnli-
chenTranskriptionsmustarnd Phéanotygdentifiziertwerden Dadurchkdnnteeinefunk-
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tionelle Klassifizierungvon DMX mdéglich werden.Das an der Neurogeneséeteiligte
Gen Enhancerof split, E(spl) besitztsechsWD-RepeatqHartley et al., 1988). Dessen
Genproduktinteragiertmit Notch und Delta, welchedie Differenzierungvon neuroek-
todermalenZellen zu Neuroblastersteuern Das Transkriptionsmustevon E(spl) deckt
sich mit demvon Notch (Hartley et al., 1987).In Embryonender Stadien8 und 9 ist

ein nahezuubiquitaresMuster zu beobachtenDabeiist der gesamteKeimstreif, sovie

die VorlauferdesVerdauungstraktemarkiert. Wahrendder VerkurzungdesK eimstreifes
im Stadium13 nimmtdie Signalstérk in denDarmworlaufernab,im ZNS hingegenzu.

Ab Stadium16ist die Transkriptionnahezwollstdndigauf dasZNS beschranktim Ge-

gensatzu DmX, welcheszusatzlichzum ZNS aucheine starke Farhungim Hinterdarm
undim Antenna-Maxillar-komplex aufweist.E(spl), notch und deltaweisenein ein sehr
ahnlichesTranskriptionsmusteauf, welchessich nicht mit demvon DmX deckt.

Ein weiteresGen,dasfur ein WD-Proteinkodiert, ist esc(extra sex comb3. Es han-
delt sichdabeium ein Mitglied der PolycombFamilie, die fiir die Aufrechterhaltungles
reprimiertenStatusderhomoeotischefeneverantvortlich ist (OrlandoundParo,1995).
Die ecsmRNA hateineLangevon 1,8kb undkodiertsechdVD-RepeatsSiefungiertals
maternaléBotschaftundweistin denEmbryonalstadieB—9ein ExpressionsmustéGut-
jahretal., 1995)auf, dasdemvon DmX sehrahnlichist. Eswird vermutet,dal3EscUber
Protein-ProteiWechselirkungenanderAufrechterhaltunglerreprimierendei©hroma-
tinstrukturbeteiligtist, welchedurchHb1, die Polycomb-GerProdukteund TFIID _tarsg
vermitteltwerden.DasMusterin Stadium13 unterscheidesichjedochvon DmX beson-
dersim Kopfbereich,obwohl aucheine Farlung im Hinterdarmnachg&iesenwerden
kann(Gutjahretal., 1995).AllerdingsfuhrenMutationenvon escim Gegensatzu Muta-
tionenin DmX zu Mi3bildungen NURF-55(Martinez-Balbagtal., 1998)enthaltsieben
WD-Repeatsindist identischzumDrosophilachromatinassemblyfactordCAF-1 (Tyler
et al., 1996). DiesesProteinstehtin Wechselirkung mit Histon-Deacetylaseand der
Histon-Acetyltransferasend kannso durcheine Transkriptionséktor vermittelteregio-
naleVeranderunglerNukleosomenstruktwineregulative FunktionausiberfTsukiyama
etal., 1995; Tsukiyamaund Wu, 1995).NURF-55weistim Gegensatzu DmX einrein
ubiquitaresExpressionsmusteuf (Tyler etal., 1996),dasdemder GAPDH gleicht,sich
abervon der DmX -Transkriptionim ZNS, Antenna-Maxillar-komplex und Hinterdarm
deutlichunterscheidet.

DHH wird von einem4,1kb groRenTranskriptkodiert, besitztsiebenWD-Repeats
(Kirov etal., 1998)undgehdrtzur Familie derHIRA (HistonRegulator)Gene Esist auf
dem X-Chromosomlokalisiertim Bereich7B3—4(Lindsley und Zimm, 1992).Bei Dhh
handeltessichum ein maternale€ffektgen,esunterscheidesich jedochim Transkrip-
tionsmustervon DmX Dark ist ein WD-ProteinausDrosophila dasstarke Homologie
zummenschliche\paf-1/CED-4aufweil3tundin der ApoptoseeineRolle spielt(Rodri-
guezetal., 1999).dark-Mutantenzeigenmultiple Mil3bildungenan denFligeln,Augen
undBorsten(Rodriguezetal., 1999).Bei demVemleichfallt auf,dalRdasTranskriptions-
mustervon WD-RepeatProteinenin der Regel nicht auf einzelnekleine Gevebeareale
beschréankist. Dies korreliert mit der Eigenschaftvieler WD-Proteine,wichtige regu-
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latorischeFunktionenwahrzunehmenYusammerdssendallt sich sagendalidasTran-
skriptionsmusteron DmX trotz einiger Ahnlichkeiten keinemder eruiertenTranskrip-
tionsmusterder obenaufgefuhrtenGeneentspricht,so daRkeine Riickschlissauf eine
funktionelleKlassifizierungron DmX gezogerwerdenkénnen.

4.5 Inhibierung der DmX -Expression

Esgibt in derLiteratur zahlreicheBeispielefur dasAusschaltervon Genendurch Anti-
sense-RNK, RibozymeundneuerdinggauchRNAI. Bei denaufgefuhrterBeispielenfallt
auf, dalRdiesein keinemFall als ersteMethodezur BestimmungdesPhanotyp$erange-
zogenwurden.Es konntezwar in vielen Fallenein Phanotyperzeugtwerden,dieserist
aberin der Regel nur mit einemsehrschwachenmutanterAllel vergleichbarund konnte
in allenFallenerstmit denentsprechendetiir diesesGenproduketablierterNachweis-
methoderdetektiertwerden.

4.5.1 Inhibierung der Genexpression durch Ribozyme

Wie bereitsin Kapitel 3.4 dagestelltwurde, konntenwedermit Antisense-RM noch
mit einemRibozymein signifikanterDmX ~-Phanotyperzeugtwerden.n denfolgenden
AbschnittensollenméglicheUrsacherhierfir diskutiertwerden.

Fur denEinsatzvon Ribozymenin Drosophilaliegennur drei Beispieleausder Li-
teraturvor. Vanario-Alonscet al. (1995) konstruierterzwei hsp70regulierte Ribozyme
fur daspaired (prd)-Gen.In prd Nullmutantenwird eine ernsthafteDisorganisatiorvon
KopfstrukturenbeobachtetEin Ribozym wurde direkt hinter das ATG-Startlodon ge-
legt, daszweiteRibozymzwischenreinerPairedboxund Homoeoboxta.850bp weiterin
3’-Richtung. Analysenvon Kutikula-Praparationemeigten,daRdie Transformanterei-
ne normaleSegmentationsowie normaleKopfstrukturenaufweisenErstdurcheinede-
taillierte Analyseder Kopfstrukturenkonnteeine Reduktionvon einzelnensensorischen
Organenin etwa 40% der Transformantefeobachtetverden.Leider wurdenin diesen
Analysenbalanciertd-liegenverwendetywelchebeideRibozymeenthieltensodal’keine
guantitatve Unterscheidungn derWirkung derbeidenRibozymevorgenommerwerden
konnte.

Ein fushitarazuPhanotypurchein hsp70reguliertesRibozymkonntevon Zhaound
Pick (1993)erzeugtwerden.DieseArbeit dienteals Vorlageftr die hier durchgefihrten
VersucheDasRibozymist komplementaru derftz-mRNA andenPositionent+721bis
+742naheeinerSpleil3stellestromaufwartslerHomoeoboxftz -Nullmutanterfehlt jedes
zweite Sggmentundsie sterbemochvor demSchlipfenDer Phanotypderftz -Ribozym
EmbryonerwurdedurchAnti-Ftz Antikorperdamgestellt.iInsgesamentsprichinachZhao
und Pick (1993)die Starke desdurchdasRibozyminduziertenPhanotypsiemvon Wa-
kimoto et al. (1984)beschriebeneRhanotypeinertemperatursensiten Mutantemit der
entsprechendeviarianzund Abhangigleit desPhanotypsom Zeitpunktder Induktion.
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Heinrich et al. (1993)erzeugtertransgend-liegen,die ein Ribozymlonstruktgegen
dasnative white Genenthieltenund konnteneine signifikanteReduktionder Augenfar
bungin Stammerbeobachtengie aufgrundihresgenetischetdintergrundesbereitseine
reduzierteAugenfarlung aufwiesenWeiterhinkonntensie nachweisengalf3die Effekti-
vitat derInhibierungvon derKopienzahundderchromosomaleRositiondesRibozyms
abhangt{Heinrichetal.,1995).LangereRNA-Arme, wie siedurchdenhsp70Transkripti-
onsstarundden3’-untranslatierteiBereichamRibozymzwangslaufigentsteherkdnnen
in Einzelfallendurch Selbsthybridisierungler Arme eine Aktivitat verhindern(Hendry
und McCall, 1995).Ribozymescheineralso— wenn iiberhaupt- nur einenschwachen
Phanotypzu induzieren,der zudemnur im entsprechendegenetischerHintergrundin
Erscheinundritt odernur mit genspezifischeBetektionsmethodenachzuweiserst.

4.5.2 Inhibierung der Genexpression durch Antisense-RNA

Bereits1985gelangesRosenbey et al. (1985)einenKruppel~ Phanotypdurchinjekti-
on von Antisense-RM in DrosophilaEmbryonerzu erzeugenkur diesesGenkonnten
Phanotypewverschiedenestarle beschriebemverden(Nusslein-\wlhardund Wieschaus,
1980;Wieschau®tal.,1984;Preissetal., 1984).Der starlke Phanotypst embryonaletal,
wahrendbei schwachenPhanotyperlie Embryonerschlipfenund dasAdultstadiumer-
reichenkdnnen Mit einerAntisense-RM Konzentrationdie einem50-fachenderKrip-
peklTranskriptmengentsprichtkonntennur 1,6%starke Phanotypeeobachtetverden.
Bei einem103-fachenUberschufkonntenin bis zu 13% der injizierten Embryonenein
starler Phanotypdetektiertwerden.

DerersteVersuchein Gendurchdie TransfektioreinesinduzierbaremntisenseKon-
strukteszu supprimierenywurdevon Qian et al. (1988)unternommenDie gesamteko-
dierendeSequenzon rpAl wurdeunterKontrolle von hsp70in Drosophilatransfiziert.
In dentransgeneifrliegenwurdenin einemProzentsatxon 40—-80%dervermutetePha-
notypbeobachtetSchmucler etal. (1992)setzterzur Untersuchungler Rolle von Kriip-
pel bei der Entwicklung desBowig-Organsein Hitzeschock-kKnstruktein, welchesdas
ganzeKrippelGenin inverserOrientierungenthielt. Sie konntendamit bei etwa 30%
derhitzegeschockteiere nachAntikdrperfarlungeneinenPhanotypeobachtengerin
seinerPenetranzlem schwachermutanterAllele entsprachAuch bei dem Genknodk-
out konntedurch Expressionvon Antisense-KnstruktenunterHitzeschockund GAL4-
Kontrolle ein Phanotyperzeugtwerden,allerdingsebenélls mit verminderteiPenetranz
(Hartmannet al., 1997).Hier wurde der Phanotypdurch Antikdrperfartung der betrof-
fenenNervenendemachgaviesen.Der von Paululatet al. (1997)bei rolling stone(rost)
durcheine UAS gesteuerténtisense-RM erzeugtePhanotypwar ebenélls schwéacher
alsdermutantetAllele. Die betrofenenMuskelgrupperwurdendurchAntikérperfartung
dagestellt.Die Inaktivierungder nichtkodierenderRNA Pgc durchein entsprechendes
Antisense-KnstruktunterHitzeschock-kntrolledurchNakamuraetal. (1996)flihrtezu
DefektenderPolzellmigration DabeiwurdeeinemaximaleReduktionder Polzellenvon
34 auf 25-27beobachtetReynaudet al. (1997) zeigten,dal3die Oogenesén Drosophi-
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la durchAntisenseSuppressiomlesribosomalerProteinsS3A unterbrochemvird. Dabei
wurdeeinekompletteS3AcDNA invershintereinenhsp70Promotorkloniert. Nachwie-
derholtenHitzeschocksvurdenallerdingskeine DefektebeobachtetAllerdingsist eine
Verzdgerungleslarvalenund pupalenEntwicklungsstadiumssowie eineVerminderung
derEierproduktiorbeobachtetvorden.Misquittaund Paterson(1999)konntenunterVer-
wendungvon RNAI in Uber75% derinjizierten EmbryonereinenPhénotyeobachten.
DabeiwurdenmehreregGenegetestetindjeweils einedoppelstrangigRNA desgesamten
GensverwendetEin weitererErfolg mit dieserMethodewurdevon Kennerdelund Car
thew (1998)in Drosophilaerzielt. Diesestarke inhibierendéWirkung von RNAI (,RNA-
Interference“Rocheleatet al. (1997))wurdevon Guo und Kemphueg1995)zuerstbe-
obachtetuund konntebesondergindruckswll an C. elegganseingesetztverden(Montgo-
mery et al., 1998; Shi und Mello, 1998; Tabaraet al., 1998; Timmonsund Fire, 1998),
eineZusammerdssundindetsichbei Sharp(1999).Die Interferenzderdoppelstréangigen
RNA ist UberZellgrenzerhinweg wirksam,so daf3die Applikation der RNAI bei C. ele-
gansdurchVerfitterung Addition zum Zuchtmediumund sogardurchVerfltterungvon
transformiertertc. coli, welchebeideStrangaderdsRNA exprimieren(TimmonsundFire,
1998),funktioniert.Die Wirkung derRNA-Interferenzscheintdabeiauf zelleigenerpost-
transkriptioneller(Fire etal., 1998)Prozesseru beruhendie in Zusammenhanmit der
zellularenAbwehr von Viren stehen(Angell und Baulcombe, 1997). So wird versucht,
die um cirka eine GroRenordnundpnéhereWirkung von RNAI gegenlbereinzelstrangi-
ger Antisense-oder Sense-RNM zu erklaren(Fire et al., 1998),derenrelatv schwache
inhibitorische Wirkung dannletztendlichauch auf dem RNAIi-Prinzip beruhenwirde.
Dieseswtrde aberbeim Einsatzvon einzelstrangigeRNA nur rudimentéarzum Einsatz
kommenwasim Einklangmit obengezeigterErgebnissesteht.Zusammerdssendann
gesagtverdendalidie EMS- oderP-ElemenMutageneseur ZeitimmernochdasMittel
der Wahl ist, um den PhanotypeinesmutiertenGenszu bestimmenMethoden,welche
auf der Expressionvon Antisense-Knstruktenunter hsp70oder GAL4UAS Kontrolle
stehenhabennur einenWert, wennder Phanotypbereitsbekanntist und entsprechende
molekulareNachweismethodefir diesenexistieren.So kann die Auswirkung schwa-
cherAllele einesGenszu bestimmterZeitenundin unterschiedlichengenetischein-
tergrundsimuliert werden.Die niedrigeAnzahl der PublikationeniiberdenEinsatzvon
Ribozymensprichtfir sich. Die Anzahl der Gene,fur die sich mit dieserMethodeein
nachweisbarePhanotyperzeugerallt, ist offensichtlichsehrbegrenzt.Der Einsatzvon
doppelstrangigeRNA hatin C. elegganszu durchschlagendeBrfolgengefihrt.Ob sich
diesaufDrosophilain gleichemMal3elbertragenél3t,wird mananderktnftigenAnzahl
und Qualitatder Publikationeniberden erfolgreichen,knockout “ verschiedeneGene
beurteilerkbnnen.
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4.6 Die regulatorisc hen Bereic he von DmX, CpY und DmSPX

Die Ergebnissealer vorliegendenArbeit deutendaraufhin, dalRwahrscheinlichder kur-
ze BereichzwischendenTranskriptionsstartstelleson DmX und DmSPXin Verbindung
mit demerstengrofRenintron von DmX (Kapitel 3.2.5)fur eine Transkriptionvon DmX
nichtausreichtErstdie zusatzlicheAnwesenheiton 2,6kb stromaufwartson DmXund
830bp des3'untranslatierterBereichsvon DmX initiieren eine Transkription.Anhand
desRettungsektorspCosPerDmX-13Abbildung 3.20) und der vollstandigenRettung
desMutantenphanotypgKraemer pers.Mitteilung) konnte gezeigtwerden,dalRdie in
pCosPerDmX-12&nthaltenemegulatorischerBereichefir einewildtypischeExpression
vollstandigausreichenDie ExistenzweitererwichtigerregulatorischeElementgenseits
dieseskloniertenBereichsist daherdul3ersunwahrscheinlich.DaReportegendesVek-
tors pCosPedmX-EGFP konnteallerdingsnicht nachgaiesenwerden,obwohl vorher
gezeigtwurde,dalRdieserVektoralle notwendigerregulatorischerelementeenthalt(Ka-
pitel 3.2.5). Eine mdgliche Ursachedafur ware, dal3 die Nachweisempfindlichéit von
GFP durch Fluoreszenzmikrosipie um einige Gréénordnungetkleiner sein durfte als
die der RT-PCR.Esist alsodurchauslenkbaydalRdie Transkriptionsstamrxdestransge-
nenDmX zwar ausreichtseinebiologischeFunktion zu erfiillen, jedochnicht fir eine
fluoreszenzmikroskpischnachweisbar&FP-Expression.

Auffallig im Vergleich zu F54E4.1und CpY ist bei D. melanogasteder kurze Ab-
standder Cap-Stellevon DmX zur Cap-StelledesDmSPXGensunddie GroRedesersten
Intronsvon DmX (Abbildung 3.20). Dal3regulatorischeElementeauchim erstenintron
von Genenliegenkénnen,wurde bereitsfur folgendeGenegezeigt:33 tubulin (Gasch
etal., 1989;Bruhatet al., 1990),period (Cooperet al., 1994),engriled (Kassis,1990),
DOPA CarboxylaseGen (Hodgettset al., 1995) sowvie Tropomyosinl (Gremle et al.,
1993;Meredithund Storti, 1993;Lin etal., 1996).Esist jedochbisherungeklart,ob das
erstelntron von DmXregulatorischeSequenzeenthalt,welcheflr die Transkriptionvon
DmX oder DmSPXbenotigtwerden.Das Intron kénntedurchausaufgrundseinerLage
und GroRewichtige Regulatorsequenzesovohl fir DmX als auchfir DmSPXenthal-
ten. Diesemuf3tendannabermit andererRegulatoreninteragierenda sie, wie gezeigt
wurde, allein keine Tranksriptioninitiieren kdnnen.Aus obengenannterGrindenmus-
sensich essentielleEnhancer-Elementgir die DmX -Transkriptionentwederstromab-
wartsvon DmSPXbefindenjn dessernntron oderaberim 3’-untranslatierteiBereichdes
DmX -Gens.Eine Mdglichkeit bestehdarin, da’Intron 1 von DmX die entsprechenden
Regulatorsequenzefiir die Expressiondes DmSPX-Gensenthalt. Dafur wirde spre-
chen,dal3Intron 1 nurin DmXrelativ groRist undnur DmX direktim 5’-Bereichvon ei-
nemandererGenflankiertwird. Ein regulatorischeEinfluR deserstenintronsvon DmX
auf DmSPXkoénntez. B. durchdie Herstellungverschiedenebeletionskonstrukteaus
pCosPerDmX-13indderEinfuhrungeinerMarkermutationn DmSPXdurchRT-PCRan
transgeneriliegen untersuchtwerden.Ebensokdnnteder Einfluld der 3'-flankierenden
Bereichevon DmSPXund DmX auf die Transkriptionvon DmX mittelsweitererDeletio-
nendesVektorspCosPelmX-2 geklartwerden.
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Die starle Konservierungler Positiondeserstenintrons (sieheAbbildung 4.2) zwi-
schenDrosophilag Chironomuaund C. elgganszeigt, dal3dieserBereichder Geneeinem
besondereelektionsdruckinterliegt. Dieskanndaraufberuhendal3dieserGenbereich
fur einewichtige Proteindoméandodiert. Interessanterweidéegendie in ihrer Position
konservierterintronsin denSequenzendie fur die N-terminalenund C-terminalenWD-
Repeatkodieren AberauchderunmittelbarproximalflankierendeBereichdesC-termi-
nalenWD-Repeatscheintvon besondereBedeutungzu sein.Daraufdeutetdie konser
vierte Intronpositionin demjenigerBereichhin, in dembei CpY daszusatzlichediffe-
rentiellgespleidst&Exon8 inseriertist. Die Spleil3produktewelchediese€Exonenthalten,
sindin denGeschlechterm unterschiedlichenverhéltnisenthaltenDieseUnterschiede
zeigenan, dal3essich hier um einenProzefhandelt,bei demnatirlicheinefunktionale
Doménedurchdie Integration von Exon 8 beeinflul3tsein mul und potentiell mehrere
Funktionenwahrnehmeikonnte.

In Drosophilakonntennoch weitere Genegefundenwerden,welcheeine dhnliche
Genanordnungvie DmX und DmSPXaufweisen.Das Genfir die zweitgré3teUnter
einheitder RNA-Polymerasél wird ebenélls von einembidirektionalenPromotorregu-
liert, derdasATG despolll-Genvondem467bp entfernterStartlodondesflankierenden
Genstrennt (Sitzler et al., 1991). Der Abstandder Transkriptionsstartson DmX und
DmSPXbetragtl174bp, der Abstandder Translationsstartbetragt563bp. Es existieren
in D. melanogastejedoch durchausnoch kleinere bidirektionale Promotoren.So um-
falRtder BereichzwischendenTranslationsstartgon seendipitiy 3 (sryB3)-Genund dem
janusA (janA)-Gennur 173bp (Yanicostagtal., 1995).Ahnlich nahbeieinandegelege-
ne Transkriptionsstarte/urdenaul3erdemmur bei denF-ElementergefundenMinchiotti
unddi Nocera,1991).Die ExistenznochkleinererbiderektionalePromotorerzeigt,dafd
selbstin einemso kleinen Promotorwir fur DmX/DmSPXnoch Raumfir spezifische
regulatorischeeElementdst. AuRerdenStandard-Bo&nkonntenmit demProgrammMVa-

Dni:

GGCTCCGTGGAAGGAATACCATTTACA( gt . . . ag] GCCTACGCCGCCGGCTGCAATGTG
G SV EGI PFT A'Y AAGC NV
QY-

GGATCTGTCGAAGGCATTAGTTTTACA( gt . . . ag] GCGTATGCAGCAGGCTGCAATATT
G SV EGI S FT A'Y AA G C N I
F54E4. 1:

GGAAATATTGAAGGGCTAACCTTCACH gt . . . ag] GCGTGCGCTGTTGGATCAGATGTC
G NI EGLTFT A C AV GS DV

Abbildung 4.2: Die Positiondeserstenintronsist in denHomologenvon DmXin D. melanogas-
ter, C. piger undC. eleganstrotz derunterschiedlichemtrongréReandergleichenStelle.
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tinspectovon Quandtetal. (1995)keineMotiveidentifiziertwerdendie einenAufschluld
Uberdie Funktiongeberkonnten.

4.7 DMX/CPY besitzt wahrscheinlic h zwei WD-Propeller

Um Hinweiseflr die Existenzmoglicherfunktioneller Domanenin DmX zu erhalten,
wurdeneine ReihebioinformatischeMethodenangevandt. Dazu wurdendie abgelei-
teten Proteinsequenzeder GeneDmX und CpY mit den Programm-Bketen PSOR
(http://psort.nibb. ac.jp: 8800/ ) vonNakaiundKanehisa(1992)in der ak-
tualisiertenVersionll , Motifsearch(ht t p: / / not i f . genon®e. ad. j p/ ), sovie dem
SMART-Paket von Schultzet al. (1998) (Simple Modular ArchitectureResearchrool,
http://smart. enbl - hei del ber g. de/ ) untersuchtEine Zusammerdssungler
Ergebnissdindetsichin Tabelle4.2

DasProgramm-Bket MOTIF durchsuchwverschieden®otiv-Datenbankn. PROSI-
TE wird mit den ProgrammerMotiffind und Profilefind (Hofmannet al., 1999) (ICR,
Kyoto Univ.) durchsuchtdie BLOCKS-DatenbanKHenikoff et al., 1999a,b)wird mit
BLIMS (FredHutchinsonCancerResearciCenter)durchsuchtdie ProDom-Datenbank
(Sonnhammeund Kahn, 1994; Corpetet al., 1999) mit BLASTp (BLAST2, NCBI),
PRINTS(Atwoodetal., 1999)ebenélls mit BLIMS undPfam(Batemaretal., 1999)mit
HMMER (WashingtonUniv.). PSOR'Il bestehtauseinerReihevon Unterprogrammen,
mit deneneine Aussageliber die zellulareLokalisationeinesProteinsgemachtwerden
kann. Dazu gehohrenunter anderemPSG (McGeoch,1985) und ALOM (Klein et al.,
1985).Mit SMART in derVersion3.1konntedie konsistentestanddamitglaubwirdig-
steAnalysederhomologerGenedurchgefuhrtverden Die Ergebnissesindin Abbildung
4.3 zusammengeft.

BeiderAnalysevon CPY wurdein PROSITElediglicheineAminoagy/l-transferRNA
Synthetas&lasse-1l Signatur2 detektiert.In Pfam konntenur 1 WD-Repeatgefunden
werdenIn PRINTSwurdenmit 10 WD-Repeatslie grol3teAnzahlin diesemProgramme-
Paket gefundenund auR3erdeneine weitereDoméne die abervon keinemandererPro-
grammdetektiertwird. In BLOCKS wurdennur finf WD-Repeatsjedochauchl107 wei-
tere Motive verschiedenstefFunktion gefunden.Fir DMX wurdenin PROSITE aul3er
derauchin CPY gefundenemoménenochein WD-Repeatund zwei weitereDoménen
gefundendie abermit keinemanderenProgramndetektiertwurden.In Pfamwurdeflr
DMX nochnicht einmalein WD-RepeatgefundenwahrendPRINTSimmerhin2 WD-
Repeatseine Transmembrandomanmd zwei weitereDomanerregistriert, die abervon
keinemandererProgramndetektiertwerdenIn BLOCKSwerdennurdreiWD-Repeats,
jedochauch118weitereMotive verschiedenstdfunktiongefundenin ProDomwurden
jeweils die andererHomologender DMX-Familie gefundenlinsgesamtaf3tsichfesthal-
ten, dal3die Ergebnisseabgesehemon PRINTS eineeindeutigeEinordnungvon DMX
und seinenHomologenin die Famililie der WD-Proteinenicht gestattenZwar werden
von PFAM undPROSITEWD Repeatgsletektiertaberdajeweils hochstengin WD Re-
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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
Transmembrandomanen
HMMT OP - - -
SOSUI - - -
ALOM (-2.0) PSORIl - 1 1
ALOM (0.5) PSORIl 2 5 3
TOPPRED SMART 5 4 2
PRINTS MOTIF 1 - 1

Signalpeptid

PSG PSORII - - -

Wahrscheinlichkit der Lokalisation

PSORI1l 78%Kern 65%Kern 749% Kern

Tabelle 4.2: Zusammerdssungder Ergebnisseder Computeranalysemon denabgeleiteteriPro-
teinsequenzeron DmX, CpY und F54E4.1mit denProgrammerPSORIl, MOTIF, SMART,
HMMT OPund SOSUI
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peatidentifiziertwird, ist dieserunterdenfalsch-positrenTreffern ebenswenigzuiden-
tifizieren wie die 5 WD Repeatsdie Blocks findet, unter iber 100 anderenMotiven,
welchemit Sicherheitnicht alle in denDMX-Verwandtenvorkommen.Aul3erdemwird
die Glaubwaurdigleit der WD-Treffer — obwohl richtig — durch die schwankendeZahl
zwischendenHomologen(bei PRINTSzwischen2 und 10) beeintrachtigtDasErgebnis
von SMART Uberzeugim Gegensatzu denanderemicht nur durchdie hoheTreffer-
zahl,sonderrauchdurchdie KonsistenzlerErgebnissewischerdenHomologen(Abbil-
dung4.3): Hier wurdenin allenHomologenzwischenl1l und 12 WD Repeatsletektiert.
In DMX wurdenl12 WD-Repeatsdentifiziert. Der funfte gilt alsunsichemundist deswe-
genalsgraueBox damgestellt.DieserRepeatvird in CPY nichterkanntsonstweisenCPY
und DMX hinsichtlichihrer WD-Strukturkeine Unterschiedeuf. Bei beidenProteinen
werdendie terminalensechsWD-RepeatqsieheKapitel 4.8) erkannt.Dies konntebis
datovon keinemandererProgramngeleistetwerdenund SMART Ubertrifit hierbeiso-
gardasvom BMERC entwickelte PSA (vergleicheKapitel 4.8). Bei F54E4.1allerdings
werdenam C-terminalenEndenur funf WD-Repeatgostuliert,obwohl ein Alignment
dieserBereiche(sieheAbbildung4.4) klar zeigt,daRdieseBereichedie gleicheStruktur
besitzenDMXL1, einvon (Kraemeret al., 2000a)entdecktesHomologdesMenschen,
weisteinesehrstarle Strukturahnlichkit mit F54E4.1auf.

Die Nachweisgenauigit fur WD-Repeatdatsichin denletztenzwei Jahrendeut-
lich gesteigertKonntenmit den damaligenProgrammengahnlichwie in den MOTIF-
Ergebnissergezeigt,nur ein WD-Repeatdetektiertwerden,so werdenjetzt bis zu 12
gefundenDurchSucheper Augewurdenvon Kraemeretal. (1998)in DMX 30 WD-Re-
peatsgefunden(Abbildung 1.6). Dasist die hochstgemalsin einemProteingefundene
Anzahl. Andererseitsst angesichtgler postuliertenAnzahl von 4-8 Einheitenpro Pro-
pellerstruktur(Neeret al., 1994)eineso hoheAnzahlvon mindestengunf Propellernin
einemProteineherunwahrscheinlichAllerdings erkennendie meistenProgrammen/ D-
Repeatswur sehrunzureichendind auchmodereneProgrammevie SMART Ubersehen
viele Repeatswie der Vergleich der Homologenin Abbildung 4.3 zeigt. Dies bedeutet,
dalRRdie Anzahl der Repeatin WD-Proteinenoft als zu niedrig eingeschatzwvird. Das
durchdenVemleich erzeugteModell liefert denwichtigenHinweis auf die Existenzvon
zweiWD-PropellernyondenerdereineamN-terminus derandeream C-Terminudliegt.
Der StruktunemgleichderProteinein Hinsichtaufdie Verteilungvon WD-Repeatsst ein
gutesBeispiel dafur, wie die SignifikanzeinzelnerDomanendurch den Vergleich von
Homologernverstarkiwerdenkann.

Uber die Existenzvon Transmembrandoméndiefern die verschiedene®rogram-
me sehrunterschiedlichédussagenHMMT OP (Tusnadyund Simon,1998)und SOSUI
(Hirokawaetal., 1998)findenkeineTransmembrandoméanemnahrendTopPredn jedem
DMX-ahnlichemProtein,auRebei YIJR033CausHefe,mehrerdindet.Im Gegensatzu
denandererProgrammendlie einldslichesProteinvorhersagenyerdenvon TopPredr
DMX mindestens$iinf Transmembrandoman&orhegesag(Abbildung4.3).Diesesind
auchin CPY zu finden,zwei davon allerdingsnur mit geringerWahrscheinlichkit. Eine
zusatzlicheTransmembrandomarasCPY wird nurin DMXL1 kryptischerkannt.Die
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erstepotentielleTransmembrandomarie DMX wird nurin CPY gefundenjn F54E4.1
und DMXL1 nicht. Die zweite Transmembrandoméamnen DMX wird in CPY nur kryp-
tischerkanntklar jedochin F54E4.lJundDMXL1. Die letzteTransmembrandoméamerd
in allenvier Proteinerdetektiertdie vorletztein F54E4.1lundDMXL1 nurkryptisch.Die
dritte in DMX kannin CPY und DMXL1 nur mit geringerWahrscheinlichkit nachge-
wiesenwerden.Ein DmX -ahnlichesGenYJR033C(Tabellel.1) ausder Hefe, welches
allerdingsnur rund ein Drittel so groR3ist, weistkeine mit diesemProgrammnachweis-
bareTransmembrandomaraaif, jedochfiinf WD-Repeatsdie in ihrer Anordnung,dem
N-Terminusder anderenProteineentsprechenPSG,von McGeoch(1985) modifiziert
nach Nakai und Horton (1999), lieferte sowohl bei DMX, CPY als auchbei F54E4.1
einenngyativenWert, wasnicht fir dasVorhandenseirinesSignalpeptidspricht.Auch
die Methodenachvon Heijne (1986) konntekein SignalpeptiddetektierenFir die Er-
kennungvon Transmembrandoméanevurde ALOM von Klein et al. (1985) modifiziert
nachNakaiundKanehisg1992)verwendetDasProgramnbenutzteine Doppelbestim-
mung mit zwei verschiedeneiVerten,von denender kleinere(-2.0) der stringenterast
undder DiskriminierungFalschpositier dient. Werdenmit diesemWert keineDomanen
gefundenwird angenommergal3dasbetrefendeProteinkeine Transmembrandomanen
besitzt. Mit dem héherenWert (0,5) wird gerechnetum bei positven Proteinenmog-
lichst alle Transmembrandomaneau erkennen.Bei DMX werdenmit -2,0 keine und
mit 0,5 zwei Domanergefundenlm Gegensatalazuwerdenbei CPY mit demstringen-
terenWert eine und mit demhdherenwWert finf Transmembrandomanegefunden Fur
F54E4.1liegendie beidenWertebei einsbzw. drei. PSOR'II sagtfir DMX eineWahr
scheinlichleit von 78% fur eine Lokalisationim Nukleusvoraus.Fir CPY betragtdie
Wahrscheinlichkit 65% und fir F54E4.174%. DieseWerte sind zwar nicht unbedingt
aussagekraftigenug,um die ProteineeinemzellularenKompartimentzuzuordnenaber
die WertederhomologerProteinestimmenin dieseVersionvon PSOR’ gutmiteinander
Uberein.In dervon Kraemeretal. (1998)verwendetefVorgéngerersiondivergiertendie
Vorhersagemanzerheblich:Dort wurde fur DMX eine 96%ige Wahrscheinlichkit ei-
nernukleareriokalisationangeebenfir CPY eine70%igeWahrscheinlichkit fur eine
Lokalisationin der Plasmamembraand fur F54E4.1gar eine 85%igeWahrscheinlich-
keit fur dasendoplasmatischRetikulum.Die Konsistenavon PSOR hatsich alsomit
Versionll entscheidengerbessert.

Letztendlichkannauf dieserBasisnicht definitiv entschiedenverden,ob essichbei
der untersuchterProteinbmilie um ein Transmembranproteihandeltoder nicht. Ein
Nachweisder zellularenLokalisationmit AntikrpernodereinenachZellkompartimen-
tenfraktionierteProteinauérbeitungwird daraufeineAntwort geberkénnen.

In Medline- und Entrez-Recherchetht t p: / / www. ncbi . nl m ni h. gov: 80/
entrez/ query. f cgi ?27db=PubMed sawieht t p: / / www. ncbi . nl m ni h. gov:
80/ entrez/ query. fcgi ?2db=Pr ot ei n) konntennur zweiProteinegefunderwer-
den,die sovohl WD-RepeatslsauchTransmembrandoméanéeesitztenDasSterolregu-
latory elementbinding protein (SREBP)clearage-actyating protein (SCAP)ist ein zen-
traler Regulator der Lipidsyntheseund -aufnahmein SaugetierzellerfNakajimaet al.,
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1999).Bei demanderenProteinhandeltes sich um WdIA ausStreptomycedincolnen-
sis (Tichy und Stoytceva, 1999). Das BakteriumStreptomycesst in der Liste der Taxa,
welcheWD-Proteineenthaltenam BMERC nochnicht verzeichnetDiesesProteinent-
haltsechaND-RepeatanseinenC-Terminusundzwei Transmembrandomanedowohl
SREBPals auchWdIA sind in die Regulation zellularer Transportmechanismanvol-
viert. DaR DMX/CPY vermutlichebenélls beim zellularenTransporteine Rolle spielt,
eineRolle spielt,soll in Kapitel 4.9 diskutiertwerden.

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

Von denvielen potentiellenWD-Einheiten,die manin CPY/DMX undverwandtenPro-
teinenfindet (sieheKapitel 1.5), entsprechenlie nahebeieinandeigelegenensechsC-
terminalenWiederholungseinheiteaam besterderin anderenND-Proteinergefundenen
Anordnung.Um Indizienfur eineTertiarstrukturzu finden,wurdeam BMERC zunéchst
mit demProgrammpadgt PSA (ProteinSequencdnalysis)ein Alignmentderparalogen
WD-Einheitenvon CPY, DMX und F54E4.1beziglichihrer wahrscheinlicherSekun-
darstrukturdurchgefuhrtEs werdenfir jedeWiederholungseinhedrei 3-Faltblattberei-
chevorhegesagtDiesesErgebnisstehtin guterUbereinstimmungnit derin der Einlei-
tung beschriebenenllgemeinerKonsensus-Struktiuiir WD-Einheiten.Die 4-Strange
wurdenwahrscheinlicldeshalmicht erkanntweil bei diesendie Struktur-\ariabilidtam
starksterist.

Wie von anderenVD-Proteinerbekanntsind die orthologenEinheitenstarker kon-
serviertalsdie paralogenFolgendeKriterien sprecherstarkfir dasVorhandenseieiner
PropellerstrukturDie Anordnungder 3-Abschnitte,der Abstandder paralogenwieder
holungseinheitersowie derenUbereinstimmungnit derWD Konsensu§equenin Ver-
bindungmit derterminalenLageder WD-Einheitenam C-Terminus.Ein weiteresindiz
fur die tatsachlicheexistenzeinesWD-Propellersam C-terminalenMolekilendeist die
maoglichein silico RekonstruierungeinesWD-Propelleranit G als Faltungswrlage die
ebenélls am BMERC berechnetvurde.Die in silico Rekonstruktioneinessechsblattri-
genPropellersgelangnur mit CPY (Abbildung 4.5). Im Falle von F54E4.1und DMX
konntenur eineTeilrekonstruktiondurchgefihriverden.

4.9 DMX/CPY konnte beim zellularen Transpor t eine Rolle
spielen

Bei derlsolierungvon Amphiphysinll (Ramjaunetal., 1997)wurdemit einemAntikor-
per gegen Amphiphysinll ein Proteinkoprazipitiert(McPhersonpers.Mitteilung), bei
demessichum ein Homologeszu DmX ausRattusnorvegicus handelt.Koprazipitation
ist oft ein Zeichendaftr, dal3die entsprechenderoteinen vivo in einerrelativ stabilen
Wechselvirkung stehenDaherwird dieseTechnikhaufigzur Identifizierungund Isolie-
rungvon InteraktionspartnereingesetztWeiterhinkonntedasDMX-homologeProtein
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CPY
cpy. 1 HKI DNl KRVBAH PLMP LYI TGS QDG SVQMAE WGHQQAVCTPRPP

cpy. 2 GTFAKV TRCRFS QHGN KFG AD GDG KLSLWQ VGLASQSNRSFFANE

cpy. 3 CHNKLI SDFVFL GSCSLVA TAGHSS ESK NVAIWD TLLPQKKALVGQSFA

cpy. 4 CHDQGA SSLVYA PQHQ LLI SAG KKG DVCIFD | RQRTLRHRFQ

cpy.5  AHDTAl KCLAVD PHEE IFITGS ADG DI KIWA LPAPI STPLFYYPGEHKHSSFFK
cpy. 6 HTGQ®Y TQHD GG RLFSCG ADG SMKIRS LPDRDTI VNAI'Y

DVX

dmx. 1 HKVDNV ~ KRVBAH PLMP LYLTGG QDG SVQ WE WGHQQPVCSPRTS

dnx. 2 GTFAKV TRCRFS EQGN KFG GD GDG KLSLWD AG ASQNNRSFI SYQ

dnx. 3 CHNKAL SDFVFL GSCSLLA  SAGQSS ENK NINIWD  TLLPHKKSCVSAFT

dnx. 4 CHDQGS SCLVFA PQHQ VLI SCG KRG DVCVFD VRQRTLRHRYQ

dnx.5  AHDSTI KCALD PHEE FFVTGS 1EG DIKIWD NMNQFM.I NTFPHEHAKNGFFK
dnx. 6 HTGQGY SQVYV  DAFG RLFSCG SDG CMKVRL LVEKDNI VHSVY

F54E4. 1

F54E4.1 RHI PGV RRIDSH PHAP FYVTGS SDG S| KWK WGAKDTVYTARVA

F54E4.1 GQHAKV SKIAFS CNGN KFAAVD GDG M.CLWQ ASQATEQKKPFFSQR
F54E4.1 CHNKSA TDVRFL GHSASVLL TAGSSS LDY NLGLWD TLLPTNRALVHSW

F54E4.1 AHPEGA TCALYV PNQQ TIFSGG RHG EICLWD | RQRQLRHTI KAF

F54E4.1 DQWHW KTLATD SAQD LIVSGS SEG DI KIWS ADAl PQLMYSLPGEHTA KGGFSFRQVGQ
F54E4.1 STVQGY QULFID QWM RLFSCG ADA SLKFRT LPSI FNMTSL

Abbildung 4.4: AlignmentderabgeleitetefroteinsequenzeterletztensechaND-Einheitervon
CPY, DMX undF54E4.1 Die 3-Blatt Bereichesinddurchdie gestrichelterLinien Gberundunter
demAlignmentgelennzeichnetDasAlignmentiberdie abgeleitet&Sekundarstruktustimmtmit
derKonsensus-Sequenan WD-Proteinersehrgut Giberein.

durchseineBindungsafinitat zu Endophilinisoliert und durch Protein-Mikrosequenzie-
rungidentifiziertwerden(McPhersonpers.Mitteilung). BeideBefundedeuterstarkdar
auf hin, daBDMX eine Funktionin der Endozytoseoderim zellularenTransportwahr
nimmt. Durch einenVermleich desTranskriptionsprofilsyzon DmX mit demvon Genen,
welchein derEndozytosesineRolle spielenunddie bei Drosophilabekanntsind, konnte
dieseiVerdachinocherhartewverden Die besteUbereinstimmunglesTranskriptionsmu-
stersvon DmXwurdemit einerAntikorperfarlunggegena-Adaptin(Dornanetal., 1997)
gefundenEine Ubereinstimmungnit dem Transkriptionsmustevon Dynamin (shibire,
Chenetal. (1992b))ist vorhandenabernicht soliberzeugendie diejenigemit a-Adap-
tin, welchesvonallenrecherchierteiranskriptionsmusterdasdembDmXaméahnlichsten
ist. Der Vemgleichmit andererGenenwelchein DrosophilaeineRolle in derEndozytose
spielenzeigteinigeGemeinsaméiten,aberaucheinigeSpezifitdterdereinzelnenGene.
Zum Beispielist die Expressionvon Synaptotagmingasin der Endozytoseson synapti-
schenVesilkeln einewichtige Rolle spielt, weitgehendauf dasNervensystenbeschrankt
(Littleton etal., 1993).Mittlerweile wurdenvon denin Mammaliernexistierenderewolf

108



4.9 DMX/CPY kénntebeimzelluldrenTransportineRolle spielen

Abbildung 4.5: Die dreidimensional®elkonstruktionder C-terminaleriWD-EinheitendesCPY -
Proteins.Die Berechnungder atomarenKoordinatenwurde am BiomolecularResearclCenter
in Boston(BMERC) mit dem Programmpadt PSA (Protein Sequenceinalysis) durchgefihrt.
Als Faltvorlagedientedasbereitsin der Einleitungbeschrieben&p-Proteins Zur Visualisierung
der atomarerKoordinaten sovie der Berechnungler verschiedenernsichtenfir rechtesund
linkesAuge, dientedasfrei erhéltliche-ProgramrswissPdb¥ewer35b1 womit auchdie Wasser
stoffbrickenbindugen (gestricheltegriineLinien) berechnetvurden.Die Ausgabeerfolgte mit
dem ebenédlls frei erhaltlichenRaytracingProgrammPOV-Ray 3.1d. Zur Berechnungwurden
lediglich die -Blatt bildendenAbschnitteder terminalensechsWD-Einheitendesabgeleiteten
CPY-ProteinsrerwendetFirdie zwischendenPropellerblatterrmusschleifendeAminosaureab-
schnittestandkeine Faltungswrlagezur VerfiigungdadieseBereichegenerellbei WD-Proteinen
sehrvariabelsind. Dies erklartdie UnterbrechungemwischendeneinzelnenB-Blatternund den
PropellerblatternZur Verdeutlichungvurdebei einerWD-Einheitdie 3-Blattstrukturanstattdes
Polypeptidstrangedagestellt.
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Synaptotagmin |

%%%

Membran

Synaptojanin) (SynaptophysirD

Endophilin

DMX — — — —/y

SH3

SH3 Amphiphysin |

Dynamin

sH3  Amphiphysin Il |

Intersectin

Abbildung 4.6: Mégliche Rolle von DMX im Funktionsnetzwerkler Endogtosean Synapsen.
InteraktvitatenzwischenProteinersinddurchrote Stricheangedeutet-ir die in blaugehaltenen
Proteineliegen experimentelleEvidenzenfir einelnteraktionvor. DmX zeigtin Drosophilaein

sehrahnlichesTranskriptionsmustewie die Genederin gelb gehaltenerProteine Griin symbo-
lisiert einensehrahnlichenPhéanotydn Drosophila

Synaptotagmirnsoformen(Sudhofund Rizo, 1996) aucheinige ausDrosophilaisoliert
(Littleton etal., 1999),welchesichsowohl in ihrenBindungsspezifitatealsauchin ihrer
GewebespezifitatinterscheiderSynaptotgmin-Mutantenund DmX -Mutantenbesitzen
einensehrahnlichenPhanotyp:Schlafheit, Inaktivitdt und fastvollstandigesEinstellen
der Nahrungsaufnahmegwie verlangsamte$Vachstumund Absterbemachspatestens
einerWochebei 18°C (DiAntonio et al., 1993).Weiterhinist wederbei Synaptotgmin
Mutantennochbei DmX -Mutantenein FehlensynaptischeWesikel festzustellen(Pro-
kop, pers.Mitteilung). Von denanendozytotischelorgangerbeteiligtenFaktorenist bei
DrosophilaauRerdender Phanotypszon DynaminMutanten(shibire, shi, shi*, shP, shi
und sh?l) sowie den a-AdaptinMutanten(a-Adaptir? und (a-Adaptir?6%9 bekannt.
Bei shibire handeltes sich um einetemperatursensite Mutante(Grigliatti et al., 1973;
Grantet al., 1998),welchebei einer Temperatuvon 32°C in Paralyseverfallt. Dies ist
auf dasFehlenvon synaptischeiVesikeln zuriickzufiihrenBei der Mutantea-Adaptir?
(Gonzalez-GaitanndJéackle 1997)sinddie Muskelkontraktionemur sporadisclunddie
Larvensindnichtfahig, die Eihllle aufzubrecherDie ArchitekturdesNervensystemsst
bei diesenMutantennicht verandertdie Ultrastrukturder prasynaptischehlervenenden
zeigt das FehlensynaptischefEndplatten.Bei der Mutante a-Adaptir?®6%4 (Gonzalez-
Gaitanund Jackle,1997)bewegensichdie Larvennur sehrlangsanundsterbernim Pup-
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penstadiumah Hier ist die Bildung synaptischeNesikel betrofen. DieserPhanotypist
demvonDmX ~ sehrdhnlich.

Die beidenGenea-Adaptinund AP50zeigenebenallsein ExpressionsmustéZhang
undBroadie,1999),dasdemdesDmX sehréhnlichist. Sovohl AP50alsaucha-Adaptin
werdenim embryonalerNervensystemgenvorderenund hinterenMitteldarmvorlaufern
undim Antenna-Maxillar-komplex exprimiert (Zhangund Broadie,1999;Dornanet al.,
1997).BeideProteinesind UntereinheiterdesAP-2 Komplexes.

Der AP-2 Komplex konnteausClathrin-umhilltenVesikeln (,clathrin coatedvesic-
les* CVV) isoliertwerden(Schmid,1997).Bis jetzt konntenzwei weitereAP-Komplexe
nachgaiesenwerden,die sichjedochin ihrer Lokalisationin derZelle von AP-2 unter
scheidenWahrendAP-2 hauptséachlichn der Plasmamembram die CVV vermittelte
Endozytosenvolviertist, findensich AP-1 Komplexe hauptséchliclin denRegionendes
Trans-Golgi-Netzwernks,welchedenHaupthistolompatibilitatstomplex enthalten AP-3
ist sowohl im Trans-Golgi-Netzwerlals auchin Endosomerzu finden (Simpsonet al.,
1997; DellAngelicaet al., 1998). Alle AP-Komplexe habeneine dhnlicheStrukturund
Zusammensetzunder KomponentenDer Ablauf der rezeptorermitteltenEndozytose
ist in Synapseram bestenuntersuchund gehtnachheutigemVerstandnigolgenderma-
RenvonstattenDie Bildung einer Clathrin-besetzte®tellean der Membranwird durch
die BindungdesAP-2Komplexesaneinehochafine Bindungsstellenitiiert, vonderSyn-
aptotagmireinenTeil darstellt(Zhanget al., 1994).Darauffolgt die Assemblierung/on
Clathrin Triskeles,welchebei der Invaginierungder Clathrin-besetztestelle (,coated
pit“) einePolyederstruktuaufbauenAn derRekrutierungron Clathrinsindwahrschein-
lich Amphiphysinl und Amphiphysinll Heterodimerebeteiligt, welche Dynamin iber
eine SH3-Doméanebindenund AP-2 tibereineanderenochnicht ndhercharakterisierte
BindungsstellgWigge et al., 1997).Eine UbersichtiiberdiesenVorgangfindet sich bei
Marshund McMahon(1999).Der Vesikel wachst bis die urspringlicheEinstilpungnur
nocheineschmaleRdhreist, welchevon Dynaminumlagertund schlie3lichabgeschnirt
wird. Bei diesemVorgangscheintauchEndophilineineRolle zu spielen(Schmidtet al.,
1999).Ein Uberblick tiber die aktuellenUntersuchungsmethodeawie (iberdie Ergeb-
nissederWechselirkungenzwischerdenAP-KomplexenundverschiedeneRezeptoren
wird beiHeilker etal. (1999)beschrieben.

Bei derweitgehenderrforschungvon DmX/CpY ist natirlichder direkte Nachweis
der entsprechendeRroteinevon grof3eminteresseDurch die Generierungspezifischer
Antikorperkdnnernviele offengeblieben&ragestellungeaexperimentelanggangernwer-
den.Als wichtigsteseienhier die cytologischelokalisierungder Genproduktegie detail-
lierte DiagnosedesDmX ~-Phanotypssowie die Identifizierungmdglicherinteraktions-
partnerdes DMX/CPY-Proteinsgenannt.In diesemZusammenhanggénnteaucheine
Antwort daraufgefundenwerden,ob essich bei DMX/CPY um Transmembranprotei-
ne handelt.Durch die genaueDiagnosedes Phénotypsvare die Moglichkeit gegeben,
die in dieserArbeit erzeugtemAntisense-RM transkribierenderstammeauf schwache
Phanotypernin zu untersuchenDurch die Generierungzon Keimbahnklonerin D. me-
lanogasterkannuntersuchtwerden,ob dasFehlenmaternalefTranskriptesich in Form
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eines,maternalerEffekts“aufdenPhanotypder Nachlommenauswirkt.Es existiertalso
eine Vielzahl von Ansatzenmit denenmander Funktionvon DmX/CpY in nicht allzu
fernerZukunftaufdie Spurkommenwird.
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Funktionale Analyse des CpY/DmX Gens aus
Chironomus und Drosophila melanogaster

Bei CpY und DmX handeltessichum homologeneuartigeGeneausdenDipterenC. pi-
gerundD. melanogasterCpY und DmX besteheraus15 Exons,die flir einemRNA von
ca.11,5kb kodieren.Das Genhat einegenomischd_&dngevon ca. 15 kb. Die abgelei-
tetenGenproduktesind durcheinehoheAnzahlvon WD-RepeatgekennzeichnetWD-
Proteinebesitzenin der Regel regulatorischeFunktionenin allen méglichenBereichen.
Ein Struktunemgleich mit homologenGenenlegt die Vermutungnahe,daf3sich sowvohl
am N- als aucham C-Terminuseine WD-Propellerstruktuibefindet.CpY ausC. piger
istin einemchromosomalebschnittlokalisiert,derdenKerneinesevolvierendenGe-
schlechtschromosondarstellt. DiesesGen besitztim Gegensatzzu DmX geschlechts-
spezifischin Intronsintegrierte Transposonsind wird quantitaty geschlechtsspezifisch
gespleiRt(Kraemer 1994). DmX ist auf dem X-Chromosomim Bereich5D6-5E1lo-
kalisiert,eskonntejedochkein geschlechtsspezifischEspressionsmusteliagnostiziert
werden.Die Transkriptionsanalysergab,dalRDmX wéhrendder Oogeneseind der ge-
samtenEmbryonalentwicklungranskribiertwird. Dabeiwird nebeneiner ubiquitaren
GrundepressionDmX in einergevebespezifischekVeise exprimiert. Die DmX -Tran-
skriptewandernoffensichtlich— wie die CpY -Transkripte— in grof3erMengein die rei-
fendeOozyte.Bei DmX/CpY kdnnteessich alsoum ein maternale€ffektgenhandeln.
WahrendderEmbryogeneskdnnenzunachsDmX-TranskripteamposteriorerPolnach-
gewiesenwerden.Danachfarbendie vorderenund hinterenMitteldarmworlaufer dann
spezifischeellenim ZNS undin reifenEmbryonerdasgesamt&ZNS, Sinnesogan-An-
lagenim Kopf, sowie derEnddarmDasdemDmXbenachbart&enDmSPX welchermit
diesemeinengemeinsamet74bp groRerbidirektionalenPromotetbesitzt,zeigteinvon
DmXunterschiedliche$ranskriptionsmusteMit einerReihevon Keimbahntransforma-
tionenkonntendie fur eine ordnungsgemanRExpressiorhinreichendemegulatorischen
BereichddentifiziertwerdenIn VersuchenmittelsverschiedenegjAntisense”-Stratgien
einenPhanotypzu generierenkonntekein spezifischePhénotypnachg&iesenwerden.
Durchdie erfolgreicheKeimbahntranformatioainesRettungsektors,welchereinintak-
tes DmX -Gen enhalt,konnteder Phanotypder von EMS-DmX -Mutantenidentifiziert
werden:NachanfanglichnormalerEmbryonalentwicklungverdendie Larvenim Laufe
desL1-Stadiumsschlaf undinaktiv, jedochnicht paralytischund stellenBewegungund
Nahrungsaufnahmein. Kurz nachdenwildtypischeLarven dasL2-Stadiumerreichen,
sterberdie Mutantenah Der PhanotypweiRtstarke Ahnlichkeit zu Synaptotgmin!-Mu-
tantenunda-AdaptinMutantenauf. DasTranskriptionsmusteihneltdemvon a-Adaptin
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undAP5Q Alle dieseGenespielenin derEndozytoseineRolle. EinemdglicheRollevon
DMX in Endozytoseorgangerwird diskutiert.
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Anhang

BLASTp-Emebnissalerabgeleitetermminosauresequenmn DmX (gekirzt).Die voll-

standigeDateiist aufderbeiliegendenCD zufinden

BLASTP 2. 0. 14 [Jun-29-2000]
Query= (3429 letters)

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

Sequences producing significant alignments:

pir||T13853 hypothetical protein X - fruit fly (Drosophila ..
gb| AAF46135. 1| (AE003437) anon-X gene product [Drosophila m.
pir||T17121 CPY protein - mdge (Chironomus thumm) >gi| 309..
enb| CAA06718. 2| (AJ005821) X-like 1 protein [Hono sapiens]
ref| NP_005500. 1| Dnx-like 1

pir||T22664 hypothetical protein F54E4.1 - Caenorhabditis e..
gb| AAF68593. 1| AF252810_1 (AF252810) unknown [Drosophila sim..
gb| AAF68592. 1| AF252809_1 (AF252809) unknown [Drosophila sim..
gb| AAF68621. 1| AF255326_1 (AF255326) unknown [ Drosophila yak. .
dbj | BAA74879. 1] (AB020663) Kl AA0856 protein [Honp sapiens

gb] AAC31539. 1| (AF076600) CpyA [Dictyostelium di scoi deunj

gb| AAD20167. 1| (AC006418) hypot hetical protein [Arabidopsis..
ref| NP_012567.1| Ravlp >gi| 1352875| sp| P47104| YJ03_YEAST HYP. ..
enb| CAA60726. 1| (X87297) J1590 [ Saccharomyces cerevi si ae

pir|| 739287 hypothetical protein SPBCL105.10 - fission yeas..
gb| AAAB8735. 1| (L36344) ORF; putative [Saccharonyces cerevi..
gb| AAD49999. 1| AC007259_12 (AC007259) Hypothetical protein [...
gb| AAB71474.1| (AC002294) contains beta-transducin motif [A. .
pir||S35342 Col gi -associated particle 102K chain - human

sp| P35605| COPP_BOVI N COATOMER BETA' SUBUNI T (BETA' - COAT PRO. ..
ref | NP_004757.1| coatoner protein conplex, subunit beta 2 (...
sp| G85142| COPP_RAT COATOMER BETA'" SUBUNI T ( BETA' - COAT PROTE. ..
enb| CAA07084. 1| (AJ006523) coatoner, beta-prine subunit [Dr...
enb| CAB45034. 1| (ALO78635) putative WD-repeat containing pr...
gb| AAF53294. 1| (AE003639) beta’ Cop gene product [Drosophila..
pir|| T02146 coatoner conpl ex al pha chain honol og F8K4.21 - .
ref | NP_005877.1] katanin p80 (WD40-containing) subunit B 1 ...
gb| AAF09037. 1| AC011717_4 (AC011717) putative coatoner prote..
gb| AAD55465. 1| AC009322_5 (AC009322) Putative coatoner prote..
gb| AAC95573. 1| (AF083424) orf 48 [Ateline herpesvirus 3

ref | NP_011378. 1] encodes beta’'-subunit of yeast coatomer; S...
gb| AAD23699. 1| AC006841_15 (AC006841) coatoner al pha subunit...
sp| R0168| COPP_CAEEL PROBABLE COATOMER BETA' SUBUNI T (BETA ...
gb| AAF48571. 1| (AE003501) C®X910 gene product [Drosophila m.
gb| AACA7809. 1| (AF020788) SEL-10 [Caenorhabditis el egans] >..
sp| @@3794| SE10_CAEEL SEL-10 PROTEI N >gi | 7504252| pi r| | T22703. .
gb| AAF42472. 1| AF163151_1 (AF163151) dentin sial ophosphoprot. ..
pir||T21970 hypothetical protein F38El1l.5 - Caenorhabditis ...
pir||T02617 hypothetical protein T19L18.13 - Arabidopsis th..
gb| AAF34688. 1| AF223065_1 (AF223065) putative mcrotubul e se..
sp| Q27954| COPA_BOVIN COATOMER ALPHA SUBUNI T ( ALPHA- COAT PRO. ..
dbj | BAA92020. 1| (AK001985) unnamed protein product [Honmp sa..
gb| AAC25503. 1| (ACD05239) F23149_1 [Honp sapi ens]

ref | NP_004362. 1| coatoner protein conplex, subunit alpha; x...
pir|| 739962 coatoner conpl ex beta’ chain - fission yeast (S..
pir|| B40505 hypothetical protein - suid herpesvirus 1 (stra..
ref | NP_055224. 1| PCAF associ ated factor 65 beta >gi|3335561. ..
enb| CAA08816. 1] (AJ009770) putative transcription factor [H. .
gb| AAF47534. 1| (AE003472) al phaCop gene product [alt 1] [Dr...
enb| CAA09492. 1| (AJ011114) coatoner al pha subunit [Drosophi...
gb| AAD15347. 1| (AC004044) putative WD-repeat protein [Arabi..
dbj | BAA95098. 1| (AB041615) unnanmed protein product [Mis nus..
sp| Q00808| HET1_PODAN VEGETATI BLE | NCOVPATI BI LI TY PROTEIN HE. . .
gb| AAF70042. 1| AF250878_203 ( AF250878) orf; hypothetical pro..
ref | NP_013156.1| transcription factor, probable menber of h...

Score
(bits)
7035 0.0
7029 0.0
3949 0.0
1569 0.0
1568 0.0
1172 0.0
995 0.0
992 0.0
967 0.0
708 0.0
161 9e-38
156 4e-36
129 5e-28
129 5e-28
110 3e-22
73 b5e-11
65 1le-08
60 5e-07
59 6e-07
59 6e-07
59 6e-07
59 1le-06
58 1le-06
58 2e-06
53 3e-05
50 5e-04
49 7e-04
49 7e-04
49 7e-04
47 0.003
46 0.004
46 0.004
46 0.004
46 0.004
46 0.006
46 0.006
46 0.008
46 0.008
45 0.010
45 0.017
45 0.017
45 0.017
45 0.017
44 0.023
44 0.023
44 0.023
44 0.023
44 0.023
44 0.030
44 0.030
43 0.039
43 0.039
43 0.039
43 0.051
43 0.051

Val ue
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pir|| T34434 hypothetical protein KO6A9.1la - Caenorhabditis ...
gb| AAC09329. 1| (AF052433) katanin p80 subunit [Strongyl ocen...
sp| QL9753| YUOO CAEEL HYPOTHETI CAL 108.4 KDA PROTEIN F23B12....
sp| P93107| PF20_CHLRE FLAGELLAR WD- REPEAT PROTEI N PF20 >gi| 7. ..
pir||S41539 fibrinogen-binding protein - Staphylococcus aur...
gb| AAD13113. 1| (AF117606) |issencephal y-1 [Drosophila nelan...
gb| AAC83821. 1| (AF098070) Lisl1l honol og [Drosophila nel anoga. . .
enb| CAB66883. 1| (AL035264) hypot hetical protein L8032.02 [L...
sp| P52287| GBB3_RAT GUANI NE NUCLEOTI DE- BI NDI NG PROTEIN G(1)/. ..
gb| AAF57798. 1| (AE003802) CGL0931 gene product [Drosophila ...
gb| AAF54051. 1| (AE003672) CGL0055 gene product [Drosophila ...
gb| AAF49568. 1| (AE003529) Pka-C3 gene product [Drosophila m..
sp| ®3134| GBLP_BI OGL GUANI NE NUCLEOTI DE- BI NDI NG PROTEI N BET. . .
sp| P16912| KDC2_DROME PROTEI N KI NASE DC2 >gi | 85238| pir| | F317. ..
pir|| S52246 transposable retroel ement honolog - perennial t...
ref| NP_012151. 1| 159-kDa nucl eoporin with coiled-coil domai...
ref| NP_061229. 1| zinc finger protein >gi|3298472| dbj | BAA315. ..
pdb| 1AOR| B Chain B, Heterotrineric Conplex O Phosduci nTRAN. ..
gb| AAC12787.1| (U67916) dentin sial ophosphoprotein precurso...
ref| NP_034210.1] dentin sial ophosphoprotein >gi|3087814|enb. . .
ref| NP_035681.1] transcription factor UBF >gi| 136653| sp| P25. ..
pdb| 2TRC| B Chain B, Phosduci nTRANSDUCI N BETA- Ganma Conpl ex . ..
ref| NP_015134. 1| nucl ear pol yadenyl ated RNA/single strand D...
pir|| S60122 probabl e RNA/ ssDNA- bi nding protein HWDL - yeast...
pir|| T23713 hypothetical protein MA4C9.6b - Caenorhabditis ...

gb| AAC50902. 1| (U75309) TBP-associ ated factor [Honp sapi ens]

sp| QL5542| T2D4_HUVAN TRANSCRI PTI ON | NI TI ATION FACTOR TFIID ...
ref| NP_008882. 1] TATA box binding protein (TBP)-associated ...
gb| AAB61638. 1| (U81504) beta-3A-adaptin subunit of the AP-3...
gb| AAD10618. 1| (U02613) surface gl ycoprotein [Trypanosona c...
ref| NP_013079. 1| spindle pole antigen; Spa2p >gi|134781]|sp|...

dbj | BAA20466. 1| (D86074) insoluble protein [Pinctada fucata]
dbj | BAA92532. 1| (AB037715) KI AA1294 protein [Honp sapi ens]

ref| NP_003655. 1| adaptor-related protein conplex 3, beta 1 ...
pir|| T0O1768 hypothetical protein A | G02P16.8 - Arabidopsis...
gb| AAC63098. 1| (U95120) truncated form platel et-activating ...
ref| NP_033415. 1| transducin-like enhancer of split 3, honol...

ref| NP_005040.1] PWP2 (periodic tryptophan protein, yeast)

ref| NP_012277.1] <contains multiple WD repeats and interacts...

gb| AAB63261. 1| (U79774) NNP-1 var [Mus nuscul us]

ref| NP_032168. 1| guani ne nucl eotide binding protein, beta 1...

pir||S36113 LIS-1 protein - hunman

gb| AAD21755. 1| (AC006569) putative WD-40 repeat protein [Ar...
ref| NP_038653.1] platelet-activating factor acetyl hydrol ase. ..
pir||A54138 acidic repetitive protein arpl - Tetrahynena th...
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42
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41
41
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067
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20
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20
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20
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Abbildung 4.7: Haufiglkeit desVorkommenseinzelnerAminosaurerandeneinzelnerPositionen
desWD-Repeats
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Anhang

Name Sequenz

PATG TGGTACCATGAATTGTCATCAAATATTAAGTGGAG
BgsgpR TGGTCGACGCCATATGCCCAAAACACAACATGCTAGATC
BPr.2Sal TGGTCGAGGTCAACTGCTTGAIGCCATC

Bpucl8cn AGTTGGTACCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCA
BSR46Kpn TCGGTACCCTAATGCCTTCGACAGATCCA

CosPern TTCAATGATGTCCAGTGCAG

CosPerr TAACCCTTAGCATGTCCGTG

CpYcap TCGTCGACGGTACCACAAAGAAGTGCTAGAAAAGTGG
crsPr3 ACATCGTTTTGAACTTG

EGFP-nB TGGGATCCGGAIGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC
EGFP-rB TGGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCA

GFPnK ACGGTACCATGAGTAAAGGAGAAGAACT

GFPrXb ACTCTAGATTATTTGTATAGTTCATCCA

GFPinternl TCCGTATGTTGCATCACC

GFPintern2 GATGACGGGAACTACAAG

Ggsgenn GCCTTGAGCGCAGTTTCACAGCACATTCC

Ggsgenr GCCATATGCCCAAAACACAACATGCTAGATC

SR2 GCTGATGCCCCCATCCAC

SR5 CTGTGTCCAGCTGTTGCGAC

SR18 CGAGGAAGTAATGCAGACGAAGAG
SR19 CATCTAAATTGTCTTCTGCGAC

SR49 GTGGATACACTTCCTTCAAGCGGCT
SR70 CCTTTATATTCTGTGCGG

SR71 CAGCGCCTTTRTCTATTTC

x32 GATTATCACATCACAGCGCA

x42K ACGGTACCTGCCAGGATGACCACATTG
y23E ACGAATTCGCGTCTCCCAATGGTGC

DmY28BXb GAATCTAGACGATATTTCGCCTCCCAGCCGTGTC
pKB256n  AGGCGCTCGTCGAGGA
PKB256r  CCCATCGAGCGTTGAAGT
pw8-poly-C  ATGCGTCGTTRGAGCAG
pw8-poly-D CGAATAGAGAATAACGGG

Tabelle4.3: SequenzederLaufederArbeit verwendeterPrimer
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Abbildung 4.8 (gegenliiberliegendeseite) Die Hauptereignissder D. melanogasterEmbryonalent-
wicklung nach Campos-Ortga und Hartenstein(1985): Twelve drawings of embryosof increasingage
illustratingthe majoreventsof DrosophilaembryonicdevelopmentThenumberatthetop left of eachdra-
wing indicatesthe embryonicstage(seeChapter2). Stages shavs the blastodernwith the pole cells (pc)
atthe posteriomole.Light shadingindicatesthe larval anlagerthatwill invaginateduringgastrulationj.e.
anlagenof the endodermahnteriormidgut primordium (am), mesoderm(ms), proctodeurmand posterior
midgut primordium (pm/pr). Otherabbreiationsare.as anlageof the amnioserosaStage6 illustrates
morphogenetienovementsduring gastrulationMesoderm(ms) andendoderm(am, pm) have completed
invagination,nvaginatedegionsareshadedn lateralprojection(hollow spaceslumina-in this andfollo-
wing drawingsarehatched)pole cells (pc) areincludedin the posteriormidgut primordium.The cephalic
furrow (cf) separateshe procephalorfrom the prospectie metamericgermband;anterior(atr) and po-
sterior (ptr) transwersefurrows are visible. api. amnioproctodeainvagination;as amnioserosaStage?
illustratesthe beginning of germbandelongation.The cephalicfurrow is tilted caudalvards;trans\erse
furrows areapproachingeachother;the amnioproctodeahvagination(api) hasdeepenedDuring stage8
germbandelongationproceedsurther;the primordiaof the posteriormidgutandthe proctodeunbecome
individualized.In stage9 germbandelongationentersits slowv phasethe stomodeaplate (stp) becomes
visible; themesoderntransientlyexhibits segmentabulges;segregationof neuroblastgévnb. ventralneuro-
blasts;pnb. procephalimeuroblastshegins.cms cephalicmesodermin stagel0 stomodealnvagination
(st) takes place; segregation of the neuroblastzontinues first neuroblasdivisions occurto give rise to
ganglionmothercells.In stagel 1l epidermakeggmentatiorbecomegvident;tp tracheabits; mx. maxillary
bud; Ib. labial bud); esoesophagugrimordiaof the stomatogastrinervoussystem(sng andMalpighian
tubules (mt) appearjpole cells leave the posteriormidgut pocket (mp) andbecomearrangedaterally. cl.
clypeolabrumph. pharynx;pm. posteriormidgut; hg. hindgut;md. manditulary bud. The germbandre-
tractsduringstagel2, thedrawing shavsthefinal stagef thisretraction.Duringthis processusionof the
anteriorandposteriomrmidgutprimordia(am/pm) takesplaceandthedefinitive segmentalboundariesppe-
ar. Noticethatdorsalandventraldivisionsof eachsegmentalfurrow arenotin register ventrallythefurrows
correspondo thosethatappearedh stagell, whereasiorsallythey run throughthe middle of thetracheal
pits,afew cell diameterdehindtheprojectionof theventralfurrows. Thesalivary glands(sg) andthedorsal
ridge (dr) appearin stagel4 dorsalclosureof the midgut(mg) andepidermisandheadinvolution begin.
df. dorsalfold; hg. hindgut;mt. Malpighiantubules; mx. maxillary bud; spg supraoesophageganglion;
ps. posteriorspiraclesync. ventralcord. In stagel5 headinvolution is well advanced.Notice growth of
thehindgut. The Malpighiantubuleshave beenomittedin this andthefollowing drawings.ap. analpad;cl.
clypeolabrumgf. dorsalforld; ph. pharynx;sg salivary glands;t1. prothorax.In stagel6 headinvolution
is almostcomplete midgut(mg) constrictionsappearcondensationf theventralcord (vnc) begins. Stage
17 correspondso the fully developedembryo.at. atrium; cl. clypeolabrumies oesophagudhg. hindgut;
mg. midgut; ph. pharynx;pv. proventriculus;sg salivary glands;ps. posteriorspiracles.
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Anhang

Abbildung 4.10: GenetischeCode,swie Ein- und Dreibuchstabencod&ir Aminoséuren
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