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Einleitung

Eines der zentralen Probleme der Biologie von héheren Organis-
men ist die Expression von Genen und ihre Regulation. Viele
Faktoren kénnen auf die Genaktivitdt regulativ einwirken:

die Spezifitdt der RNA-Polymerasen und die Synthese- und Ab-
bauraten sowie das SpleiBen der RNA, die Bindung von Tran-
skriptionsfaktoren an spezifische DNA-Sequenzen und nichtho-
mologe Rekombinations-Ereignisse durch Insertion mobiler,
genetischer Elemente wie Retrotransposons, P-Elemente und

anderen.

Ziel meiner Forschungsarbeit ist es Regelmechanismen und
Determinanten, welche die Transkription in Eukaryonten
stevern, auf molekularer und zelluldrer Ebene verstehen
zu lernen. Als Modellsystem verwende ich Polytédnchromoso-
men von Insekten, vor allem der Dipteren Drosophila und

Chironomus.

Die hohe Vervielfachung identischer DNA durch wiederholte
Verdopplungen (Endomitosen) der synaptisch gepaarten Homo-

logen macht Polytdnchromosomen von Drosophila und Chirono-

mus zu einem einzigartig vorteilhaften Objekt, die Lage
von Genen und die rdumlichen und zeitlichen Muster aktiver
und inaktiver Genorte in Interphasekernen zu untersuchen.
Seitdem die Pioniere der Polytédnchromosomen-Forschung,

zum Beispiel Kostoff (1930); Koltzoff (1930); Painter
(1933, 1934); Bridges (1935); Muller und Prokofjeva (1936)
und andere mit der "attack on the gene" (Painter, 1934)
begannen, wurde spekuliert, ob Gene in Banden oder Inter-
banden oder in beiden vorkommen. In den 50er Jahren ent-
deckte man, daB verschiedene Banden nach Aktivierung sich
entfalten und voribergehend zu einem Puff aufbléhen. Puff-
bildung wurde von Beermann (1952) als morphologisch sicht-

barer Ausdruck der Genaktivitét gedeutet. Im Prinzip gibt




es zwel Modelle zur Lokalisation und Regulation von Genen im
Banden/Interbanden-Muster. Nach Vorstellungen von Francis
Crick (1971) befindet sich die Polypeptid-kodierende DNA vor
allem in Interbanden, wdhrend Banden regulative Elemente und/
oder nicht-kodierende DNA enthalten. Das andere von Paul
(1972) entwickelte Modell besagt,.daB Interbanden Bindungs-
orte fir RNA-Polymerasen sind. Das Modell von Paul basiert
auf der Annahme, daB RNA-Polymerasen und Transkriptionsfakto-
ren schwerlich an die DNA in kompakten Banden binden kdnnen,
wdhrend die DNA im aufgelockerten Interbandenchromatin eher
fir das Transkriptionsenzym und andere Faktoren zugédnglich
ist. Ergebnisse, die das eine oder andere Modell stitzten
wurden publiziert (eine Zusammenfassung gibt Sorsa, 1988).
Kontrovers blieb dennoch, ob Gene in Banden oder Interbanden
oder in beiden vorkommen, letzteres etwa indem aktive Genko-
pien in der Interbande und transkriptionell inaktive Kopien
desselben Gens in der kondensierten Bande existieren. Disku-
tiert wird auch, Interbanden kénnten transkriptionell aktive
Sequenzen wie "housekeeping"-Gene enthalten (Zhimulev et al.,
1981).

Ein weiterer Schwerpunkt der Polyté&nchromosomenforschung ist
der ProzeB des Puffing, also die drtlich begrenzte Dekondensa-
tion chromosomaler Teilabschnitte. Die Bildung von Puffs zeigt,
daB es einen Zusammenhang zwischen der Struktur des geneti-
schen Materials und seiner Transkriptionsaktivitat gibt. Nach
Aktivierung, zum Beispiel durch das die Larven/Adult-Metamor-
phose steuernde Steroidhormon Ekdyson und andere Faktoren kommt
es zur Umgestaltung mancher Banden zu Puffs. Die Puffbildung
ist gewebespezifisch, wechselt widhrend der Entwicklung und ist
ein optisches Merkmal von Genaktivitdt (Beermann, 1962, 1972;
Ashburner und Berendes, 1978). Untersuchungen des Puffing sind
von grofliem Wert fir die Identifikation der am Transkriptions-

apparat beteiligten Komponenten. Man nimmt an, daB das Puffing




Vorgénge widerspiegelt, die analog in gewdhnlichem Interphase-
chromatin von Eukaryonten geschehen. Derzeitig wird hauptséch-
lich mittels Immunolokalisation untersucht: (i) welche Faktoren
in cis an spezifische Sequenzen stromaufwédrts (5') von Zielpro-
motoren binden und dadurch regulativ wirken, (ii) welche Fak-
toren mit der RNA Polymerase B (II) einen Initiationskomplex
aufbauen, (iii) welche Faktoren die Transkription von Gengrup-
pen (Hitzeschockgenen, Homeoboxgenen und anderen) reqgulieren.
Von groBem Interesse sind Proteine, die die Funktion des Puffing
(mit)stevern. Erst kirzlich wurde von der Hogness-Gruppe (Stan-
ford-Universitdt) und von Urness und Thummel (Howard Hughes
Medical Institute in Salt Lake City) gezeigt, daB die Protein-
Produkte durch Ekdyson induzierter Puffs andere Puffs durch
sequenzspezifische Bindung an DNA regulieren (Burtis et al.,
1990; Urness und Thummel, 1990).

Das Studium von Genregulation, Genlokalisation und Puffing er-
fuhr in den vergangenen Jahren eine revolutiondre Entwicklung
durch (1) das Aufkommen der rekombinanten DNA-Technologie und
(2) die Entdeckung mittels P-transponierbaren Elementen als

Vektoren spezifische DNA in die Keimbahn von Drosophila mela-

nogaster einzufihren (Rubin und Spradling, 1982). Diese Verfah-
ren erlauben Regelmechanismen und Determinanten der Transkrip-
tion/Genexpression und die Lokalisation von gezielt ausgesuch-
ten Genen in Polytdnchromosomen wirkungsvoll zu untersuchen
und revolutionierten die Untersuchungsweise konventioneller

Genetik und Biochemie.

Die hier vorliegende Zusammenfassung zur kumulativen Habilita-
tionsleistung beschreibt einen Teil meiner Forschungsarbeit.
Gemeinsame Thematik aller meiner Arbeiten ist die Frage, welche
Mechanismen und Determinanten die Transkription in Polytan-
chromosomen des Insektensystems kontrollieren. Zundchst stehen
meine Untersuchungen bei der Diptere Chironomus im Mittelpunkt,
die in situ-Transkription chromosomaler Sequenzen durch RNA

Polymerase B (II) wadhrend Phasen stimulierter und reprimierter




RNA-Synthese durch Einsatz von Cytogenetik, chromosomaler
Transkriptionsautoradiographie und mono- und polyklonaler Anti-
kérper zu kléren. Im thematischen Zusammenhang damit stehen
meine Studien Uber die Topographie und Dynamik der kleinen Kern
RNAs (small nuclear RNAs), die mit den von RNA Polymerase B (II)
gebildeten Primértranskripten fir die RNA-Reifung (z.B. Spleis-

sen) eng assoziiert sind.

Thema meiner letzten Forschungsarbeiten ist die Untersuchung
von Regulation der Transkription des natirlichen Hitzeschock/
StreB-Protein kodierenden hsp82-Gens und von mir geschaffener,

rekombinanter hsp82-Gene in transgenen Drosophila melanogaster.

Um fir diese Untersuchungen die aktuellen wissenschaftlichen
Méglichkeiten der Biologie auszuschdpfen, erweiterte ich meine
bisherige cytologische und genetische Expertise um Methoden

der Molekularbiologie. Das hsp82-Gen von Drosophila wihlte ich

deshalb als Untersuchungsobjekt, da es in der Evolution, von

Escherichia coli bis zum Menschen, weitgehend konserviert blieb

und deshalb fir den Organismus von groBer Wichtigkeit ist. Zudem
ist es in allen Geweben stédndig tétig und zusdtzlich durch |
HitzestreB induzierbar. Aufgrund dieser Eigenschaften des
hsp82-Gens und durch die experimentellen Méglichkeiten in

Drosophila - in vitro engineering — Gentransfer in Chro-

mosomen — Funktionstest in vivo - durchfihren zu kdnnen,

betrachte ich dieses single copy gene in Drosophila als ein be-

sonders geeignetes Modellsystem. Es ermdéglicht cis-regqulatori-
sche Signale fir Transkription, Puffing und Gendosis-Kompensa-
tion und die entsprechenden in trans wirkenden Faktoren zu ent-

schlisseln.




UNTERSUCHUNGEN AM FORSCHUNGSOBJEKT CHIRONOMUS

RNA Polymerase in Polytanchromosomen: Immunfluoreszenzoptische und auto-
radiographische Analysen widhrend der stimulierten und reprimierten RNA-

Synthese

(veroffentlicht in CELL, 1982)

Um die Mechanismen zu verstehen, die die Genexpression auf der
Transkriptionsebene kontrollieren, ist es wichtig, die am Tran-
skriptionsapparat beteiligten Komponenten zu analysieren. Fir
die Transkription der meisten nicht-ribosomalen Gene ist RNA
Polymerase B (II) verantwortlich. Dieses Transkriptionsenzym
ist vielteilig aus individuellen Untereinheiten aufgebaut.

Ein Weg, die Affinitdt des Enzyms zum chromosomalen Template
und sein Verteilungsmuster wadhrend der stimulierten und repri-
mierten RNA-Synthese zu untersuchen, ist der Einsatz von mono-
klonalen und polyspezifischen anti-Pol B-Antikérpern, die das
Enzym am Chromosom durch indirekte Immunfluoreszenz optisch

sichtbar machen kdnnen.

Eine zentrale und lange Zeit unbeantwortete Frage war: in wel-
chem MaBl stimmen immunfluoreszenzmarkierte Regionen mit Regio-
nen Uberein, die in Polytdnchromosomen transkribiert werden?
Die indirekte Immunfluoreszenz erlaubt lediglich eine Ver-
teilungs- jedoch keine Funktionsanalyse von RNA Polymerase B.
Die wichtige Frage der Korrelation von Verteilung und Aktivi-
téat der RNA Polymerase B blieb in allen von anderen Arbeits-
gruppen bis dahin verdffentlichten Immunolokalisationsstudien
des Enzyms unbeantwortet. Fir mich galt es, immunfluoreszenz-
optische und autoradiographische Studien zu koppeln und die

Problematik zu untersuchen.




Fir derartige Untersuchungen von chromosomaler Transkription,
RNA Polymerase B (II)-Verteilung sowie des Puffing ist es
wichtig einerseits Substanzen, andererseits Bedingungen (wie
Temperaturshifts) zur Verfigung zu haben, die Genaktivitat
zu beeinflussen. Ich habe daher auch nach Méglichkeiten ge-
forscht,die Genaktivitat in vivo so abzuwandeln, daB es im
Falle positiver transkriptioneller Regulation zur gesteiger-
ten RNA-Synthese kommt und im Falle negativer transkriptio-
neller Regulation die Aktivitdt einzelner Gene hemmt. Beson-
ders war ich an der Abwandlung der Genaktivit&t in den von
mir als Modellsystem ausgewdhlten Riesenpuffs Balbianiring
(BR) 1, BR2 und BR3 interessiert sowie einer anderen Gen-
gruppe in den Hitzeschock-Puffs. Wie Abbildung 4 (in dem
beigefigten Sonderdruck der CELL-Publikation) zeigt, erdff-

net die in vivo Behandlung von Chironomus tentans-Larven

mit Dimethylsulfoxid (DMSQO) eine fir diese Immunolokalisa-
tionsexperimente und andere Untersuchungen sehr nitzliche
Méglichkeit, die Puff-Induktions- und Repressions-Mechanismen
sowie die Prasenz von RNA Polymerase B (II) in gepufften

und nicht gepufften Loci von Polyténchromosomen zu studieren.

Die immunfluoreszenzoptischen/autoradiographischen Analysen
der RNA Polymerase B-Verteilung ausgefihrt an in situ fixier-
ten und in vitro an nativ aus Speicheldrisen isolierten Chro-
mosomen zeigten, daB Puffs Genorte reprdsentieren, die inten-
siv von diesem Enzym transkribiert werden. Ich bewies, daB
Puffing keine obligatorische Voraussetzung fir die RNA-Syn-
these ist. Viele potentiellen Genorte werden von Polymerase

B transkribiert ohne Induktion sichtbaren Puffings. Der
wichtigste Befund dieser Untersuchung war, daB {(berall dort,
wo Immunfluoreszenz die Anwesenheit von Polymerase B im
Chromosom anzeigt, katalysiert das Enzym den Einbau von 3H~
Uridin oder 3H—UTP in nascente RNA. Ich demonstrierte, daB
neben den Puffs auch die meisten anderen Regionen aufge-

lockerten Chromatins, also Interbanden und diffuse Banden |



transkriptionell aktive Strukturen sind und eine Permanentaus-
stattung an RNA Polymerase B (II) besitzen. Diese Regionen
betrachte ich als prédaktive Stellen potentieller Puffs. Auf-
grund ihrer Permanentausstattung mit dem Enzym,ist den mei-
sten Interbanden und diffusen Banden polytdner Chromosomen
eine transkriptionelle Grundaktivitat zu eigen. 0Ob die Tran-
skripte dieser pré&aktiven Chromosomenregionen fir die Zelle
biologisch bedeutungsvoll sind, blieb offen. Allem Anschein
nach wird die Induktion und Regulation der Genaktivitédt er-
reicht durch Modulation der Bindung/Aktivit&t von gewebespe-
zifischen, entwicklungsspezifischen und/oder sexspezifischen
Faktoren. In Abwesenheit der jeweiligen Transkriptionsfakto-
ren ist die Minimalmenge an Genprodukt wahrscheinlich fir
ihre Funktion irrelevant. Die wichtige Konsequenz der tran-
skriptionellen Grundaktivit&dt ist, daB Genloci sténdig préa-
aktiv sind, also im Zustand unterschwelliger transkriptio-

neller Bereitschaft.

Die SchluBfolgerungen aus dieser chromosomalen Analyse werden
gestitzt durch kirzlich verdéffentlichte, molekulare Unter-
suchungen (nuclear run-on transcription assays), wonach (i)
RNA Polymerase B (II) die hsp70-Gene und andere Gene von D.
melanogaster auf niedrigem Niveau bereits im nicht-induzier-
ten Zustand (250C) transkribiert (Rougvie und Lis, 1988;

1990). (ii) Durch in vitro-Anreicherung von cDNAs dber dié
(DNA) Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden mRNAs verschie-
dener gewebespezifischer Gene auch in Zellen nachgewiesen,die
aus Geweben stammten, wo diese Gene nicht exprimiert werden
("illegimate transcription") (Chelly et al., 1989; Sarkar

und Sommer, 1989). Demnach fUhrt die transkriptionelle Grund-
aktivitat (in Abwesenheit gewebespezifischer Transkriptions-
faktoren) zum Vorhandensein sehr geringer Mengen der meisten

mBNAs in allen Geweben,




Gen-Identifikation in Polyténchromosomen: Einige Balbianiring 2-

Gensequenzen von Chironomus tentans liegen in einer Interbanden-

ahnlichen Region

(ver6ffentlicht in CHROMOSOMA, 1984)

Die autoradiographischen/immunfluoreszenzoptischen Befunde
der RNA Polymerase B (II)-Verteilung in Polytéanchromosomen
wadhrend verschiedener Phasen transkriptioneller Aktivitdt
zeigen, daB das Enzym in Puffs, diffusen Banden und Inter- -
banden vorkommt. Ungekl&rt blieben aber die wichtigen Fragen:
Befinden sich die Gene in den Banden und/oder in den Inter-
banden? Werden Gene, die in Puffs aktiv sind, im Falle der
Puffreprimierung in die Banden und/oder Interbanden rick-
gefaltet?

Mit den in dieser Verdéffentlichung beschriebenen Untersuch-
ungen sollte gekldrt werden, ob in Interbanden Gensequenzen
oder DNA ohne Gencharakter von RNA Polymerase B (IT) tran-

skribiert werden.

Die Tatsache, daB Banden der Balbianiring-Bildungsorte durch
Ekdyson oder Agentien wie Dimethylsulfoxid (DMS0) und Banden
anderer Chromosomenregionen durch HitzestreB, zu hoher tran-
skriptioneller Aktivit&t angeregt Puffs bilden, ist ein star-
ker Hinweis, daB in Banden verpackte Gene nach Aktivierung
dekondensieren. Ahnlich wird vermutet, dall Interbanden, da
sie aufgelockerte Chromatinstrukturen sind und RNA Polymera-
se B (II) besitzen, transkriptionell aktive Sequenzen, wie
housekeeping-Gene enthalten (Zhimulev et al., 1981). Nach
Auffassung von E. K. F. Bautz und Mitarbeitern (Jamrich et
al., 1977) enthdlt eine Interbande die aktiven Kopien und

die angrenzende, kondensierte Bande die transkriptionell

stillen Kopien eines Genlokus.




Um diese Fragestellung zu klaren, reprimierte ich gezielt den
Riesenpuff Balbianiring 2 in vivo durch Injektion der Droge
DRB (dem Nukleosid-Analog 5,5—dichloro—1—ﬁ -D-ribofuranosyl-
benzimidazol) in Larven, wodurch sich der BR2-Puff in ein gut
definiertes Bandenmuster umbildete. Mithilfe von Herbert Jéckle
et al., (1982) klonierter BR2-DNA prifte ich dann durch Hybri-
disierung in situ die Verteilung von BR2-Sequenzen im lokus-
spezifischen Banden/Interbanden-Muster. Das Ergebnis zeigte,
daB (1) das reprimierte BR2-Gen offenbar aus zwei Segmenten
mit unterschiedlicher Chromatin-Konformation besteht und (2)
die regulative und transkriptionelle Einheit des BR2-Gens sich
Uber die lokusspezifische Banden/Interbanden-Region erstreckt.
Geht man davon aus, daB die kodierende BR2-DNA mit dem 3'-~
Ende in der kondensierten Bande liegt, so reprédsentiert die
transkriptionelle Aktivitdt von BNA Polymerase B (II) in der
vorgelagerten (5')-Interbande eine Promotor-spezifische Inita-
tion.

Nach meiner Ansicht enthalten Interbanden keine aktiven Kopien
eines Genlokus, sondern lediglich die regulatorische Region
eines Gens. In der offenen Chromatin-Konformation der Inter-
bande werden die regulativen Sequenzen fir RNA Polymerase B
und andere Proteine zugdnglich, wie es sich im Falle des durch
DRB oder DMSO in seiner Syntheseleistung heruntergeschalteten
BR2 zeigen lieB. Diese Interpretation der Daten gilt vermut-

lich auch fir andere Gene. Kirzlich wurde fir das Gen notch

von Drosophila melanogaster gezeigt (Rykowski et al., 1988),

dafl die regulatorischen Sequenzen dieses Gens in der Inter-
bande zwischen Banden 3C6 und 3C7 liegen. Die kodierenden Ab-
schnitte und Introns (des in Speicheldrisen nicht exprimier-

ten Gens) befinden sich alle in der chromosomalen Bande 3C7.




Transkriptions-abhéngige Présenz von Ul- und U2- Ribonukleoproteinen an

besonders aktiven Genorten in Polytanchromosomen

(veroffentlicht im JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 1984)

Die meisten messenger RNAs von Eukaryonten werden als lange
Vorlédufermolekile (pra&-mRNAs) gebildet und durch posttran-
skriptionelle Reaktionen in ihrer Sequenz und GréBe zur je-
weiligen mRNA abgewandelt. Die pr&-mRNA ist assoziiert mit
100-300 Nukleotide umfassende RNAs (small nuclear RNAs, snRNAs) ,
von denen verschiedene in Form von Ribonukleoprotein-Partikeln
(snRNPs) als Katalysatoren am SpleiBen der Vorlaufertranskrip-
te von Genen mit Exon-Intron-Bauweise beteiligt sind. Die fol-
genden Experimente Uber die Topographie und Dynamik von U-snRNPs
in Polytdnchromosomen waren von grofem Interesse fir das Ver-
standnis des RNA-Prozessing und die Ortung transkriptionell

aktiver Gene.

Die Untersuchungen beschreiben das Verteilungsmuster von Sm-,
Ul- und U2snRNP-spezifischen Antigenen in Polytdnchromosomen
aus Speicheldrisen von Chironomiden. Identifiziert habe ich
diese Antigene durch Einsatz humaner Autoantikdérper von Pa-

tienten mit systemischem Lupus erythematosus und eines mono-

klonalen anti-UlsnRNP-Antikdrpers. Ich zeigte anhand von Zell-
extrakten und Polytédnchromosomen, daB die antigenen Determi-
nanten (Proteine) der U-snRNPs von Chironomiden bis zum Men-

schen widhrend der Evolution erhalten bleiben.

Die Verteilungsanalyse dieser Antikdérper-bindenden UsnBNPs in
Polytanchromosomen ergab, daB die Prédsenz von UsnRNPs eng mit
der lokalen Transkription verknUpft ist. Herauf- und Herunter-
schalten von Genaktivitdt mittels Dimethylsulfoxid (DMSO) oder

Hitzestrefl in vivo zeigten, daB diese UsnRNPs nur an transkrip-




tionsaktiven Stellen vorkommen. Die Konzentration der UsnRNPs
in einem Genlokus ist der Genaktivit&t proportional. Die mei-
sten transkriptionsaktiven Chromosomenorte (Puffs, diffuse Ban-
den, nicht aber die Interbanden) besitzen eine UsnRNP-Aus-
stattung. Wir interpretieren diese Befunde, daB snRNPs/snRNAs
mit nascenter pr&-mRNA assoziiert sind. Demnach ist die frihe
Bildung von UsnRNA/pré-mRNA-Ribonukleoproteinkomplexen eine
Voraussetzung fir das Prozessing (SpleiBen) in transkriptions-
aktiven, aufgelockerten Banden und Puffs. Das Fehlen des UsnRNP-
Signals in Interbanden und kondensierten Banden beweist, daB
UsnBNPs keine strukturellen Bestandteile polyténer Chromosomen

sind und darin nicht gespeichert werden.

Von ganz besonderem Interesse war das Ergebnis, daB beide, U1l-
und U2snBRNPs in allen von RNA Polymerase B (II) transkribierten
Puffs und diffusen Banden vorkommen. Dieser Befund gilt auch
for chromosomale Loci, wie den Riesenpuff Balbianiring 2, die
bekanntlich nur eine einzelne mRNA-Transkriptionseinheit auf-
weisen. Demzufolge sind Ul- und U2snRNPs gleichzeitig an einem
gegebenen pra-mRNA-Molekul préasent und beide am Spleifien be-
teiligt. Nach Feststellung von Mattaj (1988) handelt es sich
bei unserer Veréffentiichung um die erste Studie, die das Vor-
kommen von snRNPs vom U-Typ mit Orten transkriptioneller Ak-
tivitdt korreliert. Biochemische Untersuchungen anderer Ar-
beitsgruppen haben spéater gezeigt, dafl Ul und U2 zusammen mit
anderen UsnRNPs einen SpleiBosom-Komplex bilden, der als 40-

60S Ribonukleoprotein-Einheit isolierbar ist (Birnstiel, 1988).

Das Fehlen von Ul- und U2snRNPs in Interbanden spricht gegen

die Hypothese, dafl RNA Polymerase B (II) in Interbanden nascente
prd-mRNA durch Transkription dekondensierter Kopien eines Gen-
lokus bildet. Die Tatsache jedoch, daB ich in einer in situ-
Hybridisierungsanalyse eine Interbanden-&hnliche Region mit
einer Genprobe (BR2-DNA) markieren konnte (Sass, 1985), zeigt,

daB diese Interbande einen kurzen Genabschnitt beinhaltet.




Wahrscheinlich beinhalten Interbanden die Bindungs- und Start-
stellen fir RNA Polymerase B (II), wahrend sich die Masse der
Transkriptionseinheit in der 3'-gelegenen Bande befindet.
Typische Interbanden sind keine signifikanten Syntheseorte

von pra-mRNA.

UNTERSUCHUNGEN AM FORSCHUNGSOBJEKT DROSOPHILA

Vorstellung der Thematik

Meine nachfolgenden Untersuchungen beschaftigen sich mit der
Regulation der Transkription in Polytdnchromosomen von trans-

genen Drosophila melanogaster. Dies geschieht anhand von mir

konstruierter hspB82-neo-Fusionsgene, bestehend aus X-chromo-
somalen Drosophila-Regulationssequenzen, einem bakteriellen
Resistenzgen und einem Polyadenylierungssignal wiederum von

Drosophila. Ich benutze gentechnologische Methoden: Neukom-

bination von DNA, sowie das Verfahren des Gentransfers, also
die Ubertragung fremder Gene in tierische Zellen, fir meine
Untersuchungen. Meine experimentelle Strategie basierte
darauf, daB die enzymatische Aktivit&t des Fusionsgen hsp82-
neo den Fliegen Antibiotikum (G418)-Resistenz verleiht, so

daB transgene D. melanogaster nach Einfihrung von hsp82-neo

unabhéngig vom gegebenen genetischen Hintergrund selektio-

niert werden konnen.




In transgenen Drosophila melanogaster untersuchte ich

(1) die Lokalisation des Fusionsgens hsp82-neo im Banden/Inter-
banden-Muster von Polyté&nchromosomen und

(2) die Transkription und Prozessierung (SpleiBen) der Transgen-
RNA unter Normalbedingungen und in Temperaturshift-Experi-
menten,

(3) hsp82-neo gestevertes Puffing und

(4) das regulatorische Phédnomen der Gendosis-Kompensation.

(5) Fir das Einfihren von hsp82-neo und anderem, zusdtzlichem
Genmaterial Uber die Keimbahn von Pré&blastoderm-Embryonen
in das Fliegen-Erbgut habe ich weiterhin P-Element-Vektoren
(Transposons) entwickelt, die den Gentransfer mit hoher
Effizienz gestatten. Auf diese Weise wurde hsp82-neo als
Transgen in Polytédnchromosomen einer strukturellen und

funktionellen Analyse zugédnglich.

Wie in der folgenden Zusammenfassung dargestellt, haben sich
hsp82-neo und die P-Element-Vektoren (Transposons) als gut

geeignete Instrumente fir die Analyse der Genfunktion in

D. melanogaster erwiesen.

1. Bau eines konstitutiv exprimierten und thermoinduzierbaren Hybridgens

(hsp82-neo) durch Fusion des hsp82-Gens von D. pseudoobscura mit einem

bakteriellen Neomycin-Resistenz-Gen (neo)

(ver6ffentlicht in GENE, 1990)

a) Genauswahl: hsp82 und neo

hsp82

Wird die Wachstumstemperatur (250C) von D. melanogaster schockartig
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auf 35°-37°C erhoht, fiohrt das im Tier zur transkriptionellen Induk-
tion von 8 verschiedenen, prominenten Hitzeschock (HS)-Genen und
damit einhergehend zur Ausbildung von 6 prominenten Hitzeschock-
Puffs. Die Synthese der meisten normalen Proteine kommt, durch den
Hitzeschock induziert, plétzlich zum Erliegen. Von den 8 HS-Genen
kodieren 7 fir Hitzeschock (StreB)-Proteine (hsp): hsp82, hsp70,
hsp68, hsp27, hsp26, hsp23 und hsp22. Fir das im Hitzeschock-

Puff 93D gelegene Gen konnte bisher kein Protein nachgewiesen wer-

den (eine aktuelle Ubersicht der "stress proteins in biology and
medicine" (1990), geben R. Morimoto, A. Tissiéres und C. Georgo-

poulos).

Fir meine Auswahl des hsp82-Gens fir die Konstruktion des
Fusionsgens hsp82-neo waren folgende Gesichtspunkte ent-

scheidend:

(i) Das hspB82-Gen besitzt einen in allen Geweben exprimier-
ten Promotor, der durch Hitze und StreB induzierbar ist.
Abweichend von dem Expressionsmuster aller anderen, pro-

minenten Hitzeschock-Gene ist das hsp82-Gen von Drosophila

schon unter Normalbedingungen (2500) auf niedrigem

"level" stdndig (konstitutiv) tétig.

(ii) Das hsp82-Gen kommt in nur einer Kopie im (haploiden)

Drosophila-Genom vor. Die Singularitdt des hsp82-Gens

war fuUr die vorgesehen quantitativen Untersuchungen der
Gendosis-Kompensation (s. u.) unerlédBlich; so konnte ich
eindeutige Aussagen machen, ohne mdgliche Fehlerquellen

durch homologe Gene einer Familie.




(11i) Abweichend von allen anderen Protein-kodierenden Hitze-
schock-Genen bietet hsp82 den Vorteil, RNA-Prozessierungs-
studien in Abhé&ngigkeit von der Temperatur vorzunehmen, da

das Gen eine Exon-Intron-Bauweise hat.

(iv) Ich wéhlte das X-chromosomale hsp82-Gen von Drosophila

pseudoobscura fur den Bau des Fusionsgens, um damit in

transgenen Drosophila melanogaster auch zu prifen, durch

welche Signale das als Gendosis-Kompensation bezeichnete,
regulatorische Phédnomen bestimmt wird. Das hsp82-Gen ist

X-chromosomal in D. pseudoobscura, aber autosomal in D.

melanogaster. Dennoch ist die Expression des hspB82-Gens

in D. pseudoobscura in beiden Geschlechtern gleich, ob-

wohl Mdnnchen nur ein X und Weibchen zwei X-Chromosomen

besitzen.

neo

Als die vom vorgeschalteten hsp82-Promotor von D. pseu-
doobscura zu exprimierende DNA habe ich ein bakteriél—
les Neomycin-Resistenzgen (Egg)Agewéhlt. In der Lite-
ratur ist beschrieben worden (Southern und Berg, 1882;
Reiss et al., 1984 und andere), daB das fir Eukaryon-
tenzellen giftige (Aminoglykosid-)Antibiotikum G418
durch Phosphotransferase-Aktivitdt des bakteriellen
Neomycin(neo)-Resistenz-Gens entgiftet wird. Im Falle
erfolgreicher Ubertragung und enzymatischer Aktivitéat
von hsp82-neo gébe es transgene D. melanogaster mit
G418- (Antibiotikum)Resistenz.




b) Das Fusionsgen hsp82-neo

Den Bauplan des Fusionsgens hsp82-neo zeigt Abbildung 1
(in dem beigefligten Sonderdruck der GENE-Publikation).
Meine Strategie war, ein Fusionsgen zu bauen, ausgestat-
tet mit einer 5.0 kb oder 0. 86 kb langen, nicht-transkri-
bierten 5'-Region, die den Promotor beinhaltet, gefolgt
vom transkribierten aber nicht translatierten 137 bp-Exon
1 und dem 1063 bp-Intron mit funktionellen 5'- und 3'-
Donor/Akzeptor-SpleiBstellen. Exon 2 als kodierende Region
wollte ich weitgehend entfernen und an den verbleibenden
Rest von 58 bp mit dem ATG-(Translationsstart)Kodon das
Promotor-freie neo-Gen fusionieren.

Fir die Bildung einer polyadenylierten hsp82-neo mRNA

wurde unmittelbar an das 3'-Ende von neo ein Segment

des autosomalen hsp82-Gens von D. melanogaster mit dem
fir eukaryotische Transkriptionseinheiten typischen

Polyadenylierungssignal gekoppelt.

Das Fusionsgen mit der 0.86 kb-Promotorregion hat
gegeniber der 5.0 kb langen 5'-Region den Vorteil der
vollstéandig bekannten Nukleotidsequenz (Abbildung 4
der GENE-Publikation). Dadurch kann die genaue Lage
aller Schnittstellen fir Restriktionsenzyme und ande-
rer Sequenzen/Elemente/Boxen bestimmt werden. Zudem
ist durch die DNA-Minderung der Anteil einmaliger
Schnittstellen fir Restriktionsenzyme im Fusionsgen
hsp82-neoc hdher und die Transformationseffizienz

gesteigert.

Das Fusionsgen hsp82-neo kodiert fir ein nevartiges,
chimdres Protein, zusammengesetzt aus den ersten 20

Aminosduren des hsp82-Gens von D. pseudoobscura,

5 Linker-kodierten Aminosduren und allen Aminosduren




des bakteriellen Neomycin-Phosphotransferase-Gens auBer

den ersten vier.

Demnach standen die beiden hsp82-neo Fusionsgene

(a) fir den Bau von P-Element gesteuerten Vektoren
(Transposons) fir den Gentransfer in das Fliegen-Genom,
(b) die Analyse der Regulation der Genaktivitadt und

(c) der Gendosis-Kompensation zur Verfigung.

2. Entwicklung und Anwendung von P-Element transponierbaren Expressions-
Vektoren fiir die GeniUbertragung von hsp82-neo und anderen Sequenzen in
das Drosophila-Erbgut durch Keimbahn-Transformation von Priablastoderm-

Embryonen

Einleitung

Die Versuchsfolge: in vitro Mutagenese eines Gens durch
genetic engineering ---> Gentransfer und -einbau in Chromo-
somen ---> Funktionstest des Gens, hat sich fiUr das Studium
eukaryotischer Genfunktion als &uBerst effizient erwiesen.
Dabei ist eines der wesentlichen Elemente der Gentechnologie

der sogenannte Vektor (Winnacker, 1984).

Ein Vektor ist ein in vitro abgwandeltes Empfanger-DNA-Mole-
kol (Plasmid- oder Phagen-DNA), das ein Transgen wie hsp82-neo
und/oder andere DNA-Sequenzen in das Genom eines Empfanger-
stammes (Mutante oder Wildtyp) einbringt. Dadurch wird ein

neuver Stamm geschaffen, der sich im Fall von D. melanogaster

nur in der Anwesenheit des Transgens hsp82-neo unterscheidet.
Ansonsten sind beide Stémme isogen. Auf diese Weise gelingt es
gezielt, Erkenntnisse Uber die Wirkung von hsp82-neo, seine
Kontrollelemente, Transkription, funktionsstimulierende Fak-
toren (Hitze, StreB, Hormone und andere),sowie UOber seine
Chromatin-Verpackung in Banden/Interbanden von Polytédnchromo-

somen im komplexen tierischen Organismus zu gewinnen.




Wie kommt hsp82-neo in das Erbgut von Drosophila melanogaster?

Rubin und Spradling fanden 1882, daB der Einbau von transpo-

nierbaren P-Elementen von D. melanogaster in Plasmide deren

Einbau in das Fliegengenom erlaubt. Dadurch wird der Gentrans-

fer aus dem Reagenzglas in Chromosomen des Organismus vollzogen.

P-Elemente sind eine der 3 Klassen transponierbarer Elemente

in D. melanogaster neben copia, foldback-(FB) und I-Elementen.

Autonome P-Elemente haben die Fdhigkeit unter bestimmten Be-
dingungen sich aus der DNA herauszuschneiden und kénnen sich
im Genom hin- und herbewegen (transponieren). In D. melanoga-
ster kommen P-Elemente als intakte 2.9 kb lange Transposons
oder defekte, daher nicht-autonome Elemente unterschiedlicher
GréBe vor. Jedes P-Element voller Lénge besitzt 4 offene Lese-
raster und vollkommene direkte Sequenzwiederholungen (inverted
repeats) an seinen Enden. P-Elemente transponieren nur in der
Keimbahn, obwohl sie in beiden, Keimbahn und somatischem Gewe-
be transkribiert werden. Die Keimbahn-Spezifitdt folgt aus un-
terschiedlichem SpleiBen der P-RNA in beiden Geweben (eine

umfangreiche Ubersicht findet sich bei Engels, 1989).

Im folgenden gebe ich eine zusammenfassende Darstellung meiner
Entwicklungen von verschiedenen P-Element gesteverten Gen-Trans-

fer/Expressionsvektoren, die alle auf hsp82-neo basieren.

a) hsp82-neo/Adh-Transpositionsvektoren pHS22 und pHS24

(veroffentlicht in GENE 1990)

Der Bau von Vektor pHS22 geschah aus folgenden Uberlegungen.
Erstens wollte ich priifen, ob das hsp82-neo Fusionsprotein im
Tier enzymatisch aktiv ist. War auch die Transkription von

hsp82-neo wahrscheinlich, kénnte auf der Translationsebene




das Vorschalten von 25 fremden Aminos&uren und das Fehlen der
eigenen ersten 4 Aminos&uren am NH2—Terminus von neo negative
Auswirkungen auf die Neomycin-Phosphotransferase-Aktivitat ha-
ben. Zweitens galt es auszuschlieBen, daB die Einfihrung als
Fremdprotein hsp82-neo in das Tier, keine toxische Wirkung hat.
Drittens, fir die Analyse der Gendosis-Kompensation wollte ich

neben dem X-chromosomalen Gen (hsp82 von D. pseudoobscura in

Form von hsp82-neo) ein autosomales Gen, die Alkoholdehydroge-

nase (Adh) von D. melanogaster, in einem Vektor als Cointegrate

vereint, in Embryonen einbringen.

Wie Abbildung 2 (der GENE-Publikation) zeigt, besteht der etwa
16 kb groBe Transpositionsvektor pHS22 aus einem kleinen pro-
karyotischen Teil (pUCY9) und einem groBen eukaryotischen Teil
(P-Adh / hsp82-neo-Poly (A)-P). Der prokaryotische Teil, der

nicht in das Fliegengenom insertiert, gestattet die Massenver-

mehrung der DNA in Escherichia coli. Dafir trédgt die bakteriel-

le DNA einen Replikationsursprung sowie ein Antibiotikaresis-
tenzgen (Ampicillin), um die Zellen mit dem Vektormolek{l se-
lektionieren zu konnen. Die bakterielle DNA wird an beiden
Seiten begrenzt von P-Element-Sequenzen (P), deren Vorhanden-
sein und Erkennung fir den Transpositionsvorgang in D. melano-
gaster eine VoraUssetzung ist und auf die das an der Transpo-
sition beteiligte Enzym, die Transposase, wirkt. Das 5'-Ende
der P-Element-DNA mit der 5' 31-bp invertierten Sequenzwie-
derholung und der 5'-Transposase-Bindungsstelle, die mit dem
P-Element-Promotor Uberlappt, ist stromabwédrts (3') vom
hsp82-neo Fusionsgen gelegen. Zwischen pUCYS und dem Melano-
gaster-Alkoholdehydrogenase (Adh)-Gen befindet sich das 3'-
Ende von P-Element p7 25.1 mit der endstédndigen 31-bp langen,
invertierten Sequenzwiederholung sowie der 3'-Transposase-
Bindungsstelle und anderen Sequenzen.

Dem urspringlich autonomen P-Element geht die Fahigkeit zu
transponieren verloren durch das Entfernen von internen P-

Element-Sequenzen fir den Einbau der Gene hsp82-neo und Adh.



Das nun nicht~autonome P-Element in Vektor pHS22 erlangt seine
Transpositionsféhigkeit voridbergehend dadurch zurick, wird mit
dem 16 kb-Vektor zusammen ein intaktes 2.9 kb P-Element, das
Helferplasmid p ¥ 25.7wc (wings clipped) in Préablastoderm-Embry-
onen injiziert. Das Helferplasmid liefert Uber sein intaktes
Transposasegen das Enzym, kann selbst aber aufgrund der von
Karess und Rubin (1984) entfernten, letzten 23 bp der 3' in-
vertierten Sequenz nicht in das Fliegengenom integrieren.

Demnach werden nur die transponierten Sequenzen P-Adh / hsp82-

neo-Poly (A)-P einschliefilich der invertierten Sequenzwieder-

holungen in das Fliegengenom eingeschleust.

Wie Abbildung 2 weiterhin zeigt, habe ich das 7.7 kb hsp82-
neo Fusionsgen im Vektor pHS22 so angeordnet, daB es mit dem
Adh-Gen in gleicher Orientierung transkribiert wird. Anhand
der dadurch erzielten, grdBeren Abstandsweite der 5'—regulato—
rischen Sequenzen wollte ich mégliche Promotor-Interferenzen
zwischen hsp82 und Adh ausschalten. Das autosomale Adh-Gen
steht unter der Kontrolle seines eigenen Promotors. Das 3.2

kb lange Xba/Xba -Fragment beinhaltet 0.66 kb 5' und 0.64 kb
3' flankierender DNA, die alle cis-wirkenden, regulatorischen
Sequenzen fir die typische Adh-Expression aufweisen (Posakony

et al., 1985).

Der hier nicht gezeigte Vektor pHS24 ist im Prinzip baugleich
mit pHS22, enth&lt jedoch das 3.7 kb hsp82-neo Fusionsgen
anstelle der in pHS22 verwendeten, 7.7 kb langen Funktionsein-
heit.




b) Etablierung von 13 transgenen D. melanogaster-Stammen durch Einschleusung

von Transposons pHS22 und pHS24 in die Keimbahn von Embryonen

FUr die Keimbahn-Transformation habe ich zuerst pHS22 und in
einer anderen Serie von Experimenten pHS24 in einer Konzentra-
tion von 300-500 pg/ml zusammen mit Helferplasmid p7 25.7wc
(70-100 pg/ml) in 20-30 min alte Préblastoderm-Embryonen mikro-

injiziert. Als Empfénger dienen Embryonen der Neomycin/AdhnUll—

Mutante AdhEﬂi pr cn; das prune-Allel (pr) und das cinnabar-

Allel (cn) sind Augenfarben-Marker.

Ich habe diese Mutante fir die Keimbahn-Transformation gewdhlt,
um zundchst Uber die Alkoholresistenz die durch das hsp82-neo-
Fusionsprotein eventuell gegebene Neomycin (G418)-Resistenz zu

eichen. Das Adh£ﬂ£—Allel im Empfangerstamm ist eine in Abwesen-

heit von Alkohol homozygot lebensfédhige, durch Formaldehyd-Mu-
tagenese entstandene Deletions-Mutante (Benyajati et al., 1982).
Da den Tieren wegen eines RNA-splicing -Defektes enzymatisch
aktive Alkoholdehydrogenase fehlt, sterben nicht-transformierte
Adulte in Gegenwart von 6% Athanol, hingegen iGber pHS22-Trans-
formation gerettete Tiere Uberleben durch Aufnahme des intakten
Adh-Gens.

Fir die Selektion wurden Fliegen, die sich aus mit pHS22 oder
pHS24 injizierten Embryonen entwickelten, mit dem entsprechen-
den Partner des nicht-transformierten Rezipientenstammes rick-
gekreuzt und die Transformanten unter den Nachkommen zuerst

auf Resistenz gegeniber Athanol (6%) und dann auf G418-Resis-
tenz geprift. Da nicht transformierte Larven in Gegenwart von
100 pg G418/ml Uberleben, geschah die Selektion echter hsp82-
neo Transformanten Uber 1000 pg G418/ml. Das Neomycin-Analog
G418 war von der Eiablage bis zur Adultentwicklung sténdig im

Instant-Futter vorhanden.




E1f individuelle, transgene St&mme von D. melanogaster wurden

so Uber pHS22 und zwei Stédmme Uber pHS24 etabliert. Die geringe
Zahl an Transformanten mit pHS24 entspricht der in diesem Fall
viel geringeren Zahl injizierter Embryonen. Die Transformations-
hédufigkeit dieser Vektoren liegt bei 25 Prozent. Alle 13 trans-
genen Sté&mme sind resistent gegen beide Drogen, G418 und Alko-
hol (6%) und werden nach Inzucht und G418-Selektion frei von

Balancern homozygot auf Normalmedium gehalten.

c) Zytogenetische Kartierung der Insertionsorte von Transposons pHS22

und pH524 im Genom von D. melanogaster

Der zytogenetische Nachweis der Aufnahme von rekombinanter DNA

(pHS22/pHS24) in das Erbgut von D. melanogaster geschah durch

in situ-Hybridisierung von Proben-DNA an Polytadnchromosomen
aus Speicheldrisen. Zu diesem Zweck habe ich das 7.7 kb lange
hsp82-neo Fusionsgen und in anderen Fdllen den vollstandigen
Vektor pHS22 mit Biotin in vitro durch nick-translation mar-

kiert. Die Analyse der 13 transgenen Melanogaster-Stadmme er-

gab, dafl diese Transposons Uber Chromosomen 2R, 2L, X, 3R und
3L zufdllig verteilt vorkommen, das kurze Chromosom 4 besitzt
keine Insertion. Zudem wurden Transformanten mit unterschied-

licher Kopienzahl gefunden. Drei transgene Melanogaster-Stamme

tragen eine einzelne Insertion von Transposon pHS22 im X-Chro-
mosom; sieben Stdmme haben je eine Insertion in den Autosomen.
Ein weiterer autosomaler Stamm besitzt eine Doppelinsertion
von pHS22. Transposon pHS24 kommt in einem Stamm autosomal
einmalig und in einem anderen Stamm als zweimalige Insertion

vor.

Ein typisches Beispiel deartiger in situ-Hybridisierungen
zeigt Abbildung 5 (der GENE-Publikation). Wie solche Experi-
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mente beweisen, gibt es keine hot spots fir pHS22/pHS24-Inser-
tionen. Eine sichtbare Kreuzhybridisierung zwischen Pseudoob-

scura.hsp82 und Melanogaster_hsp82-Sequenzen fehlt erwartungs-

gemédB, da ich die zwischen beiden Sequenzen etwa 90% konser-
vierte Exon 2-Region (Blackman und Meselson, 1986) durch das
bakterielle neo-Gen von Tn5 ersetzte. Andere hsp82-Regionen
besitzen keine fir ein optisch sichtbares Hybridisierungssig-
nal ausreichende, vergleichbar hohe Sequenzhomologie.

Alle 13 Transformanten-Stdmme sind homozygot lebensfdhig und

zeigen keinen veranderten Phanotyp.

d) Molekulare Charakterisierung der hsp82-neo Transkripte durch Northern
(RNA-Blotting)-Analysen und RNA-Proben-Protektion

Zum Nachweis der hsp82-neo Transkripte habe ich RNA aus nach
Geschlecht getrennten Larven und Adulten der 13 transgenen
Stdmme isoliert. Ein typischer Northern-Blot (Abbildung 6 der
GENE-Publikation) zeigt, daB die Transformanten unter Normal-
bedingungen (250C) eine gespleifite 1.1 kb hsp82-neo mRNA bilden,
die in dem nicht-transformierten Empfédnger-Stamm fehlt. Diese
reife, translatierbare hsp82-neo mRNA ist die Grundlage der
Drogenresistenz und erlaubt den transgenen Tieren in allen
Entwicklungsstadien, ohne durch HitzestreB gesteigerte Tran-
skription, das Antibiotikum G418 durch Phosphorylierung zu
entgiften. Die 1.1 kb TranskriptgrdBe der hspB82-neo mRNA ent-
spricht der Erwartung. Das ungefdhr 2.1 kb lange ungespleiBte
Primdrtranskript mit Intron-RNA ist wegen seiner raschen Pro-
zessierung und der geringen Auftragsmenge von 2.5-5.0 pg Ge-

samt-RNA pro Gelspur im Northern nicht sichtbar.

Interessanterweise ist die hsp82-neo Transkriptmenge zwischen

den einzelnen transgenen Stédmmen relativ dhnlich. Lediglich




zwel Transformanten zeigen grdfBere quantitative Abweichungen
in der hsp82-neo Transkription, vermutlich aufgrund von Posi-
tionseffekten. Im allgemeinen beeinflussen Enhancer, also die
Transkription steigernde DNA-Sequenzen und/oder Promotoren
anderer Gene,das Verhalten von hsp82-neo wenn Uberhaupt nur
wenig. Die Aktivitdt des stdndig in allen Geweben exprimier-

ten hsp82-Promotors ( von D. pseudoobscura in D. melanogaster)

ist wahrscheinlich weitgehend unabhéngig von der zufédlligen
chromosomalen Insertionsstelle aufgrund seiner Architektur
als Promotor eines housekeeping-Gens und/oder wegen multipler
Bindungsstellen fir genspezifische regulatorische Faktoren
stromaufwdrts (5') dés TATA-Motifs.

Die Deletion der 5'-flankierenden Region von Position -5000
auf -868 beeintrdchtigt die hsp82-Transkription nicht wesent-
lich. Transformanten, die das verkirzte Fusionsgen tragen,
zeigen wie in Abbildung 6 (der GENE-Publikation) keinen gros-
sen Unterschied in der RNA-Menge. Infolgedessen missen die
entscheidenden Steuersequenzen fir die konstitutive Expression
und HitzestreB-Reaktion stromabwédrts (3') von Position -868

angesiedelt sein.

Das 1063 bp-Intron des D. pseudoobscura hspB82-Gens trennt das

transkribierte, nicht-translatierte Exon 1 von der kodieren-
den Exon 2-neo-Fusion. Fir die Quantifizierung des ungespleis-
sten, Intron-haltigen Primdrtranskriptes benutze ich die im
Vergleich zur Northern-Hybridisierung (RNA-Blotting) empfind-
lichere und genauvere RNA-Proben-Protektion. Diese Methode er-
laubte mir die konstitutive Synthese des hsp82-neo, seine
Transkription nach Temperatur-Shifts und das Intron-SpleiBen
im Tier zu untersuchen. Zu diesem Zweck habe ich Intron-DNA

der Pseudoobscura-und Melanogaster-hsp82-Gene frei von Se-

quenzhomologie als molekulare Proben subkloniert. In vitro-
Transkription dieser Intron-DNA durch bakterielle RNA-Polyme-
rasen (SP6, T3 und T7) ergibt 32P—markierte anti-sense RNA,




die mit komplementdren hsp82-sense Transkripten in der Gesamt-
RNA aus Transformanten doppelstrdngige Hybride bildet, wéhrend
spater zugesetzte RNAsen (A und T1) ungepaarte Einzelstrang-

RNA in der Ldésung abbauen.

Wie die im Sequenzgel aufgetrennten RNA:RNA-Hybride in Abbildung
/7 (der GENE-Publikation) zeigen, ergibt das bei 25°C entstan-
dene, ungespleifite Primédrtranskript aufgrund seiner geringen
Menge eine relativ schwache Markierungsbande. Demgegeniber ist
in hitzegestreBten (3600/20 min) Tieren die hsp82-neo Transkrip-
tion finffach héher und dementsprechend ist ein starkes Hybri-
disierungssignal vorhanden. HitzestreB-induzierte Steigerung

der hsp82-neo Transkription ist fir alle 13 transgenen Melano-
gaster-Stamme charakteristisch. Die Tatsache, daB das Trans-

gen in D. melanogaster 2-3-fach schwacher als das endogene

hsp82-Gen transkribiert wird, entspricht den natiirlichen Unter-
schieden in der Synthese dieses housekeeping-Gens. Offensicht-

lich folgt die Transkription von hsp82-neo in D. melanogaster

den von der D. pseudoobscura-Promotorstruktur vorgegebenen Kon-

trollmechanismen. Vermutlich ist die geringere hsp82-Tran-

skription in D. pseudoobscura die Konsequenz schwdcherer cis-

wirkender Faktoren wie der Promotorstirke.

null

e) "Heilung" der Adh -Mutante vom Gendefekt durch Adh-Gentransfer

Beide, Transposons pHS22 und pHS24 tragen neben dem hsp82-neo
Fusionsgen das Alkoholdehydrogenase (Adh)-Gen von D. melano-
gaster als Cointegrat. Durch Anwendung von RNA-Proben-Protek-
tion habe ich auch das korrekte Funktionieren des durch Keim-

bahn-Transformation in den Ausgangsorganismus D. melanogaster

zuruckgebrachten "gesunden" Adh-Gens gepriUft. Abbildung 8 (der
GENE-Publikation) dokumentiert einen Vergleich der Adh-Tran-




skription in der nicht-transformierten SpleifBing-Mutante

Aghiﬂi mit der in Transformanten und dem Wildtyp. Wie die Gel-
spuren 1 und 2 verdeutlichen ist ungespleiBite Adh-BNA instabil,
weshalb die Mutante nur eine sehr geringe Menge (unter 5%) an
Adh-Transkripten besitzt. Da diese Transkripte keine enzymatisch
aktive Alkoholdehydrogenase ergeben, sterben die Tiere in Ge-
genwart von Alkohol. Das Ersetzen des mutierten Adh-Allels

durch Transformation eines "gesunden" Gens tber Adh / hsp82-neo-

Konstrukte fihrte in sdmtlichen 13 transgenen Stémmen der ur-
springlichen AghnUll—Mutante zur "Heilung" vom Gendefekt. Dies
ist darauf zurlckzufihren, daBl diese transgenen Stédmme korrekt
gespleiBte Adh-mBNA in groBer Menge bilden, vergleichbar der

Adh-Expression im Wildtyp Oregon R (Abbildung 8).

f) SCHLUBFOLGERUNGEN

Die Ergebnisse der in Abschnitten 2a-e beschriebenen Experimente

beweisen, dabB

- pHS22 sowie pHS24 als funktionelle Transposons Uber die Keim-
bahn in das Fliegen-Genom einwandern und zu seinem natOrlichen
Inhalt Erbanlagen hinzufigen, die als Fremd-DNA in jeder Zelle

prédsent sind und mit den Chromosomen vererbt werden,

- das hsp82-neo Fusionsgen keine die Transkription inhibieren-

den DNA-Sequenzen enthélt,

-~ die Transkription von hsp82-neo in transgenen D. melanogaster

den von der D. pseudoobscura hsp82-Promotorstruktur vorgege-

benen Kontrollmechanismen folgt,




~ das Fusionsgen stédndig angeschaltet ist und durch HitzestreB
(360C) eine finffache Steigerung seiner Syntheseleistung er-
fahrt,

- das autosomale Adh-Cointegrat neben dem X-chromosomalen hsp82
exprimiert wird, dadurch den Gendefekt beseitigt und die

AdhnUll~Mutante vor Alkoholvergiftung rettet,

- das Fusionsgen ein hsp82-neo Fusionsprotein exprimiert, des-

sen stédndige Présenz fir D. melanogaster nicht cytotoxisch ist

- die Phosphotransferase-Aktivitdt dieses Fusionsproteins den
Tieren in allen Entwicklungsstadien (250C) eine stabile Neo-~

mycin (G418)-Resistenz verleiht und das

- hsp82-neo keine phédnotypischen Verédnderungen der Transfor-

manten verursacht.

Weitere Studien ergaben, daB hsp82-neo-Konstrukte Uber Calcium-

phosphat/DNA-Niederschldge in Zellkulturen von Drosophila ein-

gefihrt, die Zellen Neomycin(G418)-resistent macht. Damit sind
Voraussetzungen geschaffen, die Expression von hsp82-neo und
anderer als nicht-selektionierbare Vektor-Cointegrate einge-
schleuste Gene auch in Zellkulturen zu untersuchen. Das ist
for manche Fragestellungen von groBem Vorteil, sind die, in

einigen Tagen durchfihrbaren Studien transienter Expression

transformierter Gene in Zellkulturen, der langwierigen (etwa

6 Monate dauernden) Etablierung transgener Tiere vorzuziehen.




3) Hsp82-neo Transpositionsvektor pHS85: FEin vielseitig verwendbarer

Ubertrdger von Genen und anderer DNA in eukaryotische Zellen

(verdffentlicht in GENE, 1990)

Auf der Basis der Produktion des enzymatisch aktiven Fusions-
proteins kénnen hsp82-neo Vektoren auch als G418-resistente
Ubertrdger von Sequenzen von nicht selektionierbaren Droso-

phila-Genen sowie Fremd-DNA in D. melanogaster und in andere

Organismen dienen. Hsp82-neo bietet Vorteile fir den Vektor-
bau, (i) da es ein Fusionsgen geringer GréBe ist, (ii) stén-
dig exprimiert und thermoinduzierbar ist, (iii) fiUr ein Pro-

tein kodiert das normal nicht in Drosophila und anderen Eu-

karyonten vorkommt, weshalb es dominant ist und (iv) die Ver-

wendung von Mutanten nicht voraussetzt.

Ein Beispiel solcher Vektor-Entwicklung ist der in Abbildung
3 (der GENE-Publikation) vorgestelle pHS85. Dieser Vektortyp
(ca. 9 kb groB) unterscheidet sich von Vektor pHS22 ( ca. 16 kb)
dadurch, daB er erheblich kleiner ist, daB das Adh-Gen fehlt

und die 5' upstream-Region des hsp82-neo Gens nur 0.86 kb re-

gulatorischer DNA betrdgt. Fir die Aufnahme anderer Nukleotid-
sequenzen wurde das 3'-Ende des Polyadenylierungs-Signals

von hsp82-neo mit einer multiplen Klonierungsstelle (MCS)
ausgestattet. Diese Kasette besteht aus 20 Restriktionsstel-
len, von denen 8 in der gesamten Konstruktion (ca. 9 kb) nur
einmal vorkommen. Dieser Vektor hat sich fir effizientes Klo-
nieren und die Keimbahn-Transformation groBer genomischer DNA-
Molekile als besonders nitzlich erwiesen. Entsprechende Ver-
suche zeigten, daB pHS85 bis zu 17 kb Fremd-DNA aufnehmen

kann, ohne als 26 kb-Plasmid instabil zu sein.




Ausgehend von dem im Maniatis-Labor von Dr. J. Posakony (Harvard)
geschaffenen P-Element Plasmid pPL &-1 (unverdéffentlicht) habe
ich hsp82-neo Vektor pHS85 in folgenden Teilschritten konstru-
iert. Zuerst wurde der synthetische Polylinker (MCS) aus Plas-
mid pKS+ (Stratagene, USA) als Kpn(5')-SacI(3') begrenztes 110
bp-Fragment gelisoliert und in den Zentralteil des P-Elementes
pPLA-1 umkloniert, was pHS82 ergab. Um die multiplen Klonierungs-
stellen spdter am 3'-Ende des Fusionsgens zu haben, bedurfte es
jetzt einer Umlagerung der einmaligen KpnI-Stelle vom 5' an

das 3'-Ende des Polylinkers. Die Zerstdérung der 5'"-KpnI-Stelle

in pHS82 geschah Uber die 3'-5'-Exonukleaseaktivitdt von T4-

DNA Polymerase und Ligation der glatten Enden fihrte zu pHS83.
Dieser Zwischenvektor wurde am 3'-Ende des MCS dann mit SacI
aufgeschnitten, die Uberstehenden Enden mit Exonuklease "geglat-
tet" und ein 8 bp KpnI-Linkermolekil eingesetzt, woraus pHS84
resultierte. Durch Klonierung der 3.73 kb langen hsp82-neo-

Poly (A)-Funktionseinheit in BglII-KpnI aufgeschnittenes Plas-
mid pHS84 entstand letztlich der gewiinschte Transpositions-
vektor pHS85.

Inzwischen findet Transpositionsvektor pHS85 Anwendung an der
Harvard-Universitdt, am California Institute of Technology
(CalTech), am Institut Pasteur in Paris, bei CSIRO in Austra-
lien und anderen Instituten. Im Rahmen der Sequenzierung des

Genoms von D. melanogaster versucht Prof. Waclaw Szybalski

(Madison, Wisc. USA) Uber pHS85 einzigartige "Chromosomen-
scheren™ in das etwa 150 Megabasen umfassende Fliegen-Genom
einzuflhren: "New scissors for cutting chromosomes", Science,
249, 127 (1990). In der Arbeitsgruppe von Prof. E. Gateff in
Mainz wurden mittels pHS85 Uber 20 transgene Stédmme einer

temperatursensitiven Hirntumor-Mutante etabliert.




4) pHS103 und pHS104: Ausgangsvektoren fir Untersuchungen der Mechanismen

wie Retrotransposons und anti-sense BNA in Drosophila melanogaster die

Transkription beeinflussen

(verdffentlicht in NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 1989)

Viele Mutationen in D. melanogaster sind das Ergebnis der Inser-

tion eines transponierbaren Elements, vor allem von Retrotrans-
posons, in ein Intron. Fir Untersuchungen der Mechanismen wie
die Insertion von Retrotransposons die Expression (Transkription
und/oder das RNA-Prozessing) eines Testgens (hsp82-neo) beein-
fluBt oder stdért, habe ich P-Element Vektoren pHS103 und pHSlO4

konstruiert.

Die meisten Retrotransposons in Drosophila gehdren zur Klasse

der copia-dhnlichen Elemente, zum Beispiel copia, mdg, 412,

B104 und gypsy (Rubin, 1983). Strukturell sind diese Elemente
Retroviren sehr &hnlich. Sie besitzen zwei long terminal repeats
(LTRs), die Start- und Terminations- Signale enthalten. Die
interkalierte Region kodiert fir Proteine, die der Endonuklease,
Protease und Reversen Transkriptase von Retroviren in Wirbel-
tieren homolog sind. Nichts ist dariUber bekannt, warum etwa 10

Prozent des Drosophila-Genoms Retrotransposons sind, welchen

Ursprung sie haben und welche evolutiondre Verwandtschaft zwi-
échen den verschiedenen Retrotransposons besteht. Bewiesen ist,
daB Insertionen von Retrotransposons in Gene oder den Gense-
quenzen eng benachbarten Regionen Mutationen verursachen. Die

Drosophila-Mutation white-apricot ﬂi basiert auf einer copia-

Insertion im Intron des white-Gens, was anstelle weiller zu oran-
ge gefédrbten Augen fihrt (Levis et al., 1984; Zachar et al.;
1985). Im forked-Gen ist ein gypsy-Element im Intron insertiert

(Parkhurst und Corces, 1985). Untersuchungen bei Mammaliern und




und Hihnern zeigen, dafl Insertionen von Retrotransposons zel-
lulédre Onkogene aktivieren und dadurch Tumoren induzieren (Var-
mus, 1984; Bishop, 1985). Viele Befunde der letzten Jahre las-
sen vermuten, daB eine direkte Beziehung zwischen Mutagenitat
und transkriptionellen Eigenschaften der Retrotransposons be-
steht. Es hat sich gezeigt, daB mutierte Phdnotypen entstehen

kénnen durch abgewandelte Transkriptbildung.

Fir die Inserfions~Mutagenese habe ich in das 1063 bp-Intron des
hsp82-neo Gens ein synthetisches 0ligomer von 110 bp L&nge mit
22 Klonierungsstellen eingefigt. Von diesen Stellen sind im
bindren Adh / hspB82-neo-Vektor pHS103 sechs und im hsp82-neo-

Vektor pHS104 neun einmalige Orte fir die Insertion von Retro-

transposons oder anderer DNA geeignet.

Um beide Vektoren zu entwickeln, wurde zuerst die SmalI-Stelle
im Plasmid pGEM-3 (Promega, USA) zerstdrt durch Einsetzen ei-~
nes 12 bp BglII-Linkers zwischen die glatten Enden. Danach
wurde in dieses rekombinante pGEM-3 Plasmid das 110 bp Oligomer
einkloniert was pHS98 ergab. Parallel dazu schnitt ich aus dem
hsp82-Intron des hsp82-neo Fusionsgens in Traﬁspositionsvek—
toren pHS23 und pHS24 ein 219 bp BglII-Sacl Fragment heraus,

um an seine Stelle die Kassette multipler Klonierungsstellen
aus pHS98 einzusetzen, wodurch letztlich pHS103 und pHS104

entstanden.

Die Verfigbarkeit dieser Vektoren erlaubt Retrotransposons
zundchst als Ganzes in das Intron von hsp82-neo zu klonieren.
Ratsam ist es das jeweilige Retrotransposon in beiden Orien-
tierungen zur Transkriptionsrichtung des Testgens einzupassen.
Zahlreiche Regulations-Signale fur die virale RNA-Synthese

und DNA-Replikation, die auch fir die Mutationsbildung in

Drosophila verantwortlich sein kénnen, sind in und in der

Nahe der LTRs~gelegen. Deshalb sollten insbesondere diese Re-




gionen molekular "seziert" werden. Von besonderem Interesse
sind Konstruktionen mit beiden LTRs versus einzelnes LTR (5
oder 3'), da Revertanten von durch Retrotransposons ausge-

losten Mutationen hdufig ein solo-LTR zurickbehalten.

Dariber hinaus sind Vektoren pHS103 und pHS104 auch dadurch
attraktiv, daB sie eine vom hspB82-Promotor gesteuverte in
vivo-Synthese von anti-sense RNA erlauben. Die Produktion
von anti-sense RNA dient dazu, Gene zu identifizieren, die
mit der Methodik der klassischen Genetik nur schwer oder gar

nicht faBbar sind.

5. Dosis-Kompensation des X-chromosomalen hsp82-Gens von D. pseudoobscura

und des cotransformierten, autosomalen Adh-Gens von D. melanogaster an

ectopischen Chromosomenorten in transgenen D. melanogaster

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1991); im Druck

Einleitung

Sex-Determinations-Mechanismen fihren zu Unterschieden in der
Zahl bestimmer Chromosomen und dadurch zu einem betrédchtlichen
Ungleichgewicht im Genom der Geschlechter. Verschiedene Mecha-
nismen wurden von verschiedenen Organismen entwickelt, um den
funktionellen Zustand der Chromosomen anzugleichen.

Dieses regulatorische Phadnomen wird als Gendosis-Kompensation
bezeichnet. Obwohl dieser Mechanismus gewdhnlich nur zu einer
Anderung der Genexpression um Faktor 2 fiohrt, sind Mutanten,
die die Gendosis-Kompensation durchbrechen, lethal. Anschei-
nend fihrt der kumulative Effekt ungenauer Dosis vieler Gene

zu einem Zustand &hnlich der Aneuploidie.




In Drosophila ist die Expression der meisten X-gekoppelten Alle-

le in beiden Geschlechtern gleich, obwohl Mannchen ein und Weib-
chen zwei aktive X-Chromosomen besitzen. Die Gendosis-Kompen-
sation wurde systematisch erstmals von Muller (Muller, League
und Offérmann, 18931; Muller, 1950) untersucht. Die Kompensation
wird nicht durch die Kopienzahl eines individuellen Gens be-
stimmt, sondern ist eine spezifische Response der Expression
X-gekoppelter Gene auf das Verh&dltnis von X-Chromosomen zu
Autosomen (Baker und Belote, 1983; Jaffe and Laird, 1986;
Lucchesi und Manning, 1987).

DaB Gendosis-Kompensation auf der Ebene der Transkription
geschieht, wurde zuerst durch autoradiographische Studien des
3H—Uridineinbaues in Polytdnchromosomen nachgewiesen (Mukherjee
und Beermann, 1966). Nachfolgende RNA-Studien anhand bestimm-
ter X-chromosomaler Gene best&tigen die Erwartung, daB in Mann-
chen die RNA-Menge pro Gen etwa zweimal so groB wie in Weib-
chen ist (Birchler et al., 1982; Ganguly et al., 1985; Breen

und Lucchesi, 1986; Kaiser et al., 1986).

Obwohl der Mechanismus der Gendosis-Kompensation unbekannt
ist, geht man davon aus, daB sehr wahrscheinlich cis-aktive
Sequenzen in der X-chromosomalen DNAbregulatorisch wirken.
Prinzipiell stellt sich die Frage,ob Gen-spezifische Sequenzen
jedem zu regulierenden Gen unmittelbar vorgeschaltet sind, ob
Gen-unabhéngige, nicht unbedingt benachbarte Sequenzen, oder

beide Arten von Signalen die Kompensation steuern?

Die P-Element vermittelte Keimbahn-Transformation erdffnet
einen Weg, diese Mdglichkeiten zu prifen. Einzelne, klonierte
X-chromosomale Gene werden dafir in Autosomen insertiert oder
umgekehrt, autosomale Gene in das X-Chromosom eingebracht.
Als Beweis der Kompensation wird die Aktivitét des Transgens
in Mé&nnchen mit der in Weibchen verglichen. Derartige Ver-

gleiche wurden fir drei X-chromosomale Gene insertiert in




in Autosomen und vier autosomale Gene insertiert in X-Chromo-
somen veroffentlicht. Unbefriedigend ist bei allen derartigen

Untersuchungen die groBe Variabilitdt der Ergebnisse:

1. Autosomale Insertionen des X-chromosomalen white-Gens er-
gaben grdéBere Aktivit&dt pro Gen in heterozygoten Mé&nnchen als
’in heterozygoten Weibchen, wurde die Augenpigmentmenge gemes-
sen. Dieser fir eine Kompensation erwartete Befund war nicht

in Einklang mit dem Fehlen der Kompensation in fir die white-
Insertion homozygoten Weibchen. Solche Weibchen besaBen gewdhn-
lich 2-3 mal soviel Augenpigment wie fir die gleiche Insertion
heterozygote Mannchen und hatten ungefahr die gleiche Pigment-
menge wie homozygote Ménnchen (Hazelrigg et al., 1984; Levis

et al., 1985; Pirrotta et al., 1985).

2. Autosomale Insertionen des X-chromosomalen Speicheldrisen-
sekret-Gens sgs4 zeigten eine zwischen 1.3 - 1.9 mal héhere
Aktivitédt pro Gen in Mannchen als in Weibchen, wurde larvales
Protein oder in einer anderen Linie larvale RNA mit dem endo-
genen autosomalen sgs3 als internem Standard verglichen. Je-
doch schwankten die normalisierten Proteinwerte zwischen ein-
zelnen Larven stark, sogar innerhalb derselben transformierten
Linie und desselben Geschlechts (Krumm et al., 1985; Hofmann
et al., 1987; McNabb und Beckendorf, 1986). (Uberraschender-
weise wurden die Mehrzahl X-chromosomaler sgsd4-Insertionen

nur teilweise oder gar nicht kompensiert.

3. Insertionen des autosomalen Xdh-Gens in X-Chromosomen erga-
ben, wie fir die Gendosis-Kompensation erwartet, ein hoheres
Mannchen/Weibchen-Verhdltnis an Xanthindehydrogenase-Aktivitéat
pro Gen bezogen auf Gesamtprotein als autosomale Insertionen.
Der durchschnittliche Wert lag bei 60% Kompensation (Spradling
und Rubin, 1983; Laurie-Ahlberg und Stam, 1987).




4. Insertionen des autosomalen Adh-Gens fidhrten nach Untersuch-
ungen von Goldberg et al., (1983) in Larven und Adulten zu kei-
ner geschlechtsspezifischen Kompensation an Alkoholdehydrogenase.
Abweichend davon wies eine andere Studie larvaler Transforman-
ten eine niedrige, aber bestdndige Kompensation von annd&hernd

30 Prozent nach (Laurie-Ahlberg und Stam, 1987)

5. Im Falle des autosomalen Ddc-Gens ergab die Insertion in das
X-Chromosom ein hdheres Mannchen/Weibchen -Verhdltnis an Dopa-
decarboxylase—Aktivitét pro Gen,bezogen auf Gesamtprotein, als
avtosomale Insertionen. Jedoch trat dieser Effekt nur in Ex-
trakten von alten Adulten auf und war schwach oder fehlte in
Vorpuppen und frisch geschlipften Adulten (Scholnick et al.,
1983; Marsh et al., 1985).

6. Letztlich sei erwdhnt, Northern-Analysen der Transkripte
des autosomalen Speicheldrisenprotein-Gens sgs3, verglichen
mit der RNA einer gelelektrophoretischen Variante des endoge-
nen Gens,ergaben mehr RNA-Menge pro Gen in M&nnchen als in
Weibchen in nur einer von vier untersuchten X-chromosomalen
Insertionslinien. Zudem gab es ungekldrte Unterschiede zwi-
schen Mannchen und Weibchen mit autosomalen Insértionen(Boun

rouis und Richards, 1985).

Ziel meiner Experimente war es zu prifen, (i) welche cis-
gelegenen Sequenzen die Kompensation auf der Transkriptions-
ebene kontrollieren und (ii) inwieweit Gendosis-Kompensation
der HitzestreB-Antwort und den entwicklungsspezifischen Pro-
grammen ein Ubergeordneter Regulations-Mechanismus ist.

Um die Bestimmungen der Transkriptmengen mit grdéfitméglicher
Genauigkeit durchzufihren und den Faktor von 2 eindeutig zu
messen, habe ich ungespleifite Primédrtranskripte und/oder rei-
fe mRNAs mithilfe der RNA-Proben-Protektion quantifiziert.




Das Messen von Transkripten umgeht die Problematik von Sekun-
déareffekten auf der Proteinebene und die RNA-Proben-Protektion
ist dem Northern (RNA)-Blotting in Genauigkeit und Empfindlich-
keit Uberlegen. Im Folgenden wird das Kompensationsverhalten
eines X-chromosomalen Gens (hsp82-neo) und eines autosomalen
Gens (Adh) an einer und derselben Insertionsstelle geprUft.
Beide Gene wurden in dem oben beschriebenen P-Element Trans-
poson pHS22 in die chromosomale Umgebung transloziert und ihre

Transkription in Weibchen und Mannchen verglichen.

Gendosis-Kompensation des endogenen hsp82-Gens in D. pseudoobscura

Drosophila pseudoobscura hat sich von D. melanogaster vor un-

gefahr 40 Millionen Jahren getrennt. Im Gegensatz zu D. mela-

nogaster ist das X-Chromosom von D. pseudoobscura metacentrisch,

da ein Chromosomenarm, der im gemeinsamen Drosophila-Vorfahr

autosomal war, als neuer Arm (XR) an das X von D. pseudoobscura

transloziert wurde. Infolgedessen ist aus dem autosomalen

hsp82-Gen in D. melanogaster ein X-chromosomales Gen in D.

pseudoobscura geworden.

Zu Beginn meiner Untersuchungen habe ich mittels RNA-Proben-

Protektion den friheren Befund chromosomaler Transkriptions-

autoradiographie geprift, daB hsp82-Gen sei in Pseudoobscura-
Mannchen kompensiert (Pierce und Lucchesi, 1980). Als interner
Standard fir die Quantifizierung dienten mir das autosomale
Gart-Gen (Henikoff und Eghtedarzadeh, 1987) und in einer ande-
ren, unabhédngigen Serie von Experimenten, das autosomale
alpha-Tubulin-Gen. Wie Abbildung 1 und Tabelle 1 (des PNAS-

Manuskriptes) fir Intron- und Exon-Proben des hsp82-Gens doku-

mentieren, ist das X-chromosomale hsp82-Gen in Pseudoobscura-

Mdnnchen ungefdhr zweimal so aktiv pro Gen wie in Weibchen,

was einer vollstdndigen Gendosis-Kompensation entspricht.




Kompensation/Nicht-Kompensation der Transgene hsp82-neo und Adh in Dro-

sophila melanogaster

Die Befunde meiner molekularen Analyse der Gendosis-Kompensa-

tion in transgenen D. melanogaster lassen sich so zusammen-

fassen:

1. Beide, das autosomale Melanogaster-Adh-Gen und das X-chromo-

somale hsp82-neo-Fusionsgen, werden vollsténdig kompensiert,
insertierte Transposon pHS22 in euchromatische Regionen des

Melanogaster-X-Chromosoms. Wie die RNA- Quantifiéierung ergab,

existieren in Mannchen zweimal soviel hsp82-neo und Adh-Tran-

skripte wie in Welbchen

2. Allerdings sind die Mengen von hsp82-neo und Adh-RNA pro
Gen unabhé&ngig vom Sex, insertierte Transposon pHS22 in das

beta-Heterochromatin in Region 20 an der Basis des X. In die-

ser Chromosomenregion sind beide Transgene nicht kompensiert.

3. Keine der 10 autosomalen Insertionen des Pseudoobscura-

hp82-Gens ist in transgenen D. melanogaster dosis-kompensiert.

Dieser Befund gilt fir das hspB82-neo Gen, in dem das hspB82-Gen
sich kurz Uber die Translationsstelle im Exon 2 erstreckt als

avch fir das vollsténdige hsp82-Gen von D. pseudoobscura.Die

Prifung von Befunden (Northern-Analyse und chromosomaler Tran-

skriptionsautoradiographie), daB intakte Pseudoobscura_hsp82-

Gen sei in 3 autosomalen Transformationslinien von D. melano-
gaster kompensiert (Jaffe und Laird, 1986; Jaffe, 1988), ergab
bei meiner Quantifizierung mittels RNA-Proben-Protektion in

denselben Linien eindeutig keine Kompensation des transponier-

ten Gens.




4. Die SchluBfolgerungen aus den hier prédsentierten Transfor-
mations-Experimenten sind: das Kompensations-Verhalten des
hsp82-neo-Transgens wird nicht durch nahe zum Gen gelegene
DNA-Sequenzen bestimmt, sondern reguliert durch das neue X-
chromosomale Milieu, mdglicherweise der &rtlichen Struktur

der DNA oder des Chromatins entsprechend. Der Befund, daf

das co-transponierte, autosomale Adh-Gen zusammen mit hsp82-
neo kompensiert wird, 1&Bt vermuten, daB X-chromosomale regu-
latorische Sequenzen, die fir die Verstdrkung der Genaktivitat
im Mannchen verantwortlich sind, geh&uft im X vorkommen, je-

doch im beta-Heterochromatin fehlen.

Kirzlich wurde berichtet, daB Drosophila-Chromosomenarme,

einschlieBlich der von D. pseudoobscura, die dosis-kompensiert

sind, besitzen eine héhere Dichte an bestimmten Di- und Mono-
nukleotidstrecken, némlich (CA/TG)n, (CT/AG)n und (C/G)n.
Diese Polynukleotide sind mengenmdBig in Autosomen erheblich
geringer vorhanden und fehlen oder sind unterreprésentiert

im zentrischen beta-Heterochromatin. Da jede dieser Sequenzen

Nicht-B-Konformation der DNA-Struktur begiinstigen kann, wurde
‘vermutet, daB ihr vermehrtes Auftreten im X-Chromosom bei dem
Mechanismus der Dosis-Kompensation eine Rolle spielt (Pardue
et al., 1987; Huijser et al., 1987; Lowenhaupt et al., 1989).
Mein Befund, daB die Transgene hsp82-neo und Adh in euchroma-

tischen Stellen des X, aber nicht in Autosomen oder im beta-

Heterochromatin an der X-Basis kompensiert werden, verstarkt

die Assoziation von Dosis-Kompensation mit derartigen Nukleo-
tidanhdufungen und die M&églichkeit, daB, zusdtzlich zu einem
durch das X-Autosomen-Verh&ltnis bestimmten Faktor, diese

Polynukleotide lokale Anderungen der DNA oder der Chromatin-

Struktur erzeugen wodurch Gendosis-Kompensation entsteht.
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